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[bookmark: _Toc474409505]چکیده:  
در تکنیک های کمک باروری و لقاح داخل آزمایشگاهی ،آماده سازی اسپرم و اووسیت با کیفیت جهت تحمل استرسهای موجود در محیط آزمایشگاهی همزمان با انجام لقاح ضروری است ، از طرفی به علت تولید رادیکالهای آزاد RNS  و ROS در محیط کشت، میزان لانه گزینی و تولد نوزادان به دست آمده از جنین های حاصل از اووسیت های بالغ در طی IVF بسیار پایین می باشد؛ و سبب کاهش شاخصهای رشد و بلوغ اووسیت ازجمله بلوغ سیتوپلاسمی و هسته ای می گردد، از این رو غنی کردن محیط کشت با انواع مکمل های هورمونی و غیر هورمونی ازجمله روشهای بهبود شرایط IVM می باشد ،
 در مطالعه فعلی با کمک تیمار ملاتونین اثرات این هورمون را در بهبود شرایط بلوغ داخل آزمایشگاهی اووسیتها با توجه به نقش های آنتی اکسیدانتی و اثرات محافظتی این هورمون در برابر رادیکالهای آزاد بررسی می کنیم . همچنین ملاتونین به عنوان یک مولکول چند کاره  در طبیعت ، دارای نقشهای تنظیمی در تغییرات و اصلاحات اپی ژنتیکی موثر در رشد و تمایز می باشد.همچنین آنزیمهای هماهنگ کننده متیلاسیون یا DNMTs و آنزیمهای اصلاح کننده هیستونها از جمله HATs مورد مطالعه و بررسی قرار می گیرد. 
روش کار : پس از جداسازی فولیکولهای حاوی اووسیت از تخمدان های بزی ، آنها را در محیط کشت TCM199 غنی شده حاوی تیمار ملاتونین در دزهای 6-10 ، 9-10 و  12-10 و گروه بدون ملاتونین[footnoteRef:1] کشت داده و سپس محیط کشت حاوی فولیکولها را در شرایط 5% Co2 با دمایC  º 39 برای مدت 24 ساعت انکوبه می کنیم. سپس ضمن جدا کردن اووسیتها از کومولوسهای اطرافشان و پس از رنگ آمیزی با کمک هوخست[footnoteRef:2]  جهت بررسی بلوغ هسته ای[footnoteRef:3]،  اووسیت ها را زیر میکروسکوپ فلورسانس مطالعه می کنیم .  [1:   Control]  [2:  Hochst staining ]  [3:  Nuclear Maturation] 

در ادامه گروه دوم اووسیتهای کشت داده شده با تیمار ملاتونین را در محیط کشت حاوی PBS-PVA[footnoteRef:4] با کمک رنگ آمیزی cell tracker blue  برای مدت 1 ساعت انکوبه کرده ، و میزان گلوتاتیون را به عنوان معیار بلوغ سیتوپلاسمی با کمک نرم افزار Image j  اندازه گیری می کنیم . بعلاوه برای سنجش [footnoteRef:5]ROS  از واکنشگر لومینول[footnoteRef:6] استفاده شد و میزان ROS تولید شده در محیط کشت با کمک لومینومتر اندازه گیری گردید .  [4:  PBS-PVA]  [5:  Reactive Oxygen species]  [6:  Luminol] 

همچنین با کمک Real Time PCR بیان آنزیمهای موثر در متیلاسیون DNA شامل DNMT1,3a,3b در سطح اووسیت اندازه گیری ونتایج حاصل با کمک نرم افزار REST تعیین گردید. بررسی همزمان تغییرات متیل سیتوزین در سطح DNA  نیز به کمک آنتی بادی متصل به FITC صورت گرفت. تغییرات استیلاسیون در سطح هیستون H4K12 نیز با کمک روش ایمونو هیستو شیمی تعیین گردید و برای اولین بار بیان ژن مربوط به رسپتور ملاتونین MTNR1A در سطح کومولوس و اووسیتهای بزی نیز به روشRT-PCR  تعیین گردید. 
نتایج : بررسی اووسیت ها در طی IVM نشان می دهد که ملاتونین در غلظت M-109 سبب افزایش معنا دار سطح بلوغ هسته ای می شود  ( p<0.05 ( . همچنین تیمار ملاتونین درهر سه غلظت منجر به افزایش معنادار بلوغ سیتوپلاسمی تخمک ها در مقایسه با گروه کنترل شده است ( p<0.05). به علاوه ملاتونین منجر به کاهش معنادار سطح ROS در غلظت12-10 می گردد) P<0.05.(. بررسی تغییرات در بیان آنزیمهای موثر در متیلاسیون تحت تاثیر هورمون ملاتونین نشانمی دهد که بیان ژن DNMT1 تحت تاثیر غلظت  -1210 ملاتونین همراه با  کاهش معنادار می باشدP<0.05 )) ، همچنین ملاتونین در غلظت-610 و -910 منجر به کاهش معنادار بیان ژن DNMT3a و DNMT3b شده است P<0.05)). بررسی الگوهای توزیع متیلاسیون DNA در اووسیت ها در موقعیت 5methyl cytozine به طور همزمان نشان دهنده کاهش سطح معنادار آن در غلظت 12-10 ملاتونین می باشد. (P<0.05) تغییرات سطح استیلاسیون H4K12 نیز نشان می دهد که غلظت 12-10 ملاتونین منجر به افزایش معنادار سطح آن در مقایسه با گروه کنترل گردیده است (P<0.05) . همچنین MTNR1A در سطح هر دو سلول کومولوس و اووسیت نیز بیان گردیده است .   
بحث : 
بلوغ اووسیت یکی از مهمترین دوره ها برای تکامل نرمال و تمایز یک فرد محسوب می شود ، ژنوم اووسیت از نظراپی ژنتیکی طی میوز دستخوش تغییراتی تحت عنوان برنامه ریزی مجدد[footnoteRef:7] شده ، همراه با لقاح علایم اپی ژنتیکی از اووسیت به جنین پرتوان در نسل بعد منتقل می شود ، رشد اووسیت و بلوغ آن به فاکتورهای محیطی که باعث القاء تغییرات اپی ژنتیکی می شود حساس بوده در نتیجه عوامل محیطی مخرب منجر به بهم ریختگی تنظیم بیان ژن و همچنین  نقایص جنینی می گردد (Krisher, 2013).  [7:  Epigenetic Reprogramming] 

در مطالعه فعلی پس از تاثیر عامل بیرونی ملاتونین بر محیط کشت حاوی اووسیت و بلاستوسیت های حاصل از پارتنوژنز ، فاکتورهای تعیین شده نشان داد که ملاتونین با کاهش بیان آنزیم های DNMT1,3a ,3b متیلاسیون DNA نیز کاهش می یابد که بدنبال آن احتمالا نسخه برداری در سطح ژن نیز افزایش می یابد. (Vispé, 2015) 
همچنین  با توجه به نقش ضروری استیلاسیون هیستون ها در تنظیم بیان ژن و تکثیر سلولی طی تکامل جنین ، تاثیر ملاتونین بر استیلاسیون H4K12  نشان می دهد که ملاتونین در کمترین غلظت یعنی -1210 سبب افزایش معنادار H4K12Ac شده است که احتمالا همراه با افزایش نسخه برداری و بیان ژن های موثر در رشد اووسیت می باشد. (Keshavarzi, 2018) همچنین با توجه به افزودن ملاتونین به محیط IVM به عنوان آنتی اکسیدانت و نقش محافظتی آن در برابر رادیکالهای آزاد ، کاهش سطح ROS درکمترین غلظت ملاتونین منطبق با نتایج قبلی در این رابطه در حیوانات خوک و گاو می باشد. (Du Plessis, 2010) (Soto‐Heras, 2019)
مطالعات قبلی نشان می دهد که ملاتونین در غلظت -9 10  منجر به افزایش خروج جسم قطبی از اووسیت و رسیدن به متافاز II در موش ، خوک و گاو می شود (Tian, 2017). که با نتایج به دست آمده از مطالعه فعلی همخوانی دارد ؛ گلوتاتیون به عنوان عامل آنتی اکسیدانتی و ضد سمی دارای نقش های متنوعی در سلول می باشد که میزان آن در اووسیت های بالغ در مقایسه با اووسیت نابالغ بیشتر می باشد (Pang, 2018). تیمار ملاتونین در محیط کشت حاوی اووسیت های بزی سبب افزایش معنادار غلظت گلوتاتیون در این سلولها  در مرحله متافازII شده است ؛ که تاثیرمشابه آن در موش نیز به اثبات رسیده است . (Swiderska-Kołacz, 2006) همچنین با توجه به اهمیت بیشتر رسپتور MTNR1a در فعالیت تولید مثلی بیان این رسپتور در سطح سلول اووسیت و کومولوس برای اولین بار توسط RT-PCR در نمونه بزی نیزتایید گردید . 
کلید واژه ها : ملاتونین ، اووسیت ،IVM ، DNMTs ، H4K12Ac ، ROS
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[bookmark: _Toc474409507]1-1- مقدمه:
ملاتونین یا N-استیل 5 – متوکسی تریپتامین ، مهمترین محصول ایندولی با چند عملکرد خاص می باشد که از غده پینه آل ترشح و در آنجا سنتز می شود ، ترشح آن به واسطه تاریکی تحریک و با روشنایی متوقف می شودکه در پروسه های بیولوژکی زیر شرکت می کند.1( تنظیم کننده ریتم شبانه روزی 2) افزایش دهنده سیستم ایمنی 3) فعالیت رفتار تولید مثلی (Gao et al., 2012)، همچنین در حیوانات در عملکرد تخمدانها ، جسم زرد و تخمک گذاری ، زمان زایمان و متابولیسم چربی دخالت دارد و دارای فعالیت ضدالتهابی و ضد آپوپتوزی به عنوان هورمون پاک کننده قوی رادیکالهای آزاد محسوب می شود و به عنوان آنتی اکسیدانت و ضد آپوپتوز می باشد RÖNNBERG et al., 1990b)).به دلیل اثر بر افزایش بیان زنهای آنزیم های سوپر اکسید دیسموتاز و گلوتاتیون پراکسیداز از پراکسیداسیون لیپیدها و و اکسیداسیون پروتئینها و آسیب به DNA جلوگیری می کند و در حفظ عملکرد میتوکندریایی و هموستازی نفش دارد ،ملاتونین و متابولیتهای آن دارای فعالیت پاک کنندگی رادیکالهای آزاد می باشند. 
ملاتونین در بلوغ آزمایشگاهی تخمک دارای عملکرد های معادل ویتامین C و ویتامین A و یا انزیمهای گلوتاتیون ردوکتاز و گلوتاتیون پراکسیداز می باشد که بر حفاظت از تخمک و جنین در لوله رحمی و مایع فولیکولی موثر خواهد بود  (Winiarska et al., 2006). در حین گامتوژنز و لقاح الگوی ژنومی تغییراتی می کند که طی آن پروتامین با هیستونها معاوضه می شوند که همراه با متیلاسیون DNA و استیلاسیون  هیستونها می باشد.  که تحت عنوان برنامه ریزی مجدد اپی ژنتیکی خوانده می شود [footnoteRef:8]که به منظور ایجاد پرتوانی و شروع صحیح بیان ژنی و تکامل دودمان سلولی در جنین مورد نیاز می باشد ( (Adenot et al., 1997 که طی آن الگوهای خاص متیلاسیون در توالیهای ویژه و استیلاسیون در ریشه های لیزین و یا آرژنین در هیستونها تغییر می کند تا ژنوتیپ خاصی را منعکس کنند که در گامتها و همراه با لقاح دستخوش این تغییرات می شوند(Santos et al., 2002) . از آنجا که ملاتونین در انسان و در حیوانات مختلف اهلی از جمله گوسفند ، گاو ، خوک و موش ، دارای اثر بر افزایش  بلوغ اووسیتها و میزان تکامل جنین های حاصله در مراحل مختلف  پیش لانه گزینی تا رسیدن به مرحله بلاستوسیست در آزمایشگاه می باشد، تاثیرآن می تواند جهت بهبود استیلاسیون هیستونها و متیلاسیون آنها در روند بلوغ آزمایشگاهی (IVM) مورد بررسی و پژوهش قرار گیرد  [8:  Epigenetic reprogramming ] 


. 
[bookmark: _Toc474409508]2-1- ملاتونین
ملاتونین یا 5-methoxy-N-acetyltryptamine اولین بار از غده پینه آل گاوی در سال 1958جداشد ، 
نحوه سنتز ملاتونین طی 2 پروسه صورت می گیرد، سنتز N-acetylation در سروتونین که منجر به تولید N-acetylserotonin می شود ودر مرحله بعد اضافه شدن 5-هیدروکسی متیل توسط HIOMT یا هیدروکسی ایندول متیل ترانسفراز به محصول قبلی که منجر به تولید ملاتونین می شود . مشخص شده گروه 5-متوکسی در این هورمون جهت تمایل بالا به باند شدن دارای اهمیت می باشد و قرار گیری N-Acetyl روی زنجیره 3-c مرسوم نیست و جایگزینی آن با پروپانوئیلیل بوتانیل تمایل باند شدن و توان آگونیستها را افزایش می دهد، (Choudhuri et al., 2010; Dubocovich, Rivera-Bermudez, Gerdin, & Masana, 2003)
[bookmark: _Toc474409509]1-2-1- عملکرد ملاتونین ،سنتز ومکانهای تولید آن :
ترکیب[footnoteRef:9](2-iBMT )آگونیست بالقوه ملاتونین می باشد که در سلولهای ملانوفور در گزنوپوس یک آگونیست مهم می باشد . ملاتونین در طرح شبانه روزی سنتز وترشح می گردد که در همه گونه ها در شب دارای میزان بالاتری می باشد(میانجی شیمیایی تاریکی) . در پستانداران این ریتم بوسیله ساعت شبانه روزی در هسته سوپراکیاسماتیک[footnoteRef:10] و اقع در هیپوتالاموس تولید می گردد که به کمک چرخه تاریکی و نور در 24ساعت روز دچار تغییرات فصلی می شود ،در سایر بافتها واندامها از نظر گسترش و ریتم ،میزان آن از غده پینه ال متفاوت است .و تولید آن در شیار معده ای روده ای ،شبکیه ولنز ،پوست ،سیستم ایمنی و بسیاری از اندامها ی تولید مثلی و غدد اندوکرینی مشخص شده است (Xie et al., 1999).  [9:  : 2-iodo – N –butanoil 5-methoxy triptamine]  [10: : SCN] 

[image: D:\SAGHAR\thesis\تصاویر\CELL SIGNALING\Fig.20.7.jpg]
[bookmark: _Toc474409610])شکل 1-1): نحوه سنتز ملاتونین طی چرخه شبانه روزی ومحل تولید آن در پینه آل وشبکیه
این هورمون مقداری از پروسه های فیزیولوژیکی و نورواندوکرینی را تنظیم می کند از جمله تغییرات فصلی مرتبط با فیزیولوژی در گونه های وابسته به دوره های نوری مثل :گوسفندها و همستر ها، که به کمک عملکردهای این هورمون در هیپوتالاموس وبخش pars tubularis از هیپوفیز می باشد که تنظیم کننده محورهای هیپوتالاموسی- هیپوفیزی می باشد ؛ همچنین تجویز آن می تواند ساعت شبانه روزی را بواسطه عملکرد مستقیم روی CNS به طول بکشاند که منجر به تغییرات قابل توجه در پتانسیل آن در درمان ریتم شبانه روزی مشکل دار در انواع بیماریها از جمله سندرم خواب تاخیری[footnoteRef:11] شود .(Hagan & Oakley, 1995). [11:  ] 

ملاتونین همچنین آزاد سازی dopamine را از سلولهای Amacrin درون شبکیه سبب می شود. (Dubocovich, 1985) همچنین باعث تقویت گشاد شدن رگ در سرخرگ دم در رتها می شود.(Krause, Barrios, & Duckles, 1995). ملاتونین دارای نقشی در آغاز خواب برای باز کردن دریچه های خواب وابسته به سیکل شبانه روزی می باشد و همچنین دارای اثر بر عملکرد سیستم ایمنی می باشد ونقشهای آنتی اکسیدانتی دارد .(Liebmann, Wölfler, Felsner, Hofer, & Schauenstein, 1997). ملاتونین در تنظیم سیکل شبانه روزی نیز نقش دارد و دارای عملکردهای بیولوژیکی و متابولیسمی واضح در چند نوع سلول و بافتهای محیطی می باشد. در بافتهای مختلف و اندامها، ملاتونین به عنوان عامل اتوکرینی و اینتراکرینی و پاراکرینی عمل می کندو در عملکردهای هموستازی نظیر کنترل متابولیسم انرژی همراه با عملکردهای پلیوتروپیک که شامل حمایت از سلول می باشد به عنوان فاکتور پیش بقا نقش داردو به عنوان یک فاکتور آنابولیکی عمل می کند . (Liebmann et al., 1997) 
[bookmark: _Toc474409510]1-2-2- ملاتونین در تخمدان واثرات آن برناباروری: 
همچنین مشخص شده که غلظت های بالای آن در مایع فولیکولی 3 برابر سطح سرم می باشد
 (Brzezinski, Seibel, Lynch, Deng, & Wurtman, 1987; RÖNNBERG, KAUPPILA, LEPPÄLUOTO, MARTIKAINEN, & VAKKURI, 1990).
 ملاتونین در تخمدان به صورت پیشساز سنتز می شود و آنزیم های سنتزی را فعال می کند که در تخمدان rat و انسان این فعالیت روشن شده است .(Itoh et al., 1997) (Itoh, Ishizuka, Kuribayashi, Amemiya, & Sumi, 1999)
مطالعات in-vitro  مشخص نموده که ملاتونین تولید پروژسترون را در چند گونه از پستانداران تحریک می کند که بصورت همگرا با HCG با عث افزایش سطح پروژسترون می شود .  همچنین مشخص شده که ملاتونین در پیشرفت تکامل جنین در موش، بوفالو  و گوساله ماده و خوک دارای اثر مثبتی می باشد پس برای تیمار نازایی موثر است .(Tamura et al., 2008).این هورمون در ایجاد الگوهای نوسانی بیشتر در امواج فولیکولیfollicular waves  موثر است. بطوریکه طول آنها کم می شود اما تعداد امواج فولیکولی بیشتر می شود که می تواند به علت رشد سریع آنها باشد  .(Fiammetta Berlinguer et al., 2009) .
همچنین ملاتونین میزان اووسیتهای تسهیم شده را در مقایسه با گروه کنترل افزایش می دهد . همچنین درصد تکامل جنین ها را به مرحله بلاستوسیت در روز 7 بعد از لقاح ،افزایش می دهد  . اما بلاستوسیستهای بدست آمده بعد از فریز کردن برای بررسی توان مجدد برای گسترش یافتن[footnoteRef:12] ، تفاوتی را نشان نمی دهند .(Fiammetta Berlinguer et al., 2009). ملاتونین ترشح GnRH را از هیپوتالاموس تنظیم می کند و ترشح LH را تحت تاثیر خود قرار می دهد .(Goldman, 1999)  [12:  : Re -expansion] 

رابط گمشده بین ملاتونین و محور HPG سلولهای KISS-1 می باشند که با ترشح KISSPEPTIN  فعالیت تولید مثلی را تنظیم می کنند .این ماکرومولکول، ترشحLH/FSH را تحریک می کند(Messager et al., 2005; Revel et al., 2007; Thompson et al., 2004).که به دنبال آن با افزایش ترشح LH ، رشد فولیکولها تحریک شده که میزان آن در فصل زادآوری در فرکانس های مناسب منجر به کنترل دینامیک فولیکولها می شود و حضور فولیکولهای فعال از اثرات ملاتونین بر عملکرد فولیکولها حمایت می کند و بر فعالیت وترشح استروئیدها نیز موثر است .(Edashige et al., 2006).
ملاتونین در پیشرفت زمان تشکیل بلاستوسیست وتخم در آزمایشگاه و همچنین میزان تکوین بالاتر موثر می باشد . اولین گزارش اثر ملاتونین درمحیط بلوغ بر بهبود تعداد سلولهای بلاستوسیست حاصل ازپارتنوژنز می باشد.  تسهیم اولیه به عنوان یک نشانه برای توان جنین در نظر گرفته شده است وبلاستوسیست های با تکامل سریع دارای کیفیت بالاتر وتوان تحمل در برابر فریز شدن می باشند. تزریق آنتاگونیست GnRh منجر به ضعف در بلوغ اووسیت و محدودیت در توان تکاملی آنها می شود (F Berlinguer et al., 2006). 
سطوح کاهش یافته LH قبل از تخمک گذاری در زمان سیکل جنسی منجر به خراب شدن IVF اووسیتها شده و تیمار با ملاتونین فرکانس پالس LH را بهبود می دهد  که عاملی برای ترشح استروئید های تخمدانی می باشد که برای بلوغ نهایی اووسیت موثر است . ملاتونین به همه بافتها وارد شده و سطح بالایی از آن در مایع فولیکولی انسان پیدا شده است .(Brzezinski et al., 1987).
نقش اصلی آن در فولیکولها ،جلوگیری از آسیب DNA بواسطه محافظت از رادیکالهای آزاد می باشد(Tan, Manchester, Terron, Flores, & Reiter, 2007). که این نوع فعالیت ملاتونین اثرات سودمندی بر تکامل جنین دارد که در جنین های گاوی تحت شرایط اکسیژن بالا نشان داده شده است (Papis, Poleszczuk, Wenta‐Muchalska, & Modlinski, 2007) . اثرات ضد استرس اکسیداتیو ملاتونین در اندامکها بویژه در میتوکندری هم روشن شده است.(Jou et al., 2007). 
آسیب اکسیداتیو  میتوکندریایی منجر به کاهش تعداد میتوکندریها و سطح ATP در آنها می شود و افزایش تولید ROS بواسطه زنجیره انتقال الکترون می باشد که به دنبال کاهش سطح GSH/GSSG اتفاق می افتد که هموستازی  Ca داخل سلولی را مختل می کند(Dumollard, Duchen, & Carroll, 2007).
که این تغییرات  به نوبه خود می تواند بر فیبرهای اسکلت سلولی اووسیت، بالانس فعالیت پروتئین کیناز به فسفاتاز و همچنین و پردازش و تجزیه پروتئین ،DNAوRNA تاثیر بگذارد (May‐Panloup, Chretien, Malthiery, & Reynier, 2007). میزان ملاتونین با غلظت10-9 وقتی به محیط کشت اضافه می شود میزان کلیواژ ، بلاستوسیست و تعداد سلولهای بلاستوسیست در مقایسه با گروه کنترل را نیز به میزان معناداری بالاتر می باشد. 

[bookmark: _Toc474409511]3-2-1- اثر ملاتونین بر IVM و تکوین جنین ها ی به دست آمده در گروه های مختلف جانوری 
ملاتونین میزان لقاح را در روش وابسته به غلظت افزایش می دهد، در موش غلظتهای پیشنهاد شده ملاتونین برای بررسی اثر ملاتونین بر IVM وجنین های حاصل از پارتنوژنز شامل غلظتهای0 و3-10و 5-10و 7-10و 9-10و11-10  می باشد، نتایج نشان داد که در موش ملاتونین در غلظت بین4 -10 و6-  10    میزان لقاح را به طرز معناداری افزایش می دهد و همچنین سبب افزایش معنادار میزان جنین های 4 سلولی و 8 سلولی و بلاستوسیست در مرز بین غلظت 8- 10و یا غلظت -106 می شود (Ishizuka, Kuribayashi, Murai, Amemiya, & Itoh, 2000) . در خوک بعد از ivf ملاتونین در غلظت9-10 دارای اثر مثبت برمیزان تسهیم جنین ها ومجموعه سلولها در بلاستوسیست ها می باشد اما اثری بر میزان بلاستوسیست ندارد (Rodriguez‐Osorio, Kim, Wang, Kaya, & Memili, 2007)؛ در گوسفند  ملاتونین بقای جنین های دفریزشده را افزایش می دهد و میزان جنین های hatch  شده را بعداز 24 ساعت در کشت افزایش داده و درصد جنین های دژنره شده را در پایان IVC[footnoteRef:13]  کاهش می دهد. در گاو هم تکامل جنین را با کمک آزاد کردن از استرس اکسیداتیو بهبود می دهد (Papis et al., 2007). درجنین های خوکی حاصل از پارتنوژنز میزان بلاستوسیتها  با کمک ملاتونین بهبود یافته ، تکمیل ملاتونین با دز  ng/ml 10 منجر به درصد بهتر خروج جسم قطبی از اووسیت می شود(Kang et al., 2009). غلظتهای بالاتر ملاتونین جهت بهبود تکامل و بلوغ فولیکولها نیاز می باشد که با کمک القاء بیان رسپتورLH در سلولهای فولیکولار  اتفاق می افتد، که در خوک غلظت آن به میزانng/ml  5-4 می رسد اما سطح آن در حیوانات با یک زاده به ng/ml  30-20  می رسد.  [13:  : IN VITRO CULTURE] 

محیط کشت حاوی ملاتونین در غلظت 10 -10ₓ2 بلوغ باعث میزان  بالاتر در تشکیل بلاستوسیست می شود که این فاکتور از تقسیم تعداد بلاستوسیستها به تعداد اووسیتها به دست می آید.( Rodriguez‐Osorio, Kim et al. 2007). 
در مجموع این شواهد نشان می دهد که تکمیل محیط کشت بلوغ با مایع follicular  جهت بهبود ivm  موثر می باشد.ملاتونین باعث پیشروی سنتز MPF می شود که منجر به خروج اووسیت از مرحله gv ورسیدن آن  به مرحله gvbd می گردد.( Leoni, Berlinguer et al. 2008) .راه دیگر پیشروی سنتز MPF به کمک ملاتونین به واسطه افزایش گیرنده هورمون FSH می باشد.رسپتور ملاتونین در سلولهای گرانولوزا هم شناسایی شده است که نشانه تاثیر ملاتونین بر بلوغ اووسیت می باشد . Leoni, Berlinguer et al. 2008 ).رشد جنین های حاصل از پارتنوژنز در گاودر محیط in Vivo با کمک ملاتونین بهبود می یابد اما بیشترین میزان بلاستوسیست و مجموع سلولها وقتی حاصل می گردد که این هورمون با غلظت 10-10 به محیط اضافه می شود (Papis et al., 2007)(..
[bookmark: _Toc474409512]1-2-4- اثر ملاتونین بر کاهش تولیدRos:
با بالا رفتن سطح Ros در محیط کشت آزمایشگاهی ممکنست به هورمون بیشتری جهت اثرات سودمند آن بر تکامل جنین نیاز باشد .[footnoteRef:14]Ros طی تکامل جنین در in-Vitro می تواند باعث آسیب جدی ناشی از استرس اکسیداتیو شود که درنهایت سبب تشکیل بلاستوسیست های پارتنو کمتر در خوک می شود . [14:   Reactive Oxygen spesies] 

ملاتونین و متابولیتهای ناشی از آن آنتی اکسیدانتهای موثری بوده کهROS  را پاک میکند و چند آنزیم آنتی اکسیدانتی را Upregulate می کند (Manda, Ueno, & Anzai, 2008; Tan et al., 2007; Tomás‐Zapico & Coto‐Montes, 2005). بازیگران اصلی که در آسیب Ros به سلول نقش دارند شامل: پراکسی هیدروژن H2o2، رادیکال سوپراکسیدo2- ورادیکال هیدروکسید می باشد. 
ملاتونین همچنین برمیزان فعالیت وبیانmRNA آنزیم های آنتی اکسیدانتی شامل SOD وGPx وکاتالاز تاثیر می گذارد ملاتونین درپیش برد تکامل جنین موش، گوسفند و گوساله در آزمایشگاه موثر است واضافه کردن آن به محیط کشت بلوغ یا محیط کشت جنین جهت بلوغ اووسیت وتکامل جنین در آزمایشگاه سودمند می باشد.(Choi et al., 2008; Rodriguez‐Osorio et al., 2007). 
مقدارمناسب ملاتونین در دز 9-10می تواند اثرات ROS تولید شده در محیط کشت را از بین ببردو افزایش بیشتر غلظت آن به علت اثرات سمی باعث آسیب سلول و کاهش تشکیل بلاستوسیست می شود.(Rodriguez‐Osorio et al., 2007). 
مشتقات دیگر ملاتونین نیز از رادیکالهای آزاد محافظت می کنند:که شامل cyclic 3-hydroxymelatonin ،[footnoteRef:15]AFMK وAMK[footnoteRef:16] می باشد( D. X. Tan et al., 2007). [15:   N1-acetylN2-formyl-5methoxy kynuramin]  [16:  N1-acetyl5-methoxy kynuramine] 



[bookmark: _Toc474409513]1-2-5- رسپتورهای ملاتونین و نحوه باند شدن آن به گیرنده های پروتئینی:
با کمک  2-iodomelatonin (آگونیست رسپتور ملاتونین با میل ترکیبی بالا) به عنوان یک رادیو لیگاند می توان به بررسی توزیع و اختصاصات فارمالوژیکی رسپتورهای ملاتونین در بافتهای مرکزی و محیطی پرداخت (Sugden, Pickering, Teh, & Garratt, 1997) .این رسپتورها در 2گروه دسته بندی می شوند: MT1,MT2 ( ML1a متناسب با MTNR1a بوده وml1b متناسب با MTNR1b می باشد(
این دوگروه از اعضای زیر خانواده GPCRs یا رسپتورهای جفت شده با پروتئین های G می باشند با ساختار غشایی α-helix که زیرواحدهای آن با گذر 7بار از غشاءدارای 4 جایگاه خارج سلولی و 3جایگاه داخل سلولی می باشند، محلهای اتصال هر دو ایزوفرم در بخش مشابهی از رسپتور می باشند : مشخص شده که دمین7TMدر طرف سیتوپلاسمی ، جایگاه باند شدن G-protein و واکنش فیزیکی با سایر پروتئین های داخل سلولی می باشد(Daulat et al., 2007; Jockers, Maurice, Boutin, & Delagrange, 2008). همچنین مشخص شده که filamin  وinsulin like receptor به عنوان اعضای مشترک کمپلکس با MT1,Mt2 هستند که با G protein  تشکیل کمپلکس می دهند .در آنالوژی با رودوپسین جایگاه سیتوپلاسمی  TM7 دارای جایگا ه palmitoylation برای لنگر اندازی ناحیه C-terminal  به لیپید 2لایه می باشد .بقایای سرین – ترئونین و تیروزین در پایانه c-terminal  هورمون توسط g-protein کینازها فسفریله شده که پس از تشکیل کمپلکس با β-Arestin به داخل چاله های پوشیده شده با کلاترین انتقال یافته تا به کمک اندوسیتوز Internalize شوندو یا مجددا تجزیه شده و به چرخه درآیند، که سبب پاسخهای ضد حساسیت به عوامل ایجاد کننده ملاتونین می شوند. 
[image: D:\SAGHAR\thesis\تصاویر\CELL SIGNALING\decensitization of receptors.jpg]
[bookmark: _Toc474409611](شکل 1-2): اندوسیتوز رسپتور باتشکیل کمپلکس باArrestin β و ایجاد پاسخهای ضد حساسیت به لیگاند (هورمون ملاتونین)

باضافه اینکه MT1,MT2 دارای بقایای سیستئینی می باشد که برای مهار فعالیت آدنیلات سیکلاز ضروری است .جایگاه سیتوپلاسمی ناحیه C-Terminal  برای فسفریلاسیون توسط PKA,PKC جای دارد. ناحیه   N-Terminal  در گیرنده 7بار عرض غشایی حاوی منطقه گلیکوزیلاسیون در اولین جایگاه خارج سلولی می باشد . همچنین همووهترودیمریزاسیون Mt1 و Mt2 رسپتور دارای مکانیسم تنظیمی با اثرات فارماکولوژیکی و سیگنال رسانی هستند. Jockers, Maurice et al. 2008)؛ (Levoye, Jockers et al. 2006 
کارهای انجام شده که بتواند به طور تجربی اختصاصات اتصال ملاتونین و پویایی فعالیت رسپتورهای آنها را توصیف کند ،کمک به شناسایی آنتاگونیستهای انتخابی جدید برای این هورمون می باشد. (Mazna et al., 2008; Rivara et al., 2005).
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[bookmark: _Toc474409612](شکل 1-3): الف –زیر گروه رسپتورهای ملاتونین MTNR1A در موقعیت غشاء (دایره های خاکستری آمینواسید های حفاظت شده این گروه هستند )ب- عملکردهای وابسته به رسپتور وغیر وابسته به رسپتور ملاتونین
[bookmark: _Toc474409514] 1-2-6- سیگنال رسانی ملاتونین
مکانیسم اثر ملاتونین از دو طریق وابسته به رسپتور وغیر وابسته به رسپتور می باشد که سم زدایی و ژنهای پاسخ دهنده به استرس را کنترل می کند، (Jockers, 2009) بنابراین در برابر تعدادی از محصولات گزنوبیوتیک واندوبیوتیک تولید شده به واسطه محرکها ی حاد ومزمن دارای اثرات حمایتی می باشد(Dubocovich, 1985; Krause et al., 1995).
عناصر حساس به واکنشهای اکسید و احیاء[footnoteRef:17] که در مسیر سیگنال رسانی ملاتونین در حمایت سلولی[footnoteRef:18] نقش دارند منجر به پاسخهای نسخه برداری می شوند که درکنترل ژنهای مرتبط با تاثیرات التهابی و آنتی اکسیدانتی شامل  NF-ĸβ ،AP-1 ،NrF2 نقش دارند،که با کمک این مسیرها بیان ژنهای مرتبط با آنتی اکسیدانت ها سم زدایی را تحریک می کنند؛ در نتیجه می تواند تقویت کننده سیستم گلوتاتیون باشد. قسمتی از این مسیر با کمک کنترل آسیب وعملکرد سیگنال رسانی میتوکندری می باشد که سبب تولید کمتر ROS وفعال کردن عوامل ضد آپوپتوزی و عناصر حساس به REDOX از جمله BCL-2 می باشد ؛ ازجمله عناصر بالادست در مسیر میتوکندریایی ،مسیر کالمودولین با نقش مرکزی آن در سیگنال رسانی ملاتونین می باشد ،عناصرپیش برنده بقا شامل MAPKsوERK1/2 می باشد . (Luchetti et al., 2010) [17:   Redox]  [18:  Cell protection
] 
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[bookmark: _Toc474409613](شکل 1-4): اثرات احتمالی ملاتونین در شرایط استرس بر کاهش تولیدRos  و فعال شدن عوامل ضد آپوپتوزی وعناصر حساس به Redox

[bookmark: _Toc474409515]1-2-7- مسیر پیام رسانی وابسته به رسپتور[footnoteRef:19] [19: Receptor dependent pathway] 

تاثیرات رفتار پلیوتروپیک این هورمون هنگامی که اثرات آن در سطح سلولی و مولکولی بررسی می شود بهتر دریافت می شود ورسپتورهای آن هم آبشارهای پیام رسان ثانویه را که در سلولها وبافتها متفاوت می باشد تحت تاثیر خود قرار می دهد، مسیرCREB AC-cAMP-PKA- درباند شدن این هورمون به رسپتورهای ملاتونین مهار شده که به کمک گیرنده Gپروتئینی مهاری صورت می گیرد اتفاق می افتد وهمچنین توازن کینازها وفسفاتازها این مسیر را کنترل می کند از جمله اثرات آن بر روی بخش کوچکی از ژنها در هیپوفیز قدامی می باشد که منجر به مهار PKA وتحریک PPA2[footnoteRef:20] می گردد. (شکل 1-5)  [20:  protein phosphatase A2] 

مسیر سیگنال رسانی ERK1-Mek1-βarrestin2  ملاتونین همراه با MT1R از طریق) GProtein(i بیان شده  )بقاءسلول را پیش می برد). نقش اصلی کیناز ها ی خانواده MAPK ها در سیگنال رسانی سلولی مرتبط با اثرات تنظیمی آنها با سایر مسیرها می باشد( effect  ( trans regulatory که نشانه عملکرد پلیوتروپیسم این هورمون است. Dhanasekaran, Kashef et al. 2007; Junttila, Li et al. 2008)).(شکل 1-6 )
مسیر ERK-Mapk یک گروه بزرگ از گروه سیگنال رسانی ملاتونین طی مرحله استرس اکسیداتیو می باشد که با پروتئین کیناز فعال شده توسط استرس یا JNKs در ارتباط می باشد . (Chan et al., 2002))
 مسیر Gc-CGMP-PKG به کمک رسپتور MTNR1B(MT2)  مهار شده که با بخش فعال  Nos (رادیکالهای آزاد نیتروژن ) در ارتباط بوده وسیگنال رسانی ملاتونین با کمک همو وهترو دیمریزاسیون MT1,MT2 انجام شده وبا واکنش انها با سایر Gprotein رسپتورها GPCR)) که از جمله آنها GPR50 از گروه اورفان رسپتورها می باشد که در سیگنال رسانی هسته ای ملاتونین[footnoteRef:21] نقش دارد. (Hernández-Pacheco, Araiza-Saldaña, Granados-Soto, & Mixcoatl-Zecuatl, 2008; Levoye et al., 2006). (شکل 1-5) [21: NRs recognize and bind speciﬁc DNA element sequences in the target gene loci to transcriptionally control expression of particular sets of target genes.] 
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[bookmark: _Toc474409614](شکل 1-5): پیام رسانی ملاتونین به کمک رسپتور به واسطه مسیر GC-cGMP
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[bookmark: _Toc474409615](شکل 1-6): پا سخهای وابسته به رسپتور ملاتونین موثر بر تمایز و تکثیر
[bookmark: _Toc474409516]1-2-8- پیام رسانی غیر وابسته به رسپتور[footnoteRef:22]: [22:  Recepror independent signalling] 

علاوه بر سیگنال رسانی وابسته به غشاء  ملاتونین می تواند با آنزیم های داخل سلولی ،ترانسپورترها و پروتئین های سیتواسکلتون و رسپتورهای هسته ای واکنش بدهد که می تواند غیر مستقیم تولید سیگنال کند و یا به واسطه واکنش ثانویه با اجزای وابسته به رسپتور عمل کند،ازجمله این پروتئین های هدف پروتئین QReductaes3 یا MT3 می باشد که دارای اثرات تنظیمی روی جایگاه REDOX داخل سلولی می باشد .(Boutin et al., 2008) نقشهای خاص مغزی، انتقال اطلاعات فتوپریودیک و تنظیم سیکلهای تولید مثل فصلی به واسطه باند شدن به رسپتورهای هسته ای ROR وRZR صورت می گیرد ، اعضا ی این خانواده در اثرات  تنظیم ایمنی این هورمون بر سلولهای لنفوسیت Tcell و Bcell نیز نقش دارد که با کمک مهار آپوپتوزی وابسته به لیگاند Fas و تولید سیتوکین همراه می باشد. ملاتونین بر بازگشت پیوند دارای اثرات التهابی می باشد و باعث افزایش فعالیت T CELL CD4+ می شود که سبب تکثیر و سنتز سیتوکین های پیش التهابی می شود، مشخص شده که غیر فعال شدن   RoRαپس از واکنش آن با Cal به عنوان عنصر بالا دست سیگنال رسانی این هورمون ، مسول کنترل ژنهای وابسته به فاکتور رونویسی Nf-Kβ می باشد که شامل آنزیم های آنتی اکسیدانتی و واسطه های التهابی است.(Tomás‐Zapico & Coto‐Montes, 2005) 
فعالیتهای غیر وابسته به رسپتور ملاتونین با میل اتصال پایین به پروتئین های scaffold و اسکلت سلولی و پروتئین های باند شونده به ca وبسیاری از ارگانل ها به ویژه اجزای وابسته به سیگنال رسانی میتوکندر ی می باشد، میتوکندری نقش مهمی در سیگنال رسانی این هورمون واتفاقات پس ترجمه ای و نسخه برداری ایجاد شده توسط ملاتونین بازی می کند که با فعالیت سیگنالینگ سلول تحت شرایط نرمال و استرس مرتبط است.(شکل 1-4(  بین هدفهای داخل سلولی این هورمون کمپلکس Ca-cal نقش مهمی را درهر دو عملکرد وابسته به رسپتور وغیر وابسته به آن بازی می کند به عنوان مثال غلظتهای نانومولار این هورمون با کمپلکس ca-cal  واکنش داده و منجر به معکوس کردن اثر منفی این کمپلکس بر روی پلیمریزاسیون میکروتوبولها وبازآرایی سیتو اسکلتون می شود.(شکل 1-5) .(Benitez-King & Anton-Tay, 1993; Huerto‐Delgadillo, Antón‐Tay, & Benitez‐King, 1994). 
اثرات ملاتونین در غلظت 5-10روی شبکه پروتئینی سیتوزولی باعث کنترل جریانات اصلی سلولی از جمله تحرک ،تقسیم وعملکرد ارگانلها می شود . بعلاوه حمل ونقل پروتئین ها ی اسکافلد و واکنش انها با اعضای خانواده Map  کینازها را نیز سبب می شود (Dhanasekaran, Kashef, Lee, Xu, & Reddy, 2007). 


[bookmark: _Toc474409517]1-2-9- اثرات محافظتی ملاتونین:                                                                                     
اووسیتهای اکثر پستانداران اهلی دارای غلظتهای بالایی از چربی می باشند که درخوک نسبت به سایر گونه ها دارای میزان بالاتری می باشد که باعث مستعد شدن سلول دربرابر استرس اکسیداتیو و پراکسیداسیون لیپیدی می شود .
مشخص شده که ملاتونین یک آنتی اکسیدانت مهم برای محافظت ماکرومولکولها در برابر استرس اکسیداتیو ایجاد شده توسط ROS می باشد ومعلوم شده که اووسیتهای بالغ شده در آزمایشگاه در محیط کشت TCM199 حاوی ملاتونین با غلظتهای مختلف ، کمترین غلظت ملاتونین شامل9-10 بیشترین تاثیر را بر سطح Ros اندازه گیری شده توسط رنگ آمیزی [footnoteRef:23]DCF-DA  و باکمک نرم افزار image j دارد. [23:  : Dichlorofluorescin diacetate] 

کاهشROS   داخل سلولی بستگی به توانایی ملاتونین در محافظت دربرابر ROS و ویژگی های غیرمستقیم آنتی اکسیدانتی آن دارد،که باعث تحریک آنزیم های آنتی اکسیدانتی ومهار آنزیم های پراکسیداتیو می شود.
هرچند که Ros نقشهای مهمی را درعملکردهای سلولی به عنوان پیامبر ثانویه در فعال کردن آبشار سیگنال رسانی سلولی به عهده دارد، غلظتهای بالای آن باعث عدم توازن بین واکنشهای اکسید واحیا می شود،که تداخل منفی درعملکرد سلول دارد. ملاتونین می تواند دربرابر Ros سبب بهبود قابلیت زیستی سلول می شود. تولید Ros وعملکردهای سیگنال رسانی آن درپاسخ به ملاتونین در پاسخ های وابسته به رسپتور دسته بندی می شود و در لوکوسیتهای انسانی و در معرض ملاتونین با غلظتهای میکرومولار ،تولید Ros از طریق مکانیسم غیر وابسته به رسپتور صورت می گیرد که کالمادولین به عنوان یک عنصر کلیدی در این سیگنال رسانی دارای اهمیت کلیدی می باشد.(Radogna, Nuccitelli, Mengoni, & Ghibelli, 2009; Radogna, Paternoster, et al., 2009)
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[bookmark: _Toc474409616](شکل 1-7): اثرات احتمالی ملاتونین بر آسیبهای میبو کندریایی وتولید Ros تحت شرایط فیزیولوزیکی وتحت شرایط استرس

در لوکوسیتهای انسانی وسایر انواع سلولها ، تولید فیزیولوژیک Ros در مسیرهای انتقال پیام به عنوان پیامبر ثانویه  نقش دارند .Ros  طی باند شدن لیگاند به GPCRs وRTKs ایجاد می شود و به دنبال فعال شدن متقابل آنها صورت می گیرد.
منبع تولید Ros ممکنست میتوکندریایی ویا NADPH  اکسیدازهای غشایی باشد ،که با تولید ملاتونین سلول در معرض H2o2 قرار می گیرد. در اولین دقایقی که سلولها در معرض ملاتونین قرار می گیرند با تولید سریع H2o2 وسوپر اکسید همراه می باشد.(Devadas, Zaritskaya, Rhee, Oberley, & Williams, 2002) که Nos هم در بسیاری از اثرات تنظیمی نقش دارد.(León et al., 2006) شواهد نشان می دهد که کالمادولین و calmk/ca++  بر پتانسیل غشایی میتوکندری و تولید Ros از طریق تنظیم هموستازی ca در شبکه سارکوپلاسمی ومیتوکندری تاثیر می گذارد.(Odagiri et al., 2009) 
بعد از تحریک Ros بیان مجدد و الیگومریزاسیون این پروتئین در فضای بین غشایی میتوکندری ، تولید H2o2 وسیگنال رسانی آپوپتوز را پیش می برد.آزمایشات انجام شده در میتوکندریهایی که از کبد جدا شده است نشان می دهد که ملاتونین دارای اثر وابسته به غلظت روی کاهش مصرف اکسیژن بوده و در نتیجه منجر به کاهش تولیدH2O2 و سوپر اکسید می شود که با میزان فسفریلاسیون اکسیداتیو وسنتز ATP تداخلی ندارد. (شکل 1-7 ( 
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[bookmark: _Toc474409617](شکل 1-8): اثرات ملاتونین بر کاهش تولید Ros و اثرات تقویتی آن برروی نازایی و کیفیت تخمکها ولوتئینی شدن سلولهای گرانولوزا
[bookmark: _Toc474409518]1-2-10- ملاتونین و اثرات اپی ژنتیکی آن :
پروسه های اپی ژنتیکی در موجودات تکامل یافته تر بیان ژنها رادر ژنوم تحت تاثیر قرار می دهد ، حداقل 10درصد بیان ژنها در هر بافتی تحت تاثیر تنظیم شبانه روزی از طریق تنظیمات اپی ژنتیکی می باشد. (Masri- sasone corsi 2010) اغلب ژنها تحت شرایط پایدار فعال یا غیر فعال بوده؛ به منظور تغییر جایگاه ژن (از خاموش به روشن وبرعکس )چندین اصلاح اپی ژنتیکی باید رخ دهد که شامل اصلاحات هیستونی ومتیلاسیون DNA می باشد، در مجموع اصلاحات اپی ژنتیکی DNA وتغییرات نوکلئوزمی و کروموزمی سبب اصلاح پروفایل بیان ژن و فنوتیپ های آن می شود ؛که سبب افزایش یا کاهش دستیابی فاکتورهای متعدد به ماده ژنتیکی سلول می شود ؛ تاثیرات محیطی به عنوان مثال شامل رژیم غذایی، مواد مخدرو مصرف الکل و همچنین فعالیتهای فیزیکی ، استرس اکسیداتیوو قرارگیری در معرض عوامل سرطان زای شیمیایی، اپی ژنوم[footnoteRef:24] را تحت تاثیر قرار می دهد ،(Choudhuri,2010; Korkmaz, 2009; Mathers, 2010) طیف متفاوتی از سیگنالهای مضر محیطی وداخلی می تواند باعث استرس در داخل سلولها شود .   [24:  : The overall epigenetic state of acell ] 

مشخص شده که اثر این هورمون بر بیان ژنها دارای اثرات دوگانه می باشدو مشخص شده که هورمون بامیزان 1mg/Kgبرای مدت 30روز ، اثرات استرس اکسیداتیو و التهاب را در ارتباط با پیری کاهش می دهد، به طوریکه mRNAs مارکرهای التهابی شاملiL1B،iNOs ،Nf-Kβ دستخوش کاهش شده که نتایج ابتدا با کمکRT-PCR و سپس با وسترن بلات تایید شدند.(casta,2010، foramen 2010)
[bookmark: _Toc474409519]1-3- مسیر تکاملی سلول تخم:
 در شروع هر سیکل تولید مثلی گروهی از primordial folicles ها درون تخمدان شروع به رشد می کنند .اووسیتها درون فولیکولهای خود شروع به سفری می کنند که در بیشتر موارد منجر به حذف تعداد زیادی از آنها می شود . به عنوان مثال گونه هایی که تخمک گذاری آنها موجب آزاد کردن تنها یک سلول تخمک می شود   شامل گوساله ،گوسفند وانسان .  و گونه هایی که تخمک گذاری منجر به آزاد شدن بیشتر از یک تخمک می گردد شامل :موش ، خوک ویا خرگوش . اووگنی پستانداران در روز 12.5جنینی در موش ویا بین هفته 12-16در انسان وارد میوز 1شده و تکامل آن در مرحله دیپلوتن پروفاز میوز 1 به زودی متوقف می شود که تا مرحله بلوغ در این مرحله باقیمانده و مجددا با القاء پیک  LH باعث از سرگیری میوزو تخمک گذاری اووسیت های متوقف شده M2 می شود .
 فاکتورهایی را که باعث توقف یا القائ بکارگیری فولیکولهای اولیه می شود شامل:  فاکتورهای مهار کننده مثل : 1) AMH  2) foxo3  3) chemochine sdf7 ورسپتور آن cycr4 ،(Holt et al., 2006)
فاکتورهای فعال کننده شامل :1) LIF که توسط سلولهای گرانولوزا تولید می شود و این سلولها را وادار به بیان KL می کند که به رسپتور ckit در سطح اووسیت وصل شده و باعث تنظیم بیانBMP-15 می شود(Parrott & Skinner, 1999) 2)(bFGF)Baisic fibroblast growth factor که توسط اووسیت تولید شده است 3)BMP-7. (Nilsson & Skinner, 2003)4bmp-4(  یک عضو از خانواده TGF-β تولید شده توسط سلولهای تکا وسلولهای استرومایی  که دارای نقش مرکزی در بقای فولیکول هستند .5) keratinocyte growing factor  تولید شده توسط سلولهای تکا(Kezele, Nilsson, & Skinner, 2005) 6)bmp7  از خانواده TGF-βکه توسط سلولهای پیشساز  تکا واستروما تولید می گردد.(Lee, Otsuka, Moore, & Shimasaki, 2001). 7)pdgf  فاکتور رشد مشتق از پلاکت ترشح شده بواسطه اووسیتها 8)Nobox  وsohlh1,lhx8 که هرسه ژن خاص اووسیت بوده که باعث عبور از فاز  primordial  به primary در فولیکولها می گردد. 


[bookmark: _Toc474409520]1-3-1- تاثیرات FSH و LH در تکامل سلول اووسیت 
FSH در شروع رشد اووسیت نقشی ندارد ولی مشخص شده که همراه با رسپتورهای خود باعث حرکت فولیکولها ی در حال استراحت به سمت ذخایر درحال رشد می شود. (Balla, Danilovich, Yang, & Sairam, 2003; Thomas, Walters, & Telfer, 2003)، هرچند فولیکولها در مرحله فولیکول اولیه رسپتوری برایFSH  ندارند اما سلولهای پیش گرانولوزا و فولیکولهای primordial  به فعال کننده های مسیر cAMP شامل Forskolin و آنالوگهای CAMP پاسخ داده که با افزایش بیان آروماتاز ها [footnoteRef:25]ورسپتور FSH همراهست.(McNatty, Reader, Smith, Heath, & Juengel, 2006). زمانیکه فولیکولها از مرحله primary  درحالت استراحت خارج می شوند، سلولهای گرانولوزا مکعبی شده و اووسیتها رشد کرده، دارای zp می شوند ،سلولهای استرومایی شروع به تشکیل لایه ای از سلولهای تکا در اطراف غشای پایه می کنند. در این مرحله GDF-9 وBmp-15 دارای عمل هماهنگ در تنظیم تکثیر سلولهای فولیکولی می باشند(Edwards et al., 2008) که اولی در فاز اولیه رشد و دومی در فاز پیشرفته نقش خود را ایفا می کند(Dong et al., 1996; Vitt, McGee, Hayashi, & Hsueh, 2000). [25:  :Aromatze:] 

عبور ازمرحله pre antral  به antral  تحت کنترل فاکتورهای پاراکرینی وFSH ای می باشد که توسط اووسیت ترشح می گردد.(Diaz, Sugiura, & Eppig, 2008) .
مرحله فولیکولار شامل یک حفره حاوی مایع فولیکولی بوده که با رسیدن فولیکول به یک سایز مشخص شروع می شود، شامل : 180-300میکرومتر همراه با تعدادمشخصی از سلولهای گرانولوزا ، مثلا 2000عدد در موش.(Boland, Humpherson, Leese, & Gosden, 1994).
 هر چندتشکیل آنتروم برای کسب توان تکاملی کاملا اساسی نمی باشد اما مایع فولیکولی یک محیط غنی از مولکولهای تنظیمی و غذایی بعلاوه فاکتورهای آپوپتوزی می باشد. غلظت بالای استرادیول و غلظت پایین IGFbp2,4,5 در مایع فولیکولی از علائم فولیکولهای پیش از تخمک گذاری می باشد.(Furuta et al., 1997) 
فاز فولیکولهای آنترال به کمک LH،FSH که بوسیله غده هیپوفیز ترشح می شوند تنظیم می گردد.
 FSH  به رسپتور خودش باند می شود و مسیر Protein kinase A / cAMP  را فعال می کند. (Zuccotti, Merico, Cecconi, Redi, & Garagna, 2011) که منجر به تکثیر سلولی و تمایز سلولها به کومولوس وسلولهای گرانولوزا و کسب توان میوزی می شود .
فاز نهایی فولیکولوژنز که منجر به از سرگیری میوز وgvbd می شود بوسیله پیک  LH آغاز شده که سبب از بین رفتن اثر مهاری سلولهای فولیکولی احاطه کننده اووسیت وقطع عملکرد cAMP یا مولکولهای مهاری دیگر در اووسیت می شود. (Mehlmann, 2005)  
فاکتورهای پیش برنده فاز میتوزی Mpf /Cdk 1/ CyclinB وسایر کینازهای وابسته به سیکلین ،مولکولهای تنظیم کننده چرخه سلولی هم در میتوز وهم در میوز هستند، آبشار MAPK مسیر تنظیمی دیگری می باشد که به موازات فاکتورهای قبلی عمل می کند MPF در جهت پیشرفت میوزی اووسیتها می باشد. از سر گیری میوز در اووسیتها وابسته به MAP کینازها یا غیروابسته به آنها می باشد که این مسیر به واسطه گنادوتروپین القا می شود (Liang, Su, Fan, Schatten, & Sun, 2007). 
به دنبال پیک LH ،PDE3A (عامل تجزیه کننده کینازها) فعال می شود و سطح cAMP پایین می آید و PKA غیر فعال می شود .به عنوان یک نتیجه ،cdc25 phosphatase فعال می شود و فسفاتازمهاری از زیر واحد    cdck1 در  MPFحذف می شود و کروموزم شروع به تراکم می کندو درنتیجه gvbd  اتفاق می افتد. فعالیت MPF ورود و خروج از میوز 1و2  را تنظیم می کند(Ledan, Polanski, Terret, & Maro, 2001; Perry & Verlhac, 2008). 
به موازات این مسیرهای سیگنال رسانی تغییراتی در سازماندهی میکروتوبولها اتفاق می افتد . با شروع تشکیل مرکز سازماندهی میکروتوبولی در اطراف کرموزمها اولین دوک میوزی شکل گرفته و به سمت کورتکس حرکت کرده که شامل تمایز آن به سمت فیلامنتهای اکتین و فقدان میکروویلی می باشد.(Longo & Chen, 1985) موقعیت خارج از مرکز اشغال شده توسط gv یا صفحه متافازی، شیار متافازی را محدود کرده یا اندازه اولین ودومین گویچه قطبی را محدود کرده که منجر به حفظ ا کثر حجم سیتوپلاسم همراه با ذخیره مادری سلول تخم می شود.(Verlhac & Dumont, 2008)
تثبیت ارتباط داخل سلولی gap junction بین اووسیت وسلولهای سوماتیک به واسطه ارتباطات  برا ی تکامل اجزای فولیکولی ضروریست و درواقع اووسیتها به طور خودکار بسیاری از مواد غذایی را از محیط خارج سلولی دریافت کرده و تثبیت ارتباط دو طرفه بین سلولهای اووسیت و کومولوس باعث افزایش توان تکاملی سلولهای ژرمینال می گردد . در فولیکولها ارتباط بین سلولهای سوماتیک بواسطه CX) conexin( ایجاد می شود به طوری که درمراحل اولیه تکامل بیان می گردد.(Gittens & Kidder, 2005) 
اهمیت ارتباط متابولیک بین اووسیت ها وسلولهای کومولوس نیز دیده شده است مثل وقتی که گلوکز به پیروات با کمک سلولهای کومولوس متابولیزه می شود و به داخل سلولهای اووسیت انتقال می یابد تا در پروسه های تولید انرژی استفاده شود .(Su, Sugiura, & Eppig, 2009) .
بخشی از کلسترول بوسیله این سلولها سنتز شده و به داخل اووسیت انتقال می یابد.با توجه به اینکه سلولهای ژرمینال در برداشتن وتولید لیپیدها از ریزمحیط های خارجی ناتوان می باشند .(Su et al., 2009)
گسترش[footnoteRef:26] در کومولوسها  به حضور اووسیت نیاز دارد به طوریکه کومولوسهای جدا شده قادر به پاسخگویی به سطح FSH وتشکیل ماتریکس expand نیستند. ژنهای موثر در ارتباط باexpansion  کومولوسها شامل ptgs2  ،Has2 ،TnfαIp6 ،که همگی با کمک گنادوتروپینها و اووسیتها تحریک می شوند (Dragovic et al., 2005) GDF-9 ،BMP-15 ، 17β-estradiol در تکامل کومولوسها وگسترش آنها نقش دارند(Sugiura et al., 2010).  [26:  Expansion] 

مشخص شده که در پستانداران بزرگ از جمله خوک و گوسفند،گستردگی  کومولوسها به واسطه سلولهای سوماتیکی تحریک می شود و نه اووسیت(Cecconi et al., 2008) (Liang et al., 2005). 
به دنبال پیک  LH، فاکتورهای محلول اووسیت تولید سیگنالهای القاءکننده میوز را از سلولهای کومولوس سبب شده که از طریق Gap junction  به اووسیت بر می گردد (Su et al., 2009) . 
مشخص شده که تخریب ارتباط 2 طرفه اووسیت کومولوس طی Ivm باعث اثر روی تکامل جنینی می شود. 
اضافه کردن FSH&EGF به محیط کشت اثر مثبت روی بلوغ میوزی اووسیت دارد و این اثرات بواسطه کومولوسها تکامل اووسیت را سبب می شود .(Yeo, Gilchrist, & Lane, 2009).
توانایی پیشرفت میوزی اووسیتها فقط بعد از برنامه های تکاملی کامل شده در سیتوپلاسم وهسته در فاز رشد بدست می آید . 
[bookmark: _Toc474409521]1-3-2- بلوغ هسته ای سیتوپلاسمی اووسیت
اووسیتها در سطح تخمدان یا در مرحله دیپلوتن متوقف مانده اند و درنتیجه به سیگنالهای بلوغ نه در داخل آزمایشگاه و نه در داخل بدن پاسخ نمی دهند و یا تا متافاز 1پیشروی کرده اند و گروه دوم اووسیتهای کاملا رشد یافته می باشند که به سیگنالهای گنادوتروفیک پاسخ داده و به مرحله متافاز 2در فولیکولهای پیش از تخمک گذاری  درمحیط کشت می رسند. عبور ازمرحله فاز 1به فاز 2پیچیده بوده و شامل تغییرات بیوشیمیایی و ساختاری در سطح هسته و سیتوپلاسم می باشد .(Sirard, 2001).
تغییرات ساختاری و مورفولوزیکی در سیتوپلاسم شامل: افزایش تعداد وتغییر شکل میتوکندری ، اصلاح فراساختاری به کمپلکس گلژی ، تجمع ریبوزمی و افزایش در ساختارهای شبکه مانند  میباشد .تغییرات هسته ای همراه با هستک شامل تغییر ساختارهای مشبک (شبکه فیبریلی گرانولار( به ساختارهای متراکم dense مانند و توقف تدریجی سنتز RNAها شامل rRNAs,mRNAs,hnRNAs در اووسیتهای رشد یافته می باشد.
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[bookmark: _Toc474409618](شکل 1-9): مراحل بلوغ هسته ای در اووسیت نابالغ 

 اووسیتهای در حال رشد میکروتوبولهای طویل باآرایش اینترفازی از خود نشان می دهند ولی اووسیتهای بالغ و آماده تخمک گذاری دارای 5-1 مرکز سازماندهی میکروتوبولی[footnoteRef:27] هستند که جایگاه دور هسته ای دارد وتغییرات آن طی بلوغ ارتباط نزدیکی با تغییرات فسفریلاسیون در سانتروزم ها دارد (Zuccotti et al., 2011)،     [27:  Mtoc] 

یکی از اتفاقات بیوشیمیایی که در سازماندهی مجدد اووسیت از نظر ساختار و رشد اتفاق می افتد تغییر ظرفیت جداسازی mRNAها یا پردازش  آنها به ذرات نوکلئوپروتئینی می باشد . دراین شکل بسته بندی شده mRNA مادری در برابر تجزیه هسته ای محافظت شده و در سیتوپلاسم به صورت ذخیره باقیمانده تا به کمک سیگنالهای تولید شده طی بلوغ یا تکامل اولیه جهت ترجمه به کار گرفته شوند.
سنتز وتجمع p34cdc2 در موش یا همان زیر واحد کاتالیتیکی MPF با توانایی این سلول در تحمل مرحله GVBD تناسب دارد.(Downs, 1995)
 اتفاقات پس ترجمه ای برای رسیدن به توان میوزی ضروری می باشد .در اووسیتهای با قطر کم یا همان اووسیت ای اولیه فعالیت زیر واحد کاتالیتیکی MPF  دراین مرحله از رشد محدود می گردد در حالیکه دراووسیتهای با قطر متوسط و درحال رشد هر دو زیر واحد قابل مقایسه با اووسیتهای کاملا رشدیافته هستند وبلوک میوز با صدمه دیدن آبشارهای فسفریلاسیون رخ می دهد که در تبدیل pre-MPF به MPF نقش دارند. تمایزات سیتوپلاسمی نسبت به هسته ای پیشرفت میوز را در اووسیت در مرحله قبل از رشدکامل تحت تاثیر قرارمی دهد. .پیش از رسیدن هسته سلول تخمک به فرم   compactسطح بالایی از سنتز mRNA متوقف می ماند و هستک تا اندازه ای به فرم compact درمی آید .از الحاق اووسیت های در حال رشد و اووسیتهای مرحله متافازمشخص می گردد که به دلیل رسیدن به سطح بالای MPF باعث وررود به مرحله GVBD  وتراکم کروماتینی می شود.
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[bookmark: _Toc474409619](شکل 1-10): تغییرات سطح MPF از گامت تا لقاح و تا مرحله تسهیم

عبور ازمرحله  G2 به M در اغلب اووسیتهای پستانداران همراه باسنتز سیکلین B2 وانتقال آن از سیتوپلاسم به هسته می باشد  که با دفسفریلاسیون زیر واحد کاتالیتیکی همراه می باشد . میوز با کمپلکس MPF کیناز انجام می شود که شامل زیر واحد تنظیمی cyclin و زیر واحدکاتالیتیکی p34cdc2 می باشد که از خانواده تیروزین کینازها بوده یاcdk .(Naito et al., 1995) .
اتفاق دفسفریلاسیون در حذف فسفاتها از Thr 14 وtyr 15 از زیر واحد کاتالیتیکی نقش دارد که با کمک پروتین فسفاتازها رخ داده و یک اتفاق کلیدی در تبدیل فرم غیر فعال pre-Mpf به فرم فعال Mpf کیناز می باشد. پروتوانکوژن C-MOS باعث بیان پروتئین mos شده که بدنبال آن پایداری Mpf کیناز رخ داده که سبب توقف اووسیت در m2 می شود و به دنبال آن با نفوذ مجدد اسپرم در اووسیت که با افزایش سطح Ca++ ،تجزیه سیکلین القاء شده و سیکل میوزی را القاء  می کند .زمان عبور از G2 به M2 درگونه های مختلف متفاوت است.
[bookmark: _Toc474409522]1-3-3- مسیرهای مهم تولید انرژی در طی IVM 
از جمله عوامل موثر در بلوغ تخمکها ، راههای متابولیسم گلوکز در محیط کشت می باشد که نحوه  متابولیسم با غنی سازی محیط کشت با انواع متابولیتها مورد بررسی قرار گرفته و مشخص شد که متابولیسم گلوکز از طریق مسیر گلیکولیز یا همان مسیر embden -myerhof طی بلوغ اووسیت دارای اهمیت بسیار می باشد،
میزان گلیکولیز بالاتر در اووسیتهای IVM توان تکاملی بالاتر را درآنها منعکس می کند که توان تکاملی جنین ها هم تحت تاثیر شرایط بلوغ اووسیت می باشد(Yang, Jiang, & Foote, 1993), Avery, Bavister, & Greve, 1998)
بهبود شرایط جنین ها با کمک سوبستراهای انرژی در تعدادی از گونه ها انجام پذیرفته ازجمله در گاو و در گوسفند مشخص شد مشابه با موش وخرگوش ، اووسیتهای گاوی منبع پیروات را به گلوکز ترجیح می دهند Takahashi & First, 1992 & Gardner, Lane, Spitzer, & Batt, 1994). از طرفی متابولیسم پیروات، گلوتامین و گلیسین در چرخه کربس طی بلوغ اووسیت افزایش می یابد (.( Gandolfi et al., 1998.
نتایج نشان داده که متابولیسم اکسیداتیو [footnoteRef:28]مهمترین مکانیسم مسئول برای تولید انرژی طی بلوغ اووسیتهای گاوی در آزمایشگاه  می باشد، هورمون LH برمتابولیسم اووسیت ها در آزمایشگاه تاثیر گذاشته و توان تکاملی اووسیتها را در محیط آزمایشگاه تحت تاثیر خود قرارمی دهد . [28:  Oxidative Metabolism] 

LH بر متابولیسم هم اثر گذاشته و باعث افزایش  گلیکولیز و اکسیداسیون گلوکز در سلولهای اووسیت نزدیک به کومولوس می شود. و همچنین بعد از تیمار LH اکسیداسیون گلوتامین در اووسیتهای بالغ دنود شده  افزایش می یابد . Brackett, Younis, & Fayrer-Hosken, 1989))
[bookmark: _Toc474409523]1-4- بلوغ داخل آزمایشگاهی روشی جایگزین برای انتخاب اووسیت [footnoteRef:29] [29:  IN Vitro Maturation] 

علیرغم تلاش در جهت تولید جنین های آزمایشگاهی و گامهای مهم در این مرحله، کارایی تولید جنین های آزمایشگاهی هنوز پایین می باشد . و تنها 30 درصد اووسیت ها به مرحله بلاستوسیست می رسند که احتمالا به این علت می باشد که محیط Invitro   قادر به تقلید از محیط In Vivo  نمی باشد، پس منجر به تولید جنین هایی با مورفولوژی و بیان زن تغییر یافته می شود .و به همین دلیل نرمال کردن شرایط محیط کشت برای دستیابی به جنین های مشابه محیط بدن ضروری است . ( S. D. Kharche & Birade, 2013)
بهبود شرایط محیط کشت در آزمایشگاه برای تولید جنین هایی با کیفیت بالا با هدف مطالعات بیوتکنولوژی حیوانات و تکنیک های انتقال جنین دارای اهمیت می باشد، روشهای بازیابی تخمک در زمانهای مشخص و محدودی در کشتارگاه و یا از حیوان زنده همراه می باشد. روش تخمک گذاری سریع به طور عموم برای دستیابی به تعداد تخمک های بیشتر انجام می گیرد و روش لاپاراسکوپی نیز روشی جایگزین برای به دست آوردن تخمک های بیشتر می باشد ، در روش های جدید دستیابی به  اووسیتهای بیشتر و با هزینه کمتر و کیفیت بهتر در مقایسه با جمع آوری اووسیت از حیوانات زنده صورت می گیرد. بازیابی تخمک از تخمدانهای جمع آوری شده از کشتارگاه با فراوانترین تعداد اووسیت نابالغ همراه بوده که منجر به تولید جنین های بزی در مقیاس وسیع می گردد. (S. Kharche, Goel, Kumar Jha, Goel, & Jindal, 2011) که بهتر است زمان جابجایی از کشتارگاه تا انتقال تخمدان ها پایین باشد و هچنین فاصله بین جمع آوری تخمدان و برداشت اووسیت بین 1 ساعت تا 4 ساعت باشد  که همراه با اثرات تخریبی پایین در دمای مناسب است ( دمای مناسب بین 30 تا 37 درجه سانتیگراد می باشد ).
 ازجمله مزایای آشکار بازیابی اووسیت موارد زیر هست : کیفیت و کمیت اووسیت ها ی جمع آوری شده و همچنین سرعت عملکرد طی بازیابی آن از تخمدان می باشد ، روشهای مرسوم  جمع آوری اووسیتها شامل : 1)سوراخ کردن تخمدانها  2) تیکه کردن  تخمدانها 3) آسپیراسیون فولیکولها می باشد در مورد تخمدانهای بزی بهترین روش به دست آوردن تخمکها شامل روش اول و دوم می باشد .به علت اینکه اووسیتهای بزی کوچکتر از سایر اوسیتها می باشند  پس روش سوم روش مناسبی نمی باشد (Pawshe, Totey, & Jain, 1994 )  کیفیت مطلوب اووسیتها پیش از بلوغ داخل آزمایشگاهی  دارای مهمترین اهمیت در تولید جنین آزمایشگاهی می باشد و داشتن مجموعه ای از سلولهای کومولوس در اطراف اووسیت برای انتقال آسان مواد غذایی  به داخل و خارج اووسیت دارای اهمیت بسیار می باشد . انتخاب مجموعه کومولوس - اووسیت[footnoteRef:30] برای IVM موفق به عنوان مهمترین معیار دارای اهمیت بسیار زیادی می باشد.ریخت شناسی سیتوپلاسم و سلولهای کومولوس در اطراف اووسیت به عنوان اولین معیار برای درجه بندی و انتخاب اووسیت برای IVM می باشد . اووسیت های نرمال دارای کومولوس های یکسان در اطراف پرده شفاف و همچنین یک دست بودن پرده و عدم هیچ نوع وزیکولی در سیتوپلاسم می باشد.  (S. Kharche, Goel, Jindal, Goel, & Kumar Jha, 2011) [30:  COCs] 

به طوریکه اووسیت نرمال دارای تعداد لایه های متراکم تر و بیشتر کومولوس در اطراف اووسیت می باشد، اووسیتهای به دست آمده دارای درجه بندی 
1. عالی : دارای 4 لایه کومولوس پیوسته با سیتوپلاسم گرانوله 
2. خوب : اووسیت با 2 تا 4 لایه کومولوس و سیتوپلاسم گرانوله
3. متوسط: اووسیت با یک لایه کومولوس 
4. ضعیف: اووسیت بدون لایه کومولوس و یا لایه های غیر کامل کومولوس و داشتن سیتوپلاسم ناهمگن انتخاب مجموعه اووسیت – کومولوس نوع 1 و 2 برای IVM ضروری می باشد 
که بستگی به میزان سیتوپلاسم و یکپارچگی کومولوس دارد، همچنین سلولهای گرانولوزای تک لایه از بلوغ سیتوپلاسمی اووسیتهای در حال رشد حمایت می کنند که نشانه ای برای میزان بلوغ بهتر می باشد. 
که سبب بهبود بلوغ، بهبود لقاح و همچنین میزان کلیواژ مناسب و همچنین باعث تشکیل مورولای بهتر می گردد .(S. Kharche, Goel, Jindal, Sinha, & Yadav, 2008) 
تکمیل محیط کشت با گنادو تروپینها شامل LH و Fsh و همچنین با 17-B estradioleدر بهبود میزان بلوغ دارای اهمیت شایانی هست ،(Pawshe, Totey, & Jain, 1994)
همچنین مطالعات قبلی در نمونه بزی نشان می دهد که افزودن بتا مرکاپتو اتانول به محیط کشت پایه (TCM& 3mg/ml BSA) باعث بهبود شرایط IVM می شود اما در مقایسه با شرایط محیط کشت حاوی LH،  FSHو استرادیول کاهش نشان می دهد. S. Kharche, Goel, Jindal, et al., 2011& Pawshe et al., 1994))
زمان مورد نیاز برای IVM اووسیتهای گونه های مختلف شامل 18 ساعت (موش ) 27 ساعت (بزی ) 14 تا 15 ساعت (خرگوش ) ، 38 ساعت ( گربه )و شتر 24 تا 48 ساعت می باشد(Wani, 2008).
مدت زمان مناسب بلوغ اووسیت برای خوک و گاو در حدود 22 – 24 ساعت می باشد. (da Silva Rascado et al., 2010 &Ma et al., 2005) 
تکمیل محیط کشت با EGS[footnoteRef:31] 20% ویا FBS 10% , بهمراهmg/ml BSA 3 در محیط کشت TCM-199 به دست می آید ، که برای فراهم آوردن بلوغ و شرایط لقاح و کشت جنین باضافه انتقال جنین موثر بوده تا منجر به تولد توله های بزی شود .( S. Kharche et al., 2008) [31:  Estrous goat serum] 

بلوغ اووسیت مستقیما توسط رنگ آمیزی هسته ویا ساختار کروماتینی تعیین می شود و یا توانایی اووسیت برای لقاح و یا فعال شدن تعیین کننده است.( (S. Kharche, Goel, Kumar Jha, et al., 2011
سیتوپلاسم اووسیت یک نقش مهم را در آماده سازی محیط های متابولیکی برای تولید انرژی کافی برای عملکردهای سلولی طی بلوغ ، کلیواژ و بلاستوسیست دارد.(Teotia et al., 2001)
بلوغ سیتوپلاسمی اووسیت اشاره به اتفاقات بلوغ می کند که طی آن اووسیت را برای لقاح و لانه گزینی آماده می کند 35. به طوری که سلولهای گسترش یافته کومولوس[footnoteRef:32]معرف اووسیتهای کامل وبالغ می باشد ، ولی اووسیتهای با کومولوس های فشرده در گروه اووسیتهای نابالغ قرار می گیرد ، 36  [32:   expantion Comulus cells] 

 که با آزاد شدن اووسیتها به داخل محیط کشت از مجموعه فولیکول ها آنها میوز را مجددا از سر می گیرند،و توان تکاملی کاهش یافته زیگوت ها نشان از نبود بلوغ سیتوپلاسمی مناسب دارد .
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گلوتاتیون GSH یک تری پپتید تیول  بانام علمی γ-glutamylcysteinyl glycine دارای عملکردهای بیولوژیکی متعددی بوده ونقش اصلی را در عملکردهای سم زدایی و آنتی اکسیدانتی ترکیبات اگزوژن و اندوژن وهمچنین حفظ جایگاه redox داخل سلولی دارد .و به عنوان یک منبع ذخیره احیا کننده می باشد ،که گروه سولفیدریل آن اثرات حمایتی در برابر استرس اکسیداتیو دارد وبه دوفرم در سلول قابل تشخیص هست: فرم احیا شده یا GSH وفرم اکسید شده یا GSSG . عملکرد حمایتی آن در برابر ROS بوسیله واکنش با آنزیم های مرتبط آسان می شود مثل گلوتاتیون ردوکتاز و پراکسیداز .در بافتهای حیوانی گلوتاتیون پراکسیدار[footnoteRef:33] آنزیم حاوی سلنیوم می باشد که پراکسید هیدروژن و لیپید پراکسیدهارا احیا می کند که منجر به تولید GSSG می شود. در عوض GSSG بوسیله گلوتاتیون ردوکتاز در حضور NADPH تولیدی در مسیر پنتوز فسفات احیا می شود. [33:  GLUTHation Peroxidase] 

گلوتاتیون به عنوان یک تیول در ارگانیسم های حیوانی. هم در سلولهای حیوانی و هم در گامتها توزیع شده است و همچنین دارای نقش در پروسه بلوغ اووسیت و لقاح می باشد . GSH به همراه سوپر اکسید دیسموتاز دو آنتی اکسیدانت مهم می باشند که در اسپرم های گاوی قادر به تشخیص آنها هستیم، همچنین GSH خارج سلولی به عنوان یک آنتی اکسیدانت از پراکسیداسیون لیپیدی در غشاهای سلولی گامتهای نر و ماده  جلوگیری می کند که این عمل را به کمک حذف ROS در محیط لقاح انجام می دهدکه باعث بهبود لقاح و عملکرد جنین می شود ((Boquest et al., 1999 سنتز گلوتاتیون دربلوغ سیتوپلاسمی اووسیت نقش مهمی دارد.با توجه به نقش اثرات آنتی اکسیدانتی آن در برابر فعالیت سمی ROS ، تعیین غلظتهای آن در پایان دوره  IVM در خوک وسایر حیوانات می تواند منعکس کننده درجه بلوغ سیتوپلاسمی باشد(D. G. de Matos, Furnus, & Moses, 1997) . 
سنتز گلوتاتیون در اووسیت بوسیله ترکیبات تیولی با وزن مولکولی کم مثل آمینواسید سولفوریک ها: ازجمله سیستئین، سیستین و سیستامین یا β مرکاپتواتانول تحریک می شود والقاء سنتز آن با کمک ترکیبات تیولی باعث افزایش غلظت گلوتاتیون در سلول تخم شده که تکامل جنین را به سمت بلاستوسیست بهبود می بخشد (D. De Matos & Furnus, 2000).
با تبدیل سیستین به سیستئین توسط سلولهای کومولوس در سنتز گلوتاتیون نقش دارد(D. G. de Matos et al., 1997)
سلولهای کومولوس نقش مهمی در سنتز GSH در اووسیتهای گاو،خوک وهمستر داردو همچنین اثرات تحریکی تیولهای با وزن مولکولی کم را نظیر سیستئین یا سیستین در سنتز GSH تقویت می کند .تغییرات میزان گلوتاتیون درسلولهای کومولوس دارای پروفایل مشابه اووسیتها می باشد. ; Furnus et al., 1998) Yamauchi & Nagai, 1999 Zuelke et al., 2003  )
غلظتهای آن درون اووسیت طی بلوغ میوز ی تغییر کرده و تحت تاثیر گنادو تروپین ها تنظیم می شود و غلظتهای آن طی اسپرماتوژنز در اسپرم بالغ کاهش می یابد . گلوتاتیون در کاهش اثرات سمی پراکسید هیدروژن که باعث توقف تکامل جنینی در مرحله 2 سلولی در موش می شود نقش دارد. D. De Matos & Furnus, 2000)) غلظت های گلوتاتیون در اووسیت طی IVM افزایش می یابد و به میزان پیک خود در مرحله متافاز 2 می رسد ، که معادل دو برابر این میزان در اووسیتهای مرحله GV میباشد .میزان GSH بالا در اووسیت های تخمک گذاری شده به عنوان یک ذخیره بالقوه برای این آنتی اکسیدانت برای مراحل پیش لانه گزینی در مرحله تکوین جنینی می باشد(Furnus, De Matos, & Moses, 1998).
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بلوغ میوزی اووسیت ها طی تکوین جنینی پستانداران ماده شروع می شود اما در مرحله دیپلوتن پروفاز میوزی متوقف می گردد. توانایی از سر گیری میوز و ادامه دادن مسیر بلوغ بعد از این مرحله نیاز به مراحل بعدی رشد اووسیت دارد. به طوریکه در اووسیتهای کاملا رشد یافته ، میوز بعد از مرحله gvbd ادامه پیدا کرده و به سمت متافاز I ، آنافاز I و تلوفاز  Iحرکت کرده تا به مرحله متافازII برسد ، توانایی عبور ازاین مراحل به عنوان توان میوزی کامل[footnoteRef:34] در نظر گرفته می شود( SZYBEK, 1972). [34:  Full meiotic competence] 

طی مرحله رشد اووسیت نیاز به توانایی سپری کردن مرحله GVBD و وارد شدن به مرحله M1 دارند، اما قادر به عبور از مرحله MI  ور سیدن به مرحله MII و کامل کردن بلوغ میوزی نیستند. (Sorensen & Wassarman, 1976) 
فعال شدن به روش پارتنوژنیک در اووسیت های بالغ شده ابزار معتبری برای بررسی بلوغ سیتوپلاسمی و کیفیت آنها می باشد ، همچنین به عنوان یک پروتکل برای فعال شدن اووسیت ها ، جهت تولید حیواناتی که از نظر ژنتیکی یکسان هستند و با روش انتقال هسته سلولهای سوماتیک[footnoteRef:35] تولید شده اند . [35:  Somatic cell Nuclear transfer] 

متد فعلی تولید جنین های پارتنوژنیک به کمک اووسیت هایی صورت می گیرد که دارای پتانسیل بالایی جهت انجام میوز می باشند ، تخمدان های حاوی این نوع اووسیتهازیاد نمی باشد . تولید جنین هایی با این نوع اووسیت ها جهت زاد آوری و تولید حیوانات تراریخته[footnoteRef:36] و همچنین برای محافظت از حیوانات در معرض خطر مورد استفاده می باشد،  [36:  Transgenic Animal ] 

پارتنوژنز توجه زیادی را به علت نقش اووسیتهای فعال شده در زمینه های تحقیقاتی شامل تزریق درون سیتوپلاسمی اسپرم[footnoteRef:37] ، کلونینگ بواسطه  انتقال هسته[footnoteRef:38] ، کلونینگ سلولهای سوماتیک [footnoteRef:39] ، بررسی شرایط کشت [footnoteRef:40]و همچنین پتانسیل برای هدایت سلولهای چند استعدادی به سمت دودمانهای سلولی مختلف که برای مهندسی بافت [footnoteRef:41]مورد استفاده قرار می گیرد به خود جلب کرده است ، تحقیقات نشان می دهد که افزایش سطح کلسیم داخل سلولی بر بلوک میوزی اووسیت غلبه می کند که منجر به القاء میوز تا مرحله متافاز II می شود . مشخص شده که برخی از مواد شیمیایی شامل استرانشیم در موش و یونومایسین و کلسیم در گوسفند و گوساله سبب فعالسازی موفق می گردد .  [37:  ICSI]  [38:  Cloning By  Nuclear Transfer ]  [39:  Somatic cell cloning ]  [40:  Culture condition ]  [41:  Tissue engireeng ] 

غلظت مواد شیمیایی به کار رفته در فاصله بین فعالسازی و الحاق سلولی، محیط کشت فعالسازی و همچنین توان تحریک الکتریکی و تیمارهای بعدی شامل: سیتوکالازین B وD ، CHX[footnoteRef:42] و همچنین 6-DMAP در روش بکار گرفته شده موثر می باشند ،اما آنچه که قابل توجه است به علت اختصاصیت گونه ها متد عمومی ویا جهانی برای این روش وجود ندارد. روش فعال سازی شامل غلظت عامل فعال کننده و زمان انکوباسیون برای هرگونه ای باید نرمال شود، تحقیقات نشان داده که شرایط IVM از بلوغ سیتوپلاسمی حمایت نمی کند پس بهبود شرایط IVM در نتیجه مطابقت شرایط داخل آزمایشگاه [footnoteRef:43]با شرایط داخل بدن [footnoteRef:44]می باشد، بین عوامل مصنوعی فعال کننده اووسیت عوامل افزایش دهنده کلسیم داخل سلولی مثل :استرانشیم ، یونومایسین ، پالس الکتریکی ،اتانول، مهار کننده های سنتز پروتئین شامل CHX[footnoteRef:45] 75  و یا فسفریلاسیون پروتئین مثل                   6-DMAP[footnoteRef:46] که در دو مورد آخر پیشرفت چرخه سلولی را مهار می کنند . [42:  cycloHexamide]  [43:  In vitro]  [44:  IN VIvo]  [45:  Cyclohexamide ]  [46:  6 Dimethylaminopurin] 

بهر حال آبشارهای به راه افتاده کلسیمی توسط نفوذ اسپرم نه فقط از سرگیری میوز را القا می کند بلکه در اتفاقات متعدد دیگری نیز موثر است ازجمله : به کارگیری mRNA های مادری ، که برای فعال کردن  ژنوم تخمی[footnoteRef:47] نیز موثر است  [47:  Activation of zygotic Genome] 

در مقایسه جنین های بزی  حاصل از IVF با جنین های پارتنویی که  بوسیله تیمار با یونومایسین و اتانول فعال شده اند و سپس در معرض 6-DMAP قرار گرفته اند، جنین های حاصل از پارتنوژنز دارای بلاستوسیست بیشتری در مقایسه با IVF هستند((Bogliolo, Ledda, Leoni, Naitana, & Moor, 2000 .
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شامل اصلاحات در هیستون ها و DNA می باشد و تغییرات قابل توارث در بیان ژن که منجر به تغییردر توالی DNA نمی گردد اما قابل وراثت بوده و همچنین در تنظیم نسخه برداری ژن نقش دارند. هر سلول حاوی مجموعه ای از ژنهاست که بسیاری از آنها بیان می شوند (switch on) و بسیاری از اونها بیان نمی شوند (switch off) .مجموعه خاصی از ژنها که در یک سلول بیان می شوند و عده ای که بیان نمی شوند، اختصاصات آن سلول را بیان می کنند که این امر توسط اپی ژنتیک کنترل می گردد(Lyko & Brown, 2005& A. Bird, 2002)  دو مکانیسم اصلی بوسیله اپی ژنتیک کمک به تنظیم بیان ژن می کند. 
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شرایط محیطی به طور غیر مستقیم باعث اصلاح فاکتورهای اپی ژنتیکی می شود ،این فاکتورها به DNA وصل شده و یا DNA را نشان دار می کنند ، فاکتورهای موثر در واکنش با مواد ژنتیکی در حالیکه باعث تغییر توالی نمی شوند، به عنوان برچسب شیمیایی عمل کرده و نشان داده که چه ژنهایی و در کجا و چه موقع باید بیان یا خاموش شوندو به عبارتی چه زمانی اطلاعات زنوم خوانده شوند؟ (Russo, Martienssen, & Riggs, 1996). 
بسیاری از این فاکتورهای اپی ژنتیکی از مواد غذایی که مصرف می کنیم منشا گرفته و اغلب در DNA کددهی شده و بخشی از تنظیم ژن می باشند. کار اپی ژنوم کمک به کنترل کردن ژنهایی است که در یک سلول ویژه فعال هستند و پروتئین هایی که به صورت موضعی نسخه برداری می شوند، به عبارتی فاکتور های اپی ژنتیکی در مغز دستور می دهند که سلولهای مغزی عمل کنند. و سلولهای پوست مانند سلولهای پوستی عمل کنند ، و در غیاب اپی ژنوم نرمال بیماری رخ می دهد و این فاکتورها به نحو قابل افزایشی خود را در معیارهای اجتماعی و رفتاری نشان می دهد. اکثر زنها دارای موقعیت روشن خاموش هستند و اصلاحات اپی ژنتیکی می تواند سبب افزایش یا کاهش دستیابی چند فاکتور نسخه برداری به مواد ژنتیکی سلول شود که منجر به اصلاح بیان ژن شده، تاثیرات محیطی و تغییرات غذایی مانند استفاده از الکل و تنباکو ، فعالیت فیزیکی و استرس به همراه استرس نیترو اکسیداتیو و همچنین در معرض قرار گرفتن کارسینومهای شیمیایی اپی ژنوم را تحت تاثیر قرار می دهد) Korkmaz, Reiter, et al., 2009 & Choudhuri, Cui, & Klaassen, 2010)
دراکثر سلولها در بدن علایم اپی ژنتیکی فیکس شده تا سلولها متمایز شده و یا از چرخه سلولی خارج شوند، که به مجموعه این  تغییرات اپی ژنتیکی برنامه ریزی  مجدد [footnoteRef:48]می گویند که همراه با تغییرات زیر می باشد :  [48:  Reprogramming ] 

· حذف علایم اپی ژنتیکی در هسته 
· چیدمان متفاوت علایم یا نشانه ها 
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همزمان با لقاح زمانیکه علایم و نشانه های گامتی پاک شده و با نشانه های ژنتیکی مهم برای تکا مل جنینی جایگزین می گردد و منجر به چند استعدادی[footnoteRef:49] و یا پرتوانی[footnoteRef:50] می گردد . [49:  Multipotency]  [50:  Totipotency ] 

مهمترین اتفاق مرتبط با reprogramming  در PGCs رخ می دهد که نشانه گذاری والدینی [footnoteRef:51]پاک شده و به جای آن سلول پرتوان ایجاد می شود  و یا در مورد سلولهای سرطانی سلول دستخوش تمایز زدایی شده و در حالی که دستخوش برنامه ریزی مجدد می گردد، برنامه ریزی مجدد در سلولهایی که برای کلونینگ و با هدف انتقال هسته[footnoteRef:52] انتخاب می شوند نیز رخ می دهد، و همچننین برای سلول درمانی[footnoteRef:53] .همراه با الگوهای خاص متیلاسیون در توالیهای ویژه و استیلاسیون در ریشه های لیزین یا آرژنین در هیستونها می باشد که نوعی از اصلاحات اپی ژنتیکی محسوب بوده تا ژنوتیپ خاصی را منعکس کرده که در گامتها و همراه با لقاح  دستخوش این تغییرات می شود .  [51:  Parental imprints ]  [52:  Nuclear transfer]  [53:  Cell therapy] 

Reprogramming در سه فاز رخ می دهد 1) گامتوژنز 2) تکامل پیش از لانه گزینی 3) جنین های کلون شده که همراه با استیلاسیون و متیلاسیون متفاوت هیستونها در نواحی هتروکروماتینی و یوکروماتینی می باشد که این الگوهای استیلاسیون در تخم های گوسفند موش و خوک با گاو متفاوت می باشد(Bao, Obata, Carroll, Domeki, & Kono, 2000b (. 
در بسیاری از گامتها نشانه های آن توسط مارکرهای گامتی روشن شده و با مارکرهای جنینی جایگزین می شوند که جهت حفظ پرتوانی و یا چند توانی اهمیت دارد) Reik, Dean, & Walter, 2001)
[image: ]
[bookmark: _Toc474409620](شکل 1-11): تغییرات برنامه ریزی مجدد در دو فاز 1) تشکیل گامت Gametogenesis  2) تشکیل سلول تخم 3) تشکیل جنین یا بلاستوسیست Pre emplantation development 

علائم اپی ژنتیکی  میتواند  از یک سلول به سلول دیگر منتقل شودو در بسیاری از موارد از والدین به فرزندان منتقل می شود. بنابراین اطلاعات اپی ژنتیکی شکلی از حافظه می باشد که برای حفظ اطلاعات ژنومی ضروری می باشد، شامل حفظ هویت سلول بعد از تمایز و حفظ نشانه گذاری ژنی[footnoteRef:54] در پستانداران.   [54:  Imprinted gene] 

همچنین عوامل محیطی طی زندگی جنینی می توانند باعث تغییر اپی زنوم شوند. در مرحله گامت زایی ژنوم پدری توسط اسپرم بالغ شکل می گیرد به صورت یک کپی مجزا [footnoteRef:55] و به صورت متراکم در اغلب بخشها با پروتامین جابجا می شود ، و در مقابل ژنوم مادری در مرحله متافاز 2 متوقف می شود همراه با دونسخه ژنوم (2c) که با هیستونها بسته بندی می گردد . (Adenot et al., 1997& Santos et al., 2002) [55:  Single copy ] 

همراه با لقاح پروتامینها با هیستونها سریعا جایگزین می شوند ،در حالیکه ژنوم مادری میوز را کامل می کند و از طرفی هیستون h3 وh4 همراه با کروماتین پدری بیشتر  استیله می شود در مقایسه با آنچه که در کروماتین مادری مشاهده می گردد ، زمان بندی دقیق و توالی تغییرات اپی ژنتیکی در موش به دنبال جایابی بهتر و واضح ترخواهد شد، ارتباط دقیق کسب هیستونی ژنوم والدینی با از دست دادن گسترده متیلاسیون همراهست که به دو طریق قابل شناسایی هست: 
· ایمونوفلورسانس غیر مستقیم 
· تعیین توالی بی سولفیت  (Santos et al., 2002& Mayer et al., 2000)
این توالی ها ممکن هست در موقعیت های زیر متیله باقی بماند : 
1. هترو کروماتین در اطراف سانترومرها (Santos et al., 2002& Rougier et al., 1998 )
2. بقای ژنهای imprinting والدینی (Olek & Walter, 1997)
که هدف از ان حفظ پایداری کروموزمی نرمال و همچنین حفظ imprinting  والدینی می باشد.   
[bookmark: _Toc474409529]1-7-3- مکانیسم های تنظیم کننده اپی ژنتیک در کنترل بیان ژن :
[bookmark: _Toc474409530]1-7-3-1- DNA Methylation:
این تغییر مهمترین و اختصاصی ترین مثال بوده و از طرفی بیان ژن بستگی به چگونگی بسته بندی DNA در درون سلول های ما دارد ، DNA درون سلولهای ما توسط هیستون ها بسته بندی می شود ،پیچیدن هیستون ها به دور DNA و متقابلا DNA به دور هیستونها به صورت محکم می باشد و این هیستونها از نظر شیمیایی به روش های مختلفی اصلاح شده که منجر به تغییر نوع بسته شدن آنها به DNA می گردد ،ترکیب DNA و هیستونها به شدت بخش مهمی از کنترل اپی ژنتیکی بیان ژن می باشد، 
DNA به تنهایی توسط متیلاسیون پایانه سیتوزینی اصلاح می گردد،متیلاسیون DNA از مکانیسم های اپی ژنتیکی کمیاب  در عملکرد سلولهای پستانداران می باشد که در تنظیم ژن موثر است ، متیلاسیون در به ارث بردن صفات مونو آللی نقش مهمی داردو منجر به اطمینان از بیان صحیح یکی از آللهای به توارث رسیده در حالت نرمال می شود .
حذف همه گروههای متیل باعث شده که پروموتور عملکردی شود و نسخه برداری فعال شود چرا که نسخه برداری نیاز به یک ناحیه آزاد از متیل در پروموتور دارد  .بسیاری ازژنهایی که بیان می شوند به طور گسترده ای متیله هستند که نشانه استثنائات این نوع عملکرد می باشد .(شکل 11-1)، (شکل 1-12) 
[image: https://www.researchgate.net/profile/Johann_Gudjonsson/publication/221825699/figure/fig1/AS:267546741964878@1440799522891/Figure-1-DNA-methylation-and-histone-modifications-DNA-methylation-and-histone_big.png]
[bookmark: _Toc474409621](شکل 1-12): نقش متیلاسیون و دمتیلاسیون در بیان ژن
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[bookmark: _Toc474409622](شکل 1-13): مکانیسم اپی ژنتیکی تثبیت کننده فنوتیپ سلول مرتبط با الگوی بیان




[bookmark: _Toc474409531] 1-7-3-2- ارتباط DNA متیلاسیون با گامتوژنز :
گامتها با متمایز شدن خود به عنوان سلولهای تخصص یافته اطلاعات ضروری برای سیکل زندگی جدید را بعد از لقاح حمل می کنند، اسپرماتوزوا بالغ و اووسیت به علایم اپی ژنتیکی خاص و متفاوتی در طی گامتوژنز  نیاز دارند ، علاوه بر Imprint ها، در اسپرم ها هیستونهای مرتبط کننده سوماتیکی با انواع هیستونهای ویژه بیضه ای جایگزین شده و سپس اکثر هیستونها با پروتامین جابجا می شوند  . (Kimmins & Sassone-Corsi, 2005 ) در حالیکه در اووسیت سطح H3K4Me به علت ورود به میوز بالاتر می باشد (Hayashi, Yoshida, & Matsui, 2005)  . 
در واقع برنامه ریزی مجدد اپی ژنتیکی شامل DNAمتیلاسیون ، هیستون استیلاسیون و هیستون متیلاسیون  می باشد.  DNA متیلاسیون شامل انتقال گروه متیل از s- adnozyl –l – methyonin  به بقایای سیتوزینی در دی نوکلئوتیدهای CPG می باشد و یکی از اتفاقات اپی ژنتیکی اصلی و اساسی می باشد
مکانیسمهای تنظیم بیان ژن توسط DNA  متیلاسیون : 
1. بلوک کردن ممانعت دستیابی فاکتورهای تنظیمی نسخه بردار ی به توالی هدف آنها 
2. که در بدن این نوع مکانیسم کمیاب است ، به عنوان مثال فعال شدن ژن  کد کننده  GFAP[footnoteRef:56] ، طی تمایز آستروسیت به واسطه دمتیلاسیون CPG دی نوکلئوتید می باشد که در کنار ناحبه پروموتور در STATs[footnoteRef:57]  واقع شده است.   [56:  Glial Fibrillary acidic Protein]  [57:  Single transducer Activator of transcription] 

3. DNA متیلاسیون باعث مهار بیان ژن می شود که از طریق[footnoteRef:58] MECP2 الگوهای DNA متیلاسیون را می خواند ، به عنوان مثال MECP2  با HDACsو پروتئین های مهارگر [footnoteRef:59]شامل sin3a تشکیل کمپلکس می دهد و در نتیجه باعث مهار بیان ژن می گردد  [58:  Methyl CPG binding protein ]  [59:  Inhibitor Protein] 

این کمپلکس ها با به کارگیری HDACs شامل HDAC1,2 سبب مهار پروموتورهای متیله شده و سبب تجدید یا تغییر کروماتین های متیله می شود ، که نتیجه این واکنشها مهار نسخه برداری از ژن می باشد که به صورت هماهنگی بین هایپر متیلاسیون DNA و هیستون داستیلاسیون می باشد . 
در مورد هیستون های مختلف شامل H3 در پایه های لیزین 9، 14، 18 و در مورد پایه های لیزین 5، 8 ، 12 و 16 از هیستون H4 همراه به H2A  و H2B می توانند استیله شوند ، در حالیکه در مورد H3K4,9,27 و H3Arg2,17,26 می توانند متیله شوند درنتیجه هیستون استیلاسیون و داستیلاسیون تعیین کننده فعالیت نسخه برداری در کروماتین می باشد (Strahl & Allis, 2000)
همچنین هیستون متیلاسیون می تواند سبب تنظیم DNAمتیلاسیون در گونه های مختلف موجودات شود، و در سلولهای پستانداران DNA متیلاسیون در الگوهای حفظ آن [footnoteRef:60]منجر به  هیستون متیلاسیون می شود . [60:  Maintanance DNA] 

همچنین 3 گروه از ATP dependent chromatin remodelling در سلولهای پستانداران وجود دارد که از انرژی هیدرولیز ATP استفاده کرده تا دستیابی پروتئین های ویژه نسخه برداری به کروماتین انجام گیرد . Narlikar, Fan, & Kingston, 2002)) . دستیابی به فاکتورهای نسخه برداری و تنطیم آن نیاز به DNA متیلاسیون و اصلاحات هیستونی دارد به عنوان مثال مشخص شده است DNMT1,3a,3b و HDAC1 برای رشد جنینی طی مراحل  گاسترولاسیون نیاز می گردد .
گامتها سلولهای تخصص یافته و تمایز یافته ای می باشند که اطلاعات را برای شروع یک زندگی جدید بعد از لقاح نرمال با خود حمل می کنند .
آزمایشات انتقال هسته نشان داده که ژنوم پدری و مادری برای تکامل جنینی ضروری است نحوه تمایز متفاوت  و عملکرد متفاوت آنها معادل هم دیگر نیستندو برنامه ریزی متفاوتی می شوند ، همچنین تفاوتهای عملکردی بین آنها به بیان متفاوت آلل های پدری و مادری نسبت داده شده که ناشی از اصلاحات متفاوت ژنوم در گامتهای نر وماده می باشد[footnoteRef:61] ،مثلا imprinting آلل پدری H19  که در گامت نر طی جنین زایی اتفاق می دهد، در حالیکه بعضی ژنها مانند Igf2r نیاز به imprint های مادری از اووسیت  دارند. (Reik & Walter, 2001a, 2001b)     [61:  Genomic imprinting] 

و مشخص شده که حذف نواحی متیله متمایز شده منجر به فقدان imprinting می شود. (Monk, Boubelik, & Lehnert, 1987 ) پس الگوهای متیلاسیون مشتق از گامت در ژنهایimprinted  در بافتهای سوماتیک در سراسر مراحل تکوین جنینی  حفظ می شوند ، اما در PGCs وارونه می شود ، Howlett & Reik, 1991) )

[image: http://www.nature.com/nrg/journal/v3/n9/images/nrg887-f2.jpg]
[bookmark: _Toc474409623](شکل 1-14): برنامه ریزی مجدد اپی ژنتیکی طی گامتوژنز
[bookmark: _Toc474409532]1-7-3-3- آنزیمهای موثر در متیلاسیون DNA :
اضافه شدن گروه متیل CH3 در جایگاههای CPG و در موقعیت سیتوزین یک اصلاح اپی ژنتیکی توالی DNA می باشد که در ژنوم مهره داران ؛گیاهان وقارچها و بسیاری از بی مهرگان و باکتریها پیدا شده که بیان توالیهای imprinted وnon imprinted را تنظیم می کند . 
از 90ژن  Imprint یکه در پستانداران تا به امروز شناسایی شده است اکثرا مادری بوده و توالی آنها از نظر اپی ژنتیکی طی اووژنز اصلاح می گردد. نواحی متیله مادری عموما در سراسر ناحیه پروموترهای ژنهای imprint گسترش پیدا کرده در حالیکه همین نواحی در ژنهای پدری در چندین کیلو باز دور از ناحیه ژنی imprinted جایابی می شوند .(Lewis & Reik, 2006) 
 موقعیت این ژنها با کمک تکنیک bisulphit  تعیین می شوند .  (Lucifero, Mertineit, Clarke, Bestor, & Trasler, 2002).  
مطالعات نشان می دهد که متیلاسیون imprinted ژنها بعداز تولد در طی فاز رشد اووسیتهای متوقف شده در مرحله دیپلوتن نیاز می گردد، که به طور ناهمزمان در ژنهای متفاوتی برنامه ریزی می شوند و بوسیله مکانیسم مشخصی رهبری می گردند . 
متیل ترانسفرازها آنزیمهایی هستند که اضافه کردن یک گروه متیل را به درون جایگاههای CPG کاتالیز می کنند.  (Bestor, 2000) ِDNMT1 یک فرم متیل ترانسفراز حفاظت شده می باشد که سبب تشخیص نواحی DNA همی متیله می گردد.
DNMt1o فرم جایگزین DNMT1 می باشد که یک فرم آلترناتیو اسپلایس شده dnmt1 می باشد که گروه بزرگی از متیل ترانسفرازها بوده که نقش اصلی را در حفظ متیلاسیون CPG در اووسیتها وجنین اولیه بازی می کند. ایزوفرمی از DNMT1 می باشد که در اووژنز و در طی تکوین در دوره پیش لانه گزینی بیان می شود ؛ DNMT1o به عنوان یک شرکت کننده در پروسه های اپی ژنتیک به واسطه متیلاسیون های متفاوت در جایگاه بیانش تحت تاثیر قرار گرفته است . آنالیز الگوهای بیان mRNA  در DNMTs و پروتئین های باند شونده به گروههای متیل سیتوزین  جهت اصلاحات کروماتینی نشان می دهد که سلولهای مختلف حتی درون یک جنین الگوهای بیان متفاوتی را نشان می دهند( Ratnam et al., 2002 & Shiota et al., 2002 )
[bookmark: _Toc474409533]1-7-3-4 -اصلاحات هیستونی [footnoteRef:62] [62:  Histon Modification] 

هیستونها هم دستخوش تغییرات پس ترجمه ای می گردندکه شامل استیلاسیون ، متیلاسیون و فسفریلاسیون می باشد، که هر علامت آن مرکب از یک سیگنال می باشد  که یا به تنهایی خوانده شده و یا به صورت ترکیب با اصلاحات در هیستونهای مجاور می باشدکه به عنوان کد هیستونی خوانده می شود (Histone code). اصلاحات متفاوت در بقایای آمینی مشابه قابل آشکار شدن می باشد که در بخشهای مختلف ژنوم اتفاق می افتد ، به عنوان مثال :اصلاحات هیستونی پیوسته با کروماتین فعال در نواحی لیزین استیله و یا در H3K4Me که در پرونوکلئوس ماده پیدا می گردد، کروماتین مادری از طریق DNA متیلاسیون و از طریق اصلاحات هیستونی سازماندهی می شوند،که شامل هم اصلاحات نوکلئو هیستونی و هم پروتئین های کروماتینی به صورت ساختارهای فعال و مهاری می باشد. (Cowell et al., 2002 Reik et al., 2003, Liu et al., 2004 ,) 
فسفریلاسسیون ،استیلاسیون ومتیلاسیون وپلی ریبوزیلاسیون از جمله اصلاحات پس ترجمه ای می باشد که در بقایای آمینو اسیدی پروتئین های هیستونی وتنظیم تغییراتی که در سازماندهی کروماتین وبیان ژن اتفاق می افتد نقش دارند (. Michelotti, Sanford et al. 1997; Turner 2000 )
آنها درتثبیت اصلاحات قابل  توارث و پایدار اپی ژنتیکی نقش داشته و همچنین باعث تمایز سلولی وتکامل نیز می شوند.(Jenuwein & Allis, 2001) استیلاسیون هیستون با فعالیت نسخه برداری تقویت شده همراهست.در حالیکه هیستون داستیلاسیون توام با مهار بیان ژن است.(Berger, 2007)
 طبیعت پویای هیستون استیلاسیون وداستیلاسیون مکانیسم اپی ژنتیکی جالبی رابرای کنترل بیان ژن ورای مقیاس ژنومی فراهم می کند.
آنالیز استیلاسیون هیستونها طی رشد اووسیت در موردh3k9ac, h3k18ac   ,  h4k12ac,H4K5ac با پروفایل مشابه افزایش را نشان می دهند .(Kageyama et al., 2007; Kim, Liu, Tazaki, Nagata, & Aoki, 2003) DNMT3a, DNMT3b در انتقال گروههای متیل به DNA غیر متیله وهمی متیله نقش دارند. Kaneda et al., 2004))
 اولی DNA غیر متیله را ترجیح می دهد و دومی هر دو نوع DNA متیله و غیر متیله را ترجیح می دهد و مرتبط با حفظ متیلاسیون[footnoteRef:63] در نواحی ویژه ای در مراحل تقسیم کلیواژی  می باشد ، فعالیت این 2آنزیم توسط متیل ترانسفراز Dnmtl کاتالیز می شودکه باند شدن آنها رابه جایگاه هدف تغییر می دهد.(hata et al 2002) .در موشهای ماده خنثی از نظر  dnmtl تثبیتimprinting  مادری در اووسیتها حذف می گردد.بنابراین در زاده ها ی هتروزیگوت بیان ژن به صورت 2آللی رخ داده که بایددر اللهای مادری متیله وغیر فعال می شدندکه باعث مرگ جنین تا نیمه بارداری می شود. (Bourchis et al., 2001).. [63:   Maintanance Methylation] 
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فصل دوم:
پيشينه تحقيق

بلوغ اووﺳﯿﺖ ﯾﮑﯽ از دوره ﻫﺎي ﻣﻬﻢ وﺣﯿﺎﺗﯽ ﺑﺮاي ﺗﮑﺎﻣﻞ ﻧﺮﻣﺎل وﺗﻤﺎﯾﺰ ﺑﺮاي ﯾﮏ ﻓﺮد ﻣﯽ ﺑﺎﺷـﺪ وژﻧـﻮم اووﺳـﯿﺖ از ﻧﻈﺮ اﭘﯽ ژﻧﺘﯿﮑﯽ در ﻃﯽ ﻣﯿﻮز ﺑﻪ ﻃﻮر ﻣﺠﺪد ﺑﺮﻧﺎﻣﻪ رﯾﺰي ﻣـ ﯽ ﺷـﻮدﮐﻪ ا ﯾـ ﻦ ﺗﻐﯿﯿـ ﺮ ﺑـﺪﻧﺒﺎل ﻟﻘـﺎح رخ داده   ﮐـﻪ ﺗﻐﯿﯿـرات     ﻣﺘﻌﺪدي را ﺗﺎ ﺟﻨﯿﻦ ﻫﺎي ﻧﺴﻞ ﺑﻌﺪ ﺳﺒﺐ ﻣﯽ ﺷﻮد، ( J. Fulka, First, & Moor, 1998 ، . Bao, Obata, Carroll, Domeki, & Kono, 2000 ( 
برنامه ریزی مجدد اپی زنتیکی منجر به تثبیت شدن الگوهای رفتاری ژن شده و سکون یا فعال  کردن ژنها نشانه مرحله حساس به تغییرات محیطی می باشد . Lucifero, Chaillet, & Trasler, 2004)) برنامه ریز ی مجدد (Reprogramming )در سه فاز رخ می دهد : گامتوژنز ، تکامل پیش از لانه گزینی ، جنین های کلون شده  که همراه با الگوهای متفاوت متیلاسیون و و استیلاسیون هیستونها در نواحی یوکروماتینی و هترو کروماتینی می باشد که این الگوهای استیلاسیون در تخم های گوسفند و موش و خوک متفاوت می باشد(Bao, Obata, Carroll, Domeki, & Kono, 2000)  .
در بسیاری از گامتها نشانه های آن توسط نشانه های گامتی روشن شده و با مارکرهای جنینی جایگزین شده که جهت حفظ pluripotency اهمیت دارد . ( Reik & Walter, 2001a, 2001b) IVM
در اووسیتهای پستانداران در مراحل GV ، M1 ، M2 بررسی می شود که آخری تنها اووسیت بالغ کاملی هست که توانایی آن را دارد که با گذراندن لقاح ، تقسیمات تخمی را آغاز کند که بیشترین اطلاعات در این زمینه مبتنی بر بررسی های مولکولی و مورفولوژیکی می باشد (Santos et al., 2003)  .به این منظور بسیاری از پروتئینهای تنظیمی را که دارای نقش مهمی در جریانات مولکولی وطی بلوغ اووسیت پستانداران می باشد می توان  بررسی کرد که با کمک آنالیز 2-DE باتکنیکspectromy   Mass پروتئینها قابل سنجش می باشند R Moor & Dai, 2000)). 
در پستانداران اووسیت در مرحله M2 تخمک گذاری می شود که در این مرحله فعالیتهای سنتزی متوقف می شود که جهت از سرگیری میوز نیاز به محرکهای اگزوژن مناسب خواهیم داشت (Bao, Obata, Carroll, Domeki, & Kono, 2000) در سالیان گذشته از ملاتونین جهت از سرگیری میوز استفاده می شود که منجر به تحریک کلیواژ و تکامل جنین ها می شود . ( Papis et al., 2007) ملاتونین میزان بلوغ اووسیت های دنود شده را از طریق رسپتورهای واقع شده در غشاء به انجام می رساند به علاوه ملاتونین میزان تشکیل فاکتورهای پیش برنده بلوغ (MPF (را افزایش می دهد که باعث بهبود بلوغ هسته ای اووسیت می شود. ملاتونین در غلظت-9 10منجر به افزایش تعداد کل سلولهای بلاستوسیست در خوک شده که مرتبط با خاصیت آنتی اکسیدانتی و آنتی آپوپتوزی آن می باشد و نقش مهم خود را در حفظت سلولی به واسطه مسیرهای STAT3 (فاکتور رونویسی متصل به DNA ) انجام می دهد که تنطیم کننده توقف مرگ سلولی و آغاز گر رشد و تمایز است وﻣﻼﺗـــﻮﻧﯿﻦ اﯾـــﻦ ﮐـــﺎر را ﺑـــﻪ واﺳـــﻄﻪ ﻓﺴﻔﺮﯾﻼﺳـــﯿﻮن اﯾـــﻦ ﻓـــﺎﮐﺘﻮر اﻧﺠـــﺎم ﻣـــﯽ دﻫﺪﮐـــﻪ ﻣﻨﺠـــﺮ ﺑـــﻪ اﻓـــﺰا ﯾﺶ   ﺗﻨﻈﯿﻢ بیان ژنهای گوناگون در بقا می گردد(Wang & Sauer, 2006). 
ملاتونین در بلوغ آزمایشگاهی اووسیت دارای عملکردهای معادل ویتامین C ویا ویتامین A می باشد و یا آنزیمهای گلوتاتیون ردوکتاز و سوپر اکسید دیسموتاز می باشد.در محیط کشت اووسیت خوکی ، ملاتونین در غلظت فیزیولوژیک ، نه فقط نرخ بلوغ تخمک را افزایش می دهد بلکه تعداد جنین های بلاستوسیست پارتنوژنز و IVF را نیز افزایش می دهد.و مشاهدات مشابه دیگری گزارش کرده که ملاتونین به طور ویژه بلوغ اووسیت ها و نرخ بلاستوسیست ها ی پارتنوژنز و تعداد سلولها ی بلاستو سیست را به کمک کاهش غلظت Ros در جنین ، افزایش  می دهد( Kang et al., 2009.( .
 در خوک بعد از ivf  ملاتونین در غلظت9 -10  دارای اثر مثبت برمیزان تسهیم جنین ها ومجموعه سلولها در بلاستوسیست ها می باشد اما اثری بر میزان بلاستوسیست ندارد،) osuri , Kim et al 2007 (Rodrigues- کاهش غلظت آن از 9-10به 3- 10 ، میزان Cleavage وبلاستوسیست را کاهش می دهد. در گوسفند  ملاتونین بقای جنین های گرم شده را افزایش می دهد و میزان جنین های hatch  شده را بعداز 24 ساعت در کشت افزایش داده و درصد جنین های دژنره شده را در پایان IVC[footnoteRef:64]  کاهش می دهد. در گاو هم تکامل جنین را با کمک آزاد کردن از استرس اکسیداتیو بهبود می دهد. (Papis et al., 2007) گزارش ها نشان می دهد که حل کردن ملاتونین در DMSO و اضافه نمودن آن به محیط ، میزان توقف در مرحله دوسلولی کاهش یافته و درنتیجه بلاستولاسیون افزایش نشان می دهد ، پس ملاتونین در شکل گیری مراحل اولیه جنینی تا شکل گیری بلاستوسیست موثر است (Ishizuka, Kuribayashi, Murai, Amemiya, & Itoh, 2000) . [64:  : IN VITRO CULTURE] 

 پس از مطالعه تاثیرات ملاتونین بر بلوغ داخل آزمایشگاهی اووسیتهای خوک بررسی کردند که ملاتونین خاوجی اثرات مفیدی بر بلوغ هسته ای و سیتوپلاسمی دارد ، بعضی از تاثیرات به واسطه باند شدن ملاتونین با رسپتورهاست در حالیکه تعدادی دیگر مثل حذف رادیکالهای آزاد غیر وابسته به رسپتور می باشد . (Gioia et al., 2005).
 رشد جنین های حاصل از پارتنوژنزدر محیط in Vivo با کمک ملاتونین بهبود می یابد اما بیشترین میزان بلاستوسیست و مجموع سلولها وقتی حاصل می گردد که این هورمون با غلظت 9-10 به محیط اضافه می شود (Papis, Poleszczuk, Wenta‐Muchalska, & Modlinski, 2007).
همچنین مشخص شده که کارایی پایین کلونینگ حاصل انحراف مجدد برنامه ریزی هسته سلولهای سوماتیکی دهنده به واسطه اووسیتها می باشد که در اصلاحات اپی ژنتیکی نقش دارد (Park et al., 2001).
در تحقیقات مربوط به انتقال هسته سلولهای سوماتیکی یا SCNT با هدف شبیه سازی  cloning از برنامه ریزی مجدد اپی ژنتیکی درسطح سیتوپلاسم یا هسته ، جهت اصلاح ژنومی یا تغییر بیان ژنهای مورد نظر استفاده می گردد (Zhang et al., 2006)
تغییرات هیستونها از جمله دمتیلاسیون DNA و یا استیلاسیون هیستونها در ژنوم با کمک سنجش آنزیمهای HATs از جمله GCN5  و آنزیمهای HDACs و انزیمهای مختص انتقال گروههای متیل یاDNMTs مورد سنجش قرار می گیرند ، جهت نمایان شدن آنزیمهای مربوطه از تکنیک ایمونوسیتوشیمی و ظاهر شدن سیگنالهای فلوئورسانس در سطح اووسیتها و بلاستومرها مورد استفاده می شود. ملاتونین فعالیت بعضی از (هیستون استیل ترانسفرازها)HATs را مهار کرده که این عملکرد مشابه (هیستون داستیلازها ) HDACs بوده که توسط مهار استیلاسیون P52 که نوعی فاکتور نسخه برداری می باشد رخ می دهد .مهار کنندگان HDACs شامل TSA یا ترکوستاتینA ، بوتیرات و سدیم والپورات ، استیلاسیون پروتئین ها را پیش برده ، که این کار به واسطه مسیر سیگنال رسانی فاکتور هسته ای NF-ƙβ انجام می شود که در نهایت منجر به توقف سیکل سلولی در سلولهای سرطانی می گردد ( Korkmaz, Rosales-Corral, & Reiter, 2012) . 
ملاتونین مکانیسمهای وابسته به رسپتور را افزایش داده و استیلاسیون هیستونها را پیش می برد ، همچنین اثرات ضد سرطانی  ملاتونین مشتق از عملکردهای اپی ژنتیکی آن می باشد ، که به طور همزمان به عنوان القاء کننده و خاموش کننده ژن عمل می کند(Korkmaz & Reiter, 2008). که در القاء آپوپتوز در سلولهای سرطانی انسانی و حیوانی موثر است(Casado‐Zapico et al., 2011). رسپتورهای ملاتونین شامل MTNR1A بیشتر از MTNR1B  با فعالیت تولید مثلی  در ارتباط است  . در اووسیت های گاوی MTNR1A در تخمک های گاوی و سلولهای کومولوس آشکار شده ، در حالیکه MTNR1B فقط در سلولهای اووسیت گونه مربوطه بیان می شود و نه در کومولوس آن  . (El‐Raey et al., 2011)
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فصل سوم:
مواد و روشها
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3- روش اجرای تحقیق:
این تحقیق از سال 1391تا 1394در مرکز تحقیقات و فناوری بن یاخته وابسته به جهاد دانشگاهی و با حمایت مالی این مرکز انجام پذیرفته است.
[bookmark: _Toc474409537]3-1- وسایل مصرفی 
وسایل جراحی :
· پیپیت دهانی [footnoteRef:65](جهت جمع آوری تخمکها از محیط کشت ) [65:  لوله پلاسنیکی ویژه سرنگ که از یک سمت به سرنگ متصل می شود و از سمت دیگر به فیلتر مناسب اتصال می یابد  ] 

· پیپیت پاستور
· فیلتر سرنگی 0.2 میکرون 
· انواع دیش ها ( 3 ، 6 ، 10 سانتی متری )
· لام 
· لامل 
· سر سمپلر (آبی ، زرد ، سفید )
· ماسک 
· دستکش 
· میکرتیوب 0.5و1.5 میلی لیتر (ependorf ,Germany)
· سوزن انسولینی
· ظروف کشت SPL ویژه شستشو  
· لوله های 14cc ویژه جمع اوری تخمکها در محیط کشت (Roskiled,Denmark)
[bookmark: _Toc474409538]3-2- دستگاههای مورد استفاده :
· دستگاه PCR ترموسایکلر (Takara, tp-600, japan )
· انکوباتور37  درجه مجهز به گاز ( 2 CO و O2 ) (Memmert (
· الکتروفورز (Elchrome scientific AG, Switzerland)
· سانتریفوژ(Rotorfix 32A ، Germany  )
· میکروسکوپ فلورسانت( Nikon TE-2000 ، japan)
· لومینومتر (LKB 953, Wallac, Gaithersburg, MD)
· ترازوی دیجیتال (KERN-PLS510.3 )
· بن ماری 
· چراغ الکلی 
· هود لامینار(JTL- HC14 ، laminar Flow)
· لوپ (Olumpus SZX10  japan –)
· دستگاه Real time pcr
· سمپلرEpendorf-Germany))
· دستگاه اتوکلاو
· دستگاه ورتکس 
· صفحه ی گرم 
· بن ماری
[bookmark: _Toc474409539]3-3- مواد مورد استفاده 
· محیط کشت(Gibco,USA ) TCM(tissue culture medium)
· محیط کشتGibco ,USA))  TCM+ Heparine (HTCM)
· ملاتونین (N-استیل 5- متوکسی تریپتامین ) 
· دی متیل سولفید اکساید DMSO (Sigma ,USA)
· آنتی بیوتیک های پنی سیلین و استرپتومایسین)  (Gibco,USA
· .سرم جنینی گاوی یا FBS ، Gibco, USA))
·   PBS (Gibco USA)
· تریپسین –EdtA  (Gibco USA)
· بی کربنات سدیم( Sigma, USA (
· ال – گلوتامین Gibco, USA))
· Na-Pyruvate
· آب مقطر دیونیزه 
· تریتون X-100( Sigma,uSA)
· فاکتور رشدی EGF
· LH ,FSH 
· Estradiol 
· پارافرمالدهید 4%
· Hemi Ca Lactate
· 6DMAP[footnoteRef:66]  [66:  6-Di methyl aminmopurine] 

· Hochst  (Bis Benzamide)  
· H3K9- primary antibody 
· Secondary Anti rabbit- (FITC)

کیت های مورد استفاده :
· کیت استخراج و سنتز cDNA[footnoteRef:67] [67:   Prime script 1St strand cDNA synthesis kit (Takara,japan)] 

· کیت Real time pcr ، Master Mix[footnoteRef:68] [68: 3 Syber Premix EX Tagǁ( takara ,japan )] 

[bookmark: _Toc474409540]3-4- محیط کشت IVM وانواع آن:
در افراد ماده ای که توانایی و سلامت تخمدانی ندارند می توان با ایجاد یک محیط آزمایشگاهی مناسب، ترکیبات محیط کشت مناسب به همراه ترکیبات موجود در مایع فولیکولی، فشار مناسبco2 و o2، دمای مناسب ،تخمک نارس را بالغ و کمک به حفظ باروری در افراد نابارور کرد، به این محیط کشت ،محیط کشت بلوغ تخمک ((IVM  گویند .
[bookmark: _Toc474409541]

3-4-1- محیط کشت بلوغ تخمک نارس( IVM):
با توجه به نمونه جانوری ، محیط های IVM مختلفی مورد استفاده می باشد مثلا در مورد تخمدان های دامی (گاو، گوسفند و بز) از محیط کشت TCM199 و برای انسان HTF[footnoteRef:69] می باشد.(Hwu, Lee et al. 1998, Hasler 2000) وبعد از انتخاب محیط کشت پایه مناسب با نمونه جانوری برای القاء میوز 2 ،از هورمون های LH ، FSH ، استرادیول و فاکتور رشد اپیدرمال ( EGF) استفاده می شود . [69:  HTF: HTF Medium is a synthetic, defined solution for use as a culture media through Day 3 of human embryo development as well as the processing of gametes.] 

FSH موجود در محیط IVM سبب گسترش بیشتر تخمک در بدن می شود، این در حالیست که گسترش[footnoteRef:70] تخمک در بدن بیشتر تحت تاثیر منحنی LH می باشد، که در هر دو به علت افزایش ساخت اسید هیالورونیک و جذب آب، گسترش کافی که برای لقاح مناسب مورد نظر می باشد ایجاد می گردد (Gilchrist and Thompson 2007). برای بهبود بلوغ تخمک های نارس از مواد مغذی دیگری از جمله FCS[footnoteRef:71] ،BSA[footnoteRef:72]  ،  Na pyruvate وL-Glutamin بهره می برند، با  فراهم شدن و جمع شدن تمام موارد ذکر شده شرایط مناسبی برای بلوغ تخمک نارس فراهم می گردد. [70:   Expansion]  [71:  Fetal cow serum]  [72:  Bovine serum Albumin] 

[bookmark: _Toc474409542]3-4-2- نحوه ساخت محیط IVM  :
برای ساخت محیط IVm از پودر 199TCM استفاده می شود به طوریکه  gr 9.9 از ماده مورد نظر را در 1لیتر آب دیونیزه  قرار می دهیم و سپس gr 2.2 سدیم بی کربنات و10میلی لیتر پنی سیلین/ استرپتومایسین به ترکیبات  قبلی اضافه نموده وسپس میزان اسمولاریته آن را با دستگاه اسمومتر به میزان 280 تنظیم می شود. از این محیط برای نگهداری و بلوغ تخمک نارس در انکوباتور استفاده می شود، همچنین Hepes به مقدار gr  5.95 در 1 لیترمحیط کشت به ترکیبات فوق اضافه می شودتا بتوان دستکاریهای خارج از انکوباتور را انجام داد، سپس میزان PHمحیط روی  7.3 تنظیم می گردد.
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3-4-3- جدا کردن تخمکها از تخمدان ها[footnoteRef:73] [73:  Aspiration ] 

 جداسازی تخمکها از تخمدان های بزی[footnoteRef:74] در محیط TCM حاوی هپارین به صورت  10% HTCM ا نجام می شود که به منظور جلوگیری از منعقد شدن تخمکها اضافه می گردد، محیط مورد نظر قبل از آورده شدن نمونه به آزمایشگاه در محیط بن ماری با دمای 37-34 درجه سانتیگراد نگهداری می شود.  [74:  Denude ] 

[bookmark: _Toc474409544] 3-4-4 - انتخاب تخمک نارس با کیفیت مناسب :
از جمله عواملی که کمک به انتخاب تخمک نارس می کند معیارهای هموژنیتی سیتوپلاسم، سایز فولیکول و تخمک، بلوغ و سن مادر، فولیکول برجسته، تراکم کروماتینی در وزیکول زایا می باشد
[bookmark: _Toc474409545]3-5- ساخت محیط کشت های ملاتونین:
در این تحقیق از رقت های مختلف ملاتونین 0.1 مولار جهت کشت تخمکهای نارس استفاده شد. ابتدا محلول استوک ملاتونين را تهيه کرده، از آن جا که ملاتونين ماده اي با خاصيت آبگريزي است، قابليت حلاليت در محلول هاي آبگريز را دارد، طبق تحقيقات انجام گرفته ملاتونين در اتانول حل مي شود ليکن در اين تحقيق به علت نقشي که  DMSO[footnoteRef:75][footnoteRef:76] در تکامل جنين دارد ، از سمي بودن آن صرف نظر شد و 012/0 گرم از ملاتونين  با 500 ميکروليتر از DMSO حل می شود و در 20- درجه سانتي گراد نگهداري مي شود. وسپس با کمک رقيق سازي به روش زیرمقدار مورد نیاز از آنرا تهيه مي کنيم.وگروههاي آزمايش را تحت تاثير اين غلظتهاي متفاوت قرارمي دهيم. [75:  Di Methyl sulphoxide]  [76: 
] 

غلظت3-10 مولار ملاتونين: (اين محيط جهت به دست آوردن ديگر رقت ها ايجاد گرديد)  5ميکروليترمحلول استوک ملاتونين+ 495 ميکروليتر TCM
1. محيط کشت ملاتونين 6-10: 1 ميکروليتر محلول3-10 مولار + 999 ميکروليتر TCM
2. محيط کشت ملاتونين 9-10: 1 ميکروليتر محلول6-10 مولار + 999 ميکروليترTCM
3. محيط کشت ملاتونين 12-10: 1 ميکروليتر محلول9-10 مولار + 999 ميکروليترTCM
4. TCM (گروه کنترل): که در تمامي گروه ها شامل FBS10 در صد  مي باشد.
[bookmark: _Toc474409546]3-6- جمع آوری تخمکها: 
تخمدانهای گوسفند از کشتارگاه صنعتی در تهران تهیه ودر یک سرم فیزیولوژی با دمای 32-37 درجه سانتیگراد در فلاسک نگهداری ودرظرف مدت 2ساعت به داخل آزمایشگاه انتقال یافتند،در آزمایشگاه باکمک قیچی استریل بافت چربی اطراف تخمدان برداشته شده وسپس با کمک سرنگ 10سی سی با روش جداسازی[footnoteRef:77] مجموعه های سلولی کومولوس اووسیت از فولیکولهای با قطر 3-7 میلیمتر استخراج گردیده، معیار انتخاب این مجموعه ها باداشتن حداقل 3 لایه کومولوس و هموژنیتی مناسب سیتوپلاسم می باشد .مجموعه سلولهای مربوطه درمحیط کشت % 10 HTCM  شستشو داده شد و این سلولها در قطرات 50 میکرولیتری حاوی محیط کشت TCM199 با FBS، 5 میکروگرم در میلی لیتر هورمون لوتئینه(LH) ، 5 میکروگرم در میلی لیتر هورمون القاء کننده فولیکول((FSH و 1 میکروگرم در میلی لیتر استرادیول (بعنوان گروه کنترل) تکمیل شده با غلظتهای مختلف ملاتونین شامل 6-10 و9-10و 12- 10 مولار کشت داده شدند  و در انکوباتور با دمای c ° 39و  5% co2 برای مدت 24 ساعت نگهداری شده تا به مرحله بلوغ برسند. [77:  :Aspiration] 

[bookmark: _Toc474409547]3-6-1- روش دسته بندی فولیکولهای تخمکها 
اووسیت های بزی براساس سایز فولیکولی خود به 4 گروه تقسیم بندی می شوند :
1. اووسیتهای جداشده از فولیکولهای آنترال (با کمتر از 0.5 میلیمتر در قطر )
2. قادر به از سرگیری میوز نمی باشند ودر مرحله دیکتیوتن میوز متوقف می ماند 
3. اووسیتهای جداشده از فولیکولهای (با قطر 0.5 تا 0.8 میلیمتر در قطر (
4. که میوز را از سر می گیرند ولی در مرحله پرومتافاز 1 متوقف می مانند
5. اووسیتهای جداشده از فولیکولهای (با قطر 1-1.8 میلیمتر) که به M1 میرسند 
6. در حالیکه اووسیتهای بزرگتر(با قطر بیشتر از 3میلیمتر) تا 2 M پیشرفت می کنند. (De Smedt, Crozet et al. 1994)
[bookmark: _Toc474409576]

(جدول 3-1): مراحل مختلف میوز اووسیت حاصل رشد فولیکول با سایزهای متفاوت کشت شده در مدت 27 ساعت
	% of oocytes
	stage after 27hour of culture
	follicular diameter
	class

	96


	GV

	<0.5mm
	A


	
76
	
GVBD
	
0.5- 0.8 mm
	
B

	90
	M1
	1-1.8mm
	C

	96
	M2
	>3mm
	D



شکل3-1 ،3-2، 3-3  به ترتیب جدا کردن بافت چربی از تخمدان ، آسپیره کردن اووسیت ها را به صورت مجموعه کومولوس- اووسیت [footnoteRef:78]از مجموعه فولیکولی نشان می دهد، جدول 2-3 و3-3 به ترتیب محیط شستشوی تخمکها و محیط بلوغ تخمکها رانشان می دهد.           [78:  : Comulus of Oocytes ] 


[image: E:\SAGHAR\thesis\TABLES & analysis\publication images\aspiration-.jpg]
[bookmark: _Toc474409624](شکل 3-1): مراحل جداسازي تخمك از تخمدان:
[bookmark: _Toc474409625](a جدا کردن بافت چربی از تخمدان  (b آسپیره کردن تخمدان  (c مجموعهCoCs 

[bookmark: _Toc474409577](جدول 3-2): محیط شستشوی اووسیتها
	محیط شستشوی تخمک

	H-TCM                             9 میلی لیتر                                    

	Fbs                               1 ميلي ليتر

	200 میکرولیتر                      Heparine



[bookmark: _Toc474409578]







(جدول 3-3): محیط بلوغ اووسیت ها 
	محیط بلوغ تخمک


	TCM	6/3 میلی لیتر

	FBS	400میکرولیتر

	Estradiol	5میکروگرم

	FSH	1/0 واحد

	LH	1/0 واحد



                                                    

              


                               


22 تا 24 ساعت بعد از از بلوغ کومولوس اووسیت ، با استفاده از پیپت پاستورمتصل به پیپت دهانی ،مجموعه کومولوس- اووسیت هارا از محیط بلوغ جمع آوری کرده و درون فالکون CC 15 که حاوی CC1 محیط %10 HTCM  می باشد ریخته شده وبه این محیطλ 100 هیالورونیداز جهت حذف کومولوسها اضافه کرده سپس به مدت3 -5 دقیقه با کمک دستگاه ورتکس آنرا همگن می کنیم. (شکل3-4.) سپس 5میلی لیتر از محلول HTCM ده درصد را به داخل لوله فالکون به جهت شستشوی دیواره فالکون وته نشین شدن آنها در ته لوله اضافه کرده  ،سپس محیطPELLET یا ته نشین را به آرامی برداشته و درون دیش های خط کشی شده حاوی محیط HTCM  جهت شستشو ریخته وآنها رازیر لوپ با کمک میکروپیپت به آرامی جمع نموده وبه محیط کشت حاوی قطرات تیمار منتقل می کنیم

[image: ]
[bookmark: _Toc474409626](شکل 3-4): دستگاه ورتکس
[bookmark: _Toc474409548]3-6-1-1- روش تهیه پیپت دهانی :
برای انتقال تخمک و جنین ها از قطره ای به قطره ی دیگر از وسیله ای به نام میکروپیپت دهانی(شکل 3-5) استفاده شد. این وسیله از کنار هم قرار گرفتن چند قطعه به صورت زیر درست درست شد.
1. فیلتر 2/0 میکرونی
2. قطعه میانی لوله ست سرم : از یک طرف به فیلتر و از طرف دیگر به پیپت پاستور وصل شد.
3. سر سمپلر1000: از یک صرف به لوله ست سرم و از طرف دیگر به پیپت پاستور وصل شد.
4. پپیپت پاستور : قسمت نازک آن روی شعله کشیده شد و انتهای قطور آن به سر سمپلر 1000 وصل شد.
5. مخزن سرنگ انسولین : پیستون آن خارج وسر مخزن به طرف دیگر فیلتر وصل شد و انتهای آن به سر سمپلر 100 متصل شد تا از آن به عنوان قطعه دهانی استفاده شود.


[image: D:\SAGHAR\thesis\تصاویر\tecknicks\device_final.jpg]
[bookmark: _Toc474409627]شکل (3-5): موس پیپت دهانی
[bookmark: _Toc474409549] 3-7- بررسی بلوغ هسته ای با کمک رنگ آمیزی هوخست:
بعد از جدا کردن کومولوسها از اطراف تخمکها ، به منظور تعیین درجه بلوغ هسته ای تخمکها بعد از 24ساعت در آزمایشگاه آنها را به ترتیب در قطرات پارافرمالدهید4% به مدت 30دقیقه وسپس رنگ رقیق شده هوخست[footnoteRef:79] به مدت 5دقیقه، ودرپایان شستشو در PBS به مدت 1دقیقه جابجا نموده و در پایان تخمکهای هر گروه آزمایشی را در اسلاید حاوی قطره گلیسیرین  قرار داده و با لامل آنرا فیکس می کنیم تا برای بررسی میکروسکوپی آماده شود .لامهای حاوی تخمکهای رنگ آمیزی شده رابا کمک میکروسکوپ فلورسانت  بررسی می کنیم تا درجه بلوغ هسته ای در مراحل رشد اووسیت تعیین شود. [79: 1 Hochst        ] 

[image: E:\SAGHAR\thesis\جداول و آنالیزها\بلوغ هسته ای\image of Nuclear Maturation.jpg]
[bookmark: _Toc474409628](شکل 3-6): مراحل بلوغ هسته ای در اووسیت نشانه  : معرف  جسم قطبی   ، خط نشان دار  : نشانه متافاز 2  ، 
A: GV  ، B: GVBD ، C: M1 ، D: MⅡ  . مقیاس : 20μM 


این آزمایش در سه بار تکرار وبرای هرگروه 25-30 عدد تخمک مورد بررسی قرار گرفت
[bookmark: _Toc474409550]3-8- بررسی بلوغ سیتوپلاسمی تخمک ( سنجش گلوتاتیون ):
در این مرحله از مخلوط [footnoteRef:80]PBSبه همراه PVA[footnoteRef:81] (0.1%) به همراه رنگ cell tracker blue[footnoteRef:82] مخلوط نموده و بعد از مخلوط کردن آنها در مراحل بعدی قطرات 50 λ ازآنرا به داخل دیش های (Falcon) منتقل نموده وآنها را در انکوباتور به مدت  1ساعت قرار می دهیم تا گرم شود وسپس اووسیتهای دنود شده را به تعداد10عدد برای هرگروه آزمایشی برای مدت0.5  ساعت  به داخل محیط مورد نظر منتقل نموده  وقبل ازبررسی میکروسکوپی، تخمکها را درقطرات حاوی PVA+PBS شستشو داده وبا میزان نور عبوری 1/60 ثانیه عکس را تهیه می کنیم .در این بخش هر یک از گروههای مختلف برای 3بار و هربار 30 عدد تخمک مورد بررسی قرار گرفت.میزان گلوتاتیون تخمکهای بالغ شده را با کمک برنامه نرم افزاریImage j بررسی شد. (شکل 3-6([image: E:\SAGHAR\thesis\جداول و آنالیزها\بلوغ سیتوپلاسمی\بلوغ سیتوپلاسمی.jpg] [80: 1 phosphate buffere saline                                                                                                                                            ]  [81: 2 polyvinyl alcohol
3 cell tracker blue
]  [82: 
] 


[bookmark: _Toc474409629](شکل 3-7): رنگ امیزی اووسیتها با کمک هوخست و بررسی بلوغ سیتوپلاسمی با کمک نرم افزارImage j
[bookmark: _Toc474409630]A: اووسیت های دنود شده قبل از رنگ امیزی  B: اووسیتها بعد از رنگ آمیزی scale Bar : 10 
[bookmark: _Toc474409551]3-9- بررسی وآنالیز بیان ژنها                                                                     
سنجش بیان ژنهای مربوط به Dnmts با کمک پرایمر آنها انجام می پذیرد که برای این منظور پرایمرهای  Forwardو Reverse تمام ژنها با نرم افزار طراحی و توسط شرکت مبین آزما طب سنتز شدند. تمامی پرایمرها در normal PCR  و Real Time PCR تست شدند و عملکرد آنها بدون وجود دایمر پرایمر مورد قبول بود. تمامTm های پیشنهادی (60 درجه سانتیگراد ) برای پرایمرها با روش PCR RT- تست و بهینه گردید . توالی پرایمرها ، اندازه طولی پرایمر و دمای باز سرشتی پرایمر آنها در جدول3-4 خلاصه شده است . برای اینکه بیان ژن ها صحیح وقابل اعتماد باشد بستگی به نرمال شدن صحیح داده ها در برابر ژن مرجع داخلی دارد.[footnoteRef:83] [83:  Normalization] 



[bookmark: _Toc474409579](Table 3-4): Sequencing of primers used for Rt pcr
	Gene
Name
	Primer
Sequence
	Annealing
temperature (̊c)
	Product size
(bp)
	Accession    number

	MTNR1A

	F:-5'TCGCCTCCATCCTC-3'
R:5'-AACACATTCCCTGCGT-3'
	   60


	106

	XM -005698759.1



	YWHAZ
	F: '-5'GAAGAGTCCTACAAAGACAG-3' 
R:5'-AATTTTCCCCTCCTTCTCCTGC-3'
	     60


	115
	XM-005689196.2

	DNMT1

	F: 5′-CGGAACTTC  GTCTCCTTC-3'
R:5'CACGCCGTACTGACCAG-3'

	     60



	114



	XM-015471996.1

	DNMT3a

	F: 5'-AGCACAA CGGAGAAGCC- 3'
R:5'TTCCAGGAAGCAGTTCTTG- 3'

	    60



	192



	NM-001206502

	
	
	
	
	

	DNMT3b
	F: 5'-ATCTTGT GTCGTGTGGGG- 3'
R: 5'-CTCGG AGAACTTGCCATC-3'
 
	   60
	140
	NM-18181302





بررسی دقیق بیان ژنها به علت افزایش شناخت از عملکرد ژنها ، پروتئین ها و تشخیص میزان کم mRNA ژنها در زمینه های تشخیص پزشکی و کاربردهای بیوتکنولوژی، اهمیت زیادی درعلم پزشکی وبیولوژی دارد.
روش های مختلفی برای بررسی بیان ژنها به کار می رود که شامل  لکه گذاری نورترن [footnoteRef:84]، هیبریدیزاسیون درجا[footnoteRef:85] وسنجش محافظت در برابر RNase[footnoteRef:86] می باشد اما به دلیل وقت گیر بودن آنها وحساسیت کمتر، از این روشها . کمتر استفاده می شود که امروزه جای خود را به RT-PCR استاندارد ، RT-pcr نیمه کمی وReal time pcr  داده است که برای بررسی الگوی بیان ژن وتشخیص نسخه های RNA که از حساسیت بالایی برخوردار هست به کار میرود. ژن YWHAZبه عنوان ژن مرجع[footnoteRef:87] و ژن های DNMT1,3a,3b  در اووسیت و جنین های بلاستوسیست با روش Real  time pcr مورد بررسی قرار می گیرند. همچنین بیان ژن MTNR1a در سلول تخمک و کومولوسهای اطراف آن هم ارزیابی می گردد [84:  Northern Blot
2 IN situ hybridization
3RNase protection assay]  [85: 4 Refrence gene                                                                                                                                                                                                                 ]  [86: 
]  [87: 
] 

[bookmark: _Toc474409552]3-9-1- طراحی پرایمر ژنها:
پرایمرهای  sence وAnti sence تمام ژنها با نرم افزار Allel  ID6 وتوسط شرکت مبین آزماطب سنتز شدند.تمامی پرایمرها در Normal PCR وReal time pcr تست شدند وعملکرد آنها بدون دایمر پرایمر مورد قبول بودند.تمام Tmهای پیشنهادی 56-58درجه سانتیگراد برای پرایمرها با روش RT-PCR تست وبهینه گردید. توالی پرایمرها و مشخصات کامل آنها در جدول 3-4 خلاصه شده است.
[bookmark: _Toc474409553]3-9-2- استخراج RNA وساخت همزمان cDNA:
بیان ژنهای انتخابی DNMT1,3a,3b از گروه متیل ترانسفرازها به همراه HAT1 از نمونه گاوی و  همچنین  MTNR1a,MTNR1b گیرنده های ملاتونین از نوع گوسفندی ، برروی اووسیت و جنین های بلاستوسیست  ودر غلظتهای مختلف ملاتونین در مقایسه با گروه کنترل با کمک Real time pcr  مورد بررسی قرار گرفت .بر خلاف سلولهای جمعیتی این گونه از سلولها به عنوان single cell محسوب می شوند وتعدادکپی های هر ژن در این واحدهای سلولی بسیار کم می باشد .  
به این منظور از هرگروه 10عدد اووسیت و2عدد جنین بلاستوسیست انتخاب شدند و در قطره ای از PBS  شستشو داده شده و با کمک پیپت دهانی به همراه کمترین حجم برداشته شده از pbs (تقریبا 0.5 میکرولیتر) به داخل لوله اپندورف 0.2  میلی لیتری حاوی 1.5میکرولیتر از بافر لیز سلولی منتقل شدند تا تمام محتویات سلولی ازجمله DNA و RNA از سلول خارج شوند .دقت می شود تا حجم کل محلول حاصله از 2میکرولیتر بیشتر نشود .بعد از انتقال میکروتیوبها به روی رک یخ میزان 5 میکرولیتر آب و 3میکرولیترpoly n به آن اضافه گردید وسپس به مدت 5دقیقه در دستگاه thermal cycler   با دمای 75 قرار داده شدند.
[image: ]
[bookmark: _Toc474409631](شکل 3-8): دستگاه Vortex
بعد از گذشت این زمان تیوبها روی ظرف یخ برده شدند و RT Buffer 5X به میزان 3λ همراه  آنزیم  λ1RT: ،λ3 :DNTP ،RNase inhibitore:0.25λ  به تیوب مورد نظر اضافه شده، حجم کل از 20λ بیشتر نشود وسپس به دستگاه thermal cycler   (شکل 3-8)  در دماهای زیر منتقل می شود.  پس ازانجام رونویسی معکوس وتهیهcDNA   از گروههای مورد نظر ، تیوبها برای مدت 12ساعت یا یک  Over night به داخل یخچال انتقال یافته وپس از آن میتوان آنها را برای مدت زمان طولانی دریخچال فریزر دمای -20  نگه داری نمود.
· نکته: کلیه مواد لازم برای cDNA سازی به جز آنزیم از قبل [footnoteRef:88] spin- vortex  میشود.(شکل 3-7) [88: 1 مخلوط کردن ] 

دستگاه برای انجام کار خود به ترتیب زیر برنامه ریزی دمایی – زمانی شده است:
· ° c25 ، 10 دقیقه 
· c 37° ، 15دقیقه
· c 42° ،45 دقیقه
· c 72°، 10دقیقه    

[image: ]
[bookmark: _Toc474409632](شکل 3-9): دستگاه ترمال سایکلر
[bookmark: _Toc474409554]3-9-3- انجام RT-pcr
جهت اطمینان ازوجود cDNA برای هر تیوب واکنش RT-PCR انجام می گیرد.به این ترتیب که به تعداد نمونه هاباضافه کنترل منفی ،روی رک یخ لوله های اپندورف 0.2میلی لیتری چیده شد ونامگذاری شدند. سپس در لوله دیگری به  تعدادنمونه ها یا به ازای هر واکنش به مقدارlµ 1.25 آنزیم Tag polymerase و µL20.75 Master mix  اضافه شد وبعد از ورتکس اسپین کوتاه ، λ21 ازاین محصول به تمامی لوله ها اضافه شد . به تمامی لوله ها λ2 پرایمر مخصوص(برای کنترل منفی ژن مرجع اضافه شد) و λ2 cDNA ( به جز کنترل منفی ) اضافه شد .سپس لوله ها را اسپین کرده و در دستگاه Thermal cycler دردماهای زیر برای 40سیکل قرار داده شد. حجم کل هر لوله 25 میکرولیتر می باشد.
· c˚94 دمای دگرگونی رشته الگو ( denaturation ):3دقیقه
· c˚94 دمای دگرگونی رشته الگو ( denaturation): 30ثانیه 
· c˚60 دمای اتصال پرایمرها دردمای Tm (annealing): 45 ثانیه  شکل 7-3 دستگاه thermal cycler
· c˚72 دمای بهینه  برای پلیمریزاسیون tag polymerase  (extention): 45 ثانیه
· c˚72 extention  نهایی : 7دقیقه
بعد ازاتمام زمان دستگاه، محصولات RT-PCR روی ژل الکتروفورز بررسی شدند.
 


[bookmark: _Toc474409555]3-9-3-1- الکتروفورز با ژل آگارز
برای تست کردن cDNA های ساخته شده وبهینه کردن Tm پرایمرهای هر ژن ، بعد ازهر Rt-PCR باندهای مربوطه روی ژل الکتروفورز بررسی شدند.(شکل 3-9).
برای تهیه ژل الکتروفورز، به علت کوچک بودن سایز ژن ها از ژل 2درصد آگارز استفاده شد .برای ساخت ژل آگارز دو درصد در سینی کوچک به ترتیب 0.7 گرم پودر آگارز با ترازو وزن شده و داخل ارلن ریخته شد.سپس از بافر TAE 1X به آن افزوده شد وسرآن با فویل بسته شد وبه مدت 45  ثانیه با قدرت 450 وات در مایکروفر گذاشته شد و این کار برای بار دوم تکرار شد تا ذرات آگارز به خوبی حل شوند.سپس سینی ها در محفظه مخصوص قرار داده شدند وژل در جای خود قرار گرفت و محلول آگارز به آرامی داخل سینی ریخته شد.بعد از بسته شدن کامل ژل ، ژل از سینی جدا و داخل تانک الکتروفورز قرار داده شد. روی کاغذ سفیدی نوار چسب زده و به تعداد نمونها قطرات 1ماکرولیتری از رنگ لودینگ قرار داده شد و از هر نمونه λ 10 به رنگ افزوده وبا سر سمپلر مخصوص پیپتاژ کرده وبه درون چاهکهای ژل لود می شوند. همچنین از bp100 ladder  به عنوان راهنما استفاده وداخل چاهک هر ژل لود می شود.سپس نمونه ها با ولتاژ 110 ولت به مدت 24 دقیقه درون تانک الکتروفورز Run گشتند.سپس ژلها از تانک خارج شده به محلول رنگ DNA safe stain (cinagen)  به مدت نیم ساعت منتقل شدند وبعد از شستشوی ژلها، باند های روی ژلها با  نور UV مشخص و بر روی صفحه مانیتور نمایش داده می شوند.
[image: D:\SAGHAR\thesis\تصاویر\electrophoresis gel.png]
[bookmark: _Toc474409633](شکل 3-10): دستگاه ژل - الکتروفورز


[bookmark: _Toc474409556]3-10- :Real time pcr  
محصولات pcr توسط تولید منحنی ذوب آنالیز شده تا اختصاصیت وهویت محصول تقویت شده چک شود برای به حداقل رسیدن انحرافات دست، نمونه ها ومنحنی های استاندارد که برروی plate نمونه انجام شده از Master mix مربوط به pcr استفاده می کنیم که شامل ترکیبات Reaction جدا ازنمونه می باشد.اندازه محصولات PCR توسط الکتروفورز ژل روی یک رنگ آمیزی اتیدیوم برماید رنگ شده با 2% (ژل آگارز ) چک می شود و توسط نور ماورای بنفش مرئی می شود .محصولات PCR بعد از خالص سازی تعیین توالی می شوند وتوالی های آنها توسط  Blast تثبیت می گردد.
به طور کلی PCR Real timeتکنیکی برای مشاهده بی وقفه پیشرفت واکنشpcr در طول زمان می باشد .این روش بر مبنای فلورسنت تولیدی از مولکول گزارشگرمی باشد که در طول واکنش افزایش می یابدومولکولهای گزارشگر یا به صورت رنگ هایی می باشند که به DNA دو رشته ای باند می شوند مانندSYBER GREEN ویا به صورت شناساگرهای توالیهای خاص مانند TaqMan® Probes  می باشند.این تکنیک می تواند باحداقل اسید نوکلئیک آغاز شودومقدار تولید نهایی را با دقت زیادی تعیین کند، محدود به زمان و ذخیره منابع نمی باشد به راحتی قابل اجراست ودقت وحساسیت بالاتر از Pcr معمولی دارد.در واکنش Real time pcr در مرحله اتصال وتکثیر DNA های دو رشته ای، سایبر گرین در ساختار آن قرار می گیرد،درنتیجه با افزایش DNA های دو رشته ای مقدار سایبر گرین اتصالی بیشتر شده بنابراین نور فلورسنت بیشتری ساطع می شود که با دستگاه قابل اندازگیری می باشد .برای تعیین دقیق کپی های ژن نیاز به منحنی استاندارد است .
منحنی استاندارد  بر اساس مقدار معلوم ژن وسیکل آستانه[footnoteRef:89] هر نمونه رسم می شود .آستانه نشان دهنده میزانی از محصول است که درهمه نمونه ها به صورت تصاعدی تکثیر می شوند .همچنین می توان آنجایی را که  نمودار از فاز زمینه خارج شده وشروع به بالا آمدن می کندبه عنوان آستانه در نظر گرفت.سیکلی که در آن خط آستانه منحنی PCR را قطع می کند سیکل آستانه نام دارد. [89: Threshold cycle                                                                                                                                               ] 
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[bookmark: _Toc474409634](شکل 3-11): جداسازی RNA و سنتز cDNA بهمراه         REAL TIME PCR

در این تحقیق بیان ژنهای بیان ژنهای DNMT1,3a,3b بهمراه گیرنده های ملاتونین یا MT1,Mt2 در گروههای مختلف کنترل و تیمارهای ملاتونین 6-10، 9-10 ، 12-10   مولار بررسی گردید.به تعداد نمونه های مورد بررسی میکروتیوب های 0.1 میلی لیتری مخصوص  Real  time PCR  روی رک یخ چیده شدوبرای هر واکنش دوبار تکرار و در کل دوکنترل منفی NTC نیز در نظر گرفته  شد. در لوله دیگری به ازای هر واکنش 6.5 میکرولیتر Master mix و4.5 میکرولیتر آب مقطر اضافه گردید.سپس به هر لوله 11میکرولیتراز مخلوط ذکرشده اضافه گشت، به هر لوله 1λ پرایمر و1λ cDNA  اضافه شد وبا پنس درب لوله ها گذاشته شد وبه دستگاهRotor gene Q  ساخت شرکت  Qiagene  منتقل شدند. 
[image: ]
[bookmark: _Toc474409635](شکل 3-12): دستگاه Rotor gene
حجم کل نمونه ها به 13λ رسید ونمونه ها برای 40 سیکل  در دماهای زیر قرار داده شد.ابتدا در دمای ˚ 95°c به مدت 3دقیقه قرار داده شد که در این دما دناتوره شده ودمای Hold نامیده می شود .سپس به مدت 5ثانیه در دمای ˚95 (دمای Cycling)، 15 درجه دردمای ˚ 60 Annealing، و10ثانیه در دمای ˚72 extention  در دستگاه قرار داده شد. برای تایید خالص بودن محصولات و عدم تشکیل محصولات غیر اختصاصی ، آنالیز منحنی ذوب در تمامی نمونه ها انجام شد.ودر نهایت تمامی داده ها با نرم افزارRest مورد بررسی قرارگرفتند..حجم کل هر لوله 25میکرولیتر بود
بعد از اتمام زمان دستگاه ، محصولات Pcr روی ژل الکتروفورز بررسی شدند.
[bookmark: _Toc474409557]3-10-1- روش جداسازی کومولوسها از اووسیت ها وبررسی بیان ژن رسپتور ملاتونین MTNR1A  
22تا 24 ساعت بعد از از بلوغ کومولوس اووسیت ، با استفاده از پیپت پاستورمتصل به پیپت دهانی ،مجموعه کومولوس- اووسیت هارا از محیط بلوغ جمع آوری کرده و درون فالکون CC 15 که حاوی CC1 محیط %10 HTCM  می باشد ریخته شده و به این محیط λ100 هیالورونیداز جهت حذف کومولوسها اضافه کرده سپس به مدت3 -5 دقیقه با کمک دستگاه ورتکس آنرا همگن می کنیم،در هر دوسلول کومولوس و اووسیت  بیان ژن MTNR1a با روش RT-PCR مورد بررسی قرار می گیرد. 
مجموعه 10 تایی از اووسیتهای بالغ و کومولوسهای اطراف آن برای جداسازی RNA استفاده شده و به کمک  آنالیز RT-PCR   مجموعه RNA سلولی با کمک TRI-REAGENT  استخراج می شود، سنتز cDNA با کمک مجموعه Reverse transcriptase  و random hexamer  به عنوان پرایمر انجام می شود و به دنبال آن PCR تقویت  شده  به صورت یک روش خاص با کمک tag DNA polymerase وبراساس پروتکل زمانی و دمایی مشخص وبر طبق دمای ذوب هر پرایمر انجام می شود. مراجعه به جدول( 3-4). بیان ژن مربوطه بر اساس PCR  در بخش نتایج آورده شده است .
[bookmark: _Toc474409558]3-11- پارتنوژنز
این روش جهت بررسی بلوغ اووسیت بعد از توقف در مرحله متافازII با کمک یونومایسین و 6-DMAP[footnoteRef:90] می باشد که یکی از روش های فعال کردن اووسیت[footnoteRef:91] برای رسیدن به مرحله بلوغ بدون حضور اسپرم می باشد، پشت سر گذاشتن تقسیمات سلولی در این مرحله تا زمان کامل کردن بلاستوسیست ادامه می یابد. [90:  6-dimethylaminopurine]  [91:  Activation] 

محیط کشت مورد نظر برای انجام پارتنوزنز  CR1 باضافه -DMAP 6 می باشد که ترکیبات آن درجدول زیر ذکر شده است ،که میزان 50λ از آن در هر قطره می گذاریم وسپس انتقال به محیط هایHTCM  که حاوی BSA به میزان mg 1 وmg3 می باشد. 
پس از دنود کردن تخمکها آنها رابه قطرات mg1 حاوی HTCM وBSA حاوی ionomycin اضافه می کنیم (نور اتاق در این مرحله خاموش بوده و نور میکروسکوپ هم به حداقل میزان خود می رسد) سپس به منظور شستشو آنها را به قطرات mg3 حاوی HTCM و BSA انتقال داده ، و بعد از این مرحله تخمکها را به داخل محیط ویژه پارتنوژنز منتقل می کنیم. روز اول Day0 در نظر گرفته می شود و به ترتیب روزهای بعدی day2,Day3,Day4,Day5 تا Day7 می باشد، در روز 2و روز 7 تعداد جنین های 2 سلولی وجنین های مرحله بلاستوسیست مورد بررسی قرار می گیرند. برای مطالعه میکروسکوپی بلاستوسیست ها از رنگ آمیزی هوخست استفاده می کنیم .
[bookmark: _Toc474409580](جدول 3-4): مشخصات محیط کشت CR1
	محیط کشت CR1aa برای حجم ml100

	670 mg
	Nacl

	23mg
	KCl

	220mg
	NaHco3

	4mg
	Na pyruvate

	20 mg
	Gluthamin

	55mg
	Hemi-Ca Lactate

	15mg
	L-Glutamin

	1ml
	Penicillium- Streptomycin

	100ml
	Water (miliQ)


[bookmark: _Toc474409559]3-12- سنجش Ros:                                                                          
به علت اینکه گامتهای انسانی حجم خیلی کمی از Ros را  تولید می کنند ، تکنیکهایی که برای آشکار کردن میزان Ros استفاده می شود وتشخیص Ros بسیار حساس می باشد ، یکی از مهم ترین روش ها برای اندازه گیری Ros و آنتی اکسیدانت ها بررسی شیمی لومینسانس [footnoteRef:92]می باشد،(Sharma and Agarwal 1996) وهمچنین استفاده از یک واکنشگر حساس به سنجش ROS که از جمله آن لومینول می باشد، استفاده از لومینول مزایای زیر را دارا می باشد : [92:  chemiluminescence] 

· Luminol[footnoteRef:93] یک واکنشگر حساس شیمی لومینسانت می باشد که با انواع رادیکالهای آزاد زیر واکنش نشان می دهد شامل : آنیون سوپراکسید ، رادیکال هیدروکسیل و پراکسید هیدروژن  [93:  5-Amino-2,3 Dihydro1,4-phtalazindione] 

· که اندازه گیری آن با کمک دستگاه لومینومتر ((Berthold   انجام میگیرد. 
· واکنش Ros با ماده مورد نظر بسیار سریع و در یک طول عمر خیلی کوتاه می باشد ، که سبب می شود زمان بین اضافه کردن آن و اندازه گیری ماده مورد نظر خیلی سریع می باشد.
نحوه انجام کار بدین صورت می باشد که 10 میکرولیتر از محلول لومینول حل شده در Dmso را همراه با 400 میکرولیتر از محلول محیط کشت حاوی اووسیت ها در داخل لوله های مخصوص اندازه گیری می کنیم .شدت فلورسانس در دستگاه اندازه گیری شد،واحد اندازه گیری RLU/s می باشد.  
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[bookmark: _Toc474409636](شکل 3-13): دستگاه لومینومتر (مدل Berthold)


[bookmark: _Toc474409560]3-13- تست ایمونوسیتوشیمی جهت بررسی H4K12 در تخمک های بالغ شده در شرایط آزمایشگاه :
پس از دنودکردن تخمکها در محیط HTCM ده درصد به همراه هیالورونیداز، اووسیتها را به داخل محیط شستشو شامل PBS وBSA انتقال داده که حاوی tween20 به میزان 10λاست ،ابتدا نمونهها با کمک پارافرمالدهید 4/. درصد به مدت 30 دقیقه فیکساسیون انجام گرفت. سپس نمونهها را به محیط تریتون 2/0 درصد انتقال و به مدت 30 دقیقه انکوبه شد. بعد از این مرحله نمونههای تخمک در محیط 05/0 درصد PBS+BSA  در یخچال نگهداری شد. بعد از 24 ساعت، نمونهها به قطرههای حاوی آنتی بادی  H4K12 به مدت 1 ساعت در دمای  37 انتقال داده شد. سپس نمونه ها را در محیط 1 /0 درصد PBS+BSA شستشو داده شد. مرحله بعدی نمونهها را در آنتی بادی ثانویه -Anti Rabbit IgG-FITC ترکیب شده با0.1 درصد PBS+BSA فیلتر شده به مدت 1 ساعت انکوبه شد. مجددا پس از شستشو ، به مدت 5 دقیقه به محلول هوخست با 1 /0درصد PBS+BSA انتقال داده شد.مرحله آخر نمونهها را در محیط 1 /0 درصد PBS+BSA شستشو داده شد و با میکروسکوپ فلورسنت مورد ارزیابی قرار گرفت.
[bookmark: _Toc474409561]3-14- بررسی تغییرات متیل سیتوزین وهیدروکسی متیل سیتوزین :
پس از مراحل IVM و دنودکردن تخمکها با کمک هیالورونیداز، تخمکها را برای مدت 30 دقیقه در محلول پارافرمالدهید فیکس می کنیم وبرای مرحله permabilizarion اووسیتها با کمک triton X100 که درpBS/BSA به میزان% 0.2 رقیق شده است و برای مدت 30 دقیقه نفوذ پذیر می شوند . سپس در محلول tween20 در مدت زمان 5 دقیقه وبرای 3 بار شسته می شوند (میزان رقت 0.2%در pBS-BSA می باشد (، وبا کمک Hcl 2 نرمال در مدت زمان 30 دقیقه در دمای اتاق انکوبه می شوند،  وبعد بهtris HCL منتقل شده و در نهایت مجددا در محلولTween20 برای مدت 5 دقیقه وبرای 3بار شسته می شود ( میزان رقت 0.1درصد درpbs-BSA می باشد) در مرحله Blocking  اووسیتها در triton x100 حاوی BSA/pbs برای مدت یک شبانه روز نگه داری می شوند .( pbs:1ml، BSAgr 0.02، Triton λ2).  اووسیت ها با کمک آنتی بادی متیل سیتوزین  (mc)برای مدت 1 ساعت  در دمای ˚37 انکوبه می شوند  ،(میزان رقت1:200 در PBS/BSA می باشد) . و مجددا با کمک آنتی بادی ثانویه  پیوسته با FITC بخشهایی از DNA که متیل سیتوزین با آنتی بادی اولیه واکنش نشان داده است به رنگ قرمز درآمده، در مرحله دوم هم میزان انکوبه نمودن برای 1 ساعت در دمای 37درجه سانتیگراد می باشد.
در پایان مجددا اووسیتها در محلول tween20 حاوی PBS/BSA 0.1%  3 بار و برای مدت 5 دقیقه شسته می شوند .برای مشاهده هسته به طور همزمان از رنگ آمیزی Hochst استفاده می شود.
[bookmark: _Toc474409562]3-15- روش آنالیز آماری :
جهت بررسی میزان بلوغ هستهای از تست 2χ (مربع کای )استفاده گردید. و سایر آنالیزها  از آزمون آماری  one Way- Anova و جهت بررسی ,  و مقایسه داده ها بین یک گروه تیمار با سایر گروهها از آزمون Post Hoc  استفاده می شود ، دادهها بصورت میانگین± انحراف معیار گزارش گردید و سطح معناداری (05/0>P )  در نظر گرفته شد. جهت تفسیر میزان بیان ژنها با روشReal time PCR  از آنالیز آماریREST  استفاده شد . 
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فصل چهارم:
تجزیه وتحلیل داده ها
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4-1- اثرات ملاتونین خارجی  در محیط کشت بر بلوغ هسته ای
تعداد 298 اووسیت نابالغ تهیه شده و در گروههای تیمار با ملاتونین در غلظتهای 6-10،  9-10، 12-10و گروه کنترل کشت داده شدند ، میزان بلوغ در گروههای مختلف با جزئیات در جدول 4-1 آمده است ، آنالیز آماری نشان داد که رسیدن اووسیت ها به مرحله متافاز 2  در گروه ملاتونین 9-10  در مقایسه با گروه کنترل افزایش معنادار نشان می دهد ( p<0.05). همچنین در اووسیت هایی که به مرحله  متافاز 1 رسیده اند در گروه ملاتونین 9-10 تفاوت معناداری با گروه کنترل دارند ( p<0.05 ( . همچنین در مورد اووسیتهایی که به مرحله GV رسیده اند تفاوت معناداری بین گروه کنترل و سایر گروههای تیمار مشاهده نشد . اما درصد اووستهایی که به مرحله GVBD رسیده اند در گروه تیمار ملاتونین 6- 10 تفاوت معناداری با گروه کنترل دارند P<0.05)) . 
[bookmark: _Toc474409582]                                     (نمودار 4-1): اثر ملاتونین بر بلوغ هسته ای اووسیت های بزی


[image: ]
[bookmark: _Toc474409637](شکل 4-1): اووسیت های رنگ امیزی شده با Hochst 33258 و بررسی با کمک میکروسکوپ فلورسانت a:GV , b:GVBD ,  c: M1 ,  d: MII
[bookmark: _Toc474409565]4- 2- بررسی بلوغ سیتوپلاسمی تخمک ها:
تجزیه آماری همراه با نتایج بدست آمده از اندازه گیری شدت فلورسانس به کمک نرم افزار image j نشان می دهد که میزان بلوغ سیتوپلاسمی در هر سه گروه تیماری ملاتونین 12-10 ،9-10 و6 –10با گروه  کنترل تفاوت معناداری را نشان می دهند(0.05 p< ). 
همچنین مقایسه بین گروهی حاصل از آزمون  post Hocنشان می دهد که میزان گلوتاتیون اندازه گیری شده بین گروه ملاتونین -106 با گروه ملاتونین 12-10 نیز تفاوت معناداری را نشان می دهد .( 0.05 p< )    
[image: E:\SAGHAR\thesis\جداول و آنالیزها\بلوغ سیتوپلاسمی\Cytoplasmic Maturation.png]

[bookmark: _Toc474409583](نمودار 4-2): بررسی اثر ملاتونین بر بلوغ سیتوپلاسمی در اووسیت های بزی 

[image: E:\SAGHAR\thesis\TABLES & analysis\بلوغ سیتوپلاسمی\بلوغ سیتوپلاسمی.jpg]
[bookmark: _Toc474409638](شکل 4-2): نمایش A  (اووسیت های رنگ آمیزی نشده (Denude oocyte)B   (اووسیت رنگ شده با کمک cell tracker blue)
[bookmark: _Toc474409566]4-3- بررسی آنالیز بیان ژنها در اووسیت :
فراوانی نسبی بیان ژنهایb3, a3 , 1DNMT در اووسیتهای بز در مرحله متافاز2 و در گروه های تیماری ملاتونین در مقایسه با گروه شاهد و کنترل مورد بررسی قرار گرفته وبیان ژن dnmt1 در گروه ملاتونین -12  10نسبت به گروه کنترل  افزایش نشان می دهد(0.05 p<)
بیان ژن DNMT3a  در گروه ملاتونین 9-10  و  -106 نسبت به گروه کنترل کاهش معناداری را نشان می دهد(
0.05 P<) همچنین بیان ژن مربوطه در گروه تیمار ملاتونین 12-10 هیچ تغییری را نشان نمی دهد،  به علاوه بیان ژن DNMT3b در گروه ملاتونین -106   کاهش معناداری را نسبت به گروه کنترل نشان می دهد. (0.05 p<)  همچنین در گروه ملاتونین 10-12 میزان بیان ژن dnmt3b نسبت به گروه کنترل افزایش معناداری  نشان می دهد .) 0.05p < ) 

[bookmark: _Toc474409584](نمودار 4-3): بررسی اثر ملاتونین بر بیان ژنهایdnmt1,3a,3b در اووسیت های بزی 

[image: G:\chart\rest DNMTs of oocyte\contol - mel6  chart.jpg]
[bookmark: _Toc474409585] (نمودار 4-4): میزان بیان زن در گروه ملاتونین 6 –10
[image: E:\SAGHAR\thesis\TABLES & analysis\آنالیز بیان ژن\rest DNMTs of oocyte\control-mel9 chart.jpg]
[bookmark: _Toc474409586](نمودار 4-5): میزان بیان ژن در گروه ملاتونین 9 – 10

[image: E:\SAGHAR\thesis\TABLES & analysis\آنالیز بیان ژن\rest DNMTs of oocyte\control-mel 12 chart.jpg]
[bookmark: _Toc474409587](نمودار 4-6): میزان بیان زن در گروه ملاتونین 12 -10
[bookmark: _Toc474409567]4-4- سنجش تاثیر ملاتونین بر میزان متیلاسیون DNA
بررسی الگوها ی توزیع متیلاسیون در DNA اووسیت ها با کمک آنتی بادی مخصوص 5- متیل سیتوزین، (α-5mc) مورد بررسی قرار گرفت، اختلاف معنا داری در گروه  ملاتونین 12-10 در مقایسه با گروه کنترل و گروه شاهد Dmso مشاهده می شود( p<0.05) ،در حالیکه تفاوت معناداری بین سایر گروههای مورد مطالعه مشاهده نشد . [image: E:\SAGHAR\thesis\جداول و آنالیزها\تغییرات متیلاسیون\متیلاسیون جدید  .jpg]

[bookmark: _Toc474409639](شکل 4-3 ) :مطالعه همزمان اووسیت با کمک رنگ آمیزی ایمنی  ویژه متیل سیتوزین (A) و مطالعه اووسیت با  کمک رنگ آمیزی هوخست B) ) Mμscale Bar : 20  ، فلش متافاز Ⅱ  را نشان می دهد 


[bookmark: _Toc474409588](نمودار 4-7): بررسی اثر ملاتونین بر میزان متیلاسیون DNA در گروههای اووسیت بزی
[bookmark: _Toc474409568]4-5- تاثیر ملاتونین بر میزان ROS در محیط کشت بلوغ اووسیتها:
پس از افزودن لومینول به محیط کشت حاوی تخمکها در مرحله IVM و اندازه گیری شدت فلورسانس با کمک لومینومتر، نتایج حاصل از بررسی میزان ROS در محیط کشت حاوی اووسیتها نشان می دهد که ملاتونین در هر سه غلظت میزان ROS را نسبت به گروه کنترل و DMSO کاهش داده است اما در گروه melatonin 10-12 کاهش غلظت به صورت معنادار می باشد. P<0.05))
[image: E:\SAGHAR\thesis\TABLES & analysis\تعیین سطح ROS\Ros evel.jpg]
[bookmark: _Toc474409589](نمودار 4-8): میزان ROS در محیط کشت تخمک های حاوی تیمار ملاتونین
[bookmark: _Toc474409569]4-6- تاثیر ملاتونین برمیزان استیلاسیون هیستون در ساختار کروماتین 
تغییرات استیلاسیون در اووسیتهای مرحله MII با کمک دو نوع رنگ امیزی مورد بررسی قرار می گیرد،با آنتی بادی خاص متصل به FITC در مرحله اول موردبررسی قرار گرفت و سپس با کمک رنگ امیزی هوخست تغییرات کروماتین را به طور همزمان بررسی می کنیم، نتایج بررسی ایمونوسیتوشیمی نشان داد که ملاتونین در غلظت 12- 10سبب افزایش سطح استیلاسیون هیستون H4K12 می شود که با گروههای کنترل و DMSO و گروه ملاتونین 6-10 تفاوت معناداری را نشان می دهد .p<0.05))
[image: E:\SAGHAR\thesis\TABLES & analysis\استیلاسیون\Acetylation Level2.jpg]
[bookmark: _Toc474409590](نمودار 4-9): بررسی تاثیر ملاتونین بر استیلاسیون هیستون H4K12
[image: E:\SAGHAR\thesis\جداول و آنالیزها\استیلاسیون\استیلاسیون برای پایان نامه\New without DMSO.jpg]
(شکل 4-4): تغییرات استیلاسیون هیستون H4K12 در مرحله متافاز 2در محیط کشت های تیمار شده با M-0 , M-10-6, M-10-9, M-10-12 
[bookmark: _Toc474409570]Scale Bar :20 μm 
4-7- بررسی اثر ملاتونین بر تکوین جنین های حاصل از پارتنوژنزدر مرحله تسهیم و بلاستوسیست:
پس از قرار دادن تخمکهای متوقف شده در مرحله M2 ( متافاز 2) که دنود شده اند آنها را به محیط کشت پارتنوژنز حاوی 6-Dmap و CR-1 انتقال داده ، و به ترتیب جنین های رشد کرده در روزهای صفر و دو وسه و روز 7 را جهت تغییرات کلیواژ و رسیدن تا مرحله بلاستوسیست از نظر تعداد جنین های حاصله در هر مرحله پس از بررسی محیط کشت حاوی جنین ها  با کمک لوپ تعیین شد و با کمک آنالیز آماری به روش one way Anova داده ها به صورت میانگین باضافه انحراف معیار   بیان می شود(MEAN  .  سپس جهت مقایسه بین گروههای مختلف تیمار  و تعیین بیان سطح معناداری p value) ( داده های حاصله  را باهم در سطح میانگین به همراه خطای استاندارد مقایسه می کنیم .Mean ). داده های به دست آمده نشان میدهد که تعداد و میانگین جنین های مرحله کلیواژ تحت تاثیر ملاتونین در غلظتهای مختلف تفاوت معناداری را نسبت به گروه کنترل نشان نداده اند ، اما کلیواژ در غلظت ملاتونین9 -10 نسبت به سایر گروه ها افزایش بیشتری را نشان می دهد . (P>0.05) همچنین داده ها ی حاصل از بررسی جنین های مرحله بلاستوسیست نشان می دهد که میانگین جنین های مرحله بلاستوسیست تحت تاثیر غلظت 10-9  تفاوت معناداری را با گروه کنترل نشان می دهند .p<0.05))


[image: E:\SAGHAR\thesis\TABLES & analysis\cleavage & blastocyste\cleavage & BLastocyste RATE.jpg]
[bookmark: _Toc474409591](نمودار 4-10): مقایسه تاثیر ملاتونین بر میزان کلیواز و بلاستوسیست جنین های بدست آمده از پارتنوژنز


[image: ][image: E:\SAGHAR\thesis\TABLES & analysis\cleavage & blastocyste\oocyte p.jpg]

[bookmark: _Toc474409641](شکل 4-5): تصویر بلاستوسیست های حاصله از رشد اووسسیت ها در مراحل مختلف

[image: E:\SAGHAR\thesis\TABLES & analysis\cleavage & blastocyste\تصاویر مرحله به مرحله جنین ها از دوسلولی تا بلاستوسیست .jpg]
[bookmark: _Toc474409642](شکل 4-6): مراحل مختلف جنینی . دو سلولی ، چهار سلولی ، هشت سلولی (a) دوسلولی( b)  بلاستوسیست ICM و (C) TE بلاستوسیست هچ شده (d)
[bookmark: _Toc474409571] 4-8- بررسی اثر ملاتونین برمجموع  تعداد سلولهای بلاستوسیست: 
پس از ارزیابی موقعیت جنین ها در مرحله بلاستوسیست و رنگ آمیزی آنها بوسیله رنگ امیزی هوخست  تعداد سلولهای حاصله را با کمک میکروسکوپ فلورسانت شمارش کرده و پس از شمارش سلولهای حاصله در هر بلاستوسیست بعد از فشرده شدن در زیر لام در موقعیت متفاوت  و تحت تیمار متفاوت از ملاتونین  ، مشخص شد که تعداد سلولهای  بلاستوسیست تحت غلظت-610 ملاتونین  نسبت به گروه کنترل از افزایش معناداری  برخوردار بوده P<0.05)) (نمودار  4-14) ، (شکل 4-9 )
[bookmark: _Toc474409592](نمودار 4-11): تاثیر ملاتونین بر مجموع تعداد سلولهای بلاستوسیسست
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[bookmark: _Toc474409643][image: E:\SAGHAR\thesis\TABLES & analysis\t.cell Number\t cell Number.jpg]
[bookmark: _Toc474409644](شکل 4-7): مطالعه بلاستوسیستها ی  با کمک رنگ آمیزی هوخست و میکروسکوپ فلورسانت (A : بلاستوسیست قبل از رنگ امیزی؛B-F  بلاستوسیست های بررسی شده با کمک رنگ امیزی هوخست و میکروسکوپ فلورسانت )G

F

[bookmark: _Toc474409572]4-9- بررسی آنالیز بیان ژنها در بلاستوسیست های جنینی :
با توجه به نمودار زیر و بررسی داده های حاصل از بیان زنهای گروه متیل ترانسقرازها( (DNMTs و هیستون استیلازها (HATs)    در بلاستوسیست های حاصل از پارتنوژنز نشان می دهد که بیان زن dnmt1 نسبت به گروه کنترل در هر سه غلظت ملاتونین نسبت به گروه کنترل  کاهش معنادار نشان داده) P<0.05 (،و همچنین بیان ژن dnmt3a در گروه تیماری ملاتونین در غلظت 10-6 کاهش معنادار یافته ودر غلظت  10 -12 نسبت به گروه کنترل افزایش  معنادارنشان می دهد (p <0.05)  همچنین بیان زن dnmt3b در هر سه گروه نسبت به گروه کنترل کاهش معنادار نشان داده است .  (p<0.05)بیان ژن Hat1  در بلاستوسیست های تمام گروههای ملاتونین نسبت به گروه کنترل کاهش معناداری را نشان می دهد. P<0.05) (

om[image: ]
[bookmark: _Toc474409593](نمودار 4-12): بررسي اثر ملاتونين بر بيان ژن هاي dnmt1,3a,3b در بلاستوسيست هاي بدست آمده از پارتنوژنز
[bookmark: _Toc474409573]4-10- بررسی بیان زن رسپتور ملاتونین در سلولهای cocs::
پس از جداسازی سلولهای کومولوس از اووسیت ها ، و جداسازی RNA از مجموعه سلولی و ساخت همزمان cDNA با کمک انالیز RT-PCR بیان رسپتور MTNR1A در هر دو سلول تایید گردید. (شکل 4-10)
[image: E:\SAGHAR\thesis\TABLES & analysis\آنالیز بیان ژن\mtnr1a R\Publication3.jpg]
[bookmark: _Toc474409645](شکل 4-8): بیان ژن در سلول اووسیت (سمت راست ) بیان ژن در سلول کومولوس( سمت چپ )
خط 1: وزن مولکولی Ladder ، خط 2: MTNR1A در تخمدان (کنترل مثبت )، خط 3و4: بیان  MTNR1A در اووسیت تیمار شده و نشده با ملاتونین  ، خط 5و6: بیان MTNR1A در کومولوس های تیمارشده و تیمار نشده با ملاتونین ، خط 7: کنترل منفی

[bookmark: _Toc474409574]



فصل پنجم:
بحث و نتيجه گيري


5-1- بحث 
پایین بودن توان تکاملی جنین های تولید شده به واسطه[footnoteRef:94] IVP منجر به کشف روشهای بهبود شرایط کشت جنین های حیوانی ازجمله خوک ،گوسفند ، گاو و بز می شود که تحت عنوان کلی متعادل کردن شرایط آزمایشگاهی [footnoteRef:95]خوانده می شود، که در نهایت منجر به افزایش توان تکاملی[footnoteRef:96] جنین های بدست آمده می گردد(. (Pomar et al., 2005 [94:  In vitro production]  [95:  Optimization ]  [96: 3 Development competence ] 

ملاتونین یاN-Acetyl 5 Methoxy tryptamin  یک هورمون مشتق از تریپتوفان می باشد  (Siu, Maldonado, Sanchez‐Hidalgo, Tan, & Reiter, 2006) 
نقش آن به عنوان یک آنتی اکسیدانت در سیستم تولید مثلی زمانی آشکار شد که این هورمون در مایع فولیکولی و رسپتورهای آن بر سلول های گرانولوزا و ارگان های تولید مثلی مانند تخمدان ، بیضه و لوله فالوپ یافت گردید (Sirotkin & Schaeffer, 1997). ملاتونین ترشح پروژسترون را تحريک مي كند و سنتز پروستاگلاندينها را مهار می کند(Neilson & Alfirevic, 2006).
از طرفی  دارای اثرات آنتي اكسيدانتی موثري هست كه راديكالهاي آزاد را پاك مي كنند و بيان چندين آنزيم آنتي اكسيداني را افزايش مي دهد (Hutt, McLaughlin, & Holland, 2006)
همچنین ملاتونين داراي پتانسيل اثرات ضدآپوپتوزي بر انواع سلول هاي مختلف می باشد(H. Y. Chen et al., 2006) . خواص آنتی اکسیدانی ملاتونین به طور وسیعی مطالعه گردیده  و کاربرد نقش حمایتی  این مولکول در سلول مورد بررسی قرار گرفت(Reiter & Tan, 2003) .اغلب جایگاه رادیکال های آزاد نزدیک غشای داخلی میتوکندری است پس DNA میتوکندی مهمترین هدف رادیکال های آزاد است. میتوکندری یکی از اهداف شناخته شده ی  ملاتونین است که با کاهش آسیب های پروتئین های میتوکندری ،فعالیت زنجیره انتقال الکترون را بهبود داده و ازآسیب DNA میتوکندریایی می کاهد.
ملاتونین می تواند به طور مستقیم از آسیب میتوکندریایی تخمک ها و جنین ها بکاهد و کیفیت آنها را بهبود دهد. ملاتونین در تنظیم فعالیت آنزیم های آنتی اکسیدانت و نیز سطوح بیانی mRNA آنها و نیز بیان ژن های آنتی اکسیدانتی دخالت دارد. به طوری که بیان ژن SOD را افزایش می دهد. (Antolín et al., 1996)
بلوغ هسته ای تخمک نارس شامل حوادث مولکولی می باشد که طی آن هسته بزرگ و متورم تخمک تحت عنوان GV پاره شده که به تخمک به دست آمده در این مرحله GVBD[footnoteRef:97] می گویند و در ادامه با کمک القاء LH میوزI را کامل نموده و همزمان با تولید جسم قطبی و رسیدن به  متافاز II تحت عنوان تخمک بالغ [footnoteRef:98]نامیده می شود. [97:  Germinal Vesicle Break down]  [98:  Mature oocyte] 

ترکیبات محیط کشت عامل حیاتی و موثر در رسیدن بلوغ هسته ای تخمک نارس ، کلیواژو تکامل جنین تا رسیدن به مرحله بلاستوسیست می باشد (Demyda & Genero, 2011) ، مرحله رسیدن به مرحله بلوغ هسته ای و سیتوپلاسمی تحت تاثیر فاکتورهای رشدی و هورمونهایی است که موثر در رسیدن اووسیت به مرحله بلوغ می باشند، هورمونهای LH ، FSH و استرادیول و همچنین فاکتور رشدی EGF که موثر در رشد تخمکهای نابالغ در شرایط آزمایشگاه می باشند، استرادیول به همراه FSH  در اکسپنشن سلولهای کومولوس، انجام میوز I و قرارگیری در میوز II موثر می باشد.Ref??/
مطالعات در موش نشان داده که ملاتونین میتواند منجر به بهبود IVf و تکامل جنینی اولیه گردد   (Ishizuka et al., 2000) . هچنین در گوسفند ملاتونین بقای جنین های فریز شده و سپس دفریزشده را افزایش می دهد و درصد جنین های دژنره شده در پایان IVC [footnoteRef:99] را کاهش می دهد(J. A. Abecia et al., 2002)  ، در گاو ملاتونین با کاهش استرس اکسیداتیو باعث بهبود تکامل جنینی می شود (Papis et al., 2007) . [99:  IN vitro Culture] 

مطالعات انجام شده  با بررسی اثر ملاتونین در غلظتهای مختلف  بر خروج پولار بادی و رسیدن تخمک ها به مرحله متافاز II  نشان می دهد که این هورمون در غلظت -910دارای اثر معناداری بر رسیدن تخمک ها به مرحله بلوغ می باشد و به عنوان فاکتوری ضروری برای خروج جسم قطبی در خوک ،گاو وموش در نظر گرفته می شود  . (Kang et al., 2009 &Salimi et al., 2014, El‐Raey et al., 2011)
در مطالعه فعلی نیز ملاتونین در غلظت9-  10توانست سبب بهبود معنادار  بلوغ هسته ای تخمکها  شده که با یافته های قبلی مطابقت دارد . 
بلوغ سیتوپلاسمی طی IVM شامل مواردی از جمله ساخت ترکیبات بیو شیمیایی ،فسفریلاسیون پروتئینی و همچنین فعال شدن مسیر های متابولیکی بوده ، سنتز گلوتاتیون به عنوان یک فاکتور مهم در اندازه گیری میزان بلوغ سیتوپلاسمی محسوب می شود  ،که طی بلوغ تخمک وظیفه خود را به عنوان یک آنتی اکسیدانت سیتوپلاسمی در طی لقاح و تکامل پیش از لانه گزینی به انجام می رساند.
گلوتاتیون (γ- گلوتامیل سیستئین گلایسین) دارای فعالیت بیولوژیکی متنوع می باشد که به عنوان یک عامل ضد سمی و آنتی اکسیدانتی در داخل و خارج سلول محسوب می شود. خاصیت مقابله ای گلوتاتیون بر استرس های اکسیداتیو از طریق آنزیم های آنتی اکسیدانتی گلوتاتیون پراکسیداز و گلوتاتیون ردوکتاز می باشد.  REF  این آنزیم ها علاوه بر سلول های سوماتیک در سلول های جنسی نیز یافت می شود که در فرایند بلوغ و تمایز این سلول ها نقش دارند . Ref
گلوتاتیون با حفظ ساختار دوک میوزی و کمک به تشکیل پیش هسته نر میزان لقاح و تکامل ابتدایی  رویان را افزایش می دهد. (Boquest, Abeydeera, Wang, & Day, 1999). میزان گلوتاتیون تخمک بلوغ یافته در بدن موجود زنده بسیار بیشتر از میزان آن در بلوغ تخمک نارس در محیط آزمایشگاهی می باشد و به همین دلیل بلوغ سیتوپلاسمی کمتری در این تخمک ها دیده می شود. (Brad et al., 2003 ) عموما غلظت GSH در تخمک های تخمک گذاری شده تقریبا 2 برابر آن در اووسیت های نابالغ مرحله GV می باشد (Zuelke, Jeffay, Zucker, & Perreault, 2003) .
 در زیگوت و بلاستوسیستها ی پیش از لانه گزینی در جنین های همستر، غلظت گلوتاتیون به ده درصد غلظت آن در اووسیتهای مرحله MII می رسد و غلظت بالای آن در اووسیتهای اووله شده به عنوان منبع قوی آنتی اکسیدانتی برای مرحله پیش لانه گزینی محسوب می شود.
بدین جهت در مطالعه فعلی بعد از رسیدن اووسیتها به مرحله متافاز II و رنگ آمیز ی تخمک ها با کمک رنگ آمیزی Cell tracker Blue[footnoteRef:100]  و تهیه تصاویر  با کمک میکروسکوپ فلورسانس ، نتایج حاصل از بررسی شدت فلورسانس آنها با کمک نرم افزار image j نشان داد که ملاتونین در هر سه غلظت به کاررفته منجر به افزایش معنادار  غلظت گلوتاتیون در مقایسه با گروه کنترل  در اووسیتهای مرحله متافاز 2 شده است.  [100:  ] 

نتایج مطالعه فعلی با نتایج به دست امده از تاثیر هورمون ملاتونین  برافزایش سطح GSH در غلظتهای 10-9  و 10 -12در تخمک های موشی مطابقت دارد ،که به دنبال آن منجر به بهبود تکوین جنین های مرحله پیش از لانه گزینی می شود(Dehghani-Mohammadabadi et al., 2014). 
می توان نتیجه گرفت ملاتونین با کمک افزایش میزان GSH در روند IVM منجر به محافظت در برابر ROS ایجاد شده در محیط کشت می شود و از طرفی با توجه به مطالعات قبلی افزایش میزان GSH همراه با کاهش سطح پراکسیداسیون لیپیدی[footnoteRef:101] در اووسیتها می باشد، (D. G. de Matos, Gasparrini, Pasqualini, & Thompson, 2002)   [101:  Lipid peroxidation] 

همچنین نتایج مطالعات قبلی نشان میدهد که تکمیل محیط کشت با مواد آنتی اکسیدانتی نظیر سیستئین منجر به افزایش GSH طی بلوغ می شود که تا بعد از لقاح هم میزان و اثرات آن حفظ می گردد(D. De Matos & Furnus, 2000)  	Comment by saghar: با رفرنس جدید عوض شود 
مطالعات قبلی در اووسیتهای گوسفندی نشان می دهد که سیستامین و β – مرکاپتواتانول دارای اثرات تحریک کنندگی بر میزان GSH می باشند ، (de Matos, Gasparrini, Pasqualini, & Thompson, 2002)  	Comment by saghar: بررسی شود 
به این جهت اثر افزایشی ملاتونین بر میزان GSH در طی روند IVM تخمکهای متافازII قابل مقایسه با مواد آنتی اکسیدانتی نظیر سیستئین و یا بتا مرکاپتو اتانول می باشد.	Comment by saghar: پیشنهاد
 از طرفی سنتز گلوتاتیون هم در سلولهای کومولوس وهم در اووسیت به طور همزمان اتفاق می افتد و طی بلوغ میوزی دارای پروفایل مشابهی در این سلولهاست که در گاو و خوک و موش نقش آن مشخص شده است (Alvarez & Storey, 1989,)، و در مطالعه فعلی در مجموعه[footnoteRef:102] COCs در بز نیز قابل ارزیابی می باشد.  [102:  cumulus oocyte complex] 

ROS تولید شده توسط سلول نقشهای مهمی در عملکردهای سلولی به عنوان پیامبر ثانویه[footnoteRef:103] در فعال کردن آبشار سیگنال رسانی سلولی به عهده دارد و غلظتهای بالای آن باعث عدم توازن بین واکنشهای اکسید واحیا می شود که تداخل منفی درعملکرد سلول دارد.( Radogna et al., 2009) [103:  Second Messanger] 

یکی از فاکتور های مهم در آسیب رساندن به تخمک وجنین که در طی دستکاری ها در محیط کشت تولید می شود ، وجود رادیکال های آزاد اکسیژنی[footnoteRef:104]ROS ازجمله  هیدروکسیل (OH+)، سوپراکسید(O2+) و هیدروژن پراکسید ( + (H2O2 می باشند که با آسیب  رساندن به غشای سلول و DNA  نقش مهمی درآپوپتوز ، کمبود ATP و مرگ برنامه ریزی شده سلولی دارند . (Agarwal, Said, Bedaiwy, Banerjee, & Alvarez, 2006) [104:  Reactive Oxygen species] 

اثرات تخریبی رادیکالهای آزاد توسط سیستم های آنتی اکسیدانتی درون سلولی شامل گلوتاتیون و ویتامین C و آنزیم های آنتی اکسیدانتی شامل سوپر اکسید دیسموتاز و کاتالاز کنترل و مهارمی شود (Wang et al., 2002)
دستکاری گامتها و جنین طی IVP منجر به قرار گیری جنین ها در برابر میزان بالای ROS می شود ، بعلاوه آسپیراسیون[footnoteRef:105] تخمک ها و همچنین شرایط کشت و لقاح انجام شده در شرایط غلظت اکسیژن محدود شده باعث تولید میزان بالایی از رادیکالهای آزاد می شود که بر روند تکامل جنین ها در آزمایشگاه  تاثیر معکوس می گذارد ( Burton, Hempstock, & Jauniaux, 2003) . [105:  aspiration] 

با وجود این در شرایط کشت آزمایشگاهی جنین های پستانداران ، میزان تولید این رادیکالهای آزاد بیش از ظرفیت آنتی اکسیدانتی این جنین ها می باشد و به علت بی اثر نمودن تاثیر آنها ، انواع آنتی اکسیدانتها با منشاء خارجی سلولی وارد محیط کشت می شود .( Ali, Bilodeau, & Sirard, 2003)
ملاتونین می تواند دربرابر Ros سبب بهبود قابلیت زیستی سلول شود .از طرفی ملاتونین وقتی که به واسطه واکنش با ROS وتحت تاثیر القاء استرس اکسیداتیو قرار می گیرد به سرعت متابولیزه می شود ، که مصرف سریع آن طی استرس اکسیداتیو به عنوان مکانیسم محافظتی موجودات در برابر Ros می باشد،  به طوری که به عنوان اولین سد دفاعی در برابر استرس محسوب می گردد (Radogna et al., 2009). 
استرس اکسیداتیو می تواند سبب انواع آسیب های جنینی شود ، Ros تولیدشده  می تواند به آسانی از غشای سلول عبور کند و می تواند اکثر مولکولهای داخل سلولی را ازجمله لیپید ها و پروتئین و اسیدهای نوکلئیک  را تحت تاثیر قرار داده و منجر به نقص میتوکندریایی و بلوک سلولی جنینی و آپوپتوز سلولی شود.  
ملاتونین به عنوان یک تنظیم کننده چرخه انتقال الکترون با نقش  سم زدایی از واسطه های رادیکالهای آزاد می باشد، (Poeggeler et al., 1994)  
طی کشت داخل آزمایشگاهی جنین در معرض میزان بالایی از استرس اکسیداتیو در مقایسه با محیط داخل بدن قرار می گیرد ، در نتیجه تولید Ros درون جنین افزایش می یابد ، که به دنبال آن جنین در معرض میزان بالایی از اکسیژ ن سمی تولید شده توسط Ros در مقایسه با بدن قرار می گیرد ( Agarwal et al., 2006 ). 

مشخص شده که ملاتونین در مقایسه با مانیتول و گلوتاتیون محافظ موثرتری در برابر رادیکالهای آزاد است، همچنین ملاتونین به علت خاصیت لیپوفیلی می تواند مستقیما دارای اثرات آنتی اکسیدانتی بر اجزای سلول باشد بدون آن که  نیاز به رسپتور داشته باشد .(  Reiter, Tan, Manchester, & Qi, 2001 )
از این رو در تحقیق فعلی اهمیت سنجش ROS در برابر شرایط استرس اکسیداتیو و تاثیر تیمار ملاتونین برآن ارزیابی شد که داده ها از اثر مثبت و معنادار ملاتونین بر کاهش ROS  حمایت می کند ، به طوریکه ملاتونین در غلظت12- 10 می تواند سبب کاهش معنادارROS در محیط کشت گردد ،که با مطالعات قبلی در مورد تاثیر ملاتونین بر کاهش سطح ROS در خوک و در گاو مطابقت دارد(El‐Raey et al., 2011 & Kang et al., 2009 ) که از طرفی با کاهش اثرات آسیب رسانی به DNA اووسیت ها در مجموعه فولیکولها نیز مرتبط میباشد(Tamura et al., 2008).
پارتنوژنز به عنوان ابزار مهم برای بررسی مکانیسمهای بیوشیمیایی طی لقاح می باشد  و از آنجا که فقط یک تا دو درصد جنین ها قادر به کامل کردن دوره جنینی خود به روش کلونینگ می باشند، این روش به علت فعال کردن اووسیتها به روشهای مصنوعی می تواند نقش مهمی در افزایش جنین های به دست آمده از کلونینگ داشته باشد .(Coleman, 1999)
متدهای متفاوتی قادر به القاء فعال شدن به روش پارتنوژنز هستند که یکی از آنها از طریق بالابردن  سطح آزاد کلسیم در سیتوپلاسم می باشد. در شرایط آزمایشگاهی جنین های پارتنو می توانند با کمک محرکهای شیمیایی ، الکتریکی و مکانیکی و به کمک اووسیت گونه های مختلف به وجود بیایند، به همین علت نیاز به استاندارد سازی شرایط آزمایشگاهی می باشد تا بتواند شرایط محیط طبیعی جنینی را تقلید کند به همین دلیل در مطالعه فعلی می توان از ترکیباتی نظیر استرانشیم ، یونومایسین و یا 6-DMAP[footnoteRef:106] جهت  فعال کردن اووسیت و راه اندازی آبشار کلسیمی استفاده کرد که  نه فقط از سرگیری میوز را القا می کند بلکه در اتفاقات متعدد دیگری نیز موثر است ازجمله : به کارگیری mRNA های مادری ،که برای فعال کردن ژنوم تخمی[footnoteRef:107] نیز موثر است  (Malcuit, Kurokawa, & Fissore, 2006& Ducibella et al., 2002) [106:  6D-Methyl Amino pournine]  [107:  Zygotic genomic Activation] 

زمان بندی اتفاقات متابولیسم جنینی بعد از لقاح بستگی به زمانبندی خاص گونه ای دارد و تکامل جنینی در آزمایشگاه در مرحله دوسلولی متوقف می شود ، این درحالیست که داده ها نشان می دهد ملاتونین باعث کاهش میزان بلوک جنین در مرحله دوسلولی و افزایش میزان بلاستوسیست ها در جنین های موشی می شود. 
بنابراین نتیجه می گیریم ملاتونین می تواند در مراحل معینی طی جنین زایی باعث تحریک تشکیل بلاستوسیست شود.( Ishizuka, Kuribayashi, Murai, Amemiya, & Itoh, 2000) 
ملاتونین دارای اثر مثبت در تکامل جنین دو سلولی موشی حاصل از  in vivoتا مرحله ی بلاستوسیست و بلاستوسیست های هچ شده می باشد . ملاتونین در غلظت 9-10 مولار درصد تکامل جنین های دو سلولی حاصل از IVF را افزایش می دهد و نرخ بلاستوسیست های حاصله در غلظت 6-10 تا 12-10 مولار به طور معنی داری نسبت به گروه کنترل افزایش می یابد. Tian et al., 2010))
در موش تاثیر غلظتهای مختلف ملاتونین بر روی IVM جنین های حاصل از پارتنوژنز نشان می دهد  که ملاتونین در غلظت4- 10 تا -106 مولارمیزان لقاح را افزایش می دهد و همچنین سبب افزایش میزان جنین های 4 سلولی و 8 سلولی و بلاستوسیست در مرز بین غلظت -106 تا 9-10 می گردد (Ishizuka et al., 2000). در خوک بعد ازIVF  ملاتونین در غلظت9 -10 دارای اثر مثبت برمیزان تسهیم جنین ها ومجموعه سلولها در بلاستوسیست ها می باشد اما اثری بر میزان بلاستوسیست جنین های حاصل از IVF ندارد (Rodriguez‐Osorio, Kim, Wang, Kaya, & Memili, 2007)  
اولین گزارش اثر ملاتونین درمحیط بلوغ بر بهبود تعدادسلولهای بلاستوسیست حاصل ازپارتنوژنز می باشد.  تسهیم اولیه به عنوان یک مارکر برای توان جنین در نظر گرفته شده است وبلاستوسیست های با تکامل سریع دارای کیفیت بالاتر وتوان تحمل در برابر فریز شدن می باشند(  (Rodriguez‐Osorio et al., 2007.
در مطالعه فعلی با بررسی اثر ملاتونین بر تکوین جنین های بدست آمده به روش پارتنوژنز مشخص شد که ملاتونین در غلظت -9 10 قادر به بهبود روند تسهیم در تخمک های  بالغ شده به روش IVM می باشند و از طرفی در همین غلظت سبب بهبود معنادار رسیدن جنین های مرحله تسهیم به مرحله بلاستوسیست شده است ، نتایج مطالعه فعلی در بهبود معنادار میزان تسهیم و رسیدن به بلاستوسیست در غلظت 9-10 با عملکرد هورمون در غلظت مشابه در خوک و در گاو مشابه می باشد. ( ,Tian et al., 2014 Shi et al., 2009)
ملاتونین قادربه بهبود روند تکامل جنین می باشد اما میزان بلاستوسیست می تواند به طور گسترده ای بسته به غلظت ملاتونین متفاوت باشد (Manjunatha, Devaraj, Gupta, Ravindra, & Nandi, 2009 & Danilova, Krupnik, Sugden, & Zhdanova, 2004 & Ishizuka et al., 2000 ) 
همچنین  مشاهدات نشان میدهد که ملاتونین اثر مثبت خود را در بلوغ اووسیتها و نرخ بلاستوسیستهای حاصل از پارتنوژنز و تعداد سلولهای درون بلاستوسیست به واسطه کاهش ROS انجام می دهد . (, Ishizuka et al., 2000 Kang et al., 2009) ؟
ملاتونین قادر به افزایش تعداد سلولهای بلاستوسیست می باشد که همراه با کاهش هسته های آپوپتوزی در جنین های خوکی حاصل از پارتنوژنز  پیش از لانه گزینی است ( Choi et al., 2008  ).    
احتمال دارد که اثر ملاتونین بر افزایش میزان کلیواژ و رسیدن به مرحله بلاستوسیست به واسطه کاهش میزان آپوپتوز و کاهش میزان Ros باشد چرا که Ros محرک پاسخ های آپوپتوزی وابسته به میتوکندری به فاکتورهای خارج سلولی می باشد ، Ref  
پس اضافه کردن آنتی اکسیدانتها به محیط کشت می تواند باعث کاهش آپوپتوز در جنین شده و در محیط کشت واسطه جلوگیری از آسیب ها ی آنتی اکسیدانتی شود، داده های فعلی با بعضی از آنتی اکسیدانتها نظیر ویتامین E  که یک آنتی اکسیدانت با سرعت حلالیت بالاست قابل مقایسه می باشد ، 
ویتامین E هم باعث افزایش توان تکاملی به سمت مرحله بلاستوسیست شده و ضمنا سبب افزایش تعداد سلولها در جنین  IVF میشود که به دنبال مهار پراکسیداسیون لیپیدهای غشایی بوده. ( Kitagawa, Suzuki, Yoneda, & Watanabe, 2004 ) 	Comment by saghar: عوض شود 
نتایج به دست آمده در مورد غلظت موثر ملاتونین بر میزان تکوین بلاستوسیست های حاصل از پارتنوژنز جنین های بزی  با داده های به دست آمده در مورد تاثیر هورمون بر میزان تکامل جنین ها در گاو متفاوت می باشد ،که احتمالا به علت وابسته بودن اثر هورمون به دز می باشد (Adriaens et al., 2006).	Comment by saghar: مقایسه با گاو
 بعلاوه اثر سودمند ملاتونین بر بهبود بلوغ و پیشرفت مراحل اولیه جنینی می تواند به علت اثر مثبت آن بر محافظت از جنین ها در برابر ROS باشد.( ( Reiter, Tan, Osuna, & Gitto, 2000میزان بالای ROS سبب آسیب رساندن به اسپرم و تخمک و جنین های حاصله شود و تیمار ملاتونین نیز سبب محافظت در برابر ROs می شود. Agarwal et al., 2003))
 اثرات اپی ژنتیک شامل اصلاحات در هیستونهاو در DNA می باشد و شامل تغییرات قابل توارث در بیان ژن که منجر به تغییر توالی DNA نمی شود؛ مجموعه خاصی از ژنها که در یک سلول بیان می شوند و عده ای دیگر که بیان نمی شوند و اختصاصات یک سلول را بیان می کنند که توسط اپی ژنتیک کنترل می گردد. (Goldberg et al., 2007 ) تغییرات اپی ژنتیکی همراه با برنامه ریزی مجدد در هسته و در سیتوپلاسم در سه مقطع زمانی قابل ارزیابی می باشد 1) گامتونز 2) تکامل در مرحله پیش لانه گزینی 3) در جنین های حاصل از کلونینگ 
اصلاحات اپی ژنتیکی فوق منجر به افزایش یا کاهش دستیابی چند فاکتور نسخه برداری به مواد ژنتیکی سلول شده که همراه با تغییر بیان ژن می باشد و از طرفی تغییرات محیطی ازجمله رژیم غذایی، استرس محیطی و مواد سرطان زا اپی ژنوم را تحت تاثیر خود قرار می دهد (Holliday & Pugh, 1996&  Choudhuri et al., 2010) ,Korkmaz et al., 2009 
تغییرات اپی ژنتیک را می توان با دو اتفاق مهم شناسایی نمود ابتدا بررسی الگوهای متیلاسیون در نواحی توالیهای ویژه  وسپس ارزیابی  تغییرات استیلاسیون در ریشه های لیزین یا آرژنین در هیستونها ، تغییرات اپی ژنتیک در روند کلونینگ شامل توانایی سیتوپلاسم اووسیت در برنامه ریزی مجدد هسته سلول دهنده [footnoteRef:108]می باشد (Bird, 1995)؟ [108:  Nuclear Reprogramming] 

DNA متیلاسیون نواحی CPG یکی از اصلاحات اپی زنتیکی می باشد که منجر به حفظ جایگاه متیلاسیون نرمال در اووسیت می شود(Imamura et al., 2005) (Ratnam et al., 2002  Heinzmann et al., 2011)
در سطح سراسری، DNA  اغلب هیپومتیله می باشدو در صورت افزایش متیلاسیون در جایگاههای CPG (هایپرمتیلاسیون ) همراه با خاموشی ژن می باشد که مشخص شده در ژنهای سرکوب کننده تومور با  کمک مهار کننده های DNMTs شامل مهار کننده های کوچک مولکول [footnoteRef:109]می توانند باعث کاهش متیلاسیون [footnoteRef:110]وافزایش بیان ژنهای سرکوب گر تومور شوند، مطالعات نشان میدهد که سطح بیان DNMT3b در روند تومورزایی افزایش می یابد (Robertson et al., 1999) [109:  Small molecule DNA inhibitors]  [110:  demethylation] 

 ملاتونین و متابولیت های آن قادر به مهار DNMTs به واسطه پوشاندن ژن هدف و یا به کمک بلوک کردن جایگاه فعال آنزیم می شوند ، (Menendez‐Pelaez et al., 1993; Tan, Manchester, Terron, Flores, & Reiter, 2007) از آنجا که الگوهای متیلاسیون طی تقسیم سلول به صورت کامل به نسل بعد انتقال داده می شود، پس مطالعه روند تغییرات آن تحت تاثیر کشت و بلوغ داخل آزمایشگاهی اووسیتها و مراحل بعدی تکوین جنینی قابل بررسی می باشد( Momparler & Bovenzi, 2000)
 DNMT1یک متیل ترانسفراز حفاظت شده می باشد که برای تشخیص نواحی همی متیله به کار می رود و فقدان این ژن سبب از دست رفتن متیلاسیون حفاظت شده [footnoteRef:111]می شود و از بیان صحیح ژنها به صورت مونوآللی طی پدیده Imprining جلوگیری می کند ، همچنین برای تکامل نرمال پستانداران ضروری می باشد و در بیان ژن به صورت سراسری ضروری بوده و یک مارکر مورفولوژیکی برای تمایز تخمک  به حساب می آید (Lodde et al., 2009). [111:  Maintanance Methylation] 

همچنین مطالعات نشان داده که با حفظ DNMT1 در سیتوپلاسم و ورود به مرحله متافاز 2 قادر به انتقال در مراحل بعدی ازجمله مرحله پیش لانه گزینی می شود که قادر به حفظ الگوهای متیلاسیون در مرحله پیش لانه گزینی خواهد شد . مطالعات نشان می دهد که ملاتونین بر روی بلوغ اووسیتهای گاوی اثر مثبت داشته است و از طرفی منجر به افزایش بیان ژن DNMT1a می شود (. Abecia, Forcada, Casao, & Palacin, 2008) . همچنین تغییر در بیان ژنها در مسیر IVM می تواند نشانه تغییرات اپی ژنتیکی ایجاد شده در روند بلوغ اووسیت در شرایط آزمایشگاهی باشد ، مطالعات در آزمایش فعلی نشان میدهد که ملاتونین در غلظت 10-12 دارای اثر کاهشی بر میزان بیان ژن DNMT1  می باشد که همراه با کاهش متیلاسیون می تواند در بهبود بیان و رونویسی سایر ژنهای موثر در رشد اووسیت موثر باشد ، .... ازجمله GDF1 موثر باشد  (Tian et al., 2014) . در سایر غلظتهای ملاتونین شامل غلظت 10-6  و 10 -9  تفاوت معناداری در بیان ژن Dnmt1 ایجاد نشده است . 
از طرفی با توجه به اینکه رشد اووسیت و بلوغ آن به طور قوی در برابر فاکتورهای محیطی  آسیب پذیر می باشد  ؛ این فاکتورها می توانند باعث القا تغییرات اپی ژنتیکی و همچنین تغییر در سطح نسخه برداری و سپس تغییر در بیان ژن شوند که در نهایت نقص جنینی و یا فقدان آن را سبب می شوند .( Choudhuri, Cui, & Klaassen, 2010) به طوریکه مطالعات نشان می دهد بیماری های نقص سیستم ایمنی ، ناپایداری سانترومری  با موتاسیون ژن DNMT3b همراه می باشد که منجر به عدم متیلاسیون DNA در برخی از نواحی ژنومی می گردد (Geiman et al., 2004 ).
DNMT3a و DNMT3b ازجمله آنزیمهای موثر درمسیر تنظیم اپی ژنتیکی اتفاقات سطح سلول اووسیت می باشد که هر دوآنزیم در ایجاد متیلاسیون از نو[footnoteRef:112] نقش دارند ، به طوری که مشخص شده بیان اولی تقریبا در همه بافتها و سلولها  یکسان بوده درحالیکه DNMT3b در سطح بسیار پایین تری در بافتها بیان می شودکه اسثنائا در سطح بافت بیضه و تیروئید و مغز استخوان میزان آن بالا می باشد(Xie et al., 1999) ، همچنین بیان متفاوت این دو آنزیم در گامتوژنز سلولهای نر نشان دهنده نقش متفاوت این دو آنزیم می باشد و اینکه جایگزین همدیگر نمی توانند باشند(Ramsahoye et al., 2000). [112:  De Novo Methylation] 

به علاوه مشخص شده DNMT3a  و DNMt3b  با DNMT1 وارد واکنش شده و باعث فعال شدن HDAC1 می گردد که منجر به داستیلاسیون هیستونها و درنتیجه کاهش بیان ژن می گردد ، به علاوه DNMT3a در مقایسه با DNMT1 فعالیت آنزیمی بسیار کمتری را نشان میدهد .( Hermann, Gowher, & Jeltsch, 2004) 
در مطالعه فعلی ملاتونین در غلظت 10-9 و  10-6 قادر به کاهش معنادار سطح DNMT3a می شود ،در حالیکه در غلظت 10-6 منجر به کاهش DNMT3b و در غلظت 10-12منجر به افزایش سطح DNMT3b می گردد . که با توجه به سطح میانگین بیان ژنDNMt3b میزان بیان DNMT3a کاهش بیشتری را نشان می دهد که احتمالا به دلیل میزان پایین بیان ژن DNMt3b در سطح اووسیت می باشد به طوریکه در کمترین غلظت ملاتونین منجر به افزایش سطح بیان DNMT3b شده است ، از طرفی کاهش بیان ژن Dnmt1 در غلظت 10 -12 بعلاوه کاهش بیان ژن DNMT3a در غلظت 10-6 و 10 -9  می تواند نشان دهنده تاثیر ملاتونین در غلظت های متفاوت باشد که یکی از دلایل آن وابسته بودن اثر هورمون به دز می باشد( ( Adriaens et al., 2006   
برای تکمیل داده های حاصل از بررسی ملاتونین بر تغییرات متیلاسیون ، تغییرات آن را درسطح هسته نیز اندازگیری نموده ، پس از مطالعه نواحی متیل سیتوزین بر روی DNA با کمک رنگ آمیزی ایمونوسیتوشیمی توسط آنتی بادی 5-methyl cytosine  متصل به FITC مشخص شد که ملاتونین درغلظت 10 -12 متیلاسیون را در سطح DNA نیز کاهش می دهد، پس نتایج حاصل با نتایج به دست آمده از بررسی اثر ملاتونین بر بیان ژنهای DNMT1  ,  DNMT3a و  DNMT3bمطابقت دارد .
 که به دنبال اثرات اپی ژنتیکی و تسهیل کننده بیان ژن توسط این هورمون می باشد ، مطالعات قبلی نشان می دهد که ملاتونین با مهار آنزیم DNA متیل ترانسفراز مانع متیلاسیون DNA می شود و باتوجه به نقش DNMTs در کاهش بیان ژن های موثر در تقسمیات کلیواژی و جلوگیری از تقسیمات سلولی در مراحل تکاملی رویان، ملاتونین دارای توانایی لازم برای بهبود تقسیمات سلولی در هنگام کلیواژ و بهبود بیان ژن های موثر در تکامل رویان می باشد (Adriaens, Jacquet, Cortvrindt, Janssen, & Smitz, 2006 & L. Shi & Wu, 2009 ) 
mRNA های مربوط به HAT1  همرمان با نسخه برداری در سطح اووسیت دارای میزان فراوانی بوده ، اما مطالعات نشان میدهد که IVM سبب تخریب عملکرد آنزیمهای HAT1 و HDAC1 در طی دوره برنامه ریزی مجدد اپی ژنتیکی در اووسیت می شود که در نهایت منجر به تغییرات اپی ژنتیک گردیده ( N. Wang et al., 2010).،
 از طرفی استیلاسیون هیستونها سبب افزایش نسخه برداری از ژن و متیلاسیون هیستونها از جمله H3K9 سبب کاهش نسخه برداری می گردد ، از طرفی در بین اصلاحات هیستونی استیلاسیون هیستون بیشتر رخ می دهدrEF  و به همین علت در مطالعه فعلی به بررسی تغییرات آن پس از تیمار ملاتونین و طی IVM پرداخته شد . 
ملاتونین در غلظت  12-10 منجر به افزایش سطح استیلاسیون H4K12  می شود که پیامد آن افزایش سطح نسخه برداری و افزایش رونویسی از ژن در مرحله رشد و بلوغ اووسیت می شود . (Fair et al., 2004 &Gavazzo, Vergani, Mascetti, & Nicolini, 1997)
از آنجا که فعالیتهای ملاتونین به واسطه گیرنده های غشایی در هسته و یا در سیتوپلاسم انجام می شود این گیرنده ها شامل MTNR1A و MTNR1B می باشد که در ارتباط با عملکردهای تنظیمات دوره ای ازجمله تنظیمات تولید مثلی می باشد ، اما عملکرد آنتی اکسیدانتی آن شامل محافظت در برابر امواج رادیویی ، تابش اشعه ماورا بنفش ، جراحات و سمیت فلزات سنگین و الکل و سمیت دارو مستقل از رسپتور است،(Radogna, Nuccitelli, et al., 2009 &El‐Raey et al., 2011)
 بیان ژنهای MT1 وMT2 را در سلولهای کومولوس، گرانولوزا و اووسیتهای نمونه گاوی به روش RT-PCR و با کمک تکنیک وسترن بلات و به روش ایمونوسیتوشیمی تایید شده است (X. Tian et al., 2014) به علاوه آگونیست هورمون یعنی Ilk-7 اثر مشابه ملاتونین را دارد و آنتاگونیست این هورمون(Luzindole)  اثر تقویتی ملاتونین را مهار می کند( Tian et al., 2014).مطالعات قبلی در خوک نشان داده که با جداسازی سلولهای کومولوس از اووسیت ژنهای رسپتوری Mt1 و Mt2 در سلولهای کومولوس و در سلولهای گرانولوزا قادر به اندازه گیری می باشد( Kang et al., 2009) 
در گاو رسپتور  MTNR1A در مجموعه  COCS[footnoteRef:113] بیان می شود ، در حالیکه MtNR1B فقط در اووسیتها بیان می شود (Tian et al., 2010&El‐Raey et al., 2011)  [113:  Cumulus oocyte complex] 

در مطالعه فعلی با سنجش بیان ژنMTNR1A  در سطح اووسیت و کومولوس ، حضورگیرنده برای اولین بار در هر دوسلول به روش RT-PCR تایید گردید، که منطبق با نتایج بدست آمده قبلی در ارتباط با بیان ژن های مربوطه در سلولهای  کومولوس و اووسیت در گاو و در خوک می باشد. 
2-5- نتیجه گیری :
یکی ازنتایج به دست امده از تیمار محیط کشت به کمک ملاتونین بهبود بلوغ هسته ای در غلظت 9-10 می  باشد که در مقایسه با سایر غلظتها تاثیر مطلوبتری بر میزان بلوغ اووسیتهای نارس دارد ، و این در حالیست که غلظتهای 6-10 و -1012  ملاتونین  منجر به افزایش بلوغ اووسیتها می شود ولی درمقایسه با غلظت 10-9 این تاثیر معنادار نیست ، همچنین بلوغ سیتوپلاسمی اووسیتها درهر سه غلظت به کار رفته ملاتونین افزایش معنادار یافته است ، که می توان نتیجه گیری کرد که ملاتونین با افزایش میزان گلوتاتیون توانسته بلوغ سیتوپلاسمی اووسیتها را به میزان قابل توجهی افرایش دهد که با محافظت در برابر اثرات استرس اکسیداتیو و   Ros تولیدشده همراه می باشد و از طرفی افزایش میزان گلوتاتیون توسط اووسیت های بزی تابع میزان غلظت مشخصی از ملاتونین نمی باشد ، با توجه به تاثیرات متفاوت غلظت های ملاتونین در بلوغ هسته ای و سیتوپلاسمی می توان نتیجه گرفت که ملاتونین دارای اثرات وابسته به غلظت می باشد ،از آنجا  که  غلظت آنتی اکسیدانتها بیشتر یا کمتر از حد نرمال دارای اثرات سمی بر بلوغ اووسیتها و جنین ها می باشد می توان نتیجه گرفت که تاثیرات متفاوت ملاتونین در غلظت های متنوع ناشی از اثر غلظتهای مختلف آنتی اکسیدانت ها در محیط کشت می باشد .همچنین در این مطالعه برای اولین بار جهت بررسی بلوغ سیتوپلاسمی تخمک میزان گلوتاتیون را با رنگ آمیزی cell tracker blue  سنجش نمودیم .
بررسی توان تکاملی اووسیتهای مرحله متافازII پس از تاثیر ملاتونین به روش پارتنوژنز تعیین گردید،نتایج نشان می دهد که ملاتونین توانسته است در غلظت 10-9  میزان کلیواژ و بلاستوسیست را افزایش بدهد که با توجه به مطالعات گذشته می توان نتیجه گرفت غلظتهای پایین ملاتونین بر کاهش میزان کلیواژ و بلاستوسیست به عنوان معیار تکوین جنین دارای اثرات مفیدتری می باشد .و از طرفی روش استفاده شده در مطالعه فعلی برای تولید جنین های پارتنوژنیک به کمک اووسیت هایی صورت می گیرد که در مرحله قبل دارای پتانسیل بالایی جهت انجام میوز می باشند،و برای القائ میوز از ترکیب یونوماسین جهت فعالساز ی اووسیت استفاده گردید، 
میزان ROS تولید شده در محیط کشت تحت تاثیر کمترین غلظت ملاتونین کاهش معناداری را نشان می دهد که هم منجر به القاء میوز و تولید Polar Body می شود، و هم منجر به افزایش میزان بلوغ هسته ای و سیتوپلاسمی می شود، که با مطالعات قبلی در مورد خوک و گاو مطابقت دارد . همچنین به علت اثرات مختلف محیطی بر محیط IVM  ازجمله تغییرات دما ، اکسیژن و  تفاوت شرایط داخل آزمایشگاه با بدن ، تقویت محیط کشت با کمک آنتی اکسیدانت ها می تواند در بهبود نتایج حاصل از تکوین جنین های حاصل از بلوغ اووسیت موثر باشد که نتایج نشان می دهد ملاتونین سبب بهبود معنادار میزان کلیواز و بلاستوسیست جنین هادر مقایسه با گروه کنترل شده است .  
از طرفی باتوجه به تاثیرات اپی ژنتیکی ملاتونین در سطح رونویسی و بیان ژن قادر به کاهش آنزیمهای موثر در متیلاسیون DNA شده است به طوریکه نتایج نشان می دهد  تحت تاثیر تیمار ملاتونین  10-12 سطح DNMT1, 3b در اووسیت  کاهش یافته است ،  که با نتایج حاصل از بررسی ایمونو سیتوشیمی در سنجش متیلاسیون در سطح DNA نیز مطابقت دارد ، با توجه به نفش استیلاسیون در تغییرات کروماتین و هیستونها و بیان ژن ، مطالعه حاضر نشان می دهد که ملاتونین در هر سه غلظت خود قادر به کاهش آنزیم HAT در بلاستوسیست ها شده است و از طرفی در غلظت 10-12  ملاتونین سبب بهبود استیلاسیون هیستونها در اووسیت می شود که در مجوع سبب افزایش سطح رونویسی و بیان ژن می گردد، می توان نتیجه گیری کرد که  عملکرد اپی ژنتیکی ملاتونین سبب القائ تغییرات در سطح آنزیمهای موثر در اصلاحات DNA و هیستونها می گردد که در نهایت منجر به بهبود شرایط IVM می شود .  
2-6- پیشنهادات 
1. بررسی بیان ژن گیرنده ملاتونین MTNR1a در سلولهای کومولوس و تخمک بزی بابه کارگیری تکنیک وسترن بلات و ایمونوفلورسانس 
2. بررسی بیان ژنهای مربوط به گسترش سلولهای کومولوس Expsnsion)) ازجمله PTX3 و یا Has 1,2 
3. بررسی بیان ژنهای موثر در بلوغ اووسیت های بزی ازجمله GDF9 و  MARF1 
4. بررسی تغییرات متیلاسیون و آنزیمهای متیل ترانسفراز همزمان با افزایش سن در تخمکهای حاصل از IVM  
5. برررسی تغییرات آنزیمهای موثر در استیلاسیون و داستیلاسیون هیستونها در اووسیت و جنین های دوسلولی ، چهار سلولی وهشت سلولی و بلاستوسیست به دست آمده  پس از IVM  
6. بررسی تاثیر ملاتونین در غلظتهای مورد مطالعه در جنین های حاصل از IVF و مقایسه با اثر آن در جنین های به دست آمده از پارتنوژنز 
7. به کارگیری غلظت 10-9 ملاتونین در محیط های کشت آزمایشگاهی تخمک و جنین های دامی به عنوان  آنتی اکسیدانت موثر در در برابر سمیت رادیکالهای آزاد  
8. بررسی تاثیر ملاتونین در تغییرات اپی ژنتیکی سرطان های مرتبط با دستگاه تناسلی زنان ازجمله سندرم تخمدان پلی کیستیک 
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Abstract: 
THE EFFECT OF MELATONIN ON IN VITRO MATURATION AND EMBRYO DEVELOPMENT OF IMMATURE GOAT OOCYTE AND   IT’S EPIGENETIC MODIFICATION 

In assisted reproductive techniques and in vitro fertilization, high quality sperm and oocyte in tolerance stress of laboratory environment together with posibility of fertilization are necessary, on the other hand the amount of implantation and birth from the embryos of maturated ovum in IVF is very seldom, so that the production of free oxygen radicals named ROS in medium has destructive effects on DNA structure of oocytes and effective elements on the growth and maturation of oocyte, hence enrich of medium with various hormonal and non-hormonal supplements is including the methods of improving IVM conditions, in this study with use of melatonin we examine it,s effect on improvement of  in vitro maturation of oocytes with consideration of its antioxidant roles and protective effect. Melatonin has also regulative role in epigenetic changes and modifications. Due to vast epigenetic changes from Gametogenesis to Preimplantation, we study Gene expression of effective enzymes on epigenetic corrections including DNA methyltransferases or DNMTs in oocytes and blastocysts affected of melatonin and after that we examine the changes of Histone acetylations in Histone H4K12 in oocytes.
Materials and methods:
After separation of follicles containing 2-6 mm diameter oocyte from goat ovary, we cultivate them in the enriched medium TCM199 including melatonin in 6-10,9 -10 , 12-10 doses and in a group without melatonin and after incubation in 5%co2 and 39c◦ conditions for 24 hours.We study oocytes with use of fluorescent microscope and Hoechst coloring to examine nuclear maturation. Then for measurement of cytoplasmic maturation in second group, we incubate cultured oocytes with melatonin in a medium containing Cell tracker blue color for 1 hour and measure the amount of Glutathione with Image j software. In addition,for measurement of ROS a Luminol reagent was utilized and the amount of produced ROS in medium was measured with use of Luminometer. Expression of enzymes DNMT1,3a,3b in the oocytes and blastocysts was measured after extraction of cDNA and results were determined with real time PCR and REST software, simultaneous examination of methyl cytosine changes in the surface of DNA was determined with immunohistochemistry method. Acetylation changes about Histone H4K12 were also measured, expression of gene related to MTNR1A melatonin receptor was determined in the Cumulus and oocyte cells with RT-PCR method.  
Results:
Examination of oocytes during IVM shows that melatonin in -109 concentration causes significant increase in nuclear maturation level (p<0.05), melatonin treatment in -1012 , 10-9 , 10 -6 concentrations also causes significant increase of cytoplasmicmaturation of oocytes compared with controlled group (p<0.05).Besides melatonin causes significant decrease of ROS level in -1012 concentration of melatonin (p<0.05). With consideration of melatonin effect in creation of epigenetic changes and interfered enzymes in these changes, Expression of DNMT3a,1 gene is affected of -1012 concentration of melatonin together with significant change, besides 10 -6 treatment of melatonin causes significant reduction in expression of DNMT3b gene (p<0.05).Examination of measuring DNA Methylationsimultaneouslyshows its significant level reduction in -1012 concentration of melatonin (p<0.05). Changes of H4K12Acetylation level also show that -1012 concentration of melatonin causes its significant level increase compared with control group. 

Discussion:
Oocyte maturation is one of the important periods for normal evolution and differentiation for an individual, oocyte genome epigenetically is exposed to reprogramming during meiosis, and after fertilization epigenetic symptoms are transferred from oocyte to powerful embryous in next generation. Epigenetic changes cause regulation of gene activity without changing the sequence of DNA and also are the sign of a sensitive stage to environmental changes. Oocyte growth and maturity are sensitive to environmental changes which induce epigenetic changes and cause regulation disorganization of expression of gene and also embryo faults. Epigenetic significant changes contain modifications in Histone level and DNA, and are related to changes in acetylation and methylation. Present study considered the effect of melatonin on epigenetic changes of oocyte cell and blastocysts caused by Parthenogenesisafter IVM. The results show that melatonin causes reduction of expression of gene of DNMT1,3a enzymes, therefore it causes decrease of DNA methylation an increase of transcript in gene surface. In addition to that, regarding the essential role of acetylation in Histones surface and its importance in regulation of expression of gene andcell proliferation during embryo evolution, the effect of melatonin on H4K12 acetylation shows that melatonin in least concentration causes significant increase of H4K12Ac which leads to increase of transcript and expression of effective genes on growth of oocyte. On the other hand, with addition of melatonin to IVM environment as an antioxidant and its protective role against free radicals, reduction of ROS level in least concentration of melatonin is in accordance with previous results in this regard in pigs and cows. Previous results show that melatonin in 10-9concentration causes increase of exit of polar body from oocyte and attainment to II metaphase in mice, pigs and cows which is consistent with the results obtained from present study. Glutathioneas an antioxidant and antitoxic agenthas varied roles in a cell and its amount in mature oocytes is more than immature oocytes. Melatonin treatment in all three concentrations causes significant increase of glutathione concentration in oocyte cells in II metaphase stage. The presence of melatonin receptor in surface of oocyte cell and cumulus from COCs collection shows vital role of this hormone in creation of epigenetic changes of oocyte after IVM for the first time.
Key words:
Melatonin, oocyte, IVM, DNMTs, H4K12Ac , ROS
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Figure 20.7 CNS pathway and mechanisms controlling
pineal indole metabolism in mammals.
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