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 نی و کرایولاك دو وسیله مقایسه انجماد شیشه اي تخمدان موش نابالغ با استفاده از
  

  3ینخانی، سامان حس2ایمژده صالح ن، 1يشبنم عبد

 .، ایرانمدرس، تهران تربیت دانشگاه پزشکی، دانشکده تشریح، علوم دکتري تخصصی دانشجوي .1
 salehnim@modares.ac.ir 021- 828803562:تلفن ثابت )مولف مسوول(ایران  ،تهران مدرس، ربیتت دانشگاه پزشکی، دانشکده تشریح، علوم گروه داستا .2

 .، ایرانتهران مدرس، تربیت ، دانشگاهیستیدانشکده علوم ز ،یمیوشیگروه ب دانشیار .3
 

  دهیچک
 يط انجمادیبهبود شرا يبرا يادیز ياست و تلاش ها يحفظ بارور يودمند براس یبافت تخمدان روش يشه ایانجماد ش:  مقدمه

بر  لاكویو کرا ینله یبا استفاده از دو وس يشه ایاثرات دو روش انجماد ش یابین مطالعه ارزیهدف از ا. صورت گرفته است
  .بافت تخمدان موش نابالغ  بود يمورفولوژ

ها از  تخمدان .استفاده شد NMRIنژاد  روزه، 7 سوري ماده ي موش از ،بود تجربی نوع از که ن مطالعهیدر ا :مواد و روش ها
 .شدند و به گروه هاي غیر انجمادي، انجماد شیشه اي با نی، انجماد شیشه اي با کرایولاك و تست سمیت تقسیم شدند  بدن خارج

 5به مدت م مول ی، ساکارز ن)W/V( 70کول یفا% 30کول، یلن گلیات% 40 از یبیترک، تخمدان ها در يشه ایدر گروه انجماد ش
ک هفته یبه مدت  و ع منتقل شدندیتروژن مایبه درون نقرار داده شدند و   لاكویو کرا يانجماد ین سپس در. شدند يریقه آبگیدق

 ادانجم يها محلول تخمدان ها درمحلول انجمادي  سمیتبراي ارزیابی ت یکه در گروه تست سمیدر حال .شدند ينگهدار
(EFS40)  تخمدان با  يکول هایفول يمورفولوژ سپس. ع حذف شدیدر ازت ما يو مرحله غوطه ور ساز و ذوب قرار گرفتند

  . شدند یبررس یو الکترون يکروسکوپ نوریم
وجود ن گروه ها یدر ب یعیطببا مورفولوژي  ه یو اول يبدو يکول هاین درصد فولیب ياختلاف معنادار نتایج نشان داد :افته های

کمتر از دو گروه  به طور معنادار يانجماد یبا ن يدر روش انجماد یعیطببا مورفولوژي  کول پره آنترال یاما درصد فول .نداشت
در  گرانولوزا و تخمک  يهسته سلول ها یدگیاز دژنره شدن و چروک یمیعلا يفراساختار يها یدر بررس. بودمورد مطالعه گر ید

 .مشاهده شد یبا روش ن يدر گروه انجمادنترال آ پرهکول ها یاز فول يتعداد

 یعیطب يمورفولوژمی تواند  در مقایسه با نی لاكویبا استفاده از کرانا بالغ موش بافت تخمدان  يشه ایانجماد ش :يریجه گینت
  .    حفظ تخمدان باشد يبرا یحفظ کند و روش مناسب یبه خوب را بافت تخمدان

   ، بافت تخمدانلاكوی، کراانجمادي ی، نيشه ایانجماد ش: يدیکلمات کل
  7/3/93:پذیرش 12/12/92:اصلاحیه نهایی 31/2/92:وصول مقاله

 
  مقدمه

 هستند،  تخمکها از عظیمی منابع تخمدانها که آنجایی از
از  یکیبافت تخمدان به عنوان  يا شهیشامروزه انجماد 

که به  یمارانیدر ب يموثر در حفظ قدرت بارور يها روش
دچار  یدرمان یمی، شیمانند پرتودرمان یل مختلفیدلا

 دختران در به خصوص ،شوند یرس تخمدان مزود یینارسا

هاي  در گونهیکی ذخیره مواد ژنت ين برایهمچن و نابالغ

به  .)1 و2( کمیاب جانوران مورد توجه قرار گرفته است
همین علت این تکنیک امروزه توجه بسیاري از محققین را 

اي از  انجماد شیشهک یتکن در .کرده استبه خود جلب 
یل بدون تشک جهیدر نتشود  استفاده می یخ غلظت بالاي ضد

ن یو ا شود منجمد می بافت مورد نظر، هاي یخ کریستال
 انجماد. )3( شدن شناخته شده است يشه ایحالت به عنوان ش
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 از جمله موش یمختلف يتخمدان گونه ها در اي موفق شیشه
از  .است شده گزارش )8( انسان و )7( بز ،)6( اوگ ،)4و5(

کول ها بعد از پروسه یات فولین کننده حییتع عواملن یمهمتر
را  بالا توان سرعت سرد کردنیمتخمدان انجماد و ذوب 

 لهیک وسیدا کردن یپ يبرا نیبنابرا .)1( ذکر کرد

)carrier ( گرم و سرد ش سرعتیافزا مناسب در جهت 

 یقات مختلفیتحق انجمادي لمحلو حجم کردن و کاهش
 یبه طور کلتوان  یل را مین وسایا .)9-12( انجام شده است

م یتقس )closed(م یر مستقیغو ) open(م یمستقبه دو گروه 
م با ینمونه در تماس مستقم یر مستقیغل یکرد، در وسا

، يانجماد یبه نتوان  یم و ردیگ یتروژن قرار نمین
 يکرد، که به طور معمول برااشاره  الیوویو کرا وبیوتیکرا

   .شود یانجماد بافت تخمدان استفاده م
با استفاده از   همکارانو ما یش یگیم 2003در سال 

وپ بافت تخمدان موش را منجمد کردند و پس از یوتیکرا
و  )13( وند بافت تخمدان چند تولد زنده را گزارش کردندیپ

دان بافت کامل تخم ارانکو هم ایصالح ن 2002در سال 
ال منجمد کردند و پس از یوویموش را با استفاده از کرا

ه یو اول يبدو يکول هایتخمدان فول یوند داخل صفاقیپ
در سال  مازوچی و همکاران. )14( را مشاهده کردند یعیطب

در  يانجماد یاي ن با استفاده از تکنیک انجماد شیشه 2008
عی و هاي طبی نشان دادند که درصد فولیکولروزه  12موش 

 یچ تفاوتیفراساختار طبیعی آنها در مقایسه با گروه کنترل ه
تخمدان گربه را با  و همکاران، یونیل اما .)15( وجود نداشت

کشت  پس از ولی منجمد کردند وبیوتیاستفاده از کرا
 یکولیدرصد رشد فولکه  دندیجه رسین نتیبه ا کول هایفول

 .)16(است  ير انجمادیاز گروه غ کمتر يدر گروه انجماد
ع یتروژن مایم با نینمونه در تماس مستق ،میمستق روشدر 

د یگر ،)17( وتاپیکرا توان ازیرد که میگیقرار م
 Direct( میو پوشش مستق )18( یکروسکوپ الکترونیم

cover( )19(  با استفاده از تکنیک  و همکاران، چن .ردب نام
نشان دادند که درصد  پوشش مستقیم اي انجماد شیشه

ها و فراساختار طبیعی  هاي طبیعی، حیات فولیکول فولیکول

آنها در مقایسه با تکنیک رایج افزایش یافته بود و آنها نتیجه 
، حداکثر سرعت سرد کردن میمستقگرفتند که در روش 

شود و از تشکیل  اي می موجب تسهیل انجماد شیشه
 اما بر خلاف آن .)19(می شود هاي یخ جلوگیري  کریستال

نشان داد که میزان زنده ماندن و  يمطالعه ا یدر ط ی،دالهعاب
آنترال حاصل از  هاي اولیه و پره مورفولوژي طبیعی فولیکول

وب بالاتر از یوتیتخمدان موش با روش کرا يشه ایانجماد ش
 Direct(به روش حاصل از پوشش مستقیم  يگروه انجماد

Cover vitrification (بود )همکاران،و  يچو .)21 
 در موش گزارش کردندکه انجماد شیشه اي بافت تخمدان

با استفاده از گرید میکروسکوپ الکترونی باعث کاهش 
رشد فولیکول هاي بدوي می شود و میزان نکروز را افزایش 

  ).20(می دهد 
 طراحی کوچکی حجم در نمونه دادن قرار براي کرایوتاپ

 مایع با نیتروژن مطلوب تماسی موجب است که شده

کنند و  می فراهم را کردن سرد سرعت بالاترین و شوند می
با این روش  . کند می جلوگیري یخ کریستال ایجاد از

 دقیقه در گراد سانتی درجه 23000 به کردن سرد سرعت

 سرما از ناشی صدمات از در نتیجه یابد می افزایش

محلول،  حجم کاهش با آن بر علاوه. شود می جلوگیري
 گراد درجه سانتی 42000 به نیز دمجد کردن گرم سرعت

 از تشکیل نتیجه در و یابد می افزایش دقیقه در
این . کند جلوگیري می کردن گرم حین یخ هاي کریستال

اما . روش با موفقیت براي جنین و تخمک استفاده می شود
این روش در انجماد بافت تخمدان کمتر مورد توجه قرار 

  .گرفته است
گزارش  یج  متفاوتیمطالعات مختلف نتانکه در یبا توجه به ا 

در مورد انجماد بافت  يمحدود يپژوهش هاشده است و 
 وتاپ استیکرا یکه نوع ولاكیروش کرا تخمدان با

سه مورفولوژي یهدف مقا ن مطالعه بایجه ایوجود دارد در نت
اي  شیشه انجماد نابالغ پس موش هاي تخمدانو فراساختار 

 به .صورت گرفت يانجماد یو نلاك با استفاده از  کرایو

 و  يانجماد یو ن لاكکرایو کمک با ها منظور تخمدان این
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 ساکارز کول ویلن گلیات ياز محلول انجماد استفاده با

قرار  يمورفولوژ یمورد بررس ذوب از پس وند شد منجمد
 يمحلول انجماد سمیت مطالعه این در همچنین .گرفتند
 .گرفت رارق ارزیابی مورد نیز شده استفاده

  
  روش بررسی

طبق اصول  حیوانات. بود تجربی مطالعه نوع از تحقیق این
اخلاقی کار با حیوانات آزمایشگاهی مصوب دانشگاه تربیت 

 اتاق در سانتیگراد درجه 25±2 حرارت درجه درمدرس 

 و روشنایی ساعت 12 نوري تناوب در حیوانات مخصوص
 صورت به غذا و آب .شدند نگهداري تاریکی ساعت 12

 .گرفت می قرار حیوانات دسترس در نامحدود

 روزه ماده 7نابالغ  يموشهاي سور سر 13 از مطالعه این در

 استفاده ت مدرسیدانشگاه ترب از شده تهیه  NMRI نژاد

جاد شکاف یبا ا و شده کشته نخاع قطع روش با موشها .شد
آنها از بدن خارج و در  يه شکم تخمدان هایدر ناح یطول
 -Minimal  ط کشتیمح يتریکرولیم 200 اتقطر

Essential Medium)Gibco, UK( درصد  10 يحاو
) FBS  )Fetal Bovine Serum( )Gibco; UKسرم 

تخمدان به کمک سوزن  یاضاف يبافت ها. قرار داده شدند
ط ین برداشته شد و پس از شستشو در محیسرنگ انسول

تور به تعادل م ساعت در انکوبایها به مدت ن کشت تخمدان
. قرار گرفتند یق مورد بررسیدند و در مراحل تحقیرس

گروه اصلى کنترل  4 ها به شکل تصادفى در تخمدان
و گروه انجماد  ی، گروه انجماد شیشه اى با ن)يرانجمادیغ(

روش  يک گروه تست سمیت برایولاك و یشیشه اى با کرا
ه است ه قابل توجتن نکیا.ندقرار گرفت یمورد بررس يانجماد

 و ذوب و يمحلول انجماد يانجماد يها که در گروه
له حامل یوس کسان بودند و فقطی يرین زمان آبگیهمچن
   . آنها متفاوت بود ) (carrierبافت

  يمحلول انجماد
لن یات% 40 يخ حاویاز محلول ضد  يشه ایجهت انجماد ش 

،  )W/V( )Sigma, USA( 70کول یفا% 30کول، یگل

 Bovin Serum Albumin  ومول  5/0ساکارز 
)BSA( )Sigma, USA (در ابتدا محلول . استفاده شد

م مول یو ساکارز ن 70کول یفا% 30 يدارا PBIبافر فسفات 
کول یلن گلیسپس با اضافه کردن ات. ساکروز مخلوط شد

، يانجماد يدر هر دو روش ها. ه شدیاز آن ته%  40غلظت 
تدا با محلول در اب )تخمدان 5در هر گروه ( تخمدان ها
EFS 40  )40%  Ethylene Glycol, Ficoll, 

Sucrose (  شدند يریاتاق آبگ يقه در دمایدق 5به مدت 
، 25/0 ب شامل سوکروزیز به ترتیذوب ن يمحلول ها.  )15(
قه در هر یدق 5مول بود که تخمدان ها به مدت   1و  5/0

و ذوب در هر گروه  يریمحلول آبگ. کدام قرار گرفتند
  .ک هفته بودیکسان بود و مدت زمان انجماد ی يمادانج
 

   یانجماد و ذوب به روش ن
 يتریل یلیم 25/0 يفرانسو يانجماد يها یانجماد، از ن يبرا

در ابتدا  . ن استفاده شدیمتصل به سرنگ انسول )الف 1شکل(
متر  یسانت 5/1مول و سپس حدود  1با ساکارز  یاز ن یمین

با مقدار  يریپس از آبگ ها سپس تخمدان. با هوا پر شد
بعد . ده شدیکش يانجماد یخ به درون نیمحلول ضد  یکم

تا انتها با  یهوا، ن يمتر یسانت 5/1ک فاصله یجاد یاز ا
ت یر هماتوکریتوسط خم ین يانتها. مول پر شد 1ساکارز 

ع یتخمدان در بخار ازت ما يحاو يها ین. دیمسدود گرد
ع ید و سپس به درون ازت ماه نگه داشته شدنیثان 30به مدت 

در . شدند يک هفته نگهداریور شده و به مدت  -غوطه
رون یع بیاز ازت ما يانجماد یموقع ذوب تخمدان ها، ابتدا ن

ه یثان 30ه در بخار ازت و سپس به مدت یثان 30آورده شد و
در مرحله بعد، . شگاه نگهداشته شدیدر درجه حرارت آزما

در آب  ین c25 ین يبا قطع دو انتها. قرار داده شد ،
ب در یه شد و به ترتیمول تخل 1درون  ساکروز  یات نیمحتو

پس از آن تخمدان ها به . منتقل شد یقطرات ساکارز نزول
ن یر پارافیز سرم در يحاو α-MEMط کشت یقطره مح

 ي، در دماCO2منتقل شد و در انکوباتور  c37  و رطوبت
  .شدند يم ساعت نگهداریبه مدت ن
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  ولاكیانجماد و ذوب به روش کرا
تخمدان ها پس از  )ب 1شکل( ولاكیدر روش کرا

 از کم بسیار یک حجم با یبا روش مشابه روش قبل يریآبگ

 )CryoLock( کرایولاك روي صفحه انجمادي، محلول
(Biodiseno)  مایع نیتروژن در سرعت به و گرفتند قرار 

که نمونه در ازت  یدر حال پوشش سرآنها و شده برده وفر
 نیتروژن تانک به ولاك یسپس کرا و شد گذاشته بود

 عیسر کرایولاكذوب نمونه ها  ين برایهمچن. منتقل شدند

 قطره در آورده شد و بلافاصله رونیع بیما تروژنین از

 يمول در دما 1 ساکارز محلول c37 ه شد و به برد فرو
  25/0و  5/0  ،1 ساکارز( یب در قطرات ساکارز نزولیترت

ن زمان تخمدان ها در یپس از ا. منتقل شد) بیبه ترت مول
ر روغن منتقل یسرم ز يحاو α-MEMط کشت یقطره مح

ي، در دماCO2شد و در انکوباتور  c37  و رطوبت به
  . شدند يم ساعت نگهداریمدت ن

  
)ب(و کرایولاك ) الف(تصویر نی انجمادي . 1شکل   

  
  تست سمیت

ها،  جهت بررسی تأثیر منفی و سمیت ضدیخ بر فولیکول
جدا شده از موش تمام مراحل  يها از تخمدان يتعداد

نکه وارد یآنها انجام شد بدون ا يو ذوب بر رو يریآبگ
  . ع شوندیازت ما

 شناسی بافت مطالعات

ل، تست سمیت و دو گروه انجماد هاى گروه کنتر تخمدان
ط کشت یم ساعت در محیشیشه اى پس از ذوب  به مدت ن

شب  1در محلول بوئن به مدت سپس دند، یبه تعادل رس
)overnight (ت شدند یتثب) نمونه 5در هر گروه حداقل .(

 يبرش ها ینیپاراف بلوك یهته و یبافت پاساژ پس از مراحل
 -نیلین هماتوکسیروت يزیکرومتر زده شد و رنگ آمیم 5

ه شده انجام گرفت و در زیر یته يلام ها ين بر رویائوز
حداقل  یاز هر نمونه بافت.میکروسکوپ نورى مشاهده شدند

انتخاب شد در زیر میکروسکوپ  یبرش به شکل تصادف 5
با هسته  يها کولیفقط فول. نورى مورد مطالعه قرار گرفت

مجدد از شمارش  يریجلوگ يمشخص در تخمک برا
 یعیطب يکول هاین مطالعه درصد فولیدر ا .شمارش شدند
 یکدیگر با ه و پره آنترال در گروه ها ی، اوليدر مراحل بدو

  .شدند مقایسه
  یکروسکوپ الکترونیم

 5/2منجمد شده و کنترل ابتدا در محلول  يتخمدان ها
ه و سپس در محلول یت اولید تثبیدرصد گلوتارآلده

در  يریه شده و پس از آبگیت ثانویوم تثبید اسمیتترااکس
 (TAAB, UK)نیک و استون توسط رزیلیالکل ات

Epon 812  مه نازك با ین يبرش ها .شدند يریقالب گ
 .رنگ شدند بلو نیدیه و با تولوئیکرون تهیک میضخامت 

ل استات و ینانومتر با اوران 50نازك به ضخامت  يبرش ها
 یالکترونکروسکوپ یترات سرب رنگ شده و توسط میس

  .مشاهده شدند یانتقال
  آماري آنالیز

انجام شد و  SPSS.15در نرم افزار  يآمار يزهایآنال
منجمد  يها نرمال تخمدان يها کولیفول يدرصد مورفولوژ

 يها ت مربوطه با آزمونیو تست سم يرانجمادیغشده، 
 ANOVA وTukey’s از نظر . در گروهها سنجیده شد

  .دار محسوب شد معنیP >05/0هاي فوق  آماري در آزمون
  

  ها یافته
  يکروسکوپ نوریمشاهدات م

ه با یو اول يبدو يکول هایروزه فول 7در تخمدان موش 
کول پره آنترال در یفول يتعدادن درصد در قشر ویشتریب
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ج حاصل از ینتا .مرکز تخمدان قابل مشاهده بودند
ن نشان داد که یائوز-لینین هماتوکسیروت يزیآم رنگ

خود را حفظ کرده  یعیطب ينما يانجماد يهاتخمدان
تخمک  يدارا ه و پره آنترالی، اوليبدو يکول هایفول. بودند

ک دست و هسته یتوپلاسم یدر مرحله ژرمینال وزیکل با س
 يهاه سلولیلا 3 تا 2اطراف تخمک عمدتاً . بود يمرکز

تکا به طور سلول هاي ه یلا. قرار داشت یمکعب يگرانولوزا
 يبافت استروما دارا .شدیده میکول دیف فولواضح اطرا

پهن با مرز مشخص و هسته برجسته مشابه با  يها سلول
منجمد شده با هر دو  ياما در تخمدان ها .بروبلاست بودیف

ن یفاصله ب یختگیاز انجماد شامل بهم ر یروش صدمات ناش
 يها ، هستهیدرون يگرانولوزا يها تخمک و سلول

از  يتوپلاسم و نکروز در تعدادیس یک، جمع شدگیکنوتیپ
 يانجماد یرات در گروه نیین تغیکول ها مشاهده شد و ایفول

  ).2شکل(مشخص تر بود 

  
 و) A(و اولیه ) که با فلش قرمز نشان داده می شود(فولیکول هاي بدوي .ائوزین -مورفولوژي فولیکول هاي بافت تخمدان انجمادي موش با رنگ آمیزي هماتوکسیلین: 2شکل

با ظاهر  غیرطبیعی در گروه ) B(و فولیکول هاي پره آنترال) C( با ظاهر طبیعی در گروه انجمادي با کرایولاك و فولیکول هاي بدوي و اولیه) B(فولیکول هاي پره آنترال 
  100 انجمادي با نی با بزرگنمایی

  
  بافت تخمدان یعیطب يها کولیدرصد فول

مراحل مختلف در  یعیطب يها کولیدرصد فول يآمارمقایسه 
موش  يانجمادو  ير انجمادیغدر تخمدان  یکولین فولیتکو

 3 شکلت در یولاك و تست سمیو کرا یبا دو روش ن
ه و پره ی، اوليهاي بدو درصد فولیکول .ه استآورده شد

 ير انجمادیغب در گروه یبه ترت یعیطب يآنترال با مورفولوژ
با روش  يادو در گروه انجم% 41/96و % 54/97، 92/98%

در گروه  37/94و % 43/97، %64/98ب یبه ترت يانجماد ین
، %67/98ب یولاك به ترتیکرا يریبا به کارگ يانجماد

، %7/98ب یبه ترت تیو در تست سم% 9/95و % 26/97
  .بود 3/96و % 1/98

ه در یو اول يهاي بدو دار بین درصد فولیکول تفاوت معنی
وجود نداشت اما  ينجمادکنترل و در دو گروه ا يگروهها

 يها در گروه یعیطب هاي پره آنترال درصد فولیکول
گروه  ن تر ازییدار پا یبه طور معن یبا روش ن يانجماد
). >001/0P(بود  ير انجمادیو غولاك یبا کرا يانجماد

با  يت انجمادیتست سم يدار بین گروه ها تفاوت معنی
  .گروه کنترل وجود نداشت
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.  
تخمدان  در گرو ههاي غیرانجمادي و انجمادي با نی و کرایولاك و تست ) C( و پره آنترال )B( ، اولیه)A( در مراحل بدوي طبیعیدرصد فولیکول هاي  مقایسه: 3شکل

  .)>001/0P(یت وهمچنین تست سم با کرایولاكو انجماد شیشه اي  غیر انجمادي تخمدان با گروهوجود اختلاف معنی دار  *). تخمدان 5در هر گروه ( سمیت 
  
  یکروسکوپ الکترونیشاهدات مم

با  يشه ایکول ها در گروه انجماد شیمطالعه فراساختار فول
از خصوصات اندامک ها و  ياریولاك نشان داد که بسیکرا

 ریغ کولار مشابه گروهیتخمک و فول يساختار سلول ها
فراساختاري تخمک کاملآ حفظ شده  ينماو بود يانجماد

 یعیطب يمتحدالشکل با گرانول ها یوپلاسمتیتخمک س. بود
ک تا سه ی. ن بودیوکروماتیهسته تخمک ها مدورو . داشت

 یاطراف تخمک زوناپلوسیدای. هستک در هسته مشاهده شد
از طرفی . داشتنسبتا یکنواخت و ضخیم وجود   يبا ظاهر

  ها تنگ بود و  نیز در اکثر گروه يا دور زرده يفضا

  
 .شد یمک در این فضا دیده مسطح تخ يها یمیکروویل
ه و هسته یک تا دولایدر  یگرانولوزا چند وجه يسلول ها

ن با تراکم یوکروماتیشکل و یضیا بیبه اشکال مدور 
با  یتکا با شکل دوک يسلول ها. کم مشاهده شد یالکترون

در . قابل مشاهده بود ين کناریده و هتروکروماتیهسته کش
از  یعلائم یبا روش ن يدگروه انجما يمطالعات فراساختار

سلول،  یدگیچروک مانند یکولیفول يدر سلول ها بیآس
 یجمع شدگ ،گرانولوزا از همدیگر يجدا شدن سلولها

  .)4شکل (  و حبابدار شدن غشا مشاهده شدتوپلاسم یس

  
مربوط به فولیکول  Bمربوط به فولیکول اولیه می باشد و تصویر  Aمیکروگراف میکروسکوپ الکترونی از بافت تخمدان انجماد شیشه اي شده با کرایولاك تصاویر : 4شکل

فولیکول پره آنترال در بافت تخمدان انجماد شیشه اي شده با نی که  Cدر تصویر . سیتوپلاسم تخمک  با ظاهري طبیعی مشاهده می شود) A( 2000پره آنترال با بزرگنمایی
  .1000آسیب دیده  مشاهده می شود با بزرگنمایی 
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  بحث
 يشه اینشان داد که انجماد ش يکروسکوپ نوریمشاهدات م

و دو روش کول یلن گلیاتبافت تخمدان با استفاده از  محلول 
 يکول هایرا در فول یراتییتغ يانجماد یو ن کرایولاك

 یبا ن يکند اما در گروه انجماد یجاد نمیه ایو اول يبدو
 .مشاهده شد دیده پره آنترال صدمه يکول هایاز فول يتعداد

ن پژوهش نشان داد یا يج حاصل از مطالعات فراساختارینتا
با  يگرانولوزا و تخمک در روش انجماد يکه سلول ها

خود را حفظ کرده و اندامک ها  يمورفولوژ کرایولاك
 یصدمات یبا ن ياما در روش انجماد. دارند یعیساختار طب

 یکیج مورفولوژینتا . بزرگتر مشاهد شد يکول هایدر فول
گرفته  کار ضدیخ به  ت نشان داد که غلظتگروه تست سمی

اي اثرات سمی بر مورفولوژي  انجماد شیشه يشده برا
عوامل . بود ير انجمادیها نداشت و مشابه گروه غ فولیکول

ها  متعددي وجود دارند که بر مورفولوژي و ساختار فولیکول
هاي  کنند که شامل روش هاي منجمد شده اثر می در تخمدان

هاي انجمادي و سرعت سردکردن محلول  انجمادي، محلول
محلول انجمادي به کار رفته در این مطالعه  .انجمادي است

علت وزن مولکولی کم و  اتیلن گلیکول بود که به
کند و  نفوذپذیري زیاد به آسانی به بافت تخمدانی نفوذ می

هاي اسمزي طی  در نتیجه بافت تخمدانی کمتر دچار شوك
  .شود اد و ذوب میانجم

تواند منجر به تفاوت در  که میدیگر ن عواملیاز مهمتر یکی
کار گرفته شده شود، سرعت  اي به هاي انجماد شیشه روش

در روش انجماد . باشدیهاي انجمادي  م سرد کردن نمونه
قطر م، یواره ضخیدل یبه دلممکن است که  یبا ن يشه ایش
نمونه قرار دارد  که اطراف يشتریب يو محلول انجماد ین

ابد و باعث یسرعت سرد کردن و گرم کردن بافت کاهش 
 جه یشود در نت یخ در سلول ها می يستال هایل کریتشک

 ج ما یمشابه نتا .شوند پره آنترال يکول هایفولب یباعث آس
انجام  2007که در سال  يادر مطالعه و همکاران، ییبابا

 يبرا متر یلیم 5/0 با قطر یکیپلاست یله نیاند از وسداده
ج  ینتا. اندتخمدان موش بالغ استفاده کرده ياشهیانجماد   ش

 یعیطب يبدو يکول هاینشان داد که درصد فول یبافت شناس
نداشتند اما درصد  یتفاوت ير انجمادیو غ يدر گروه انجماد

کمتر  ينترال در گروه انجمادآنرمال مرحله  يکول هایفول
ج ما یبرخلاف نتااما . )22( دبو ير انجمادیاز گروه غ

نشان دادند که انجماد  2008در سال  و همکاران یمازوچ
 يانجماد یبا ن روزه 12 اي بافت تخمدان موش نابالغ شیشه

آنترال را  هاي پره تواند ساختار و مورفولوژي فولیکول یم
ن تفاوت یا .)15( حفظ کند یپس از انجماد وذوب به خوب

، که در سن موش باشدت هاي تفاوممکن است به خاطر 
  .استفاده شده استبا سن بیشترمطالعه آنها از موش 

کرایولاك استفاده شده در این مطالعه شامل یک نوار پلی 
میلیمتر و  20میلیمتر و طول  8/0پروپیلن با عرض 

میلیمتر است که به یک دسته پلاستیکی متصل  1/0ضخامت
این روش،  در. شده است و مجهز به یک نی پوششی است

تخمدان در حجم بسیار کمی از محلول انجمادي روي نوار 
در زیر . شوندن مایع میژگیرند و وارد نیترونازك قرار می

گیرد که ن مایع، پوشش پلاستیکی روي نوار قرار میژنیترو
اما این  .شودن مایع میژباعث حفاظت از نمونه در نیترو

وسیله براي قطعات کوچک بافت تخمدان قابل استفاده 
کرایولاك براي قرار دادن بافت تخمدان در حجم . است

اند که موجب تماسی مطلوب با کوچکی طراحی شده
شوند و بالاترین سرعت سرد کردن را فراهم ن مایع میژنیترو

و زمان لازم را براي تشکیل یخ را در اختیار سلول  کنندمی
انجماد  يبرالاك ویاستفاده از کران یهمچن. قرار نمیدهد

 محلول حجم کاهش بافت تخمدان  باعث يشه ایش

جه از هسته یشود، در نت یم انجمادي در اطراف نمونه
به  يریجلوگ یط خارج سلولیهتروژنوس در مح يگذار

 را کاهش خی ستالیکر لیتشک شانس ورد وآ یعمل م

اما  .حفظ شده بود یان به خوبجه بافت تخمدیدر نت ،دهد یم
ز کوچک مانند موش یبا سا یینمونه ها يلاك براویکرا
مانند بزرگترپستانداران  ينمونه ها يسب است اما برامنا

و  یمانیا ،مشابه يدر مطالعه ا .باشد یر نمیانسان امکانپذ
پره  يکول هایفول يزان رشد و بقایم 2007همکاران در سال 
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و  یبا روش ن يا شهیش انجمادآنترال موش را پس از 
آنها گزارش کردند  .سه کردندیگر مقایکدیوتاپ را با یکرا

روز کشت در گروه  4کول ها پس از یات فولیزان حیکه م
 يکول هایلوف يمورفولوژو تاپ بالاتر بود ویکرا يانجماد

  ).23(شده بودند حفظ  یبه خوبپره آنترال 
ده از ابا استف  2007در سال همکاران  و کاگاوا نیهمچن 

اپ تویکرا کولیلن گلیات% 15و   DMSO%15 محلول
بعد از ذوب به و  خمدان را منجمد کردندتبافت  قطعات

 IVFیشگاهیند زدند و پس از کشت آزماویه پیکپسول کل

( in vitro fertilization) تولد زنده گزارش کردند 
نکتۀ حائز اهیمت دیگر در انجماد بافت تخمدانی و  .)24(

ها درون بافت تخمدانی مربوط به  میزان زنده ماندن فولیکول
 .است و نوع فولیکول ها در تخمدان قرارگیري فولیکول

تر تخمدان قرار  هاي بدوي و اولیه در نقاط سطحی فولیکول
 عمیق ترآنترال در مناطق  هاي پره فولیکول لیاند و گرفته

ماد و بنابراین میزان سرد شدن طی مراحل انج. باشند می
هاي اولیه سرعت بیشتري داشته ولی در  فولیکول درذوب 

اند سرعت نفوذ  هایی که در عمق تخمدان واقع شده فولیکول
بوده که باعث صدمه در فولیکول هاي پره آنترال کمتري 

به همین دلیل در فولیکول هاي پره آنترال در . شده است
  .مشاهده شدبیشتري  ب یسآگروه انجمادي با نی 

  
  گیري یجهنت
نشان داد که  يو فراساختار یکیمورفولوژ يها یج بررسینتا 

بافت تخمدان پس از انجماد با استفاده از  يژمورفولو
حفظ شده  یبه خوبدر مقایسه با استفاده از نی ولاك یکرا
می توان از این روش را براي نگهداري و حفظ بافت  و بود

 در بتوان شاید و تخمدان به مدت طولانی استفاده کرد

 نیز انسانی هاي نمونه انجماد براي این روش از آینده

   .کرد استفاده
  

  تشکر و قدردانی
مقاله حاضر بخشی از پایان نامه دکتري تخصصی گروه علوم 
تشریح است که با حمایت مالی دانشگاه تربیت مدرس و 

انجام شده است و  صندوق حمایت از پژوهشگران کشور
آقاي شهرام پوربیرانوند و  همکاري از بدین وسیله همچنین

خانم سعیده ابراهیمی کارشناسان گروه علوم تشریح دانشگاه 
 .گردد می قدردانی تربیت مدرس
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