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 خلاصه  

 

های حفظ  سازی فناوریای تخمک و فرآیند گرم کردن آن برای توسعه و بهینهدرک تأثیرات مولکولی انجماد شیشه 

از  II (MII) های بالغ در مرحله متافازویژه در زمینه پزشکی تولیدمثل، ضروری است. در این پژوهش، تخمکباروری، به

و   (scWGBS) سلولیسولفیت کل ژنوم تکیابی بیای، با استفاده از توالیآوری شده و پس از انجماد شیشه ها جمعموش

بررسی(scRNA-seq)  سلولیتک RNA یابیتوالی آن ،  روی  بر  مولکولی  عمیق  که  های  داد  نشان  نتایج  شد.  انجام  ها 

و بیان ژن  DNA های تازه، کاهش معناداری در سطح متیلاسیون جهانیهای منجمد شده در مقایسه با تخمکتخمک 

های با بیان  ژن با کاهش بیان مواجه بودند. ژن  ۳۳۲۱ژن با افزایش بیان و    ۱۴۲۶شده،  های شناساییداشتند. از میان ژن 

یافته به  های با بیان کاهشسازی شدند، در حالی که ژنیافته عمدتاً در مسیرهای یوبیکوئیتیناسیون هیستون غنیافزایش

عمدتاً در   (DMRs) شده متمایزمناطق متیله  .مرتبط بودند ATP دهی میتوکندری و متابولیسمفرآیندهایی نظیر سازمان

تر طور معناداری کوتاههای منجمد شده بهها شناسایی شدند و طول این مناطق در تخمک نواحی پروموتر، اینترون و اگزون ژن

 و DNA Tet1 ،Tet2  های دخیل در متیلاسیون نشان داد که سطح بیان دمیلازهایهای تازه بود. بررسی آنزیماز تخمک 

Tet3  ترانسفرازهاو متیل Dnmt3a و Dnmt3b تغییر معناداری نداشت، اما Dnmt1 و  kcnq1ot1  که نقش حیاتی در ،

آشکار     (GRN) کننده ژنیهای تنظیملیل شبکهطور چشمگیری کاهش یافتند. تحکنند، بهایفا می DNA حفظ متیلاسیون

های  علاوه بر این، کاهش بیان ژن  .دستی دارندهای پایینساخت که این دو ژن نقش کلیدی در تنظیم متیلاسیون و بیان ژن

ها  هایی را در زمینه کاهش توانایی رشد و باروری این تخمکای، نگرانیهای منجمد شیشهمرتبط با کیفیت تخمک در تخمک

های  ژنتیکی را در تخمکای بر بیان ژن و الگوهای اپیکند. این مطالعه برای اولین بار تأثیرات گسترده انجماد شیشه مطرح می

دهد. این نتایج  های انجماد و حفظ کیفیت تخمک ارائه میهای ارزشمندی برای بهبود روش سازد و دیدگاهموش آشکار می

 .دید برای افزایش کارایی حفظ باروری و کاهش اثرات منفی انجماد کمک کنندهای جتوانند به توسعه روشمی

 

 لقاح  لیپتانس رشد،  ییتوانا ژن، میژن، شبکه تنظ  انیب، DNA ونیلاسیمت انجماد تخمک،کلمات کلیدی:  
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 مقدمه   .1

  ، (ART)  یبارورکمک  یفناور  مهم   ی دستاوردها  از  یکی  عنوانبه(  Oocyte Cryopreservation; OC)  تخمک  انجماد

  یینارسا  همچون  یعوامل  لیدل  به  که  یزنان  یبرا  روش  ن یا.  است  کرده  فراهم  مختلف  طیشرا  در  را  زنان  یبارور  حفظ  امکان

  اثربخش   یروش  شوند،یم   مواجه  یبارور  کاهش  با  یدرمانیمیش  ا ی  یپرتودرمان   ،یجراح  ،یلگن   یهای ماریب  تخمدان،  زودرس

 را   OC  یبرا  تقاضا  ،یفرزندآور   در  ریتأخ  به  زنان  روزافزون  شیگرا  و  یزندگ  سبک  در  رییتغ   ن، یا  بر  علاوه.  شودیم  محسوب

  رخ  هاتخمک   تیفیک  و   ی تخمدان  یهاکول یفول  تعداد  در  ی عیطب  کاهش   سن،  ش یافزا  با.  است  داده  شیافزا  یتوجهقابل  طوربه

 (. ۱) دارد یبارور حفظ یهاروش به ازین ش یافزا و یبارور  کاهش بر  میمستق اثر امر نیا که دهد، یم

  ی اشهیش  انجماد  ندیفرآ که  اند داده  نشان   ها پژوهش بالا، یات یعمل  توان  با  ی ابییتوال  رینظ یستیز  یهایفناور  شرفتیپ  با

(vitrification  )ی الگوها  و   ژن  انیب  در  یمعنادار  راتییتغ  به  منجر  است  ممکن  تخمک،  یسلول  ساختار  حفظ  بر  علاوه  

  مانند   ی دیکل  ی هاژن   پروموتر  ینواح  در  DNA  ونیلاسیمت  سطح  که  اند داده  نشان  مطالعات  مثال،  یبرا.  شود  یکیژنتیاپ 

Oct4  و  Sox2  طیشرا  در  بالغ  یهاتخمک   به  نسبت  شده،  منجمد  یهاتخمک   در  in vivo،   افته ی   کاهش  یمعنادار  طوربه  

 از  حاصل  یهاست یبلاستوس  در  Snrpn  و  H19،  Peg3  مانند  یاشدهچاپ  یهاژن   در  ونیلاسیمت  کاهش  ن،یهمچن.  است

 (. ۲)بگذارند یمنف ریتأث نیجن رشد یی توانا و تیفیک بر است ممکن راتییتغ نیا. است شده گزارش منجمد  یهاتخمک 

  چاپ   یالگوها  حفظ  و  ژن  انیب  میتنظ  در  یمهم  نقش  ، یکیژنتیاپ   یدیکل  یندهایفرآ  از  یکی  عنوانبه   DNA  ونیلاسیمت

  از  شیپ   یهانیجن  یژنوم  مشخصات  شوند،یم   جادیا  تخمک  رشد  یط  در  که  ونیلاسیمت  ی الگوها  نیا.  کندیم  فا یا  ینیوالد

  شامل   ون،یلاسیمت  یهامیآنز.  رگذارندیتأث  تولد  از  پس   یزندگ   یحت  و   نیجن  گوت،یز  رشد  بر  و  کرده  نییتع  را  ینیگزلانه

DNMT3A   و  DNMT3B ،  د یجد  ونیلاسیمت  ی الگوها  جادیا  مسئول  (de novo  ) ،کهیدرحال  هستند  DNMT1  فه یوظ  

 ی بارور  توان  و  تیفیک   حفظ  در  یادیز  تیاهم  از  ها میآنز  نیا.  دارد  عهده  بر  را  DNA  ریتکث  ندیفرآ  ی ط  در  الگوها  نیا  حفظ

 (.۳)برخوردارند ها تخمک 

.  دارد  وجود  DNA  ونیلاسیمت  با  مرتبط  یهامیآنز  انیب  بر  یاشه یش  انجماد  ریتأث  درباره  یمحدود  شواهد  حال،  نیا  با

 سطح  در  رییتغ  به  جه،ینت  در  و  شده  هامیآنز  نیا  انیب  کاهش  باعث  است  ممکن  انجماد  ندیفرآ  که  اندداده  نشان  مطالعات  یبرخ

 تیفیک  و  راتییتغ  نیا   نیب  قیدق  رابطه  اندتوانسته  ی اندک  مطالعات   گر، ید  یسو  از.  شود  منجر  ی اتیح  ی هاژن  انیب  و  ونیلاسیمت

 (.5)کنند نییتب را منجمد  یهاتخمک از حاصل یهان یجن

  ی سلولتک  RNA  یابییتوال  و(  scWGBS)  یسلولتک  ژنوم  کل  تیسولفیب   یاب ییتوال  از  استفاده  با   مطالعه،  نیا  در

(scRNA-seq)،  ونیلاسیمت  بر  یاشه ی ش  انجماد   ریتأث  DNA   جینتا.  شد   یبررس  موش  ی هاتخمک  در  ژن  انیب  راتییتغ   و  

  با   کاهش  نیا.  است  افتهی   کاهش   یمعنادار  طوربه  منجمد  یهاتخمک  در  ژن  انی ب  و   DNA  ونیلاسیمت  سطح   که  داد   نشان

  لقاح  و  رشد  ییتوانا  با  مرتبط  یهاژن   شتریب  ن،یهمچن.  بود   مرتبط  kcnq1ot1  و  Dnmt1  رینظ  ی دیکل  یهاژن  انیب  کاهش

  ی مولکول   اثرات  از  جامع  دگاهید  کی  ارائه  با  مطالعه  نیا.  دادند  نشان  را  یمعنادار  کاهش  منجمد  یهاتخمک  در  هاتخمک 

 ت ی ف یک  حفظ  یبرا  ترنهیبه  یهاروش   توسعه  سازنه یزم  و   کرده  کمک  یفناور  نیا  راتیتأث  بهتر  شناخت  به  ،یاشه یش  انجماد

 . (.۴)بود  خواهد ART ییکارا بهبود و تخمک
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 ها. مواد و روش2

 حیوانات   .1- 2

هفته استفاده    ۸تا    ۶در سنین     Institute of Cancer Research (ICR)های ماده از نژاد  در این مطالعه، از موش

تهیه شده و در محیطی     .SPF (Specific Pathogen Free) Beijing Biotechnology Co., Ltdها از  شد. این موش

پاتوژنکنترل  از  ساعته، دمای    ۱۲های خاص نگهداری شدند. شرایط محیطی شامل چرخه روشنایی/تاریکی  شده و عاری 

نسبیدرجه سانتی ۲۳±۱  پایدار رطوبت  و  بود. موش  ۶0±5  گراد  آشامیدنی دسترسی  درصد  آب  و  استاندارد  غذای  به  ها 

 .های مناسب برای حفظ استانداردهای رفاه حیوانی جایگذاری شدندنامحدود داشتند و در قفس

های اخلاقی و مقررات مؤسسه جانورشناسی آکادمی علوم  های مرتبط با حیوانات بر اساس دستورالعمل تمام آزمایش

های پژوهش پیش از شروع، توسط کمیته اخلاق آزمایشگاهی حیوانات مورد بررسی و تأیید  چین طراحی و اجرا شد. پروتکل

ها برای کاهش هرگونه ناراحتی یا استرس برای حیوانات به کار گرفته شد و  قرار گرفتند. در طول پژوهش، تمامی تلاش

)کاهش تعداد حیوانات، جایگزینی     "۳R"اقدامات لازم برای رعایت استانداردهای رفاهی و اخلاقی حیوانات مطابق با اصول  

 .ها برای کاهش آسیب به حیوانات( اجرا گردیدهای غیر حیوانی و اصلاح روشروش

آوری شده از حیوانات، معتبر و بدون تأثیر  های جمع شده تضمین کرد که تمامی دادهاین شرایط استاندارد و کنترل 

 (. ۶)  .عوامل محیطی یا پاتوژنی باشد و امکان بررسی دقیق اثرات موردنظر در این مطالعه فراهم گردد

 مجموعه تخمک   .2- 2

 Institute of Cancer Researchهای ماده نژاد  ، از موشII (MII)   های بالغ در مرحله متافازآوری تخمک برای جمع 

(ICR)     المللی گنادوتروپین سرم مادیان  واحد بین ۱0ها با تزریق داخل صفاقی  هفته استفاده شد. این موش  ۸تا    ۶در سن

المللی گنادوتروپین جفتی  واحد بین ۱0ساعت، تزریق داخل صفاقی    ۴۸گذاری شدند. پس از  تحریک تخمک  (PMSG) باردار

 ساعت پس از تزریق ۱۲،  (COC)کومولوس -مجتمع تخمک.  گذاری انجام شدبرای تحریک نهایی تخمک (hCG) انسانی

hCG   آوری شدهای تخمدانی جمعاز لوله. 

درصد هیالورونیداز قرار داده شدند و به   0٫۲ها در محلول  COCهای کومولوس،  ها از سلولبرای جدا کردن تخمک 

تخمک برهنهآرامی هضم شدند.  تجاری   (denuded oocytes) های  به محیط کشت  دقت   ,M2 (Sigma, M7167با 

Shanghai, China)    هایی  ها تحت مشاهده میکروسکوپی قرار گرفتند. تخمکها، آنمنتقل شدند. برای تأیید بلوغ تخمک

 .شناسایی و تأیید شدند MII های بالغ در مرحلهعنوان تخمک که دارای جسم قطبی بودند، به

 :صورت تصادفی به دو گروه تقسیم شدندبه MII هایآوری، تخمک پس از جمع

مورد  DNA و متیلاسیون RNA (RNA-seq) یابیهای توالیها بلافاصله برای انجام آزمایشاین تخمک :گروه تازه  ▪

 .استفاده قرار گرفتند

های بعدی  در آزمایش (vitrification) ایها برای انجام فرآیندهای انجماد شیشه این تخمک   (n=117):  گروه انجماد ▪

 .مورد استفاده قرار گرفتند

های کشت مناسب، تضمین کرد که های هورمونی استاندارد و محیطآوری دقیق، با استفاده از محرکاین روش جمع 

ها به  های دقیق مولکولی آماده شوند. توزیع تصادفی تخمکها با کیفیت مطلوب و بدون آسیب برای انجام آزمایشتخمک 

های تازه و منجمد را فراهم  ها نیز به کاهش احتمال سوگیری در نتایج کمک کرد و امکان مقایسه دقیق بین تخمکگروه

 (. 7) .ساخت
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 انجماد و ذوب تخمک .  3- 2

 ES  شامل  انجماد،  طیمح  نوع  دو  یحاو  یتجار  کنندهخنک   ستمیس  کی  از  ها،تخمک  یاشه یش  انجماد  ندیفرآ  یبرا 

(Equilibration Solution)   و  VS (Vitrification Solution)  محصول  از   هامحلول   نیا.  شد  استفاده  Vitrolife 

RapidVit™ Oocyte (Vitrolife, 10121, Guangzhou, China)  ۱  مقدار  انجماد،  ندیفرآ  شروع  از  شیپ.  دندیگرد  هیته  

 . شد  گرم  گرادیسانت  درجه  ۳7  یدما  در  و  منتقل  Vitrolife  یچهارچاه  کشت  ظرف  کی  جداگانه  یهاچاهک  به  محلول  هر  از  تریلیلیم

 انکوبه  طیمح  نی ا  در  قهیدق  ۱0  مدت  به  و  شده  منتقل  ES  طیمح  به  ابتدا(  Denuded Oocytes)  برهنه  یهاتخمک 

 انتقال . شود یریجلوگ  هاآن  شدن قیرق از تا شدند منتقل VS طیمح به ممکن، حجم حداقل با هاتخمک نیا سپس،. شدند

 در  قهیدق  5  مدت  به  ونیانکوباس  از  پس.  گرفت  انجام  طیمح  نیا  با   شدهآماده  شیپ   از  پتیکروپ یم  کی  از  استفاده  با  VS  به

VS، مدت   به هاتخمک.  شدند برده  فرو عیما تروژنین در بلافاصله و  شده داده انتقال انجماد لهیم  کی  به سرعت به ها تخمک  

 (. ۸)شدند ینگهدار عیما تروژنین در روز ۳0

(  TE ، DS، WS1 ، WS2) ذوب محلول نوع  چهار شامل یتجار ذوب  ع یما ستمیس کی  از ها، تخمک ذوب ندیفرآ یبرا

 ,Vitrolife RapidWarm™ Oocyte (Vitrolife, 10122, Guangzhou  محصول  از  ها محلول  ن یا  که  شد   استفاده

China)  ی چندچاه  صفحه  کی   جداگانه  یهاچاهک  در  محلول  هر  از  تریلیلیم  ۱  مقدار  ذوب،  شروع  از  ش یپ .  دند یگرد  هی ته  

  سطح  یرو  و   گراد یسانت  درجه  ۳7  ی دما  در  هاتخمک  با  کار  مراحل  ی تمام .  شدند   گرم   گرادیسانت  درجه  ۳7  یدما  در   و  عیتوز

 . شد انجام گرم

.  شدند  یآورجمع   ها تخمک  و  خارج  عیما  تروژنین  از   منجمد،  ی هاتخمک  یحاو  Vitrolife Rapid-i  انجماد  ستمیس

 : شدند منتقل ریز یهامحلول  به بیترت به منجمد  یهاتخمک 

TE قهیدق ۱ مدت به 

DS قهیدق ۳ مدت به 

WS1 قهیدق 5 مدت به 

  محلول   به  هاتخمک  ن یا  سپس، .  شدند  انکوبه  قهیدق  ۱0  تا   5  مدت   به   و   شده   منتقل  WS2  طیمح  به   ها تخمک  ت، ینها  در

 محلول .  گرفتند  قرار  انکوباتور  در  CO2  درصد  5  و  گرادیسانت  درجه  ۳7  یدما  در  ساعت  ۲  مدت  به  و  شده  منتقل  تعادل

  ن یجن  سرم  درصد  ۱0  همراه  به  TCM-199 (Thermo Fisher, 12350039, Shanghai, China)  طیمح  شامل   تعادل

 . بود( FBS; Thermo Fisher, 30044333, Shanghai, China)  گاو

 DNA ونیلاسیمت و  RNA (RNA-seq) یاب ییتوال یهالیتحل یبرا  ذوب و  انجماد از پس   زنده یهاتخمک ان، ی پا در

  یطراح نیا. بود تخمک ده  ی حاو تکرار هر که  بودند یک یولوژیب تکرار  سه شامل منجمد و  تازه  گروه  دو  هر . شدند یآورجمع 

 (. 9)نمود حاصل نانیاطم جینتا یریتکرارپذ  و صحت از و  کرد  فراهم را ها گروه  نیب قیدق سهیمقا امکان یشیآزما

 های خام یابی و پردازش داده، توالیRNA-seq  سلولیساخت کتابخانه تک.  4- 2

 ,.Annoroad Gene Technologies Coیابی توسط شرکت  سلولی و توالیتک  RNA-seq فرآیند ساخت کتابخانه

Ltd. (Beijing, China)   تازه و تخمکانجام شد. تخمک لوله های منجمد و ذوبهای  به  لیز و شده  های حاوی محلول 

استفاده    Smart-Seq2جلوگیری شود. برای تهیه کتابخانه، از پروتکل   RNA بازدارنده ریبونوکلئاز منتقل شدند تا از تخریب

 :مراحل ساخت کتابخانه .است RNA-seq سلولیهای پیشرفته در تکشد که یکی از روش
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 cDNA به RNA تبدیل.  1- 4- 2

آدنیله را هدف  پلی   RNAبرای آغاز فرآیند رونویسی معکوس استفاده شد. این پرایمر،     Oligo-dTاز یک پرایمر   ▪

 .رشته اول را سنتز کرد cDNA قرار داده و

 .انجام شد cDNA سازیبرای غنی  PCRپس از آن، واکنش تقویت با  ▪

 .ها حذف شوندسازی شدند تا ناخالصیخالص (magbeads) با استفاده از ذرات مغناطیسی cDNA محصولات ▪

 

 cDNA کنترل کیفیت و بررسی تولید.  2- 4- 2

 Agilent 2100و   Qubit® 3.0 Fluorometerهای  تولید شده، از دستگاه cDNA برای ارزیابی کیفیت و کمیت ▪

Bioanalyzer استفاده شد. 

 .ها تأیید شدبود که با نتایج حاصل از این دستگاه (kb) کیلوباز ۲-۱مورد انتظار حدود  cDNA طول محصولات ▪

 

 cDNA   برش تصادفی.  3- 4- 2

▪ cDNA   یابی  سازی کتابخانه توالیصورت تصادفی با استفاده از امواج اولتراسونیک برای آمادهتولید شده بهIllumina 

 .برش داده شد

 

 سازی کتابخانه آماده.  4- 4- 2

 .تهیه شدند Illumina با استفاده از پروتکل استاندارد cDNA هایپس از برش، کتابخانه ▪

 StepOnePlus™ Real-Timeو     PerkinElmer LabChip® GX Touchهای  ها با دستگاهکیفیت کتابخانه ▪

PCR System  بررسی شد. 

 

 یابی توالی.  5- 4- 2

روی پلتفرم   (PE150) بازجفت  ۱50با طول   (Paired-End; PE) پایهیابی جفتهای واجد شرایط برای توالیکتابخانه ▪

Illumina HiSeq  بارگذاری شدند. 

 

 های خام پردازش داده.  6- 4- 2

میلیون خوانش  ۸/۴0میلیون بود که پس از فرآیند کنترل کیفی،   ۱/۴۲های خام تولید شده  در مجموع، تعداد خوانش 

 :ها، مراحل زیر انجام شدتمیز به دست آمد. برای حذف خطاها و بهبود کیفیت داده

 :های محدودهای آلوده و مکانحذف توالی ▪

 .ها حذف شدندباز بود، آنجفت  ۳0های آلوده کمتر از ها پس از حذف توالیاگر طول خوانش 

 :های حاوی آداپتورها حذف خوانش ▪

 .هر خوانش حاوی توالی آداپتور حذف گردید

 :های با کیفیت پایین حذف خوانش ▪

 .داشتند، حذف شدند  Q19ها کیفیت کمتر از درصد بازهای آن 50هایی که بیش از نش اخو

 : N  های حاوی نسبت بالایحذف خوانش ▪

 .درصد بود، کل خوانش حذف شد 5در یک انتها بیش از  N های زوجی، اگر نسبت بازهایدر خوانش

 ترازی با ژنوم مرجعهم ▪
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شمارش    برای.  تراز شدندهم (mm9 assembly) به ژنوم مرجع موش   HISAT2افزار  های تمیز با استفاده از نرمخوانش 

 .استفاده شد  HTSeq-countتراز شده، از ابزار فرد همطور منحصربه های بهخوانش 

ها را تضمین کرد و امکان ها، کیفیت بالای خوانشاین فرآیند دقیق و استاندارد برای تولید کتابخانه و پردازش داده

های قابل  را فراهم آورد. استفاده از مراحل کنترل کیفیت چندگانه و ابزارهای پیشرفته، داده RNA-seq های دقیقتحلیل

   (.۱0)های بعدی بیان ژن و شناسایی تغییرات ناشی از انجماد تخمک ضروری بودنداعتمادی ارائه داد که برای تحلیل

 خام   یهاداده  پردازش  و  ی ابییتوال  ،DNA  ونی لاسیمت  کتابخانه   ساخت.  5- 2

  روش   نیا.  شد  استفاده(  scWGBS)  یسلولتک  ژنوم  کل  تیسولفیب  یابییتوال  از  ،DNA  ونیلاسیمت  ییشناسا  یبرا

  شده  ذوب-منجمد  و  تازه   یهاتخمک.  کند یم   فراهم   یسلولتک  سطح  در  را  DNA  ونیلاسیمت  قیدق  راتییتغ  یبررس  امکان

 : کتابخانه ساخت مراحل .شدند  استفاده شیآزما نیا یبرا

 

 DNA  یسازآماده. 1- 5- 2

 . شدند  پردازش DNA یجداساز یبرا زیل محلول از استفاده  با شده ذوب -منجمد و  تازه یهاتخمک 

  ی هان یتوزیس  نی ب  زیتما  امکان  ندیفرآ  نیا.  شدند  لیتبد  تیسولفیب  به  DNA  در  لهیرمت یغ   یهان یتوزیس  مرحله،  نیا  در

 . کند یم  فراهم یبعد  مراحل در را لهیرمتیغ  و لهیمت

 

 DNA  ریتکث  و   سنتز.  2- 5- 2

 منظوربه  ندیفرآ  نیا.  شد  انجام   DNA  دوم   و   اول  ی هارشته   جاد یا  یبرا  PCR  ریتکث  و  سنتز  ت،یسولفیب  لیتبد  از  پس

 .گرفت انجام یسلولتک  یارشتهدو DNA ی هاکتابخانه دیتول و لیتکم

 

 کتابخانه   تیفیک  یابیارز و یسازخالص.  3- 5- 2

 . شدند یسازخالص یسیمغناط ذرات از  استفاده با  دشده یتول یهاکتابخانه

 StepOnePlus™ Real-Time PCR  و  Agilent Bioanalyzer  یهادستگاه  با  هاکتابخانه  تیکم و تیفیک  یابیارز

System شود حاصل نانیاطم هاکتابخانه یکارآمد  و صحت از تا شد انجام. 

 

 ی ابییتوال.  4- 5- 2

 پلتفرم   یرو(  PE125)  بازجفت  ۱۲5  طول  با(  Paired-End)  هیپاجفت  یاب ییتوال  یبرا  شده خالص  یهاکتابخانه

Illumina HiSeq 2500 شدند یبارگذار . 

 

 خام   یها داده  پردازش.  5- 5- 2

 خام  یهاداده کردن لتریف ▪

  و   زینو  حذف  یبرا   ریز  مراحل.  شدند  پردازش  Trimmomatic (v0.36)  افزارنرم   از  استفاده   با  خام   یابی یتوال  یهاداده

 :گرفت   انجام هاداده تیفیک شیافزا

 ILLUMINACLIP:Adapter.fa:2:30:10 پارامتر از استفاده با  آداپتور یحاو ی هایتوال حذف

 SLIDINGWINDOW:4:15  پارامتر  و  ییکشو  پنجره  روش  از  استفاده  با   ها خوانش   در  نییپا  تیفیک  با  یهاهیپا  حذف
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 LEADING:3  پارامتر  از  استفاده  با  هاخوانش  یانتها   دو  هر  در  N  یدارا  ا ی  Q3  از   کمتر  تیفیک  با   یهاهیپا  حذف

TRAILING:3 

 MINLEN:36 پارامتر با دینوکلئوت ۳۶ از کمتر طول با ییهاخوانش حذف

 . شد  بالا تیفیک با  و زیتم ی هاداده  از یامجموعه دیتول به منجر مراحل نیا
 

 مرجع ژنوم با یترازهم ▪

 . شدند ترازهم( mm9 assembly) موش مرجع ژنوم به Bismark (v0.16.3) افزارنرم از استفاده  با زیتم  یهاداده

  G-to-A  و   C-to-T یهالیتبد  تحت  بیترتبه  مرجع  ژنوم  و  DNA یهای توال  ون،یلاسیمت ییشناسا  تیقابل  جادیا  یبرا

 سهیمقا  چهار  از  جهینت  نیبهتر  و   شدند   ترازهم  مرجع  ژنوم  شدهلیتبد  نسخه  با   شده لیتبد  یهاخوانش  سپس  . گرفتند  قرار

 .دیگرد انتخاب یمواز
 

 ونیلاسیمت اطلاعات لیتحل ▪

  پس   .گرفتند  قرار  استفاده  مورد  یبعد  یهالیتحل  یبرا  شدند،  ترازهم  ژنوم  به  فردبه منحصر  طوربه  که  یی هاخوانش  تنها

  ی دستنییپا  یهالیتحل انجام و نیتوزیس ونیلاسیمت به مربوط اطلاعات استخراج یبرا هاداده نیا ،یترازهم تیفیک دییتأ  از

  امکان   DNA  ونیلاسی مت  یهاداده  لیتحل  و  کتابخانه  دیتول  یبرا  قیدق  و   جامع  روش  نیا  . شدند   استفاده  DNA  ونیلاسیمت

 از   استفاده   و  چندگانه  یفیک  کنترل  مراحل.  کرد  فراهم  را  هاتخمک   یاشه یش  انجماد  از  ی ناش  یکیژنتیاپ   راتییتغ  یبررس

 ی برا  ییبالا  اعتبار  و  دقت  از  یی نها  یهاداده  که  کرد  نی تضم  Bismark  و  Trimmomatic  مانند  شرفتهیپ   یافزارهانرم

 م یتنظ  و  DNA  ونیلاسیمت  بر  یاشه یش  انجماد  ریتأث  درک  یبرا  یمحکم  یمبنا  هاداده  نیا.  باشند  برخوردار  قیعم  یهالیتحل

 . آورد فراهم  یژن

  DNAتجزیه و تحلیل همبستگی متیلاسیون  .  6- 2

های مطالعه، از بین گروه DNA های متیلاسیونهای بیولوژیکی و بررسی تفاوتبه منظور ارزیابی تکرارپذیری نمونه

ای برای تحلیل طور گستردهاستفاده شد. این روش به  (kb) کیلوباز ۲با اندازه   (Sliding Window) روش پنجره کشویی

 .رودهای تکراری به کار میها در نمونه تغییرات متیلاسیون در مناطق ژنومی و تعیین پایداری داده
 

 روش کار .  1- 6- 2

 محاسبه سطح متیلاسیون  ▪

های سیتوزین در  های متیله به کل تعداد سایتبرای هر پنجره با استفاده از نسبت تعداد سیتوزین "سطح متیلاسیون"

 .دهنده شدت متیلاسیون در هر ناحیه خاص از ژنوم استآن پنجره محاسبه شد. این نسبت نشان

 ها محاسبه همبستگی بین نمونه ▪

متیلاسیون همبستگی  ارزیابی  نمونه DNA برای  ضریب  بین  از  منجمد(،  و  تازه  گروه  )تکرارهای  بیولوژیکی  های 

دهد  ها ارائه میاستفاده شد. این ضریب معیاری از میزان مشابهت الگوهای متیلاسیون بین نمونه  (PCC) همبستگی پیرسون

 .دهدها را نشان میو دقت و تکرارپذیری آزمایش

 تحلیل پنجره کشویی ▪

 .کیلوباز تقسیم شد و سطح متیلاسیون در هر پنجره محاسبه گردید ۲هایی با اندازه کل ژنوم به پنجره
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های مختلف مقایسه شد تا نواحی با  پیرسون بین گروهنتایج متیلاسیون در هر پنجره با استفاده از ضریب همبستگی  

 .های معنادار مشخص شوندتفاوت

 نتایج و تفسیر ▪

های تکراری از هر گروه )تازه  های بیولوژیکی بالا بوده و همبستگی بین نمونهها نشان دادند که تکرارپذیری نمونهداده  -

 .(PCC > 0.9) و منجمد( قوی است

تفاوتدر مقایسه بین گروه  - ژنومی مشاهده شد.   DNA توجهی در سطح متیلاسیونهای قابلها،  نواحی خاص  در 

 .ژنی بودندها و مناطق میانها، اینترونهای معنادار شامل پروموترها، اگزوننواحی دارای تفاوت

ها مشاهده شد، در حالی که سطح  ویژه در مناطق پروموتر و اینترونهای منجمد بهکاهش متیلاسیون در گروه تخمک  -

 .ها تغییر معناداری نداشتUTR ها و متیلاسیون در اگزون 

 

 اهمیت این تحلیل ▪

کیلوباز امکان بررسی دقیق و مقایسه الگوهای متیلاسیون را در کل ژنوم فراهم کرد. این   ۲استفاده از پنجره کشویی  -

 .های آزمایشی بسیار کارآمد استگروهبین  DNA ای در متیلاسیونرویکرد برای شناسایی تغییرات منطقه 

ارائه داد   DNA های متیلاسیونتحلیل همبستگی پیرسون اطلاعات ارزشمندی در مورد تکرارپذیری و کیفیت داده  -

 .های تولید شده را تضمین کردو اطمینان از صحت داده

انجماد شیشه  فرآیند  پنجره کشویی نشان داد که  از  استفاده  به تغییرات معناداری در تحلیل همبستگی و  ای منجر 

ژنومی می DNA الگوهای متیلاسیون نواحی خاص  بیان ژن در  بر تنظیم  تغییرات ممکن است  این  و فرآیندهای  شود.  ها 

 .کنندها را برجسته میهای بیشتر برای ارزیابی اثرات عملکردی آنسلولی مرتبط تأثیرگذار باشند و نیاز به بررسی

 سطوح متیلاسیون  کل ژنوم و ناحیه عملکردی .  7- 2

  ها، گروه  نیب  ونیلاسیمت  یهاتفاوت  لیتحل  و  مختلف  یهانمونه   در  DNA  ونیلاسیمت  تیوضع  جامع  یبررس  منظوربه

 ت یسولفیب  یهاداده  از  استفاده   با  لیتحل  نیا.  شد  انجام  خاص  یعملکرد  ینواح  و  ژنوم  کل  در  ونی لاسیمت  سطوح  لیتحل

 . شدند یابیارز خاص  مناطق  و یژنوم سطح  در ونیلاسیمت  یالگوها و گرفت انجام( scWGBS)  یابییتوال

 ژنوم  کل ونی لاسیمت سطوح محاسبه ▪

 یکل ونی لاسیمت سطوح محاسبه ▪

 ژنوم   در  CpG  ی هاتیسا  کل  به  لهیمت  یهان یتوزیس  تعداد  نسبت  از  استفاده  با  نمونه  هر  یبرا  ونیلاسیمت  یکل  سطح

 .داد ارائه ژنوم ونیلاسیمت سطح از یکل  یدگاه ی د شاخص،  نیا. شد محاسبه

  محاسبه   پنجره  هر  در  ونیلاسیمت  سطح  و  شد  میتقس(  kb)  لوبازیک  ۲  اندازه  با  ییهاپنجره  به  ژنوم  تر،ق یدق  لیتحل  یبرا

 . کرد  فراهم را یموضع ونیلاسیمت یالگوها  یی شناسا امکان روش، نیا. دیگرد

 م یترس(  Violin Plot)  ولنیو ینمودارها  ها، گروه  نیب  ونیلاسیمت  ی کل سطح  یهاتفاوت  سهیمقا   یبرا  : یکیگراف  ش ینما

  فراهم  یاسه یمقا  صورتبه   را  ونیلاسیمت  یالگوها  در  راتییتغ  مشاهده امکان  ها، داده  عیتوز شینما  بر  علاوه  نمودارها  نیا.  شد

 . کردند

 ژنوم یعملکرد ینواح لیتحل ▪

  نشده ترجمه   هیناح   پروموترها،   شامل  یعملکرد  ینواح  در  ونیلاسیمت  سطح  :خاص  ینواح  در  ونیلاسیمت  محاسبه

(UTR)،  کدکننده  یهایتوال (CDS)، شد محاسبه جداگانه صورتبه ی ژننیب مناطق  و ها، نترونیا . 

 . گرفت انجام مختلف یعملکرد  مناطق در DNA ونیلاسیمت بر یاشه یش انجماد ریتأث درک هدف  با لیتحل نیا
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  ن یا.  شدند   میترس(  Box Plot)  یاجعبه   ینمودارها  ،ینواح  نیا  در  ونیلاسیمت  راتییتغ  شینما  یبرا  :هاداده  شینما

 . کردند فراهم یعملکرد هیناح هر  در را هاداده محدوده  و انهیم ،ی پراکندگ  مشاهده  امکان نمودارها

 :ریتفس و  جینتا

.  شد   مشاهده   منجمد  و  تازه   یهاتخمک   نیب  ونیلاسیمت  ی کل   سطوح  در  یمعنادار  یها تفاوت  :ونیلاسیمت  یکل  سطوح

 . بود تازه یهاتخمک  از ترنیی پا  یتوجهقابل طوربه منجمد یهاتخمک در یکل ونیلاسیمت سطح

  تازه  گروه  که  یحال   در  بود،   ترناهمگن  و  ترگسترده  منجمد  گروه  در  ونی لاسیمت  عیتوز  که  دادند  نشان  ولنیو  ینمودارها

 .داشت یترکنواخت ی ونیلاسیمت یالگوها

 شتریب  یمعنادار  طوربه  منجمد  گروه   در  ها نترون یا  و  پروموتر  ینواح  در  ونیلاسیمت  سطح  کاهش  :یعملکرد  یهاهیناح

 . باشد داشته ژن انیب میتنظ بر یمیمستق ریتأث تواندیم کاهش  نیا. بود

 . نداد نشان یمعنادار  رییتغ( UTR) نشدهترجمه  هیناح و ( CDS) کدکننده  یهایتوال در ونیلاسیمت سطح مقابل،  در

  و  یساختار  راتیی تغ  به  است  ممکن  که  بود،   کمتر  ی کل  طوربه  منجمد   گروه   در  ونی لاسیمت  سطح   ،ی ژننیب  ینواح  در

 . باشد مربوط  ینیکرومات ماتیتنظ

 ژنوم   کل  ونیلاسیمت  سطح  در  یمعنادار  راتییتغ  به   تواندیم  یاشهیش  انجماد  که  داد  نشان  لیتحل  نیا  :لیتحل  تیاهم

  یندهایفرآ  و   ها ژن  میتنظ   بر   یاعمده  راتیتأث  است  ممکن  راتییتغ  ن یا.  شود  منجر  هانترونیا  و   پروموتر  ینواح  در  ژه یوبه  و

 . باشند داشته یبارور و تخمک تیفیک  با مرتبط یستیز

  یی شناسا  به  و  کرد  فراهم  را  ونی لاسیمت  راتییتغ  یاسهیمقا  و  قیدق  تجسم  امکان  یاجعبه  و  ولنیو  ینمودارها  از  استفاده

 .نمود کمک انجماد به حساس مناطق

.  دارد  ژنوم  یدیکل   ینواح  در  DNA  ونیلاسیمت  بر  یاگسترده  راتیتأث  یاشهیش  انجماد  که   دهند یم  نشان  ها افتهی  نیا

  حفظ   یهاروش   یسازنهیبه  و  انجماد  از  یناش  بیآس  یمولکول  یهاسمیمکان  بهتر  درک  به  تواندیم  راتییتغ  نیا  قیدق  لیتحل

 . کند کمک یبارور

 (DEGs) های با بیان متفاوتو ژن (DMRs) شناسایی مناطق متیله متفاوت.  8- 2

متفاوتبه متیله  مناطق  شناسایی  ژن  (Differentially Methylated Regions; DMRs) منظور  بیان  و  با  های 

های محاسباتی پیشرفته و  های تازه و منجمد، از روشبین گروه (Differentially Expressed Genes; DEGs) متفاوت

 .ابزارهای تخصصی استفاده شد

 

   (DMRs)   شناسایی مناطق متیله متفاوت.  1- 8- 2

 ابزار تحلیل  ▪

 DSS.استفاده شد   Dispersion Shrinkage for Sequencing data (DSS)افزار  ها از نرمDMR برای شناسایی

های  ای در تحلیلطور گسترده سولفیت، بهیابی بیهای توالیدر داده DNA به دلیل دقت بالا در شناسایی تغییرات متیلاسیون

 .شودمرتبط با متیلاسیون استفاده می

 ها DMR معیارهای شناسایی ▪

ها بیشتر یا مساوی  و تفاوت میانگین سطح متیلاسیون بین گروه   > 05/0p-valueمناطق ژنومی که دارای مقادیر    -

 .در نظر گرفته شدند DMR عنوانبودند، به ۲/0

 .های نهایی حفظ شدندDMR عنوانبودند، به CpG سایت ۳علاوه بر این، تنها مناطقی که شامل حداقل  -
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 ها DMR اهمیت تحلیل ▪

اپیDMR  شناسایی  تغییرات  درک  امکان  تخمکها  بین  میژنتیکی  فراهم  را  منجمد  و  تازه  تغییرات های  این  کند. 

 .توانند بر تنظیم ژن و عملکرد تخمک تأثیرگذار باشندمی

 

   (DEGs)   های با بیان متفاوتشناسایی ژن.  2- 8- 2

 ابزار تحلیل  ▪

انجام شد. این ابزار به دلیل قابلیت اصلاح خطای    DESeq2افزارها با استفاده از نرمتجزیه و تحلیل بیان افتراقی ژن

 .، انتخاب شدRNA-seq هایچندگانه و محاسبه دقیق تغییرات بیان ژن در داده

 DEGs  معیارهای شناسایی  ▪

بودند،   شدهتنظیم p-value < 0.05و     1- ≥یا   1 ≤ [log2 Fold Change (log2FC)]هایی که دارای مقادیر  ژن  -

 .در نظر گرفته شدند DEGs عنوانبه

 .ها گزارش شونداین معیارها اطمینان حاصل کردند که تنها تغییرات معنادار و قوی در بیان ژن -

 تحلیل بیان ژن ▪

DEGs شده به مسیرهای زیستی خاص و فرآیندهای سلولی مهم اختصاص داده شدند. برای تحلیل مسیرها،  شناسایی

استفاده     Gene Ontology (GO)و     KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes)از ابزارهایی نظیر  

 .شد

 

 نتایج و تفسیر .  3- 8- 2

▪ DMRs 

ها شناسایی شدند. این تغییرات احتمالاً بر تنظیم رونویسی  نواحی پروموتر و اینترونها در  DMR توجهی ازتعداد قابل  -

 .ها تأثیرگذارندو بیان ژن

ها، تغییرات متیلاسیون محدودتر بودند، اما همچنان به تغییرات در تنظیم ترجمه  UTR  و (CDS) در نواحی کدکننده  -

 .شدندمربوط می

▪ DEGs 

های مرتبط با متابولیسم انرژی، تنظیم چرخه سلولی و کیفیت تخمک های با بیان متفاوت شامل گروهی از ژنژن  -

 .بودند

مسیرهای  - از KEGG تحلیل  بسیاری  که  داد  اکسیداتیو،   DEGs نشان  استرس  با  مرتبط  زیستی  مسیرهای  در 

 .یوبیکوئیتیناسیون و عملکرد میتوکندری شرکت دارند

 

 اهمیت تحلیل . 4- 8- 2

متیلاسیون ▪ در  تغییرات  که  داد  نشان  تحلیل  ژن DNA این  بیان  میو  کیفیت  ها  کاهش  در  کلیدی  نقش  تواند 

 .های منجمد ایفا کندتخمک 

دقیق  ▪ وDMR  شناسایی  شیشهDEGs  ها  انجماد  مولکولی  اثرات  درک  برای  ارزشمندی  اطلاعات  توسعه ،  و  ای 

 .کندهای مرتبط فراهم میراهکارهای بهینه برای کاهش آسیب

ای با دقت شناسایی شدند.  های تحت تأثیر انجماد شیشه، مناطق ژنومی و ژنDESeq2 و DSS با استفاده از ابزارهای

 .دهندژنتیکی و مولکولی این فرآیند ارائه میای قوی برای تحقیقات بیشتر در زمینه اثرات اپیها پایهاین یافته
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  UMAPتجزیه و تحلیل همبستگی بیان ژن و کاهش ابعاد.  9- 2

 :ها، رویکردهای زیر به کار گرفته شدتخمک RNA-seq هایبرای تحلیل همبستگی و کاهش ابعاد داده

 

 محاسبه همبستگی بیان ژن. 1- 9- 2

 ها سازی دادهنرمال ▪

خوانش تعداد  خام  لگاریتمیمقادیر  تبدیل  از  استفاده  با  نرمال  log2  ها  غیرخطی  روش  به صورت  این  سازی شدند. 

 .دهدپذیری را افزایش میها را کاهش داده و مقایسهدادهنوسانات 

  (PCC)  محاسبه ضریب همبستگی پیرسون ▪

محاسبه شد. این ضریب، معیاری از میزان    PCCبرای تعیین همبستگی بین دو گروه تخمک )تازه و منجمد(، ضریب  -

 .دهدشباهت الگوهای بیان ژن بین دو گروه ارائه می

نمایش داده شدند که تغییرات بیان ژن را بین دو گروه تخمک برجسته  (Heatmap) صورت نقشه حرارتینتایج به  -

 .کردمی

 

 UMAP تحلیل کاهش ابعاد با.  2- 9- 2

 ابزار و روش  ▪

 .استفاده شد  Rدر محیط برنامه   Monocle3از بسته   ”reduce_dimension“برای تحلیل کاهش ابعاد، از تابع  -

 .دهدارائه می RNA-seq هایبه کار گرفته شد که نمایشی دوبعدی از داده   ”plot_cells“ها، تابع  برای تجسم داده  -

  UMAP مزیت ▪

-UMAP   داده بین  محلی  روابط  حفظ  نمونهبا  شباهتها،  اساس  بر  را  گروهها  صورت  به  ژنتیکی  مجزاهای   های 

(Cluster) دهدنمایش می. 

 .های تازه و منجمد کمک کردبندی طبیعی تخمک های ساختاری و گروهاین روش به شناسایی تفاوت -

 

 نتایج و تفسیر .  3- 9- 2

 نقشه حرارتی ▪

ها  دهنده تکرارپذیری خوب دادههای یک گروه )تازه یا منجمد( بالا بود، که نشانضریب همبستگی بیان ژن در نمونه   -

 .در هر گروه است

توجه در بیان  دهنده تغییرات قابلتر بود، که نشانهای تازه و منجمد پاییندر مقابل، همبستگی بیان ژن بین گروه  -

 .ای استدلیل فرآیند انجماد شیشه ژن به 

  UMAP تحلیل ▪

های تازه و منجمد در  های جداگانه بر اساس گروه )تازه و منجمد( نمایش داده شدند. تخمکصورت خوشه ها بهداده  -

 .های ساختاری عمده در الگوهای بیان ژن استدهنده تفاوتفضاهای جداگانه قرار گرفتند، که نشان

 اهمیت تحلیل  ▪

تواند بر عملکرد  شود که میای منجر به تغییرات معنادار در بیان ژن میاین تحلیل نشان داد که فرآیند انجماد شیشه   -

 .تخمک تأثیرگذار باشد
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های مختلف  ها و مقایسه گروه، شفافیت بیشتری در تفسیر دادهUMAP  استفاده از نقشه حرارتی و کاهش ابعاد با  -

 .ارائه داد

تنها تغییرات بیان ژن ناشی از انجماد را تأیید کرد، بلکه الگوهای ژنتیکی  نه UMAP تحلیل همبستگی و کاهش ابعاد 

های مولکولی انجماد و اثرات آن بر مکانیسمها اطلاعات مهمی برای درک  فرد هر گروه را مشخص نمود. این یافتهمنحصربه 

 دهند کیفیت تخمک ارائه می

 (KEGG) هاها و ژنومو دانشنامه کیوتو ژن (GO) سازی آنتولوژی ژنتحلیل غنی.  10- 2

سازی مسیر با استفاده از ابزار های غنیها، از تحلیلبرای شناسایی مسیرهای زیستی مرتبط و تفسیر بیولوژیکی داده

ClusterProfiler     در محیطR   بهره گرفته شد. این تحلیل شامل آنتولوژی ژن (Gene Ontology; GO)  و دانشنامه

 .بود (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes; KEGG) هاها و ژنومکیوتو ژن 

 

 روش تحلیل .  1- 10- 2

 ابزار و توابع مورد استفاده ▪

 ClusterProfiler موجود در بسته   "enrichKEGG"و   "enrichGO"سازی مسیرها، از توابعبرای تحلیل غنی −

 .استفاده شد

شده معنادار  عنوان مسیرهای غنیبه   >05/0p  فرض تنظیم شدند و فقط موارد با مقدارتمامی پارامترها در حالت پیش −

 .در نظر گرفته شدند

 سازیهای ورودی برای تحلیل غنیداده ▪

 هایعنوان ورودی اصلی برای تحلیل های تازه و منجمد بهشده بین تخمکشناسایی (DEGs) های با بیان متفاوتژن  −

GO و KEGG مورد استفاده قرار گرفتند. 

 :علاوه بر این

 و (Hyper-Down) شده مرتبط با مناطق هیپرمتیلههای با بیان پایین تنظیمژن  −

های ورودی برای تحلیل عنوان داده نیز به  (Hypo-Up) شده مرتبط با مناطق هیپومتیلههای با بیان بالا تنظیمژن  −

 .استفاده شدند GO سازیغنی

 .مورد استفاده قرار گرفتند GO و KEGG سازیهای غنیبرای تحلیل   Dnmt1دستی مرتبط با های پایینژن  −

 

 (GO)  تحلیل آنتولوژی ژن ▪

 :بندی شدنددر سه دسته اصلی طبقه  GO شدهغنی اصطلاحات −

با تنظیم چرخه سلولی، متابولیسم  :  (Biological Processes; BP)   فرآیندهای زیستی شامل مسیرهایی مرتبط 

 .انرژی، و استرس اکسیداتیو

سلولی کمپلکس :(Cellular Components; CC)  اجزای  و  کروماتین  میتوکندری،  با  مرتبط  اجزای  های  شامل 

 .پروتئینی

 DNA  شامل مسیرهای مرتبط با فعالیت آنزیمی و تنظیم :(Molecular Functions; MF)عملکردهای مولکولی
 

 : (KEGG)  هاها و ژنومتحلیل دانشنامه کیوتو ژن  ▪

 :شامل مسیرهایی مرتبط با KEGG شدهمسیرهای زیستی غنی −
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 ATP تنظیم متابولیسم

 تنظیم چرخه سلولی 

 یوبیکوئیتیناسیون پروتئین 

 سلولیعملکردهای میتوکندری و استرس 
 

 .متمرکز بودند Dnmt1دستی مرتبط با های پایینویژه بر ژنها بهاین تحلیل −

 

 نتایج و تفسیر .  2- 10- 2

 : GO نتایج تحلیل ▪

، فرآیندهای مرتبط با تنظیم چرخه سلولی، متابولیسم انرژی و تنظیم بیان ژن (BP)  در دسته فرآیندهای زیستی −

 .سازی را نشان دادند بیشترین غنی

اجزای سلولی − به(CC)  در دسته  و کروماتین  میتوکندری  انجماد شیشه ،  تأثیر  اجزای سلولی مهم تحت  ای عنوان 

 .شناسایی شدند

های آنزیمی مرتبط با متیلاسیون برجسته  و فعالیت DNA ، تنظیم متیلاسیون(MF)  در دسته عملکردهای مولکولی −

 .شدند

 

   KEGG  نتایج تحلیل ▪

با   − مرتبط  زیستی  متیلاسیونمسیرهای  عملکردهای  DNA  تنظیم  و  یوبیکوئیتیناسیون  اکسیداتیو،  استرس   ،

 .سازی را نشان دادندمیتوکندری بیشترین غنی

و تأثیر آن بر مسیرهای  DNA نقش این ژن را در تنظیم متیلاسیون    Dnmt1دستی مرتبط باهای پایینتحلیل ژن  −

 .زیستی مهم نشان داد

 

 اهمیت تحلیل.  3- 10- 2

شود.  ها منجر به تغییرات معناداری در مسیرهای زیستی کلیدی میای تخمک ها نشان داد که انجماد شیشه این تحلیل

هایی برای کاهش  شده، اطلاعات ارزشمندی برای درک اثرات مولکولی این فرآیند و توسعه استراتژی شناسایی مسیرهای غنی

در تغییرات متیلاسیون و تنظیم مسیرهای زیستی مرتبط برجسته  Dnmt1 ویژه، نقشدهد. بهآسیب ناشی از انجماد ارائه می

ای در مسیرهای مرتبط  ای باعث تغییرات گستردهنشان دادند که انجماد شیشه  KEGG و  GO سازیهای غنیتحلیل  .شد

های انجماد  به بهبود فناوریتوانند  ها میشود. این یافتهژنتیک، متابولیسم انرژی و پاسخ به استرس سلولی میبا تنظیم اپی

 .ها کمک کنندتخمک و حفظ کیفیت آن 

 ( GRN)  *تجزیه و تحلیل شبکه تنظیم ژن مرتبط با فاکتور رونویسی. 11- 2

 یسیرونو  یفاکتورها  با  مرتبط(  Gene Regulatory Networks; GRNs)  یژن  میتنظ  ی هاشبکه  ییشناسا  منظور  به

(Transcription Factors; TFs)،  بسته  از  SCENIC  برنامه  طیمح  در  R   تیقابل  شرفتهیپ   تمیالگور  نیا.  شد  استفاده  

 . کندیم  فراهم RNA-seq یسلولتک ی هاداده از را داری پا  یسلول یهاحالت ییشناسا و  هاGRN یبازساز

 
* Transcription factor (TF) 
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 لیتحل روش.  11-1- 2

 ها GRN یبازساز ▪

SCENIC  اظهارهم  یژن  یهاماژول  ابتدا  (Co-Expressed Gene Modules  )شامل   هاماژول  نی ا.  کرد  ییشناسا  را  

 .دارند قرار مشترک کنترل تحت  احتمالاً و دارند  یمشابه  انیب  یالگوها که هستند  ییهاژن 

  ندیفرآ  ن یا.  شد   استفاده  کننده میتنظ  ی هافیموت  ییشناسا  یبرا  Cis-Regulatory Motif Analysis  لیتحل  از  سپس،

 .کرد  یی شناسا را هستند  هاTF کنترل تحت که یی هاژن  قیدق طوربه

  Regulons  نیا .  شدند  فیتعر  Regulons  عنوانبه  داشتند،  مرتبط  کنندهمیتنظ  یهافیموت  که  یژن   یهاماژول  از  یبخش

 .هستند  هاTF با مرتبط  یژن یمیتنظ یهاشبکه انگرینما

 : ماتیتنظ تیاهم یریگاندازه

 Area Under)   یمنحن  ریز  مساحت  محاسبه  با   را  یسازیغن  زانیم  ،Regulaon  هر  یبرا  SCENIC  بعد،   مرحله  در

Curve; AUC )کرد  یابیارز خاص منطقه کی یبرا  هاژن یبندرتبه در. 

 . کرد فراهم را مختلف یسلول ی هاحالت در  یدیکل ماتیتنظ  ییشناسا  امکان یابیارز نیا

 :توجهقابل ماتیتنظ انتخاب آستانه

 : شدند فیتعر آستانه عنوانبه ریز یارهای مع مهم، یمیتنظ یهاماژول انتخاب یبرا
Z-Score > 0.9 

Importance Value > 10 

 . شدند  ییشناسا معنادار ماتیتنظ عنوانبه  کردند، برآورده را ها آستانه نیا که  ییهاماژول

 

 ر یتفس  و  ج ینتا.  2- 11- 2

▪ Regulons شده ییشناسا 

 ن یب  ژن  انیب  در  یمعنادار  راتییتغ  که  بودند  هاآن   هدف  یهاژن  و  هاTF  شامل  شدهییشناسا  یژن  یمیتنظ  یهاشبکه 

 . دادند  نشان منجمد و  تازه یهاتخمک 

  کیژنتیاپ   یداریپا   حفظ  و   یسلول  چرخه  م یتنظ  ،یانرژ  سمیمتابول  رینظ  یی ندهایفرآ  میتنظ  در  ی دیکل  نقش   هاشبکه  نیا

 .داشتند

 

 ها GRN تیاهم ▪

GRNبا  مرتبط  یها  TFمانند  یدیکل  یها  Dnmt1  و  kcnq1ot1  و  ونیلاسیمت  راتیی تغ  میتنظ  در  یابرجسته   نقش 

 .داشتند ژن انیب

 . دادند نشان یتوجهقابل راتییتغ ها، تخمک  یبارور  ییتوانا  و تیفیک با مرتبط  یهاژن در ژهیوبه مات،یتنظ نیا

 :لیتحل تیاهم

 مات یتنظ  و  شود  منجر  هاGRN  در  عمده  راتییتغ  به   تواندیم   هاتخمک   یاشه یش  انجماد  ندیفرآ  که  داد  نشان  لیتحل  نیا

 . کند مختل را ی دیکل یهاTF با  مرتبط یژن

 ت یفیک  بر  آن  اثرات  و  انجماد  یمولکول  ی هاسمیمکان  درک  یبرا  یارزشمند  اطلاعات   مرتبط،  یمیتنظ  ی هاشبکه  ییشناسا

 . دهدیم ارائه تخمک
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 ی ریگجهینت ▪

 م یتنظ  راتییتغ  از  جامع  یریتصو  ها،TF  با   مرتبط  ماتیتنظ  یی شناسا  و  هاGRN  یبازساز  یبرا  SCENIC  از  استفاده

 توسعه   و  منجمد  یهاتخمک   تیفیک  بهبود  یبرا  را  یابالقوه  یرهایمس  ها لیتحل  نیا.  داد  ارائه   یاشه یش  انجماد  از  ی ناش  یژن

 . دادند نشان یبارور حفظ در شرفتهیپ   یهایفناور

 ها تجزیه و تحلیل آماری و تجسم داده.  12- 2

  R  طیمح  در  هاداده  تجسم  یابزارها  و  معتبر  یآمار  یهاروش  از  ج،ینتا  از  جامع  یر یتصو  ارائه  و  هاداده  لیتحل  یبرا

 . شد استفاده R/Bioconductor  و( ۳.۶.۳ نسخه)

 :یآمار لیتحل و هیتجز

  در   "cor"  تابع   از  استفاده   با  ها ژن  انیب  نیب  ارتباط  یابیارز  یبرا(  PCC)  رسونیپ   یهمبستگ  بیضر  :یهمبستگ  محاسبه

R شد محاسبه . 

 .شود زده نیتخم استاندارد و قیدق صورتبه  هاژن نیب یهمبستگ تا  شد  استفاده "cor" تابع فرضشیپ  یپارامترها

 Student’s)  مستقل  t  آزمون   از  ،(منجمد  و  تازه  یها تخمک  مانند)   گروه  دو  یهانیانگیم  سهیمقا  یبرا  :مستقل  t  آزمون

t-test )شد استفاده . 

 . شد انجام فرضشیپ   یپارامترها  با و R در "t.test" تابع  از استفاده  با لیتحل نیا

 : ها داده تجسم

  مختلف،   ی هاگروه  در  ی ژن  انیب  یهاتفاوت  و   هاژن  نیب  یهمبستگ  یالگوها  ش ینما  یبرا  (:Heatmap)  یحرارت  نقشه

 . شدند دیتول R در Pheatmap بسته از استفاده با  یحرارت یهانقشه 

 . دادند نشان منجمد و  تازه یها تخمک در را نییپا و  بالا انیب با  مناطق واضح طوربه ها نقشه  نیا

  استفاده   با  ون  یهانقشه  مختلف،  یهاگروه  نیب  هاژن  یهاتفاوت  و  اشتراکات  شینما  یبرا   (:Venn Diagram)  ون  نقشه

 . شدند دیتول R در VennDiagram بسته از

 :حباب و یاجعبه ، یچگال ینمودارها

 : رفت کار   به بالا تیفیک با  ی کیگراف ینمودارها دیتول یبرا  ggplot2 بسته

 . ونی لاسیمت راتییتغ و  هاژن انیب عیتوز ش ینما یبرا: یچگال ینمودارها

 . هاداده انه یم و  یپراکندگ  ش ینما و مختلف  یهاگروه در ها داده سهیمقا یبرا(:  Box Plot) یاجعبه  ینمودارها

 . هاآن ی نسب ریتأث و  شدهیغن  یستیز یرهایمس تجسم یبرا(: Bubble Plot) حباب ینمودارها

  هاداده  لیتحل  صحت  و  دقت  کنندهن ی تضم  t-test  و   PCC  مانند  استاندارد  یآمار  یها روش   از  استفاده  :لیتحل  تیاهم

 .بود

  ارتباطات   و   ترفهمقابل  یبصر  طوربه  ج ینتا  تا   کردند  کمک  Bubble Plot  و  Heatmap  مانند   ها داده  تجسم  یابزارها

 . شوند ترروشن رهایمتغ نیب

  را  مهم  یالگوها  ییشناسا  و  ترقیدق  یبررس  امکان  ،Pheatmap  و  ggplot2  رینظ  شرفته یپ   یابزارها  با  هاداده  تجسم

 از   یناش  یمولکول  راتیی تغ  درباره  یدیکل  اطلاعات  ها،داده  تجسم  و  یآمار  لیتحل  و  هیتجز  در  جامع  کردیرو  نیا  .کرد  فراهم

  شرفته، یپ  یابزارها از استفاده. کرد کمک DNA ونیلاسی مت و ژن انیب بر آن اثرات بهتر درک به و داد ارائه یاشه یش انجماد

 .کرد نیتضم  را جینتا وضوح و دقت از نانیاطم
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 نتایج   .3

 های منجمد شده و تازه مشاهده شد.های رونویسی بین تخمکمتیلاسیون جهانی و تفاوت.  1- 3

 (PCC) ها، ضریب همبستگی پیرسونو بیان ژن در تخمک DNA ای بر متیلاسیونبرای ارزیابی تأثیر انجماد شیشه 

های متیله( های تازه و منجمد شده محاسبه شد. این محاسبات بر اساس سطوح متیلاسیون )کسری از سیتوزین بین تخمک 

 .(B-۱ و   A -۱شکل  ) شده( انجام گرفتهای نرمالو مقادیر بیان ژن )تعداد خوانش

 

 نتایج .  1- 1- 3

 گروههمبستگی درون ▪

 .نشان داد (PCC > 0.85) های یکسان در گروه مشابه، مقدار بالاییبرای متیلاسیون بین تخمک  PCCمقدار  −

 .  (PCC > 0.9)  های مشابه داشتهمبستگی بالایی بین تخمکبیان ژن نیز  −

 .های تازه یا منجمد درون یک گروه بوددهنده یکنواختی بالا در تخمکاین نتایج نشان −

 

 گروهی همبستگی بین ▪

 :های واضحی در همبستگی مشاهده شدهای تازه و منجمد، تفاوتبین تخمک −

 .دهنده کاهش همبستگی متیلاسیون بین دو گروه بودنشان  PCC < 0.4مقدار  :DNA  متیلاسیون* 

 .های مشخص در الگوهای بیان ژن بین دو گروه بوددهنده تفاوتنشان  PCC < 0.9مقدار : بیان ژن* 

های تازه و منجمد و شباهت  های آشکار بین تخمکبندی سلولی بر اساس بیان ژن نیز تفاوتنتایج حاصل از خوشه  −

 (.  C-۱شکل ) های تحت تیمار مشابه را تأیید کردزیاد در تخمک

 

 مقایسه سطوح متیلاسیون و بیان ژن .  2- 1- 3

تری از متیلاسیون جهانی و  توجهی سطح پایینطور قابلهای منجمد بهتخمک  :سطح متیلاسیون جهانی و بیان ژن ▪

 (. E-۱و   D-۱شکل ) p < 0.001  های تازه نشان دادند بیان ژن را نسبت به تخمک 

 :های ژنومی خاصناحیه ▪

بین دو گروه مشاهده   '۳و   'UTR 5 هایها و ناحیهدر نواحی اگزون  DNA داری در سطح متیلاسیونتفاوت معنی −

 .نشد

طور معناداری کمتر های منجمد بهها و پروموترها در تخمکژنی، اینتروندر مقابل، سطح متیلاسیون در نواحی بین −

 .(F-۱شکل ) p < 0.001 های تازه بوداز تخمک 

ها دارد. کاهش  و بیان ژن در تخمک DNA توجهی بر متیلاسیون ای تأثیر قابلها نشان داد که انجماد شیشه این یافته

اینترون متیلاسیون در نواحی بین  ها و پروموترها ممکن است بر تنظیم بیان ژن و فرآیندهای زیستی مهم تأثیرگذار ژنی، 

به کاهش کیفیت تخمک باشد. به تغییرات ممکن است منجر  این  توانایی  طور کلی،  بر  تأثیرات منفی  و  های منجمد شده 

 .ها شودباروری آن

 های منجمد شده و تازهو الگوهای بیان ژن بین تخمک DNA انداز خاص متیلاسیونچشم.  2- 3

عمیق بررسی  شیشهبرای  انجماد  اثرات  متیلاسیونتر  بر  بیان   DNA ای  تخمکو  در  تحلیل ژن  از  دقیق  ها،  های 

 .بیوانفورماتیکی استفاده شد
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 (DMRs)   تحلیل متیلاسیون افتراقی.  1- 2- 3

استفاده شد. این مناطق   DSSافزار  ، از نرم(DMRs) برای شناسایی مناطق متیلاسیون افتراقی  : هاDMR شناسایی ▪

 .تخصیص داده شدند '۳و    '5های  UTRها، پروموترها و  ها، اینترون ، اگزون CpG (CGIs)  به عناصر ژنی مختلف شامل جزایر 

های  های منجمد در مقایسه با تخمکدر تخمک )ها نشان داد که طول مناطق هیپرمتیله  تحلیل  :هاDMR   هایویژگی ▪

 .تر از مناطق هیپومتیله بودکوتاه ( تازه

 (. Bو   A-۲شکل ) تعداد مناطق هیپرمتیله نیز کمتر از مناطق هیپومتیله در هر ناحیه ژنی بود

تر شده و تعداد محدودی  ای باعث حذف بسیاری از مناطق متیلاسیون وسیعاین نتایج نشان داد که فرآیند انجماد شیشه

 .تر را بازسازی کرده استاز مناطق متیلاسیون باریک

 

 (DEGs)   هاتحلیل بیان افتراقی ژن.  2- 2- 3
 

 DEGs   شناسایی. ۳-۲-۲ ▪

 .شناسایی شدند DESeq2افزار های منجمد و تازه با استفاده از نرمبین تخمک  (DEGs) های با بیان متفاوتژن  −

 : DEGs  معیارهای شناسایی −

|Log2 Fold Change (log2FC)| > 1 
Adjusted p-value < 0.05 

 

 ها الگوی بیان ژن. ۳-۲-۳ ▪

های با بیان پایین تنظیم  نسبت به ژن  (n = 1426) های با بیان بالا تنظیم شده های منجمد تعداد کمتری از ژنتخمک 

 (. S-۱ و جدول تکمیلی  C-۲شکل ) داشتند (n = 3321) شده
 

 :DEGs سازی عملکردیغنی ▪

 :سازی شدند طور عمده در فرآیندهای بیولوژیکی زیر غنیهای منجمد بههای با بیان بالا در تخمکژن  −

 H2A   یوبیکوئیتیناسیون هیستونمونو* 

 یوبیکوئیتیناسیون پلی* 

 ای شبکه آندوپلاسمی دهی شبکه لولهسازمان* 

 ها انتقال وزیکول با واسطه سیناپس* 
 

 .های منجمد بیشتر مرتبط با فرآیندهای ضروری زیستی و تنظیم انرژی بودندهای با بیان پایین در تخمکژن  −

 

شود، اما  ای به کاهش گسترده متیلاسیون در بسیاری از مناطق ژنی منجر میداد که انجماد شیشه ها نشان  این تحلیل

های تازه  ها بین تخمکتوجه در بیان ژنهای قابلتفاوت  .شوندطور جزئی بازسازی میفقط تعداد محدودی از این مناطق به

و بیان ژن  DNA تغییرات در متیلاسیون  .های منجمد اشاره داردو منجمد نیز برجسته شد، که به کاهش کیفیت تخمک 

فعالیتبه و  کروماتین  ساختار  تنظیم  جمله  از  کلیدی،  بیولوژیکی  مسیرهای  در  مستقیم  تأثیرگذار  طور  میتوکندری،  های 

 .دهندهای مرتبط ارائه میهای منجمد و فناوریها اطلاعات مهمی برای بهبود کیفیت تخمکهستند. این یافته
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 های منجمد شده و تازه سطح کلی متیلاسیون و بیان ژن در تخمک  - 1شکل  
A-B-   همبستگی پیرسون (PCC) های منجمدبین سطوح متیلاسیون و سطوح بیان ژن در تخمک (A1, A2, A3)  های  و تخمک

 .های تازه و منجمد استمعنادار بین تخمک های  های مشابه و تفاوت دهنده یکنواختی بالا در گروه این تحلیل نشان.  (B1, B2, B3) تازه

C-  ریزیتحلیل کاهش ابعاد با استفاده از تقریب منیفولد یکنواخت و طرح (UMAP)  های  برای بیان ژن. در این تحلیل، انواع سلول

 .کندهای تازه و منجمد را برجسته میبندی طبیعی تخمکهای ساختاری و گروه اند که تفاوت های متفاوت مشخص شده مختلف با رنگ 

D-E-   نمودارهایViolin Plot  دهند.  های تازه و منجمد نشان می های معنادار در سطوح متیلاسیون و بیان ژن را بین تخمککه تفاوت

 .کنندهای منجمد را برجسته میاین نمودارها کاهش چشمگیر در متیلاسیون و بیان ژن در تخمک

F-     اینترون مختلف ژنومی شامل پروموترها، اگزون سطح متیلاسیون در نواحی این تحلیل کاهش معنادار  ها، و مناطق بین ها،  ژنی. 

 .دهدهای تازه را نشان می های منجمد نسبت به تخمکژنی تخمکها، و مناطق بین متیلاسیون در پروموترها، اینترون 

 
های منجمد بین تخمک (DEGs) های با بیان متفاوتو ژن (DMRs) مناطق متیلاسیون دیفرانسیل  - 2شکل  

 شده و تازه 

A-B-   طول و تعدادDMRهای منجمد شده و تازه متفاوت بودطور معناداری بین تخمکها در هر عنصر ژنومی به: 

 .های تازه بودطور معناداری بالاتر از تخمک های منجمد شده بهمناطقی که سطح متیلاسیون در تخمک :هایپرمتیله •
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 .های تازه بودطور معناداری کمتر از تخمکهای منجمد شده بهمناطقی که سطح متیلاسیون در تخمک :هیپومتیله •

C-   نمودارVolcano Plot  های با بیان متفاوت دهنده ژننشان (DEGs) های منجمد شده و تازهبین تخمک: 

• |Log2 Fold Change| > 1   وp-value < 0.05  عنوان معیار شناساییبه DEGs. 

 :های منجمدتخمکدر  

 (Upregulated DEGs)ژن با بیان بالا تنظیم شده   ۱۴۲۶  تعداد •

 .های تازهدر مقایسه با تخمک   (Downregulated DEGs)ژن با بیان پایین تنظیم شده    ۳۳۲۱  تعداد •

D-    الگوهای بیان و اصطلاحات مرتبط باDEGs سازی آنتولوژی ژنبا استفاده از تحلیل غنی (GO) در دسته فرآیندهای زیستی (BP): 

نشان تخمک • یوبیکوئیتیناسیون هیستونهای منجمد  نظیر  فرآیندهای زیستی  معنادار در  تغییرات  ، سازماندهی  H2A دهنده 

 .شبکه آندوپلاسمی، و انتقال با واسطه وزیکول بودند

 

های تازه و منجمد را برجسته کرده و اثرات و بیان ژن بین تخمک  DNA های عمده در متیلاسیوناین تحلیل تفاوت

 .دهدها را نشان میای بر فرآیندهای زیستی کلیدی تخمکانجماد شیشه 

داد که ژن نشان  تحلیل  متفاوتنتایج  بیان  با  و در تخمک  (DEGs) های  متابولیک  فرآیندهای  عمدتاً در  تازه،  های 

 (: D-۲شکل ) سازی شدندزیستی زیر غنی

 سازماندهی میتوکندری ▪

 دهی آپوپتوز مسیرهای سیگنالتنظیم  ▪

 ATP فرآیندهای متابولیک مرتبط با ▪

 سازماندهی ماتریکس خارج سلولی  ▪

 سازماندهی ساختار خارج سلولی ▪

های منجمد هستند.  تر از تخمکوضوح فعالهای تازه بهدهند که فرآیندهای متابولیک در تخمکاین نتایج نشان می

تخمک در  مقابل،  منجمد،  در  قابلهای  این  تغییرات  شد.  مشاهده  سلولی  اسکلت  ساختار  و  کروماتین  ساختار  در  توجهی 

 .های منجمد تأثیر منفی بگذارندتغییرات ممکن است بر کیفیت و توانایی باروری تخمک 

 های منجمد و تازه بیان ژن مرتبط با فرآیند متیلاسیون در تخمک.  3- 3

را مهار کرده و در نتیجه بیان    CTCFتواند اتصال فاکتورهای رونویسی و عناصر تنظیمی مانند می DNA متیلاسیون

از انجماد شیشه  برای بررسی تغییرات ناشی  های  و بیان ژن، تحلیل DNA ای در متیلاسیون ژن را تحت تأثیر قرار دهد. 

 .انجام شد (DEGs) های با بیان متفاوتو ژن  DMRsمشترکی از 

 

 تغییرات متیلاسیون و بیان ژن. 3-1- 3

 ها در ژنومDEG ها وDMR توزیع ▪

به استثنای )  نشان داد که تغییرات متیلاسیون و بیان ژن در سراسر ژنوم تخمک موش Manhattan Plotنمودار   −

 .(A-۳شکل ) گسترده است ( Yکروموزوم

 : شناسایی شد  DMR 1285در مجموع  −

 .ژنی قرار داشتندها در نواحی بینDMR  بیشتر* 

 .یافت شد  Gene Bodiesدر پروموترها یا   DMR 97تنها * 
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 ه ها با بیان ژنDMR ارتباط ▪

، Efna5  ،۲۳۱00۶9G16Rik  ،۱7000۳0NO3Rik  ،Metti4های  ژن با نام ۸مرتبط با مناطق ژنی،   DMR 97از  

Naf1 ،AUO18091 ،Popdc3و ، Ethel  ها در فرآیندهای  ژنهای منجمد تنظیم شدند. این توجهی در تخمک طور قابلبه

سازی لیپوپروتئین  سیناپسی، و محلیسلول با واسطه اینتگرین، تنظیم غلظت کلسیم پیش-زیستی نظیر چسبندگی سلول

 (. B- ۳شکل ) نقش داشتند
 

 ها CGI هیپرمتیلاسیون و هیپومتیلاسیون  ▪

، Nxph4  ،PIekhh3  ،Sema4C  ،Rfx8  ،Tns2  ،Itga5  ،Phf10ها شامل  CGIژن مرتبط با هیپرمتیلاسیون   19 −

C2  ،Foxp4  ،Lzts2  ،Adamts14  ،Unc119b  ،Hsd11b2  ،Ctxn1  ،Map1s  ،۱۸۱00۳0O07Rik  ،Eef2kmt ،

Marcksl1و ، Fbxl15 بودند. 

طور ها در فرآیندهای زیستی نظیر پاسخ سلولی به گنادوتروپین و هورمون محرک فولیکول نقش داشتند و بهاین ژن  −

 (. C- ۳شکل ) تازه تنظیم شدند های توجهی در تخمکقابل

 

 های متیلهCGI  ویژگی ▪

باریکCGI   اگرچه ازهای هیپرمتیله جهانی  بودندCGI تر  هیپومتیله  در    (.A-۲شکل  ) های  معناداری  تفاوت  هیچ 

 (.D-۳شکل )(p-value > 0.05)  مشاهده نشد Gene Body متیلاسیون پروموتر یا

 

 DNA   های مرتبط با متیلاسیونالگوهای بیان آنزیم.  2- 3- 3

 ها تفاوت در بیان آنزیم ▪

تفاوت معناداری بین     (Dnmt3b،Dnmt3a)ترانسفرازهاو متیل   DNA Tet1  ،Tet2  ،Tet3  سطح بیان دمیلازهای

 (. Fو   E-۳شکل )  های منجمد و تازه نداشتتخمک 

 .در هر دو گروه تخمک سطح بیان بالایی داشت Tet3ژن  −

 

 :Dnmt1 نقش کلیدی ▪

متیلاسیونDnmt1ژن   − حفظ  مسئول  که   ، DNA متیلاسیون کاتالیز  به    de novoو  قابلاست،  در طور  توجهی 

 .های منجمد کاهش یافتتخمک 

 .های هیپومتیله بودDMR  بیشتر از  Dnmt1های هیپرمتیله مرتبط با  DMR  تعداد −

 

 ارتباط محدود متیلاسیون و بیان ژن  ▪

 

 .های دیگر وجود داشتو بیان ژن DNA ، ارتباط کمی بین تغییرات متیلاسیونDnmt1  جزها نشان داد که بهتحلیل ▪

و تغییرات   Dnmt1 شود. کاهش بیانو بیان ژن می DNA ای منجر به تغییرات گسترده در متیلاسیونانجماد شیشه 

ها اهمیت  متیلاسیون مرتبط با آن ممکن است نقش مهمی در اثرات منفی انجماد بر کیفیت تخمک داشته باشد. این یافته

 .کندها در فرآیند انجماد را برجسته میحفظ پایداری متیلاسیون و تنظیم ژن
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 و بیان ژن  DNA تجزیه و تحلیل مشترک متیلاسیون  - 3شکل  

A-     نمودارManhattan Plot     توزیعDMR  ها و تعدادDEGدهد. عدد پشت هر کروموزوم نمایانگر  ها را در هر کروموزوم نشان می

 .ها در آن کروموزوم است DEG تعداد

B-   نمودار پراکندگی مقایسه متیلاسیون DNA  دهدو بیان ژن را نشان می. 

 .است Gene Body، پروموتر یا  CGIهر نقطه نمایانگر موقعیتی در نواحی   •

• DMRهای با بیان پایینهای هیپرمتیله مرتبط با ژن (Hyper-down)   با رنگ آبی وDMR  های با  هیپومتیله مرتبط با ژنهای

 .اندبا رنگ قرمز مشخص شده  (Hypo-up) بیان بالا

C-   سازی آنتولوژی ژنتحلیل غنی (GO): 

 .اندسازی شده ترتیب در فرآیندهای زیستی مختلف غنیبه   Hypo-upو     Hyper-downهای  ژن •

D-  عرض  DMR  هایی که درCGI  نواحی پروموتر و ،Gene Body    های معناداری در گستره قرار دارند. تفاوت   DMR  های هیپرمتیله

 .و هیپومتیله مشاهده شد

E- های مرتبط با متیلاسیونهایی که آنزیمبیان ژن DNA  کنندرا کد می: 

 .های منجمد و تازه وجود نداشتها بین تخمکتفاوت معناداری در بیان این ژن •

F- تعداد DMRها در نواحی پروموتر و Gene Body  های مرتبط با متیلاسیونهایی که آنزیمژن DNA کنندرا کد می. 

 دهند نشان می DNA را در حفظ متیلاسیون GRN های منجمد شده نقصتخمک.  4- 3

در  DNA های منجمد با کاهش سطح کلی متیلاسیوندر تخمک   Dnmt1مطالعات قبلی نشان داد که کاهش بیان

مرتبط  این تخمک  بررسی دقیقها  برای  کاهش متیلاسیوناست.  بیان ژنDNA  تر دلایل  الگوهای  با حفظ ،  مرتبط  های 

های منجمد  نیز در تخمک    kcnq1ot1، بیانDnmt1مورد ارزیابی قرار گرفت. نتایج نشان داد که علاوه بر   DNA متیلاسیون

 .کاهش یافته است
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 (GRN) بازسازی شبکه تنظیم ژن.  1- 4- 3

 SCENIC تحلیل ▪

 .استفاده شد  SCENIC، از تحلیلkcnq1ot1و   Dnmt1های مرتبط با GRN برای شناسایی −

 .شوندژن را شامل می ۶۸۳های مرتبط با این دو ژن در مجموع GRN نتایج نشان داد که −

شامل   − اصلی  جمله ۲۱شبکه  از  بود،  کلیدی  ، Dnmt1  ،kcnq1ot1  ،smad1  ،sox5  ،Jazf1  ،Rfc2  ،Phf8  :ژن 

Nfkb2  ،Zbtb8b  ،Vezf1  ،Aff4  ،Rest  ،Arid5b  ،Cux1  ،Bptf  ،Dhx36  ،Rfxank  ،Crtc2  ،Atf4  ،Xrcc4و  ، 

Mterf1b  ( ۴شکل-A). 

 

 ها دستی ژناهداف پایین ▪

− Dnmt1   دستی بودژن هدف پایین 5۳۱دارای. 

− kcnq1ot1   دستی مرتبط بودژن هدف پایین 5۱نیز با. 

 

 GRN تحلیل عملکردی ▪

 :   GO سازیغنیتحلیل  −

 :شبکه تنظیمی درگیر فرآیندهای بیولوژیکی متعددی بود، از جمله

 تعیین الگو*

 DNA تنظیم اتصال رونویسی با الگوی*

 تنظیم مثبت چسبندگی سلولی *

 .( B-۴شکل )تنظیم منفی اتصال *
 

   KEGG  سازیتحلیل غنی −

 :شامل موارد زیر بودند KEGG شدهمسیرهای غنی

 های بنیادی کننده پرتوانی سلولسیگنالینگ تنظیم*

 MAPK دهیمسیر سیگنال*

 رونویسی پایه *

 (. C-۴شکل ) و سایر مسیرهای کلیدی Ras دهیمسیر سیگنال*
 

 ها های ژنDMR تحلیل ▪

 .ها بررسی شداین ژن  UTR '3ها و نواحی ها، اینترون های موجود در پروموترها، اگزونDMR تعداد −

-p)   طور معناداری کمتر از نواحی هیپرمتیلاسیون بودندنتایج نشان داد که نواحی هیپومتیلاسیون در این مناطق به  −

value < 0.001) ( ۴شکل-D .) 

−  

 های بیان ژنی تفاوت ▪

 :های تنظیم شدهتعداد ژن −

منجمد و تازه بیان  های  طور متفاوت بین تخمکژن به ۳0۴، تعداد  TF های مرتبط باGRN ژن موجود در ۶۸۳از میان  

 .شدند

 جهت تغییر بیان −
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 .های منجمد با بیان پایین تنظیم شدنددر تخمک   Dnmt1ژن از جمله  ۲۱۴* 

 (.E- ۴شکل ) های منجمد با بیان بالا تنظیم شدندژن در تخمک  90* 
 

تواند عامل  ها، میهای مرتبط با آنGRN و اختلال در   kcnq1ot1و   Dnmt1ها نشان داد که کاهش بیاناین یافته

ژنتیکی بلکه بر تنظیم  تنها بر فرآیندهای اپیهای منجمد باشد. این تغییرات نهدر تخمک DNA کلیدی در کاهش متیلاسیون

 .دهدهای منجمد را کاهش میمسیرهای بیولوژیکی کلیدی تأثیر گذاشته و کیفیت تخمک

 

 
 های منجمد شدهتخمکدر   DNA معیوب مربوط به حفظ متیلاسیون GRN - 4شکل  

 
A-    تجزیه و تحلیلSCENIC   شبکه تنظیم ژن (GRN)   مرتبط باDnmt1     وkcnq1ot1    های  را نشان داد. این شبکه شامل ژن

 .و بیان ژن نقش دارند DNA کلیدی است که در تنظیم متیلاسیون

B-C- سازی مسیرهای زیستیتحلیل غنی: 

• GO   :و چسبندگی سلولی  تعیین الگو، تنظیم اتصال رونویسیدهنده فرآیندهای زیستی مرتبط با  نشان. 

• KEGG   : دهیهای بنیادی، سیگنال شامل مسیرهای کلیدی مانند تنظیم پرتوانی سلول MAPK  و مسیرهای مرتبط با رونویسی ،

 .پایه

 .اندارائه شده  (Mean ± SEM) صورت میانگینها بهداده  •

 .معنادار در نظر گرفته شده و با ***)سه ستاره( نشان داده شده است عنوان آماری  به    p < 0.001مقدار   •

E-  ها درالگوهای بیان ژن GRN  مرتبط باDnmt1  وkcnq1ot1  های تازه و  ها بین تخمکهای معنادار در بیان ژن دهنده تفاوت نشان

 .های منجمد منجر شودو کاهش کیفیت تخمک DNA منجمد است، که ممکن است به اختلال در حفظ متیلاسیون

 

گذاری و سایر  مرتبط با کیفیت تخمک، شامل فرآیندهایی نظیر رشد تخمک، بلوغ تخمک، تخمک GO اصطلاح  ۱0

 .فرآیندهای مرتبط با کیفیت تخمک شناسایی شد

 های منجمد تغییر بیان داشتنددر تخمک   p < 0.05و     log2FC| > 1|، با  DEGs  های با بیان متفاوتبیشتر ژن 

 (. E-5شکل )
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تواند بر فرآیندهای کلیدی مرتبط با رشد و بلوغ تخمک تأثیر منفی  ای میدهد که انجماد شیشه این نتایج نشان می

 .ها را کاهش دهدتوجهی توانایی رشد و پتانسیل لقاح تخمک طور قابلبگذارد و ممکن است به

 بحث   .4

عنوان یک فناوری مؤثر برای حفاظت از را بهبود بخشیده و بهتوجهی کارایی حفظ تخمک طور قابلای بهانجماد شیشه 

شود. با این حال،  باروری زنانی که در معرض خطر از دست دادن باروری به دلایل پزشکی یا افزایش سن هستند، شناخته می

های پستانداران را کاهش دهد،  تواند پتانسیل رشد جنینی تخمکاند که فرآیند انجماد میمطالعات متعددی گزارش کرده

 .های اخیر که تحقیقات بیشتری در این زمینه انجام شده استویژه در سالبه

 

 های منجمد شدهارزیابی پتانسیل نمو و لقاح تخمک  - 5شکل  

A-B-  های تنظیم ژنترین شبکهمهم (GRN) مرتبط با فاکتورهای رونویسی (TFs) های منجمد و تازه نمایش داده شده  در تخمک

 .حفظ شده است Importance > 10و     Z-score > 0.9ها با معیارهای  ها و اهداف آن TF است. رابطه بین

C-  الگوی بیان متفاوت فاکتورهای رونویسی هسته (Core TFs) های منجمد و تازه نمایش داده شده استبین تخمک. 

D-   اصطلاح    ۱0ها در  بیان متفاوت ژنGO     گذاریفرآیندهایی نظیر رشد تخمک، بلوغ تخمک، و تخمک مرتبط با کیفیت تخمک، شامل. 

E-  اصطلاح    ۱0ها در  بیان متفاوت ژنGO    های منجمد است دهنده تغییرات معنادار در توانایی لقاح تخمکمرتبط با لقاح، که نشان. 

 

 .کندها را برجسته میای بر کیفیت و توانایی لقاح تخمکاین نتایج تأثیرات انجماد شیشه 
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 های مولکولی مرتبطها و مکانیسماثرات انجماد بر تخمک.  1- 4

ها و حفاظت از باروری زنان در معرض خطر از دست دادن  های مؤثر برای حفظ تخمکای یکی از فناوریانجماد شیشه

اند که متغیرهای نابهینه در فرآیند انجماد، از  باروری به دلایل پزشکی یا مرتبط با سن است. با این حال، مطالعات نشان داده

توانند منجر به آسیب سلولی شوند. این عوامل  جمله نوع و غلظت عوامل انجماد، دمای هسته، سرعت سرد شدن و ذوب، می

، تجمع mRNA   ، ناپایداریDNA   قطعه شدنسلولی، قطعههای یخ درونتوانند موجب سمیت انجماد، تشکیل کریستالمی

 .های آزاد، و عدم تعادل یونی شوندرادیکال

ژنتیک را تحت تأثیر  کننده اپیهای اصلاحویژه بیان آنزیمها را مختل کرده و بهها، سنتز و حفظ رونوشت این ناهنجاری

 .شوندژنتیکی مرتبط با پیشرفت میوز، لقاح، و رشد جنین دچار اختلال میهای اپیدهند. در نتیجه، مکانیسمقرار می

 تغییرات بیان ژن ناشی از انجماد

عنوان مثال، مونزو و  ژنتیک و بیان ژن تأثیر بگذارد. بهتواند بر کنترل اپیای میاند که انجماد شیشه مطالعات نشان داده

های گاو و خوک  اند. در گونهانسانی را گزارش کرده MII هایای بر بیان ژن در تخمکهمکاران اثرات منفی انجماد شیشه

نیز انجماد الگوهای بیان ژن را تغییر داده و فرآیندهایی مانند تنظیم رونویسی، تمایز سلولی، میتوز، اسکلت سلولی اکتین، و  

مسیر آپوپتوز را تحت تأثیر قرار داده است. با این حال، برخی مطالعات مانند گانو و همکاران تفاوت معناداری در بیان ژن 

 .اندها گزارش نکردههای منجمد و تازه در موشبین تخمک

های تازه و منجمد انجام شد. نتایج نشان داد که سطح بیان ژن جهانی در  روی تخمک    scRNA-seqدر مطالعه ما،

 ۱۴۲۶های منجمد شامل  همچنین، تخمک  .(p < 0.001)های تازه بودتوجهی کمتر از تخمکطور قابلهای منجمد بهتخمک 

DEG ۳۳۲۱شده بالا و تنظیم DEG های تازه بودندشده پایین در مقایسه با تخمکتنظیم. 

 تأثیر بر مسیرهای زیستی و میتوکندری

های منجمد عمدتاً در فرآیندهای زیستی مرتبط با ساختار کروماتین و اسکلت سلولی  شده در تخمکهای تنظیمژن 

 :نقش داشتند، مانند

 H2A یوبیکوئیتیناسیون هیستون ▪

 سازماندهی شبکه آندوپلاسمی  ▪

، و خاموشی ژنی حیاتی هستند. کاهش کیفیت میتوکندری نیز مشاهده  DNA تنظیم رونویسی، ترمیماین فرآیندها در  

شدت تحت تأثیر انجماد قرار گرفتند. شبکه های بالغ بهشد؛ عواملی مانند اندازه، عملکرد، و تعداد میتوکندری در تخمک

 .توانند بر توانایی لقاح و رشد جنین تأثیر منفی بگذارندهای مرتبط میمیتوکندری به نوسانات دما حساس است و آسیب

 DNA تغییرات متیلاسیون.  2- 4

های پستانداران تغییر داده و را در تخمک  DNA ای ممکن است متیلاسیوناند که انجماد شیشه مطالعات نشان داده

که متیلاسیون جهانی داد  نشان  ما  نتایج  شود.  غیرطبیعی جنین  رشد  به  به  در تخمک  DNA منجر  نسبت  های منجمد 

 :شناسایی شد DMR ۱۲۸5های تازه کاهش یافت و تخمک 

 .ژنی قرار داشتندها در نواحی بینDMR بیشتر ▪

 .مشاهده شد Gene Body در نواحی پروموتر یا DMR 97تنها  ▪

توجهی کاهش  طور قابلهای منجمد بهدر تخمک   DNMT1های مرتبط با متیلاسیون نشان داد که بیانتحلیل بیان ژن

تواند منجر به کند. کاهش بیان آن میو کیفیت تخمک ایفا می DNA نقش مهمی در حفظ متیلاسیون DNMT1 .یافت

 .و کیفیت پایین جنین شود DNA متیلاسیون غیرطبیعی
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 گیری نتیجه.  5

ها نشان داد. همچنین تغییرات و بیان ژن در تخمک DNA ای را بر متیلاسیونمطالعه ما اثرات جهانی انجماد شیشه 

به توانایی رشد و پتانسیل لقاح  ای میدر فرآیندهای زیستی مرتبط شناسایی شد. نتایج نشان داد که انجماد شیشه  تواند 

تر هستند. این  تر و نزدیکهای تازه پیچیدهنشان داد که تعاملات ژنتیکی در تخمک GRN ها آسیب برساند. تحلیلتخمک 

های انجماد  ها ارائه کرده و پایه نظری برای بهبود روشای بر تخمکهای جدیدی در مورد اثرات انجماد شیشهتحقیق بینش
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