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Lysophosphatidic Acid Effect on Improvement of Follicular 
Development and Increasing the Expression of Vascular 
Endothelial Growth Factor during Human Tissue Culture and 
after Transplantation

[1] Ovarian tissue cryopreservation and transplantation ... [2] Expectations and limitations 
of ovarian ... [3] Observational study of the development and ... [4] Xenotransplantation of 
cryopreserved human ovarian ... [5] Developmental status: Impact of short-term ischemia 
on ... [6] Early massive follicle loss and apoptosis in heterotopically grafted ... [7] Reducing 
ischaemic damage in rodent ... [8] Review of factors affecting the growth and survival of ...
[9] Ovarian function and spontaneous pregnancy after ... [10] Current success and efficiency 
of autologous ... [11] bFGF and VEGF improve the quality of vitrified-thawed ... [12] An in 
vitro study on oocyte and follicles of transplanted ovaries ... [13] Angiopoietin-1 and-2 and 
vascular endothelial growth factor ... [14] Isoform 111 of vascular endothelial growth factor 
... [15] Orthotopic and heterotopic ovarian tissue ... [16] The effect of erythropoietin in 
preventing ischemia-reperfusion ... [17] Angiogenesis in ectopic ovarian xenotransplantation 
... [18] Supplementation of culture media with ... [19] Effect of lysophosphatidic acid on the 
follicular development and ... [20] Lysophosphatidic acid as a novel cell survival/apoptotic 
... [21] Expression of factors involved in apoptosis and cell survival is correlated ... [22] 
Lysophospholipid signaling in the function and pathology of the  ... [23] Lysophosphatidic 
acid (LPA) signaling in human and ... [24] LPA receptors: Subtypes and biological ... [25] LPA 
receptor signaling: Pharmacology, physiology, and ... [26] LPA signaling during vascular ...
[27] Altered expression of lysophosphatidic ... [28] Lysophosphatidic acid up-regulates 
expression ... [29] Bioactive lysolipids in cancer ... [30] Short term culture of vitrified human 
... [31] Human ovarian tissue vitrification/warming ... [32] The effect of lysophosphatidic 
acid during in ... [33] Lysophosphatidic acid in vascular development ... [34] Autotaxin 
stabilizes blood vessels and is ... [35] Autotaxin, a secreted lysophospholipase ... [36] 
Autotaxin regulates vascular ... [37] Hypoxia enhances LPA-induced HIF-1α and ... [38] 
Lysophosphatidic acid upregulates vascular endothelial ... [39] Lysophosphatidic acid (LPA) 
and ... [40] Evidence for a role of capillary pericytes in vascular ... [41] Lysophosphatidic 
acid increases in vitro ... [42] Activation of hypoxia-inducible factor-1α is ... [43] 
Biological roles of lysophosphatidic acid ...

Aims The aim of the present study was to evaluate the effects of lysophosphatidic acid (LPA) 
supplementation of human ovarian tissue culture media on the morphology of tissue and 
alteration in angiogenesis by expression of vascular endothelial growth factor (VEGF) after 
transplantation.
Materials & Methods In the present experimental study, the human ovarian tissues (n=8) after 
collection from female-to-male transsexual people, were cut into small fragments (n=98). Then, 
vitrified-warmed and cultured 24 hours in two groups in the presence and absence of LPA, and 
finally they were transplanted to γ-irradiated mice (n=13). After two weeks the morphology 
of tissues was studied by hematoxylin and eosin staining and VEGF protein was detected by 
immunohistochemistry. The expression of VEGF gene was evaluated by real time RT-PCR.
Results The morphology of both transplanted tissues was well preserved and follicles 
at different developmental stages were seen in all studied groups. Significantly a higher 
expression of VEGF gene was observed in the LPA-treated group compared to the non-treated 
once (p<0.05). Several blood vessels were shown positive reactions for VEGF antibody as green 
color in stroma of ovarian tissue sections in all studied groups.
Conclusion Supplementation of human ovarian tissue culture media with LPA before 
transplantation could increase the expression of VEGF gene related to angiogenesis.
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  چکيده
در محیط  (LPA) اسیدبررسی اثرات لیزوفسفاتیدیکهدف مطالعه حاضر  ف:اهدا

ور زایی با تغییر در بروز فاکتو نیز رگبر مرفولوژی کشت بافت تخمدان انسانی 
  بود. پیوندپس از  (VEGF) رشد اندوتلیال عروقی

د تغییر جنسیتی ابافت تخمدان از افر حاضر،  در مطالعه تجربی ها:مواد و روش
 و بریده شد قطعه) ۹۸( قطعات کوچکصورت آوری شد و سپس به جمعنفر)  ۸(
کشت  LPAغیاب و حضور  دو گروه در ساعت در۲۴ذوب به مدت  -از انجماد دبع

برای مطالعه شدند. بعد از دو هفته  شده پیونداشعه گاما زده موش ۱۳به و سپس 
 استفاده شد وآمیزی هماتوکسیلین و ائوزین از نظر مورفولوژی از رنگها بافت

با نیز  VEGFبیان ژن  بررسی شد. ایمونوهیستوشیمیاز طریق  VEGFپروتئین 
Real	time	RT‐PCR ارزیابی شد.  

ها در مراحل مختلف و فولیکول طبیعیپیوندی  هایساختار بافت ها:یافته
های مورد مطالعه قابل مشاهده در تمامی گروه های مختلفو با اندازه تکوینی

افزایش  LPAا در گروه تیمار ب VEGFبود. در مطالعات مولکولی میزان بیان ژن 
). واکنش مثبتی برای >۰۵/۰pداشت ( داری در مقایسه با گروه بدون تیمارمعنی
به در دیواره عروق خونی موجود در بافت استرومای تخمدان  VEGFبادی آنتی

  ها دیده شد.در همه گروهصورت رنگ سبز 
پیوند  قبل ازکشت بافت تخمدان انسانی  در LPAکارگیری هب گیری:نتیجه
  شود.در بافت پیوندی  مرتبط به آنژیوژنز VEGFتواند باعث افزایش بروز ژن می
، ر شیشهد زایی، فاکتور رشد اندوتلیال عروقی، کشتاسید، رگلیزوفسفاتیدیکها: هواژ کلید

  تخمدان، زنوگرافت
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	مقدمه
 واست امروزه میزان ابتلا به سرطان در میان زنان افزایش یافته 

های رایج از جمله شیمی درمانی با خطر بروز ناباروری و درمان
نارسایی زودرس تخمدان پس از درمان همراه هستند. بنابراین توجه 

سزایی به کیفیت زندگی پس از درمان و حفظ باروری اهمیت به
های حفظ باروری در این بیماران انجماد بافت دارد. یکی از روش

تخمدان است. در این روش بخشی از کورتکس تخمدان توسط 
 منظورو پس از درمان قطعی بهشود میلاپاراسکوپ خارج و منجمد 

ن شده به بدبازگشت باروری و عملکرد هورمونی بافت منجمد و ذوب
  .1]‐[3شودشخص پیوند زده می

های منجمدشده تکنیکی است که کشت و پیوند بافت تخمدان
د. نتایج کنها را مقدور میتوانایی تکوین و رشد فولیکول

ها در بافت تخمدان انسانی به دلیل سایز آمده از این تکنیکدستهب
بزرگ بافت تخمدان، تراکم استرومای تخمدان و دوره طولانی 

 هایی که پس از پیوندیکی از نگرانی. [4]بحث برانگیز است زفولیکوژن
شده وجود دارد ایسکمی است. تا زمان ذوب -بافت تخمدان منجمد

ها لسوم فولیکو رفتن دوزایی مجدد بافت ایسکمی سبب ازبینرگ
خصوص در انسان که کورتکس تخمدان فشرده و به. 5]‐[7شودمی

رد ا، عملکهتواند بر روی رشد فولیکولمتراکم است این موضوع می
از آنجا که پیوند قطعات . [4]هورمونی و حفظ قدرت باروری اثر بگذارد

نفوذ و  ،شودبافت تخمدان بدون آناستوموز عروقی انجام می
مر ها و نیز طول عفولیکول یگیری مجدد عروقی بافت برای بقاشکل

 ٣اند توعملکردی بافت پیوندی بسیار اساسی است و این زمان می
زا که در از عوامل مهم رگ. [9	,8]طول بکشدس از پیوند روز پ ٧تا 

توان رسد میبافت تخمدان وجود دارد و یا از جریان خون به آن می
	,9]اشاره کرد (VEGF) به فاکتور رشد اندوتلیال عروقی در . [10

تحقیقات متعددی نشان داده شده است که پس از پیوند بافت 
و باعث ایجاد عروق خونی  یافتهتخمدان میزان این فاکتور افزایش 

نشان  و همکاران نیز دمیستر. 11]‐[14در بافت پیوندی شده است
عنوان یک فاکتور رشدی باعث ایجاد عروق جدید هب VEGFدادند که 

با  و همکاران نیز اخیراً  زندوکیلی .[15]در بافت پیوندی شده است
 که دنشان دادنهای پیوندی تخمدان کارگیری این ترکیب در بافتهب

VEGF های لایه تکای فولیکول با کمک در تشکیل عروق جدید در
ش و باعث افزای رددا یگیری جسم زرد نقش فعالبزرگ و نیز در شکل

  .[12]تکوین فولیکولی شده است
 متعددی یکارگیری فاکتورهاهسعی شده است با ب از طرفی اخیراً 

های تخمدان پیوندی شوند تا بتوان زایی در بافتباعث افزایش رگ
ریب تواند باعث تخاز ایسکمی بافت ناشی از کمبود اکسیژن که می

. [17	,16]کردهای تخمدانی بشود جلوگیری تعداد زیادی از فولیکول
رفته کار گه این فاکتورها یا در حین پیوند به همراه بافت پیوندی ب

 تاهی بافتی که قرارد و یا اینکه قبل از پیوند به مدت کونشومی
له از جم .شودنظر کشت می ورداست پیوند شود به همراه فاکتور م

	,18]است (LPA) اسیدلیزوفسفاتیدیکاین فاکتورها  19] .
اسید یک لیپید ساده است که در بسیاری از لیزوفسفاتیدیک

رت و تکثیر، تمایز، مهاجآپوپتوز، فرآیندهای بیولوژیکی از جمله بقا، 
های پروژنیتور عصبی، مانند سلول هاانواع سلولچسبندگی 

 هایها در سیستم عصبی، سلولآستروسیت و الیگودندروسیت
های سیستم تولیدمثل، گیری عروق، سلولاندوتلیال در طول شکل

های استخوان و سلول های استئوبلاست در طول تکوینسلول
  .20]‐[23سیستم ایمنی شرکت دارد



 ۱۹۱ ...بروز ژن فاکتور رشد شیافزا زیو ن یکولیفول نیتکو تیفیبر بهبود ک دیاسکیدیزوفسفاتیاثر لـــ ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ
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ارای شش گروه اصلی از رسپتورها شامل اسید دلیزوفسفاتیدیک
LPAR1–LPAR6 از طریق اتصال رسپتورها به  است و

 Gαq	G12/13 و Gs ،Gi/o هترودایمرهای پروتئین که عبارتند از
به راه  را های داخل سلولیکند و آبشاری از سیگنالمی عمل
 مختلف بیان هایها و سلولاین رسپتورها در ارگان. [25	,24]اندازدمی
های سیستم در ارگان LPAR4و  LPAR3برای مثال  .شوندمی

در  LPAR1‐LPAR3رسپتورهای و  تخمدان تولیدمثل مانند رحم و
ترین یکی از مهم. [20]شوندبیان میی جسم زرد های گرانولوزاسلول

طی  و نقش آن در تکوین عروق جنینی است LPAعملکردهای 
ها تآنژیوبلاستشکیل عروق خونی باعث رشد رگ جدید از 

از  LPAگزارش کردند که  پوتاکاوکلاوکو  واسنایسکی. [26]شودمی
. [27]ودشطریق بروز فاکتور رشد اندوتلیالی عروقی باعث آنژیوژنز می

 LPAکه است علاوه بر این در مطالعات دیگری نیز مشخص شده 
عروق جدید در  تشکیلدر  ۸و  ۶ با تنظیم ترشح اینترلوکین

 هیسانو. [28]جسم زرد، تکوین جفت و نیز رحم نقش داردگیری شکل
عنوان یک واسطه در تنظیم هب LPAکردند که نیز تایید  هلاو 
	.[29]کندیزایی طی مهاجرت سلولی و رشد و تکوین بافت عمل مرگ

ای که گونهبا توجه به اهمیت بهبود شرایط پیوند بافت تخمدان به
فولیکولی و کاهش تخریب فولیکولی باعث افزایش بقا و تکوین 
در و همکاران  محمدی، LPAی مهم هابشود و با عنایت به نقش

ماندن تکوین و میزان زنده بر LPAمطالعه قبلی خود به اثرات 
و نتایج قبلی نشان داد که این فاکتور باعث  ندها پرداختفولیکول

اما ، [18]شودند مییوبهبود میزان بقا و رشد فولیکولی پس از پ
هبود خصوص ب کارگیری این فاکتور درهتاکنون گزارشی مبنی بر ب

ده ن دیده نشآزایی بافت تخمدان انسانی پس از کشت و پیوند رگ
هدف از این مطالعه بررسی اثرات کشت بافت  بنابراین ،است

و سپس پیوند زنوگرافت آن در موش  LPA تخمدان انسانی در حضور
 VEGFزایی با تغییر در بروز وندی و نیز رگرفولوژی بافت پیوم بر
  بود. زاییعنوان یک فاکتور تنظیمی در رگبه
  

  هامواد و روش
آلمان سیگماآلدریچ  از شرکت مطالعهکلیه مواد مصرفی در این 

  .فراهم شده است
  آوری بافت تخمدان انسانیجمع

-۳۵در محدوده سنی  دادهفرد تغییرجنسیت ٨با توافق آگاهانه از 
گونه بیماری ارثی، سال) که سابقه هیچ ۲۶سال (میانگین  ۱۸

کننده در مطالعه را نداشتند، پس از تایید هورمونی و یا مداخله
کمیته اخلاق پزشکی دانشکده علوم پزشکی دانشگاه تربیت مدرس 

های و تکمیل فرم رضایت بیمار، نمونه ۵۲/د۸۸۳شماره ارجاع با 
به آزمایشگاه  L15ان تحت شرایط استریل در محیط بافت تخمد

منتقل شدند. سپس نمونه تخمدان با استفاده از اسکالپل به صورت 
بریده شد و  مترمیلی٢×١×١نوارهای باریک کوچک با ابعاد تقریبی 

سرم آلبومین انسانی،  حجمی -حجمی %١٠حاوی  L15 در محیط
میکروگرم بر ۱۰۰لیتر و میلی سیلین بر هرالمللی پنیواحد بین ١٠٠

  .[30]شد استرپتومایسین نگهداریلیتر میلی
  ای و ذوب تخمدانانجماد شیشه
ای قطعات بافت تخمدان با استفاده از محلول ضدیخ انجماد شیشه
(EFS40) گلیکول، اتیلن %۴۰محلول انجمادی از . [30]انجام شد

سرم  ٪۲۰با  تشکیل ومول ساکارز ۱حجمی) و /(وزنی ۷۰فایکول  ۳۰٪
  آلبومین انسانی تکمیل شده است.

طور مجزا به کرایوتیوب و در نهایت به تانک سپس هر قطعه به
حاوی نیتروژن مایع منتقل شد. ذوب به روش سریع و به کمک 

  .[30]انجام شدهای ساکارز نزولی محلول
  کشت و پیوند بافت تخمدان انسانی

 LPAدر دو گروه بدون  قطعات بافت تخمدان انسانیمنظور کشت به
) قطعه بافتی ٤٩( LPA میکرومولار٢٠ ) و با حضورقطعه بافتی ٤٩(

خانه مخروطی شکل استفاده و در داخل هر خانه  ٩٦از ظروف کشت 
ها در نمونه. [19]ریخته شد MEM‐αمیکرولیتر از محیط کشت ٣٠٠

محلول لیتر المللی بر میلیواحد بین۱۰۰که حاوی  یمحیط کشت
محلول لیتر میکروگرم بر میلی۱۰۰)، ؛ انگلستانGibcoسیلین (پنی

انسولین ترانسفرین و  %١، )؛ انگلستانGibco( استرپتومایسین
 لیکننده فولیکوهورمون تحریکلیتر بر میلی mu۱۰۰ ،(ITS) سلنیوم

)rFSH ؛Gibco(سرم آلبومین  حجمی -حجمی %۱۰و  ، انگلستان
 %٥ و دارای C٣٧°نکوباتور در اساعت  ٢٤انسانی بود به مدت 

به شده سپس قطعات بافت کشت. [19]کشت شدنداکسیدکربن دی
روز  ١٤پیوند شدند و پس از  و های اشعه گاما زدهبدن موش

  و مورد بررسی قرار گرفت. های پیوندی جمع آوری شدبافت
  های اشعه گاماخوردهسازی و نگهداری موشآماده

استفاده شد. تمام  NMRIدر این مطالعه از موش سوری ماده نژاد 
 بخش حیوانی این مطالعه مورد تایید درکاررفته بههای پروتکل

 کمیته اخلاق دانشگاه آزاد اسلامی واحد علوم و تحقیقات
(.IR.IAU.SRB.REC.1397.119) ها در زمان آزمایش بود. موش

خش رادیوتراپی بیمارستان هفته داشتند و در ب ١٠تا  ٨سنی بین 
شهدای تجریش تحت تابش اشعه گاما (طبق پروتکل) به شکل تمام 

دقیقه قرار گرفت. سپس حیوانات  ٧گری به مدت ٥/٧بدن، به میزان 
به اتاقک مخصوص و ایزوله که از پیش آماده شده بود، منتقل شدند. 

آنتی تغذا، آب، قفس و پوشال مورد استفاده اتوکلاو و به آب حیوانا
  .[31]بیوتیک اضافه شد

  روش پیوند زنوگرافت بافت قشری تخمدان انسان
 %١٠ابتدا موش گیرنده به کمک تزریق داخل صفاقی مخلوطی از 

زایلازین بیهوش شد. سپس محل جراحی با الکل  %٢٠کتامین و 
قطعه بافت قشری تخمدان انسانی  ٢و داده شو وشست %٧٠

هر موش ماده پیوند زده شد. در هر شده به ناحیه عضله پشت کشت
ده پیوند خور موش اشعه ١٣ قطعه بافت قشری تخمدان به ٢٦ ،گروه

روز از زمان پیوند نگهداری شدند.  ١٤ها به مدت زده شد. سپس موش
جراحی و تزریقات تحت شرایط  یهاعملشایان ذکر است که تمامی 

کننده یافتهای دراستریل انجام شد. در پایان روز چهاردهم موش
افت ب و شدند کشته گردنی هایمهره جاییهجاب روش به پیوند



 ـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ و همکاران یمحمد نبیز ۱۹۲

   ۱۳۹۸ پاییز، ۴، شماره ۲۲دوره                                                                                                                                                                                ی  ستیز یشناسبیآس یهاپژوهش

  .[18]پیوندی برداشته شد
آمیزی ارزیابی مورفولوژیک بافت تخمدان انسانی با استفاده از رنگ

  ائوزین -هماتوکسیلین
شده قبل و بعد از ذوب -مطالعه مورفولوژیک بافت تخمدان منجمد

قطعه بافت تخمدان  ۲۰انجام شد ( LPAپیوند در حضور و غیاب 
شده در هر مرحله در محلول آوریهای جمعنمونه برای هر گروه).
بافت تخمدان  . سپس قطعاتساعت ثابت شدند ١٢بوئن به مدت 

گیری و در داخل ) آب%۱۰۰تا  ۷۰از های صعودی اتانول (درصد در
های ششده بر های پارافینی تهیهاز بلوک .پارافین فرو برده شدند

میکرومتر ۵ت مبافتی توسط میکروتوم و به صورت سریالی با ضخا
در  آمیزی وهماتوکسیلین و ائوزین رنگ روشها با برش زده شد.

  زیر میکروسکوپ نوری مشاهده شدند.
  ارزیابی ایمونوهیستوشیمی بافت تخمدان انسانی پس از پیوند

 بررسی بیان پروتئین آنژیوژنیک برایارزیابی ایمونوهیستوشیمی 
VEGF  پس از پیوند در حضور و غیابLPA ) نمونه  ۳انجام شد

های پس از تهیه بلوک برای هر گروه و از هر نمونه یک برش).
پس س .ها انجام شدزدایی لامگیری ابتدا پارافینپارافینی و برش
 )pH=۶ر؛ مولامیلی١٠( در بافر سیترات هاژن برشبرای بازیابی آنتی

 بافر فسفاتدقیقه جوشید و سپس با  ١٠به مدت  C١٠٠°در دمای 
(PBS) آنتی بادی اولیهسپس آنتی شو شد.وشستVEGF (IgG) 
	lab	G )E	immunoglobulin	polyclonal	rabbitبادی یا آنتی

Science(ها ریخته و به مدت روی نمونه ١٠٠به  ١با نسبت  ؛ چین
یا بادی ثانویه سپس آنتیقرار داده شد. ساعت در یخچال  ٢٤
	goatبادی آنتی anti‐rabbit	 IgG  کونژوگه با

 ١٠٠به  ١با نسبت ؛ چین) Science	lab	E( ایزوتیوسیاناتفلورسئین
به  C٣٧°ها ریخته شد. سپس در فور در محیط تاریک روی نمونه

ها با هسته شو شد ووشست PBSساعت قرار داده و بعد با  ٢مدت 
در نهایت با میکروسکوپ  شدند و آمیزیرنگ (PI)یدید روپیدیومپ

گروه سه تکرار آزمایش  . در هرقرار گرفتندبررسی مورد فلورسنت 
  مستقل انجام شد.
  در بافت تخمدان انسانی VEGF بررسی بیان ژن

شده در ی کشتهاهای تخمداننمونه RNAاستخراج منظور به
پس از کشت (قبل از پیوند) و نیز پس از دو  LPAحضور و غیاب 
در هر و قطعه بافتی  ۳ آوری شدند (برای هر گروههفته پیوند جمع

) و در چهار گروه مورد بررسی قرار گروه سه تکرار آزمایش مستقل
های مورد مطالعه توسط محلول ترایزول تمامی گروه RNA گرفتند.

توسط اسپکتروفوتومتر سنجیده شد. آن سپس غلظت  واستخراج 
مخلوط واکنش  .استفاده شدفرمنتاز کیت  از cDNAبرای ساخت 

انکوباسیون سپس  .ساعت قرار داده شدیک به مدت  C٤٢° در دمای
حاصل تا زمان  cDNAو  انجام C٧٠°دقیقه در دمای  ۵به مدت 
  نگهداری شد. -C٨٠°در فریزر  RT‐PCR	time	Realواکنش 
  RT‐PCR	time	Realواکنش 

استخراج شد.  NCBIمربوط به ژن از سایت  mRNAابتدا توالی 
و  analyze	Oligoمانند آنلاین افزارهای پرایمرها با استفاده از نرم

Perimer3 افزار و توسط نرم ندطراحی شدBlast منظور اطمینان به
د نشدن پرایمر مورد ارزیابی قرار گرفتبودن محل جفتاز اختصاصی

چین).  ؛Biotech	Generayساخته و خریداری شدند (و سپس 
در جدول  β‐action و ژن مرجع VEGF مشخصات مربوط به پرایمر

	Real واکنشآورده شده است.  ١ time	 RT‐PCR  با کیت
	one	Stepدستگاه و در  (یکتا تجهیز؛ ایران) RT‐PCR سایبرگرین

ABI )Step	one	ABI(انجام  دماییشرایط انجام شد.  ؛ انگلستان
منظور بهدقیقه  ٥در زمان  C٩٤° دمای به این شرح بود:واکنش 

 ١٥به مدت  C٩٥° مرحله تکثیر، دمایدر  ؛بازشدن کامل دو رشته
 و ثانیه ٣٠برای  C٧٢° دمای ؛ثانیه ٣٠به مدت  C٥٨°دمای  ؛ثانیه

های تکمیل رشته برایدقیقه  ١٠زمان با  C٧٢° یک سیکل با دمای
در آن  وبرای هر نمونه یک تیوب کنترل منفی گذاشته  ساخته.نیمه

گروه سه تکرار  در هر از آب استریل استفاده شد. cDNAبه جای 
  آزمایش مستقل انجام شد.

  

  فهرست پرایمرها )۱جدول 
طول محصول 

	(جفت باز)
	شماره  توالی پرایمر 	ژن

١٨٧	

Forward:	5'‐
TCAGAGCAAGAGAGGCAT
CC‐3'	
Reverse:	5'‐
GGTCATCTTCTCACGGTT
GG‐3'	

NM‐
001101.3	 β‐actin	

۱۶۱	

Forward:	5'‐	
GCCTTGCTGCTGCTCTAC
CTC‐3'	
Reverse:	5'‐	
GGGTACTCCTGGAAGATG
TC‐3'	

XM‐
016955597	 VEGF  

  

  تجزیه و تحلیل اطلاعات
مورد تجزیه و تحلیل قرار  24	SPSSافزار نتایج با استفاده از نرم
. شد میانگین آماری ارایههای کمی به شکل گرفت. تمامی داده

و طرفه تحلیل واریانس یکشده با کمک آزمون آوریهای جمعداده
post	hoc	Duncan's	Multiple	Range	Test  مورد تجزیه و

مقایسه بین  برای >۰۵/۰pداری قرار گرفت. سطح معنیتحلیل 
  در نظر گرفته شد. هاگروه

 

  هایافته
ارزیابی مورفولوژی بافت تخمدان انسانی قبل و پس از پیوند در 

  LPAحضور و غیاب 
 ۱۴ساعت کشت و  ۲۴شناسی بافت تخمدان انسانی پس از ریخت

 ۱ شکل ائوزین در -آمیزی هماتوکسیلینروز پس از پیوند با رنگ
آمیزی تفاوت . مشاهدات حاصل از این رنگه استنشان داده شد

ها نشان نداد و ساختار بافت تخمدان خاصی را در ساختار تخمدان
 ها در مراحلخوبی حفظ شده بود و فولیکولی پیوندی بههادر گروه

های مورد مطالعه قابل مشاهده مختلف تکوینی در تمامی گروه
 ی با اندازه کوچک (بدوی و اولیه) و با سایز بزرگتریهایکول. فولندبود

  .دنی پیوندی مشاهده شدهاانترال) در حال رشد در گروه(ثانویه و پره



 ۱۹۳ ...بروز ژن فاکتور رشد شیافزا زیو ن یکولیفول نیتکو تیفیبر بهبود ک دیاسکیدیزوفسفاتیاثر لـــ ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

Pathobiology Research                                                                                                                                                                  Volume 22, Issue 4, Fall 2019 

  
شده با آمیزیتصاویر میکروسکوپ نوری بافت تخمدان انسانی رنگ )۱شکل 

گروه  LPA ،(Aهماتوکسیلین و ائوزین پس از کشت و پیوند در حضور و غیاب 
گروه پیوندشده  C)؛ LPAشده در حضور گروه کشت B)؛ LPAشده در غیاب کشت

های سیاه فولیکول اولیه (فلش LPAگروه پیوندشده در حضور  D)؛ LPAدر غیاب 
  دهند.)و فلش زرد فولیکول بدوی را نشان می

  
	های مطالعهارزیابی بیان ژن مرتبط با آنژیوژنز در گروه

به  مربوط β‐actinبه ژن مرجع  VEGFمیزان بیان نسبی ژن 
 شده است. نسبت بیان ژنارایه  ۱نمودار  ی مورد مطالعه درهاگروه

VEGF های تیمارشده با در گروهLPA قبل و بعد از پیوند به ترتیب 
قبل و  LPAو برای گروه تیمارنشده با  ۵۴/۴±۱۳/۱و  ۲۱/۰±۵۹/۱

بود که افزایش  ۰۵/۲±۰۵/۰و  ۹۷/۰±۰۴/۰بعد از پیوند به میزان 
در مقایسه با گروه دیگر نشان  LPAداری در گروه تیمارشده با معنی
  ).>۰۵/۰pداد (
	Ladder ارایه شده که از ۲در شکل  PCR محصول الکتروفورز ژل

  .شده است استفاده PCR محصول در 100
  VEGFارزیابی ایمونوهیستوشیمی 

 LPAحضور و غیاب  قبل و بعد از پیوند در VEGF بیان پروتئین
شده است. واکنش مثبتی (به رنگ سبز) برای این  ارایه ۳ در شکل

پروتئین در دیواره عروق خونی موجود در بافت استرومای تخمدان 
رسد که میزان واکنش در دیده شد و به نظر می هادر همه گروه

  بیشتر است. LPAهای تحت تیمار با گروه
  

به مربوط  β‐actin به ژن مرجع VEGFمیزان بیان نسبی ژن مقایسه ) ۱نمودار 

 LPAدار با گروه متناظر بدون وجود اختلاف معنی a)؛ های مورد مطالعهگروه

)۰۵/۰p< ؛((b شده های پیوندشده با گروه کشتدار گروهوجود اختلاف معنی

  )>۰۵/۰pمتناظر (

  
مربوط به گروه بدون تیمار و نمونه  ۱؛ نمونه PCRژل الکتروفورز محصول  )۲شکل 
استفاده  PCRدر محصول  100	Ladderاست و از  LPAمربوط به گروه تیمار با  ۲

  شد.

  

  
 یميز آ رنگ انسانی با تخمدان بافت فلوروسنت میکروسکوپ تصاویر )۳شکل 

 ؛LPA (A)شده در غیاب ؛ گروه کشتVEGFضد بادییآنت یايمونوهيستوشيم
گروه  ؛LPA (C)شده در غیاب ؛ گروه پیوندLPA (B)شده درحضور گروه کشت

و سر  عروق بزرگ دهندهنشان های سفیدفلش؛ (LPA (D)حضور  شده درپیوند
 برای قبرا سبز رنگ به مثبت واکنش دهنده عروق کوچک باهای سفید نشانفلش
  )انجام شد. PIهسته با  آمیزیرنگ .هستند VEGF بادیآنتی

  

	بحث
از آنجا که یکی از معضلات عمده در پیوند بافت تخمدان ایجاد 

های ، محققین راهاستایسکمی و عدم تشکیل عروق خونی جدید 
که در مطالعه  15	,8]‐[17اندمختلفی را برای حل مساله پیشنهاد داده

 هایاستفاده شد و نتایج نشان داد که بافت LPA حاضر از فاکتور
ها را نشان تکوین مناسبی از فولیکول LPAپیوندی تیمارشده با 

با هدف بهبود کیفیت بافت و همکاران  محمدیمطالعه در دادند و 
بالایی از  درصد LPAکارگیری هتخمدان انسانی پیوندشده با ب

ارشده در گروه تیمد که تکوین بالایی نیز داشتننرمال  یهافولیکول
تواند مربوط به عملکردهای که این امر می [18]دیده شد  LPAبا 

  باشد. LPAمختلف 
LPA ی باعث مانعنوان یک فاکتور ضدمرگ سلولی و یا فاکتور زندهبه

 زایشباعث افتواند میدنبال خود ه و ب شودمیسلولی  یتثبیت بقا
ش نقنیز مرتبط دیگر مطالعات های نرمال شود. در فولیکول درصد

ی دیگر به اثبات رسیده هادر خصوص سلول LPAضدآپوپتوزی 
	 .20]‐[23است

عنوان هتواند بمیاین است که  LPAی مهم هااز نقش یکی دیگر
ی اهفاکتور رشد و یا تکثیری عمل کند که باعث تکثیر سلول

VEGF	

a	 b	

a,	b	

a,	b	



 ـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ و همکاران یمحمد نبیز ۱۹۴

   ۱۳۹۸ پاییز، ۴، شماره ۲۲دوره                                                                                                                                                                                ی  ستیز یشناسبیآس یهاپژوهش

را ها تکوین و رشد فولیکول این امر شود ومیفولیکولر و گرانولوزا 
همین نقش را در  LPAطور مشابه هو ب دنبال خواهد داشته ب

  .[32]و باعث تکثیر سلولی شده استداشته  ی دیگرهاخصوص سلول
توان اشاره نیز می LPAعلاوه بر دلایل ذکرشده به نقش مهم دیگر 

در بافت  تحریک آنژیوژنز و تشکیل عروق خونی جدید کرد و آن
سو از با تشکیل عروق خونی جدید از یک .33	,28]‐[39پیوندی است

 یتواند بقاشود که خود میاثرات مخرب ایسکمی کاسته می
 گیری عروقهای موجود را افزایش دهد و از سوی دیگر شکلفولیکول
ت های کوچک به سمرشد و تکوین فولیکول ،تواند در بلوغجدید می
کای لایه ت گیری و رشدچراکه شکل ،های بزرگ موثر باشدفولیکول

. یکی از فاکتورهای مهم استفولیکولی وابسته به عروق جدید 
فاکتور رشد اندوتلیال عروقی است که در بافت  دخیل در آنژیوژنزیس
و یا از طریق سیستماتیک به آن  شودمیتخمدان نیز تولید 

 هایعلته که باست و در مطالعات گذشته دیده شده  [40	,12]رسدمی
10]‐ابدیی پیوندی میزان این فاکتور افزایش میهاگوناگون در بافت

کارگیری این ترکیب در هبا ب و همکاران نیز اخیراً  زندوکیلی. [14
با کمک در  VEGF که ی پیوندی تخمدان نشان دادندهابافت

های بزرگ و نیز در لایه تکای فولیکول تشکیل عروق جدید در
افزایش تکوین داشته و باعث  یگیری جسم زرد نقش فعالشکل

	.[12]فولیکولی شده است
نتایج مولکولی نیز نشان  ،حاضرمطالعه در بخش دیگری از نتایج 

قبل و بعد  LPAدر گروه تیمارشده با  VEGFداد که میزان بیان ژن 
و  ردداری افزایش داطور معنیبه LPAاز پیوند نسبت به گروه فاقد 

ی هاالبته با روش ایمنوهیستوشیمی نیز بروز این پروتئین در گروه
 ود،بگرچه انجام این تکنیک به شکل کیفی امورد مطالعه تایید شد. 

 LPAواکنش بیشتری در گروه تحت تیمار با که رسد اما به نظر می
عنوان به LPAحاضر نشان داد که مطالعه دیده شد. به عبارتی نتایج 

در جلوگیری از ایسکمی و نیز کمک به ایجاد عروق  ثرفاکتوری مو
خونی جدید پس از پیوند بافت تخمدان عمل کرده است. این عملکرد 

ای ههای اندوتلیال و ایجاد جوانهطور مستقیم با تکثیر سلولبه
و همکاران  هوانگ. در همین ارتباط شودانجام میعروقی جدید 

های اندوتلیال شده و با سبب مهاجرت سلول LPAند که دنشان دا
های افزایش بیان ماتریکس متالوپروتئیناز منجر به تکثیر سلول

  .[41]شوداندوتلیال در محیط کشت می
به شکل غیرمستقیم با تولید  LPAرسد که از سوی دیگر به نظر می

ید گیری عروق جدفاکتورهای موثر دیگر دخیل در آنژیوژنز باعث شکل
وسط تاست و شود. یکی از این فاکتورهای مهم که به اثبات رسیده 

LPA در . 37]‐[40است فاکتور رشد اندوتلیالی عروقی ،شودالقا می
 LPAگزارش کردند که  پوتاکاوکلاوکو  واسنایسکیهمین ارتباط 

از طریق بروز فاکتور رشد اندوتلیالی عروقی باعث آنژیوژنز 
ساخت  یسبب القا LPAو همکاران نشان دادند که  لی. [27]شودمی

 القای ١ فاکتور شود که این فرآیند توسط فاکتورمی VEGFفاکتور 
	lA)‐Inducible هیپوکسی Factor‐(Hypoxia گری میانجی

 استعلاوه بر این در مطالعات دیگری نیز مشخص شده . [42]شودمی

گیری عروق شکل در ۸و  ۶با تنظیم ترشح اینترلوکین  LPAکه 
گیری جسم زرد، تکوین جفت و رحم نیز خصوص در شکلهب و جدید

با استفاده از روش  ۲۰۰۸و همکاران در سال  ریورالوپز .[28]نقش دارد
در این سیستم  LPAلانتوئیک جوجه نشان دادند که آکوریو یغشا

نشان  ۲۰۱۰و همکاران در سال  اوکوداریا .]93[شودمنجر به آنژیوژنز می
کند که را در تخمدان القا می VEGFبیان فاکتور  LPA دادند که
  .]34[طور دقیق مشخص نشده استم آن هنوز بهز مکانی

  

  گیرینتیجه
تواند کشت بافت تخمدان انسانی می در محیط LPAکارگیری هب

 VEGFپیوند و نیز افزایش بروز ژن  پس از باعث بهبود کیفیت بافت
  شود.در آن مرتبط به آنژیوژنز 
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