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Abstract 
Objective: This study aimed to evaluate the incidence of apoptosis in vitrified and non-
vitrified human ovarian tissue by the use of morphological analysis and apoptosis assay 
techniques.  
Methods: We obtained human ovarian tissue biopsies from 30 women who underwent 
elective caesarean sections. Tissues were transported to the laboratory in pre-warmed, 
equilibrated Leibovitz L-15 medium within 2 hours. The tissues were cut into small 
pieces and divided into two groups, vitrified and non-vitrified (control). Apoptosis 
incidence was assessed by light microscope and the TUNEL assay and DNA laddering. 
Evaluation of caspase 3/7 protein levels was performed by the luminescent assay.  
Results: We observed no morphological signs of apoptosis in the vitrified samples. There 
were no apoptosis signals as evidenced by TUNEL staining and no DNA laddering 
pattern observed in the vitrified group. Caspase 3/7 activity was 2294±169.19 RLU/µg 
protein in the non-vitrified control group and 2231±89.271 RLU/µg protein in the 
vitrified group, which was not significantly different.  
Conclusion: The structure of human vitrified ovarian tissue was well preserved. 
Vitrification could not increase apoptosis and caspase 3/7 activity in human ovarian 
tissue.  
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ريزي شده و  اي باعث افزايش وقوع مرگ سلولي برنامه انجماد شيشه
 شود  در بافت تخمدان انساني نمي7/3فعاليت كاسپاز 
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  چكيده

اي  فت تخمدان انساني انجماد شيشه     در با  )آپوپتوز( دهريزي ش   مرگ سلولي برنامه   وقوعمطالعه ارزيابي   اين  هدف از    :هدف
  .بودچندين روش ارزيابي آپوپتوز  شده در مقايسه با گروه كنترل به وسيله مطالعات مورفولوژيك و

 Leibovitz L-15در محـيط   عمل سزارين گرفته شد و تحت نفر 30 قشر بافت تخمدان انسان از قطعات :ها مواد و روش
سپس قشر تخمدان به قطعات كوچكي بريده و به صـورت تـصادفي در دو گـروه                . شدند ساعت به آزمايشگاه منتقل      2طي  

 و  شناسـي  ريخـت  مطالعـات    وقوع آپوپتوز به وسـيله    ارزيابي ميزان   . بندي شد  اي و كنترل غير انجمادي تقسيم      انجماد شيشه 
در بافـت  ومينوسـنت،  بـه روش ل  7/3هاي كاسـپاز     بررسي سطح بيان پروتئين     و DNA، طرح نردباني    چون تانل  يهاي روش

  .صورت گرفتتخمدان 
 و  اي انجمـاد شيـشه   انسان پس از    تبط با مرگ سلولي آپوپتوز در بافت تخمدان          مر شناسي ريختاي از تغييرات      نشانه :نتايج
 در دو گروه    7/3سطح كاسپاز   .  در گروه انجمادي مشاهده نشد     DNAهاي آپوپتوزي و طرح نردباني       نشانه.  ديده نشد  ذوب
 تفاوت   بين دو گروه   گرم پروتئين بود و     بر ميلي  RLU 2294±19/169،  2231±271/89به ترتيب   جمادي و انجمادي    غير ان 
  . نداشتوجودداري  معني
به طـوري كـه روش انجمـادي        اي به خوبي حفظ شد        شيشه پس از انجماد   بافت تخمدان انسان     شناسي ريخت :گيري نتيجه

  . نشد در بافت تخمدان7/3 آپوپتوز و نيز فعاليت كاسپاز افزايشباعث ارايه شده در مطالعة حاضر 
  

  7، كاسپاز 3از  انسان، آپوپتوز، كاسپ،اي، تخمدان  انجماد شيشه:واژگان كليد
  

  

  مقدمه
هـاي حفـظ بـاروري       انجماد بافت تخمـدان يكـي از روش       

تواند قبل يا بعد از      است كه برخلاف انجماد تخمك و جنين مي       
بافـت  .  قاعـدگي انجـام شـود      چرخةاي از    هبلوغ و در هر مرحل    

  هاي   فوليكول ،هاي بدوي  اي از فوليكول   تخمدان داراي مجموعه  

  
هاي مختلف است كه هر كـدام بـه طـور            در حال رشد و سلول    

به . گيرند ثير قرار مي  أوب تحت ت  ذمتفاوت طي فرآيند انجماد و      
 دستيابي به شرايط بهينه انجمـاد بافـت تخمـدان بـا           همين دليل   

  .رو است ههاي زيادي روب چالش

 58-47: ، صفحات1392، زمستان 4، شماره 16وره ، دآسيب شناسي زيستي:مجله علوم پزشكي مدرس
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  اي شده خمدان انجماد شيشهآپوپتوز و ت
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  توسـط  1950انجماد بافت تخمدان براي اولين بار در دهه         
در اين پژوهش   .  و همكارانش مطرح شد    )Deansely( دينسلي

 روزه را منجمـد و      7هاي نوزاد مـوش صـحرايي        ها تخمدان  آن
دو . ]1[ذوب كردند و به بدن موش صحرايي بالغ پيونـد زدنـد             

انجماد آهـسته و    : روش براي انجماد بافت تخمدان كاربرد دارد      
  بافت تخمـدان انـساني     اي مفهوم انجماد شيشه  . اي انجماد شيشه 

ــر توســط   ــرن اخي ــل ق ــار در اواي ــين ب ــگاول   و)Zhang(  ژان
يـابي بـه انجمـاد       به منظور دست  . ]2[همكارانش شرح داده شد     

اي موفق محققين دريافتند كه سرعت سـرد شـدن بـالا و              شيشه
ايـن مـسئله در     . لازم اسـت   يـخ  ضدتركيبات  هاي بالاي    غلظت

 محققينبه همين دليل توجه     ؛  رسيد مي كاربردي به نظر     ابتدا غير 
د و ايـن روش    ش ـطوف  به توسعه بيشتر روش انجماد آهسته مع      

  در كرايوبيولـــوژيمعمـــول بـــه عنـــوان روش  نيـــزتـــاكنون
)Cryobiology( ــاد با. ]3[ مطــرح اســت ــدان انجم فــت تخم

 توسط دو گروه    1996انساني به روش آهسته اولين بار در سال         
 )Newton(  نيـوتن   و )Hovatta( هاي هوواتا   به نام  از محققين 

 توجه بيـشتري بـه روش       اخيراً. ]5،  4[ انجام شد    انو همكارانش 
انجمـاد  . ]8-6[اي بافت تخمدان انسان شده است        انجماد شيشه 

هاي يخ است    ن بدون تشكيل كريستال   اي فرآيند جامد شد    شيشه
ــدان و    ــت تخم ــارچگي و عملكــرد باف ــه باعــث حفــظ يكپ ك

  .]9[شود   ميآنهاي  فوليكول
اي يك روش سريع، راحت و به صرفه بـراي           انجماد شيشه 

 نـدارد   پر هزينه انجماد بافت تخمدان است كه نياز به تجهيزات         
اي  امـا انجمـاد شيـشه     . اي داشـته اسـت     كننـده  و نتايج اميـدوار   

مـرگ   تراكم بالاي بافت و احتمال القاي        دليلتخمدان انسان به    
 در آن طـي     ])Apoptosis(آپوپتـوز   [ ريزي شـده   سلولي برنامه 
  .]6[ذوب نياز به بررسي بيشتري دارد  /فرآيند انجماد

آپوپتوز پاسخ نهايي سلول به شرايط نامناسـب و فـشارهاي       
 ـ      . مختلف است   خـاطر ه  آپوپتوز امكان دارد طي فرآيند انجماد ب

 فرآينـد هنگـامي كـه در سـلول        . تغيير شرايط فيزيكي القا شـود     
ود، آبـشار مـرگ سـلولي باعـث فعـال شـدن             ش آپوپتوز القا مي  

 هـاي  گزارش. ]10[شود   تخريب سلول مي  و در نتيجه    كاسپازها  
متفاوتي راجـع بـه ارزيـابي مـرگ سـلولي بعـد از ذوب بافـت         

  .]14-11[اي شده وجود دارد  تخمدان انساني انجماد شيشه
تانـل  آميـزي     و همكارانش با اسـتفاده از رنـگ        )Zhou(ژو  

)TUNEL(  آپوپتـوز در بافـت تخمـدان      مرگ از    ميزان بيشتري 
نسبت به غير انجمادي مشاهده كردنـد       را  اي شده    انجماد شيشه 

 هـاي آپوپتـوزي     نشانه و همكارانش    )Chang(  چانگ اما. ]11[
اي شده نسبت بـه گـروه        كمتري در بافت تخمدان انجماد شيشه     

 و همكارانش )Xiao(  گزياو.]12[انجماد آهسته گزارش كردند     
هـاي   ان آپوپتوز كمتـري در فوليكـول       ميز تانلآميزي   نيز با رنگ  

اي  هاي استرومايي بافـت تخمـدان انجمـاد شيـشه          بدوي، سلول 
نيا  صالح. ]13[كردند مشاهده نسبت به گروه انجماد آهسته   شده  

اي در   توز را در گـروه انجمـاد شيـشه        پنيز وقوع آپو  و همكاران   
مقايسه با انجماد فوق سريع بررسي كردند و مشاهده كردند كـه    

در مطالعـه   . ]14[ نداشـته اسـت   ثيري بر وقوع آپوپتوز     أانجماد ت 
 كه اولين گزارش انجماد بافت تخمدان انساني بـه روش           گذشته
 به بررسي بيان چندين ژن     محققان حاضر  ،اي در ايران بود    شيشه
ــرو ــي  پ ــوزي و آنت ــوزي  آپوپت ، p53 ،Bcl-2 ،Bax ،Fas(آپوپت

FasL ،BIRC5 ،caspase3 ،caspase 8 (ــدپرداخت ــه در ن  ك
نتايج تفـاوت انـدكي در       بر اساس . نقش دارد نيز   فوليكول   يبقا

دي نسبت بـه گـروه غيـر        هاي آپوپتوزي در گروه انجما     بيان ژن 
  .]15[انجمادي وجود داشت 

اهميت بررسي آپوپتوز پس از انجماد و ذوب كـه          با توجه به    
تواند روشي مناسب براي ارزيـابي كيفيـت روش انجمـاد نيـز              مي

 هدف اين مطالعه ارزيابي آپوپتوز در بافت تخمدان انـساني           ،باشد
 ـ    روشن  اي شده با استفاده از چندي      انجماد شيشه  ه  تكميلي بـود ب

به روش لومينوسـنت     7/3خصوص بررسي فعاليت آنزيم كاسپاز      
)Luminescent (      نـه تنهـا در ايـران بلكـه در        كه براي اولين بـار

  .ه استصورت گرفتسطح جهاني 
  

  ها مواد و روش
  آوري بافت تخمدان انساني جمع

ييـد كميتـه اخـلاق      أپس از تكميل فرم رضـايت بيمـار و ت         
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  و همكارانمعصومه عبدالهي
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شـماره  (پزشكي دانشكده علوم پزشكي دانشگاه تربيت مـدرس    
 تقريبـي   با اندازة ( قشر بافت تخمدان     قطعات) 5274856ارجاع  

 زن تحت عمل سزارين در بيمارستان آيت        30از  ) متر  ميلي 4×5
 سـاله كـه سـابقه       30-20 طالقاني تهـران در محـدوده سـني          االله
گونه بيماري ارثي، هورموني يا مداخله كننده در مطالعـه را            هيچ

ان كمتر  آوري و تحت شرايط استريل در مدت زم         جمع ،نداشتند
 درجـه  4 و در دمـاي  L15 Leibovitz ساعت در محـيط  2از 

  . به آزمايشگاه منتقل شدگراد سانتي
  

  سازي بافت تخمدان آماده
 و جـدا    بخش مركزي بافت تخمـدان    با استفاده از اسكالپل     

 باريـك كوچـك بـا       قطعاتبه صورت   نيز   آنسپس قشر بافت    
 پـس از    .)1شـكل   (متـر بريـده شـد         ميلـي  1×1×1ابعاد تقريبي   

 تعدادي از قطعـات بـه عنـوان گـروه           ،شستشو در محيط كشت   
 قطعـات ديگـر بـه        و اي منجمد   به روش انجماد شيشه    انجمادي

 به صـورت تـازه تحـت عنـوان گـروه غيـر              كنترلعنوان گروه   
  .ندانجمادي بررسي شد

        
  

، حـذف   )ب(، شست و شوي تخمدان در محيط كـشت          )الف(حوه انتقال نمونه به آزمايشگاه       ن ؛اي  انجماد شيشه  برايسازي قطعات بافت تخمداني       مراحل آماده  1شكل  
  )د(، قطعه قطعه كردن نمونه به صورت قطعات كوچك )ج(بخش مركزي بافت تخمدان از قسمت قشري 

  

  بافت تخمداناي  شيشهانجماد 
روش ارايـه شـده     اي در اين پژوهش از        انجماد شيشه  براي
 EFS 40) Ethylen Glycolمكاران به نام نيا و ه  صالحتوسط

Ficol Sucrose(     درصـد 40 حاوي محلـول ضـد يـخ حـاوي  
كارز ، سـا  )حجمي/ وزني( 70 فايكول    درصد 30اتيلن گليكول،   

 Human Serum ( و سـرم آلبـومين انـساني    در ليتـر نيم مـول 

Albumin: HSA( 16[، با اندكي تغيير استفاده شد[.  
از قطره محيط كشت بـه      )  نمونه 30(قطعات بافت تخمدان    

در گيري   قطره متوالي محلول ضد يخ منتقل شدند تا عمل آب     3
 بافـت تخمـدان كـه       ي از قطعـات . انجام شود  دقيقه   5مدت زمان   

با مقدار كمي محلـول ضـد       به انتها بود     ها رو  گيري آن  عمل آب 
بـه   ( حـاوي محلـول انجمـادي      )Cryotop(ب  يخ به كرايوتيـو   

 تانك حـاوي  مدت يك هفته درونبه و منتقل ) لاندا 100ميزان  
  .نيتروژن مايع نگهداري شدند

  

  ذوب بافت تخمدان انساني
با غلظت  هاي ساكارز    ذوب به روش سريع و به كمك محلول       

بــه ترتيــب زيــر انجــام ) PBI) Phosphate Buffer I نزولــي و
 سـاخته شـد و      PBI مـول در     5/0،  1هاي سـاكارز     محلول؛  گرفت

 درجـه  4 ميكرومتر فيلتـر و در دمـاي     22/0سپس زير هود با فيلتر      
در موقع ذوب قطعات بافت تخمدان، در       . گراد نگهداري شد   سانتي

 ميكروليتـر از    100 قطـره بـه حجـم        3،  متـر   سـانتي  6 ظرف كشت 
مراحـل  .  ريختـه شـد    PBIهاي ساكارز نزولي و      لهركدام از محلو  

ــدا      ــه ابت ــود ك ــب ب ــدين ترتي ــدان ب ــت تخم ــات باف ذوب قطع
هاي حاوي قطعات بافت تخمدان از ازت مـايع بيـرون            كرايوتيوپ

 ثانيـه در  30 ثانيه در بخار ازت و سپس بـه مـدت    30آورده شد و    
ــشگاه نگــه داشــته شــد  ــد، . درجــه حــرارت آزماي ــه بع در مرحل

 قرار داده شد تـا زمـاني        گراد  درجه سانتي  25ها در آب     پكرايوتيو
بلافاصله قطعات بافـت    . ها ذوب شود   كه محلول درون كرايوتيوپ   

 قطـرات سـاكارز     بـه تخمدان به كمك پنس برداشته و بـه ترتيـب           
كـل زمـان    . ندمنتقـل شـد   ،   كه از قبل آماده شده بود      PBIنزولي و   

 بـه ات بافـت تخمـدان      پس از اين زمان قطع    .  دقيقه بود  5دهي   آب
  α-MEM )α- Minimum Essential محيط كشت پليت حاوي

Medium (        حاوي سرم منتقل شدند و در انكوباتورCO2   در دمـاي ، 
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 بـه مـدت نـيم سـاعت          درصـد  5  و رطوبـت   گـراد   درجه سانتي  37
  . نگهداري شدند

  
  بافت تخمدان انسانيدر  آپوپتوز وقوع ميزان بررسي
آپوپتوز بافت  ميزان وقوع   اي بر    شيشه بررسي اثر انجماد     براي

 ، قطعـه قطعـه شـدن      شناسي ريخت ارزيابي   هاي تخمدان از روش  
DNA ــيلة ــه وسـ ــاني    بـ ــرح نردبـ ــل، طـ  DNA )DNAتانـ

Laddering (ــپاز  و ــابي كاس ــد 7/3 ارزي ــتفاده ش ــابي .  اس ارزي
  ائوزين -آميزي هماتوكسيلين  ها با روش رنگ     بافت شناسي ريخت

)Hematoxylin and Eosin (  و همچنــين ميكروســكوپ
ي از   نـشانه خـوب    DNAقطعه قطعه شـدن     . الكتروني انجام شد  

 و الكتروفورز   تانلآميزي    آن از رنگ   تأييد براي   آپوپتوز است كه  
  .استفاده شد بافت استخراج شده از DNA ژل حاوي

  
  ي تخمدان انسانشناسي بافتالعه مط

ر يـك    از ه  ،) نمونه 30(پس از تهيه قطعات بافت تخمداني       
هاي اصلي انجمادي و غيـر انجمـادي بـراي مطالعـات             از گروه 
 بافت تخمدان بـه وسـيله       بيتتث.  در نظر گرفته شد    شناسي بافت

ها بر اساس    فوليكول.  صورت گرفت   درصد 10محلول فرمالين   
هـاي زيـر     هاي گرانولوزا به صـورت گـروه        سلول شناسي ريخت
 مرحلـه در حـال      مرحله بدوي، مرحله اوليه،   : بندي شدند  تقسيم
 از نظـر  هـا     شـمارش فوليكـول    ،بندي اساس اين تقسيم   بر. رشد

 ، بافـت تخمـدان  از رشد در هر مرحله   ها در  و سلامت آن  تعداد  
 هـاي   داراي سـلول   سـالم هاي   فوليكول. انجام شد قبل از انجماد    

 از  بودنـد و بـه دنبـال      پـذيري طبيعـي       سالم با رنگ   يگرانولوزا
ــ ره رنــگ شــدن فوليكــول و دســت دادن زودرس تخمــك، تي

 فوليكول بـه عنـوان دژنـره در         ، جدا شده  يهاي گرانولوزا  سلول
  .]14 [نظر گرفته شد

  
  تانل  روش وسيلهبي آپوپتوز بهارزيا

هـا، از     هـسته سـلول    DNA ارزيابي قطعه قطعه شدن      براي

 Cat. No. 1، آلمـان؛  Roche( تانلكيت بررسي مرگ سلولي 

بافـت تخمـدان انجمـادي و    قطعـات  . استفاده شـد ) 795 684
 و سه برش از هر نمونه هـر          در هر گروه   نمونه 3(غيرانجمادي  

گراد بـه     درجه سانتي  4در دماي   و   درصد   10در فرمالين   ) گروه
سـازي   مراحل آماده.  شدندتثبيت) Overnight(مدت يك شب  

 ائـوزين   -آميزي هماتوكـسيلين   بافت، مشابه تهيه نمونه در رنگ     
 ميكرومتـر تهيـه و روي       5ي بـه ضـخامت      هـاي   برش سپس. بود
قـرار  ) Poly-L lysine(  ال ليـزين - پليهاي آغشته شده به لام

 بـرش بـه صـورت       10از هـر قطعـه بافـت تخمـدان          . داده شد 
دهـي در محلـول    زدايـي و آب    بعد از پارافين   وتصادفي انتخاب   

گراد به مـدت      درجه سانتي  37، در تاريكي و دماي      تانلواكنش  
  .وبه شد ساعت انك1

 بـا  تانل  آپوپتوز، در روش   به علت  DNAقطعه قطعه شدن    
 Zeiss زير ميكروسـكوپ فلورسـانس     واكنش داده و     كروماتين

)Zeiss, 911ــان ــگ زرد درخــشان نمــود ) ، آلم  از. ايجــاد رن
آميـزي   بـراي رنـگ  نيز  )Propidium Iodide (روپيديوم يديدپ

  .افتراقي استفاده شد
 ـ      بر اساس دستورالعمل كيت بع     ه د از مرحلـه نفوذپـذيري ب

 بـه   تانـل  ميكروليتر از محلـول واكـنش        K  ،50وسيله پروتئيناز   
هـا   لام .ها قرار داده شد    مدت يك ساعت در تاريكي روي نمونه      

براي ايجـاد رطوبـت و جلـوگيري از         هايي كه كف آن      پليت در
قـرار   شـده بـود   گذاشتهدار  كاغذ صافي نم  خشك شدن نمونه،    

  .داده شد
هـا القـا     س موش كه آپوپتـوز در آن      ژوهش از تيمو  در اين پ  

 بـدين . شـد شده بود به عنوان كنتـرل مثبـت خـارجي اسـتفاده             
/ گـرم   ميلـي  8  القـا آپوپتـوز در بافـت تيمـوس،          و بـراي   منظور

هـاي    صـفاقي بـه مـوش       دگزامتازون به صورت داخـل     كيلوگرم
از  سـاعت تيمـوس      15بعد از   . اي تزريق شد   سوري چهار هفته  

 ميكرومتـر مطـابق     5  با ضـخامت   هاي خارج و برش  ن  بدن حيوا 
هـا مـشابه روش      آميزي اين نمونه   مراحل رنگ . دشمعمول تهيه   

  . انجام شدنلتاآميزي  كار گفته شده در رنگ
 دستورالعمل كيـت تعـدادي از        كنترل منفي مطابق   عنوانبه  
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 50هـاي تهيـه شـده از قطعـات بافـت تخمـدان تنهـا بـا                   برش
وتيدهاي نشاندار شـده بـا رنـگ فلورسـانس          ميكروليتر از نوكلئ  

ــزيم  بقيــه مراحــل كــار مطــابق .  پوشــانده شــدTdTبــدون آن
  . انجام شدتانلآميزي  رنگ

  
ي آپوپتوز تخمدان به وسيله طرح نردباني       ارزياب
DNA. 

 روي  DNA طرح نردباني    هاي آپوپتوز، ايجاد   يكي از نشانه  
د  ايجـا  DNAاست كه به علـت قطعـه قطعـه شـدن            آگارز  ژل  
در (هـا    از نمونـه DNAهمين علت در اين پژوهش    ه  ب. شود مي

 قطعه بافت تخمداني در هر گروه حداقل سه         3هر بار استخراج    
طبـق  )  عـدد در هـر گـروه       9، مجموعاً   بار تكرار براي هر گروه    

 Apoptotic DNA Ladder Kit 1 835(دسـتورالعمل كيـت   

246 Rocheدن  مشخص ش ـبراي سپس .استخراج شد) ، آلمان
 45 بـه مـدت       درصد 1 روي ژل آگارز     DNAقطعه قطعه شدن    
از تيمـوس   .  الكتروفـورز صـورت گرفـت      80دقيقه و با ولتـاژ      

 ـ        موش عنـوان كنتـرل مثبـت      ه  هاي تيمار شده بـا دگزامتـازون ب
 استخراج شده از تيموس ايـن       DNAبدين ترتيب   . استفاده شد 

ها روي ژل الكتروفـورز ايجـاد طـرح نردبـاني مشخـصه              موش
  .نمودپوپتوز آ

  
  7/3گيري ميزان فعاليت آنزيم كاسپاز  اندازه

ــراي ــدازهب ــپاز    ان ــت كاس ــزان فعالي ــري مي ــت  از7/3گي  كي
)Caspase- Glo® 3/7Assay) (Promegaبر اسـاس   )، آمريكا
   در ايـن مطالعـه تعـداد      . اكنش لوسين و لوسيفراز استفاده شـد      و
، مجموعـاً    حداقل سه بار تكـرار      و  قطعه تخمدان در هر گروه     3
روش كـار بـه طـور       . در نظـر گرفتـه شـد       عدد در هر گـروه       9

  :خلاصه به شرح زير بود
 Hepes( )5/7 (مـولار هـپس     ميلـي  25بافر ليز كننده شـامل      

pH( ،5مولار  ميلي MgCl2 ،1مولار  ميلي EDTA) Ethylene- 

diaminetetraacetic Acid(  به بافت تخمدان اضافه و به مـدت 

 دقيقـه   دور در  12000سـپس بـا      انكوبـه شـد،       دقيقه روي يخ   10
 بخـشي  ،آوري و به دو بخـش     حاصل جمع  مخلوط. سانتريفوژ شد 

 براي محاسبه پروتئين كل و بخشي بـراي محاسـبه فعاليـت آنـزيم             
  .تقسيم شد

هاي مورد آزمايش بـا اسـتفاده از      ابتدا غلظت پروتئين نمونه   
رتيـب كـه     بدين ت  .گيري شد   اندازه )Bradford (برادفوردروش  
هاي ليز شده اضافه      ميكروليتر محلول برادفورد به نمونه     10ابتدا  

 ميزان پروتئين نمونه توسط دستگاه      سپس. شد دقيقه انكوبه    5 و
و ميـزان ثـابتي از پـروتئين بـراي ارزيـابي            گيـري     اندازه مربوط

  .]17[شد كاسپاز استفاده 
 بر اساس دسـتورالعمل كيـت       7/3گيري كاسپاز     اندازه براي
، Caspase- Glo® 3/7Assay) (Promega( شـــد اقـــدام
تاريكي  قبل از شروع كار سوبسترا و بافر با يكديگر در         ) آمريكا

 نگهـداري   گراد  سانتي  درجه -4  در يخچال   سپس  و شدمخلوط  
ريكي هـا در تـا      ميكروليتر از محلول سوبسترا به نمونـه       50 .شد

گراد براي    درجه سانتي  37سپس در دماي    . اضافه و مخلوط شد   
محلـول  . عمل نمايد يك ساعت در تاريكي انكوبه شد تا آنزيم         

 درون دسـتگاه لومينـومتر    وحاصل به داخـل لولـه ريختـه شـد      
)Berthold Detection Systems GmbH, 0677 آلمـان ،( 

عدد حاصـل  . قرار گرفت و عدد پايه دستگاه خوانده و ثبت شد       
 RLU) Relative Activity بــر حــسب 7/3ميــزان كاســپاز 

Unit(        در برنامـه اكـسل ميـزان       .  در ميزان ثابـت پـروتئين بـود
 در هر ميكروگرم پروتئين محاسـبه و بـراي          7/3 فعاليت كاسپاز 

  . ]17[شد رسم نمودار استفاده 
  

  بررسي آماري
انجـام   19نـسخه    SPSSافـزار  بررسي آماري به وسيله نرم

 معيـار  انحـراف  ±متغيرهـاي كمـي بـه صـورت ميـانگين           . شد
)Means ± SD(آزمـون  .  بيان شدT مـستقل  )Independent 

T-Test(     هـا در مراحـل مختلـف        براي مقايسه ميزان فوليكـول
  ي و غيـر    ها بـين گـروه انجمـاد        بودن فوليكول  طبيعيتكوين و   
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 در  يدار معنـي  به عنوان سـطح      P ≥05/0. انجمادي استفاده شد  
  .نظر گرفته شد

  

  نتايج
ويژه در  ه   بافت تخمداني در گروه انجمادي ب      شناسي ريخت

 شـده بـود و نـشانه        ظخوبي حف ـ ه  هاي بدوي و اوليه ب     فوليكول
ميـزان  ). 2شـكل   (هـا مـشاهده نـشد         در فوليكـول   دژنره شـدن  

 در دو گروه انجمادي و غير       سالم شناسي ختريهاي با    فوليكول
 بـود و  ) 07/91±802/4 و 75/93±121/5(  به ترتيـب   انجمادي

  .داري بين اين دو گروه وجود نداشت تفاوت معني

  

                                            

 در گـروه غيـر   راهـاي تخمـداني     فوليكولطبيعي شناسي ريخت و ائوزين كهآميزي شده با هماتوكسيلين     تصاوير ميكروسكوپ نوري بافت تخمدان انساني رنگ       2شكل  
  .دهد ها را در بافت تخمداني نشان مي پيكان فوليكولنوك . دهد نشان مي) ب(و انجمادي ) الف(انجمادي 

  
از بــين و انجمــادي ) غيــر انجمــادي(در دو گــروه كنتــرل 

تيـب  بـدوي بـه تر  ي هـا  ميـزان فوليكـول  ، طبيعـي هاي   فوليكول
هــــاي اوليــــه  ، فوليكــــول)14/82±064/4 و 46/3±25/81(
هـاي در حـال      ولكو فولي ) 29/14±4806/0و   293/3±58/14(

از ايـن نظـر     . بود) 57/3±1128/0  و 4/ 17±1795/0 ( نيز رشد
 .)3شــكل  (داري مــشاهده نــشد بــين دو گــروه تفــاوت معنــي

ي تعداد.  مشاهده نشد  تخريب سلولي اي از تراكم هسته يا       نشانه
  . هاي تيره در استروما و حاشيه قشر تخمدان مشاهده شد سلول
  

  ميزان وقوع آپوپتوز با روش تانلبررسي 
ــول  ــوز در فوليك ــزان آپوپت ــابي مي ــلول ارزي ــا و س ــاي  ه ه

استرومايي در بافت تخمدان غير انجمادي و انجمادي با استفاده          

از كـدام     مثبت در هيچ   تانلسلول  .  انجام شد   تانل آميزي از رنگ 
 ؛هاي تخمداني در دو گروه مورد مطالعه مشاهده نـشد          فوليكول

در اسـتروماي بافـت     )  مثبت تانل(اما تعدادي سلول آپوپتوتيك     
هاي كنترل منفي هـيچ      در نمونه ). 4شكل  (تخمدان مشاهده شد    

همچنين در نمونه كنترل مثبـت      . مثبتي مشاهده نشد   تانل سلول
  .ده بوداههاي آپوپتوزي به وضوح قابل مش نشانه
  

  DNAبررسي قطعه قطعه شدن 
 ژنومي استخراج شده از قطعـات       DNAدر ژل الكتروفورز    

 طرح نردباني   ،هاي انجمادي و غير انجمادي     بافت تخمدان گروه  
تيمـوس مـوش      طـرح نردبـاني در     ؛ در حـالي كـه     مشاهده نشد 
  ). الف5شكل  (شددگزامتازون مشاهده با تزريق شده 

  

                        
  )ب(ها   بودن فوليكولطبيعيو ميزان ) الف(مراحل مختلف تكوين  هاي غير انجمادي و انجمادي در ها درگروه مقايسه ميزان فوليكول 3شكل 
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آميـزي   رنـگ  در رديـف دوم   ). ، و ه( ي، بافت تخمدان انجمـاد    )ج و د  (انجمادي  ر  ، بافت تخمدان غي   )ب الف و ( آپوپتوز شده    يدر تيموس القا   تانل   آميزي  رنگ 4شكل  

  .دهد  ميهاي آپوپتوز مثبت را نشان ن سلولپيكا. دهد هاي تخمداني را نشان مي نوك پيكان فوليكول. ها نشان داده شده است همان گروه افتراقي با پروپيديوم يديد
  

                                       
  

 نشان دهنده آپوپتوز است كه DNA طرح نردباني ؛)Vit ( و انجمادي)Non-vit( بافت تخمدان غير انجمادي DNAله الكتروفورز زيابي آپوپتوز به وسيار )الف (5شكل 
  در بافت تخمدان7/3نمودار ارزيابي سطح كاسپاز ) ب ( جفت باز،100  با وزن مولكولينشانگر: Ladder .شود  ديده مي)Thymus ( آپوپتوز شدهيدر بافت تيموس القا  

  .ان گروه كنترل انتخاب شده است آپوپتوز شده به عنوي بافت تيموس القا،غير انجمادي و انجمادي
  

  7/3ارزيابي فعاليت كاسپاز 
هاي تخمدان انساني بعد از ذوب        در نمونه  7/3فعاليت كاسپاز   

)19/169±2294 RLU /داري بـا    تفاوت معنـي  ) گرم پروتئين  ميلي
 )گـرم پـروتئين    ميلـي / RLU 2231±271/89( گروه غير انجمادي  

 آپوپتوز شده موش بـه عنـوان گـروه          يااما در تيموس الق   ؛  نداشت
/ RLU 16370±493/658 7/3 مثبــت، ســطح كاســپاز    كنتــرل

  ). ب5شكل (بود گرم پروتئين  ميلي

  بحث
اي بر ميزان وقوع     اين مطالعه براي ارزيابي اثر انجماد شيشه      

آپوپتـوز  .  شـده اسـت    آپوپتوز در بافت تخمدان انساني طراحي     
خاطر فعال  ه  ر آن مرگ سلول ب    يك فرآيند طبيعي است كه در اث      

 بـه   DNAزا و قطعـه قطعـه شـدن          ندونوكلئازهاي درون اشدن  
و احتمـال    ]11[گيـرد    عاتي با وزن مولكولي كم صورت مـي       طق

  .  انجماد و ذوب رخ دهدفرآينددارد طي 
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شـواهدي از   در پژوهش حاضـر      شناسي ريختهاي   بررسي
هـاي فوليكـولي و      ، سـلول  تخمـك در    سـلولي   و تخريب  مرگ

استروماي بافت تخمدان از قبيل متراكم شدن هسته و جدا شدن           
طـي فرآينـد     و    نـشان نـداد     را هاي فوليكولي از يكـديگر     سلول

ايــن . وب يكپــارچگي فوليكــول حفــظ شــده بــودانجمــاد و ذ
 آپوپتوز  يي باعث القا  ا دهد كه انجماد شيشه    مشاهدات نشان مي  

در زمينه ارزيابي    زياديهاي   بررسي. شود در بافت تخمدان نمي   
هـاي   مـداني گونـه   اي بافـت تخ    آپوپتوز پـس از انجمـاد شيـشه       

مختلف پستانداران صـورت گرفتـه اسـت كـه نتـايج متفـاوتي              
  .]22-18[اند   كردهگزارش

برخي مطالعات مشابه مطالعه حاضر در مورد انجماد بافـت          
هاي بـدوي     فوليكول شناسي ريختكه  ه  نشان داد تخمدان انسان   
اي و  ي انجماد شيشه  آپوپتوز در بافت تخمدان ط    و اوليه و وقوع     

نيا و همكارانش نيز     صالح. ]24،  23[ ه است هسته تفاوتي نداشت  آ
پس از انجمـاد     آپوپتوز   بروزميزان  تفاوتي در   مشاهده كردند كه    

وجـود  ق سريع   اي و فو   دو روش شيشه  بافت تخمدان انساني با     
   .]14[ ندارد

ها گزارش شـده اسـت كـه روش انجمـاد         در برخي بررسي  
اي روش مؤثري براي انجماد بافت تخمـدان اسـت زيـرا             شيشه

بعـد از ذوب    )  درصـد  80(هـاي سـالم      بيشترين تعداد فوليكول  
  .]25[گزارش شده است 

ــروس  ــاران)Keros(ك ــز و همك ــه  ش ني ــد ك ــشان دادن  ن
 اسـتروما بعـد از انجمـاد        درويـژه   ه   ب شناسي ريختيكپارچگي  

همچنـين   .]26[شـود    اي بهتر از انجماد آهسته حفـظ مـي         شيشه
 و  شناسـي  ريخـت و همكارانش تفـاوتي در      ) Sheikhi(شيخي  

اي  ها در بافت تخمدان انساني انجماد شيشه       فراساختار اووسيت 
در مطالعـة ديگـري     . ]27[شده و غير انجمادي مشاهده نكردند       

هـاي    كه درصد فوليكول   گزارش كردند  و همكاران    )Zhou( ژو
اي به طور قابل توجهي بالاتر از         و زنده در انجماد شيشه     طبيعي

ــسته   ــاد آه ــتروش انجم ــرعكس  . ]11[ اس ــا ب ــدولفي ام گان
)Gandolfi(  اي   مشاهده كردند كه انجمـاد شيـشه      ش و همكاران

شـود   هاي وسيعي در بافـت تخمـدان انـساني مـي           باعث آسيب 

و همكـارانش   ) Isachenko(همچنين نتـايج ايـساچنكو      . ]28[
اي كارآيي كمتري نـسبت بـه انجمـاد     نشان داد كه انجماد شيشه   

 نتايج  آمدن اين به دست   . ]29[آهسته بافت تخمدان انسان دارد      
اي تخمـدان نيـست،     صرفاً به علت فرآيند انجماد شيشه      مختلف
 انجماد، تركيب و غلظت ضد يخ       روشاشي از تفاوت در     بلكه ن 

همچنـين  . سرد و گرم شدن نمونه اسـت      مورد استفاده، سرعت    
نوع نمونه و نيز سن بيمـار در مـوارد انـساني از ديگـر عوامـل                 

  .]27، 14[ نجماد استگذار در نتيجة ا تأثير
تانـل،  هـاي    ررسي آپوپتوز از روش    ب براي در مطالعه حاضر  

 تانل  آميزي رنگ. استفاده شد ،  7/3، كاسپاز   DNAنردباني  طرح  
 تانـل مثبـت در      نـشانة  بـا وجـود مـشاهده نـشدن          نشان داد كه  
 تانــل مثبــت در بافــت نــشانةهــا و حــضور تعــدادي  فوليكــول

 هاي آپوپتوزي  نشانهدر  ي   مشخص  تفاوت استروماي هر دو گروه   
بـه   .ه اسـت  بين دو گروه غير انجمادي و انجمادي وجود نداشت        

 آپوپتـوز در  ر وقـوع    اي تغييـري د    انجماد شيشه كه  رسد   نظر مي 
  غيـر انجمـادي نكـرده       بافـت   نسبت به   انجمادي نبافت تخمدا 

 دهـد   وجود دارد كه نشان مـي      هايي به طور مشابه گزارش   . است
اي   آپوپتوزي كمتري در بافت تخمدان انجمـاد شيـشه         هاي نشانه

 ژواما برعكس در همين ارتبـاط        .]13،  12[  است شده ديده شده  
)Zhou(  مشاهده كردند كه ميزان     تانل  با  در ارزيابي  ش و همكاران 

اي شـده بـه       انجماد شيشه   تخمدان  بافت هاي آپوپتوتيك در   سلول
گرچـه  . ]11[ است توجهي بالاتر از بافت منجمد نشده        طور قابل 

 نيز گـزارش     مثبت در استروما كه قبلاً     تانلحضور تعدادي سلول    
هـاي   هاي مهاجر از خون، سلول     تواند مربوط به لكوسيت    شده مي 

هاي عروقي و    هاي بافت همبند، ميوسيت    اندوتليال عروقي، سلول  
 . ]30، 14[جسم سفيد بافت تخمدان باشد 

 نردبـاني در بافـت   الگـوي  ،DNAدر بررسي طرح نردباني     
دهـد كـه      اين نتـايج نـشان مـي       .تخمدان انجمادي مشاهده نشد   

چنانچه . شود  نمي DNA باعث قطعه قطعه شدن      انجماد احتمالاً 
بـه قطعـات متعـددي      ن  دچار آپوپتوز شده باشد كرومـاتي     بافت  

نـشان  را شود كه در ژل الكتروفـورز طـرح نردبـاني          شكسته مي 
ه شـده   يالبته در گزارش قبلي نيز مشاهدات مشابهي ارا       . دهد مي
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 نتوانـد نبـود     طرح نردبـاني نمـي     مشاهده نشدن اما  . ]14[است  
 روشكـه در ايـن       ييـد كنـد چـرا     أآپوپتوز را به طـور قطعـي ت       

 وجـود دارد و چنانچـه ميـزان         ي از نظر مقدار آپوپتوز    محدوديت
  . باشد طرح نردباني واضحي نخواهد داشتوقوع آپوپتوز كم

 لازم بـود    هـا  روشهاي اين    در مجموع با توجه به محدوديت     
تـر   روش حـساس  يك  گيري   كاره  با ب ها با دقت بيشتري      بررسيتا  

از ارزيـابي ميـزان فعاليـت        به ايـن منظـور    . بيوشيميايي انجام شود  
 7 و   3كاسـپاز   .  تكميلـي اسـتفاده شـد      روشي به عنوان    7/3كاسپاز  

  كه قادراستداخل سلولي ) اسيد آسپارتيك(پروتئازهاي سيستئيني 
 در   و  آسپارتيك اسيد برش دهد    هاي بنيانها را بعد از       پروتئين است

 و در مراحل آخـر فعـال        ي مرگ سلولي نقش مهمي دارد     يفاز اجرا 
 در  7 و   3كاسـپاز   . شـود   مي DNAشده و باعث قطعه قطعه شدن       

 شـده  ارزيـابي    ]31[نوهيـستوشيمي   وبعضي مطالعات به روش ايم    
 شـده قبلـي از جملـه        مطـرح هاي    نيز محدوديت  روش اين   .است

بنـابراين سـعي شـد مـدركي        . كيفي بـودن روش ارزيـابي را دارد       
و ارزيابي تانل  كه توسط DNAقطعه قطعه شدن  مستندتر بر وقوع

  .ه شوديييد شده بود، اراأ آن تقوع عدم وDNAطرح نردباني 
 بـراي اولـين بـار در        7/3ز  بررسي بيوشيميايي ميزان كاسـپا    

بافت تخمدان انساني انجـام شـد كـه ميـزان آن بـين دو گـروه                 
  . نداشتدار  معنيانجمادي و غير انجمادي تفاوت

 نيــز بيــان چنــدين ژن گذشــتة محققــان حاضــردر مطالعــه 
ــرو ــوزي    پ ــي آپوپت ــوزي و آنت ، p53 ،Bcl-2 ،Bax ،Fas(آپوپت

FasL ،BIRC5 ،caspase3 ،caspase 8 ( در بافت تخمـدان  كه
 بعـد از انجمـاد      ،آپوپتـوز دارد  ايجـاد   سـزايي در     بهانساني نقش   

نتايج نشان داد كه تفـاوت انـدكي   . اي و ذوب بررسي شد    شيشه
هاي آپوپتوزي در گروه انجمادي نسبت به گروه غير          در بيان ژن  

هـاي   از مجمـوع ارزيـابي    . ]15[ه اسـت    انجمادي وجـود داشـت    
هـاي تكميلـي در      مولكولي در مطالعه قبل و همچنـين ارزيـابي        

اي بافـت    شود كه انجماد شيـشه     نتيجه گرفته مي  حاضر   پژوهش
در  آپوپتوز   يالقا ر اثري د   درصد EFS 40تخمدان با استفاده از     

اين مرحله نداشته است؛ گرچه براي اثبات آثار انجماد بر بافـت        
العات بيشتر و گذشت زمان است تا بتـوان آثـار دراز            نياز به مط  

  .مدت بعدي را بر وقوع آپوپتوز بررسي كرد
  

  تشكر و قدرداني
ي تخصصي رشته علوم    اتحقيق حاضر بخشي از رساله دكتر     

  دانشگاه تربيت مدرس    پزشكي تشريحي مصوب دانشكده علوم   
 و نيز صـندوق حمايـت از        است كه با حمايت مالي آن دانشگاه      

  . انجام شده استهشگران رياست جمهوريپژو
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