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  ارزيابي هيستوپاتولوژيكي تأثير تثبيت بافت به كمك امواج مايكروويو،
  افت كليهبر تغييرات پس از مرگ در ب
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  چكيده
شناسـي محـسوب      هاي تشخيصي در پاتولوژي و بافـت         تغييرات ساختماني پس از مرگ بافتي، يكي از مشكلات تكنيك          :سابقه و هدف  

تثبيت بافت و ممانعت از اثرات تخريبي اتوليز پـس از مـرگ              امواج مايكروويو، جهت سرعت بخشيدن به        در اين مطالعه، اثرات   . شوند  مي
  .در بافت، مورد ارزيابي قرار گرفت

ها در يك زمان كشته  همه جوجه. شدند تقسيم تايي  سه گروه8 انتخاب و به طور تصادفي به ، قطعه جوجه24تعداد  :روش بررسي
در هر حيوان، . خارج و مورد آزمايش قرار گرفت پس از مرگ، 25  و20، 15، 10، 5، 3، 1هاي صفر،  در ساعتشده و كليه هر گروه، 

هاي چپ، پس از تاباندن امواج  ولي كليه) شاهد(بافرشده، تثبيت شد % 10كليه راست، با استفاده از روش رايج، در محلول فرمالين 
گيري شده و از آنها  و آكندگي، با پارافين، قالبسازي  ها، پس از آبگيري، شفاف نمونه. مايكروويو، تحت عمليات تثبيت بافت قرار گرفتند

آميزي، به وسيله ميكروسكپ نوري مورد مطالعه و بررسي  هاي بافتي، پس از رنگ برش.  ميكرون تهيه شد5هايي با ضخامت  برش
  .توصيفي قرار گرفتند

مشابه   ،در نتيجه استفاده از هر دو روش ساعت اول پس از مرگ بافت، 20 تغييرات مورفولوژيك و ساختاري بافتي در طي :ها يافته
هاي پايدارشده توسط روش رايج، دچار تغييرات ساختاري پس از   بعد از مرگ، بافت25شده در ساعت  هاي تهيه ليكن در نمونه. بود

مان طبيعي خود را تا حد بيشتري ساخت هايي كه پس از تابش امواج مايكروويوو، تثبيت شده بودند، مرگ شده بودند؛ در حالي كه بافت
  .حفظ نموده بودند

گذرد، استفاده از امواج مايكروويو قبل از تثبيت، ضمن تسريع نفوذ   ساعت از مرگ آنها مي25هايي كه تا   در مورد بافت:گيري نتيجه
پيشنهاد . ودساختن روند تجزية بافت، موجب حفظ نسبي ساختمان طبيعي بافت شده ب كننده به داخل بافت، با متوقف مادة تثبيت

افزارهاي مربوط،  هاي ارزيابي كامپيوتري تصاوير بافتي به كمك نرم شود مطالعات تكميلي ديگري با استفاده از تكنيك مي
  .ايمونوهيستوپاتولوژي و ميكروسكوپ الكتروني انجام شوند

  .اتوليز؛ تثبيت بافت؛ مايكروويو؛ كليه؛ پاتولوژي؛ هيستوپاتولوژي :واژگان كليدي
  1همقدم

تغييرات ساختماني پس از مرگ بافتي، يكي از مشكلات  
شناسي محسوب  هاي تشخيصي در پاتولوژي و بافت تكنيك

يكي از علل تغييرات ساختماني پس از مرگ در . شوند مي
ها در نگهداري  رفتن توانايي غشاي ليزوزوم بافت، از بين
 به كننده، هاي تجزيه  كه در نتيجه، آنزيماستمحتويات آنها 
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رفتن سلول و در نهايت،  درون سلول، نشت كرده و باعث از بين
براي حل اين . گردد تغيير در ساختمان طبيعي بافت مي

ها پس از  مشكل و براي اينكه ساختمان طبيعي بافت، تا مدت
مرگ، حفظ و نگهداري شود، از روش تثبيت يا پايداركردن 

شود ساختمان  اين روند، موجب مي. نمايند بافت استفاده مي
. بودن آن حفظ گردد بافت، تا حد امكان، شبيه زمان زنده

امروزه مواد مختلفي از قبيل مواد آلدئيدي، عوامل 
ها براي  كنندة پروتئين يا كواگولان اكسيدكننده، عوامل تخريب
شوند كه همگي، به علت داشتن  اين منظور به كار برده مي
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نمايند  فت نفوذ ميهاي بزرگ، به كندي به داخل با مولكول
شود براي تثبيت بافت، وقت زيادي  اين امر موجب مي). 1(

كننده، ديرتر به عمق بافت  صرف شده و از طرفي، مادة ثبيت
اند، به ويژه اگر  هايي كه در آنجا قرار گرفته نفوذ نمايد و سلول

بافت، ضخامت بيشتري داشته باشد، ديرتر پايدار شده و در 
اين .  از مرگ در آنها مشهودتر باشدنتيجه، تغييرات پس

تواند، به طور جدي در مطالعه نمونة بافتي و  موضوع مي
براي . تشخيص بيماري توسط پاتولوژيست، خلل وارد نمايد

حل اين مشكل و حصول نتيجة بهتر، پيشنهاد گرديده كه 
 5ضخامت بافت، تا حد امكان نازك باشد؛ به طوري كه از 

اگرچه رعايت اين نكته در ). 2 (ميليمتر تجاوز ننمايد
دست دهد، ولي بايد  تواند نتيجه مطلوب را به آزمايشگاه مي

گردد؛  توجه داشت كه اين خود، نوعي محدوديت محسوب مي
برداري، به سبب  چرا كه گاهي ممكن است هنگام نمونه

ضرورت و يا فقدان لوازم كافي و يا عدم دسترسي به ظروف 
يش از حد توصيه شده، برداشته شود متعدد، بافت با قطري ب

هاي عمقي بافت، به خوبي پايدار  كه در اين صورت، قسمت
هاي آن دستخوش تغييرات پس از مرگ خواهند  نشده و سلول

  . گرديد
از سوي ديگر، در تكنيك هاي آزمايشگاهي معمول، اقدامات 

بايست ظرف مدت زمان  مربوط به پايداركردن بافت، مي
هاي  چرا كه آنزيم.  نمونة بافتي، آغاز شوندكوتاهي از تهيه

حاصل از تخريب بافت، از قبيل آلكالاين فسفاتاز و 
 ساعت پس از مرگ، در 2سوكسينيك دهيدروژناز، ظرف مدت 

 تغييراتي كه نشان داده شده است). 3(شوند  بافت ظاهر مي
د، نشو هاي ديستال كليه رت ايجاد مي پس از مرگ در لوله

د ناشي نتوان ت مشاهده شده در آپوپتوز بوده و ميمشابه تغييرا
 اگر مدت بين .)4(د نشدن اندونوكلئازهاي اندوژن باش از فعال

كننده،  برداري تا زمان قراردادن بافت در تثبيت زمان نمونه
شدن بافت، روند اتوليز  طولاني شود، ممكن است قبل از تثبيت

براي رفع . هاي مستقر در مركز بافت پيشروي كند در سلول
اين محدوديت بايد تكنيكي به كار برد كه از طرفي بتواند 

كننده را در بافت افزايش دهد و از  سرعت نفوذ ماده تثبيت
اي  هاي بافت، خدشه طرف ديگر، به كيفيت ساختاري سلول

  . وارد ننمايد
هايي كه براي حل اين محدوديت، مفيد به نظر  يكي از راه

 نفوذ مادة پايداركننده به درون بخشيدن به رسد، سرعت مي
اين عمل، با استفاده از خواص فيزيكي يعني . بافت است

براي نيل به . باشد پذير مي افزايش جنبش مولكولي بافت، امكان
امواج ). 5(شود  اين هدف، از امواج مايكروويو كمك گرفته مي

باشند كه بسيار  مايكروويو، جزو امواج الكترومغناطيسي مي
توانند با فركانس  اين امواج مي.  امواج رادار هستندشبيه به

متر به درون مواد   مگاهرتز در ثانيه، چند سانتي2450
انرژي اين امواج در بافت، جذب و . بيولوژيكي نفوذ نمايند

هاي قطبي موجود در بافت،  مولكول. شود تبديل به گرما مي
به هاي آب، تحت تأثير اين امواج، به شدت  مانند مولكول

  ). 6(نمايند  جنبش درآمده و ايجاد گرما مي
در اين رابطه، در يكي از گزارشات اعلام شده است كه تثبيت 

 درصد بافرشده، در صورتي كه نمونة 10بافت در فرمالين 
بافتي، يك ساعت قبل از قراردادن در فرمالين، مورد تابش 
امواج مايكروويو قرار داده شود، موجب بهترشدن كيفيت 

الذكر، زماني كه  در مطالعة فوق. گردد شده مي هاي تثبيت تباف
 ثانيه انتخاب شد، 150زمان تابش امواج مايكروويو، كمتر از 

هاي اختصاصي بافت ايجاد نشده  آميزي هيچ اثر سوئي در رنگ
گيري، چروكيدگي  و حتي در مقايسه با روش رايج، هنگام برش

  ). 7(كمتري به وجود آمد 
مطرح است كه با استفاده از امواج مايكروويو، حال اين سؤال 

اقدامات مربوط به پايداركردن بافت، تا چه زماني پس از 
توانند به تأخير بيفتند، بدون اينكه تغييرات  برداري مي نمونه

پس از مرگ، در ساختمان بافت مشاهده شود؟ براي پاسخ به 
ي بدن ها ترين اندام اين پرسش، در اين مطالعه، يكي از حساس
، يعني كليه، )اتوليز(در برابر تغييرات ساختاري پس از مرگ 

هدف از انجام اين مطالعه، ارزيابي . مورد استفاده قرار گرفت
اثرات امواج مايكروويو در ثبيت و حفظ سازمان كلي بافت، 

هايي بود كه مدت زمان نسبتاً زيادي از مرگ  بويژه در بافت
  .گذشت آنها مي

  
  ها مواد و روش

 قطعه جوجة 24اي و تجربي، تعداد  در اين مطالعة مداخله
طور تصادفي، ه  و بانتخاب) Lohmann(سن از نژاد لوهمن  هم
پس از طي يك دوره پرورش . ندتايي تقسيم شد  گروه سه8به 

هاي غذاي  يك ماهه در شرايط كاملاٌ يكسان و تغذيه با حبه
ته ــردني، كش، همة آنها با جابجايي مهرة گ)Pellets(آماده 

 درجه 22 ±2(برداري، در دماي اتاق  شده و تا زمان نمونه
، 10، 5، 3، 1هاي صفر،  در ساعت. قرار داده شدند) گراد سانتي

.  پس از مرگ، كليه آنها از بدن خارج شد25 و 20، 15
هاي راست هر حيوان، بلافاصله پس از جداكردن از بدن  كليه

% 10) مرك، آلمان(ين حيوان، طبق روش رايج، در فرمال
هاي چپ ،  كليه). 2) (به عنوان شاهد(بافرشده قرار داده شد 
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بلافاصله پس از جداكردن از بدن، ابتدا تحت تابش امواج 
. بافرشده، قرار داده شدند% 10مايكروويو و سپس، در فرمالين 

لازم به توضيح است كه در مطالعات مشابه، توان امواج 
 ثانيه 20 وات و مدت زمان را، معادل 500مايكروويو را معادل 

، ولي در اين مطالعه، به علت محدوديت )8(اند  در نظر گرفته
دسترسي به دستگاه مولد امواج مايكروويو، پس از كاليبراسيون 

، Samsung G90دستگاه خانگي مولد امواج مايكروويو از نوع 
  وات، به450ها تحت تابش امواج مايكروويو با قدرت  نمونه
   . ثانيه قرار داده شدند30مدت 

، )بيدستان، ايران(قطعات بافتي، پس از آبگيري با الكل 
و آكندگي با پارافين ) مرك، آلمان(سازي با گزيلول  شفاف

گيري شده و سپس  ، با استفاده از پارافين، قالب)مرك، آلمان(
 ميكروني 5هاي  متري زير سطح بافت، برش  ميلي5/1از عمق 

ها، با روش هماتوكسيلين و ائوزين،  برش. تهيه گرديد
و توسط دو نفر پاتولوژيست كه يكي از ) 2(آميزي شده  رنگ

اطلاع بود، مورد مطالعه ميكروسكوپ  آنها نسبت به آزمايش، بي
  ).9(نوري قرار گرفتند 

  
  ها يافته

هـاي    در نماي ميكروسكپ نـوري، هـيچ تفـاوتي ميـان نمونـه            
 و روش رايج، از ساعت صـفر تـا          پايدارشده به كمك مايكروويو   

هـايي    البته، در نمونه  .  پس از مرگ، مشاهده نگرديد     20ساعت  
هـاي    كه تحت تابش امواج مايكروويو قرار گرفته بودند، گلبـول         

نمود كه اين وضـعيت       قرمز زيادي در سطح بافت جلب نظر مي       
  .تري مشاهده شد هاي روش رايج، با درجات خفيف در نمونه

هاي پايدارشـده بـه كمـك مـايكروويو، و       نمونه (در هر دو گروه   
هـا در وضـعيت طبيعـي قـرار           ها و توبـول     گلومرول) روش رايج 

هاي آنها بدون از دست دادن سـازمان طبيعـي،            داشته و سلول  
. در جاي خود روي پرده بازال و متـصل بـه هـم قـرار داشـتند                

ها به صورت يوكروماتيك و با يك يا دو هستك در             هستة سلول 
 25هـاي سـاعت       ولـي در نمونـه    . نمود  ل آن، جلب نظر مي    داخ

هاي پايدارشده بـه      پس از مرگ، تفاوت قابل توجهي بين نمونه       
هـاي    در نمونـه  . كمك مايكروويو و روش رايج مـشاهده گرديـد        

پايدارشده با روش رايج، ساختمان طبيعي بافت، در حال نكروز          
شده بودند؛ به   ها، جمع و چروكيده       گلومرول. رفتن بود   و از بين  

هـاي    توبول. رسيد  تر به نظر مي     طوري كه فضاي ادراري حجيم    
ديستال و پروكسيمال، كلابس شده و به سـختي از هـم قابـل              

هاي آنها از پردة بازال، جداشـده و          سلول. تفكيك و تمايز بودند   
سازمان خود را از دسـت داده و بـه صـورت جـدا از هـم قـرار                   

اي از آنها دچـار نكـروز شـده          ضمن اينكه بخش عمده   . داشتند
هسته آنها بيشتر به شـكل پيكنـوزه و هايپركروماتيـك            . بودند

ضمن اينكه حالت كاريوليز و نكـروز سـلولي         . قابل مشاهده بود  
در حـالي   ).  الف -1تصوير  (در بافت، به وفور قابل تشخيص بود        

هاي مايكروويوشـده، تـا حـدي چهـارچوب اصـلي             كه در نمونه  
ها در جـاي خـود قـرار          ها و توبول     گلومرول بافت، حفظ شده و   

دادن شـكل و      هاي آنها در حـال از دسـت         گرچه سلول . داشتند
سازمان طبيعي خود و از هم جداشدن بودنـد؛ ولـي هنـوز بـه               

اي نظم و ترتيب خود را حفظ كرده بودند كه در مجمـوع،         گونه
گرچـه  . سـاخت   ساختمان طبيعي بافت را به ذهن متبـادر مـي         

ــا  ــداد زي ــستهتع ــوزه و    دي از ه ــورت پيكن ــه ص ــا ب ــاي آنه ه
هايپركروماتيك درآمده بودند، ولي تعدادي هستة نرمال نيز در         

  ). ب-1تصوير (آنها قابل تشخيص بود 

  
  )الف(

  
 )ب(

  )x400: آميزي هماتوكسيلين و ائوزين، بزرگنمايي رنگ(
 )الـف :  ساعت پـس از مـرگ      25 بافت كلية جوجه،     )1تصوير  

اي كه قبل از عمليات        نمونه )به با روش رايج؛     نمونة پايدارشد 
  .تثبيت، ابتدا تحت تابش امواج مايكرويوو قرار گرفته است
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  بحث
اين مطالعه نشان داد كه پايدارسازي بافت به كمك امواج 

تواند در   ساعت از زمان مرگ مي25مايكروويو، بعد از گذشت 
 داده بافت حساسي همچون كليه، مؤثر واقع شود؛ زيرا نشان

شد كه تغييرات ساختماني در بافت، پس از پايدارسازي با اين 
اي كه اين مطالعه  نكته. روش، به سرعت متوقف گرديده است

سازد، اين است كه در اين  را با ساير مطالعات، متفاوت مي
 ساعت ادامه 25مطالعه، مدت زمان بررسي بافت هاي مرده، تا 

. موضوع پرداخته نشده بودداشت كه در مطالعات ديگر، به اين 
همچنين در اين مطالعه، از دستگاه مايكروويو خانگي به عنوان 
منبع تابش امواج مايكروويو استفاده شد كه در ساير مظالعات 

  ).10(از مايكروويو آزمايشگاهي استفاده شده است 
هاي قطبي، باعث  امواج مايكروويو با افزايش جنبش مولكول

در ). 7(شوند  كننده به درون بافت مي يتافزايش نفوذ ماده تثب
كننده، مسافت بيشتري را در واحد زمان  نتيجه، ماده تثبيت

كند؛ كه حاصل آن، افزايش سرعت  طي ميدرعمق بافت 
). 6و1(باشد  تثبيت، و در نتيجه افزايش كيفيت بافت مي

بنابراين ممكن است بتوان از اين ويژگي، براي پايداركردن 
متر نيز استفاده نمود و بدين   ميلي5تر از  خيمقطعات بافتي ض

ترتيب ممكن است محدوديت در اندازة قطر بافت، بدون 
تر، تا حدي از  هاي مياني نگراني در مورد پايدارنشدن بخش

  ).11(شود  ميان برداشته 
شناسي، به  هاي آسيب از آنجا كه گاهي نياز است آزمايش

ها از  بافتي كه ساعتهاي  سرعت به جواب برسند و يا نمونه
مرگ آن گذشته است، جهت تشخيص در اختيار باشند، از 

هايي  توان براي بافت روش به كار برده شده در اين مطالعه مي
همچون كليه كه نسبت به تغييرات پس از مرگ حساس 

اي كه با استفاده از امواج  در مطالعه. هستند، استفاده نمود
زمان لازم براي آكندگي مايكروويو انجام شده است، مدت 

 دقيقه كاهش يافته 100 الي 45كامل بافت با پارافين، به 
  ).11(است 

هاي  از سوي ديگر در تجربه حاضر، مشخص گرديد در نمونه
بافتي كه بخشي از روند تثبيت آنها با استفاده از امواج 
مايكروويو انجام شده بود، در نماي ميكروسكپ نوري، تا حد 

اين . ن طبيعي خود را حفظ نموده بودندبيشتري ساختما
 است شدهمطلب توسط ساير محققين نيز گزارش 

شود كه قرار  اهميت اين روش، زماني مشخص مي). 13و12و9(
 ولي از  است،باشد بافتي كه چندين ساعت از مرگ آن گذشته

نظر دستيابي به نتيجه، با اهميت است، مورد مطالعه 
تواند در  از اين موارد مييكي . شناسي قرار بگيرد آسيب

  .شناسي جنايي باشد مطالعات مربوط به آسيب
البته بايد توجه داشت كه محققين معتقدند امواج ماكروويو 

هايي را به بافت وارد نمايد كه در نماي  تواند آسيب مي
 از سوي ديگر،.باشند ميكروسكپ الكتروني قابل مشاهده مي

بعضي گزارشات نيز حاكي از حفظ كيفيت بافت براي مطالعات 
بنابراين پيشنهاد ). 12و5و14(باشند  ميكروسكپ الكتروني مي

هاي  شود مطالعات تكميلي ديگري با استفاده از تكنيك مي
افزارهاي مربوط  ارزيابي كامپيوتري تصاوير بافتي به كمك نرم

كوپ الكتروني نيز و ميكروس) 9(، ايمونوهيستوپاتولوژي )15(
انجام شوند تا كليه جوانب تغييرات بافتي استفاده از اين روش، 

   .مورد بررسي جامع قرار گيرند
 فقط بر پايه بررسي توانايي امواج مايكروويو  اين مطالعهضمناً،

در حفظ يا عدم حفظ سازمان كلي بافت انجام شده است؛ كه 
 25ن تأثير، در ساعت همانطور كه قبلاً نيز اعلام شد، تفاوت اي

لازم است . بعد از مرگ بافت، بطور واضح و مشهود بود
مطالعات ديگري نيز به منظور بررسي تغييرات جزئي بافت در 

  . ساعت پس از مرگ، انجام شوند20هاي كمتر از  زمان
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