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موش  شدهاي  ده از تخمدان انجماد شيشهآنترال جدا ش پرههاي   فوليكولبقا و تكوينمقايسه 
   در محيط كشتبا تخمدان تازه سوري

  

   5زاده  حاجيابراهيم ،4، سيدجواد مولي3، مجتبي رضازاده*2نيا ، مژده صالح1طاهره مازوچي
  

  خلاصه
اي است كه روشي ساده و فوق سريع          انجماد شيشه  ،ه منظور حفظ قدرت باروري    هاي نگهداري بافت تخمداني ب     يكي از روش   :هدف سابقه و 
محيط  در  سوري موش شدهاي   انجماد شيشه جدا شده از تخمدان      آنترال هاي پره   فوليكول يهدف از انجام اين تحقيق ارزيابي رشد و بقا        . است
 . و مقايسه آن با تخمدان تازه بودكشت

يك تخمدان بـه روش انجمـاد   .  انجام شدNMRI نژاد ،روزه14 سوري ي ماده موش20روش تجربي بر روي  اين تحقيق به     :ها مواد و روش  
 مـايع، بـا روش      نيتروژن منجمد و پس از يك هفته نگهداري در          ،)EGFS40 (اي با استفاده از ضد يخ اتيلن گليكول، فايكول و ساكارز           شيشه

هاي  فوليكول .تخمدان ديگر به عنوان گروه شاهد تازه در نظر گرفته شد          .  شد شستشو  و  ساكارز ذوب  هاي نزولي   غلظت كارگيريه  سريع و با ب   
 روز  10 همچنين گروه شاهد تازه جـدا و سـپس بـه مـدت                انجمادي و  تخمدان گروه    ميكرون به روش مكانيكي از     100-130آنترال با قطر     پره

 ـ FBS ،mIU/ml 100rFSH ، ITS% 5 حـاوي  α-MEM محـيط مـورد اسـتفاده    .كشت داده شدند و  ng/ml 20 mrEGF د،ك درص ـي
آزمون  با  آنتروم يميزان بقا و تشكيل حفره    و   tآزمون   با ها  قطر فوليكول  . بود µg/ml100و استرپتومايسين    IU/ml 100سيلين   بيوتيك پني  آنتي
χ2 قرار گرفتندمقايسه  مورد. 

 يميزان بقـا . رشد كردند وب شده مشابه گروه تازه در محيط كشت زنده مانده و ذـ آنترال جدا شده از تخمدان منجمد     هاي پره   فوليكول :نتايج
% 6/72  و%9/66 كشت اين اعداد به ترتيـب  دهمر روز د.  بود%6/78در گروه تازه   و%1/72  كشت در گروه انجماديششما در روز   ه فوليكول

ين قطـر    ميانگ . كشت مشاهده شد   دهم  در روز  %5/43  و %6/37 تازهوه   گر گروه انجمادي و   يهاي زنده   فوليكول رد آنتروم   يتشكيل حفره . بود
 كشــت چهــارمدر روز و  48/155±35/8 و11/158±23/11 بــه ترتيــب  روز دوم كشــت در گــروه تــازه و گــروه انجمــاديهــا در فوليكــول

 .ي مشاهده نشددار نياختلاف مع ،متغيرهاي مورد بررسي كدام از  بين دو گروه در هيچ.ودب 42/193±46/8  و87/9±56/201

تواننـد مشـابه تخمـدان تـازه در          اي شده مي   آنترال جدا شده از تخمدان انجماد شيشه       هاي پره   نتايج تحقيق نشان داد كه فوليكول      :گيري نتيجه
 . تشكيل حفره آنتروم دهند و رشد كرده زنده باقي مانده،محيط كشت

  سوريفوليكول، موش، محيط كشتاي، تخمدان،   انجماد شيشه:واژگان كليدي
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  قدمهم

 اسـت بـراي حفـظ        مناسـبي  انجماد بافت تخمدان روش   
هاي در معرض خطر نارسايي زودرس تخمـدان و      باروري در خانم  

درماني   مبتلا به سرطان كه احتياج به شيمي        جوان هاي همچنين خانم 
بعد از انجماد   براي برگرداندن قدرت باروري     . يا راديوتراپي دارند  

كشت  يكي پيوند و ديگري   : و ذوب تخمدان دو روش وجود دارد      
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  1386، بهار 1، شماره دوره يازدهمفصلنامه علمي ـ پژوهشي فيض                                                                                           

 )14(

 In vitro(زمايشـگاهي  آهاي تخمداني در شرايط  و بلوغ فوليكول

culture and maturation; IVC-IVM( ]5-1[ . كاربرد روش 
هـاي   يكي انتقال سلول  : پيوند بعد از انجماد دو مشكل اساسي دارد       

وان مبتلا به سرطان كـه بـه منظـور حفـظ       هاي ج  طاني در خانم  سر
هـا   هـاي آن   تخمـدان  ، يا راديـوتراپي   درماني باروري قبل از شيمي   

  روش.]7، 6 [انـد و ديگـري ايسـكمي پـس از پيونـد         منجمد شده 
IVC-IVM ـ   فوليكول  دسـت  ه هاي تخمداني روش ديگري براي ب
 ـهاي منجمد هاي بالغ از تخمدان آوردن تخمك اسـت   ذوب شده  

 صــدمات وارد شــده بــه فــرد جهــت تحريــك IVMدر  .]8، 7[
هـاي مختلـف هورمـوني كـاهش       گذاري و استفاده از رژيم     تخمك

 ـ     .ماند  اين خطرات مصون مي    فرد از يابد و    مي ه همچنـين امكـان ب
دست آوردن تعداد بيشتري تخمك با شرايط نسبتا يكسـان فـراهم            

اي   در تخمـدان افـراد جـوان تعـداد قابـل ملاحظـه             .]1[يـد   آ  مي
آنترال وجود دارد كه به دليل موقعيت قشري ايـن           هاي پره  فوليكول
 بـه نظـر      كـه  هـا  ها در تخمدان و همچنـين سـاختمان آن         فوليكول

 منبـع خـوبي بـراي توليـد         ،رسد نسبت به انجماد مقاوم باشـند       مي
ميـزان بقـا و رشـد        . انجماد خواهنـد بـود     پس از هاي بالغ    تخمك
كشت در تحقيقـات مختلـف بـر        حيط  اي تخمداني در م   ه  فوليكول

كار رفتـه   ه  وش انجماد، محلول انجمادي و محيط كشت ب       ب ر حس
 بـه روش آهسـته       انجماد بافت تخمدان معمولا    .متفاوت بوده است  

ــي ــام م ــرد انج ــه   وCecconi .گي ــه مقايس ــاران ب ــوغ يهمك  بل
آنترال گوسفند جدا شـده از كـورتكس تخمـدان           هاي پره  فوليكول

و هـا آهسـته بـود        انجمـادي آن    روش. اختنـد انجمادي و تازه پرد   
 روز در 10 آنتروم پس از يها و تشكيل حفره   فوليكول ميانگين قطر 

 ـنسبت  گروه انجمادي     .]9 [داري نداشـت    تـازه اخـتلاف معنـي      هب
Newton وم و ترشح استراديول را     نترآ يهمكاران تشكيل حفره    و

ه از تخمدان    اووسيت جدا شد   ـ هاي گرانولوزا   سلول ي  در مجموعه 
ــول   ــا اســتفاده از محل ــه روش آهســته و ب گوســفند انجمــادي ب

ــل دي ــايد  متي ــد)DMSO(سولفوكس ــزارش كردن در . ]10 [ را گ
هـاي    فوليكـول  ي ميزان بقا  2003 در سال     و همكاران  liu يمطالعه

انجمادي با روش آهسته پس از      سوري  جدا شده از تخمدان موش      
 ـ روز كشت با گروه تازه اخـتلاف م        12 در . ]1[داري نداشـت     يعن

 رشـد و   Illingworth و Newton 2001 تحقيق ديگري در سال   
  تخمدان مـوش   يآهسته اي و   شيشه ها پس از انجماد    بلوغ فوليكول 

هـاي تـازه مقايسـه       هاي جدا شده از تخمدان      با فوليكول   را سوري
 ـ منجمدهاي جدا شده از بافت       نتايج نشان داد كه فوليكول    . كردند

 و اووسـيت بـالغ توليـد         نموده دش آنترال ر  يه تا مرحله  ذوب شد 
در محيط كشت در دو گروه، يعنـي         ها  فوليكول يميزان بقا . كردند

اي در مقايسه بـا گـروه تـازه كمتـر بـود و               شيشه انجماد آهسته و  

اي در تحقيـق     محلول انجماد شيشـه   . داري نشان داد   اختلاف معني 
  بـود  %20 گليكول هـر كـدام       سولفوكسايد و پروپيلن   متيل ها دي آن

اي روشـي سـاده، سـريع و     كه انجماد شيشـه  با توجه به اين   .]11[
تغييرات مورفولـوژيكي درسـت بعـد از ذوب و           هزينه است و   كم

هـاي تخمـداني     همچنين پس از پيوند اتوگرافت بر روي فوليكـول        
 بـه    بر آن شديم كـه     در اين تحقيق   ]12-15[ استنشده  نشان داده   
آنتـرال جـدا شـده از        هـاي پـره    ن بقا و رشد فوليكول    بررسي ميزا 

 گليكول، فـايكول و    لنياي با استفاده از ات     ههاي انجماد شيش   تخمدان
اميد است با انجام ايـن تحقيـق        . يمزپردا ب ساكارز در محيط كشت   

 ويژهه هاي مناسب حفظ باروري ب بتوان گامي در جهت بهبود روش
يي زودرس تخمدان هستند    ي كه در معرض خطر نارسا     يها در خانم 
  .برداشت

  
  ها مواد و روش

 ايـن مطالعـه بـه روش تجربـي          :تهيه بافـت تخمـدان    
)Randomized control trial( سـوري    مـوش سر 20  بر روي

 ـ ها موش.  انجام گرفت   با سن دو هفته    NMRI نژاد   ،ماده  روش  ه ب
هاي آنها جـدا و      تخمدان. دهاي گردني كشته شدن    به جايي مهره   جا

 ;α-MEM) α-minimal essential medium محـيط  داخـل 

Gibco, U.K(  5 محتـوي% FBS) Fetal Bovine Serum; 

Gibco, U.K (هاي اطراف،  پس از برداشتن بافت. قرار داده شدند
ها به طور تصـادفي در دو گـروه انجمـادي و تـازه قـرار                 تخمدان
 ـ      جهت بررسي تاثير منفي و     .گرفتند كـار  ه  اثرات مخرب ضد يخ ب

گيري و ذوب  ها، تمام مراحل آب فته بر ميزان زنده ماندن فوليكول  ر
 نيتـروژن كه وارد     انجام شد بدون اين    ها عدد از تخمدان   3بر روي   

   .گذاري شد  سميت نامآزموناين گروه به عنوان گروه . مايع شوند
محلــول  : تخمــدانگــرم كــردن و اي  شيشــهانجمــاد

 %30گليكول،    اتيلن %40وي  كار رفته در اين تحقيق حا     ه  انجمادي ب 
به طور  . ]16،  14 [ بود  )EGFS40(  مول ساكارز  نيم  و 70فايكول  
 دقيقـه در  5ها براي   تخمدانروش كار بدين ترتيب بود كه   مختصر

سـپس بـه داخـل نـي        . اين محلول در دماي اتاق قرار داده شدند       
انجمادي با حداقل محلول انجمادي كشيده شده و براي يك هفتـه            

هـاي   ، نـي   سـريع  بـه منظـور ذوب    . تروژن مايع ذخيره شدند   در ني 
 ثانيـه در آب     20انجمادي در دماي اتاق گرم شـدند و بـه مـدت             

°c25   ـ  محتويات ني به داخل غلظـت     .  قرار داده شدند  اي نزولـي   ه
 )در دماي اتـاق   (دقيقه   5به مدت   ) ولار م 25/0  و 5/0،  1( ساكارز
-α سـاعت در    نـيم  ها به مـدت     تخمدان  از ذوب  پس.  شدند تخليه  

MEM 5 محتوي% FBS          هـاي    بـه تعـادل رسـيدند تـا فوليكـول
     .ها جدا شوند آنترال آن پره
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هـاي   فوليكـول  :آنتـرال  هاي پره  جدا كردن فوليكول  
هـاي تـازه و       از تخمـدان    ميكـرون  100 -130  بـا قطـر    آنترال پره

 g29با استفاده از سـوزن       ذوب شده به روش مكانيكي و        ـ منجمد
  . ي انسولين زير استريوميكروسكوپ جدا شدندها سرنگ

هـاي جـدا     فوليكول:)Toxicity Test( سميت آزمون
هاي جـدا    سميت، همچنين تعدادي از فوليكولآزمونشده از گروه    

 ذوب شده و گروه تازه بلافاصله پـس       ،هاي منجمد  شده از تخمدان  
 روش  با اين . رنگ شدند )  ثانيه 30 (%4/0بلو   از جداسازي با تريپان   

 دژنـره هـاي    فوليكـول  آميزي زيـر ميكروسـكوپ معكـوس،       رنگ
 درصـد   .شـوند  هاي زنده بدون رنگ ديده مـي       رنگ و فوليكول   آبي

  .مقايسه شدهم  گروه با  سههاي زنده در اين فوليكول
 از  آنترال جدا شـده    پره هاي فوليكول :هـا  ليكولوكشت ف 

 شـده  اي  تخمـدان انجمـاد شيشـه      و) 117 =تعـداد  (تخمدان تازه 
شستشو شـدند و     محيط كشت     از دو قطره مجزا    در )115= تعداد(

به  سپس به كمك پيپت دهاني به قطره محيط كشت جديد منتقل و           
 از محيط كشت به طـور جداگانـه   µl 20در قطرات  روز   10مدت  

محيط مورد .  كشت داده شدندc37° دماي  و2co 5%زير روغن در 
 FBS،mIU/ml 100 %5 حـــــــاوي α-MEMاســـــــتفاده 

recombinant follicle stimulating hormone  )rFSH; 

serono,Switzerland(،   يـك درصـد insulin, transferrin, 

selenium )ITS; Gibco, U.K، (، ng/ml mrEGF 20 
)Sigma, Germany (سـيلين  بيوتيك پنـي  و آنتي IU/ml 100  و

 نيمي از محيط كشت يك روز در       . بود µg/ml100استرپتومايسين  
  .ميان با محيط كشت تازه تعويض شد

 :هـا در طـول كشـت        فوليكـول  يارزيابي رشد و بقا   
 كشت در هر دو گـروه       10  و 6ها در روزهاي      فوليكول يميزان بقا 
از دست دادن زودرس اووسـيت، تيـره رنـگ شـدن            . شدبررسي  

. فوليكول دژنره در نظر گرفته شد     فوليكول و توقف رشد به عنوان       
 آنتروم زير ميكروسـكوپ     يتشكيل حفره كشت،   10در پايان روز    
هــاي داراي آنتــروم نســبت بــه  درصــد فوليكــول. ارزيــابي شــد

همچنـين قطـر    . هاي زنـده در دو گـروه مقايسـه گرديـد           فوليكول
 زير ميكروسـكوپ معكـوس      ، كشت 4  و 2 در روزهاي    ها فوليكول

.  با تعيين ميانگين دو قطر عمودي محاسـبه شـد          با ميكرومتر مدرج  
 وه گرديد   يانحراف معيار ارا    و صورت ميانگين ه  ها ب  فوليكولقطر  

  .در دو گروه مقايسه شد
دست آمـده بـا اسـتفاده از        ه   آناليز نتايج ب   :آناليز آماري 

 ي فوليكولي و تشكيل حفرهيميزان بقا .  انجام گرفت  spssافزار   نرم
 آنـاليز   t آزمـون ا و قطر فوليكولي بchi-square با آزمونآنتروم 

 .دار در نظر گرفته شد  به عنوان معني>05/0p. شد

  نتايج
ــاهده ــاد يمش ــس از انجم ــدان پ  ـ  تخم ــر ، ذوب   زي

ســاختار ميكروســكوپ معكــوس نشــان داد كــه بافــت تخمــدان 
ه  ذوب حفظ كرده و مشابه تخمدان تازه ب        از خود را پس     آناتوميك

 ـ. آنترال با ظاهري زنده بود     هاي پره  طور برجسته حاوي فوليكول    ه ب
آنترال از هر تخمـدان تـازه و يـا           پره فوليكول   15-20 طور معمول 

 ـ آميزي تريپان  نتايج رنگ .  شده جدا شد   ذوب ـ منجمد  شـكل ( وبل
تـازه  اي زنده در گروه     ه   كه ميانگين فوليكول   نشان داد ) 1 ي  شماره

و در گـروه      درصد 80±16/8انجمادي  روه  ، در گ   درصد 07/7±90
تفاوت اين سه گروه از لحـاظ        . بود  درصد 86±47/5  سميت آزمون

 عـدم سـميت محلـول ضـد         يدهنده دار نبود كه نشان    آماري معني 
  ).1 ي  شمارهنمودار(ه در اين تحقيق است كار گرفته انجمادي ب

  

  
  دژنره فوليكول: b ، زندهفوليكول: a ،بلوآميزي تريپان  نتايج رنگ-1شكل

  
868090

0
20
40
60
80

100

تازه انجمادي تست سميت

  
هاي جدا شده از تخمدان تازه، انجمادي   فوليكولي ميزان بقا-1نمودار

   .داري وجود نداشت ها اختلاف معني  بين گروه. سميتآزمونو گروه 
  

 حـاوي   هـا، آنترال جدا شده از تخمـدان      هاي پره  فوليكول
   لايــه2-3 ي وســيلهه  كــه بــنــد بودGV ياووســيت در مرحلــه

اطـراف  .  پايه احاطه شده بودنـد     يهاي گرانولوزا درون غشا    ولسل
 پهـن پوشـيده شـده       يهاي تكا   تعدادي سلول  ي  وسيلهه  فوليكول ب 

 ،هاي جدا شده از دو گروه تخمدان تازه و ذوب شده           فوليكول. بود
 در  .تغييرات مورفولوژيكي مشابهي را در طول كشت نشان دادنـد         

ها رشد كرده و   فوليكولي عدههاي تكا در قا  سلول ، كشت روز دوم 
 هـا شـد    ثابت شدن فوليكـول   ي را تشكيل دادند كه سبب       ا لايه تك

  . )2 ي  شمارهشكل(

a b
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 از ،آنترال جدا شده به روش مكانيكي فوليكول پره: a: ذوب شده اي و آنترال جدا شده از تخمدان انجماد شيشه هاي پره  كشت فوليكول-2شكل

كنند و فوليكول را به كف  اي را در زير فوليكول ايجاد مي لايها هاي تك سلول: روز دوم كشت :b .)×100نماييبزرگ(اي شده  تخمدان انجماد شيشه
 يك :d) ×100نمايي  بزرگ( .زنند مي  پايه بيرونيهاي گرانولوزا به تدريج از غشا از روز چهارم كشت سلول :c) ×100نمايي بزرگ(چسبانند  مي

  )×100نمايي  بزرگ(ر محيط كشت فوليكول مرده د
  

  شده و شاهد در طول كشت هاي منجمد آنترال جدا شده از تخمدان هاي پره  تكوين و بلوغ فوليكول-1جدول
 **تعداد فوليكول زنده    *قطر فوليكول

  ها گروه
  10روز  6روز     4روز  2روز   روز صفر

  
  

  تعداد فوليكول با حفره
  ***آنتروم

  30) 6/37(    77) 9/66(  83) 1/72 (    42/193±46/8  48/155±35/8  09/127±69/3  انجمادي

  37) 5/43(    85) 6/72(  92) 6/78(    56/201±87/9  11/158±23/11  85/124±07/5  تازه

  . ميكرومتر؛ميانگين و انحراف معيار *                 
  ).درصد( تعداد **                 
  ).هاي زنده سبت به فوليكولدرصد ن( تعداد ***                
  

كـه در    صـورتي ه  ب هاي گرانولوزا تكثير پيدا كردند     سلول
 از  .هاي تكا بيرون زدنـد      پايه و سلول   ي از غشا  ،چهارم كشت روز  
 ـ به ب  هشتمروز    حفراتـي در بـين     ،هـا  د در تعـدادي از فوليكـول      ع
اي شبيه آنتروم را      حفره ،پايانهاي گرانولوزا ديده شد كه در        سلول

ها در دو گروه انجمادي      در طول كشت، قطر فوليكول    . يجاد كردند ا
 خلاصـه شـده     1و تازه افزايش پيدا كرد كه نتـايج آن در جـدول             

هـا در دو     دهد ميانگين قطر فوليكـول     ه نتايج نشان مي   چچنان. است
 يميـزان بقـا    .داري نداشـت    اختلاف معني  4 و 2گروه در روزهاي    

 كشت به ترتيب    ششممادي در روز    زه و انج  تاها در گروه     فوليكول
بود   درصد 9/66 و 6/72  كشت دهم  و در روز    درصد 1/72 و 6/78

 كشـت  يدر طـول دوره  .دار نبـود  كه اختلاف بين دو گروه معنـي      
هاي گرانولوزا و رشد فوليكـول، آزاد شـدن          تكثير سلول  توقف در 

رنگ شدن فوليكول به عنوان فوليكول دژنره        تيره زودرس تخمك و  
هاي زنـده     فوليكول %5/43 آنتروم در    ي  تشكيل حفره .  شد محسوب
 در گـروه انجمـادي      %6/37 كشت در گـروه تـازه و         دهمدر روز   

بين دو گروه    داري   معني كه اختلاف    )1جدول شماره    (مشاهده شد 
  .نبود

  
  بحث

آنتـرال   هاي پـره   در اين مطالعه نشان داده شد كه فوليكول       
اي با اسـتفاده از ضـد يـخ          شههاي انجماد شي   جدا شده از تخمدان   

هـاي جـدا    توانند در محيط كشت مشابه فوليكـول     گليكول مي  اتيلن
اي  انجماد شيشه  .مانده و رشد كنند     زنده باقي  ،شده از تخمدان تازه   

ها در غلظت بالاي ضد يخ و        نوعي روش انجمادي است كه سلول     
  تشكيل كريستال  ي  شوند و در نتيجه مرحله     سرعت زياد منجمد مي   

 رسـد  دهد و صدمات وارد شده به بافت به حداقل مـي  يخ رخ نمي  
كار گرفته شد و    ه   ابتدا براي اووسيت و جنين ب      شيوهاين  . ]18 ،17[

به منظور كاهش اثـرات سـمي       . ]19،  17 [نتايج خوبي داشته است   
رود لازم   كـار مـي   ه  اي با غلظت بالا ب     ضد يخ كه در انجماد شيشه     
اين موضـوع بـراي     . امكان كاهش يابد  است كه زمان تعادل تا حد       

ها هستند و احتياج به نفـوذ كامـل          سلول اي از  ها كه مجموعه   بافت

b

d

a b

c d
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 مازوچي و همكاران                                                                  ...،آنترال جدا شده از تخمدان هاي پره بقا و تكوين فوليكول مقايسه 

 )17(

در ايـن   .ساز خواهد بود به ظاهر مشكلاست ضد يخ به داخل آنها  
هـا    تخمـدان آن  حجم روزه استفاده شد كه    14هاي   تحقيق از موش  

3mm 2 راحتـي   آن به  رسد نفوذ ضد يخ در      كه به نظر مي    باشد  مي 
شـود كـه بـه       تر توصيه مي   هاي بزرگ  مورد بافت  در. صورت گيرد 

هاي اسـتفاده شـده در       از بين ضد يخ    .دنقطعات كوچك تقسيم شو   
گليكول در تركيب با چندين ضد يـخ ديگـر         اي، اتيلن  انجماد شيشه 

پيونـد بافـت تخمـداني بعـد از     . ]21 ،20[ رسـد  موثرتر به نظر مي  
بخشي را    مورفولوژي بافتي رضايت   ،كيب با اين تر   اي انجماد شيشه 

گليكول به همراه  مطالعه از اتيلن  ايندر. ]23 ،22 ،14[ اند نشان داده
. به عنوان ضـد يـخ اسـتفاده شـد          )EGFS40( فايكول و ساكارز  

آنتـرال جـدا شـده از تخمـدان تـازه،            هاي پره   فوليكول يميزان بقا 
داري نداشـت    وت معنـي  ا سميت تف  آزموناي و گروه     انجماد شيشه 

دهنده عدم سميت ضد يخ استفاده شده در اين تحقيق بـر             كه نشان 
ها و ميـزان نفـوذ خـوب آن بـه بافـت              ميزان زنده ماندن فوليكول   

اي   تحقيقات قبلي نشان داده بود كه در انجماد شيشه         .تخمدان است 
ساختار بافتي به خوبي    ،  )EGFS40(كارگيري  ه  بافت تخمدان با ب   

هاي فراساختماني در بافت تخمدان پـس از         يب و آس  شود حفظ مي 
 .]14 ،13[اي در مقايسه با تخمدان تازه مشاهده نشـد           انجماد شيشه 

Santos طي تحقيق خود اثرات انجماد      2006 همكاران در سال   و
هـاي   يخ را بـر روي فوليكـول       كارگيري چندين ضد  ه  اي با ب   شيشه
ها نشان داد    ايج آن نت .آنترال داخل بافت تخمداني بررسي كردند      پره

شـود   ز اسـتفاده مـي    وگليكول و ساكار   كه از مخلوط اتيلن    هنگامي
به منظور در اين مطالعه،  .]24[مانند  ها زنده مي  فوليكول%70حدود  

اي بــر روي تخمــدان،   بررسـي اثــرات درازمــدت انجمــاد شيشــه 
هاي تخمداني از تخمدان منجمد ذوب شده جدا شد و بـه        فوليكول

توانند به  هاي تخمداني مي فوليكول. ز كشت داده شدند رو10مدت 
چه  روش مكانيكي اگر  . جدا شوند دو روش مكانيكي و يا آنزيمي       

گيرتر است و براي پستانداران بزرگ و انسان كـه كـورتكس             وقت
پايـه  ي   غشـا  ولي از آنجا كه   تخمداني متراكم دارند دشوار است،      

 ارتباط متقابل   و ها فوليكول تماميت ساختماني     بنابراين ماند باقي مي 
 ـتخمك  ـ گرانولوزا   در اين تحقيق بـراي  .]23 [شود حفظ مي ا تك 

ســازي  بعــد از جدا.جداســازي از روش مكــانيكي اســتفاده شــد
 بـه دو طريـق      تواننـد  ها مي  ها به روش مكانيكي، فوليكول     فوليكول

ها بـه    كه فوليكول ) spherical( كشت مدور    سيستم. كشت شوند 
ختمان سه بعدي خـود را  چسبد و در نتيجه سا   ديش نمي كف پتري   

ها بـه    كه فوليكول ) nonspherical( كشت   سيستم  و كند حفظ مي 
كف پتري ديش چسبيده و در نتيجه شكل سـه بعـدي خـود را از                

 استفاده غيرمدوركشت  سيستماين تحقيق از  در. ]2[دهند   دست مي 
 پايـه   ياف غشـا   اطر اهاي تك   لايه سلول  ، كشت سيستمدر اين   . شد

 سدي براي رسيدن اكسيژن و مواد غذايي موجـود          كه ممكن است  
 فوليكول را بـه كـف    هاي گرانولوزا باشد   در محيط كشت به سلول    

 پايـه را پـاره      يهاي گرانولوزا غشا   چسباند و سلول   پتري ديش مي  
نتايج اين تحقيـق نشـان داد       . نندز   بيرون مي  اهاي تك  كرده از سلول  

هـاي جـدا شـده از تخمـدان بـا انجمـاد              وليكول ف يبقاكه ميزان   
ي ردا  تفـاوت معنـي    ،اي در محيط كشت با گروه شاهد تـازه         شيشه
ــدا ــق .ردن ــال  درDemeestere در تحقي ــا2002س ــزان بق  ي مي

اي جدا شده از تخمدان تـازه بـه دو روش مكـانيكي و              ه  فوليكول
  و 95 روز كشت مقايسه شدند كـه بـه ترتيـب            12آنزيمي پس از    

در اين تحقيق اثر انجمـاد بررسـي نشـده اسـت           .  بود درصد 4/76
]23[. Liu 14 تخمـدان مـوش      همكارانش پس از انجماد آهسته      و 

.  روز كشـت دادنـد   12آنترال را بـه مـدت        هاي پره  روزه، فوليكول 
 و در گـروه      درصـد  1/89 در گـروه تـازه       هـا   فوليكول يميزان بقا 

 .]1[ نداشـت     هم  با داري تفاوت معني  بود كه    %7/81انجماد آهسته   
  از تحقيق حاضر   ،ها در اين تحقيق در دو گروه        فوليكول يميزان بقا 

تواند بـه علـت روش انجمـاد و شـرايط            است كه مي   قدري بيشتر 
 به  2004 همكاران او در سال     و Cecconi. ها باشد  كشت فوليكول 

آنتـرال گوسـفند جـدا شـده از          هـاي پـره     بلوغ فوليكول  يمقايسه
روش انجمادي آنهـا    . ن انجمادي و تازه پرداختند    كورتكس تخمدا 

 اسـتفاده   DMSOگليكـول و      از دو ضـد يـخ اتـيلن        آهسته بود و  
گروهـي كـه از       در هـا   فوليكول ي بقا اگرچه مورفولوژي و  . كردند
گليكول به عنوان ضد يخ اسـتفاده شـده بـود بهتـر از گـروه                 اتيلن

 ـاووسيت درصد مجموعه انجمادي ديگر بود ولي در هر دو گروه   
 روز كشت   10پس از    ها دست آمده از فوليكول   ه  كومولوس سالم ب  

 قطـر   .داري در مقايسـه بـا گـروه تـازه كمتـر بـود              به طور معنـي   
 روز  10 آنتروم پس از     يتشكيل حفره  ها در طول كشت و     فوليكول

 .]9[داري نداشـت      گروه انجمادي بـا تـازه اخـتلاف معنـي          دو در
Newton و  Illingworth  به ارزيابي بقـا و رشـد        2001ال   در س 
ــول ــوش فوليك ــاي م ــازي از   ه ــد از جداس ــول كشــت بع در ط
 ـاي منجمده تخمدان . هاي متفاوت پرداختند ضد يخ ذوب شده در  

ــايج آن ــه   نت ــان داد ك ــا نش ــه ه  DMSO( Dimethyl(اگرچ

Sulphoxide          نسبت به پروپيلن گليكول وگليسرول اثـرات منفـي 
ــول ــر روي فوليك ــري ب ــاي  كمت ــداني دارده ــي درصــد تخم  ول

مانـده بودنـد در       زنده باقي  ،روز كشت  8هايي كه پس از      فوليكول
داري كمتـر از گـروه تـازه         طور معني ه  هاي انجمادي ب    گروه يهمه
 كـه   Vajtaهـا را بـه روش        ها همچنين تعدادي از تخمدان      آن .بود

اگرچـه  . كار برده بود منجمد كردند    ه  اي جنين ب   براي انجماد شيشه  
هـا بعـد از ذوب ظـاهر         هاي جدا شـده از ايـن تخمـدان         وليكولف

 فوليكـول در    76فوليكـول از     6مورفولوژي طبيعي داشت اما فقط      
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هـا   آن . آنترال رشد كردند   ي  مانده و تا مرحله    باقيزنده  طول كشت   
به  HCG  و EGF  اضافه كردن  ي  وسيلهه  در هشتمين روز كشت ب    

تنهـا  . گذاري كردند  خمكتبه  ها را تحريك      فوليكول ،محيط كشت 
 يوهشها اعلام كردند     آن. غ توليد كرد  لا تخمك ب  ، ها وليكوليكي از ف  

در . ]11 [ است اما احتياج بـه اصـلاح دارد        عملياي   انجماد شيشه 
ها در محيط كشت ارزيـابي شـد و           فوليكول يتحقيق ما رشد و بقا    

مطالعـات بعـدي در    . گذاري انجـام نشـد      تحريك تخمك  يمرحله
اي و همچنين بهبود   بلوغ تخمك از تخمدان با انجماد شيشه      ي  هزمين

  .رسد زم به نظر مي، لاشرايط كشت
  
  گيري نتيجه 

مجموع از گزارشات مختلف در مورد انجمـاد بافـت          در

 تخمدان، ميزان بقـاي بـالايي در هـر دو روش انجمـاد آهسـته و               
 شوجه به ساده و سريع بـودن رو       شود كه با ت    اي مشاهده مي   شيشه

اي و مقرون به صرفه بودن آن، اين روش براي انجماد      انجماد شيشه 
  .شود بافت تخمدان توصيه مي

  
  قدرداني تشكر و

بدين وسيله از همكاري آقاي شهرام پوربيرانوند و خـانم          
 كارشناسان گروه علوم تشريحي دانشـگاه تربيـت         سعيده ابراهيمي 

 .شود  تشكر ميمدرس
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