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کیدهچ
در محـیط  بـالغ شـده انسـانی   اووسیتهاياي روي میزان بلوغ و فراساختار هدف از این مطالعه ارزیابی احتمالی اثرات انجماد شیشه: هدف

.آزمایشگاه است
 ـIتخمک نابالغ مرحله وزیکول زاینده  و متافاز292در این مطالعه از : ها مواد و روش . تفاده شـد دسـت آمـده از بیمـاران نابـارور اس ـ    هب

Iي نابـالغ مرحلـه متافـاز   هـا تخمـک -2) 145=تعـداد (ي نابالغ مرحلـه وزیکـول زاینـده     هاتخمک-1: به دو گروه تقسیم شدندهاتخمک

عنـوان  بـه In vivoصـورت  عدد تخمک بالغ شـده بـه  10علاوه از به. ابتدا منجمد شده و سپس ذوب و بالغ شدندهاتخمک). 147=تعداد(
از لحاظ بلـوغ  هاتخمکساعت 36بعد از . و مایع فولیکولی بودLHو FSHبه همراه Ham’s F10محیط بلوغ شامل . ه شدکنترل استفاد

.و فراساختار مورد ارزیابی قرار گرفتند
ما میزان بلـوغ  ا. داري داشتنسبت به گروه وزیکول زاینده  کاهش معنیIدر گروه متافازهاتخمکمیزان زنده ماندن و دژنراسیون : نتایج 
از . داري بالاتر بودطور معنیبین دو گروه بههاتخمکعلاوه میزان توقف بلوغ به). >06/0p(داري نداشت بین دو گروه تفات معنیهاتخمک

از همچنـین واکوئـل و تجمعـات کـوچکی     . طور قابل ملاحظه اي کاهش یافتبههاي قشري در هر دو گروهنظر فراساختاري تعداد گرانول
. ها دیده شدمیتوکندري و شبکه اندوپلاسمیک صاف درون سیتوپلاسم اووسیت

شوند و احتمالا کاهش توانایی بلوغ فرآیندهاي انجماد و ذوب منجر به تغییرات فراساختاري در نواحی خاصی از اووسیت می: نتیجه گیري 
. تواند مربوط به این تغییرات باشدهاي منجمد شده میاووسیت

، فراساختاربلوغ آزمایشگاهی،انجماد شیشه اي، اووسیت انسانی: ان کلیديواژگ
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مقدمه
داري ست یک جایگزین مهم براي نگهاانجماد اووسیت ممکن

هایی باشد که نیاز به تعویق انداختن استفاده از باروري در خانم
هاي IVFدلایل مختلف از جمله داشتن  هاي خود بهگامت

یا ) OHSS(حد تخمدان وع سندرم تحریک بیش ازوق,ناموفق
ناتوانی در بدست آوردن اسپرم در روز انجام لقاح هستند و نهایتا 

ها هاي آنداري گامتهاي بارور جهت نگهیک انتخاب براي خانم
علاوه هب). 1(حتی بعد از اثرات فیزیولوژیک افزایش سن باشد 

طقی براي حل هاي انسانی یک جایگزین منانجماد اووسیت
مشکلات اخلاقی و مذهبی است که براي انجماد جنین وجود 

هاي تولید مثل دارد و بدون شک کمک موثري براي تکنولوژي
انجماد اووسیت بالغ سخت ، هر چند که بر خلاف جنین. است

، است و این به خاطر تفاوت نفوذپذیري غشاي اووسیت و جنین
یزیولوژیک مخصوص نهایتا شرایط فوجود دوکهاي میوزي و

هاي قابل ملاحظه اي در بهبود اخیرا پیشرفت). 2(اووسیت است 
هاي انجماد اووسیت صورت گرفته و نتیجه آن حاملگی و تکنیک

اووسیت بالغ یکی از بزرگترین ). 3(تولد زنده بوده است 
نسبت است ومترمیکرو130هاي بدن به اندازه تقریبی سلول

ت سبب کارآیی کمتر تبادل آب و پایین سطح به حجم اووسی
ست اشود و نتیجه اجتناب ناپذیر اینمیضدیخ محافظ انجماد

داري آب و در نتیجه تخریب که اووسیت بیشتر مستعد نگه
علاوه هب). 4(هاي یخ در زمان انجماد است دلیل ایجاد کریستالبه

هاي بالغ داراي یک نتایج نشان داده است که غشاي اووسیت
هاي نابالغ بوده و لیپیدي متفاوت در مقایسه با اووسیتترکیب 

هاي ناشی از سرما داراي نسبت به کاهش درجه حرارت و آسیب
هاي نابالغ بنابراین با انجماد اووسیت). 4(مقاومت کمتري هستند 

درصد 20نتایج نشان داده که. توان بر این مشکلات غلبه نمودمی
دروتخمدان، نابالغ بودهدست آمده طی تحریک ههاي بتخمک
Germinal Vesicleدر نظیر مرحلهمثلاتر بلوغپایینمراحل

(GV) یاMetaphase I)MI (توان با انجماد قرار دارند، لذا می
در صورت IVM(In Vitro Maturation(و بلوغ آزمایشگاهی 

ها استفاده کرد که این عمل داراي ناموفق بودن درمان از آن
هاي درمانی، جلوگیري شماري از جمله کاهش هزینهبیمزایاي

از عوارض نامطلوب تحریک بیش از حد تخمدان در بیماران 
و یا حفظ باروري در ) 5(داراي سندرم پلی کیستیک تخمدانی 

هاي از عدم مزایاي انجماد اووسیت). 6(باشد بیماران سرطانی می

باید توجه داشت که  ها بعد از ذوب است ونابالغ نیاز به بلوغ آن
هاي اندکی در انسان گزارش شده است در این راستا حاملگی

)7 .(Chian و همکاران)حاملگی و تولدهاي زنده اي را با )8
.شده انسانی گزارش کردندIVMهاي استفاده از اووسیت

ست براي بیماران و مطالعه انجماد ابنابراین این تکنولوژي ممکن
نشان )9(و همکاران Cao.  غ مفید باشدهاي نابالاووسیت

هاي انسانی اند که تفاوتی بین میزان زنده ماندن اووسیتداده
هرچند که توانایی بالغ ،نداردبالغ و نابالغ منجمد شده وجود

. یابدهاي نابالغ منجمد شده کاهش میشدن بلوغ اووسیت
ز ذوب و ل میزان زنده ماندن یا بهبود بعد ائومکانیسم انجماد مس

ساختاري است که توسط آن ایجاد هاي فراهمچنین آسیب
-1: شوند عبارتند ازساختارهایی که عمدتا درگیر می. شودمی

دو روش انجماد در . زوناپلوسیدا-3اسکلت سلولی -2غشا 
انجماد - 1باشد که عبارتند از در دسترس میIVFواحدهاي 

) Vitrification(انجماد سریع -2) Slow Cooling(آهسته 
)4 .(

جنین در طی انجماد دچار صدمات مورفولوژیکی و تخمک و
شوند، میزان صدمه به فاکتورهائی چون اندازه، عملکردي می

شکل، نفوذپذیري،کیفیت و حساسیت تخمک و جنین بستگی 
یاد در هر گونه بسته به نوع همه این عوامل به میزان ز. دارد
(inوغ آزمایشگاهی یا درون تنی، مرحله تکاملی و روش بلگونه

vitroیاin vivo (باشد متفاوت می)ارزیابی مورفولوژي ). 10
در طی .)11(تواند موثر باشد تخمک در بررسی تکامل جنین می

بلوغ تخمک هرنوع نقصی که در بلوغ سیتوپلاسمی وجود داشته 
تواند تکوین جنینی را تحت تاثیر قرار داده حتی اگر باشد، می

امروزه ). 12(اي طبیعی داشته باشد مک بلوغ هستهتخ
ترین روش ارزیابی مورفولوژیکی اووسیت میکروسکوپ متداول

باشد، ولی این روش جهت تشخیص صلاحیت لقاح و نوري می
هاي لذا تکنیک). 13(باشد تکامل اووسیت روش کافی نمی

اطلاعات وسیعی توانندمیکروسکوپ الکترونی از آن جهت که می
هاي آن فراهم نمایند بسیار سلول و ارگانلرا از فراساختار
هاي قشري، تغییرات فراساختاري گرانول). 14(ارزشمند است 

هاي انسانی که در معرض زوناپلوسیدا و سیتوپلاسم اووسیت
این دهی مجدد قرار گرفتند گزارش شده است وگیري و آبآب

تواند خط اول میدهنده اینست که میکروسکوپ الکترونی نشان
هرچند که مطالعات جامع روي ). 15(ابزار مورد بررسی باشد 
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هاي انسانی فریز شده اندك است و مدارك مربوط به اووسیت
هاي انسانی منجمد شده با استفاده از فراتعیین کیفیت اووسیت

ه از با استفاد). 18و 17، 16(ساختار اخیرا گزارش شده است 
Transmission Electron(انتقالی میکروسکوپ الکترونی

Microscopy (هاي قشري نشان داده شده است که گرانول
و PrOHهاي بالغ و نابالغ انسانی که با استفاده از اووسیت

ها کاهش هاي قشري آنشوند گرانولسوکروز فریز منجمد می
شود که هایی ظاهر میها واکوئلیافته و درون سیتوپلاسم آن

در ). 19(هاي سیتوپلاسمی است خاطر تخریب ارگانلاحتمالا به
هاي نابالغ نشان داده شدکه میزان بلوغ اووسیت)20(ايمطالعه
علاوه هب. استGVهاي نابالغ مرحله بیشتر از اووسیتMIمرحله 

شدنشان داده شد مشخص TEMدر همین مطالعه با استفاده از 
اندوپلاسمی هاي میتوکندري و شبکه تعداد کمپلکسکه

هاي نابالغ در مقایسه با اووسیتGVهاي نابالغ مرحله اووسیت
با توجه . یابدبعداز بلوغ در محیط کشت افزایش میMIمرحله 

به اینکه انجماد سریع داراي مزایاي بیشتري نسبت به انجماد 
اثر انجماد سریع روي هدف از این مطالعه،)21(آهسته است 

و GVي نابالغ انسانی که در مرحله هاتخمکبلوغ و فراساختار 
MI قرار دارند را بعد از انجامIVMباشدمی.

هامواد و روش
عدد تخمک انسانی 292ربردي از کا-در این مطالعه بنیادي

دست آمده از بیماران  مراجعه کننده به مرکز تحقیقاتی به
40تا 20سن بیماران  بین . درمانی ناباروري یزد استفاده شد

:هاي زیر مورد مطالعه قرار گرفتنددر گروههاتخمک. سال بود
ي بالغ شده هاتخمکدر این گروه فراساختار: گروه کنترل)1

.مورد بررسی شد10در In-vivoصورت انسانی به
بلوغ یافته GVگروه :شده بعد از عمل انجمادIVMگروه )2

سانی  در عدد تخمک نابالغ ان145این گروه شامل :در آزمایشگاه
و فراساختار میزان بلوغIVMبود که بعد از انجام GVمرحله 

.ها مورد ارزیابی قرار گرفتآن
بلوغ یافته در MIگروه : شده بعد از عمل انجمادIVMگروه )3

عدد تخمک نابالغ انسانی در 147این گروه شامل :آزمایشگاه
فراساختار و میزان بلوغIVMبود که بعد از انجام MIمرحله 

.ها مورد ارزیابی قرار گرفتآن

روش تهیه نمونه 
براي تحریک تخمدان از :پروتکل تحریک تخمدان) الف

Long Protocol 21بدین ترتیب که از روز ). 20(استفاده شد
صورت زیر بوسرلین بهلیترمیلی5/0سیکل قبلی تحت درمان با 

لیترمیلی25/0به جلدي قرار گرفتند و با شروع سیکل بوسرلین 
FSHواحد 225تا 150از روز دوم سیکل بیماران . کاهش یافت

دریافت کردند و از روز هشتم سیکل تحت سونوگرافی واژینال 
که زمانی.بر اساس سونوگرافی تنظیم شدFSHدوز . قرار گرفتند

وجود داشت، متر میلی18حداقل دو فولیکول با قطر بالاي 
ساعت بعد 36دریافت کردند و HCGواحد10000بیماران 

استفاده از و باهوشی عمومیزیر بیهاتخمکآوري جمع
ي جمع آوري شده با هاتخمک. سونوگرافی واژینال انجام شد

و ) Sigma Co, USA(واحد هیالورونیداز80استفاده از 
یی که در هاتخمک. هاي کومولوس جدا شدندپیپتینگ از سلول

دند و شدند جهت این مطالعه استفاده بوMIو GVمرحله 
تنها . استفاده شدندICSIبودند براي MIIهایی که در مرحله آن

هاي لغو شده جهت گروه از سیکلMIIي مرحله هاتخمک
با استفاده از استریو هاتخمکارزیابی . کنترل استفاده شد

.انجام شد) Olympus Co, Japan(میکروسکوپ 
آماده سازي مایع فولیکولی :لیکولیآماده سازي مایع فو

گزارش شد )22(و همکاران Kimمطابق روشی که قبلا توسط 
ها از مایع فولیکولی، مایع بعد از جدا سازي اووسیت. تهیه گردید

پس از . دقیقه سانتریفیوژ شد10مدت و بهRPM3500با دور  
. ندهاي گرانولوزا و خونی در لوله ته نشین شداین مرحله سلول

سپس مایع فولیکولی خالص جهت غیرفعال کردن درون بن 
گراد قرار داده درجه سانتی56دقیقه در دماي 30مدت ماري به

.فیلتر شدمیکرومتر22/0شد و در نهایت با فیلتر 
ي نابالغ بعد از انجماد و ذوب هاتخمک:بلوغ آزمایشگاهی

تخمک عدد 3تا IVM)2براي رسیدن به بلوغ، وارد محیط 
ساعت درون 36مدت نموده، به) میکرو لیتر50درون یک قطره

و رطوبت درصدCO26گراد، درجه سانتی37انکوباتور با دماي 
Ham’s F10)Biochromشامل IVMمحیط . بالا قرار گرفتند

Co, Germany( غنی شده باFSH&LH)Ferring Co,

Germany ( از گذشت بعد . درصد مایع فولیکولی بود40و
از استریومیکروسکوپ هاتخمکزمان مذکور جهت بررسی بلوغ 

. ملاك ارزیابی بلوغ وجود اولین جسم قطبی بود. استفاده شد
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10مدت را بههاتخمکابتدا :روش انجام انجماد شیشه اي
درصد اتیلن گلیکول 5/7دقیقه درون محلول تعادل که شامل 

)Merck Co, Germany ( ي متیل سولفوکساید درصد د5/7و
)Merck Co, Germany( درون محیطHam’s F10 غنی

,Plasbumin Co(درصد آلبومین سرم انسانی 20شده با 

USA ( ثانیه 60تا45مدتبهها را سپس آن.گرفتاست قرار
درصد اتیلن گلیکول 15که شامل Vitrificationوارد محلول 

)Merck Co, Germany(،15سولفوکساید درصد دي متیل
)Merck Co, Germany ( رزاکامول س5/0و)Sigma Co,

USA( درون محیطHam’s F10 درصد 20غنی شده با
بعد از . شداست ) Plasbumin Co, USA(آلبومین سرم انسانی
منتقل کرده Cryotopرا به روي هاتخمکگذشت زمان مذکور 

. و جهت ذخیره درون نیتروژن مایع قرار دادیم
Ham’s F10ها درون محلولابتدا آنهاتخمکاي ذوب کردن بر

مدتبهرزاکاسدرصد آلبومین سرم انسانی و یک مول 20حاوي 
ي ذوب هاتخمکدهی سپس جهت آبداده شد و یک دقیقه قرار 

ترتیب درون محلول دقیقه به5تا 3مدتبهها را آن،شده
Ham’s F10 و 5/0ا درصد آلبومین سرم انسانی ب20حاوي

بار 5تا 3براي هاتخمکدر نهایت . گرفتقرار رزاکاسمول 25/0
درصد آلبومین سرم 20حاوي Ham’s F10درون  محلول 

وارد محیط هاتخمکبعد از این مرحله . پت شدندانسانی پی
IVM بعد از گذشت ). 23(شده و درون انکوباتور قرار گرفتند

و ) 24(رزیابی قرار گرفت مورد اهاتخمکیک ساعت زنده بودن 
شدیدا گرانوله بودند از که داراي سیتوپلاسم تیره وهاییآن

. مطالعه خارج و بقیه مجددا درون انکوباتور قرار گرفتند
جهت :)TEM(مطالعه میکروسکوپ الکترونی ترانس میشن 

مراحل . عدد اووسیت انتخاب شد10از هر گروه TEMبامطالعه 
)25(و همکاران Nottolaبلا توسط کار طبق روشی که ق

در گلوتار هااووسیتنخست . توضیح داده شد صورت گرفت
درجه 4روز در دماي 5تا 3مدتبهدرصد5/1آلدئید 

مولار1/0بافر فسفات باسپس،شدندفیکس اولیه گرادسانتی
1و وارد آگارز شدهشستشو ) سه تعویض(سی دقیقه مدتبه

درصد1تترااکسید اسمیوم با استفاده ازبعد. کردیمدرصد
تحت شستشو به روش فوق فیکس ثانویه شده مجددا

تا 50(ن هاي فزاینده استوجهت آبگیري از غلظت. گرفتندقرار
سپس . شددقیقه استفاده 30مدتبهدر صد هر یک )100

ترتیب بهAceton-Resinها درون محلول ترکیبی نمونه
در روتاتور رزین دهی یا )  3-1،1-1،1- 0،3- 1(هاي نسبت

Infiltration812رزینبااستفاده ازها رانمونهسپس. ندشد
Eponدرجه 60با درجه حرارت کورهدرون وقالب گیري شده
. ه شودیزتا رزین پلیمرقرار گرفتندساعت 24مدتبهگرادسانتی

تهیه ) میکرو متر1ضخامت(Semi-thinهاي برشدر ادامه
ها آن) Toluidine blue(کرده و بعد از رنگ آمیزي با تولوئیدن 

تا 60(هاي سپس برش. را زیر میکروسکوپ نوري مشاهده کردیم
را با استفاده از تیغه الماسی تهیه و بر روي گرید قرار ) نانومتر80

Leadودقیقه 7مدتبهUranyl acetateها را با داده و آن

citrateو با استفاده ازشدرنگ آمیزي ه دقیق13مدتبه
Germany(گرفتمورد ارزیابی قرار TEMمیکروسکوپ

Zeiss (.

رعایت اصول اخلاقی پژوهش
این مطالعه با کسب رضایت نامه از بیماران و تصویب در کمیته 

.اخلاق مرکز تحقیقاتی درمانی ناباروري یزد انجام شد

آنالیز آماري
توقف تخمک در بین نراسیون ودژ، بلوغ،میزان زنده ماندن

و میزان پارتنوژنزیس تخمک Chi-squaredها با استفاده ازگروه
. محاسبه و مقایسه شدندFisher-exact testبا استفاده از 

. در نظر گرفته شد05/0داري کمتر ازهمچنین سطح معنی
)05/0P< .( آنالیز آماري با استفاده از نرم افزارSPSS)version

16, USA(انجام شد.

نتایج
ــه در جــدول همــان ــاوت  1طــور ک نشــان داده شــده اســت تف
در گـروه  . داري در علل ناباروري در دو گروه مشاهده نشـد معنی
GV3/48و در گروه درصدMI69/51 هـا  از نابـاروري درصـد

GV19/49فـاکتور مردانـه در گـروه    . مربوط به فاکتور زنانه بود
ناباروري مربوط به هـر دو  . بوددرصدMI8/50و در گروه درصد

مـورد بررسـی قـرار گرفـت کـه و      MIو GVفاکتور در دو گروه 
طور کـه  همان. بودMIو GVدر گروه  درصد46و 54ترتیببه

تخمـک از  GV127نشان داده شده است در گروه 2در جدول 
و در گـروه  ) درصد58/87(تخمک بعد از ذوب زنده ماندند 145
MI108 ــک از ــد   147تخم ــده ماندن ــد از ذوب زن ــک بع تخم
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همکاروعباس شاهدي...    هاياثر انجماد شیشه اي روي میزان بلوغ و فراساختار اووسیت

139537بهار ،1، شماره 7جلد ، )پژوهشی-علمی(مجله سلول و بافت

داري داشــت کــه بــین دو گــروه تفــاوت معنــی) درصــد46/73(
)003/0p<.( میزان دژنراسیون)004/0p<( هـا تخمـک و توقف
)04/0p<(    امــا در . داري داشـت در بـین دو گـروه تفـاوت معنـی

بــین دو گــروه تفــاوت هــاتخمــکمیــزان بلــوغ و پــارتنوژنزیس 
.مشاهده نشدداريمعنی

.تخمک292در MIوGVمشخصات علل ناباروري در دو گروه :1جدول 

GV(n=)145MI(n=)147P-valueعلل ناباروري

610/72)69/51()3/48(57فاکتور زنانه

630/89)8/50(61)19/49(فاکتور مردانه

230/5)46(27)54(هردو

.می دهنداعداد داخل پرانتز درصد را نشان 

.نشان می دهدMIوGVرا در دو گروه Arrestپارتنوژنزیس و ,دژنراسیون,میزان بلوغ. :2جدول 

GV(n=)145MI(n=)147P-valueمتغیرها

003/0٭٭108) 46/73(127) 58/87(میزان زنده ماندن

3706/0)25/34(59)45/46(بلوغ

004/0٭٭61)48/56(48)79/37(دژنراسیون

334/0)77/2(1/.)78(پارتنوژنزیس

Arrest)96/14(19)48/6(704/0٭

.اعداد داخل پرانتز درصد را نشان می دهند
).>01/0P**و >05/0P*( .را نشان می دهدبعد از عمل انجماد و بلوغ MIو GVي تفاوت معنی داري بین گروهها*

In vivoشده به صورت ي بالغ هاتخمکبررسی فراساختار 

طـور  لایه شفاف از مواد فیبري الکترون متراکم تشکیل شده و به
). a2a,1هاي شکل(کامل اووسیت را احاطه کرده است 

اووسـیت  يبین لایـه شـفاف و غشـا   ) PVS(فضاي دور زرده اي 
ــی ــاهده م ــودمش ــکل . (ش ــام  ). a2ش ــمایی در تم ــاي پلاس غش

PVSفراوانـی دارد کـه بـه    هـاي  ها  ممتد و میکروویلیاووسیت

و الکتـرون  هاي قشـري گـرد  گرانول). a2شکل (کشیده شده اند 
صورت یک لایه در زیر غشاي پلاسـمایی مرتـب   متراکم بوده و به

هاي سلولی در سرتاسر سیتوپلاسم ارگانول. )a2شکل (شده اند

هاي سلولی تجمعات شـبکه  ترین ارگانولاز عمده. پراکنده شدند
شکل (ها است سمی صاف  احاطه شده توسط میتوکندرياندوپلا

a3 .(هاي کوچکی از شبکه اندوپلاسمیک صاف همچنین وزیکول
طـور پراکنـده دیـده    ها احاطه شده اند بـه که توسط میتوکندري

ها عمدتا کروي یا بیضی شـکل  میتوکندري). a3شکل (شوند می
ده و در ها قوسی شکل یا عرضی بـو هاي میتوکندريتیغه. هستند

محیط میتوکنـدري و بـه مـوازات غشـاي خـارجی میتوکنـدري       
).a3شکل (باشند می

بعـد از  GVهاي نابـالغ مرحلـه   بررسی فراساختار تخمک
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همکاروعباس شاهدي...    هاياثر انجماد شیشه اي روي میزان بلوغ و فراساختار اووسیت

1395بهار ،1، شماره 7جلد ، )پژوهشی-علمی(مجله سلول و بافت38

انجماد و بلوغ
شود بخش درونـی  دیده میb2و b1هاي طور که در شکلهمان

تـر بـوده و   لایه شفاف نسبت به بخش برونی آن الکترون متـراکم 
. باشـد هاي قشـري مـی  به آزاد شدن زود رس گرانولاین مربوط 

هـا  هاي قشري گرد و الکترون متـراکم بـوده و  تعـداد آن   گرانول
تجمعات کوچکی از ). b2و b1هاي شکل(کاهش یافته است 

شـوند کـه   ها دیـده مـی  شبکه اندوپلاسمیک صاف و میتوکندري
کل ش ـ(طور تصادفی در سرتاسر سیتوپلاسم پراکنده شده انـد  به
b3 .(هـاي شـبکه   هـاي بـزرگ و متعـددي از وزیکـول    کمپلکس

ن سیتوپلاسـم دیـده   هـا درو اندوپلاسمیک صـاف و میتوکنـدري  
هایی درون سیتوپلاسم همچنین واکوئل). c3هاي شکل(شوند می

شوند که خالی بوده و اغلب توسـط غشـاي گسسـته اي    دیده می
اي ثانویـه بـا   هها لیزوزومگاهی وقت). b2شکل (احاطه شده اند 

فراسـاختار غشـاي   ). b2شـکل  (شـوند  ها همـراه مـی  این واکوئل
باشـد  ماننـد گـروه کنتـرل مـی    PVSها و میکروویلی،پلاسمایی

).b2شکل (

ارگانلها درون سیتوپلاسم اووسیت را Microtopographyفراساختار و ). c(IVMبعد ازMI، گروه )b(IVMبعد ازGV، گروه )a(گروه کنترل : 1شکل
O=oocyte; ZP= zona .. داراي تراکم الکترونی بالاتري نسـبت بـه گـروه کنتـرل اسـت     MIو GVبخش درونی زونا پلوسیدا در گروه . نشان می دهد

pellucid; m= microvilli; CG= cortical granules .

بعـد از  MIهاي نابـالغ مرحلـه   بررسی فراساختار تخمک
انجماد و بلوغ

شود بخـش درونـی   دیده میc2و c1هاي طور که در شکلهمان
لایه شفاف نسبت به بخش برونی آن الکترون متراکم تـر بـوده و   

. باشـد هاي قشـري مـی  این مربوط به آزاد شدن زود رس گرانول
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همکاروعباس شاهدي...    هاياثر انجماد شیشه اي روي میزان بلوغ و فراساختار اووسیت

139539بهار ،1، شماره 7جلد ، )پژوهشی-علمی(مجله سلول و بافت

هـا  هاي قشري گرد و الکترون متـراکم بـوده و  تعـداد آن   گرانول
طـور  ها اندك بوده و بهمیکروویلی). c2شکل (ت کاهش یافته اس

). c2شـکل  (شـوند  پراکنده بر روي غشاي پلاسـمایی دیـده مـی   
هـا  تجمعات کوچکی از شبکه اندوپلاسمیک صاف و میتوکنـدري 

طور تصادفی در سرتاسر سیتوپلاسم پراکنده شوند که بهدیده می

م هـایی درون سیتوپلاس ـ همچنـین واکوئـل  ). d3شکل (شده اند 
شوند که خالی بوده و اغلب توسـط غشـاي گسسـته اي    دیده می

هاي ثانویه با ها لیزوزومگاهی وقت). c2شکل (احاطه شده اند 
). d2شکل (شوند ها همراه میاین واکوئل

اي قشري به صورت یـک لایـه ممتـد زیـر غشـاي پلاسـمایی       گرانوله). c, d(IVMبعد ازMI، گروه )b(IVMبعد ازGV، گروه )a(گروه کنترل : 2شکل
میکروویلیهـا  ). b, c(گرانولهاي قشري اندك بوده و یک لایه منقطـع را تشـکیل مـی دهنـد     MIو GVاما در گروه ). a) (پیکانها(اووسیت دیده می شوند 

دیده می شـوند  MIوGVواکوئلها در گروه . ویلیها اندك و کوتاه استمیکروcاما در گروه ). a, b(متعدد و بلند بوده و به صورت یکنواخت دیده می شوند 
). b, d(که بعضی وقتها با لیزوزوم همراه هستند 

ZP= zona pellucida; mv= microvilli; CG= cortical granules; PVS= perivitelline space; V=vacoule; LY=lysosome.
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همکاروعباس شاهدي...    هاياثر انجماد شیشه اي روي میزان بلوغ و فراساختار اووسیت

1395بهار ،1، شماره 7جلد ، )پژوهشی-علمی(مجله سلول و بافت40

میتوکندریها معمولا گرد بوده و حاوي کریستاهاي محیطی یا ). d(IVMبعد ازMI، گروه )b, c(IVMبعد ازGV، گروه )a(گروه کنترل : 3کل ش
. گاهگاهی میتوکندریهاي دمبل مانند که احتمالا میتوکندریهاي در حال تقسیم هستند در سیتوپلاسم اووسیت دیده می شوند). a-d(عرضی هستند 

. که بزرگ و متعدد هستندGVمخصوصا در گروه . به کمپلکسهاي بین میتوکندیها و وزیکولهاي شبکه اندوپلاسمیک صاف توجه کنید). d() پیکان(
پیکان سیاه نشان 3dدر شکل ). a, b, d. (تجمعاتی از شبکه اندوپلاسمیک صاف که توسط میتوکندریها احاطه شده اند دیده می شوند). a-c) (پیکانها(

.SER= smooth endoplasmic reticulum; M= mitochondria.ده گرانول قشري در حال مهاجرت استدهن

بحث
شیشه اي روي زنده منظور ارزیابی اثرات انجمادمطالعه حاظر به

و GVهاي نابالغ انسانی مرحله ماندن، بلوغ و فراساختار اووسیت
MIهاي که از سیکلIVFمنجمد . انجام شددست آمده بودندبه

هر چند . ها استکردن اووسیت یک روش حفظ باروري در خانم
که میزان حاملگی اندك و تعداد محدودي تولد زنده از 

یکی از ). 26(هاي منجمد شده گزارش شده است اووسیت
هاي بالغ انسانی وجود دارد مشکلاتی که در مورد انجماد اووسیت

ها نسبت به کاهش درجه مقاومت کمتر  غشاي این اووسیت
دلیل داشتن ترکیب لیپیدي هاي ناشی از سرما بهحرارت و آسیب

بنابراین با ).4(هاي نابالغ است متفاوت در مقایسه با اووسیت
. توان بر این مشکل غلبه کردهاي نابالغ میانجماد اووسیت

ان توان باروري را در بیمارهاي نابالغ میعلاوه با انجماد اووسیتبه
ها و مشکلات ناشی از آن سرطانی بدون تاخیر در درمان آن

58/87که ه شددر این مطالعه نشان داد). 27(حفظ کرد 
هاي مرحله اووسیتدرصد46/73و GVهاي مرحله اووسیت

MI بعد از انجماد زنده ماندند که بین دو گروه تفاوت
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همکاروعباس شاهدي...    هاياثر انجماد شیشه اي روي میزان بلوغ و فراساختار اووسیت

139541بهار ،1، شماره 7جلد ، )پژوهشی-علمی(مجله سلول و بافت

MIو GVهايمیزان بلوغ بین اووسیت. داري را نشان دادمعنی

میزان GVداري را نشان نداد هرچند که در گروه تفاوت معنی
اما میزان  ). درصدvs45/46درصد25/34(بلوغ بالاتر بود 

بین ) 48/6vs96/14(و توقف ) 48/56vs79/37(دژنراسیون 
این . داري داشتندتفاوت معنیMIو GVهاي مرحله اووسیت

وغ اووسیت نقش مهمی در دهد که مرحله بلنتایج نشان می
هاي میوزي آسیب ناشی از انجماد دارد و با توجه به اینکه  دوك

حساسیت ها مواد محافظ انجمادبه کاهش درجه حرارت و ضدیخ
GVهاي نا بالغ مرحله لذا انجماد اووسیت،)28(بالایی دارند 

مطالعات قبلی نشان دادند که . برتري داردMIنسبت به مرحله 
هاي دست آمده از تخمدانهاي بهاووسیتدرصد43تا 16

از درصد 58تا 20تحریک نشده بعد از انجماد زنده ماندند و بین 
)30(و همکارانSon). 29(بالغ شدند IVMها در محیط آن

هاي نابالغ انسانی بعد از اووسیتدرصد1/55گزارش کردند که 
لقاح و کلیواژ  و میزان بلوغ،از انجماد و ذوب زنده ماندند 

میزان . بوددرصد7/16و درصد9/42، درصد3/59ترتیب به
و همکاران Sonزنده ماندن و بلوغ در مطالعه ما مشابه با نتایج 

علت استفاده  از سرعت بالاي تواند بهاین تفاوت می. نیست
منظور غلبه بر حساسیت بالاي اووسیت به کاهش درجه انجماد به

میزان زنده )31(و همکاران Toth. باشدIVMحرارت و محیط 
هاي انسانی منجمد شده در براي اووسیتدرصد3/83ماندن 
و همکارانCao. نشان دادند که مشابه نتایج ما استGVمرحله 

که از بیماران با GVهاي نابالغ مرحله انجماد اووسیت)9(
ها آن. دست آمده بود را گزارش کردندتخمدان پلی کیستیک به

4/85ترتیب ها را بعد از ذوب بهمیزان زنده ماندن و بلوغ اووسیت
را تایید هاي ما آننشان دادند که یافتهدرصد4/50و درصد

هاي نابالغ در مطالعه ما کمتر از کند، اما میزان بلوغ اووسیتمی
تفاوت میزان بلوغ در مطالعات مختلف به فاکتورهایی . ها بودآن

هاي سیکل(منبع تهیه اووسیت ،ط کشتنظیر ترکیب محی
هاي و حضور یا عدم حضور سلول) تحریک شده یا بدون تحریک

هاي از نظر فیزیولوژي حضور سلول). 30(کومولوس بستگی دارد 
خاطر بهبود در میزان بلوغ اووسیت کومولوس در طول انجماد به

و همکارانMinasiهرچند که ). 32(بعد از ذوب مفید است 
هاي کومولوس در زمان انجماد اظهار کردند که وجود سلول)33(

. ها نداردهاي بالغ اثر مفیدي روي صلاحیت تکاملی آناووسیت
صورت )34(و همکارانشAmbrosiniمطالعاتی که توسط 

قرار گرفتن اووسیت در معرض گرفت حاکی از آن بود که
زایی در ها مواد محافظ انجماد باعث فعال شدن پدیده بکرضدیخ

اما مطالعات اندکی در زمینه .شودهاي جانوري میاووسیت
در این مطالعه مشاهده شد که درصد . انسانی صورت گرفته است

سه برابر MIهاي منجمد شده مرحله بکرزایی در اووسیت
نظر می آید مرحله بلوغ است که بهGVهاي مرحله اووسیت

.اووسیت  در فعال کردن بکرزایی نقش دارد
مطالعات فراساختاري نشان دادند که انجماد سبب کاهش تعداد 

و 19(شود هاي بالغ انسانی میهاي قشري در اووسیتگرانول
هاي قشري در این مطالعه ما نشان دادیم که تعداد گرانول). 25

هاي نابالغ انسانی فریز شده بعد از بلوغ در محیط کشت اووسیت
نسانی نشان داده شده است که در یک مطالعه ا. یابدکاهش می

هاي قشري در ناحیه فرآیند انجماد سبب کاهش تعداد گرانول
هاي بالغ و نابالغ ها در سیتوپلاسم اووسیتو ظهور واکوئلقشري

ها ست نشان دهنده آسیب ساختاري به آناشود که ممکنمی
اگزوسیتوز زودرس ). 19(کند ها را تایید میباشد و نتایج ما آن

PrOHهاي انسانی که در معرض هاي قشري در اووسیتنولگرا

اگزوسیتوز ). 35(قرار گرفتند نشان داده شده است DMSOو یا 
منجر به PVSداخل هاي قشري بهزودرس محتویات گرانول

تواند مانع نفوذ اسپرم در شود که میسخت شدن زوناپلوسیدا می
این مشکل غلبه توان بر میICSIهنگام لقاح شود که با روش 

که بخش درونی ه شددر این مطالعه نشان داد). 36(کرد 
تواند توجیه کننده تر است و این میزوناپلوسیدا الکترون متراکم

علت اگزوسیتوز زودرس در هاي قشري بهکاهش تعداد گرانول
تغییرات فراساختاري مشاهده شده در . طول انجماد و ذوب باشد

هاي واکوئل). 25و 18(طالعات قبلی است زوناپلوسیدا مشابه با م
هاي فریز متعددي که در این مطالعه درون سیتوپلاسم اووسیت

ست نشانه آسیب ساختاري به این اشده دیده شد ممکن
هاي ها در اووسیتظهور واکوئل. ها در اثر انجماد باشداووسیت

انسانی منجمد شده، یک واکنش غیر اختصاصی اوسیت به سرما 
هاي متعدد واکوئل). 25(استرس ناشی از فشار اسمزي است و یا

ست در اثر تورم و اهاي انسانی ممکندر سیتوپلاسم اووسیت
هاي جدا شده از شبکه اندوپلاسمیک صاف ایجاد و ادغام وزیکول

این ). 37(عنوان یک فرآیند دژنراتیو در نظر گرفته شوند به
اي سام چند حفرهلیزوزوم و اج،نظریه با همراهی واکوئل

(MultivesicularBodies)هاي در سیتوپلاسم اووسیت
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اجسام چند حفره اي ). 25(منجمد شده بیشتر تقویت شد 
شوند که به عنوان یک نوع  هضم ارگانل در نظر گرفته میبه

دهد مربوط فرآیندهاي تبادلی که در سطح اووسیت رخ می
در هضم مواد اووسیتی هاي ثانویهکه لیزوزومشوند، در حالیمی

ها، لیزوزومبه خصوصهر چند که هر دو ارگانل، . نقش دارند
عنوان علائم طبیعی ها هستند بهکه همراه واکوئلزمانی

ها بنابراین ظهور واکوئل). 38(شوند دژنراسیون در نظر گرفته می
ست نهایتا منجر به کاهش اهاي بالغ انسانی ممکندر اووسیت

ت جهت لقاح و یا اختلال تکاملی در مراحل اولیه صلاحیت اووسی
که در همه نشان داده شددر این مطالعه ). 39(جنین شوند 

ها توسط یک غشاي سالم و ممتد  که حاوي ها اووسیتگروه
هرچند که .هاي بلند و یکنواخت است احاطه شده اندمیکروویلی

در مقایسه MIهاي نابالغ مرحله ها در اووسیتتعداد میکروویلی
ها دسته میکروویلی. کاهش یافته بود GVبا گروه کنترل و 

ها هستند که درون اسکلت سلولی قشر هایی از میکروفیلامانت
یکپارچگی مجموعه غشا و اسکلت . شونداووسیت شاخه شاخه می

تواند توانایی زایگوت را جهت تشکیل جنین تحت سلولی می
عنوان ارگانلی که نقش ها بهمیتوکندري. )40(تاثیر قرار دهد 

. کنند شناخته می شونداساسی در متابولیسم سلولی ایفا می
ها به نیازهاي متابولیکی شکل، تعداد و پراکندگی میتوکندري

. ها کمک می کنندسلول بستگی داشته و به تکثیر و تمایز آن
ها در طول دوره رشد اووسیت کثیر و حرکت میتوکندريت

ضروري است، آن انرژي لازم براي ساخت و ترشح پروتئین و 
هاي کومولوس را همچنین تبادل مواد بین اووسیت و سلول

که اندازه تجمعات ه شدنشان داد. )41(کند فراهم می
و شبکه اندوپلاسمیک صاف در گروه فریز نسبت به میتوکندري 

ها در بین گروه کنترل کوچکتر است ولی فراساختار میتوکندري
18(هاي قبلی است نتایج ما مشابه با یافته.ها تفاوتی نداردگروه

پیشنهاد شده است که تغییرات فراساختاري تجمعات ). 25و 
هاي فریز تمیتوکندري و شبکه اندوپلاسمیک صاف در اووسی

هاي شده احتمالا مربوط به استفاده از اتیلن گلیکول در محلول
ست اهاي ناشی از سرما و ممکناي است تا آسیبانجماد شیشه

دنبال آن کاهش بهکلسیم ويوستازئمومنجر به اختلال در ه
تجمعات میتوکندري و شبکه ). 25(میزان لقاح شوند 
کمپلکس میتوکندري و عنوان پیش سازاندوپلاسمیک صاف به

. )42(شوند هاي شبکه اندوپلاسمیک در نظر گرفته میوزیکول
ها ممکنها و غشاهاي سیتوپلاسمیک مرتبط با آنمیتوکندري

ست در تولید مواد لازم جهت لقاح و یا ایجاد سریع غشاهاي ا
. )42(نقش داشته باشند جدید در مراحل اولیه رویان زایی

ها و شبکه اندوپلاسمیک صاف همچنین تجمعات میتوکندري
نقش ATPو تولید ست در تنظیم غلظت کلسیم آزاداممکن

از جمله ،هاي مختلف سلولیداشته باشند، بنابراین فعالیت
کلسیم را در زمان لقاح هاي وابسته بهمسیرهاي انتقال سیگنال

، تغییرات فراساختاري در در این مطالعه. دهندتحت تاثیر قرار می
هاي شبکه اندوپلاسمیک هاي میتوکندري و وزیکولکمپلکس

مشاهده شد که احتمالا مربوط به طولانی GVصاف در گروه 
طور بالقوه کاهش تواند بهبودن مدت زمان کشت است و می

يوستازئموهراي لقاح را به خاطر اختلال در صلاحیت اووسیت ب
. کلسیم توجیه کند

نتیجه گیري
هاي نابالغ انسانی این مطالعه نشان داد که توانایی بلوغ اووسیت

یابد، به دنبال انجماد کاهش میGVنسبت به مرحله MIمرحله
هاي آسیبMIهاي منجمد شده مرحله علاوه اووسیتهب

نشان دادند که این GVنسبت به گروه فراساختاري شدیدتري را
احتمالا مسئول کاهش توانایی بلوغ اووسیت و نشان دهنده آن

هاي ست که مرحله بلوغ اووسیت نقش مهمی در تعیین آسیبا

اي که انجماد شیشههرحال  با توجه به اینبه. ناشی از فریز دارد
تغییرات فراساختاري را در نواحی خاصی از اووسیت ایجاد 

هاي انجماد کند لذا تحقیقات بیشتري باید برروي تکنیکمی
. صورت گیرد

تشکر و قدردانی
این مقاله نتیجه طرح تحقیقاتی مصوب مرکز تحقیقات بیولوژي 

م است 354سلولی دانشگاه علوم پزشکی شهید بهشتی به شماره 
آن مرکز ابراز زمقاله مراتب تقدیر و تشکر خود را اهاهو نویسند
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Abstract

Aim: The aim of this study was to describe the possible effects of vitrification on maturation rate and

ultrastructural morphology of in-vitro matured human oocytes.

Material and Methods: A total of 292 immature Germinal Vesicle (GV) and Metaphase I (MI)
oocytes obtained from infertile patients were allocated into two groups: (i) GV oocytes (n=145), (ii)
MI oocytes (n=147) . Oocytes were first vitrified and then matured in-vitro. Supernumerary fresh in-
vivo matured oocytes (n=10) were used as control. in-vitro maturation media was Ham’s F10
supplemented with FSH+LH and human follicular fluid. After 36h of incubation, the oocytes were
investigated for nuclear maturation and ultrastructural changes .

Results: The rate of survival and degeneration was significantly higher in Metaphase I than GV group.
But, Oocyte maturation rates were not significant between groups (P<0.06). In addition, the rate of
oocyte arrest was significantly higher in MI oocytes in comparisson with GV oocytes.
Ultrastructurally; a drastic reduction was observed in amount of cortical granules at the cortex of
vitrified-warmed GV and MI oocytes , In addition, Transmission Electron Microscopy (TEM)
revealed vacuoles and small mitochondria-Smooth Endoplasmic Reticulum aggregates in the ooplasm
of oocytes.

conclusion: Freeze/thawing procedures are associated with ultrastructural alterations in specific
oocyte microdomains, presumably related to the reduced competence of cryopreserved oocytes to
maturation.
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