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چكيدهچكيدهچكيدهچكيده
.فوليكولهاي پرآنترال است مطالعه تاثير انجماد شيشه اي بافت تخمدان بوسيله كرايوتاپ، بر بقايي:هدف

دسته و كنترلبه روش استريل جدا شده و در سه گروه انجمادي، سمي شده،NMRIروزه نژاد 14 تخمدان موشهاي :مواد وروشها

گروه انجماد شيشه اي، تخمدانها با استفاده از كرايوتاپ منجمد شدند در حالي كه درگروه سمي شده ه تخمدانها در. دبندي شدن

گروه كنترل تخمدانها پروسه انجمادي و انجماد و درپروسه انجماد و ذوب را بدون قرار گرفتن در نيتروژن مايع و انجماد طي كردند

 HEPES-bufferingانجمادي حاويروه انجمادي و سمي شده، طي دو مرحله درون محلولتخمدانها دردو گ.را طي نكردند

TCM199 به همراه اتيلن گليكول(EG: Ethylen Glycol) دي متيل سولفوكسيد ،) (DMSOسرم انساني نآلبومي و (HSA) قرار داده

 پروسه ذوب را طي كردند و در گروه انجمادي، بلافاصله، تخمدانها)توكسي سيتي(سپس در گروه تست سميت تخمدانها . شدند

تخمدانهاي منجمد شده پس از سه هفته درمحلول ذوب . و به درون نيتروژن مايع منتقل شدندتخمدانها روي كرايوتاپ قرار داده شده

انجام شد و در ابتدا بررسي بافت شناسي تخمدانها دز هر سه گروه .، ذوب شدندHSAو ساكاروز HEPES-buffering TCM199 شامل

مكانيكي جدا شده و فوليكولها با مورفولوژي مناسب انتخاب و به مدت مرحله بعد فوليكولهاي پرآنترال تخمدانهاي هر سه گروه با تشريح

.  شدند آناليزSPSSنتايج حاصل با استفاده از نرم افزار . چهارروز كشت داده شدند تا ميزان بقايي فوليكولها در اين سه گروه بررسي شود

مشابه گروه  بررسي بافت شناسي تخمدانها نشان داد فوليكولهاي پريمورديال و در حال رشد دزگروههاي انجمادي توكسي سيتي:هايافته

 معني داري نداشت در حالي كهتتفاو) 7/98(% به گروه كنترلتنسب) 4/97(% بقايي فوليكولها در گروه توكسي سيتي نميزا. كنترل بودند

همچنين افزايش در قطرفوليكولها  .(P<0.05).افزايش معناداري داشت) 7/92%(قا در اين دو گروه نسبت به گروه انجماد شيشه اي ميزان ب

). P<0.05(پس از گذشت چهار روز در گروه انجمادي نسبت به دو گروه سمي شده وكنترل، كاهش معني داري داشت
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  وت در بقا و قطر فوليكولهاي پرآنترال در گروه انجمادي نسبت به كنترل، فوليكولهاي پرآنترال  عليرغم معني دار بودن تفا:گيري نتيجه
اي تخمدان  استفاده از اين روش براي انجماد شيشه رسد بالايي برخوردار بوده و به نظر مي اي تخمدان، از بقاي حاصل از انجماد شيشه

  .مناسب و موفقيت آميز باشد
  

  اي، بافت تخمدان، كشت آزمايشگاهي، فوليكول پرآنترال، كرايوتاپ د شيشه انجما:ها كليد واژه
  

  مقدمه
پيــشرفتها درتــشخيص ودرمــان ســرطانها در دوران كــودكي،   
نوجواني و بلوغ تـا حـد زيـادي منجـر بـه افـزايش جمعيـت          

هـاي دوران كـودكي       هاي نوجوان و بالغ،  از بـدخيمي         بازمانده
 250وجود يـك نفـر از هـر         چنانچه بر اساس آمار م    . مي شود 

نفرجمعيت زنان بالغ داراي چنين وضعيتي هستند و بـه دليـل            
نوع درمان و القاي نقص تخمداني و نابودي ذخيره تخمـداني           

از ]. 1[تا پايان عمر از مـشكل نابـاروري رنـج خواهنـد بـرد               
آنجايي كه تخمدانها منابع عظيمـي از تخمكهاهـستند انجمـاد           

ع درمان براي خانمهاي جـواني كـه        بافت تخمدان قبل از شرو    
تحت شيمي درمـاني وپرتودرمـاني قـرار گرفتـه يـا مبـتلا بـه                
بيماريهاي ژنتيكي و خاصـي هـستند مفيـد خواهـد بـود،  بـه                
خصوص دردختران نابالغ،  انجماد تخمدان تنها گزينـه بـراي           

 ]. 2[ذخيره و حفظ تخمك و در نتيجه حفظ بـاروري اسـت             
  پيـشرفتهاي قابـل تـوجهي در         امروزه بـراي حفـظ بـاروري،      

روشهاي انجمادي جنين صورت گرفته است اما تاكنون نتيجه         
رضايت بخشي از انجمـاد بافـت تخمـدان بـه دسـت نيامـده               

تخمدان در مقايسه با اووسيت يا جنين به عنوان يك          ]. 3.است
واحد منفرد،  ساختار پيچيده اي دارد و متشكل از چندين نوع            

سـلولهاي اسـترومايي و فوليكولهـا       مختلف سـلولي از جملـه       
اســت كــه خــود فوليكولهــا نيــز حــاوي تخمــك،  ســلولهاي 

از آن جـا كـه انـواع مختلـف          . گزانولوزا وسلولهاي تكا اسـت    
 دارنـد   (Optimum)سلولها نيازهاي متفاوتي براي بقـاي بهينـه         

بـراي كـسب    ].4 و 2[انجمادبافت تخمـدان سـخت تـر اسـت          
نجمـد و ذوب شـده،  دو        تخمكهاي بالغ از بافـت تخمـدان م       

اولي پيوند و ديگـري جداسـازي و كـشت          : روش وجود دارد  
آزمايشگاهي فوليكولهاي تخمداني است كه در هـر دو روش،           
به دست آوردن تخمكهاي بقا يافته به تعـداد زيـاد از اهميـت              

دو روش بـراي انجمـاد وجـود        ]. 3[زيادي برخـوردار اسـت      
انجمادي سريع به نام    يكي انجماد آهسته و ديگري روش       :دارد

انجماد تخمدان اغلب با اسـتفاده از انجمـاد         . انجماد شيشه اي  
اين روش به دليل استفاده از ماشـينهاي        . آهسته انجام مي شود   

  كنترل كننده انجماد،  يك روش گران قيمت است و همچنـين            
مي تواند به دليل تشكيل كريستال يخ داخـل سـلولي موجـب             

اي يك روش ساده و       ل،  انجماد شيشه   در مقاب ]. 5[آسيب شود   
ارزان قيمت است كه با اسنفاده ازغلظتهاي بالاي ضـد يـخ بـه      

اي و شفاف،  بدون تشكيل كريـستال يـخ            صورت جامد شيشه  
در برخي مطالعات، انجماد شيشه اي      ]. 7 و 6[قابل انجام است    

]. 9 و 8[موفق در تخمدان موش و انسان گزارش شـده اسـت            
د پـس ازكـشت آزمايـشگاهي كمـپلكس         همچنين تولـد نـوزا    

ــوزا-اووســيت ــلولهاي گرانول  OGC: Oocyte Cumulus)  س

Complex)           حاصل از فوليكولهـاي پرآنتـرال تخمـدان منجمـد
  ]. 3[اي در موش گزارش شده است  شده شيشه

اي بــراي افــزايش ســرعت انجمــاد و ذوب  در انجمــاد شيــشه
ف نمونـه   نمونه، كم بودن حجم محلولهاي انجمـادي در اطـرا         

بــه منظــور كــاهش حجــم . منجمــد شــونده ضــروري اســت
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محلولهـاي انجمــادي اســتفاده شــده،  تــا كنــون اســتراتژيهاي  
گريدهاي ميكروسكوپ الكترونـي   مختلفي از جمله استفاده از

ــره]10[ ــا ،  ميكروقط ــي]12و11[ (micro droplet)ه ــاي  ،  ن ه
و هاي كم قطـر       ،  شيشه  ]OPS)] (13پلاستيكي كشيده شده باز   

،  استفاده ازسطح سرد شده ]Glass capillaries] (14(موي سان 
پيـشنهاد  ] 16[وكرايولـوپ   ] 15 [(SSV)اي براي انجماد شيـشه   

   .شده است
درهر يك ازاين روشها ميزان موفقيتهاي مختلفي گزارش شده         

در واقــع كليــد موفقيــت ايــن روشــها كــاهش ميــزان  . اســت
 كه به نمونه اجـازه      محلولهاي انجمادي در اطراف نمونه است     

دهد به سرعت ازمنطقه دمـايي حيـاتي در حـضور عوامـل               مي
وسيله ديگري كه براي اولـين بـار        ]. 18و17[ضديخ عبور كند    

 براي انجماد جنين Kuwayama) ( توسط كواياما 2000در سال 
و اووسيت به كار بـرده شـد كرايوتـاپ نـام داشـت و تقريبـاً                 

از حـداقل حجـم محلـول       آخرين روش انجمادي بـا اسـتفاده        
در مقالات متعددي تاثير اين وسيله جديد       ]. 6[ انجمادي است 

انجمادي در انجماد جنين و اووسيت بررسي شده كـه درصـد            
بـه  . موفقيت آن نسبت به ساير روشها بسيار بـالا بـوده اسـت            

طــوري كــه بــالاترين تعــداد تولــد فرزنــد را پــس از انجمــاد 
ر تمام جهان به دنبال داشته      اي جنين و اووسيت انسان د       شيشه
  ]. 6[است 

اي تخمدانهاي موش نابالغ  در اين مطالعه،  هدف انجماد شيشه      
ــر    ــادي ب ــن روش انجم ــر اي ــاپ و بررســي اث توســط كرايوت

به ايـن منظـور     . مورفولوژي و بقاي فوليكولهاي پرآنترال است     
تخمدانها با كمك كرايوتاپ و با استفاده از ساكارز وتركيبي از           

منجمد شده و پـس از ذوب كـردن،           DMSO و EGهاي  ضديخ
 روز  4فوليكولهاي پرآنترال جـدا شـده از تخمـدان بـه مـدت              

همچنين در اين مطالعه سـميت ضـديخهاي        . كشت داده شدند  
  . استفاده شده نيز مورد ارزيابي قرار گرفت

  مواد و روشها
 NMRI روزه نـژاد 14در اين مطالعه از موشهاي : تهيه تخمدانها

موشـها  . استفاده شد ) ايران( شده از انستيتو پاستور تهران       تهيه
با روش قطع نخاع كشته شده و تخمـدانهاي آنهـا در شـرايط              
استريل خارج و پس از جدا كردن بافتهاي اضافي اطراف آنهـا            
در سه گروه انجمادي،  تست سـميت و كنتـرل دسـته بنـدي               

  .شدند
  

  اي  روش انجماد شيشه
) پيش تيمار يا متعـادل كننـده      (تعادل  تخمدانها در يك محلول     
  حـاوي HEPES-buffering TCM199متشكل از محيط كـشت  

EG 5/7  ،درصــدDMSO 5/7 درصــد و HAS 20 درصــد بــه 
 دقيقه در دماي اتاق قرار گرفتند و سپس به محلـول            15مدت  

vitrificationحــاوي HEPES-buffering TCM199ــه همــراه   ب

DMSO15 ،درصد  EG 15مـولار و  5/0ارز درصد،  ساك HSA 
 درجه سـانتي    4 دقيقه در دماي     30درصد منتقل و به مدت      20

هر جفت از تخمدانها با يك      . گراد در اين محلول باقي ماندند     
حجــم بــسيار كــم از محلــول انجمــادي در اطرافــشان،  روي 

ايـن  ). 1شـكل (صفحه پلي استري يك كرايوتاپ قرار گرفتند        
 فرو برده شده و پوشـش       صفحات به سرعت در نيتروژن مايع     

سرآنها در نيتروژن گذاشته شد و سپس به تانك نيتروژن منتقل 
  . و به مدت سه هفته ذخيره شدند

  

  روش ذوب كردن 
 به دنبال برداشتن نمونه از نيتروژن مايع،  صفحات پلـي اسـتري           
 كرايوتاپ مستقيماً وارد محلول ذوب متـشكل از محـيط كـشت   

HEPES-buffering TCM199مـولار و 1وي سـاكارز   حا  HSA20 
 دقيقه در دماي اتاق در ايـن        10درصد شده و تخمدانها به مدت       

ــد  ــاقي ماندن ــول ب ــشت   . محل ــيط ك ــه مح ــدانها ب ــپس تخم س
αMEMحاوي FBS10درصد و تركيب آنتي بيوتيكي)IU/ml 100 
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ــيلين،  ــي سـ ــر 100پنـ ــي ليتـ ــرم در ميلـ  g/mlµ100( ميكروگـ
) g/mlµ 25/0(يلـي ليتـر      ميكروگرم در م   25/0استرپتومايسين و )

  .  دقيقه انكوبه شدند30 منتقل و به مدت B ) آمفوتريسين
  

  
 

   كرايوتاپ استفاده شده درانجمادتخمدان موش.1شكل
  

(aصفحه پلي استري كه نمونه روي آن قرارمي گيرد  . 

b (پوشش پوشاننده صفحه پلي استري  
  

  ) توكسي سيتي(تست سميت 
 ذوب را طبق پروتكل گفته شـده و    تخمدانها پروسه انجماد و   

  . بدون قرارگيري در نيتروژن مايع سپري مي كنند
  

  مطالعات بافت شناسي
 سـاعت در تثبيـت كننـده        24تخمدانها،  ازهر سه گروه به مدت        

بوئن تثبيت و پس از آماده سازي در قالبهـاي پـارافين قـرار داده               
 از  برشـها پـس   .  ميكرومتر برش زده شـدند     5شده و به ضخامت     

  . قرار گيري روي لام با هماتوكسيلين و ائوزين رنگ آميزي شدند
  
جداســـازي مكـــانيكي و انتخـــاب فوليكولهـــاي  

  پرآنترال به منظور كشت آزمايشگاهي
 حاويαMEM  ميكروليتري محيط200هاي   تخمدانها به قطره

FBS10 در صد و تركيب آنتي بيـوتيكي)IU 100    ،پنـي سـيلين
ــي  100 ــرم در ميل ــر ميكروگ ــسين g/mlµ100(ليت  استرپتوماي

 B)آمفوتريـسين ) g/mlµ 25/0( ميكروگرم در ميلي ليتـر     25/0و
فوليكولهاي پرآنترال به وسيله تـشريح مكـانيكي        . انتقال يافتند 

فوليكولهـايي  . ازتخمدانها رها و براي كـشت انتخـاب شـدند         
براي كـشت انتخـاب شـدند كـه پـس از جداسـازي سـاختار          

خود را حفظ كرده و داراي دو تا سه         فوليكولي سالم و كروي     
ميكرومتـر باشـند در     130 -100لايه سلولهاي گرانولوزا و قطر    

اين فوليكولها،  اووسيتها گرد و قابل مشاهده بـود و در مركـز              
  . فوليكول قرار گرفته داشت

   
  كشت آزمايشگاهي فوليكولهاي پرآنترال 

  كـشت فوليكولهاي پرآنترال جدا شده به طور منفرد در محيط

αMEM  حـاويml/ mIU100,hFSH ITS)10μg/ml  ،انـسولين  

μg/ml5/5 ترنسفرين ng/ml7/6و) سلنيوم FBS 5  درصدكـشت 
 فوليكول به طـور منفـرد در يـك پتـري ديـش              20.داده شدند 

 ميلـي  5 ميكروليتري پوشيده شده با 10 قطره   20كشت حاوي   
 درجـه   37ليتر روغن مينرال،  در داخـل انكوبـاتور بـا دمـاي              

 10در دومين روز كشت،     . قرار گرفتند % CO2 5سانتي گراد و    
در اولين و   . ميكروليتر محيط كشت تازه به هر قطره اضافه شد        

چهارمين روز كشت،  قطر فوليكولهـا بـدون در نظـر گـرفتن              
ايـن سـنجش قطـر بـا يـك          . سلولهاي تكا اندازه گيري شدند    

ري ميكرومتر چشمي در ميكروسكوپ معكوس و با اندازه گي ـ        
  . دو قطر عمود بر هم انجام شد

  
  آناليز آماري

درصد فوليكولهاي پرآنترال بقاي يافته پـس از چهـار روز بـه             
محاسبه و از نظر آماري معني دار در نظر گرفتـه            Z-testوسيله  

مقايسه قطر فوليكولهاي پرآنترال بقا يافتـه بـين          ). p<0.05(شد

a

b
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انجام و  Duncan test Multiple rangeهر سه گروه با استفاده از 
  .p<0.05) (از نظر آماري معني دار در نظر گرفته شد 

 

  ها  يافته
  بررسي بافت شناسي تخمدانها

براي بررسي ساختار فوليكولهاي پريمورديال و در حال رشـد          
. در سه گروه مورد آزمايش،  ارزيابي بافت شناسي انجام شـد           

 تخمـداني   فوليكولهاي پريمورديال و در حال رشد در برشهاي       
گــروه اتجمــادي و ســمي شــده،  شــباهت مورفولــوژيكي بــا 
برشهاي گروه كنترل داشتند و هيچ تفاوت چشمگيري درايـن          

  ). B ،Aو :C 2شكل(برشها مشاهده نشد
قسمت اعظم فوليكولهاي پرآنترال در برشهاي گروه انجمادي،        
داراي تخمكي با سيتوپلاسـم يكنواخـت و ژرمينـال وزيكـول            

 اين وضعيت در گروه سمي شـده وكنتـرل نيـز            مركزي بود كه  
سازماندهي خوب مـشاهده شـده در ارتباطـات         . ديده مي شد  

 سلول بين سلولهاي گرانولوزاي احاطه كننده اووسيت،       -سلول
 سلولهاي گرانولوزا،  در گـروه انجمـادي،          -همچنين اووسيت 

  ).C و3A: ،Bشكل(كاملاً مشابه گروه كنترل بود 
  

  يكولهاي پرآنترالميزان بقا در فول
در اين مطالعه فوليكولهـايي كـه سـاختار طبيعـي خـود را در               
محيط كشت حفظ كرده و داراي ارتباط تنگاتنگ بين اووسيت          
و سلولهاي گرانولوزاي احاطه كننـده شـان بودنـد بـه عنـوان              

اما اگر فوليكولها ساختار سـه      . فوليكولهاي زنده بررسي شدند   
اده و اووسيت خـود را رهـا        بعدي و كروي خود را از دست د       

كرده يا اينكه تيره شدند به عنوان فوليكولهاي غيرزنده معرفـي           
 نشان دهنده ميزان بقاي فوليكولهـا در محـيط          1جدول  . شدند

همان طوركـه ديـده مـي شـود        . كشت پس از چهار روز است     
نسبت به گـروه كنتـرل      ) 4/97(%ميزان بقا در گروه سمي شده       

ــت) 7/98(% ــاوت نداش ــروه  . تف ــاي در گ ــزان بق ــد مي هرچن
انجمادي نسبت به گروه توكسي سيتي وكنتـرل كـاهش معنـي            

ــالايي   ــزان بـ ــا از ميـ ــوردار ) 7/92(%داري داشـــت امـ برخـ
  ). (p<0.05بود

  

  
  

  
  

  
  

: هاي موش،  بار  بررسي اثرسميت ضديخهاوانجمادوذوب، برتخمدان.2شكل
  .H&E:  ميكرومتر،  رنگ آميزي100

A (درگروه كنترل نبرش ازتخمدا  
B  (درگروه تست سميت برش ازتخمدان  
C (درگروه انجمادي برش ازتخمدان  

  . هيچ تفاوتي در نماي كلي بافت و انواع فوليكولها در اين بررسي ديده نشد

A

B

C
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   مقايسه فوليكولهاي پريمورديال و پرآنترال.3شكل

   ميكرومتر50 :گروه آزمايشي،  باردر برشهاي تخمداني موش در سه 
  H&E  :آميزي رنگ

 
A (برش ازتخمدان در گروه كنترل  
B (برش ازتخمدان در گروه تست سميت  
C  (برش ازتخمدان در گروه انجمادي  

بين سه برش فوق  هيچ تفاوت چشمگيري در فوليكولهاي پريمورديالوپرآنترال
 .ديده نشد

  .)فلشها نشان دهنده فوليكولهاي پرآنترال هستند(

مقايسه ميزان بقايي فوليكولهاي پرآنترال حاصل از تخمدانها  .1جدول
  درگروههاي مورد مطالعه پس از چهار روز كشت 
     تعداد فوليكولها

 بقاي يافته كشت داده شده  فوليكولها

  a7/98 (460 (% 466  كنترل
 b 4/97(344(% 350  سمي شده

 c7/92(329(%  355  انجمادي

 b  (p>0.05)و aن عدم وجود اختلاف معني داربي

  c (p<0.05)  وbاختلاف معني دار بين
  c (p<0.0001)و a اختلاف معني دار بين

  

  
 

  
 

 
 B) در گروه كنترل،  نتخمدا A) فوليكولهاي پرآنترال جدا شده از .4شكل

  . در گروه انجمادينتخمدا C )تخمدان در گروه سمي شده، 

A

B

C

C

B

A

Archive of SID

www.SID.ir



  

  و همكارانايماني

 

 22 و 21 مجله علوم تشريح ايران، سال پنجم، شماره 

264 264

  ميزان رشد فوليكولي 
ولها درگروههـاي انجمـادي،  سـمي شـده       ميانگين قطر فوليك  

ــب    ــفربه ترتيـ ــرل درروزصـ و 113±12،  1/111±1/9وكنتـ
 9/145±5/26، 8/127±6/19 و در روز چهــارم) 6/9±2/120

 نشان دهنده اين حقيقت     2جدول.  ميكرومتر بود  3/156±30و  
است كه رشـد فوليكـولي در گـروه توكـسي سـيتي و كنتـرل                

در حالي كه ميـانگين افـزايش ميـزان         . تفاوت معناداري داشت  
 ميكرومتر بود كه نسبت به گروه       63/16قطر در گروه انجمادي   

  .(p<0.05)كنترل و سمي شده اختلاف معني داري داشت 
  

   مقايسه رشد فوليكولي پس از چهار روز،  بين گروههاي مورد مطالعه .2جدول
 

 گروهها ميانگين افزايش قطر Duncan گروههاي

A 09/36 كنترل  

A  
B 

95/32 

63/16 

  سمي شده
  انجمادي

Duncan's Multiple Range Test   
 

   استها با حروف مشابه نشان دهنده عدم وجود اختلاف معني دار بين گروهها ميانگين
  

  بحث 
در زناني كه مبتلا به بيماريهاي بدخيم لگنـي،  خـارج لگنـي،               
سيستميك يا بيماريهاي غير بدخيم هستند و مجبورنـد تحـت           
درمانهايي قرار گيرند كه احتمالاً باعث آسيب باروري آنهـا در           

انجماد ]. 1[آينده شود انجماد بافت تخمدان بايد پيشنهاد شود         
انجمـاد  (تي نسبت به انجمـاد متـداول        اي مزاياي با اهمي     شيشه
اي بافت تخمدان يـك روش        انجماد شيشه . بافت دارد ) آهسته

انجمادي نسبتاًجديد است كه نياز به استفاده از تجهيزات گران          
قيمت ندارد و بافت به همراه سلولها براي مـدت كوتـاهي در             

بـا ايـن روش     . معرض غلظت بالاي ضد يخها قرار مي گيـرد        
ــاختا ــشكيل س ــه   ت ــسبت ب ــورف ن ــستالي آم ــبه كري رهاي ش

شــايد بــه دليــل اســمولاريته بــالاي ] 2[كريــستالهاي واقعــي 
بنابراين طي انجماد شيشه اي،      . محلولهاي ضديخ القا مي شود    

سرد كردن آنقدر سريع است كه آسيبهاي ساختاري در نتيجـه           
تــشكيل كريــستال يــخ اتفــاق نيفتــاده و ســاختار جامــد شــبه 

در روشهاي  ]. 19[ريستال تشكيل مي شود     اي به جاي ك     شيشه
 مولار محدود شـده  5/1 يا  1انجماد آهسته غلظت ضديخها به      

در حالي كـه    . است و بنابراين سميت ضديخها نيز پايين است       
همان طور كه گفته شد،  غلظتهاي استفاده شده بـراي انجمـاد             

اي بسيار بالاتر است و گاهي اوقات مي تواند بـه بـالاتر               شيشه
بنابراين ضرورت استفاده از غلظتهـاي      ]. 20[ مولار برسد    8از  

بالاي ضديخها به دليل ارتباط قـوي بـين غلظـت ضـديخها و              
] 20[اي است     سرعت انجماد و ذوب طي پروسه انجماد شيشه       

كه مي تواند به دليل آثـار سـمي و اسـموتيك ايـن ضـديخها،           
  ]. 21[موجب آسيب سلولي شود 
اي   با سميت كم،  براي انجماد شيشه      بنابراين انتخاب ضديخها    

ــت  ــروري اس ــر  . ض ــال حاض ــولترين EG وDMSOدرح  معم
نفوذپذيري بالاتري نسبت  DMSO .ضديخهاي نفوذپذير هستند

 ]. 22[داشته وسميت آن نيز بيشتراست EG به

 Rodrigues   ،ــسرول ــار گلي ــي آث ــس ازبررس و  EG ،DMSOپ
تـرال نتيجـه    پروپيلن گليكول بر مورفولوژي فوليكولهـاي پرآن      

بـه  ]. 24و23 [ بهترين ضديخها هـستند DMSOو EG گرفت كه
 كه از تركيـب   ] Hasegawa ]3 توسطدنبال نتايج به دست آمده      

DMSO15 ،درصــد  EG 15 بــه  مولار0/ 5 و ســاكارز درصــد
عنوان محلولهاي انجمادي در انجماد تخمدان مـوش اسـتفاده          

به دسـت آمـده از      هاي آماري     كرده بود؛ ما نيز با توجه به داده       
كشت كوتاه مدت فوليكولها و بررسـي برشـهاي بـافتي نـشان        

اي   داديم كه استفاده از اين تركيب ضديخي در انجمـاد شيـشه           
تخمدان،  اثرهاي منفي بر مورفولوژي،  بقا و رشد فوليكولهاي  

  . پرآنترال موش ندارد
 نشان داد كـه وضـعيت بقـاي فوليكولهـاي        Santos)( سانتوس  
 منجمد شده پـس از كـشت آزمايـشگاهي نـسبت بـه             پرآنترال

ــراين كــشت . زمــان ذوب دقيــق تــر تعيــين مــي شــود  ــا ب بن
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آزمايشگاهي فوليكولهاي پرآنترال يك ابزار مهم براي ارزيـابي         
در ]. 25[موفقيت انجماد بافـت تخمـدان بـه نظـر مـي رسـد               

فوليكولهاي پرآنترال كه در معرض پروسه انجماد و ذوب قرار          
 آبگيري،  و آبدهي طي برداشت ضديخها مي توانـد          گرفته اند، 

بـراي  . موجب تغييراتي در مورفولوژي و بقاي فوليكولها شود       
بازگشت مورفولوژي طبيعي آنها و مشاهده اثرهاي انجماد،  به          
تعادل رسيدن در يك محيط گرم ضروري است كه اين مهم به           
. وسيله كشت آزمايشگاهي كوتـاه مـدت بـه دسـت مـي آيـد              

 دوباره گرم كردن بافت منجمد شده در يك محيط غني           پروسه
از مواد غذايي به سلولهاي فوليكولي اجازه مي دهد تا فعاليـت    

 سـلول   -متابوليكي و حجم طبيعي سلولي و ارتباطات سـلول          
همان طور كه گفتـه شـد بـراي         ]. 26[رادوباره به دست آورند     

نكـه  بررسي ميزان موفقيت پروسه انجماد و ذوب و بررسـي اي          
فوليكولهاي جدا شده از تخمدانهاي منجمد وذوب شده قـادر          
به بقا و ادامه رشد خواهند بود يـا خيـر،  ايـن فوليكولهـا بـه                  

فوليكولهـاي پرآنتـرال حاصـل از       . محيط كشت منتقـل شـدند     
بافت تخمدان منجمـد شـده بـه وسـيله كرايوتـاپ در هنگـام             

هاي بافت  تشريح،  مورفولوژي خوب و كاملاً شبيه به فوليكول        
تخمداني كنترل داشتند وتوانستند مورفولوژي خـوب خـود را          

بنابراين اين فوليكولها تا حـد      . پس از چهار روز نيزحفظ كنند     
زيادي توانسته اند خود را بـه شـرايط طبيعـي قبـل از كـشت                

)  درصـد  7/92(برگردانند كه ميزان بقاي بالاي اين فوليكولهـا         
 ايـن فوليكولهـا رشـد را    همچنـين . نيز بيانگر اين مطلب است  

مانند فوليكولهاي گروه كنترل آغاز كردند اما رشد آنها كـاهش          
نيوتون رشد فوليكولهـاي پرآنتـرال موشـي     . معني داري داشت  

جدا شـده از بافـت تخمـداني منجمـد وذوب شـده را مـورد                

ــايين    ــزان رشــد پ ــه مي ــرد ك ــشنهاد ك ــرار داد و پي بررســي ق
 است نتيجـه تكثيـر بـا        فوليكولهاي منجمد وذوب شده ممكن    

تاخير،  يا شروع مرگ سلولهاي گرانولوزا در پاسخ به پروسـه            
بنابراين اطلاعات به دست آمده از      ]. 27[انجماد و ذوب باشد     

اين مطالعه نـشان دهنـده ايـن واقعيـت اسـت كـه اسـتفاده از            
اي بافـت تخمـدان       كرايوتاپ، يك روش موثر درانجماد شيشه     

اي   ي اولين بار براي انجماد شيشه     اين روش برا  .موش مي باشد  
اووسيت وجنين استفاده شد و اخيراً با انـدكي تغييـرات بـراي       

 ]. 28 و3[انجماد بافت تخمدان استفاده شده است 

 بـراي انجمـاد     (Hasegawa)هاسـگاوا   در مطالعه حاضر از روش    
تخمدان استفاده شد؛ بـه ايـن ترتيـب كـه پـس از قـرار                بافت  
نه درمحلولهاي انجمادي،  بافت در      اي نمو   دو مرحله   گرفتن

يك حجم كمي از محلولهاي انجمادي كه سطحش را پوشانده          
است،  روي كرايوتاپ قـرار گرفتـه و مـستقيماً وارد نيتـروژن              
مايع مي شود كه اين امر باعث سرد شـدن نمونـه بـا سـرعت                

همان طـور كـه مـي دانـيم افـزايش           . فوق العاده زياد مي شود    
 كاهش محلولهاي انجمادي اطراف نمونه      كه با (سرعت انجماد   

 )و تماس مستقيم نمونه با نيتروژن مـايع ارتبـاط مـستقيم دارد            
ميانگين سرعت انجمـاد  . اي مي شود    باعث القاي انجماد شيشه   

  وC/min˚000/23و ذوب نمونه به روش كرايوتاپ به ترتيب 

C/min ˚ 000/42   با توجه بـه تمـام مـدارك ذكـر           ].21[ است
ين بررسي،  كرايوتاپ باعث القـاي مناسـب انجمـاد           شده در ا  

اي در بافت تخمدان و به دنبـال آن ميـزان بقـاي بـالاي                 شيشه
فوليكولهاي پرآنترال مي شود و شايد بتـوان در آينـده از ايـن              

  .هاي انساني نيز استفاده كرد روش براي انجماد نمونه
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