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های مهارکننده ماتریکس متالوپروتئیناز بررسی بیان ژن

شده از تخمدان انجمادی  فولیکول های پره آنترال جدا  2و1

 موش سوری
 

 ی:به وسیله
 رضا اسدزاده

 

 انجماد بافت تخمددان، نویددی بدرای حبدر بداروری زندان 

 پرتدو یدا و درمدانی شدیمی هدایاز پروتکد  پد  خصدو  به

 مدداتریک  کننددده بددافتیمهددار .در آینددده اسددت درمددانی

 خددارج مدداتریک  در بازسددازی (TIMPs) متالوپروتئینازهددا

حیدداتی  تکددوین فولیکددولی نقدد  بددا مددرتبط  (ECM) سددلولی

بیددان  ن  بررسددی مطالعدده ایددن از هددد . کنندددمددیایبددا 

 از شدده مشدت  آنتدرال پدره هدای فولیکول در TIMP1-2 های

 41هدای مدوب تخمددان. ودمنجمد شدده مدوب بد تخمدان بافت

گددروه  دوبدده رددور تصددادفی در NMRI روزه نددداد 41تددا 

: مقایسده نسدبت رشدد و Iآزمدای   آزمایشی قرار گرفتندد:

آنتددرال جدددا شددده از تخمدددان هددای پددرهتکددوین فولیکددول

 .تددازههددای پددره آنتددرال منجمددد شددده بددا فولیکددول

آنتددرال انجمددادی و نیرانجمددادی در هددای پددرهفولیکددول

میلددی واحددد در میلددی FBS ،411درصددد  5حدداوی  α- MEMمحددیط 

 EGFنددانوگرم در میلددی لیتددر  41و ITSدرصددد  rFSH ،4لیتددر 

 5/4کشددت داده شدددند. تخمددی گددااری بددا اضددافه نمددودن 

دوره کشددت القددا   41 روز در hCGواحددد در میلددی لیتددر 

هددای بقددا ، تشددکی  و نسددبت گردیددد و سددی  میددانگین رشددد

هددای هددا و مراحدد  تکددوینی تخمددیفولیکددول حبددره آنتددروم

 گرفددت.مددورد بررسددی قددرار  (MIIو  GV ،GVBD) آزاد شددده

 هددای فولیکدول TIMP1-2هدای  بیددان  ن : ارزیدابیIIآزمدای  

منجمدد در مقایسده شدده بافدت تخمددان  جددا آنتدرال پره

 PCR Real time ره آنتدرال تدازه بدا روب با فولیکول هدای پد

نشددان داد کدده نددر   هددا: نتددایم مرحلدده اول آزمددای .

-فولیکددول MIIبقددا ، تشددکی  حبددره آنتددروم و تخمددی هددای 

داری بیشددتر از بدده رددور معنددی آنتددرال تددازههددای پددره

هددای پددره آنتددرال جدددا شددده از بافددت تخمدددان فولیکددول

 mRNAنتدایم آزمدای  دوم نشدان دادکده  منجمد شدده بدود.

TIMP1-2 ر حددال هدد در همدده نموندده هددای مشدداهده شددد. بدده

هدای پدره فولیکدول TIMP1ین بیدان  ن ری بدتباوت معندی دا

منجمدد شدده و تدازه وجدود آنترال جددا شدده از تخمددان 

فولیکددول هددای پددره  TIMP2کدده بیددان  ن نداشددت در حددالی

آنترال جدا شدده از تخمددان منجمدد شدده بده ردور معندی 

 داری کمتر از فولیکول های پره آنترال تازه بود.
 در سددرکوبگرانه ای اثددر شیشدده انجمددادنتیجههگ ریههری:  

 .آنترال دارد  پره های فولیکول TIMP-1 بیان



 ه

 

: انجمدداد شیشدده ای، تخمدددان، فولیکددول کلیههدی کلمهها 

 TIMP1-2 پره آنترال و
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مقدمگ1-1  

 اثرات مطالعه به که است علمی بیولو یویکرا

-می زنده هایارگانیسم روی بر پایین دماهای
 و فیزیکی ساختارهای دماها این .پردازد

تأثیر تحت  را زنده ارگانیسمحیاتی  فرایندهای

 این که بود این بر اعتقاد ترهاپی  .دهندقرار می

 و هابافت برای کشنده اثرات دارای تنها دماها

 زمانی دان  این تاریخچه .هستند زنده هایسلول

 مار نوعی انجماد از بعد توانست Power که بود

 زنده ذوب از بعد را آن مجددا نمی آب در ماهی

 نبودن کشنده یفرضیه دریابد و به این ترتیب

سرما و دماهای  .نهاد بنیان را پایین دماهای

حاکی از وجود  ،زیرصبر و شرایط انجمادی ربیعی

موجود  هایی هستند که برای حبر گونهیهانمندیتوا

 Henry Powerهای سرد اندیشیده شده اند، زیست گاه در

ی که بر روی این گونه ها ادر مطالعات گسترده

وجود این مکانیسم ها پی ببرد و داشت، توانست به 

سایر محققان نیز با استناد بر این اص  ربیعی 

لو ی را توصیف وبییو دان  جدیدی موسوم به کرا

های زنده با استباده از این دان  سیستم نمودند.

را می توان بدون آسیب جدی به ساختارشان در 

های رولانی نمود و برای مدت سرد دماهای پایین

 ال محققان توانستندحتا به  .[2] ذخیره کرد

-ن از جمله، گلبولهای پستانداراتمسبسیاری از سی
جنین، هیاتوسیت،  ،هاها، گامت، لنبوسیتهای قرمز

های بنیادی مغز استخوان، قرنیه، بافت سلول

  .[1] پانکراس و پوست را با موفقیت منجمد کنند

از این دان  برای حبر بیشتر امروزه نیز محققان 

سیستم های زیستی مانند تخمی، جنین و اخیرا نیز 

فولیکول های پره آنترال و بافت تخمدان 

های کمی پستانداران در جهت پیشبرد تکنیی

این تکنیی ها نه تنها  تولیدمثلی سود می برند.

به یاری بیمارانی که به دلی  استباده از شیمی 

پی و نیره در معرض خطر درمانی و یا رادیوترا

د، آمده است، بلکه برای ناباروری قرار گرفته ان

های در حال انقراض و اصلاح نداد حیوانات حبر گونه

امروزه  .[9] و تولیدات دامی نیز کاربرد دارند

در درمان  1(ARTتکنیی های کمی تولید مثلی)

لقاح  .ناباروری، خدمات شایانی را فراهم کرده اند
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، تزری  داخ  سیتوپلاسمی اسیرم 1(IVFمصنوعی )

(ICSI)2و تخمی، فولیکول  3، بلوغ آزمایشگاهی

انتقال جنین، انجماد گامت، اووسیت، جنین و 

فولیكول و اخیراً نیز انجماد تخمدان و ... از 

های کمی تولید ییها هستند. تکنکنییجملۀ این ت

مثلی، نه تنها کمکی برای افراد نابارور بوده 

که ری فرایندهای درمانی از  بیماراني است، بلکه

جمله شیمی درمانی و نیره در معرض ناباروری 

دهند، بلكه هستند را نیز از این خطر نجات می

براي حبر و اصلاح نداد حیوانات و تولیدات دامي 

 .نیز كاربرد دارند
 متالوپروتئینازهددا مدداتریک  کننددده بددافتیمهار

4(TIMPs) با مرتبط سلولی خارج ماتریک  در بازسازی 

-حیداتی بدازی مدی های تخمدانی نق تکوین فولیکول
در این مطالعه به بررسی اثرات انجماد بدر  .کنند

هدددای مهارکنندددده مددداتریک  بیدددان  نمیدددزان 

پرداخته  Real Time PCRی روب به وسیلهمتالوپروتئیناز 

این تغییرات بر روی  ن های اگر چرا که  ،ه استشد

مدی تواندد  ز جمله  ن ماکور تاثیر داشته،مهمی ا

بر سرعت تکوین و رشد پ  از انجماد نیز اثر گاار 

متالوپروتئینازهددا فاکتورهددای  مدداتریک . باشددد

نقد  مهمدی در و  ضروری فرایندهای تکوینی هسدتند

و پیشددرفت ایددی رگ زسددلول اندددوتلیالی،  مهدداجرت

ا کداه  و یدا افدزای  در ا. لندنکتومور ایبا می

کلیدی کده  ن بیان این  ن ها با توجه به نق میزا

ز اهمیدت ئدر بقا، رشد و تخمی گدااری دارندد حدا

 است.

 

 اقسام انجماد 1-2

های مبیدی برای ذخیره بافت های انجمادی روبتکنیی

اجتناب آنترال به منظور های پرهتخمدان و فولیکول

از رسیدن سلول سررانی به بافت تخمدان تدا زمدان 

آیندد. ارمینان از بهبودی کام  بیماری بشمار مدی

تواند فرصت مناسبی برای ذخیره بافت و این روب می

برای  به دنبدال آن بلدوغ آزمایشدگاهی فولیکدول 

هدای دیگدر بیمارانی که با خطر متاستاز به بافدت

 .[9]اند، فراهم آورد مواجه

                                                 
1 In vitro Fertilization 
2 Intra Cytoplasmic Sperm Injection 
3  In vitro maturation 
4
 Tissue Inhibitor matrix metallo proteinase (TIMP) 
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بافت تخمدان از انوا  سلول هدای مختلدف تشدکی  

دی هدای متبداوتی بدرای بقدا شده است که نیازمند

از این بین فولیکول های پره آنترال تحم   دارند.

بیشتری به صددمات انجمداد و ذوب در مقایسده بدا 

بدا  ولیکولی نشدان مدی دهندد.دیگر مراح  تکوین ف

انجماد فولیکول های پره آنترال به علدت سداختار 

ی تکوینی مناسب دیگر نگرانی فیزیولو یکی و مرحله

برای مشکلاتی مانند خطر آنیوپلوئیددی، سدخت شددن 

زونا و عددم نبدوذ اسدیرم کده در انجمداد تخمدی 

 مطرح است، وجود نخواهد داشت. پیشرفت درمتافازی 

ن تکنولو ی می تواند بدرای حبدر قددرت ای یزمینه

باروری زنان جوان مبتلا به سدرران کده بده دلید  

استباده از رادیوتراپی و شیمی درمدانی در معدرض 

خطر ناباروری هستند، کمی شایانی نماید، از ایدن 

رو این تکنیی ها امروزه توجه بسیاری از محققدان 

 .[4]را به خود جلب کرده است 

تا به امروز تنها روب استاندارد بدرای انجمداد 

اسدت، کده بافت تخمدان انسان انجماد آهسته بوده 

از محیط حاوی آلبومین سرم انسانی، پروپانددیول، 

نوان  دی متی  سولبوکساید یا اتیلن گلیکول بده ع

ضد یخ و در ترکیب با و یا بدون ساکاروز استباده 

می شده است که به دلی  نتایم  ضعیف کمتدر مدورد 

داخد   ه می باشد. تشکی  کریستال هدای یدخاستباد

محلدول دلاید  اصدلی  سلول و نلظت های بالای مدواد

موف  نبودن روب های انجمادی استباده شده در این 

 .[5]مطالعات می باشد

کده بدر ایدن  از این رو اسدتباده از روشدی   

مشکلات فائ  آید منطقی به نظر می رسدد و یکدی از 

اجتناب از تشکی  کریستال های  ،این راه های موثر

یخ، استباده از پروتک  های انجماد شیشه ای اسدت 

که بده عندوان جدایگزینی مناسدب بدرای روب هدای 

اشد. انجمداد انجماد آهسته و ذوب سریع مطرح می ب

شیشه ای به عنوان تکنیی سرد کردن فوق سدریع بدر 

اساس تمداس مسدتقیم بدین محلدول هدای ضدد یدخ و 

سریع  نیترو ن مایع مطرح اسدت. سدرد کدردن فدوق 

ارگان های زنده از این نظر که می تواندد تشددکی  

کریستال های یخ را حا  کند و در عدوض یدی حالدت 

توجده قدرار بسیار مدورد  ،شیشه ای را ایجاد کند

گرفته است . متغیرهای فراوانی در انجمداد شیشده 

ای وجود دارند که از آنها می توان به حامد  هدا 

فولیکدول  1118و همکاران  در سدال  Linاشاره کرد. 

شیشده ای لوله های پره آنترال را با استباده از 
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دست یافتند که  %55کردند و به میزان بلوغ منجمد 

روه نیرانجمادی کمتر بدود به رور معنی داری از گ

بدرای انجمداد مدوب از  Sugimoto. از رر  دیگدر [6]

بده عندوان  مترمیلی 21لوله های شیشه ای با قطر 

در تخمددان حام  استباده کرد و مشاهده کدرد کده 

تخمددان هدای های شیشه ای پیوند شدده نسدبت بده 

نیرمنجمد شده جمعیت فولیکولی کمتری وجود پیوندی 

. نو  دیگر حام  های مورد استباده برای [7] دارد

انجماد شیشه ای، کرایوتاپ می باشد که بدا توجده 

به نتایم مطلوب حاص  از انجماد سلول های مختلف، 

به نظر می آید در انجماد شیشه ای فولیکدول هدای 

پره آنترال و بافت تخمدان نیز کارامد باشدد. از 

یدز از کرایوتداپ بده این رو در مطالعده حاضدر ن

همچندین  حام  انجماد شیشه ای استباده شد. عنوان

به منظور بهبود اثر انجماد، روب تداثیر مسدتقیم 

نیترو ن مایع مورد استباده قرار گرفدت. در ایدن 

نلظت های ضدد یدخ سمی روب به منظور کم کردن اثر 

ها برای انجماد بافت و فولیکول ها استباده شدده 

بافدت  ،رساندن سرعت سرد کدردن و برای به حداکثر

تخمدددان و فولیکددول هددا بدده رددور مسددتقیم درون 

نیترو ن مایع فرو می روند، استباده از ایدن روب 

فت و فولیکدول هدای  فرایند انجمداد شیشده ای با

ز تخمدان را تسهی  کدرده و مدانع صددمات ناشدی ا

 .]8[تشکی  کریستال های یخ خواهد شد 

های آماده لقاح پ  به منظور دستیابی به تخمی  

از انجام مراح  انجماد و ذوب، فولیکول ها بایدد 

مراح  رشد و تکوین را تحت شرایط آزمایشگاهی ردی 

مدان  کنند، پ  فراهم آوردن شرایطی مشابه بدا تخ

ضروری به نظر می رسدد. روب هددای کشدت بدر اسداس 

مراح  مختلف تکوین تخمی و فولیکول پیچیده تر می 

محدیط کشدت در مراحد  مختلدف  گردند، زیرا ماهیت

 .[8] تکوین با یکدیگر تباوت اساسی دارند

های انجماد تعادلی یا آهسته، در پروتک    

انجماد مشتم  بر تشکی  کریستال یخ با پیامد 

جداشدن آب از مواد محلول است. تشکی  یخ داخ  

های بالای مواد محلول به عنوان مشکلات سلول و نلظت

زمان هستند. از این رو کاه  عمده انجماد مطرح 

سرد کردن جهت برقراری تعادلی ظریف بین 

شوند، ضروری به فاکتورهایی که منجر به آسیب می

های یخ از جمله دلای  اصلی رسد. کریستالنظر می

اما جراحات سرما و  روند،ها بشمار میاین آسیب
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ها وان از دیگر آسیبت، را نیز میفشار اسموتیی

وزه به منظور جلوگیری از تشکی  برشمرد. امر

های انجماد های یخ استباده از پروتک کریستال

 [ای بسیار مورد توجه محققین قرار گرفته استشیشه

3[. 

 

 انجماد آهستگ 1-2-1

گیرد و انجماد آهسته تحت شرایط متعادل انجام می

در زمان سرد کردن میان سرعت خروج آب از سلول و 

های یخ و تشکی  کریستال سرعتی که آب برای رشد

یابند، تعادلی پایدار برقرار خارج سلولی تجمع می

گردد. تشکی  یخ درون سلولی با جراحات سلولی می

کشنده همراه است، از این رو در ری انجماد آهسته 

-آب از سلول و یا بافت به منظور تشکی  کریستال

 .[3, 5] شودرانده می های یخ خارج سلولی

ها تنها روب استاندارد برای انجماد بافت تا مدت

تخمدان انسان انجماد آهسته بوده است، که از 

محیط حاوی آلبومین سرم انسانی، پروپاندیول، دی 

متی  سولبوکساید یا اتیلن گلیکول به عنوان ضدیخ 

-می و در ترکیب با ساکاروز یا بدون آن استباده
شده است که به دلی  نتایم ضعیف کمتر مورد توجه 

می باشد. از ررفی روب انجماد آهسته برای 

آنترال با نتایم بسیار ضعیبی های پرهفولیکول

 . [5] همراه بود

های بالای تشکی  کریستال یخ داخ  سلول و نلظت

های مواد محلول از دلای  اصلی موف  نبودن، پروتک 

باشد. از انجمادی استباده شده در این مطالعات می

ا ح  کند این رو استباده از روشی که این مشک  ر

ی انجماد لازم به نظر می رسید. اما در زمینه

فولیکول و بافت تخمدان با توجه به نتایم ضعیف 

شود، از رر  دیگر حاصله، روب مناسبی محسوب نمی

بر بودن و زمان تاستباده از تجهیزات گران قیم

-ای و روباین روب، باعث شده است تا انجماد شیشه
شتر مورد توجه قرار تر بیهای سریع و کم هزینه

 .[5] گیرند

برای انوا  سلول ها سرعت سرد کردن بهینه ای 

ب خارج شده که مولکول های آ دارد به نحوی وجود

به هسته های یخ زده پیوسته و رشد بلورهای خارج 

ها نیز به رور  ذوب سلول شوند.سلولی را سبب 

بالای گرم کردن انجام می گیرد  عمده با سرعت های

که مانع کریستاله شدن مجدد یخ و تشکی  کریستال 
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ماد در ری انج های کوچی درون سلولی می گردد.

آهسته از نلظت های کم ضد یخ استباده می شود و 

مییت ضد یخ ه منظور کنترل آسیب های ناشی از سب

ها و شوک اسموتیی توجه به انتخاب ضد یخ مناسب و 

همچنین زمان، دما و تعداد دفعات اضافه و حا  

 .[21] آنها ضروری است

 

 یاشگیش انجماد 1-2-2

موثر اجتناب از تشکی  یخ، های یکی از راه

ای است که به های انجماد شیشهاستباده از پروتک 

های انجماد آهسته عنوان جایگزینی مناسب برای روب

 باشد.و ذوب سریع مطرح می

ای با مبهوم انجماد بدون تشکی  انجماد شیشه

و همکاران   Rallهای یخ نخستین بار توسط کریستال

ای، معرفی گردید. انجماد شیشه 2385در سال 

فرآیندی انجمادی همراه با افزای  بی نهایت در 

ویسکوزیته محلول در حین سرد کردن و بدون ایجاد 

. [22] کریستال یخ در دمای بسیار پایین می باشد

با افزای  هر چه بیشتر ویسکوزیته، محلول دیگر 

-مایع نبوده و بیشتر خصوصیات جامدات را نشان می
حاص  سرد کردن سریع نمونه همراه با نلظت که دهد 

های انجماد ها است. در مقاب  پروتک بالای ضدیخ

ای محلول به رور کام  آهسته، در ری انجماد شیشه

-بدون تغییر حبر شده و آب از سایر مواد جدا نمی
های یخ نیز مجالی برای تشکی  گردد و کریستال

 .[22] نخواهند داشت

ای، دلی  فرد انجماد شیشههبگی منحصر این وید

های انجمادی اقبال بیشتر آن نسبت به سایر روب

ای اساسا مایعی است که از است. یی مایع شیشه

لحاظ ملکولی در حال سکون باشد، به این مبهوم که 

در ری سرد کردن، آب درون بافت باقی مانده و در 

ای نیز نهایت مرحله توقف مایع که فرم شیشه

شود، حاص  گردد، در حقیقت این روند خوانده می

 .[21] شودای محسوب میاساس فیزیکی انجماد شیشه

ای به عنوان تکنیی سرد کردن در روب انجماد شیشه

های فوق سریع بر اساس تماس مستقیم بین محلول

ضدیخ و نیترو ن مایع مطرح است. سرد کردن فوق 

 های زنده از این نظر که می تواندسریع ارگان

 ای تشکی  یخ را حا  کند و در عوض یی حالت شیشه

 را ایجاد کند بسیار مورد توجه قرار گرفته است

[21]. 
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 یصحبت م یا شهیانجماد ش یایکه از مزا یهنگام

 خی یها ستالیکر یعنیصدمات   یشود، حا  منبع اصل

انجماد  ی. در محلول هاردیگ یمورد توجه قرار م

 خیسرد کردن و هم نلظت ضد هم سرعت  یا شهیش

 یبالا یکه سرعت ها یاست، به رور افتهی  یافزا

 یم یرا منتب خیضد  یبه نلظت بالا ازیسرد کردن ن

 یو سرعت ها  خیضد  یکند، هر چند که با نلظت بالا

 یا شهیتوان به انجماد ش یم یدمائ رییمتعادل تغ

 ییاما نمونه ها با جراحات اسموت افت،یموف  دست 

 شهیروبرو خواهند شد. در انجماد ش یسیتیوکسو ت

حداق  باشند در  دیبا ییاسموت-ییصدمات توکس یا

 زین ازیسرد و گرم کردن مورد ن یها تکه سرع یحال

  .]21[ شوند نیتأم
محلول و  باتیترک یا شهیانجام انجماد ش یراب

مانند سرعت سرد و گرم کردن  یمهم یفاکتور ها

محلول  یی نی. بنابرارندیگ یمورد توجه قرار م

 کهیشیشه اي شده در حال پروتک  ییممکن است با 

 جادیا خی یها ستالیدر آن کر گرید یطیتحت شرا

 یها فقط در ر ستالیکر نیممکن است ا یشود و حت

سرد و گرم کردن  هدر هر دو مرحل ایکردن و  ذوب

و  خی  یتشک انیواکن  م  یشوند، پ  به دل  یتشک

احتمال وجود دارد که  نیسرد و گرم کردن ا طیشرا

و شیشه اي به رور همزمان  یخی یمحلول نواح ییدر 

محلول با  ییکه  یوجود داشته باشند. در صورت

متباوت سرد و گرم  یمشخص اما با سرعت ها باتیترک

حالت  نیبر عک  ا یطیبا شرا یمحلول ایشود و 

توانند به رور کام   یم رند،یقرار گ  یمورد آزما

 یاما مقدار .ندیدر آ یا شهیبه حالت شبا  و ش

 یدهنیز در آنها د یکروسکوپیم خی یها ستالیکر

 رهیکاملًا ت خی یها ستالیکر یشود، كه نقاط حاو

 یممکن است دارا زیهستند، البته محلول شبا  ن

 نیا رایباشد، ز یخی یها ستالیو کر یخی یهسته ها

كوچكتر  یکه از امواج نور یها زمان ستالیکر

قادرند  یحساس زاتی. تجهستندین دنیباشند قاب  د

و   یآزاد و جاب شده همراه با تشک یانر  زانیم

کند، اما  یریرا اندازه گ خی یها ستالیذوب کر

حالت  انیتباوت م صیتشخ زین زاتیتجه نیبا ا یحت

به شیشه اي  ییکام  و حالت نزد خیشیشه اي بدون 

کوچی است، مشک   یخی یها ستالیکر یمقدار یکه حاو

سرد نشود  کنواختیبه رور  ینمونه ا رباشد. اگ یم

محلول قب  از سرد کردن کاملًا مخلوط نشده  ایو 


