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سوراخ  هایدر بلاستوسیست Eomesو  Cdx2تروفواکتودرمی اختصاصی های ارزیابی کیفیت و بیان ژن

 ایشده به کمک ریزسوزن، پیش از انجماد شیشه

 ، سمانه فیاضی*زاد فروغ مهدوی نژاد، مجتبی دشتی

 (، تهران، ایرانNIGEBپژوهشگاه ملی مهندسی ژنتیک و زیست فناوری )
 dashtizad@nigeb.ac.irمسئول مکاتبات: *

 6/3/95تاریخ پذیرش:                    41/4/95تاریخ دریافت: 

 چکیده

هاي هاي اصلي در اکثر برنامهي تسهیم و بلاستوسیست، یکي از بخشانجماد رویان در مراحل مختلف تکویني شامل زیگوت، مراحل اولیه

گزیني بالاتر بلاستوسیست، انجماد آن نسبت به سایر مراحل در اندومتر و رویان و نیز نرخ لانهلقاح آزمایشگاهي است. به دلیل هماهنگي بهتر 

ي بلاستوسل و نیز تشکیل کریستال یخ، انجماد آن را با محدودیت روبرو ساخته ارجحیت قرار دارد. با این وجود حضور مایع درون حفره

و کیفیت بلاستوسیست از لحاظ سلولي  و بررسي تکنیک سوراخ نمودن مصنوعيبا کمک است. لذا در این مطالعه، با خارج ساختن این مایع 

 ي سلولي تروفواکتودرم نمودیم.هاي ردهمولکولي، علاوه بر بهبود انجماد بلاستوسیست، سعي در بررسي ارتباط بین این روش و تغییر بیان ژن

روز در محیط آزمایشگاه،  1 -9/1مدت، و کشت به IVFپس از انجام  NMRIتني موش از نژاد بلاستوسیست برون 124بدین منظور تعداد 

ي کرایوتاپ درون ازت هاي انجماد، به وسیلهدست آمدند و به طور تصادفي به سه گروه تقسیم شدند. گروه اول پس از قرارگیري در محیطبه

ذوب گردیدند. سپس هر دو گروه از  -بلافاصله منجمد ،ور و سپس ذوب شدند. گروه دوم پس از انجام تکنیک سوراخ نمودن مصنوعيغوطه

در این مطالعه، میزان خروج از زونا با سوراخ کردن  .با نتایج گروه سوم )کنترل( مقایسه شدندها ماني، خروج از زونا و بیان ژننظر زنده

هاي تحت تیمار، ماني در گروهکه میزان زنده داري افزایش یافت. این در حالي استصورت معنيمصنوعي بلاستوسیست قبل از انجماد، به

شد. اما با کاهش مایع بلاستوسل قبل از  Cdx2و  Eomesهاي اي موجب افزایش در میزان بیان ژنمشابه با گروه کنترل، بالا بود. انجماد شیشه

از (. > 59/5pکرد و به گروه کنترل نزدیک شد ) داري کاهش پیداصورت معنياي بهها نسبت به گروه انجماد شیشهانجماد، میزان بیان این ژن

اي مبني بر تاثیر منفي استفاده از این تکنیک مشاهده نگردید و با توجه به افزایش میزان خروج از زونا، کاهش حجم جایي که هیچ نتیجهآن

 تواند مفید واقع شود.اي ميمایع بلاستوسل قبل از انجماد شیشه

 .Cdx2و  Eomesهاي ژنمصنوعي،  نمودني، سوراخ ا، انجماد شیشهبلاستوسیستاهي، لقاح آزمایشگ کلمات کلیدی:

 مقدمه

-منجمد که اولین انتقال و حاملگي رویان 4555از سال 

اي با موفقیت انجام شد، ذوب شده، توسط متد انجماد شیشه

راستاي ارتقاي پروتوکل این روش تحقیقات بسیاري در 

. در این تحقیقات [41]انجمادي صورت پذیرفته است 

عوامل متعددي از جمله ترکیبات محیط انجماد و ذوب، 

حامل، مدت زمان و تعداد مراحل انجماد و نیز مراحل 

. انجماد رویان در [2 ،4]اند تکویني رویاني تغییر یافته

رود پذیرد. انتظار ميمراحل مختلف تکویني آن صورت مي

رود، با توجه هرچه رویان از نظر مرحله تکویني جلوتر مي

به کوچک شدن بلاستومرها و کاهش میزان آب درون 

به سلولي طي فرآیند تسهیم، آسیب کمتري نیز ضمن انجماد 

ي هاي ذوب شدهماني رویانآن وارد شود و نرخ زنده
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مراحل انتهایي، بیشتر از مراحل قبلي باشد. اما به علت 

وجود حفره پر از مایع بلاستوسل و تشکیل کریستال یخ 

ضمن کاهش دما، با موفقیت کمتري نسبت به مراحل قبل 

تواند به عنوان مواجه است. همچنین حضور این مایع مي

در مقابل نفوذ ترکیبات ضدیخ به داخل رویان عمل مانعي 

 . [5]کند 

هاي حضور مایع بلاستوسل اهمیت بالایي در تغذیه سلول

( و توده سلولي داخلي Trophectoderm) TEتروفواکتودرم 

ICM (Inner Cell Massرویان و نیز حرکت و موضع )-

گیري مناسب بلاستومرها دارد. همچنین حاوي فاکتورهاي 

ي سلولي که براي تمایز مناسب رده رشد متعددي است

حیاتي است.  ICM( از Primitive Endodermاندودرم اولیه )

زایي رویان مرحله بنابراین بلاستوسل نقش مهمي در رده

. با کاهش [44]( دارد Preimplantationگزیني )پیش از لانه

توان آسیب وارده ناشي یا حذف این مایع پیش از انجماد، مي

هاي هاي یخ را کاهش داد. راه حلاز تشکیل کریستال

 جمله  متعددي براي این منظور گزارش شده است. از

توان زمان مجاورسازي با ضدیخ و نیز غلظت آن را بالا مي

حل . راه[8]باشند برد که هر دو براي سلامت رویان مضر مي

موثرتر جهت کاهش حجم حفره، خروج مایع بلاستوسلي با 

هاي ، به یکي از روشTEي کاري لایهاستفاده از دست

و یا شیمیایي است. در روش مکانیکي  [41]مکانیکي، لیزر 

 ،[1]تواند به کمک دستگاه میکروساکشن خروج مایع مي

اي )سوراخ ي ریز سوزن شیشهبه وسیله TEسوراخ کردن 

و میکروپیپت کردن  [22]کردن مصنوعي بلاستوسیست( 

بلاستوسیست با استفاده از پیپت پاستور با سایز بسیار باریک 

با استفاده  Vanderzwalmen، 2552صورت پذیرد. در سال 

اي، توانست بلاستوسیست را سوراخ و از ریزسوزن شیشه

ماني پس از ذوب در مقایسه با عدم از زنده نرخ بالاتري

 ،. طبق این روش[22]استفاده از این روش دریافت کند 

وارد حفره شده و در  TEهاي سوزن به آرامي از میان سلول

شود. که این عمل موجب خروج مایع همان راستا خارج مي

 گردد.شدگي بلاستوسیست ميبلاستوسلي و جمع

ا استفاده از دستگاه به همین دلیل ما در این طرح ب 

 ACریزدستکاري و روش سوراخ نمودن مصنوعي 

(Artificial Collapse مایع بلاستوسلي را خارج و ،)

( را منجمد In vitroتني )هاي با منشا برونبلاستوسیست

 نمودیم. 

ماني و با سنجش نرخ زندهها از لحاظ سلولي کیفیت رویان

بلاستوسیست ها به شکل طبیعي و درصدبازگشت رویان

و نیز از طریق مولکولي با بررسي  هاي خارج شده از زونا

 Cdx2و Eomes (Eomesodermin )بیان فاکتورهاي 

(Caudal-related homeobax 2)  به عنوان مارکرهاي ژني

به  TEي هاي لایهبررسي بیان ژن ، ارزیابي گردید.TEي لایه

ارزیابي ، نقش مهمي در زمینه ACعلت آسیب آن ضمن 

 سازد.وقایع مولکولي این تکنیک براي ما فراهم مي
 

 مواد و روش کار

: در جداسازی تخمک، لقاح آزمایشگاهی و کشت رویان

مورد مطالعه قرار گرفتند.  NMRIهاي نژاد این طرح موش

، رطوبت C 22-48°هایي با شرایط دمایي حیوان در قفس

ساعته نگهداري گردید.  42ي نوري درصد و دوره 15-15

 8-2با سني حدود  هاي مادهموشدر گذاري تخمکتحریک 

هورمون  IU 1با تزریق  گرم 15-19هفته و وزني حدود 

PMSG (Pregnant Mare Serum Gonadotropin )

(Folligon®, A007A02, Intervet)  11در روز اول و 

 hCG (Human Chorionicهورمون  IU 1 ،ساعت پس از آن

Gonadotropin( )Pregnyl®, 111, Darou Pakhsh)  به

ساعت پس از  42حدود  .انجام شدصورت داخل صفاقي 

کومولوس از درون اویداکت -هاي تخمک، تودهhCGتزریق 

آلبومین سرم  mg/ml 1به همراه  M2 [48]خارج و به محیط 

پیروات سدیم  mM 11/5و  (sigma,10106)گاوي 

(sigma،P-5280) 45ها به تعداد منتقل گشت. سپس تخمک 
34 
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به همراه  HTF [45]محیط  µl 95عدد در قطرات  42تا 

mg/ml 2 ي، آلبومین سرم گاوmM 11/5  پیروات سدیم و

قرار گرفتند. به منظور لقاح،  (M-18047, sigma)گلوتاتیون 

گرم  15-19هفته و وزن  45-8هاي نر با سني حدود موش

بر و اپیدیدیم ي اسپرمي اسپرمي از لولهکشته و سپس توده

قرار داده شد. پس از  HTFدمي خارج و درون محیط 

ن انکوباتور به منظور قرارگیري به مدت یک ساعت درو

 452ها، غلظت ظرفیت پذیرشدن اسپرم
-هر میليعدد در  4×

ساعت  1اسپرم به قطرات حاوي تخمک اضافه گردید.  لیتر

 KSOM [41]هاي تلقیح شده جدا و در محیط بعد، تخمک

 مولارمیلي 2/0آلبومین سرم گاوي،  mg/ml 45به همراه 

-G)جنتامایسینلیتر میکروگرم بر میلي 95پیروات سدیم، 

1264, Sigma)  فاکتور رشد لیتر نانوگرم بر میلي 95 و

انکوباتور با  روز در 1به مدت  (E-4127, Sigma) اپیدرمي

نگهداري  CO2 %9% و 51، رطوبت C˚11شرایط دمایي 

 گشتند. 
هاي بلاستوسیستسوراخ نمودن مصنوعی بلاستوسیست: 

آوري، با کمک ریزسوزن کیفیت مناسب پس از جمع با

( Micromanipulatorاي دستگاه ریزدستکاري )شیشه

(Narishige, 10291, Japan) .به طور ، سوراخ گردیدند

مختصر، با کمک پیپت نگهدارنده، بلاستوسیست به نحوي 

باشد ثابت  42یا  2ي سلولي داخلي در ساعت که توده

نده در جهت پیپت نگهدارنده و گردید. پیپت تزریق کن

ي وارد حفره TEهاي موازي با سطح، از میان سلول

بلاستوسل گشت و چند ثانیه بعد در همان راستا به آرامي 

 .[22]عقب کشیده و خارج شد 

مانی ای، ذوب و ارزیابی زندهتکنیک انجماد شیشه

نشده،  ACشده و نیز  ACهاي بلاستوسیستبلاستوسیست: 

با اندکي تغییر،  Kuwayamaتوسط پروتوکل انجمادي 

ها ابتدا چندین مرتبه در . بلاستوسیست[42]منجمد شدند 

سرم رویان درصد  25به همراه  TCM199ي محیط پایه

وشو گردیدند و براي مدت شست ( GIBCO ,10270)گاوي 

( Equilibration Mediumسازي )دقیقه در محیط متعادل 49

و  (Sigma ,324558)ضدیخ اتیلن گلیکول  9/1حاوي %

 ,D-2650)( DMSOضدیخ دي متیل سولفوکساید ) %9/1

Sigma)  .در محیط پایه، قرارگرفتند 

ثانیه در محیط  25-19ها طي زماني حدود بلاستوسیست

و ساکارز  DMSO 49اتیلن گلیکول و % 49انجماد حاوي %

وشو شده در محیط پایه، شست (S-9378, sigma)مولار  9/5

و بر روي کرایوتاپ با مقدار بسیار کم محیط قرار گرفتند و 

ور شدند. به منظور ذوب، بلافاصله درون ازت غوطه

به محیط ذوب حاوي ساکازر یک  به سرعت کرایوتاپ

ها به وارد شد و رویان C˚ 11مولار در محیط پایه با دماي 

 و شو گردیدند.  مدت یک دقیقه در آن شست

سازي دقیقه در محیط رقیق 1ها به مدت بلاستوسیست

(Dilution Medium حاوي ساکارز )مولار در محیط  9/5

و سپس به محیط  دقیقه در محیط پایه قرارگرفتند 45پایه و 

KSOM ماني به عنوان درصد منتقل گشتند. نرخ زنده

هاي دویاره گسترش یافته پس از ذوب در نظر بلاستوسیست

ماني و خروج از گرفته شد. همچنین دو معیار سلولي زنده

 ساعت پس از ذوب بررسي گردیدند. 42زونا حدود 

پس از : Real Time PCRو واکنش  RNAاستخراج 

هاي بلاستوسیست با ظاهر نرمال، براي هر نمونه آوريجمع

 RNeasyي کیت بلاستوسیست، بوسیله 455تیمار از حدود 

Plus Micro Kit® (Qiagen,USA) ،RNA  کل استخراج و

AccuPowerتوسط کیت 
®
 RocketScript

™
 RT PreMix 

kit (Bioneer, Korea)  به ،cDNA  تبدیل گشت. هر واکنش

مستر میکس سایبر گرین  µl 9/1مل شا µl 49در حجم کلي 

X2 (Intron, Korea) ،µl 1 cDNA  وµl 1/5  از هر پرایمر

 ABI( تهیه گردید. واکنش توسط سیستم pm 9 )با غلظت

(Applied Biosystems StepOne, USA)  59با شرایط 

ثانیه و  45درجه براي  55سیکل  15دقیقه و  2درجه براي 
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 شد. ثانیه انجام 15درجه براي  98

براي بررسي تاثیر سوراخ نمودن مصنوعي طراحی آزمایش: 

تني به طور تصادفي به سه هاي برونپیش از انجماد، رویان

 :گروه تقسیم شدند

گروه اول منجمد و سپس ذوب شدند. گروه دوم پس از 

 -انجام تکنیک سوراخ نمودن مصنوعي بلافاصله منجمد

 ذوب گردیدند. 

هاي بدون تیماري بلاستوسیستگروه سوم )کنترل( نیز 

بودند که تحت شرایط کشتي مشابه دو گروه دیگر قرار 

ماني، خروج از زونا و گرفتند. سپس هر دو گروه از نظر زنده

 ها با نتایج گروه سوم مقایسه شدند.بیان ژن

ي آزمایشات در تکرارهاي سه تایي همههای آماری: بررسی

ر مشخص شدن از نظر . سپس نتایج به منظوانجام پذیرفت

با استفاده از تست  SPSS 16.0افزار نرم دار بودن، درمعني

One Way ANOVA  وDuncan ي ي چندگانهبراي مقایسه

ي نتایج، تفاوت در سطح ها بررسي گردیدند. در همهداده

59/5p < ها براساس معنادار در نظر گرفته شد و نیز داده

2گزارش شدند. بیان هر ژن با متد  SD±Meanي رابطه
 -

∆∆CT  ارزیابي و نیز ژنB2M  به عنوان ژن کنترل داخلي

(House Keeping .در نظر گرفته شد ) 

 نتایج

ای تاثیر سوراخ نمودن مصنوعی قبل از انجماد شیشه

همچنان که در  مانی و خروج از زونا:بر نرخ زنده

 

ها ماني بلاستوسیستنشان داده شده است نرخ زنده 4 جدول

شده پیش  ACهاي اي و رویاندر هر دو گروه انجماد شیشه

در  12/58، 12/51اي، مشابه کنترل بود )از انجماد شیشه

(. نرخ خروج از زونا در گروه انجماد، به طور 18/55مقابل 

در مقابل  11/11تر بود )معناداري از گروه کنترل پایین

شده پیش از انجماد،  ACهاي (. اما این نرخ در رویان1/21

 (.21/24بالاتر از گروه انجماد بود )

ای بر تاثیر سوراخ نمودن مصنوعی قبل از انجماد شیشه

اي با گروه کنترل، ي انجماد شیشهدر مقایسهان ژن: میزان بی

و  518/1افزایش یافت ) Eomesو  Cdx2بیان هر دو ژن 

 ACها تحت تیمار به ترتیب(. اما زماني که رویان 555/2

ها به طور معناداري نسبت به تیمار قرار گرفتند بیان آن

به  242/4و  221/9تر شد )انجماد کمتر و به کنترل نزدیک

 .(p< 59/5) رتیب(ت

 

 تني موشهاي بروناي، بر کیفیت رویانپیش از انجماد شیشه ACاي و اثر انجماد شیشه -4جدول 

 مانی )%(میزان زنده تعداد بلاستوسیست های آزمایشیگروه
 میزان خروج بلاستوسیست

 از زونا )%(

 a 12/5  18/55 a 94/2 ± 1/21 415 کنترل

 a 9/2  12/51 b 91/2  11/11 448 ایانجماد شیشه

شده پیش از انجماد    ACهای رویان

 ایشیشه
421 a 5/4   12/58 c 21/2  21/24 

 (.p< 59/5نسبت به هم داراي تفاوت معناداري هستند ) cو a ،bباشند. در هر ستون،  تکرار مي 1ها حاصل داده

36 
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پیش از  نشده ACشده و  ACهاي در بلاستوسیست Eomesو  Cdx2هاي ي بیان ژنمقایسه -4شکل 

 اي انجماد  شیشه

 بحث

   با توجه به گسترش ناباروري و افزایش استفاده از 

باروري، مطالعات متعددي با هدف ارتقاي هاي کمکتکنیک

نتایج انجماد گامت و رویان صورت پذیرفته است. بسیاري 

پروتوکل انجمادي، نرخ     از این تحقیقات با تغییر در 

ماني بالایي براي انجماد رویان و تخمک گزارش زنده

ماني ي حاضر نیز نرخ زنده. در مطالعه[21، 1]اند نموده

اي حاصل ها پس از انجماد شیشهبالایي از بلاستوسیست

شد. اما برخلاف آن نرخ خروج از زونا در     

. [42]تر از کنترل بود هاي منجمد شده، پایینبلاستوسیست

تواند تاثیري باشد که انجماد یک علت احتمالي براي آن مي

اي بر الاستیسیته و ساختار گلیکوپروتئیني زونا پلوسیدا شیشه

گذارد که ممکن است مانع از خروج خود به خودي مي

. ارتباط معکوسي بین نتایج انجماد [29، 8]رویان شود 

 شده استي بلاستوسل گزارش اي و گسترش حفرهشیشه

. در حقیقت حضور مایع درون بلاستوسل با ممانعت از [22]

ها، موجب سلولگیري مناسب از ها و آبنفوذ کاراي ضدیخ

گردد. بنابراین تصور تشکیل کریستال یخ و آسیب رویان مي

براین بود که با کاهش مایع بلاستوسلي این مشکل را بتوان 

حل کرد. تحقیقات متعددي با متدهاي مختلفي مایع 

-بلاستوسلي را خارج و افزایش نرخ خروج از زونا، لانه

. [22 ،22 ،41، 1، 9]گزیني و حاملگي را گزارش نمودند 

نتایج ما نیز در این تحقیق در راستاي نتایج تحقیقات پیشین 

راخ آید ایجاد سوبود. براساس این مشاهدات به نظر مي

، موجب کمک به خروج رویان ACي درون زونا طي پروسه

-به حساب مي Assisted Hatchingاز زونا شده و به نوعي 

هاي تولید شده در . این قضیه به ویژه براي رویان[22]آید 

ز اهمیت است. زیرا لقاح و کشت در آزمایشگاه، بسیار حائ

پذیري و افزایش محیط آزمایشگاه موجب تغییر در انعطاف

مقاومت )سخت شدن( زونا و به تبع آن کاهش خروج 

. بنابراین [45]گردد بلاستوسیست از زونا و نرخ حاملگي مي

AC تواند به عنوان راهبردي مفید استفاده شود. احتمال مي

به سطح دیگر براي توضیح این قضیه ممکن است مربوط 

طور . همان[2]نشده باشد  ACشده و  ACهاي انرژي رویان

 ATPaseکند، پمپ سدیم/پتاسیم بیان مي Iwayamaکه 

تولید شده  ATPدرصد  25، حدود TEهاي موجود در سلول

ول تکوین بلاستوسیست را براي گسترش حفره در ط
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 کند. مصرف مي

-هاي انجماد قرار ميزماني که بلاستوسیست درون محیط

ي این دهد، پرکردن دوبارهگیرد و آب خود را از دست مي

حفره نیز نیازمند مصرف مقدار زیادي انرژي است، که این 

انرژي مضاعف مصرف شده منجر به کند شدن روند تکویني 

. بنابراین سوراخ کردن حفره [1]گردد لاستوسیست ميب

ي اع دوبارهتر شدن اتستوسط ریزسوزن، سریع

شود. به همین دلیل بلاستوسیست را باعث مي

شده سطح انرژي  ACه نسبت به نشد ACهاي بلاستوسیست

 تر و خروج از زوناي کمتري دارند.پایین

 ACي جزئیات بیشتر از اثر ي حاضر براي ارائهدر مطالعه

ي ، به عنوان ردهTEي هاي ردهاي، ژنپیش از انجماد شیشه

شود، دچار آسیب احتمالي مي ACسلولي که ضمن تکنیک 

ترین فاکتورهاي یکي از مهم Cdx2بررسي گردیدند. فاکتور 

سلولي  8ي باشد که بیان آن از مرحلهمي TEتکوین موثر در 

هاي محاطي مرولا و آغاز و در ادامه رشد، محدود به سلول

در    طوري که القاء بیان آن گردد. بهبلاستوسیست مي

در پي دارد   راهاي بنیادي رویاني، تمایز به این رده سلول

ي و جهش در آن نیز منجر به مرگ رویان در مرحله [1]

. این فاکتور همچنین سبب [21]گردد گزیني ميپیش از لانه

هاي دروني هاي پرتواني به سلولمحدود شدن بیان ژن

. فاکتور رونویسي متصل شونده به [24]شود رویان مي

و تشکیل  TEدر مرحله انتهایي تمایز  ،T ،Eomesي جعبه

به  TEمزودرم نقش مهمي دارد و جهش در آن مانع تمایز 

شود. ژن گزیني رویان ميتروفوبلاست و در نتیجه عدم لانه

Eomes  در پایین دستCdx2  نتایج ما [25، 21]قرار دارد .

به طور  Eomesو  Cdx2هاي نشان داد که سطح بیان ژن

کنترل  هاي منجمد شده در مقایسه بامعناداري در رویان

ها زماني که پیش از افزایش یافت. در حالي که بیان نسبي آن

کاهش نشان داد و شدند نسبت به انجماد تنها،  ACانجماد 

نزدیکتر شد. شاید علت  آل()به عنوان حالت ایده به کنترل

کرد که در اثر  گونه بتوان توجیهاین کاهش بیان را به این

سوراخ نمودن حفره بلاستوسل، ترکیبات ضدیخ، ضمن 

در  ،(Perivitelline spaceاي )ورود به فضاي بین زرده

 ،گیرندمي قرار ميهاي تروفواکتودرتماس مستقیم با سلول

 ،ي ایجاد شده ترکیبات ضدیخ نفوذناپذیرهمچنین از حفره

مستقیم موجب  . این تماس[21]شود وسل ميوارد بلاست

گیري از بلاستوسل و حداقل تشکیل کریستال حداکثر آب

ها شود. که این امر کاهش بیان ژنیخ و استرس سلولي مي

 شده نسبت به انجماد تنها را در پي دارد. ACهاي در رویان

 گیرینتیجه

بطور خلاصه با توجه به افزایش نرخ خروج از زونا و 

توان نتیجه گرفت که تروفواکتودرمي، ميهاي کاهش بیان ژن

AC تواند به عنوان ابزار مفیدي اي، ميپیش از انجماد شیشه

 اي عمل نماید. سازي انجماد شیشهدر بهینه
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