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هاي مختلف اتيلن  كارگيري غلظته  با بتك فاكتوري در چند مرحلهاي  ثير انجماد شيشهات
  رفولوژي بافت تخمدان موشوگليكول بر م

  

الهه ميرراسخيان
1
نيا  مژده صالح،
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  خلاصه 

- اي تك رسي انجماد شيشهدف از اين تحقيق براي هروش انجماد شيشه گيري در با توجه به اهميت نوع ضد يخ و مراحل آب:سابقه و هدف

  .خصوص بافت تخمدان موش بود گيري در  مختلف آبمراحلهاي مختلف اتيلن گليكول در   با استفاده از غلظتيفاكتور
 هفته انتخاب 6-10 با سن NMRI بالغ نژاد ي موش ماده35 اي، كيفي بافت تخمدان پس از انجماد شيشهيه منظور مطالعهب :هامواد و روش

-در گروه.  قرار گرفتنداي نجماد شيشها سميت و آزمونس از خارج ساختن بافت تخمدان آنها به شكل تصادفي در سه گروه كنترل، شدند و پ

 مول 8و يا  6 با توجه به غلظت نهايي )مدت يك دقيقههر مرحله به (  مول4 و 2هاي  ها در غلظت گيري يكسان نمونه هاي انجمادي پس از آب
 و به مدت يك هفته ور پس در ازت مايع غوطهس  در نظر گرفته شد وها از غلظت دقيقه براي هر كدام8 و 6، 4گيري  بآمتفاوت هاي زمان

ها در خصوص تمام غلظت سميت آزمون همچنين.  مول شستشو و به تعادل رسيدند1ز و در ساكار،ها نمونهگرم كردن از  بعد. شدندنگهداري 
گيري در پارافين و   درصد تثبيت شده و پس از قالب10 سميت در محلول فرمالدهيد آزمون منجمد شده و ،تازهتخمدان هاي  بافت. انجام شد

  . شدند كيفيپس مطالعهسآميزي و   رنگهماتوكسيلين و ائوزين بادرپي هاي پيگيريبرش
رفولوژي طبيعي و مشابه ومگيري   آبلفتخي مها گليكول و نيز زمانهاي متفاوت اتيلن هاي انجمادي با غلظتبافت تخمدان در گروه: نتايج
 در نواحي  كوچكيانترال با اندازهبدوي و پرههاي   فوليكوله ويژه به خوبي حفظ شده بود بانترال و انترالپرههاي  فوليكولساختار . داشتند

  .قشري تخمدان كاملا طبيعي بودند
 8 تا 4گيري   دوما زمان آب نبوده،سميبراي تخمدان گليكول هاي بالاي اتيلن لظتنتايج حاصل از اين تحقيق نشان داد كه اولا غ :گيرينتيجه

گرچه اثرات دقيق اين ضديخ نياز به مطالعات بيشتري . برهم ريختگي بافت تخمدان طي مراحل انجماد و ذوب نشده است پيدايشدقيقه باعث 
 .دارد
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  مقدمه

بافت تخمدان از اهميت خاصي در درمان  نجماد  ا
 اخير يو طي چند سالهد هاي كمياب دار ناباروري و نيز حفظ گونه

 بافت تخمدان در مقايسه با خصوصاي در  انجماد شيشه كاربرد
 ه ويژه ب]1[ز اهميت بيشتري برخوردار بوده است  اها ديگر روش

 انجماد و روندكه در اين روش صدمات كمتري به بافت در حين 
آيد و از نظر اجرايي روش ساده، كوتاه مدت و كم  ذوب وارد مي

نتايجي كه در خصوص استفاده از آن در نگهداري . ]2[است  هزينه
ه لف پستانداران بتهاي مخ تخمك و بافت تخمدان گونه، ينجن

 و به همين دليل تحقيقات ]6-3[بخش بوده  دست آمده رضايت
زيادي براي بهبود شرايط انجماد با كاهش شدت صدمات به بافت 

اي سرعت سرد   انجماد شيشهروندطي ]. 9-7[در حال اجراست 
باره به يك مادي محيط انج وكردن و انجماد بافت بسيار بالاست

 تشكيل يشود و مرحله تبديل به حالت جامد شبه شيشه مي
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 بنابراين صدمات وارد شده به بافت ،كريستال يخ رخ نخواهد داد
اي بافت   انجماد شيشهيبه منظور مقايسه .]10[رسد  به حداقل مي

در دو سرعت و كارگيري دو تركيب ضديخ ه تخمدان انساني با ب
 و همكارانش تحقيقي c196- (Rahimi G°و  -c120°(انجمادي 

 دارايرا انجام دادند و نشان دادند كه نوع تركيب ضديخ خيلي 
كننده موفقيت انجماد  تعيينعاملاهميت نيست بلكه سرعت انجماد 
يكي از دلايل ديگري ]. 9[هاست  در حفظ قدرت زنده ماندن سلول

ه و مانع از خارج شد ب بافتي به سرعتآ ،اي كه در انجماد شيشه
ه هاي ب شود مربوط به غلظت بالاي ضديخ تشكيل كريستال يخ مي

از تحقيقات  . ضديخ نفوذپذير آن استه ويژه ب،كار گرفته شده
گليكول ضديخي انجام شده در اين زمينه مشخص شده كه اتيلن

 حرارت آزمايشگاه داشته و ياست كه نفوذپذيري زيادي در درجه
هاي مختلف با مقايسه ديگر  ها و بافتولميزان سميت آن براي سل

. ]15- 11[ كمتر است DMSOها مثل گليسرول و يا  ضديخ
) 2006(  و همكارانشWalker DJوسيله   تحقيقات انجام شده به

 ثرا)  مدل8 تا 6بين (گليكول هاي بالاي اتيلن كه غلظت نشان داد
  ساعت كه از24 بر بلاستوسيست گاو نداشت و حتي پس از سمي

ها تفاوت  گذشت درصد زنده ماندن بلاستوسيست ها مي ذوب نمونه
  اما آنچه موفقيت روش را بهتر نشانمشاهده نشدداري  معني
اين . گيري جنين است دهد زمان به تعادل رسيدن و يا آب مي

هاي   خود كه به مقايسه زماني در بخش ديگري از مطالعهمحققين
 كه هر چه زمان ندن داد نشاندگيري پرداخته بود متفاوت آب

مي آب كمتر  ماندن  گيري از يك دقيقه  درصد زنده  شود 
 دقيقه 2 زماني تا ييابد اما در فاصله ها كاهش مي بلاستوسيست

هاي مختلفي براي ساخت  پروتكل .]16[ها نبود تفاوتي بين گروه
از . كار گرفته شده استه اي ب محيط و انجام مراحل انجماد شيشه

 و يا محيطي كه از يفاكتورده از محيط انجمادي تكجمله استفا
معمولا در . ]11 ،9، 6[چند فاكتور و تركيب استفاده شده است 

 نفوذپذير يدهفاكتور، فقط از يك ماهاي انجمادي تك محيط
هاي انجمادي تركيبي، مخلوطي از  شود اما در محيط استفاده مي

پذير مثل فايكول، ناهاي نفوذ هاي نفوذپذير و ماكروملكول ضديخ
نتايج تحقيقات استفاده از هر يك از . شود پركول استفاده مي

اغلب . ]18، 17، 14، 11[الذكر متفاوت بوده است  هاي فوق پروتكل
كار گرفته شده در انجماد تخمك و يا جنين از نوع ه هاي ب روش

ولي ] 21، 20، 19[اند  بخش بوده  بوده كه رضايتيچند فاكتور
طور مقايسه از    متفاوت بود، آنها بهJS Chenkoقات نتايج تحقي

در يك   ونددو پروتكل براي بافت تخمدان انساني استفاده كرد هر
هاي نفوذپذير مثل  گروه از مطالعات خود از مخلوطي از ضديخ

، پروپيلن گليكول، گليسرول به )DMSO (متيل سولفاكسيد دي

 و ندهالوز استفاده كرد ز با تريومرغ و ساكار  تخميهمراه با زرده
هاي نفوذپذير به تنهايي مثل گليسرول و  در گروه ديگر از ضديخ

ها به ارزيابي رشد  گليكول و پس از انجماد و ذوب نمونهاتيلن
فوليكولي و فعاليت هورموني بافت تخمدان پرداختند و نشان دادند 

كارگيري فاكتور ه اي بافت تخمدان فقط با ب كه انجماد شيشه
 بهتري دارد تا زماني كه از فاكتور يوذپذير به تنهايي نتيجهنف

 شود ز استفاده ميونفوذپذير به همراه ديگر تركيبات مثل ساكار
 نشان داد كه تفاوتي بين Walker DJ البته در همين ارتباط .]11[

ماد ـ با روش انجيورتفاكمادي تكـاستفاده از محيط انج
اي نيز  نجام انجماد شيشهمراحل ا .]16[ نيست يچندفاكتور

- و يا تك) Step wise manner(اي  مرحلهچندتواند به شكل  مي

مادي با ـمعمولا در نوع اول از محيط انج. اي باشد مرحله
شود ولي در نوع دوم از يك غلظت   استفاده مييهاي افزايش غلظت

گيري و هم براي انجماد استفاده  محيط انجمادي هم براي آب
 تاكنون در يكه گزارش ر حال با توجه به اينبه ه. شود مي

ه  با به ويژه  بيفاكتورخصوص استفاده از روش انجمادي تك
گليكول براي حفظ بافت تخمدان وجود نداشته كارگيري اتيلن
و ي فاكتوراي تك لت ساده بودن روش انجماد شيشهاست و به ع

ديخ ار گرفته شده ضكه هاي ب گيري و غلظت نيز اهميت زمان آب
اي در اين تحقيق سعي شد براي اولين بار به  در انجماد شيشه

اي بافت تخمدان موش با  بررسي اثربخشي روش انجماد شيشه
گيري  هاي مختلف آب گليكول در زمانهاي افزايش اتيلن غلظت

  .  مورد ارزيابي قرار گيرد،رفولوژي بافتوپرداخته شود تا از نظر م
  

  ها مواد و روش
 NMRI رأس موش سوري نژاد 35: خمدانتهيه بافت ت

 تطابق با  پس از تهيه از انستييتو رازي كرج جهت هفته6-10بالغ 
 دانشگاه تربيت مدرس به مدت حداقل يك خانهشرايط حيوان

 ساعت روشنايي و تاريكي نگهداري شدند 12هفته در شرايط 
 و تخمدان ههاي گردني نخاعي شد جايي مهره  هب   به روش جاسپس
 در سه گروه به شكل تصادفي ا بلافاصله از بدن خارج شد وآنه

 راس 15 حداقل ( سميتآزمون، ) راس موش5 ( شاهداصلي
و  مورد بررسي ) راس15حداقل  (اي گروه انجماد شيشه و )موش

  .مطالعه كيفي قرار گرفتند
اي   شيشهآزمونهاي انجمادي و  تهيه محلول

هاي مختلف   غلظت هقبل از انجام روش انجماد شيش: ها محيط
، 6، 4، 2(ز وساكارمول حاوي نيم RPMIگليكول در محيط اتيلن

گليكول از نظر هاي مختلف اتيلن ابتدا غلظت .تهيه شد ) مول8
هايي كه حالت   نمونهفت واي شدن مورد ارزيابي قرار گر شيشه
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 كاملا شفاف و  كههايي غلظتشد ولي حذف ،كدر داشت
عنوان غلظت نهايي در    مطالعه بهيي ادامهاي شده بودند برا شيشه

عنوان غلظت   ل بهو م8و  6 هاي بنابراين غلظت. نظر گرفته شد
 :طراحي تحقيق حاضر بر سه پايه گذاشته شد .نهايي مطرح شدند

، 4، 2هاي مختلف  گليكول با غلظت اتيلنيفاكتورتك ضديخ )الف
) ج ، دقيقه8  و6، 4گيري  هاي متفاوت آب زمان) ب ، مول8 و 6

بنابراين طبق . گليكول اتيلنيهاي افزايش گيري با غلظت روند آب
هاي  كارگيري غلظته گيري با ب هاي آب  طراحي زمان1جدول 

گونه كه در جدول بيان شده دو همان.  تنظيم شدEGمختلف 
 كه براي عمل بودندي يها عنوان غلظت   مول به8 و 6غلظت اصلي 

روند طي ها صرفا   غلظتيشدند و بقيهانجماد در نظر گرفته 
بتدايي در تمام اگيري   مراحل آب.گيري در نظر گرفته شد آب

 غلظت انتهايي از  براي يك دقيقه در نظر گرفته شد اما،موارد
 بنابراين براي هر ،استفاده شد)  دقيقه8 و 6 و 4(ي متفاوت هازمان

رد بررسي  تخمدان مو5گيري حداقل غلظت نهايي و هر زمان آب
ها در  نمونه.) تخمدان30 راس موش و 15حداقل (قرار گرفت 
 .هاي انجمادي به مدت يك هفته در ازت نگهداري شدندتمام گروه

ها پس از خروج كرايوتيوپ از تانك ازت   نمونهگرم كردنجهت 
 پس محتوياتس و c20° ثانيه در آب 30ثانيه در دماي اتاق   30

 دقيقه 5 به مدت RPMI مول در 1ز وآنها به درون محلول ساكار
  .ها يكسان بود براي تمام نمونه هكار گرفته شده منتقل شد و زمان ب
جهت بررسي اثرات :  سميت محلول انجمادآزمون

  هاي رفولوژي تخمدان، به تعداد گروهومخرب محلول ضديخ بر م

گيري و سپس   تمام مراحل آب1موجود در جدول 
.  انجماد در ازت مايع حذف شديحلهمر شد فقط دهي انجام آب

لازم به ذكر است براي هر كدام از مراحل فوق و نيز گروه شاهد 
 تخمدان 5داقل براي هر غلظت و براي هر زمان ، حدست نخورده

  . در نظر گرفته شد
 آزمون، كنترلگروه هاي  تخمدان: ها مطالعه بافتي نمونه

 درصد به 10يد  در محلول فيكساتيو فرمالدهسميت و انجمادي
سازي و  گيري، شفاف ساعت قرار داده شد و مراحل آب  48مدت 

ها  از نمونه. گيري انجام شد پس قالبسآغشتگي با پارافين و 
آميزي  ميكرون تهيه و رنگ  5هاي سريال به ضخامت  برش

 برش از هر 5 و حداقل تعداد هماتوكسيلين و ائوزين انجام شد
قرار كيفي  مطالعه و مقايسه در زير ميكروسكوپ موردنمونه 
  .گرفتند

  
  تايجن

ها اشاره شده، مطالعه  همانگونه كه در بخش مواد و روش
هاي  مول در زمان 8 و 6هاي انجمادي شامل دو غلظت نهايي گروه
ها  دقيقه بوده، كه به تناسب اين گروه8 و 6، 4گيري مختلف  آب
 ايدر نم . سميت نيز در نظر گرفته شدآزمونهاي گروه

 شكل(هاي مذكور مشخص است گروه  تصاوير،ميكروسكوپي
ها مشاهده اي بين گروه كه تفاوت قابل ملاحظه) 2و 1 يشماره

كردند و نها از نظر ساختار بافتي تغيير مشخصي  نشد و عموم بافت
  .ها نماي طبيعي خود را داشتبافت تخمداني در تمامي گروه

  
  اي  مول جهت انجماد شيشه8 و 6اي با توجه به غلظت نهايي  گيري چندمرحله  طراحي مراحل آب-1جدول 

  گيري زمان نهايي آب

 براي EGهاي  غلظت   مول8غلظت نهايي    مول6غلظت نهايي 
   دقيقه8   دقيقه6   دقيقه4   دقيقه8   دقيقه6   دقيقه4  گيري آب

  يك دقيقه  يك دقيقه  يك دقيقه  يك دقيقه  يك دقيقه  يك دقيقه   مول2

  يك دقيقه  يك دقيقه  يك دقيقه  يك دقيقه  يك دقيقه  يك دقيقه   مول4

  يك دقيقه  يك دقيقه  يك دقيقه   دقيقه6   دقيقه4   دقيقه2   مول6

   دقيقه5   دقيقه3  يك دقيقه  -  -  -   مول8
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 سميت شده آزمون نمايي از بافت تخمدان منجمد شده و -1 شكل

   مول6موش در غلظت 
a :دقيقه4گيري   مول با زمان آب6گليكول گروه انجمادي اتيلن   
b :دقيقه6گيري   مول با زمان آب6گليكول نگروه انجمادي اتيل   
c :دقيقه8گيري   مول با زمان آب6گليكول گروه انجمادي اتيلن   
d : دقيقه4گيري   مول با زمان آب6 سميت آزمونگروه   
e : دقيقه6گيري  آب مول با زمان 6 سميت آزمونگروه   
f : دقيقه8گيري   مول با زمان آب6 سميت آزمونگروه   
  

  
 سميت شده آزمون نمايي از بافت تخمدان منجمد شده و -2 شكل

   مول8موش در غلظت 
a :دقيقه4گيري   مول با زمان آب8گليكول گروه انجمادي اتيلن   
b :قه دقي6گيري   مول با زمان آب8گليكول گروه انجمادي اتيلن  
c :دقيقه8گيري   مول با زمان آب8گليكول گروه انجمادي اتيلن   
d : دقيقه4گيري   مول با زمان آب8 سميت آزمونگروه   
e : دقيقه6گيري   مول با زمان آب8 سميت آزمونگروه   
f : دقيقه8گيري   مول با زمان آب8 سميت آزمونگروه   

 نواحي  بيشتر در، و ابعاد مختلفهااندازهها با  فوليكول
 هاي بدوي   فوليكوله ويژهقشري تخمدان متمركز شده بودند، ب

)Primordial(ترين لايه قرار گرفته بود  كه در خارجي) شكل 
a2(هاي   سلول،هاي مكعبي و يا كشيده  از يك رديف سلول

- هاي پره فوليكول .فوليكولي و تخمك مركزي تشكيل شده بود

 قابل ،رات متعدد آنترومآنترال با ابعاد متفاوت با داشتن حف
 ي تخمك در مرحلهه ويژهب. )c,d,e2 و f1 شكل( تشخيص بودند

GVها  و  هستك مركزي در اكثر گروه يك دست با سيتوپلاسم
خصوص   قابل توجه درينكته. )b2و  d 1شكل (قابل مشاهده بود

 از هايينشانهوجود ) Antralآنترال (هاي با سايز بزرگتر  فوليكول
د پتوز كه مربوط به آترزي فوليكول بود ديده شولي آپمرگ سلو

ها لازم به ذكر است كه اين ويژگي در تمام گروه .)e2 و e 1شكل(
شود  كيد ميا تدوباره.  گروه خاصي نبوده ويژهقابل مشاهده بود و ب

-  سميت نيز مورفولوژي بافت مشابه با گروهآزمونهاي گروهدر كه 

 a,d,f و شكل a,d,f1شكل (ود هاي دست نخورده و انجمادي ب
كيد بيشتري ا ت) الف. اهميت استدارايكه اين امر از دو جهت  )2

 روش رايييد بهتري است بات )و ب EG سميت عدم است بر
  .اي انجماد شيشه

  
  بحث

هاي  كارگيري غلظته نتايج تحقيق حاضر نشان داد كه ب
ژي بافت رفولووثير منفي بر ما مول ت8گليكول تا افزايشي اتيلن
 مويد  سميت نيزآزمون انجماد و ذوب ندارد و روندتخمدان طي 

البته در اين  .تخمدان بودبر بافت گليكول اتيلنثير منفي ا تعدم
- زمينه تحقيقات مشابه قبلي نيز نشان داده بود كه استفاده از اتيلن

 ضديخ عواملگليكول چه به شكل انفرادي و چه در مخلوطي از 
باري به ساختار بافت تخمدان نداشته است انديگر اثرات زي

هاي مختلف پستانداران نيز نداشته   بر جنين و تخمك گونههمچنين
 و همكارانش كه به Santes تحقيقات اخير ه ويژه ب]15-11[

آنترال داخل بافت هاي پره اي فوليكول  اثرات انجماد شيشهيمطالعه
دند از جمله كارگيري چند ضديخ پرداخته بوه تخمدان با ب

گليكول و يا مخلوطي از آنها نشان دادند ، اتيلنDMSOز وساكار
شود  ز استفاده ميوگليكول و ساكارهنگامي كه از مخلوط اتيلن

كارگيري ه  بومانند  ها زنده مي درصد فوليكول  70حدود 
ثر بوده و وگليكول براي انجماد جنين نيز مهاي بالاي اتيلن غلظت

ها زنده بودند   درصد از جنين60 نيز حدود لو م8در غلظت بالاي 
گرچه در تحقيقات قبلي محققين نشان دادند كه يكي از ]. 17[

اما . ]16[گيري است  ثر در موفقيت انجماد، زمان آبو معوامل
گيري  نتايج تحقيق حاضر نشان داد در صورتي كه از روش آب
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 ، پايينهاي اي كه در غلظت اي استفاده شود به گونه چند مرحله
 زمان بيشتري سپري شود در ،هاي بالا زمان كمتر و در غلظت

رفولوژي بافت و م بريثيرا دقيقه ت8 تا 4هاي  زماندر مجموع 
البته امكان تغييرات بيوشيميايي در بافت . تخمدان نداشته است

وجود دارد، اما اين امر نياز به تحقيقات بيشتري با مطالعات بعدي 
 inها بايد ارزيابي شود چه به شكل  فوليكول بلوغ ه ويژهدارد ب

vivo و يا به شكل in vitroتري از اين   تا بتوان ارزيابي مناسب
گرچه در تحقيقات مشابه قبلي نيز نشان داده . دست آورده تحقيق ب

كارگيري محلول ه اي بافت تخمدان با ب شده بود كه انجماد شيشه
  اگر)EGFS 40(د  درص40ز و ساكار ـگليكول، فايكولناتيل

خوبي حفظ ه  دقيقه نيز برسد ساختار بافت ب8گيري تا  زمان آب
 بلوغ فوليكولي يها و مطالعه  نمونهIVM و يا پس از ]22[شود  مي

   .]23[نيز تفاوتي را با گروه شاهد نداشته است 

  گيرينتيجه
 چنين  از نتايج كيفي به دست آمدهبنابراين شايد بتوان

تواند ضديخ نفوذپذيري باشد كه  گليكول مياتيلننتيجه گرفت كه 
انع از تشكيل كريستال يخ نيز مبافت به علاوه بر سرعت وارد 

رفولوژي تخمدان وبوده و بر م آن نيز پايين سميتشود و ميزان  مي
 به علت سهولت استفاده از محلول تك .كمتر اثر گذاشته است

 انجماد بافت تواند جايگزين خوبي براي ، اين روش ميعاملي
  .تخمدان و حفظ ساختار آن براي مدت طولاني باشد

  
  تشكر و قدرداني

 مراتب تقدير و تشكر را از ،بدين وسيله نويسندگان
سركار خانم سعيده ابراهيمي جهت تهيه تصاوير ميكروسكوپي و 
جناب آقاي شهرام پوربيرانوند جهت تهيه مراحل بافت اعلام 

.نددار مي
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