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  چکیده
از مطالعه حاضر تعیین ترکیب ضد یخ مناسب براي انجماد شیشه اي بافت تخمدان کامل موش صحرایی و هدف 

بررسی تغییرات هورمونی، فراساختار فولیکول ابتدایی، بیان ژنهاي بلوغ فولیکولی، رگزائی و آپوپتوزي بافت 
  .تخمدان انجمادي پس از پیوند به خودي است

 5ظور تعیین ترکیب ضدیخ مناسب، تخمدان هاي موش هاي صحرایی ویستار براي قسمت اول مطالعه و به من
 TIIو  EG  +DMSO( ،VII( TIو  VI، )غیر انجمادي(گروه با عنوان کنترل  13هفته اي به طور تصادفی به 

)EG  +PROH( ،VIII  وTIII )DMSO  +PROH( ،VIV  وTIV )EG  +DMSO  مول در  25/0و
+  DMSO( TVIو  VVIو ) مول در لیتر سوکروز 25/0و  EG  +PROH( TVو  VV، )لیتر سوکروز

PROH  تقسیم بندي شده و با استفاده از روش هاي بافت شناسی معمولی، ) مول در لیتر سوکروز 25/0و
EM و ایمونوهیستوشیمی مورد ارزیابی قرار گرفتند.  

ر بررسی تغییرات پیوند به خودي براي قسمت دوم مطالعه نیز پس از تعیین ترکیب ضدیخ مناسب و به منظو
غیر (گروه کنترل  6بافت تخمدان انجمادي، تخمدان هاي موش با مشخصات فوق به صورت تصادفی در 

انجمادي پیوندي غیر ( VTnG، )غیر انجمادي پیوندي غیر گنادکتومی( nVTnG، )انجمادي غیر پیوندي
 BLGو ) انجمادي پیوندي گنادکتومی( VTG، )غیر انجمادي پیوندي گنادکتومی( nVTG، )گنادکتومی

تقسیم بندي شده و به مانند قسمت اول، با استفاده از روش هاي بافت شناسی معمولی، ) گنادکتومی دو طرفه(
EM علاوه بر آن در این گروه ها، بیان ژن هاي بلوغ فولیکولی، . و ایمونوهیستوشیمی مورد ارزیابی قرار گرفتند

و  LH(مورد ارزیابی قرار گرفته و سطح گنادوتروپین ها  Real Time PCRوش آپوپتوزي و رگ زایی با ر
FSH ( و هورمون هاي استروئیدي)در سرم خون با گروه کنترل و ) استرادیول، پروژسترون و تستوسترون
BLG )مقایسه شد) گنادکتومی دو طرفه.  

یسه با گروه کنترل، فولیکول هاي سالم نتایج نشان داد که گروه هاي انجمادي با ترکیبات مختلف ضدیخ در مقا
همچنین در بین گروه هاي انجمادي، گروه . کمتري داشته و درصد فولیکول هاي آپوپتوتیک آن ها بالاتر است

VIV  بهترین میزان زنده مانی را به خصوص براي فولیکول هاي مراحل ابتدایی داشته و درصد بروز آپوپتوز آن
ري در گروه اخیر در مقایسه با گروه کنترل محسوس بوده اما نسبت به گروه فاقد تغییرات فراساختا. کمتر بود
 .، چندان مزیتی را نشان نداد)VIگروه (سوکروز 

پیوند به خودي تخمدان هاي غیر انجمادي و انجمادي، بازگشت چرخۀ هورمونی و عملکرد تخمدان را به دنبال 
همچنین در دو گروه اخیر، درصد بلوغ . ل نزدیک تر بود، به گروه کنترnVTGو  VTGداشته و در دو گروه 

فولیکول ها و نیز فراساختار تخمدان پیوندي، وضعیت بهتري را نشان داده و بروز آپوپتوز در فولیکول هاي بدوي 
. بیشتر و در فولیکول هاي اولیه و پرآنترال کمتر شده بود VTnGو  nVTnGو آنترال نسبت به دو گروه 

نیز در تمامی گروه هاي پیوندي به خصوص در تخمدان هاي ) CD31و  CD34(وامل رگ زایی میزان بیان ع
  .به گروه کنترل غیر پیوندي نزدیک تر شده بود nVTGو  VTGدو گروه 
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و سوکروز، نسبت به سایر  EG  +DMSOضدیخ هاي از مطالعه حاضر می توان نتیجه گرفت که ترکیب 
خصوص در مراحل ابتدایی، مناسبتر است و استفاده از آن می تواند عملکرد  ترکیبات، براي حفظ فولیکول ها به

  .نسبی تخمدان را پس از انجماد و پیوند به خودي به همراه داشته باشد
انجماد شیشه اي، بافت تخمدان، ترکیبات ضدیخ، پیوند به خودي، فراساختار فولیکول اولیه،  :کلمات کلیدي

  .گنادکتومی
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  …مطالعه فراساختار و بیان ژنهاي بلوغ فولیکولی، رگزائی و آپوپتوزي بافت تخمدان 
 
 
 

١ 
  

  مقدمه. 1-1
موفقیت در درمان سرطان با به کارگیري روشهایی چون شیمی درمانی، رادیوتراپی و پیوند مغز استخوان به ویژه 

با این وجود شیوع سرطان در سطح جهانی همچنان بر قربانیان . یافته استچشم گیري ، افزایش 90پس از دهه 
میلیون نفر  15سرطانی در سرتاسر جهان به تعداد بیماران  2020انتظار می رود که تا سال . خود می افزاید

سرطان دومین عامل مرگ . از موارد جدید در کشورهاي کمتر توسعه یافته خواهند بود% 60برسد که متأسفانه 
مرگ و میر % 12زا در کشورهاي توسعه یافته و سومین عامل در کشورهاي جهان سوم است و به طور کلی 

در ایران نیز سرطان دومین عامل مرگ و میر محسوب شده و . نده می باشدجهانی، ناشی از این سونامی ناخوا
پیش بینی شده است که سالانه . نفر جان خود را بر اثر سرطان از دست می دهند 30000سالانه در حدود 

مورد جدید به تعداد بیماران سرطانی در کشور افزوده شود و با توجه به افزایش امید به زندگی و نیز  70000
مؤسسه تحقیقات، "بر اساس گزارش . درصد سالمندي، میزان بروز آن در دو دهه آتی به دو برابر افزایش یابد

نفر بوده است  62040تعداد موارد سرطانی ثبت شده در کشور  1386، در سال "درمان و آموزش سرطان ایران
  .ه بروز یافته استآن در جمعیت زنان جامع% 19/44که از این میان تعداد قابل توجهی یعنی 

نفر  679540مورد سرطانی گزارش شده که از این تعداد،  1399790در ایالات متحده آمریکا  2006در سال 
سرطان پستان نیز که در سن بلوغ و دوره باروري بیشتر . سال بودند 40این افراد زیر سن % 8و  ]1[مؤنث بوده 

در (مورد بیماران دچار سرطان سینه  182000از % 15دیده می شود، شایع ترین نوع سرطان گزارش شده و 
همچنین تعداد قابل توجهی از سرطانی هاي گردن رحم در . ]2[سال قرار داشتند  45زیر ) ایالات متحده

  . ]3[آمریکا، دختران زیر سن بلوغ می باشند 
بیش از نیمی از بیماران سرطانی تحت یکی از انواع روش هاي مقابله با سرطان مانند شیمی درمانی و یا 

تفاده می شود مانند به کار گیري در اکثر موارد، براي بیماران از روشهاي ترکیبی اس. پرتودرمانی قرار می گیرند
متأسفانه درمان با روشهاي تهاجمی، عوارض جانبی و گاهاً شدیدي را . پرتو درمانی و شیمی درمانی در یک زمان

به دنبال استفاده از مواد سمی و تشعشعات یونیزان در درمان سرطان، فعالیت اندوکرین و . ردابر جاي می گذ
بیمارانی که تحت شیمی درمانی قرار می گیرند . ]4[شدت تهدید می شود چرخه تولید مثل تخمدانها به 

ه خاطر اما ب. شده که عامل مهم ناباروري در این افراد می باشد) POF1(مستعد ابتلا به نقص تخمدان زودرس 
بنابراین . نتایج قابل قبول در بهبود سرطان و علی رغم آسیبهاي جانبی، درمان با تبعات آن ترجیح داده می شود

براي خانمهایی که در اثر شیمی درمانی،  2به منظور حفظ قدرت باروري، انجماد و پیوند بافت تخمدان
بتلا به ناباروري می شوند و براي دختران نابالغ نیز رادیوتراپی، ناهنجاریهاي ژنتیکی و یا بیماریهاي خاص دیگر م

  .]8-5, 1[به عنوان تنها راه ممکن براي ذخیره سلولهاي جنسی توصیه می گردد 
  

                                                   
١ Premature Ovarian Failure 
٢ Ovarian Cryopreservation and Transplantation 
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٢ 
  

  اثرات درمان سرطان با روشهاي تهاجمی بر دستگاه تولید مثل. 1-2
دختران و خانمهاي جوان مبتلا به % 90مغز استخوان در بیشتر از  شیمی درمانی، رادیوتراپی تهاجمی و پیوند

از طرفی تخمدانها به خصوص زمانی که با داروهاي آلکیلی تماس یابند، به درمانهاي . ]2[سرطان انجام می شود 
: تعدادي از این داروهاي شایع و خطرناك براي سیستم تولید مثل عبارتند از. سمی بسیار حساس می شوند

  .]11-9[یوتپان کلرامبوسیل، ملفالان، بیوسولفان، سیکلوفسفامید، پروکاربازین، ایفوسفامید، داکاربازین و ت
ثابت شده است که داروهاي شیمی درمانی، موجب افزایش سمیت در گنادها شده و بنابراین آسیب فولیکولها در 
نتیجه تخریب سیستم اندوکرین و تولید مثل تخمدانها، قطعی است، که بسته به نوع بیماري و سن بیمار شدت 

، احتمال خطر افزایش چهار برابري ]12[ 2003و همکارانش در سال  Larsenبه همین جهت  .آن فرق می کند
POF سیکلوفوسفامید، از جمله موادي است که به طور متداول . در نوجوانان تحت درمان سرطان را گزارش کرد

-13[به شمار می رود  POFدر شیمی درمانی استفاده شده و جزء داروهاي پر خطر براي گناد ها و القاء کننده 
و همکاران، نقص در فولیکولهاي بدوي موشهاي تیمار شده با سیکلو فوسفامید  Meirow، 1999در سال . ]15

گرمی سیکلوفوسفامید در خانمهاي بالاي چهل سال، قطع کامل  5همچنین استفاده از دوز . ]15[را گزارش کرد 
گرم در  20و  9گی را به دنبال داشته و همین وضعیت بعد از استفاده از داروي فوق به میزان چرخه قاعد

نیز با  ]17[و همکاران  Perez. ]16[سال دیده شده است  30تا  20سال و  40تا  30خانمهاي به ترتیب بین 
همچنین . ندی درمانی دوکسوروبیسین، آپوپتوز را در سلول هاي گرانولوزا القاء نموداستفاده از داروي شیم

Takai  طی مطالعه اي نشان دادند که ژنهاي ]18[و همکاران ،Bax  وCaspase 2 در موش، واسطه هاي  3و
  .بسیار مهم در تحریک سمیت بوده و بیان آنها طی شیمی درمانی افزایش می یابد

ثابت شده که تابش . ]19[بیماران می شود % 100از طرف دیگر رادیوتراپی حفره شکمی نیز موجب ناباروري 
گري تابش  2و  ]20[گري به تخمدانها در هر سنی تخریب کامل عملکرد گناد را موجب می گردد  20تا 5دوز 

تشعشعات یونیزان علاوه بر تخمدان، بر رحم نیز اثر تخریبی شدید . ]21[تخمکها را نابود کند % 50نیز می تواند 
طی مطالعه اي نشان دادند که پرتودرمانی رحم،  2004ال و همکارانش در س Larsenبه طوریکه . می گذارد

گري تشعشع،  30تا 4و همکاران نیز گزارش کردند که تابش  Critchleyو  ]22[موجب کاهش حجم آن شده 
  . ]23[موجب نقص عملکرد رحم می شود 

اگر چه تاکنون مطالعه اي بر روي کیفیت جنین یا تخمک انسانی متأثر از شیمی درمانی صورت نگرفته است، اما 
هیچگونه بدخیمی یا ناهنجاري در فرزندان مادرانی که پس از درمان سرطان به دنیا آمده اند، گزارش نشده است 

ماه باید از زمان شیمی درمانی بگذرد تا فرد بیمار  6تا  3با این وجود توصیه می شود که حداقل . ]24, 13[
اما اینکه چه فاصله مطمئنی بین شیمی درمانی کامل تا انجماد و پیوند تخمدان باید وجود داشته . باردار شود

  .باشد، هنوز معلوم نیست
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٣ 
  

  در بیماران سرطانی 3اروريحفظ قدرت ب. 1-3
چندین انتخاب براي بیماران سرطانی وجود دارد تا فرصت مادر شدن را پس از پشت سر گذارندن دوره بیماري 

, 25[که می توان به انجماد جنین، انجماد تخمک و انجماد بافت تخمدان اشاره نمود . مجدداً به دست آورند
قابل ذکر است که انتخاب روش مناسب به منظور کمک به حفظ قدرت باروري، بستگی به زمان . ]26

  . مار و وضعیت بیماري فرد داردرادیوتراپی، نوع سرطان، سن بی
  
  انجماد جنین. 1-3-1

 "4پزشکی تولید مثل آمریکا"مؤسسه . تنها روش مطمئن و گسترش یافته براي این منظور، انجماد جنین است
اما این روش . ]27[انجماد جنین را به عنوان تنها روشی معرفی می کند که اثر بخشی آن به اثبات رسیده است 

داشته، در اول نیازمند آن است که بیمار در دوره سنی بلوغ قرار . براي بیماران سرطانی محدودیت هایی نیز دارد
همچنین براي گرفتن تخمک . وضعیت جسمی قابل قبولی به سر برد و دهنده اسپرم مناسب داشته باشد

با توجه به حیاتی بودن زمان براي بیمار سرطانی، . مناسب، بیمار باید تحت فرآیند تحریک تخمدان قرار بگیرد
ز روشهاي زمان بر تحریک تخمدان، تقریباً شیمی درمانی باید به سرعت آغاز شود، بنابراین امکان استفاده ا

براي این منظور استفاده شده است، اما  5اگرچه در برخی مراکز درمانی از روش هاي کوتاه مدت. منتفی میشود
همچنین اثبات شده است که استفاده از استرادیولها . نتوانسته اطمینان قطعی نزد متخصصین امر به وجود بیاورد

اگر چه می توان براي خانمهاي مجرد که تحت . شد سلولهاي سرطانی را تسریع می کنددر تحریک تخمدان، ر
% 5تا  1(تحریک تخمدان قرار گرفته اند انجماد تخمک را انجام داد، اما موفقیت این روش بسیار پائین است 

  .]29, 28[) حاملگی و زایمان پس از انجماد
  
  انجماد تخمک. 1-3-2

جهت انجماد جنین را دارند، فقط نمی توانند از  انجماد تخمک نیز روشی است براي بیمارانی که شرایط لازم
تخمکهاي آنها براي تولید جنین و سپس انجماد جنین ها  IVF6در این مورد، . اسپرم فرد دهنده استفاده کنند

در این راستا ). نه جنین(بنابراین تخمک هاي بالغ یا نابالغ این دسته از بیماران باید منجمد شود . ممکن نیست
  .]30[انجماد تخمکهاي انسانی در چندین مرکز درمانی به صورت گسترده انجام می شود 
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  انجماد تخمک بالغ. 1-3-3
د تخمک بالغ، روشی مناسب و دست یافتنی براي ذخیره سلولهاي زاینده در نگاه اول به نظر می رسد که انجما

اگر خانمهاي مجرد بتوانند مراحل تحریک تخمدان را قبل از شروع شیمی درمانی آغاز کنند، . جنس ماده است
اما براي کودکان، تحریک تخمک گذاري و . انجماد تخمک روشی مناسب براي حفظ قدرت تولید مثل آنهاست

مطالعه بر روي انجماد تخمک توسط  21حدود . ]31[ري تخمکها براي انجماد امکان پذیر نیست جمع آو
Sonmezer ، Oktayطی این مطالعات و به طور متوسط  میزان زنده ماندن . و همکارانشان انجام شده است

بسیاري از . گزارش شده است% 52/1و میانگین حاملگی % 5/52، میزان لقاح %47تخمک پس از انجماد 
حاصل مطالعات اخیر نیز نشان می دهند که با استفاده از حجم بالاي سوکروز، نتایج بهتري در انجماد تخمک 

  . ]28[میشود، ولی هنوز تضمین خوبی براي تأثیر گذار بودن آن در بالین وجود ندارد 
. تخمک منجمد شده گزارش شده است 927بارداري بالینی از  18نیز  ]28[همکارانش و  Boriniدر مطالعات 

، یک IIتخمک مرحله متافاز . ]29[فراتر نرفت % 8/1توسط بارداري از همچنین در مطالعه دیگري میزان م
به همین دلیل انجماد تخمک با آسیبهاي بسیاري همراه است که موجب . سلول بزرگ، ویژه و حساس است

اول، لایه شفاف : در این جا دو دلیل مهم وجود دارد. ]32[ماندن پس از ذوب می شود  پایین آمدن میزان زنده
)ZP7 ( ًبنابراین . می شود 8موجب ناقص ماندن عمل گرانولهاي  قشريدر محلول انجماد سخت شده و احتمالا

البته روش تزریق درون سیتوپلاسمی اسپرم . موجب عدم نفوذ اسپرم شده و لقاح طبیعی را دچار اشکال می کند
)ICSI9 (دومین دلیل حضور دوك تقسیم در . تا حدودي می تواند گزینه خوبی براي جبران این حالت باشد

این دلایل باعث . ]33[ک است که به راحتی توسط کرستالهاي یخ داخل سلولی آسیب می بیند سیتوپلاسم تخم
  .می شود که ایجاد بانک تخمک با چالشهاي بزرگی همراه باشد

  
  انجماد تخمک نابالغ. 1-3-4

با درصد موفقیت بیشتري همراه  IIنسبت به تخمک مرحله متافاز ) I )GV10انجماد تخمک در مرحله پروفاز 
اما هنوز به طور . اندازه کامل داشته و تقسیمات اول میوزي را نیز کامل کرده اند GVتخمک هاي . ]34[است 

اگر چه خطر سخت شدن زونا پلوسیدا و آسیب به . کامل بالغ نشده و دومین متافاز خود را شروع نکرده اند
احتمال دارد که فقدان دوك تقسیم و حضور غشاء هسته که از کروماتین . تاسکلت سلولی گریز ناپذیر اس

بالغ شدن تخمک . ]35[محافظت می کند، از ایجاد نقایص سایتوژنتیک در طول تقسیم سلولی جلوگیري کند 
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در نتیجه کامل شدن تقسیم اول میوز ارزیابی می شود، اما بلوغ سیتوپلاسم آن  11با آزاد شدن اولین جسم قطبی
  .]36[نیز براي انجام لقاح ضروري است 

یشگاهی ارائه گردیده، اما اگر چه تاکنون چندین گزارش از بارداري حاصل از انتقال تخمکهاي بالغ شده آزما
بارداري در نتیجه انتقال تخمکهاي نابالغ حاصل از انجماد و بلوغ آزمایشگاهی، فقط یک مورد گزارش شده است 

 GVبارداري بیوشیمایی در نتیجه انتقال تخمک  ]38[ 2001و همکارانش در سال  Wuهمچنین . ]37[
، به دنبال روش فوق یک بارداري ]39[ 2004و همکاران نیز در سال  Kanذوب شده را گزارش دادند و -منجمد

  .هفته به طول انجامید گزارش نمودند 12ناموفق را که حدود 
  
 انانجماد بافت تخمد. 1-3-5

هدف . ]40[براي بیمارانی که به شیمی درمانی سریع نیازمندند، انجماد تخمدان تنها راه ممکن و میسر است 
که حاوي (اصلی این روش پس از طی دوره درمان و رهایی کامل از سرطان، بازگرداندن بافت قشري تخمدان 

روش هاي . ]35[به حفره لگنی و یا ناحیه اي شبیه بازو یا دیواره شکم می باشد ) سلولهاي جنسی ماده است
شده و یا پیوند دیگر جهت بازگرداندن قدرت باروري بیماران سرطانی، مثل پیوند فولیکولهاي بدوي جدا سازي 

  .کل بافت تخمدان، در ادامه مورد بحث قرار می گیرند
اول اینکه، . ]41[انجماد بافت تخمدان در بیماران سرطانی نسبت به انجماد جنین یا تخمک محاسن زیادي دارد 

اد بافت تخمدان علاوه بر اینکه می دوم، انجم. بافت قشري تخمدان داراي تعداد زیادي فولیکول بدوي می باشد
تواند قدرت فعالیت درون ریز تخمدان را حفظ نماید، پس از پیوند و بازگرداندن آن به بدن می تواند محورهاي 

تخمدان را مجدداً فعال نماید، که البته این حالت بوسیله انجماد تخمک و -هیپوتالاموس-هورمونی هیپوفیز
نها در هر زمانی و بدون توجه به چرخه قاعدگی حتی از طریق یک لاپاراسکوپی سوم، تخمدا. جنین رخ نمی دهد

چهارم، فولیکولهاي بدوي بدلیل فعالیت متابولیک پائین نسبت به تخمک بالغ به کاهش . ساده به دست می آیند
الیت متوقف شده و فع Iدما حساسیت کمتري داشته و همچنین تخمک درون این فولیکولها در مرحله پروفاز 

همچنین تخمک در فولیکولهاي بدوي فاقد زوناپلوسیدا بوده و از طرف دیگر چربی داخل . تکوینی کمی دارند
سیتوپلاسمی بسیار کمی دارند که حضور چربی می تواند کاهش درجه حرارت را با مشکل مواجه نماید، بنابراین 

ولهاي بدوي که نشانگرهاي مخصوص گونه اي نهایتاً، فولیک. آسیب هاي ناشی از کاهش دما را افزایش می دهد
این فولیکولها از نوع پیش برجسته بوده و در انسان بیش . ندارند، مدلهاي خوبی براي تحقیقات به شمار می روند

  .]42[تعداد انواع دیگر فولیکولها حالت نوسانی دارد . فولیکولهاي قشر تخمدان را شامل می شوند% 90از 
، انجماد 12انجماد کل تخمدان به همراه پایک عروقی: می شود در حال حاضر انجماد تخمدان به سه طریق انجام

  .14و انجماد فولیکولهاي جدا سازي شده 13قطعات قشر تخمدان
                                                   

١١ Polar Body 
١٢ Vascular Pedicle 
١٣ Ovarian Cortex 

Arc
hive

 of
 S

ID

www.SID.ir

www.SID.ir


  

  …مطالعه فراساختار و بیان ژنهاي بلوغ فولیکولی، رگزائی و آپوپتوزي بافت تخمدان 
 
 
 

٦ 
  

  
  انجماد کل بافت تخمدان. 1-3-5-1

ساعت با موفقیت از یک شهر به شهر دیگر در کشور  3بافت تخمدان انسانی حاوي فولیکولهاي زنده، طی مدت 
اولین تولد نوزاد حاصل از فرآیند انجماد و پیوند تخمدان  2012همچنین در سال . ]43[دانمارك منتقل شد 

 12طی مدت  انسان در آلمان گزارش گردید که اهمیت آن در انتقال بافت تخمدان از یک شهر به شهر دیگر
این مسئله نشان داد که ذخیره سازي مؤثر تخمدان بیماران در شهرهایی که بیمارستان یا . ]44[ساعت بود 

براي جلوگیري از ایجاد نواحی نکروز در بافتی که پیوند زده می . روري ندارند، امکان پذیر خواهد بودمرکز نابا
شود و به منظور برقراري هر چه بهتر آناستوموزهاي عروقی بعد از پیوند، انجماد کل بافت تخمدان به همراه 

تخمدانی که پیوند  8در مطالعه اي بر  روي موش صحرایی، تمامی . ]45[پایک عروقی آن صورت گرفته است 
در گوسفند نیز برقراري آناستوموزهاي . ]46[زده شدند، عملکرد مجدد یافته و یک حاملگی نیز مشاهده گردید 

  .]47[ریز عروقی و برگشت عملکرد هورمونی بافت تخمدان حاصل از انجماد، پس از پیوند دیده شده است 
و  ]48[، خرگوش ]47[در چند سال اخیر تلاش شده است تا تخمدان کامل در حیواناتی نظیر موش صحرایی 

اولین مورد برگشت قدرت باروري پس از . منجمد شود و پس از پیوند مورد مطالعه قرار گیرند ]49[گوسفند 
آنها نشان دادند که . گزارش شد ]47[ 2002و همکارانش در سال  Wangافت تخمدان توسط انجماد و پیوند ب

مورد از هفت پیوند موفقیت آمیز بوده و  4پیوند عروقی بافت تخمدان و مجاري تولید مثلی موش صحرایی در 
نده اند، پس از آن این گروه در ادامۀ مطالعات خود موفق شدند تخمک روز زنده ما 60حیوانات گیرنده بیش از 

نشان دادند  ]48[ 2006و همکارانش نیز در سال  Chen. گذاري و بارداري را در موش صحرایی گزارش کنند
ماه  7ذوب شده خرگوش می تواند تا -از تخمدان هاي منجمد% 86، حدود 15که پس از انجام پیوند ریز عروقی

  .ادامه دهدبه عملکرد خود 
بدلیل اینکه . در جانوران بزرگ جثه مانند انسان، انجماد کل تخمدان بسیار دشوارتر از حیوانات کوچکتر است

اولاً مواد ضد یخ در بافتهاي بزرگ و متراکم به سختی نفوذ می کنند و در ثانی احتمال آسیب عروقی در این 
 ]50[ 2005و همکارانش در سال  Aravبا این وجود  .بیشتر است 16بافتها بر اثر شکل گیري یخ داخل عروقی

تخمک  6بیمار مشاهده کردند و در طی مطالعه شان  8مورد از  3ماه پس از پیوند در  36ترشح پروژسترون را 
و همکارانش در سال  Bedaiwyهمچنین . سلولی پیش رفتند 8به دست آوردند که پس از لقاح تا مرحله 

ذوب شده در گوسفند پس از پیوند به -نشان دادند که برگشت عملکرد هورمونی تخمدان منجمد ]51[ 2003
روند رگ گیري خود به همراه جراحی ریز عروقی، فرآیندي امکان پذیر است، اما مشکل اساسی ایجاد لخته در 

از طرفی ثابت شده است که پیوند به . مورد پیوندي شد 11رأس حیوان از  8مجدد بود که منجر به از بین رفتن 
خودي کل بافت تخمدان منجمد گوسفند به همراه پایه عروقی تخمدان، منجر به بارداري و زایمان می شود 
                                                                                                                                                                         
١٤ Isolated Follicle 
١٥ Micro Vascular 
١٦ Intravascular Ice 
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تخمدان، با عروق بزرگ بدون ایجاد لخته خون و با حفظ  8عدد از  6علاوه بر این، در مطالعه فوق، . ]49[
ماه پس از پیوند،  19تا  18تمامیت ساختاري استروماي تخمدان، آناستوموز داده شد و مشاهده گردید که 

همکاران، کل تخمدان انسانی را با پایک عروقی  و Martinez-Madrid. تخمدانها همچنان فعال باقی مانده اند
همچنین در . را گزارش نمایند%) 1/75(منجمد کردند و توانستند پس از ذوب میزان بالاي زنده ماندن فولیکولها 

این مطالعه سلولهاي استرومایی، عروق کوچک و نیز ساختار بافتی پس از ذوب در وضعیت طبیعی باقی ماندند 
مطالعه دیگري نیز نشان داد که پس از انجماد و ذوب کل تخمدان انسان، افزایش آپوپتوز در سلولهاي . ]52[

بررسی میکروسکوپ الکترونی نیز نشان داد که قسمت اعظم فولیکولهاي بدوي . ]53[مختلف رخ نداده است 
سلولهاي اندوتلیال عروق خونی، ساختار طبیعی % 3/96وه بر این و علا ]54[بعد از انجماد سالم مانده %) 7/96(

  .بوده است% 1نیز در آنها کمتر از  Caspase-3خود را حفظ کرده و درصد فعالیت 
  

  انجماد قطعات قشر تخمدان. 1-3-5-2
و اکتیو به منظور حصول بهترین نتیجه، بافت تخمدان باید قبل از شروع شیمی درمانی و یا تابش تشعشعات رادی

چرا که شیمی درمانی حتی با تک دوز درمانی نیز می توانـد منجـر بـه مـرگ فولیکـول هـا و       . از بدن خارج شود
قطعات قشر تخمدان می تواند بـه وسـیلۀ یـک جراحـی لاپاراسـکوپی      . ]55[کاهش ذخیره گامت تخمدان گردد 

امروزه سعی می شود تا ایـن جراحـی بـه    . ساده و در اسرع وقت بدون در نظر گرفتن چرخۀ جنسی به دست آید
مراه باشد تا هزینه ها و آزار بیماران نیز به حداقل دلیل تحمیل بیهوشی عمومی به بیمار، با جراحی هاي دیگر ه

به مدولاي تخمدان از آن جـدا   در لاپاراسکوپی تلاش می شود تا قشر تخمدان با حداقل چسبندگی. ]56[برسد 
. میلی متر تقلیل می یابد 1سپس در محیط آزمایشگاه، ضخامت قشر جداسازي شده از تخمدان به حدود . گردد

اگـر  . ]57[این مسئله به برقراري آناستوموزهاي عروقی در قطعات قشر پیوند زده شده کمک بسـزایی مـی کنـد    
قطعه جدا شده از تخمدان بزرگ باشد و یا کل تخمدان از بدن خارج شود، بخش قشر از بافت هاي زیـرین خـود   

قطعـات آمـاده شـده بـا روش      سـپس . میلی متر مکعب تقسیم می شود 1×  5×  5جدا شده و معمولاً به قطعات 
هاي انجماد شیشه اي و یا آهسته منجمد شده و تا زمان پیوند و یا ارزیابی هاي پاتولوژیک نگهـداري مـی شـوند    

در برخی موارد، بخش مرکزي تخمدان نیز منجمد و نگهداري می شود تا در مواقـع ضـروري بتـوان از آن    . ]56[
  .استفاده نمود
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  مقایسه روشهاي مختلف انجمادي بافت تخمدان. 1-3-5-3
به دنبال . 18و شیشه اي 17انجماد آهسته: به طور کلی دو روش انجمادي براي نگهداري بافت تخمدان وجود دارد

اصلی ترین . ]58, 31[روش آهسته نتایج بسیار مختلفی ارائه شده است در انجماد بافت تخمدان، به خصوص 
سرعت  .تفاوت بین انجماد شیشه اي و آهسته در سرعت کاهش درجه حرارت و غلظت ضد یخ مصرفی است

درجه سانتیگراد در دقیقه بوده  1500کاهش درجه حرارت در انجماد شیشه اي بر خلاف انجماد آهسته، بیش از 
درجه سانتیگراد بگذرد، تا اینکه  -15تا  - 5و این امر باعث می شود که آب خارج سلولی به سرعت از دماي 
انجماد یکباره تمامی عناصر، منجر به ایجاد . کریستالهاي یخ داخل و خارج سلولی فرصت تشکیل نداشته باشند

و همکارانش براي  Rallتوسط  1985انجماد شیشه اي ابتدا در سال . حالت شیشه اي شکل در سلول می شود
بافت   ،]35[، تخمک ]60[امروزه از این روش در انجماد جنین . ]59[انجماد جنین هاي موشی استفاده شد 

اما اطلاعات و تحقیقات انجام  ]61[تخمدان و نیز انجماد سلولهاي بنیادي جنینی انسانی استفاده می شود 
  .نبال داشته ولی هنوز کافی نیستگرفته در زمینه انجماد بافت تخمدان انسانی، اگر چه موفقیتهایی را به د

انتقال "در انجماد شیشه اي از ابزارهاي متنوعی براي انتقال نمونه به داخل نیتروژن استفاده می شود که با نام 
، پیپتهاي قابل انعطاف، گریدهاي میکروسکوپ 20کرایوتیوب، نی انجمادي: مانند .خوانده می شوند "19دهنده

  .]62[ هاي نایلونی، کرایولوپ، کرایولیف، کرایوتاپ و کرایوپینالکترونی، همی استراو، شبکه 
لی و سیستم عروقی خاص، با سلولهاي منفرد انجماد بافت تخمدان به دلیل گوناگونی در هندسه، جمعیت سلو

در برخی از روشهاي انجمادي به دلیل ضخامت دیواره ابزار انتقال نمونه، تغییرات درجه . بسیار متفاوت است
سایر وسایل نیز یا گران بوده و یا فضاي زیادي براي ذخیره سازي لازم . حرارت با سرعت پائین صورت می پذیرد

مطالعه اي از پیپت پاستور براي انتقال بافت تخمدان به درون نیتروژن استفاده شده است  بدین جهت، در. دارند
داراي  21فولیکولهاي بدوي%  3/80ذوب شده نشان می دهد که -نتایج بافت شناسی تخمدانهاي منجمد. ]29[

در . ]64, 63[%) 70-90(شکل طبیعی بوده و نتایج در مقایسه با مطالعات دیگر، آسیب جدي نشان نمی دهد 
فولیکول % 80بافت تخمدان انسانی را منجمد کردند و بیش از  ]65[و همکارانش  Isachenkov، 2003سال

این نتیجه نشان داد که انجماد شیشه اي، روشی آینده دار براي ذخیره بافت تخمدان . دست آوردندبدوي سالم ب
نیز از گریدهاي میکروسکوپ الکترونی براي انجماد بافت  ]66[و همکارانش   Yeoman،2005در سال . است

این ظرف تغییر شکل یافته براي انجماد بافت . تخمدان استفاده و نتایج بسیار رضایتبخشی را گزارش نمودند
همچنین بافت . تخمدان انسان موثر واقع شد و بعد از ذوب اکثر فولیکولها ظاهر طبیعی خود را حفظ کردند

و همکارانش  ]Gandolfi ]67اما . پیوند، با عملکرد هورمونی مناسب به فعالیت حیاتی بازگشت تخمدان پس از

                                                   
١٧ Slow Freezing 
١٨ Vitrification 
١٩ Carrier 
٢٠ Cryo Straw 
٢١ Primordial Follicle 
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٩ 
  

نتایج ضعیفی از انجماد شیشه اي بافت تخمدان انسان با استفاده از نی هاي پلاستیکی ارائه  2006در سال 
به داخل نیتروژن، اثرات متفاوتی  این امر نشان می دهد که استفاده از وسایل مختلف براي انتقال نمونه. کردند

به هر حال علی رغم نتایج نه چندان خوب در برخی مطالعات، این طور به نظر می . در ساختار بافت می گذارد
  .رسد که در کل انجماد شیشه اي روشی آینده دار براي انجماد تخمدان به شمار می رود

  
  نیخهاي مختلف بر انجماد بافت تخمدا اثر ضد. 1-3-5-4

اگر چه تاریخچه پیوند بافت تخمدان به قرن هجدهم بر می گردد، اما براي ذخیره سازي گامت هاي ماده، سال 
قرن بیستم، با کشف کاربرد مواد ضد یخ در نگهداري مواد زیستی، انجماد بافت  50ها گذشت تا نهایتاً در دهه 

مطالعات اولیه بدلیل استفاده از ضدیخهاي ضعیف مانند گلیسرول . ]5[تخمدان در مدلهاي حیوانی آغاز گردد 
(glycerol) ادي مناسب، نتایج خوبی را ارائه نکردند و فقط و استامید و نیز به خاطر عدم وجود روش انجم

به بعد گسترش  90استفاده از سایر ضدیخها از دهه . ]6[فولیکولهاي بدوي پس از انجماد حفظ می شدند % 10
 و پروپاندیول) EG23( ، اتیلن گلایکول)DMSO22(یافت که متداولترین آنها دي متیل سولفوکساید 

)PROH24 (با به کارگیري این نوع از ضدیخها امکان انجماد و پیوند موفق بافت تخمدان و بازگشت . ندبود
اشت، در حالیکه گلیسرول و یا و نتایج بسیار خوبی به دنبال د ]8, 7[قدرت باروري در حیوانات به وجود آمد 

به هر حال این امر ثابت شده است که پاسخ به استفاده از انواع ضدیخها، به . ]4[استامید چندان اثر گذار نبودند 
  .بافت مورد آزمایش وابسته استنوع گونه، سلول و یا 

Gosden  از  ]68[ 1994و همکارانش در سالDMSO براي انجماد آهسته تخمدان گوسفند استفاده کردند .
ه، حیوان بارور شده و در نتیجه آن نیز بره اي به ذوب شد-در مطالعۀ آن ها مدتی پس از پیوند قطعات منجمد

،  گاو ]70[، بز ]69[از آن پس چندین مطالعه موفق بر روي گونه هاي مختلف حیوانی مانند گوسفند . آمد دنیا 
، PROH ،DMSOاز  ]73[ 1996و همکارانش نیز در سال  Newton. گزارش شد ]72[و گربه  ]71[

ذوب شده را در زیر - سپس بافتهاي منجمد. ردندبراي انجماد بافت تخمدان انسان استفاده ک EGگلیسرول و 
نتایج نشان داد که بالاترین میزان . ، پیوند زدند25کپسول کلیه موشهایی که دستگاه ایمنی آنها سرکوب شده بود

، ]74[و همکاران  Newtonدر تحقیق دیگري . است EGزنده ماندن متعلق به بافتهاي تخمدان منجمد شده با 
و   Schmidtهمچنین . تري گزارش نمودنداستفاده کرده و نتایج بسیار به  EGزمان متفاوتی را براي نفوذ 

و پیوند ارتوتوپیک، تخمکهاي  EGموفق شدند از تخمدان انسانی حاصل از انجماد با  2004همکارانش در سال 
  .]75[با کیفیت خوب به دست آورد  IIمتافاز 

                                                   
٢٢ Dimethyl Sulfoxide 
٢٣ Ethylene Glycol 
٢٤ Propanediol 
٢٥ Immunosuppressed mice 
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Gook  از ترکیب ]76[ 1999و همکاران در سال ،PROH  و سوکروز براي انجماد تخمدان انسانی استفاده
در این . کرده و نشان دادند که انجماد آهسته برنامه ریزي شده به طور معنی داري بهتر از انجماد سریع است

دقیقه، باعث ایجاد ظاهري خوب در بررسی میکروسکوپ الکترونی  90آزمایش، تماس بافت با ضد یخ به مدت 
، که این امر از واکوئلیزه شدن بافت ]77[دقیقه کاهش یافت  15زمان تماس با ضدیخ، در مطالعات بعدي . شد

موجود در محلول انجمادي ) HSA26(از طرف دیگر اثر سرم معمولی و آلبومین سرم انسانی . جلوگیري نمود
اثر معنی داري چندان این مقایسه نشان داد که نوع سرم . و همکارانش بررسی شده است Hreinssonتوسط 

  . ]78[در زنده ماندن سلولهاي بافت ندارد 
انسان استفاده  براي انجماد تخمدانهاي جنین DMSOهمچنین تکنیکهاي انجماد فوق سریع با غلظت بالاي 

مشاهده شد، اما اگر چه در این روش بعد از ذوب یک نقطه مرکزي نکروزه در بافت تخمدان . ]79[شده است 
، زنده مانده 27ذوب شده در محیط کشت ارگان- در ادامه کار، بافتهاي منجمد. استروما و فولیکولها طبیعی بودند

تخمدانهاي جنین  DMSOو  PROHدر آزمایش دیگري با استفاده از ترکیب . و به فعالیت هورمونی بازگشتند
  .]80[حاصل گردید  نیزانسان به روش انجماد آهسته منجمد و نتایج خوبی 

از . می شودباید توجه نمود که معمولاً از ترکیب ضدیخها براي کاهش اثر سمیت یک ضدیخ به تنهایی استفاده 
از این رو انجماد شیشه اي . طرف دیگر نسبت و شدت سمیت یک ضدیخ با تراکم بافت رابطه مستقیم دارد

تخمدان موش نسبت به انجماد تخمدان انسان راحت تر انجام می شود، چرا که از تراکم و فشردگی کمتري 
+  EG% 40تخمدان انسان را با ترکیبی از  2003و همکاران در سال  Isachenkov. ]81[برخوردار است 

ز ذوب ظاهر بسیار خوب قطعات و پس ا ]41[مول در لیتر سوکروز و زرده تخم مرغ منجمد کردند  35/0
به احتمال قوي، علت این موفقیت به خاطر سمیت پائین ترکیب ضد یخ به همراه آب . تخمدان را گزارش نمودند

بررسی روشهاي انجمادي نشان می دهد که با وجود مشکلات . گیري مناسب توسط این سه ماده بوده است
  .ه انجماد شیشه اي نسبت به آهسته ارجحیت داردخاص، با این حال محققین زیادي اعتقاد دارند ک

  
  28پروتئین هاي ضد انجمادي. 3-5-5- 1

اگر چه مدت زمان زیادي از کشف مواد ضدیخ و تاریخچه کوتاه مدت علم کرایوبیولوژي به شکل امروزي نمی 
همانطور که . گذرد، اما اثر گذاري علوم کشف شده در دو دهۀ اخیر بسیار بیشتر از قرن هاي گذشته بوده است

در برابر سرما از مواد ضدیخ طبیعی می دانیم بسیاري از جانوران و گیاهان مناطق سردسیر براي حفاظت خود 
استفاده می کنند که این امر می تواند محققین را در بهبود روش هاي انجمادي و کاهش آسیب هاي ناشی از 

، در طول پاییز در مایعات بدن خود به میزان Bracon Cephiبه طور مثال کرمی با نام علمی . آن یاري نماید

                                                   
٢٦ Human Serum Albomin 
٢٧ Organ Culture 
٢٨ Anti-freeze Proteins 
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گزارش . ]82[درجۀ سانتیگراد را تعدیل و تحمل نماید  -50گلیسرول انباشته می کند تا بتواند سرماي % 25
، پروتئین هاي ضد انجمادي ساخته می Tenebrio Larvaeشده است در بدن کرم دیگري با عنوان علمی 

  .]83[مواد موجود در بدن ماهی قطبی نیز بسیار قوي تر است  شود که اثرشان از
از جمله موارد بسیار جذاب دیگر، تولید پروتئین هاي ضد انجمادي توسط ماهی هاي قطبی و حشرات زمستان 

پروتئین هاي ضد انجمادي در اصل گلیکوپپتیدهایی هستند که به وسیلۀ فرآیند . خواب آن نواحی می باشد
  .ندمهار از ایجاد کریستال یخ در بدن جلوگیري می نمای-جذب

به نظر می رسد پروتئین هاي ضد انجمادي براي انجماد مواد زیستی با روش هاي فوق سریع جهت جلوگیري از 
و همکارانش نشان دادند که اضافه کردن پروتئین  Rubinsky. تشکیل کریستال هاي یخ بسیار مناسب باشند

جنین هاي کشت داده شده پس از هاي ضد انجمادي به محلول هاي انجماد شیشه اي، میزان رشد تخمک ها و 
همچنین این مواد ضد انجماد فقط در بدن حیوانات دیده نمی شوند بلکه در . ]84[ذوب را بهبود می بخشد 

محققین از ریشۀ نوعی . ساختار برخی گیاهان نیز به خوبی وجود داشته و در برابر کاهش دما عمل می نمایند
کرده اند که توانسته است از تشکیل  ، پروتئین ضد انجمادي استخراجDaucus Carotaهویج با نام علمی 

اگر چه اثر این پروتئین ها در برابر کاهش دما مشخص . ]85[کریستال هاي یخ به خوبی جلوگیري نماید 
  .وز براي استفادة بهینه از آن ها تحقیقات دیگري باید صورت پذیردگردیده اما هن

  
 تاریخچه پیوند بافت تخمدان انجمادي. 1-4

. پس از انجماد به منظور بازگشت فعالیت حیاتی تخمدان، بافت تخمدان به بدن موجود زنده پیوند زده میشود
تخمدان یا قطعات تخمدان از او گرفته شده  ذوب شده به بدن خود بیمار یا حیوان اولیه که-اگر بافت منجمد

ولی در صورتیکه بافت تخمدان به بدن . گفته می شود 29یا اتوگرافت "پیوند به خود"است، برگردانده شود به آن 
و اگر به بدن فرد و  30یا آلوگرافت "پیوند به هم گونه"فرد و یا حیوان دیگري از همان گونه پیوند زده شود به آن 

حال اگر . می گویند 31و یا زنوگرافت "پیوند به غیر گونه"گري از گونه اي دیگر، پیوند زده شود به یا حیوان دی
گفته می شود، ولی اگر تخمدان به  "32ارتوتوپیک"بافت تخمدان به جایگاه اولیه خودش برگردانده شود به آن 

در . میباشد "33هتروتوپیک"از نوع پیوند زده شود، پیوند ) مانند زیر پوست و یا عضله(جایگاه دیگري در بدن 
پیوند اتوگرافت باید به این نکته دقت داشت که برگرداندن بافت به بدن بیمار باید زمانی صورت پذیرد که فرد از 

  .بیماري صعب العلاج خود نظیر سرطان رهایی کامل پیدا کرده باشد

                                                   
٢٩ Autograft 
٣٠ Allograft 
٣١ Xenograft 
٣٢ Orthotopic 
٣٣ Heterotopic 
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شده است که حاکی از بازگشت فعالیت گزارشات مختلفی از پیوند بافت تخمدان در حیوانات گوناگون ارائه 
از قدیمی ترین گزارشات مربوط به پیوند بافت تخمدان می توان به مطالعه . هورمونی و یا تولد نوزاد بوده است

Parkes   که بر روي تخمدان موش صحرایی صورت گرفته است ]86[اشاره نمود  1952و همکارانش در سال .
Deanesly  حیوان پیوند زدند  تخمدان موش صحرایی را پس از انجماد به بدن 1954و همکاران نیز در سال

به دنبال این یافته ها، مطالعات دیگري نیز بر روي حیوانات مختلف صورت گرفته است، که از آن جمله . ]87[
، انسان ]87[، موش صحرایی ]91[، موش آزمایشگاهی ]90[، گوسفند ]89[، همستر ]88[می توان به خرگوش 

  . اشاره نمود ]93[و گاو  ]92[
باید اذعان نمود که گاهی براي حفظ یکباره تمامی سلولهاي جنسی، کل بافت تخمدان پیوند زده می شود که 

اگر چه در رابطه با حیوانات کوچک جثه . ندارد البته توفیق چندانی در پذیرش این روش بین محققین وجود
مانند موش و موش صحرایی این گونه به نظر می رسد که پیوند کل بافت تخمدان انجمادي تنها راه ممکن باشد 

]19[ .  
اما سابقه پیوند بافت . ]94[و همکاران منجمد شد  Hovattaتوسط  1996تخمدان انسان اولین بار در سال 

اولین کسانی بودند که بافت  و همکارانش جزء Bosma. تخمدان انسان به سالها قبل تر از آن بر میگردد
گري که در جهت از جمله مطالعات دی. ]95[پیوند زدند  1983تخمدان انسان را به صورت زنوگرافت در سال 

 Gosden ]96[ ،Oktay: پیوند زنوگرافت تخمدان انسانی صورت گرفته است، می توان به موارد زیر اشاره کرد
]97[ ،Abir ]98[ ،Kim ]99[ ،Maltaris ]100[  وNottola ]54[ اما پیوند اتوگرافت بافت . و همکارانشان

و  Aubardتوسط  1998تخمدان انسان که از درجه اهمیت بسیار بالایی برخوردار است، اولین بار در سال 
و همکارانش به بار  Donnezبه دست  2004تلاش محققین، نهایتاً در سال . ]101[همکارانش انجام شد 
ذوب شده انسان در بیمار سرطانی منجر به تولد نوزاد زنده -ت بافت تخمدان منجمدنشست و پیوند اتوگراف

ذوب شده انسان -پس از آن تلاشهاي دیگري نیز در جهت پیوند اتوگرافت بافت تخمدان منجمد. ]7[گردید 
این روند رو به رشد هر . که تعداد انگشت شماري تولد نوزاد زنده را به دنبال داشته اند ]40[صورت گرفته است 

ی براي محققینی باشد که تلاش می کنند تا در چند که از سرعت بالایی برخوردار نیست اما می تواند نوید خوب
  .تسکین گوشه اي از آلام بشر سهیم باشند

  
  پیوند بافت تخمدان. 1-5

بر میگردد، اما تنها در دهه اخیر آرزوي مادر شدن براي بیماران  18اگر چه تاریخچه پیوند بافت تخمدان به قرن 
نوزاد زنده در پی پیوند بافت تخمدان منجمد شده  22د تاکنون تول. ]7[رها شده از سرطان تحقق پیدا کرد 

در رابطه با حیوانات نیز . نشان داده است که این فرآیند توانسته از یک فرضیه به واقعیتی عملی تبدیل شود
بدون در نظر گرفتن بحث انجماد، برگرداندن بافت به بدن منجر به برگشت فعالیت هورمونی گردیده و تولد نوزاد 
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١٣ 
  

تخمدان  34اروري پس از پیوند به خودياولین گزارش هاي بازگشت ب. ]102[به همراه داشته است  را نیز
با این حال مسائل حل نشده زیادي در رابطه با عملکرد تخمدان پس از . ]68[انجمادي، در گوسفند گزارش شد 

  .]103[ل بسیاري از محققین سعی در مطلوب نمودن شرایط پیوند دارند به همین دلی. پیوند وجود دارد
  
  مسائل و مشکلات انجماد و پیوند بافت تخمدان. 1-5-1
  ارزیابی دقیق نتیجۀ انجماد و پیوند بافت تخمدان. 1-5-1-1

امروزه به طور قطع می توان گفت که اکثر محققین، بررسی بافت شناسی تخمدان منجمد و یا پیوند زده شده را 
اعتقاد بر این است که هر چقدر یک فولیکول در زیر . تنها با روش میکروسکوپ نوري کافی نمی دانند

یات بیشتر و یا فراساختار آن، میکروسکوپ نوري ظاهر خوب و مناسبی داشته باشد، نمی توان بدون بررسی جزئ
بنابراین بررسی فراساختار بافت به لحاظ وضعیت . ]104[اظهار نظر قطعی در باره زنده بودن آن فولیکول داشت 

، ]107[رتباطات بین سلولی ، ا]106[، اسکلت سلولی ]105[ارگانل هاي سیتوپلاسمی، غشاء هسته و سلول 
میکروویلی ها، زوائد سطح سلولی و اپیتلیوم سطحی تخمدان و نیز وضعیت زونا پلوسیدا در تخمک مراحل 

حتی برخی از محققین معتقدند که باید نتایج انجماد و پیوند بافت را تا تولد نوزاد . پیشرفته ضروري می نماید
  . ]104[زنده پی گیري نمود 

. بودن بافت تخمدان منجمد شده، می توان از روش پیوند استفاده نموداز طرف دیگر، براي بررسی دقیق فعال 
پیوند بافت نشان می دهد که روش انجمادي اتخاذ شده در مرحلۀ قبل تا چه حدودي کاربردي و قابل استفاده 

پس از پیوند نیز با اندازه گیري سطح هورمون هاي مترشحه از تخمدان و یا گنادوتروپین هایی که به . است
اسطۀ حضور تخمدان ترشح شده اند، می توان موفقیت تخمدان را در برقراري مجدد چرخۀ هورمونی ارزیابی و

همچنین کشت تخمدان منجمد شده نیز در کنار پیوند تخمدان، می تواند به ارزیابی وضعیت حیاتی بافت . نمود
ر می رسند اما کشت نیز به دلیل اگر چه دو روش پیوند و کشت تخمدان متفاوت از یکدیگر به نظ. کمک نماید

قابل دید بودن سیستم رشد بافت، اطلاعات خوبی از فعالیت فیزیولوژیک بافت منجمد شده در اختیار قرار می 
  .دهد

روش دیگري که به ارزیابی دقیق اثرات انجماد و یا پیوند بر روي بافت تخمدان کمک می کند، روش هاي رنگ 
رنگ . است ]108[اتیدیوم همودایمر /AMگ هایی چون تریپان بلو و یا کلسین آمیزي حیاتی بافت به وسیلۀ رن

  .مایندآمیزي هاي حیاتی نیز می توانند تا حدود زیادي دربارة اثرات انجماد و پیوند اطلاعات خوبی ارائه ن
  
  اثر جایگاه هاي مختلف بر نتیجه پیوند. 1-5-1-2

و یا در جایگاهی غیر  ]109[جهت پیوند می توان بافت را به جایگاه اولیه خود برگرداند و به صورت ارتوتوپیک 
، پریتونئوم ]111[جهت پیوند ارتوتوپیک، قشر تخمدان . پیوند زد ]110[از جایگاه اولیه به صورت هتروتوپیک 

                                                   
٣٤ Autotransplantation 
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در نظر گرفته می شود و براي پیوند هتروتوپیک  ]7[و یا بقایاي تخمدان پس از درمان  ]75[زیر ناف تخمدان 
، عضله ]113[، عضله راست شکمی ]8[، حفره پریتونئوم ]112[، زیر پوست شکم ]112[نیز می توان بازو 

، بند تخمدان و ]117[، زیر فاسیاي عضله و کپسول کلیه ]116[، چادرینه ]115[، عضله دلتوئید ]114[گلوتئال 
نگرانی دیگر در رابطه با پیوند، مدت زمان ایسکمی و . را مثال زد ]119[و یا حفره آگزیلا  ]118[دیواره معده 

روز،  5در بافت پیوندي پس از . ریپرفیوژن بافت پیوندي است و کاهش زمان ریپرفیوژن بسیار حیاتی است
از آنجائیکه میزان ایسکمی . ]120[روز تثبیت می گردد  21آغاز و پس از  35ریپرفیوژن و اکسیژن گیري مجدد

قراري ارتباط عروقی مجدد بین بافت پیوندي و بافت میزبان رابطه مستقیم دارد لذا سایت بافت با مدت زمان بر
 . پیوند نقش بسیار مهمی در افزایش و یا کاهش این مدت زمان بازي می نماید

وجود عروق خونی در دسترس و یا تولید بستر خونی لازم با ایجاد زخم در جایگاه پیوند، می تواند به کاهش 
اثر زخم ناشی از جراحی نیز در برقراري بهتر ارتباط بین بافت پیوندي و گیرنده ثابت شده . مک نمایدایسکمی ک

روز پس از پیوند با تشکیل لخته فیبرینی و ترشح عوامل رشد مختلف از جمله عامل  4تا  2این اثر . ]121[است 
و عامل رشد سلولهاي اندوتلیالی عروقی  TGF(37(، عامل رشد تغییر شکل دهنده 36)FGF(رشد فیبرو بلاست 

)VEGF(38  122[به حداکثر رسیده و با تهاجم سلولهاي اندوتلیالی ادامه می یابد[.  
اگر چه پر خون بودن بافت نیز از جمله ویژگی هاي مهم و در اولویت است، اما استفاده راحت از جایگاه پیوند و 

به طور مثال گزارشاتی از تولد نوزاد موش . دسترسی به بافت پیوندي با کمترین عارضه اهمیت زیادي دارد
، اما این ناحیه به دلیل دست اندازي به بافت ]123[ول کلیه ارائه شده است حاصل از پیوند تخمدان زیر کپس

از سوي دیگر تنها مورد گزارش شده از . حیاتی کلیه و نیز دور از دسترس بودن، کاربرد بالینی پیدا نکرده است
و در انسان، پیوند زیر پوستی در  ]124[تولد نوزاد زنده در نتیجه پیوند تخمدان به زیر پوست در میمون بوده 

 . ]125[ناحیه ساعد تنها به بارداري ناموفق ختم شده است 
در دسترس بودن بافت  -2 ]125[بررسی راحت رشد فولیکولها  -1: محل پیوند اخیر مزایایی به همراه دارد

شبکه عروق عضلات در زیر و شبکه (استفاده بافت پیوندي از دو شبکه خونی  -3 ]126[جهت گرفتن تخمک 
  ). عروق زیر پوستی در بالاي بافت پیوندي

  
  مجدد پس از پیوند تخمدان 39گ سازيرگ زایی و ر. 1-5-1-3

تحت فرآیندي که رگسازي خوانده می  40در طول رشد جنین، عروق خونی از سلولهاي پیش ساز اندوتلیالی     
اما رگزایی فرآیند شکل گیري عروق خونی جدید از عروق خونی قدیمی تر است که هم در . شود، تمایز می یابند

                                                   
٣٥ Re-Oxygenesis 
٣٦ Fibroblast Growth Factor (FGF) 
٣٧ Transforming Growth Factor (TGF) 
٣٨ Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) 
٣٩ Vasculogenesis 
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از تغییراتی که در  بسیاري. ]127[به نسبت کمتر، صورت می گیرد  41بدن جنین به خصوص و هم بزرگسالان
عروقی  – بدن جنس ماده انجام می پذیرد به خصوص در دستگاه تولیدمثل بر اساس عملکرد دستگاه خونی 

این مسئله در فرآیند رشد فولیکول تخمدانی بسیار مشهود بوده و اجازه دسترسی سلولها و تخمک . ]128[است 
را به هورمونها و مواد غذایی می دهد، همچنین در زمان تشکیل جسم زرد نیز نقش به سزایی ایفاء می کند 

و برخی نقش ) 42پیش رگزایی(قش تحریکی گستره اي از عوامل رشد شناخته شده اند که برخی ن. ]129[
به هر حال تغییرات بیان و عملکرد یک یا دو عامل از این دست، می تواند . ]127[دارند ) 43ضد رگزایی(مهاري 

  .بر قدرت تولیدمثل جنس ماده اثر گذار باشد
دستگاه تناسلی زن تحت چندین برنامه رگ زائی قرار می گیرد، که این فرآیندها با تغییرات دوره اي، براي 

پیش از تخمک گذاري و ایجاد یک شبکه ارتباطی بین سلولهاي گرانولوزا و عروق  رسیدن یک فولیکول به مرحله
می شود  44رگزائی در فولیکولها متفاوت است و در اصل فولیکولی برجسته. خونی از طریق لایه تکا ضروري است

براي تکثیر  VEGFعامل رشد اندوتلیال عروق خونی یا . که رگ زائی خوبی در دیواره آن رخ داده باشد
امروزه مشخص شده است . سلولهاي اندوتلیال ضروري است و نقش بسیار مهمی در رگزائی بافت تخمدان دارد

می توانند نقش  2-و آنژیوتنشین 45FSH ،HCG46، 6-نظیر اینترلوکین VEGFکه عوامل زیادي در بیان 
  .آفرینی کنند

     CD3447 و براي مطالعه عروق خونی در تخمدان مورد توجه  نیز از جمله عوامل اختصاصی عروق خونی بوده
اشاره نمود که یک  CD31از جمله عوامل دیگر مؤثر در رگزائی میتوان به مولکول . ]130[می باشد 

اندوتلیال عروق خونی جدید این عامل در سطح سلولهاي . کیلو دالتونی است 130گلیکوپروتئین داخل غشائی 
  .]131[بیان شده و از موارد مهم در ارزیابی میزان رگزائی در جریان پیوند می باشد 

روز اول پس از پیوند فاقد عروق خونی جدید بوده و تشکیل رگهاي جدید پس از  3تا  1ده شده در بافت پیوند ز
در پیوند به خودي تخمدان موش هاي . روز آغاز می گردد که این زمان در گونه هاي جانوري متفاوت است 6

روز و در پیوند تخمدان موش  2، مشاهده شده است که رگزایی ]132[صحرایی جوان به صورت هتروتوپیک 
خونی مجدد بافت، مرکز بافت تا زمان تشکیل رگ جدید و تغذیه . روز پس از پیوند آغاز می شود 3 ]133[

 .پیوندي بیش از نواحی کناري آن آسیب می بیند

                                                                                                                                                                         
٤٠ Endothelial Precursor Cells (EPCs)  
٤١ Adult 
٤٢ Pro-Angiogenic 
٤٣ Anti-Angiogenic 
٤٤ Dominant Follicle 
٤٥ Follicular Stimulating Hormone (FSH) 
٤٦ Human Corionic Gonadotropin (HCG) 
٤٧ Complex of Differentiation (CD)  
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ري پرفیوژن پس از پیوند، افزایش رادیکالهاي آزاد -از آسیبهاي مهم دیگر در نتیجه افزایش زمان ایسکمی
براي جلوگیري از این آسیب ها عوامل حفاظتی . ]134[و لیپید پراکسیدیشن می باشد  ROS(48(اکسیژن 

 .]133[می تواند موثر واقع شود  Eمانند ویتامین 
نشان داده شده . یند رگزایی استبنابراین، یکی از مسائل مهم در پیوند، یافتن راهی براي شتاب دادن به فرآ

است فولیکولهایی که در نتیجه ایسکمی پس از پیوند می میرند از تعداد فولیکولهاي ناشی از آسیب انجمادي 
این مطلب به خصوص در رابطه با پیوند قطعات تخمدان نسبت به پیوند کل بافت به . ]73[بیشتر می باشند 

  .همراه عروق خونی اهمیت می یابد
 
 در موفقیت پیوند 49نقش عوامل رشد رگزا. 1-5-1-3-1

ل موضعی و یا هورمونهاي درون ریز بر تغییرات بیان عوامل موارد زیادي نظیر فشار اکسیژن، سن حیوان، عوام
این مسئله به صورت عمومی پذیرفته شده . رگزا اثر گذاشته و نتیجه پیوند را دست خوش تغییر قرار می دهند

. ]135[اولین عامل در القاء فرآیند رگزایی در بافتهاي پیوندي می باشد ) 50هایپوکسی(که کاهش فشار اکسیژن 
در تخمدان، عوامل رگزا موجب افزایش نفوذ پذیري عروق خونی شده و از فرآیند تشکیل حفره و خود فولیکول 

از عوامل مهم رگزا که در بافت تخمدان وجود دارد . ]136[آنترال حمایت کرده تا به مرحله تخمک گذاري برسد 
-FGF( 2عامل رشد فیبروبلاست : توان به این موارد اشاره کردو یا از طریق جریان خون به آن می رسند، می 

251( ،VEGF آنژیوتنشن ،II )52ANG II( 1، عامل رشد شبه انسولین )IGF-153( عامل رشد اپیتلیال ،
)EGF54( آنژیوپوئتین ،)ANPT55( 1، اندوتلین )ET-156 ( که در این میان سه عاملVEGF ،FGF-2  و

ANG II  بنابراین برقراري هر چه سریعتر جریان خون در بافت پیوند زده شده . ]137[از همه مهمتر هستند
پیوندي که -شدن عوامل رگزایی شده و در حفظ ذخایر فولیکولی تخمدان انجمادي منجر به تحریک و فعال

  .شرایط سخت کاهش دما را نیز تحمل کرده است، حائذ اهمیت می باشد
طی مطالعات دیگري این فرضیه قوت گرفت که کوتاه کردن دوره ایسکمی پس از پیوند با قرار دادن بافت 

ه کاهش مرگ فولیکول ها و نیز افزایش تعداد فولیکول هاي در حال رشد تخمدان در جایگاهی پر خون، منجر ب
به دنبال این فرضیه، آن ها بافت را در جایگاهی پیوند زدند که از قبل در آن برش ایجاد . ]138[خواهد شد 

                                                   
٤٨ Reactive Oxygen Species 
٤٩ Pro-Angiogenic Growth Factors 
٥٠ Hypoxia 
٥١ Fibroblast Growth Factor-٢ 
٥٢ Angiotensin II 
٥٣ Insulin Like Growth Factor-١ 
٥٤ Epidermal Growth Factor 
٥٥ Angiopoietin 
٥٦ Endothelin-١ 
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روز بعد مجدداً زخم باز  4پس از ایجاد برش در الیاف عضلانی، محل زخم با شش بخیه بسته شده و . کرده بودند
. جایگاه زخم پیوند زده شدنخ بخیه و بافت هاي ایجاد شدة ناشی از زخم از محل خارج شد و تخمدان در . شد

روز، رگ هاي  4تا  2جایگاه پیوند حاوي زخم، فعالیت سریعی در جهت رگ زایی نشان داد به طوریکه در فاصلۀ 
 VEGFو  FGF ،TGF-bاین فرآیند با رسوب مواد فیبرینی، عوامل رشد مانند . ]138[جدید ظاهر شدند 

در اصل عروق جدیدي که در . ]139, 122[می کند  همراه بوده و هجوم سلول هاي اندوتلیال را به محل تسریع
مواد مغذي، سلول هاي التهابی و اکسیژن کافی را به محل مورد نظر می رسانند  ناحیۀ زخم شکل می گیرند،

و همکارانش در کاشت جنین در اندومتر بیشتر  Barashاثر رگ زایی زخم ایجاد شده در محل توسط . ]140[
این روش میزان . آشکار شد، زمانی که جنین در جایگاهی قرار داده شد که از قبل در آن زخم ایجاد شده بود

بیانگر نقش و عملکرد برخی از مهمترین عوامل رگزایی در  1-1جدول. ]121[حاملگی بیشتري را باعث گردید 
  .بافت تخمدان است

  
 خلاصه اي از اثرات عوامل رگزا بر رشد فولیکول در بافت تخمدان: 1- 1جدول 

 عامل رگزا اثر بر رشد فولیکول در تخمدان

 زنده ماندن سلولهاي گرانولوزا و تخمک -
 تحریک فولیکولهاي بدوي -
 تکثیر سلولهاي گرانولوزا و تکا -

FGF-2 

 زنده ماندن فولیکولهاي بدوي -
 گرانولوزاتحریک میتوز در سلولهاي  -
 انتقال فولیکول از مرحله اولیه به ثانویه -

VEGF 

 تنظیم بلوغ تخمک -
 ANG II 57تحریک تخمک گذاري و ساخت هورمونهاي استروئیدي -

 رشد و زنده ماندن فولیکولها -
 افزایش ساخت هورمونهاي استروئیدي -

IGF-1 

  
 

  در نتیجه پیوند 58نقش عوامل ضد رگزایی -1-5-1-3-2
تخمدان به عنوان عضوي که به طور دائم در جریان رشد و مرگ سلولی قرار می گیرد و از طرفی این مرگ و میر 

مجدد در با تشکیل شبکه هاي عروقی و تحلیل آن ها همراه است، عنصر بسیار مناسبی جهت مطالعات رگزایی 
: رگزایی توسط عوامل مهارکننده تعدیل می شود که برخی از آنها عبارتند از. بافت ها محسوب می شود

                                                   
٥٧ Steroidogenesis 
٥٨ Anti-Angiogenic 

Arc
hive

 of
 S

ID

www.SID.ir

www.SID.ir


  

  …مطالعه فراساختار و بیان ژنهاي بلوغ فولیکولی، رگزائی و آپوپتوزي بافت تخمدان 
 
 
 

١٨ 
  

، 4، هیالورونیک اسید، عامل رشد پلاکتی 2ترومبواسپوندین، آنژیوستاتین، اندوستاتین، متوکسی استرادیول 
اجرت سلولهاي اندوتلیال و تشکیل مویرگ را در مواد فوق الذکر، تکثیر و مه. ɣو اینترفرون  αعامل نکروز تومور 

. ]141[محیط کشت در ماتریکس خارج سلولی اطراف سلول هاي پیوند زده شده، مهار می کنند 
متصل و از روند رگزایی جلوگیري کرده و آپوپتوز را در سلولهاي  CD36به گیرنده خود  2و  1ترومبواسپوندین 

بیانی  1مربوط به عامل ترومبواسپوندین  mRNAدر تخمدان موش صحرایی، اگر چه . اندوتلیال القاء می نماید
ي تکا ندارد اما حضور پروتئین آن در سلولهاي گرانولوزاي فولیکولهاي پرآنترال و آنترال فراوان بوده و در سلولها

بنابراین حضور فولیکول هاي بزرگتر در بافت پیوندي خود می تواند بر عدم رگ زایی در بافت . محدود است
چرا که سلول هاي تکا به دلیل ارتباط . پیوندي مؤثر بوده و روند برقراري جریان خونی مجدد را کند نماید
وزا براي مهار رگ زایی فرصت خوبی پیدا نزدیکشان با عروق خونی زودتر دچار مرگ شده و سلول هاي گرانول

در فولیکولهاي کوچک فاقد عروق خونی بیان زیادي دارد و این نشان می  1همچنین ترومبواسپوندین . می کنند
از طرف دیگر کمبود اکسیژن در بافت . دهد که این عامل با پیشرفت بلوغ فولیکولها بیان کاهشی پیدا می کند

شده و می تواند میزان آن را در  VEGFاول پس از پیوند، منجر به تحریک بیان روز  3پیوندي به خصوص در 
مرگ فولیکول هاي بزرگتر و کاهش تعداد آن ها نیز نسبت به حالت طبیعی، فید بک . محل پیوند افزایش دهد

 VEGFبنابراین یک تعادل نسبی در بیان . ]142[را کاهش می دهد  VEGFمثبت جهت بیان هر چه بیشتر 
  .رخ داده و به وضعیت طبیعی نزدیک تر خواهد شد

، از اتصال آن به گیرنده FGF-2نیز از عوامل مهار رگزایی است و از طریق چسبیدن به  4عامل رشد پلاکتی  
  .و به این ترتیب می تواند شروع رگزایی مجدد را در بافت پیوندي به تعویق اندازد ]143[خود جلوگیري کرده 
شناخته می شود، خاصیت ) 59VPF(نیز که به عنوان عامل نفوذپذیري عروقی  VEGFلازم به ذکر است 

 این مسئله در برقراري. ]137[اشته و می تواند سلولهاي اندوتلیالی را وادار به مهاجرت نماید د 60تحریک میتوز
همچنین  VEGF. مجدد عروق خونی در پیوند تخمدان و یا بافت هاي غیر تناسلی بسیار حائذ اهمیت است

عضو در خانواده خود  6و حداقل  ]127[یک عامل زنده ماندن براي سلولهاي اندوتلیال عروق ریز محسوب شده 
ایزوفرم می باشد که بر اساس تعداد اسیدآمینه هایشان نام  4این مولکول داراي ). Fو A, B, C, D, E(دارد 

در  VEGFبیان . ]VEGF 206 ]144 و  VEGF 121 ،VEGF 165 ،VEGF 189: وندگذاري می ش
و موش صحرایی دیده شده است  ]145[فولیکولهاي پرآنترال و نیز تخمک فولیکولهاي بدوي و اولیه انسان 

همچنین در فولیکولهاي مراحل اولیه در گاو و خوك بیان ضعیفی دارد در حالیکه بیان آن در سلولهاي . ]146[
در  VEGFژن  mRNAبیان . ]147[گرانولوزا و تکاي فولیکولهاي برجسته همین دو گونه افزایش می یابد 

ل، با مرحله رشد فولیکول افزایش سلولهاي گرانولوزا و تکا به همان اندازه پروتئین آن در تمامی بخشهاي فولیکو
در فولیکولهاي پرآنترال اولیه در موش صحرایی شناسایی شده و از  VEGF-Aاخیرا نیز . ]148[می یابد 

: شناسایی شده است VEGFدو گیرنده نیز براي . ]149[مرحله پرآنترال به بعد به طور کامل بیان می شود 

                                                   
٥٩ Vascular Perforation Factor 
٦٠ Mitogen 
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VEGF-R1  وVEGF-R2  که بهVEGF-A متصل می شوند .VEGF-R1  در سلولهاي اندوتلیال خاموش
 و گیرندة ]151[موجب تشکیل عروق خونی می شود  VEGFو با اتصال به  ]150[و در حال تکثیر بیان شده 

را بر تکثیر و  VEGFدر سلولهاي اندوتلیال با قابلیت رگزایی بیان می شود و اثر  VEGF-R2دوم یعنی 
  .]146[مهاجرت این سلولها تنظیم می کند 

منجر به عدم ثبات دستگاه عروقی شده و بنابراین شبکه هاي جدید عروق خونی شروع به  VEGFحجم زیاد 
 Hazard. ]152[نیز منجر به تحلیل رگ ها خواهد شد شکل گیري می کنند، از طرف دیگر نقص در میزان آن 

در پریمات ها تأثیر می گذارند و به  VEGFو همکارانش اثبات کردند که گنادو تروپین ها نیز بر میزان ترشح 
در این بین هورمونهایی که بر میزان بیان . ]153[عنوان یک عامل تنظیم کننده براي آن محسوب می گردند 

VEGF  اثر می گذارند مانندHCG ،eCG61 ،62LH  وFSH  بسته به میزان ترشحشان از جمله عوامل
ثابت شده است که  in vitroو هم در  in vivoامروزه هم در . کلیدي در رگزایی تخمدان محسوب می شوند

به همراه  VEGFبه تنهایی کمتر از اثر  VEGFمثلا اثر . بین عوامل رگزایی ارتباط نزدیکی با هم وجود دارد
FGF-2  154[خواهد بود[. 

قابلیت تحریک میتوز در سلولهاي گرانولوزا را دارد و می  VEGFان می دهد که تحقیقات سالهاي اخیر نش     
همچنین مشخص شده است که در این حیوان، . ]155[تواند رشد فولیکول را در موش صحرایی تحریک نماید 

VEGF-A  در این جهت . ]156[یک تنظیم کننده مهم رشد فولیکولهاي بدوي محسوب می شودDanforth 
تعداد فولیکولهاي اولیه و ثانویه را در موش صحرایی افزایش می دهد  VEGFو همکارانش نشان دادند که 

تعداد فولیکولهاي اولیه به ثانویه را در گاو افزایش می دهد  VEGFمطالعه مشابهی نیز نشان داد که . ]157[
 ]159[همچنین ثابت شده است که این مولکول براي زنده ماندن فولیکولهاي بدوي بسیار ضروري است . ]158[

ین پروتئین هاي تحریک کننده و مهارگر آپوپتوز به هم خورده و مرگ آپوپتوزي و و به دنبال مهارش، تعادل ب
 Quintanaو Shimizuیافته فوق  در تأیید. ]149[آترتیک شدن فولیکول ها به نسبت زیادي افزایش می یابد 

به درون تخمدان منجر به افزایش عروق ، تعداد فولیکولهاي  VEGFو همکارانشان نشان دادند که تزریق  
  .]161, 160[آنترال و مهار آپوپتوز می شود 

همانطور که گفته شد هایپوکسی در تخمدان پیوند زده شده که نتیجه تأخیر در رگ زایی مجدد می باشد، 
ثابت شده است که در جوندگان، فرآیند رگزایی در تخمدان . اولین عامل در مرگ فولیکول ها محسوب می شود

روز  5یوند قشر تخمدان انسانی به ساعت پس از پیوند آغاز می شود در حالیکه این زمان در پ 48پیوند زده شده 
در نتیجۀ هایپوکسی افزایش یافته و این مولکول،  VEGFپس از پیوند تخمدان، بیان . ]162[افزایش می یابد 

به درون تخمدان  VEGFتزریق . آغاز کننده و القاءگر مهاجرت سلولی براي تشکیل عروق جدید می شود
چندان در افزایش رگزایی موفق نبوده است در حالیکه آزاد شدن  ]164[و یا استفاده از گنادوتروپین ها  ]163[

عدم ایجاد ارتباط . توانسته است رگ زایی را به خوبی تحریک نماید ]165[از مواد زیستی  VEGFکنترل شدة 

                                                   
٦١ Equine Chorionic Gonadotropin 
٦٢ Luteinizing Hormone 
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خونی مناسب و سریع بین بافت پیوند زده شده و بافت هاي میزبان به عدم وجود بافت همبند بین این دو و 
بافت هاي اطراف نقش بسزایی در چسبندگی . میهمان بر می گردد حذف حمایت هاي پاراکرینی از بافت

و  Shikanovاخیراً در مطالعۀ . ]166[تخمدان پیوندي به جایگاه پیوند و شروع گفتگوي دو طرفۀ آن ها دارند 
تفاده از یک ارتباط دهندة زیستی مانند فیبرین و انتشار کنترل شدة همکارانش، نشان داده شده است که اس

VEGF  جهت کنترل . ]166[توانسته است میزان رگ زایی مجدد در بافت را به طور قابل توجهی افزایش دهد
این . در آن ذخیره می گردد VEGF، هپارین توسط فیبرین احاطه شده و VEGFانتشار عوامل رشد مانند 

به صورت دوره اي  VEGFو  HPB63مورد نیاز بافت، مانند  مسئله منجر می شود تا در طول پیوند عوامل رشد
پاسخ دهی مثبت این سیستم در مطالعات . و با غلظت یکنواخت و مناسب در اختیار بافت پیوندي قرار بگیرد

  .]167[دیگري نیز اثبات شده است 
  
  ها در بافت پیوندي کاهش کیفیت گامت. 1-5-1-4

تعداد تخمکهاي گرفته شده از تخمدان پیوندي تنها به مدت فعالیت تخمدان پس از پیوند بستگی ندارد، بلکه 
, 91[تخمدان پیوندي در موش تا یکسال . ]168[تحریک خارجی با گنادوتروپین ها نیز بسیار مهم و مؤثر است 

تا یکسال یا بیشتر می تواند فعالیت  ]111[و در انسان از یک سیکل ماهانه  ]170[، در گوسفند تا دو سال ]169
  .]8, 7[کند 

باید به این نکته توجه داشت که اگر چه تخمک در بافت پیوندي بالغ می شود اما ممکن است بر خلاف تخمک 
, 47[نداشته باشد  بالغ شده در محیط آزمایشگاه، توانایی و قابلیت لازم براي لقاح آزمایشگاهی و یا لانه گزینی را

این مسئله دلیل اصلی عدم موفقیت در تولد نوزاد و در نتیجه انتقال جنین هاي حاصله از تخمک گرفته . ]102
  .]112[شده بافت پیوندي است 

 
  احتمال بازگشت سلول هاي سرطانی به بدن، در نتیجه پیوند. 1-5-1-5

هم در رابطه با پیوند بافت تخمدان، احتمال بازگشت سلول هاي سرطانی به بدن بیمار می یکی از نگرانی هاي م
به لحاظ بالینی برگشت سلول هاي بدخیم بستگی به نوع و مرحلۀ سرطان، میزان فعالیت و حجم سلول . باشد

خوشبختانه اکثر سرطان ها به بافت تخمدان متاستاز نمی دهند به غیر از برخی انواع . ]171[هاي سرطانی دارد 
در . ]172[از سرطان هاي پیشرفته پستان و کولون ، نوروبلاستما و انواع خاصی Burrkitلوکمی، لیمفوماي 

چرا که در مطالعه اي دیده . رابطه با بیماري لوکمی و بازگشت سلول هاي بدخیم آن نگرانی خاصی وجود دارد
، تومور لوکمی )ALL65و  64CML(لف لوکمی بیمار مورد بررسی با انواع مخت 18بیمار از  4شده است که در 

اما این وضعیت در بیماران لیمفومایی . ]173[پس از پیوند زنوگرافت تخمدان در بدن موش ها بوجود آمده است 
                                                   

٦٣ Heparin Binding Protein 
٦٤ chronic myelogenous leukemia 
٦٥ acute lymphoblastic leukemia 
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بنابراین در این رابطه میزان خطر در انسان به طور قطع مشخص نیست و به همین لحاظ از . ]174[ایجاد نشد 
جهت حفظ  "بانک و روش انجماد بافت تخمدان"جمله موارد مهم در مشاورة بیماران سرطانی براي معرفی 

  .قدرت باروري، به این مسئله اشاره می شود
  :خطر بازگشت سلول هاي سرطانی موارد ذیل توصیه می شود بر اساس مطالعات انجام شده براي کاهش

بررسی بافت شناسی بافت تخمدان بیمار، به خصوص مواردي که نمونۀ بافتی از نواحی مختلف تخمدان برداشت  -1
  .شده است

 مشاوره با آنکولوژیست -2
 .]56[بحث و گفتگو با بخش پاتولوژي و بررسی شرایط خاص تومور و سلول هاي سرطانی  -3

. در مورد بیمارانی که احتمال متاستاز بیماریشان به تخمدان زیاد است، پیوند بافت تخمدان صورت نمی گیرد
ول هاي تخمدان بسیار کاربردي است اما در این بیماران هنوز در مرحلۀ آزمایشگاهی روش جایگزین کشت فولیک

 .قرار دارد
  
 محدودیت مدت زمان فعالیت بافت تخمدان پیوند زده شده. 1-5-1-6

به لحاظ بالینی ثابت شده است که مدت برقراري چرخۀ هورمونی در بیمارانی که بافت تخمدان به بدن آن ها 
 3و همکارانش بازگشت چرخۀ ماهانه را  Oktay .]112[سال متغیر است  3ماه تا  9است، بین  پیوند زده شده

که متأسفانه در . ]175[ساله، گزارش کردند  37ماه پس از پیوند تخمدان غیر منجمد در زیر پوست ساعد بیمار 
باید اضافه نمود که سن . سال فعالیت خود را از دست داد 3فت پیوند زده شده پس از گذشت مطالعه آن ها،  با

از طرف دیگر اگر . ]56[بیمار و میزان بافت پیوندي نقش بسزایی در تعیین مدت فعالیت تخمدان پیوندي دارد 
از دست رفتن فولیکول ها در نتیجۀ انجماد و نیز کاهش دو سومی آن ها را در نتیجۀ ایسکمی حاصل از پیوند در 

به همین دلیل برخی . ]176[نظر بگیریم، حجم نهایی ذخیره تخمدانی بسیار کمتر از میزان اولیه آن خواهد شد 
بنابراین . ]177[از بیماران جهت بازگرداندن فعالیت هورمونی، درخواست پیوند مجدد قطعات تخمدان را دارند 

ت زمانی و فعالیت کوتاه مدت بافت تخمدان پیوند زده شده، این روش براي مواردي که لازم به دلیل محدودی
  .است فعالیت هورمونی به صورت طولانی مدت ادامه یابد، مناسب نیست

  
  تغییرات گنادو تروپین ها و استروئیدها در پیوند تخمدان. 1-6

در صورتیکه به دنبال برنامۀ درمان ناباروري و پس از پیوند تخمدان، جمع آوري تخمک و تولید جنین به 
بنابراین تعداد . روش هاي آزمایشگاهی مورد نظر باشد، افزایش تعداد تخمک هاي بالغ بسیار مهم می شود

ستگی ندارد بلکه به استفاده از تخمک هاي بالغ در تخمدان پیوند زده شده، تنها به طول مدت فعالیت بافت ب
تزریق گنادوتروپین در موشی که تخمدان هایش در زیر کپسول کلیه پیوند . گنادوتروپین ها نیز مرتبط می شود

همچنین اثر بخشی گنادوتروپین . ]123[زده شده بود، نتوانست به افزایش تخمک هاي بالغ کمک شایانی نماید 
د تحمدان هاي انسانی تحریک به اما در پیون. ها در پیوند تخمدان زیر پوستی، هنوز به خوبی اثبات نشده است
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در مطالعۀ دیگري . ]126[وسیلۀ گنادوتروپین ها، روشی متداول براي حمایت از بافت پیوندي محسوب می شود 
از ) IU66(واحد بین المللی  5، در انتهاي هفتۀ سوم پیوند، ]168[ 2006و همکارانش در سال  Yangتوسط 

PMSG  و به همان میزان نیزHCG  در مطالعۀ فوق تخمدان موش به دو . ساعت تزریق شد 48با فاصلۀ
ثر تزریق گنادوتروپین بر هر دو بافت تخمدان پیوند زده شده صورت ارتوتوپیک و هتروتوپیک پیوند زده شد و ا

در نهایت گزارش گردید که استفاده از گنادوتروپین ها منجر به القاء تقسیم میوز در بافت پیوندي . ارزیابی گردید
  .شده اما در تعداد تخمک هاي بالغ گرفته شده از بافت، افزایش معنی داري را نشان نمی دهد

ت پیوند تخمدان به حیواناتی که تخمدان هاي آن ها پیش از پیوند از بدن خارج شده است، در اگر چه اثرا
ر نشان دادند که به دلیل حذف عوامل مها ]132[و همکارانش  Dissenمطالعات مختلف، متفاوت است، اما 

این افزایش تکثیر و رشد سلول . افزایش می یابد FSHکننده از تخمدان ها، سطح گنادوتروپین ها به خصوص 
  .]178[هاي گرانولوزا و حتی میزان رگ زایی در بافت را افزایش می دهد 

در بافت پیوندي گونه هاي جانوري، ناشی از نحوة اثر آن ها در شرایط  LHو  FSHشاید اثرات مختلف 
اولین تنظیم کننده رشد فولیکول است، اما عوامل رشد که توسط  FSHاگر چه به عبارت دیگر، . طبیعی باشد

، FSHخود سلول هاي فولیکولی ترشح و تولید می شوند، می توانند به شیوه پاراکرین و اوتوکرین بر عملکرد 
تخمدان در تغییر  67بنابراین فاکتورهاي رشد. چه در شدت بخشیدن و چه در تقلیل عملکرد آن، اثر بگذارند

از طرفی ثابت شده است که مرحلۀ اثر گذاري هر عامل رشد در گونه هاي . ]168[پیوند بسیار مؤثرند نتایج 
استفاده از گنادوتروپین ها در یک گونه این مسئله شاید کلید حل این معما باشد که چرا . مختلف، متفاوت است

  .]168[جواب مثبت می دهد اما در گونه اي دیگر چندان اثر بخش نیست 
براي رشد فولیکول و انتخاب شایسته ترین آن ها، نقش  FSHاین نکته که گنادوتروپین ها به خصوص 

خون در انتهاي مرحله لوتئال و ابتداي مرحله  FSHافزایش میزان . سال پیش فهمیده شد 70اساسی دارد 
این پدیده زمانی فهمیده شد که . در انتخاب فولیکول برجسته در جنس ماده است FSHفولیکولار، اساس نقش 

با توجه به . ]179[هیچ فولیکول برجسته اي رشد نکرد و تخمک گذاري نیز صورت نگرفت  FSHدر عدم حضور 
پلاسما و  FSHخود باعث کاهش سطح  شده و این امر 68خون موجب ترشح استروژن FSHاینکه سطح آستانه 

خون به زیر سطح آستانه بیاید، ثابت  FSHتجمع آن در گروههاي فولیکولی در حال رشد می شود تا میزان 
توسط فولیکولها با آپوپتوز وسیع در سلولهاي گرانولوزا و  "FSHباز پس گیري "شده است که این مهم یعنی 

منجر به تکثیر سلولی در  70HMGتیمار تخمدان ها با . رابطه مستقیم دارد 69نهایتاً آترزي شدن فولیکول
نیز تعداد  HMGاز طرفی تیمار با . ]180[گروههاي فولیکولی به خصوص در ابتداي مرحله فولیکولار می شود 

                                                   
٦٦ International Unit 
٦٧ Growth Hormone 
٦٨ Esteradiol ١٧ß 
٦٩ Atretic Follicle 
٧٠ Human Menopausal Gonadotropin (HMG) 
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نیز  LHمکانیسم اثر . فولیکولهاي برجسته را از طریق نجات بخشیدن فولیکولها از آترزي شدن افزایش می دهد
سان همیشه فولیکولهاي گراآف کوچک وجود این مسئله باعث می شود که در تخمدان انبه همین صورت بوده و 

گزارش کرد که تخمدان یک زن  ]Gougeon ]181. داشته باشند، اگر چه تعداد واقعی آن ها مشخص نیست
عدد می باشد که اندازه این مجموعه بسته به سن و  5تا  4جوان حاوي گروهی از فولیکولهاي گراآف به تعداد 

را روي  FSHاین مسئله که سلولهاي گرانولوزا تنها سلولهایی هستند که گیرنده . ذخیره تخمدان متفاوت است
روي سطح  FSHظهور گیرنده . در تخمدان ضروري است FSHخود بیان می کنند براي فهم عملکرد  سطح

سلولهاي گرانولوزا به منظور تمایز سلولی، بلوغ فولیکول برجسته و عملکرد ترشحی آن، تولید مایع فولیکولی 
)FF( تولید استروژن و بیان گیرنده هاي ،LH  با توجه به عملکرد . ]180[امري حیاتی استLH  می توان

بر روي سلولهاي گرانولوزا  LHگذاري نرسیده، گیرنده هاي  ا زمانی که فولیکول به مرحله پیش از تخمکگفت ت
  .]179[بیان نمی شوند 

روز پس از پیوند، منجر به افزایش رشد فولیکول  15تحریک تخمدان پیوندي با استفاده از گنادوتروپین ها 
هاي انسانی و تخمک گذاري آن ها و نیز افزایش سطح هورمون هاي استروژن و به دنبال آن پروژسترون خون 

همچنین اندومتر . ]182[کول نیز با سونوگرافی به اثبات رسید شد و رشد جسم زرد ناشی از تخمک گذاري فولی
هفته پس از تخمک گذاري،  2لی و جسم زرد چرخۀ جنسی را نشان داده و بیمار رحم تغییرات مرحلۀ فولیکو

و همکارانش به  Donnezدر مطالعه اي که اخیراً توسط . دچار خون ریزي ناشی از اتمام دورة جنسی گردید
 بیمار گزارش شده 13چاپ رسیده است، تغییرات هورمونی، چرخۀ جنسی و نتیجۀ پیوند تخمدان به تفکیک در 

این تحقیق نشان می دهد که علاوه بر استفاده از گنادوتروپین ها و کنترل مرحله اي ترشح . ]183[است 
طبق استروئیدها، سن بیمار عامل مهمی در حصول نتیجه مطلوب از پیوند تخمدان به شمار می رود، به طوریکه 

سال، به دلیل اثر  40پیوند بافت تخمدان در بیماران بالاتر از  "71جمعیت سرطان شناسی بالینی آمریکا"گزارش 
 .]184[گذر سن بر کاهش تعداد فولیکول ها، چندان مطمئن به نظر نمی رسد 

ت گرفت، گزارش شده است که بازگشت و همکارانش صور Donnezدر مطالعه دیگري که مجدداً توسط 
فعالیت تخمدان پیوند زده شدة انجمادي، در اکثر بیماران با افزایش سطح هورمون استروژن و کاهش میزان 

در مطالعۀ آن ها قطعات تخمدان در اکثر . ]183[ماه پس از پیوند مشاهده می شود  5/6تا  5/3گنادوتروپین ها، 
در تمام موارد انجماد . موارد در حفرة لگن و در یک دریچۀ صفاقی و یا درون مدولاي تخمدان پیوند زده شدند

 5در  10تا  8(پیوندي شد و قطعات نیز به دو صورت اندازه بزرگ  آهسته منجر به پاسخ دهی قطعی تخمدان
، بیشتر از Donnezدر مطالعۀ . در جایگاه پیوند قرار گرفتند) میلی متر 2در  2(و یا قطعات کوچک ) میلی متر

بیماران به صورت طبیعی باردار شده و تعداد کمی نیز جهت لقاح به روش هاي آزمایشگاهی نیاز پیدا % 50
  .دندکر

                                                   
٧١ American Society of Clinical Oncology 
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از جملۀ عوامل مهم در ادامۀ فعالیت یک تخمدان پیوند زده شده، هورمون هاي استروئیدي به خصوص 
تخمدان نیست،  – هیپوفیز  – استرادیول تنها یک عامل تنظیم کننده در محور هیپوتالاموس . استرادیول است

انولوزا منبع اصلی استرادیول بوده و سلولهاي گر. بلکه نقش بسیار مهمی در زنده ماندن سلولهاي گرانولوزا دارد
را بر روي سطح خود بیان می کنند، هدف اصلی هورمون در ) ERßو  ERα(زمانی که گیرنده هاي استروژن 

همچنین استرادیول در سلولهاي . خواهند بود ]187-185[موش، موش صحرایی، گوسفند، خوك، گاو و انسان 
گرانولوزا نقش هاي متعددي نظیر پیشبرد فولیکولوژنز، افزایش بیان گیرنده هاي گنادوتروپین ها و مهار آپوپتوز 

که از لحاظ آنزیم آروماتاز،  Cyp19موشهاي و همکارانش نشان دادند که در  Matsuda. ]185[بازي می کند 
استرادیول وجود ندارد و در تخمدان این موشها نیز آنترال فولیکولهاي غیر ساپرس شده اند، توانایی ترشح 

همچنین در تخمدان این موشهاي عقیم، . ]188[طبیعی با تعداد سلول گرانولوزاي متفاوت، قابل رویت است 
بنابراین در پیوند بافت تخمدان نیز . فولیکول آنترال مناسبی به دلیل ساپرس گیرنده هاي استرادیول دیده نشد

به . ترشح استرادیول براي پیشبرد روند فولیکولوژنز بسیار مهم بوده و هدف اصلی آن سلولهاي گرانولوزا می باشد
ن نمود که انطباق عملکرد بافت پیوندي با ترشح استرادیول به دلیل تعداد متفاوت سلول هاي هر حال باید اذعا

گرانولوزا در فولیکول هاي آنترال تخمدان هاي پیوندي بسیار سخت است و در افراد مختلف سطح آن متفاوت 
  .]189[خواهد بود 

-بر روي موش صحرایی، فعالیت تخمدان پیوندي منجمد 2009و همکارانش در سال  Dengدر مطالعۀ 
در مطالعۀ فوق تخمدان هاي غیر منجمد و منجمد . مورد بررسی قرار گرفت) ماه 18(ذوب شده به مدت طولانی 

ماه پس از پیوند، تخمدان ها از بدن خارج شده  10و 8، 5. شدة موش صحرایی زیر کپسول کلیه پیوند زده شدند
و حیوانات از نظر سلول شناسی واژن، ترشح هورمون هاي استروژن و پروژسترون و نیز ساختار تخمدان و 

پس از شمارش فولیکول هاي زنده و مرده مشخص گردید که علی رغم . قرار گرفتند مجاري تناسلی مورد بررسی
کاهش در تعداد فولیکول هاي بدوي در گروه انجمادي پیوندي نسبت به گروه کنترل، میزان موفقیت پیوند و نیز 

این . ]190[ت سطح ترشح استروئیدها در هر سه زمان باز کردن پیوند با یکدیگر و گروه کنترل برابر بوده اس
نتایج نشان می دهد که تخمدان پیوندي ممکن است توانایی فعالیت طولانی مدت حتی در جوندگان را داشته 

  .باشد
  

  مرگ سلولی و عوامل مؤثر بر آن در پیوند تخمدان. 1-7
نترال وابسته به گنادوتروپین هاي هیپوفیز نیستند، در بسیاري از گونه هاي جانوري، تحریک فولیکول مرحله پرآ

مهمترین هورمون کنترل  FSH. در حالی که فولیکولهاي مرحله آنترال شدیدا به گنادوتروپینها وابسته اند
سلولهاي . ]188[از فولیکولهاي بزرگ می شود  inhibinکننده رشد فولیکول است که باعث ترشح استرادیول و 

 17ßترشح می کنند در حالیکه سلولهاي تکا آندروژن می سازند تا جهت ساخت استرادیول  inhibinگرانولوزا 
هیپوفیز  – با یکدیگر بر روي محور هیپوتالاموس inhibinاسترادیول و . در اختیار سلولهاي گرانولوزا قرار دهند

این در اصل یک فیدبک منفی براي جلوگیري از رشد . را کاهش می دهند FSHاثر کرده و میزان ترشح 
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بنابراین انتظار می رود در حیوانی که یکی از تخمدانها پیوند زده شده است، تا . فولیکولهاي تحت فرمان است
تا  FSHلول هاي گرانولوزا، زمان فعال شدن مجدد تخمدان، رشد دوبارة فولیکول هاي پیشرفته و فعالیت س

این مسئله در جانورانی که هر دو تخمدان آن ها خارج شده است، به خوبی دیده می شود . حدودي افزایش یابد
به به همین سبب است که تعداد فولیکول هاي در حال رشد در تخمدان هاي پیوند زده شده . ]190, 132[

  .]178[هفته اي بیشتر از موش هاي طبیعی گزارش شده است  2موش هاي گنادکتومی 
خود را افزایش داده و منجر به  LHدر حالت طبیعی، سلولهاي گرانولوزاي فولیکولهاي برجسته، گیرنده هاي 

ثابت . رخ می دهد LHبنابراین تخمک گذاري در نتیجه پاسخ به افزایش ناگهانی . ترشح بیشتر آن می شوند
، )IGF72(شده است که عوامل مترشحه از سلولهاي گرانولوزا به خصوص استرادیول و عامل رشد شبه انسولین 

اگر فعالیت این کلیدهاي حیاتی زنده ماندن کاهش یابد، . ]191[براي بلوغ فولیکول ها ضروري می باشند نیز 
لایه سلولهاي گرانولوزا ابتدا . سلولهاي گرانولوزا نه تنها فعالیتشان مختل شده، حتی دچار مرگ سلولی می شوند

. پایه قرار می گیرند و در یک فولیکول سالم و در حال رشد، سلول آپوپتوتیک نیز دیده نمی شوددر طول غشاء 
سلولهاي آپوپتوتیک در ابتداي آترزي شدن نمایان شده و به تدریج بر تعدادشان افزوده می شود تا جائیکه منجر 

بنابراین این فولیکول . رگ پیش می برندبه اختلال در لایه سلولهاي گرانولوزا شده و نهایتا فولیکول را به سمت م
تا سه روز اول پیوند و برقراري مجدد جریان خون در بافت پیوند زده . محکوم به حذف از مسیر رشد خواهد بود

شده، فولیکول هاي به خصوص پیشرفته، به دلیل اینکه وابستگی شدید به مواد غذایی موجود در خون دارند، 
حذف منابع سلول هاي گرانولوزا، کاهش عوامل زنده مانی و حمایتی فولیکول . ددچار مرگ زود هنگام می شون

  .ها را به دنبال داشته و لذا مرگ سلولی در بافت افزایش می یابد
آپوپتوز در فولیکول ابتدا در سلولهاي گرانولوزاي سطوح داخلی تر رخ می دهد، نه در سلولهاي کومولوسی، 

این نشان دهنده نقش آغازگر سلولهاي گرانولوزا در شروع فرآیند . و خارجی تخمک و یا سلولهاي تکاي داخلی
در فولیکول هاي آنترال در حال مرگ در تخمدان هاي پیوندي نیز این مسئله به . آپوپتوز در فولیکول است

تجمع سلول هاي مرده در لایه هاي گرانولوزا بسیار بیشتر از سایر نواحی . ]192[خوبی به چشم می خورد 
  .]192[ عیین آترتیک بودن یک فولیکول به شمار می رودفولیکول است و این خود اساس ت

کاهش فعالیت عوامل زنده مانی و یا تحریک توسط اتصال لیگاندهاي آپوپتوتیک، هر دو عامل منجر به شروع 
این دو روش تحریک آپوپتوز، مسیرهاي مختلفی را در . ]188[روند آپوپتوز در سلولهاي گرانولوزا می شوند 

داخل هسته اي  DNAو سپس شکسته شدن  Caspase 3سلول فعال می کنند که مهمترین آن فعال شدن 
در سالهاي اخیر مولکول هاي بسیاري در سلول هاي گرانولوزا کشف شده اند که در فرآیند آپوپتوز . می باشد

در این میان، پروتئین هاي خانواده . ]188[دخیل بوده و حین فعالیت بر روي یکدیگر نیز اثر می گذارند 
73BCL2 )نقش بسیار مهمی در زنده ماندن و یا آغاز روند مرگ در سلولهاي ) 74آپوپتوز با واسطه میتوکندري

                                                   
٧٢ Insulin-like Growth Factor 
٧٣ B Cell Lymphoma/Leukemia ٢ 
٧٤ Mitochondria-Mediated Apoptosis 
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از عوامل بسیار مهم دیگر در جریان پیوند تخمدان، استرادیول را می توان نام برد که نقش . گرانولوزا دارند
گزارش شده است در موش هاي صحرایی که هیپوفیز آنها . بسزایی در کنترل مرگ سلولی برنامه ریزي شده دارد

  .]193[فولیکولهاي آنترال جلوگیري می کند  برداشته شده، تزریق استرادیول از آپوپتوز سلولهاي گرانولوزا در
. نامیده می شوند، آغاز می شود Caspase75آپوپتوز با فعال شدن یک سري از پروتئازهاي سیستئینی که 

Caspase که شامل  76آغاز کننده -1: ها شامل دو دسته پروتئاز هستندCaspase 8  ه ک 77اثر گذار -2 9و
می  DNAنیز جزء اندونوکلئازها بوده و منجر به قطعه قطعه شدن  Caspase 6. می باشد Caspase 3شامل 

نیز جزء گروه اثر گذار بوده که البته محل اثر آن درون هسته است نه  Caspase 6می توان گفت  که . شود
 TUNELکه با روش  DNAنشان دادند که در موش، قطعه قطعه شدن  ]178[و همکاران  Liu. سیتوپلاسم

مدت زمان . پس از پیوند آلوگرافت تخمدان آغاز گردید) ساعت 12تا  2(کوتاهی  اندازه گیري شد در مدت زمان
دقیقه انکوبه کردن تخمدان پیوندي نیز خود منجر به بروز آپوپتوز پراکنده در مدولاي  30کوتاهی حدود 

به همین تخمدان ها شد که البته الگوي افزایش سلول هاي آپوپتوتیک از مدولا به قشر تخمدان با گذشت زمان 
همچنین در مطالعۀ فوق نیمی از فولیکول هاي بدوي در نتیجۀ پیوند تخمدان هاي . ترتیب صورت می گیرد

 ،به عبارت دیگر نتایج نشان داد که پیوند نسبت به انجماد. انجمادي به موش هاي گنادکتومی شده از بین رفتند
یافته هاي فوق با نتایج  .بدوي رقم می زندمرگ و میر وسیع تري را در فولیکول ها بالاخص فولیکول هاي 

مطالعات دیگري نیز در این مسئله مطابقت دارد که پیوند بیش از انجماد می تواند منجر به مرگ سلولی در 
  .]170[فولیکول ها گردد 

عامل فعال کنندة پروتئاز آپوپتوزي  از میتوکندري، دو عامل مهم یعنی Cپس از انتشار سیتوکروم 
)78APAF1 ( وCaspase 9  آپوپتوز را با فعال کردنCaspase 3  194[القاء می کنند[ .APAF1  و

Caspase 9  در سلولهاي گرانولوزا بیان می شوند و ثابت شده است که در موش و خوك منجر به آپوپتوز می
  .]195[شوند 

. توسط برخی دیگر از عوامل آپوپتوزي در سلولهاي گرانولوزا کنترل می شوند BCL2برخی از اعضاء خانواده 
 افزایش می یابد IGF-Iو عامل رشد Cyp 19 در سلولهاي گرانولوزا در عدم حضور آنزیم آروماتاز  BAXبیان 

 FSHدر نتیجه عدم حضور گنادوتروپین  BAXهمچنین در سلولهاي گرانولوزاي گاوي، میزان بیان . ]196[
در کشت سلولهاي گرانولوزاي . ]197[به تنهایی، افزایش پیدا می کند  IGFحتی پس از تیمار با عامل رشد 

  .]198[گردید  Caspase 3و  BAXمیمون نیز حذف گنادوتروپین ها منجر به افزایش بیان هر دو عامل 
هنگام کشت سلولهاي جسم زرد . اطلاعات بسیاري در این باره به ما داده اند Caspase 3موشهاي فاقد ژن 

موش صحرایی در محیط فاقد سرم و عوامل رشد، در موشهاي معمولی افزایش سلولهاي آپوپتوتیک به همراه 

                                                   
٧٥ cystein aspartate-specific proteases 
٧٦ Initiator Caspase 
٧٧ Effector Caspase 
٧٨ Apoptotic protease activating factor ١ (APAF١) 

Arc
hive

 of
 S

ID

www.SID.ir

www.SID.ir


  

  …مطالعه فراساختار و بیان ژنهاي بلوغ فولیکولی، رگزائی و آپوپتوزي بافت تخمدان 
 
 
 

٢٧ 
  

شد، در حالیکه در موشهاي فاقد این ژن افزایش سلولهاي آپوپتوتیک  دیده Caspase 3افزایش میزان بیان 
داراي تعدادي جسم زرد می شوند اما سطح  Caspase 3تخمدان موشهاي فاقد ژن . ]199[دیده نشد 

براي آپوپتوز و روند رشد طبیعی  Caspase 3این نشان می دهد که . پروژسترون سرم خونشان پایین می آید
تزریق . ]199[بسیار مهم است اما در کاهش ترشح استروئیدها به دلیل تحلیل جسم زرد دخالت مستقیم ندارد 

لیکه در القاء آپوپتوز ناموفق بودند در حا Caspase 3در موشهاي فاقد ژن  Fasآنتی بادیهاي تحریک کننده 
 Fasاین نشان دهنده این است که مسیر . در موشهاي معمولی شدند Caspase 8باعث افزایش میزان بیان 

ligand – Fas – Caspase 8 – Caspase 3 در موشهاي عادي و در فرآیند تحلیل جسم زرد وجود دارد.  
، ]200[شدید پیدا کرد  نقص یافتند، تعداد فولیکولهاي بدوي و تخمک کاهش BCL2در موشهایی که از نظر 

در حالیکه بیان بیش از حد آن موجب رشد تخمک و کاهش آپوپتوز سلولهاي گرانولوزاي فولیکولهاي آنترال شد، 
در سلولهاي گرانولوزا و تخمک فولیکولهاي  BAXهمچنین . ]201[این امر مسیر فولیکولوژنز را بهبود بخشید 

آترزي شده انسانی و خوك به شدت صورت گرفته و مهار آن موجب رشد فولیکولهاي سالم دیگر می شود 
]202[ .  

  
  تغییرات و نقش فاکتورهاي رشد موضعی در پیوند تخمدان. 1-8

در سالهاي اخیر این مسئلۀ مهم کشف شد که فولیکولوژنز بوسیله فاکتورهاي رشد مترشحه از تخمک کنترل 
فاکتور تمایز  -1: امروزه پنج فاکتور رشد بسیار مهم در تخمک پستانداران شناسایی شده است. ]203[می شود 

 -BMP-1580/ GDF-9B (]205[ 3( 15پروتئین شکل دهی استخوان  - 204[ 2[) GDF-9 79( 9و رشد 
 -81TGF-B2 (]207[ 5( B2فاکتور رشد تغییر شکل  -206[ 4[) BMP-6( 6پروتئین شکل دهی استخوان 

  .]82FGF-8 (]208( 8فاکتور رشد فیبروبلاست 
، بیشتر BMP-15و  GDF-9اکثر مطالعات ما در رابطه با عملکرد ژنها و پروتئینهاي فوق به خصوص در مورد 

این مطالعات نشان می دهند که نتیجه . در نتیجۀ مطالعاتی است که بر روي موش و گوسفند انجام شده است
GDF-9  وBMP-15 تأئید بالینی این مطلب . براي فولیکولوژنز طبیعی و باروري جنس ماده ضروري هستند

نکته . ]209[به شدت بیان می شوند  BMP-15و  GDF-9این است که در فولیکولهاي انسانی در حال رشد 
مهم دیگر اینکه در تخمدان پستاندارنی که تاکنون بررسی شده اند، تخمک تنها سلولی است که این دو ژن را 

مختل شده بود، فولیکولوژنز در مراحل ابتدایی پرآنترال متوقف  GDF-9در موشی که ژن . ]81[بیان می کند 
فنوتیپ مشابهی در . بنابراین هیچ گونه فولیکول گراآف، تخمک گذاري و حاملگی دیده نشد. ]210[شد 

بنابراین اگر چه در بافت تخمدان، تعداد تخمک . ]211[نیز دیده شد  BMP-15موشهاي ساپرس شده از نظر 

                                                   
٧٩ Growth Differentiation Factor-٩ 
٨٠ Bone Morphogenetic Protein-١٥ 
٨١ Transforming Growth Factor-B٢ 
٨٢ Fibroblast Growth Factor 
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ها بسیار کمتر از سلول هاي گرانولوزا می باشند، اما اثر تنظیمی آن ها بر روند رشد و بلوغ فولیکول بسیار بیشتر 
لذا از آنجائیکه پس از پیوند بافت تخمدان، در مجموع کل و نسبت به سلول هاي گرانولوزا، . و مهمتر است
کمی باقی می مانند، تحریک فرآیند رشد فولیکول ها با واسطۀ تخمک نیز به کندي و با مشکل تخمک هاي 

  .]189[مواجه می شود 
مدارك زیادي وجود دارند . ، سلولهاي هدف آنها استBMP-15و  GDF-9سؤال مهم دیگر براي فهم عملکرد 

نقش بسیار اساسی در تکثیر سلولهاي  GDF-9ثابت شده است که . که سلولهاي گرانولوزا هدف این ژنها هستند
 83ین ها داشته و عامل مهمی در انتقال فولیکول به مرحله ثانویهگرانولوزا در مرحله غیر وابسته به گنادوتروپ

باعث به طور مستقیم بر فولیکولهاي پرآنترال تا مرحله برجسته شدن اثر گذاشته و  GDF-9. ]212[است 
نیز ثابت شده است که در  BMP-15در مورد . ]213[در سلولهاي گرانولوزا می شود  DNAتحریک ساخت 

in vitro  اما جنبه مهم میتوژنیک بودن این دو . ]214[موجب تحریک میتوز در سلولهاي گرانولوزا می شود
  .ستا FSHپروتئین، غیر وابسته بودن آنها به 

به تنهایی اثر کمی بر تمایز سلولهاي گرانولوزاي فولیکول هاي پرآنترال کشت  BMP-15و  GDF-9اگرچه  
ثابت  ]213[و همکارانش  Vitt. در این سلولها اثر گذارند FSHداده شده دارند، اما هر دو عامل بر روي عملکرد 

و پروژسترون ) E2(و همچنین بایوسنتز استرادیول  FSHتحریک شده با  LH، گیرنده هاي GDF-9کردند که 
)P4 (بنابراین به نظر می رسد که . را در سلولهاي گرانولوزا مهار می کندGDF-9  در سلولهاي گرانولوزاي تمایز

را  FSHوابسته به  P4، تولید  GDF-9نیز مانند   BMP-15. دخالت دارد FSHنیافته، در توقف عملکرد 
نتیجه اینکه در مرحله فولیکولی، قدرت . ]214[اثري ندارد  FSHوابسته به  E2وي کاهش می دهد اما ر

همچنین اخیراً ثابت شده است که . در آن نقشی ندارد P4صورت می گیرد و  E2با واسطه  FSHانتخابی 
BMP-15  اثر مهاري در بیان گیرندهFSH این نتایج این فرضیه را تقویت می کنند که ممکن است . دارد

GDF-9  وBMP-15  کنترل کننده هاي اصلیFSH در طول فولیکولوژنز باشند.  
به طوریکه در سلولهاي . با تمایز سلولهاي گرانولوزا رابطه مستقیم دارد GDF-9مدارك قوي وجود دارد که 

تأثیرات مهمی می گذارد، از  FSH/LHتمایز نیافتۀ فولیکول هاي پیش از تخمک گذاري و تحریک شده با 
و پروتئین تنظیم حاد  استروئید ) COX-285( 2کلو اکسیژنز ، سی)HAS284( 2بیان هیالورونان سنتز : جمله

)StAR86 (]215[.  
این مسئله . ]210[مختل می شود 87ساپرس شده اند، تشکیل سلولهاي تکا  GDF-9در موشهایی که از نظر 

در واقع از کشت . یک اثرگذار قوي بر رشد سلولهاي تکا نیز می باشد GDF-9این فرضیه را تقویت می کند که 

                                                   
٨٣ Secondary Stage 
٨٤ Hyaluronan Synthase-٢ 
٨٥ Cyclooxygenase-٢ 
٨٦ Steroid Acute Regulatory Protein 
٨٧ Theca Cells 
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نابراین ب. را افزایش می دهد LH، ساخت آندروژن وابسته به GDF-9سلولهاي تکا مشخص شده است که 
بوده و این پروتئین تعیین کننده مهم تولید آندروژن توسط فولیکولهاي  GDF-9سلولهاي تکا هدف اصلی 

نقش مهمی در رشد تخمک به خصوص در تنظیم اندازة تخمک و تشکیل  GDF-9نهایتاً . تخمدان است
 .)1-1شکل ( ]216[گرانولهاي قشري آن بازي می کند 

  

 
 

  
  
  
  
  
  
 
  
  

 – تخمک (رشد فولیکول در گذر از مرحله پرآنترال به آنترال، وابستگی شدید به ارتباطات داخل فولیکولی : 1- 1شکل 
 ).LHR: LH Receptor, CYP17A1: 17-α hydroxylase/17, 20 lyase(دارد ) تکا – گرانولوزا 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

Design: 

 :پیکان زرد

سلول های سوماتیک  →گرانولوزا         
  IGF, KLساخت و ترشح

  افزایش تکثر سلول های سوماتیک

 افزایش القاء حرکت سلول های تکا 

  افزایش تولید آندروژن

  CYP١٧A١عامل   mRNAافزایش ساخت
 LHRعامل   mRNAافزایش ساخت

  
  :پیکان سبز

  سلول های تکا →تخمک       
  ٩-ساخت و ترشح 

 :پیکان آبی

 گرانولوزا →تخمک 
 ٩-GDFساخت و ترشح 

 افزایش تکثر سلول های گرانولوزا

   افزایش آپوپتوز سلول های گرانولوزا
 FSHگیرندة   mRNAافزایش ساخت

  
 :پیکان قرمز

 گرانولوزا → تکا
 ٧-Androgens ،EGF, TGF-α, KGF, HGF, BMPساخت و ترشح 

Arc  افزایش تکثر سلول های گرانولوزا
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  اهداف. 1-9
اگر چه سالیان زیادي است که از فرآیند کاهش دما براي حفظ مواد غذایی و عناصر زیستی استفاده می گردد، 
اما علم کرایوبیولوژي در دو دهۀ اخیر توانسته است جایگاه ویژه اي در کمک به درمان برخی از بیماري ها به 

گزارش تولد نوزاد زنده انسان توسط به دنبال . در نزد محققین ایجاد نماید "حفظ قدرت باروري"خصوص 
Donnez  امید محققین پس از بیش از یک قرن تلاش در جهت بازگرداندن 2004و همکارانش در سال ،

توانایی تولیدمثل بدنبال پیوند بافت تخمدان به بار نشست و این امر نشان داد که انجماد و پیوند بافت تخمدان 
اما با وجود این موفقیت بزرگ و گزارشات . اختیار علم پزشکی قرار گیردمی تواند به عنوان ابزاري مطمئن در 

پراکندة دیگري که حاکی از تولد نوزاد پس از پیوند بافت تخمدان انجمادي دارد، هنوز سؤالات متعددي در 
د ساختار اینکه آیا انجماد می توان: رابطه با انجماد بافت تخمدان و پیوند آن وجود دارد که لاینحل مانده است

تمامی سلول هاي یک بافت را به خوبی حفظ نماید یا خیر؟ کدام روش انجمادي و براي چه نوع بافتی مؤثر تر 
است؟ آسیب هاي انجمادي ناشی از کاهش دما و یا اثر سمی ضدیخ ها تا چه حد فعالیت حیاتی بافت و سلول 

به چه میزان و چه ترکیبی از آن ها براي گونۀ ها را پس از ذوب دستخوش تغییر قرار می دهد؟ کدام ضدیخ ها، 
مورد نظر مناسب تر است؟ آیا آسیب ناشی از کاهش دما و یا اثر ضدیخ ها بر سلول هاي بافت و ارتباطات بین 
آن ها برگشت پذیرند؟ تا چه حدودي باید این آسیب ها مورد ارزیابی قرار بگیرند؟ مطمئناً بررسی ریخت 

درست مانند ساختمانی . قادر به ارائۀ اطلاعات دقیق از میزان آسیب درونی نخواهد بودشناسی بافت به تنهایی 
که تحت اثر زلزله قرار گرفته و نماي بیرونی خود را حفظ کرده اما لوازم و وسایل داخلی آن به هم ریخته باشد، 

ن خسارات وارده به سلول ها و لذا برآورد میزا. در این صورت زندگی در آن با مشکلات فراوانی همراه خواهد بود
حتی در مواردي نیز لازم است تا . ساختار یک بافت در اثر انجماد بدون بررسی فراساختار آن، میسر نخواهد بود

، این آسیب ها را تا )بدنبال پیوند آن(با ارزیابی نحوة فعالیت بافت منجمد شده در محیط کشت و یا بدن زنده 
  .ودتولید یک موجود زنده رصد نم

آیا بدنبال : در بحث پیوند و بازگرداندن بافت به بدن موجود زنده نیز مسائل زیادي بدون حل باقی مانده اند
پیوند، سلول هاي بدخیم به بدن بیمار باز خواهند گشت؟ چه جایگاهی براي قرار دادن بافت در گونۀ مورد نظر 

ست؟ آیا تغییرات ژنومیک و اپی ژنومیک در مناسب تر است؟ اثر بافت هاي پذیرنده بر بافت میهمان چگونه ا
سلول هاي میهمان رخ خواهند داد؟ کدام مادة ضدیخ و کدام روش انجمادي براي پیوند بافت تخمدان به گونۀ 
مورد نظر مناسب تر است؟ تغییرات هورمون هاي جنسی و گنادوتروپین ها در نتیجۀ پیوند چگونه خواهد بود؟ 

تخمدان تا چه حدي تحت تأثیر بازگشت بافت تناسلی به بدن قرار خواهند -فیزهیپو- محور هاي هیپوتالاموس
گرفت؟ خارج کردن تخمدان طرف مقابل تأثیر کمکی در بهبود نتیجۀ پیوند خواهد داشت یا برعکس، از روند رو 

نجماد و به رشد جلوگیري خواهد نمود؟ مرگ سلولی که فرآیندي طبیعی و روزمره در تخمدان است، آیا در اثر ا
پیوند تخمدان تغییري می نماید یا خیر؟ نقش عوامل رشد موضعی مانند عوامل بلوغ فولیکول، رگ زایی و مرگ 
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سلولی و اثر گذاري آن ها بر بافت و روند پاسخ گویی بدن به پذیرش بافت پیوندي چگونه خواهد بود؟ این ها 
اي خود بدنبال یافتن پاسخ هاي قانع کننده سؤالات متعددي است که محققین به صورت روزانه در پژوهش ه

براي آن ها، آزمون هاي زیادي را طراحی می کنند تا شاید روزي بتوان به روشی کارآمد و مؤثر براي تمامی 
  .دست یافت "انجماد و پیوند بافت تخمدان"گونه هاي جانوري در زمینۀ 

  :و پیوند بافت تخمدان ارائه می شودبدنبال مسائل فوق اهداف پژوهش حاضر نیز در دو سطح انجماد 
بررسی اثرات ترکیبات مختلف ضدیخ در فرآیند انجماد شیشه اي بر ساختار، میزان وقوع آپوپتوز و فراساختار  -1

 بافت تخمدان موش صحرایی
بررسی اثرات پیوند به خودي پس از گنادکتومی یکطرفه یا دوطرفه بر ساختار، میزان شیوع آپوپتوز،  -2

ختار، فعالیت هورمونی، عوامل رگ زایی و بلوغ فولیکولی بافت تخمدان موش صحرایی حاصل از انجماد فراسا
 شیشه اي

  
  فرضیات. 1-10
مول در لیتر  25/0و  EG  +DMSOانجماد شیشه اي به روش کرایوپین با استفاده از ترکیب ضدیخهاي  -1

) با سوکروز و یا بدون آن DMSO  +PROHو  EG  +PROH(سوکروز، نسبت به سایر ترکیب هاي ضد یخ 
آسیب کمتري را از نظر ساختار، تعداد فولیکول هاي مراحل مختلف، وقوع آپوپتوز و فراساختار فولیکول هاي 

 .بدوي یا اولیه براي بافت تخمدان موش صحرایی خواهد داشت
ومی یکطرفه و یا دو پیوند به خودي تخمدان غیر منجمد و منجمد شدة موش صحرایی به همراه گنادکت -2

 .طرفه، ساختار و فراساختار بافت تخمدان را به صورت نسبتاً طبیعی حفظ خواهد کرد
پیوند به خودي تخمدان غیر منجمد و منجمد شدة موش صحرایی به همراه گنادکتومی یکطرفه و یا دو  -3

توسترون به حالت طبیعی باز ، استرادیول، پروژسترون و تسLH ،FSHطرفه، فعالیت هورمونی را از نظر ترشح 
 . خواهد گرداند

پیوند به خودي تخمدان غیر منجمد و منجمد شدة موش صحرایی به همراه گنادکتومی یکطرفه و یا دو  -4
 ,VEGF, CD34(، رگزائی )TGF-β, GDF-9, BMP-15(طرفه، در میزان بیان ژنهاي بلوغ فولیکول 

CD31 ( و آپوپتوز)Bax, Bcl-2 (اري را نسبت به گروه کنترل نخواهد داشتتغییر معنی د.  Arc
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 فصل دوم مواد و روشها  
  
  مقدمه. 2-1

انجماد شیشه اي کل تخمدان موش صحرایی به  -1روند اجرایی پژوهش حاضر، در دو بخش مستقل از هم      
  .ذوب شده، تعریف شده است – پیوند تخمدان هاي منجمد  -2منظور بررسی ترکیبات مختلف ضدیخ و 

در بخش اول که توضیحات کامل آن در ادامه می آید، هدف، بررسی اثرات ترکیبات مختلف ضدیخ هاي      
در حضور و یا عدم حضور ضدیخ غیر نافذ سوکروز بر کل بافت تخمدان  PROHو  EG ،DMSOنفوذ کننده 

) الف: ذوب شده عبارت است از – ارزیابی ها بر روي بافت تخمدان منجمد . هفته اي است 5موش صحرایی 
بررسی ) و شمارش فولیکول هاي سالم و مرده ب H & Eبررسی بافت شناسی به وسیلۀ روش رنگ آمیزي 

تعداد فولیکول هاي آپوپتوتیک به وسیلۀ روش ایمونوهیستوشیمی جهت آشکار ساختن سلول هاي بیان کنندة 
) نگ آمیزي قطعات نیمه نازك با تالوئیدین بلو دبررسی بافت شناسی به وسیلۀ ر) ج Caspase 3پروتئین 

ذوب شده به وسیلۀ میکروسکوپ  – بررسی فراساختار فولیکول هاي بدوي و یا اولیه بافت تخمدان منجمد 
  .الکترونی

ذوب شده بر دستگاه تولید مثل موش صحرایی است  – بخش دوم، اثر پیوند به خودي تخمدان هاي منجمد      
بررسی بافت شناسی به وسیلۀ روش رنگ ) الف: از پیوند به صورت ذیل انجام شده است که ارزیابی ها پس

بررسی تعداد فولیکول هاي آپوپتوتیک به وسیلۀ روش ) و شمارش فولیکول هاي سالم و مرده ب H & Eآمیزي 
اسی بررسی بافت شن) ج Caspase 3ایمونوهیستوشیمی جهت آشکار ساختن سلول هاي بیان کنندة پروتئین 

بررسی فراساختار فولیکول هاي بدوي و یا اولیه ) به وسیلۀ رنگ آمیزي قطعات نیمه نازك با تالوئیدین بلو د
بررسی سطح ترشح هورمون هاي ) ذوب شده به وسیلۀ میکروسکوپ الکترونی ذ – بافت تخمدان منجمد 

در سرم خون و مقایسه  LHو  FSHاستروئیدي پروژسترون، استرادیول و تستوسترون و نیز گنادو تروپین هاي 
بررسی میزان بیان رونوشت هاي ژن هاي بلوغ ) آن ها با سطح هورمونی در رت هاي گنادکتومی دو طرفه ه

و  BAX(و آپوپتوتیک ) CD31و  VEGF ،CD34(، رگ زایی )GDF-9و  TGF-b ،BMP-15(فولیکول 
BCL-2 (در بافت تخمدان.  

  
  )بررسی اثر ترکیبات مختلف ضدیخ(وش صحرایی انجماد شیشه اي بافت تخمدان م. 2-2
  تهیۀ حیوان و نمونه تخمدان. 1- 2-2

مؤسسۀ (که از مؤسسه تحقیقاتی پاستور  88هفته اي نژاد ویستار 5در این پژوهش از موش هاي صحرایی      
حاصل از گونه آلبینوي  outbredرت ویستار از نژادهاي . تهیه شد، استفاده گردید) پاستور، ایران، تهران

Rattus norvegicus  بوده که اولین بار در مؤسسهWistar )1906 براي تحقیقات در زمینه ) میلادي
                                                   

٨٨ Wistar Rat 
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این حیوان تنها نژادي بود که مدتها در آزمایشات استفاده می شد تا . پزشکی و زیست شناسی تولید گردید
از نیمی از نژادهاي رت هاي آزمایشگاهی، حاصل ایجاد بیش . وارد این عرصه گردید 89زمانی که موش خانگی

 .Milton J، محقق بزرگ Henry Donaldsonتلاش سه پیشکسوت این زمینه یعنی فیزیولوژیست 
Greenman جنین شناسی /و پژوهشگر ژنتیکHelen Dean King رت ویستار عمومی ترین . می باشند

ی که همیشه از طول بدنش کوتاهتر است شناخته رت آزمایشگاهی است که با سر پهن، گوش بزرگ و دم طویل
همچنین رت ویستار نسبت به نژادهاي دیگر به خصوص اسپراگودالی به لحاظ فیزیکی، فعال تر می . می شود

  .باشد
  
  طراحی آزمایش. 2-2-2

تند،  با هفته اي که در مرز بلوغ قرار داش 5سر موش صحرایی  7در هر بار آزمایش، ابتدا تخمدانها از بدن      
 HEPES )HEPESحاوي  199گرم به نحوي که در ذیل می آید، خارج و در محیط کشت  80تا  70وزن 

modified tissue culture medium 199, HTCM, Sigma, Germany, MO, St., Louise ( و
 تخمدان به دست 14سپس . قرار داده شدند) human serum albumin, HSA(آلبومین سرم انسانی % 10

  :گروه کنترل و آزمایشی، تقسیم بندي شدند 13آمده به صورت تصادفی در 
تخمدان به عنوان گروه کنترل یا غیر انجمادي در نظر گرفته و بلافاصله در محلول بوئن  2 :گروه کنترل -1
)Bouin’s (تثبیت شدند.  
دي متیل + اتیلن گلایکول ( V Iگروه انجمادي  6تخمدان به صورت تصادفی در  6 :گروه هاي انجمادي -2

 V IV، )پروپاندیول+ دي متیل سولفوکساید ( V III، )پروپاندیول+ اتیلن گلایکول ( V II، )سولفوکساید
+ پروپاندیول + اتیلن گلایکول ( V V، )مول در لیتر سوکروز 25/0+ دي متیل سولفوکساید + اتیلن گلایکول (

قرار ) مول در لیتر سوکروز 25/0+ پروپاندیول + یل سولفوکساید دي مت( V VIو ) مول در لیتر سوکروز 25/0
  .گرفتند

اتیلن گلایکول ( T Iگروه آزمون سمیت  6تخمدان نیز به صورت تصادفی در  6 :گروه هاي آزمون سمیت -3
، )پروپاندیول+ دي متیل سولفوکساید ( T III، )پروپاندیول+ اتیلن گلایکول ( T II، )دي متیل سولفوکساید+ 

T IV ) مول در لیتر سوکروز 25/0+ دي متیل سولفوکساید + اتیلن گلایکول( ،T V ) اتیلن گلایکول +
مول در لیتر  25/0+ پروپاندیول + دي متیل سولفوکساید ( T VIو ) مول در لیتر سوکروز 25/0+ پروپاندیول 

  .قرار گرفتند) سوکروز
اي گروه هاي انجمادي که شرح آن در ادامه می آید، انجام بار تکرار و آزمون سمیت نیز بر 5هر آزمایش      
  .شد

                                                   
٨٩ Mus musculus 
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  بیهوش کردن حیوان. 2-2-3
 90در این مطالعه براي بیهوش کردن موش هاي صحرایی و قبل از عمل جراحی، از ترکیب داروهاي کتامین     

یکرولیتر از داروي م 400+ میکرولیتر از داروي کتامین  200به این ترتیب که . استفاده گردید 91و زایلازین
گرم از وزن بدن،  100میکرولیتر رسانده و به ازاي هر  1000زایلازین با سرم فیزیولوژي قابل تزریق به حجم 

این میزان دارو براي بیهوش . به حیوان تزریق شد 92میکرولیتر از ترکیب فوق به صورت درون صفاقی 120حدود 
و در موارد نادري که حیوان در طول جراحی به هوش می  ماندن حیوان در طول جراحی و پیوند مناسب بود

  .میکرولیتر دیگر نیز تزریق گردید 100آمد، 
  
  خارج کردن تخمدان از بدن حیوان. 2-2-4

پس از بیهوشی، حیوان را به پشت خوابانده و با نوك پنس به آرامی به ناحیۀ روي پوست زیر لبه آخرین      
که بهترین علامت براي به  93کناره هاي بدن، فشار آورده تا فرو رفتگی ناحیۀ پهلودنده ها، مابین ستون فقرات و 

سپس موهاي ناحیه مورد نظر تراشیده شده و جایگاه آن با . دست آوردن جایگاه تخمدان است، مشخص گردد
ا خط سانتیمتر و موازي ب 5/0درصد کاملاً شستشو و بر روي پوست آن، یک شکاف ساجیتال به طول  70الکل 

هفته اي، چندان  5پس از باز کردن پوست، چربی زیر پوستی که در موش صحرایی . وسط بدن ایجاد گردید
سعی گردید که عروق خونی بافت چربی بریده نشوند، اما در . گسترده و ضخیم نیست، با نوك قیچی باز شد

سپس . اطع عروقی سوزانده شدصورت قطع عروق خونی، براي جلوگیري از خون ریزي، با نوك یک پنس داغ، مق
  .صفاق و لایه هاي عضلانی متصل به آن براي نفوذ به داخل شکم منطبق بر برش پوست، بریده شد

 حد فاصل لوله رحمی و چربی اطراف تخمدان ،در نماي آناتومیک دستگاه تناسلی موش صحرایی، تخمدان    
تخمدان . ه سمت تخمدان را تعیین می نمایدقرار گرفته است که مسیر عبور عروق خونی ب )94تودة چربی(

احاطه شده است که معمولاً حاوي مایع ) 95بورساي تخمدان(همچنین توسط یک لایۀ شفاف از بافت همبند 
بدین منظور . براي جدا کردن تخمدان دقت شد که آسیب به فولیکول هاي تخمدانی وارد نشود .شفافی است

گرفته و به آرامی توسط قیچی تیز و ظریف، بورساي  96نه دار، شاخ رحمیابتدا با یک پنس نوك باریک اما دندا
  .اطراف تخمدان پاره شد، به طوریکه خارج شدن مایع شفاف درون آن به خوبی قابل مشاهده بود

                                                   
٩٠ Ketamin (Alfasan Germany) 
٩١ Xylazine (Alfasan Germany) 
٩٢ Intraperitoneal (IP) 
٩٣ Flank 
٩٤ Fat Pad 
٩٥ Ovarian Bursa 
٩٦ Uterine Horn 
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در این مرحله از آنجائیکه فولیکول ها . پس از آن تخمدان، از تودة چربی اطراف آن و لولۀ رحمی جدا شد     
ه افزایش دما حساس بوده و سریعاً آسیب می بینند، به جاي استفاده از پنس داغ، براي جلوگیري از شدیداً ب

در انتها بافت . خون ریزي، لبه هاي بافت بریده شده با پنس بدون حرارت به مدت چند ثانیه فشرده شدند
محل جراحی قرار گرفت و  HSAحاوي  HTCMتخمدان پس از خارج شدن از محل خود، در محیط کشت 

  .نیز بخیه گردید
  
  فرآیند انجماد شیشه اي و آزمون سمیت. 5- 2-2

 ,.Germany, MO, St(تمامی مواد پژوهش حاضر مگر آن هایی که اشاره میشوند، از شرکت سیگما      
Louise (تهیه شده است.  

با ترکیبی متفاوت از ضد یخ هاي  V2و  V1انجماد شیشه اي در دو مرحله و در محلول هاي انجمادي      
EG ،DMSO  وPROH  1-2جدول (دقیقه، انجام شد  5و هر مرحله .(HTCM  10حاوي %HSA به ،

بر این اساس تخمدان ها ). 1-2جدول (عنوان محلول پایه براي تهیه محلول هاي انجمادي در نظر گرفته شد 
 Cryopinآب گیري شده و سپس توسط ) بر روي یخ آب( C°4در دماي  V2و  V1توسط هر دو محلو ل 

فرو برده )  -C°196(از درون محلول انجمادي دوم برداشته شده و درون نیتروژن مایع ) 1-2شکل ( ]62[
سپس . نهایتاًً هر تخمدان به همراه کرایوپین مربوط به خود، در کرایوویال حاوي نیتروژن قرار داده شد. شدند

تمامی مراحل . کرایوویال حاوي نمونه انجمادي به تانک نیتروژن منتقل و به مدت یک هفته در آن ذخیره گردید
 .انجماد و ذوب بر روي شیکر صورت گرفت

 
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
 
 
  

  

روش فرو بردن تخمدان به داخل نیتروژن به : 1-2شکل 
برداشتن تخمدان با ) A. پس از آب گیري cryopinوسیلۀ 

قرار دادن نمونه به همراه سوزن در داخل ) Bیک سوزن 
  .کرایوویال حاوي نیتروژن

A B 
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 )T( و آزمون سمیت) V(ترکیبات ضد یخ در محلول هاي انجمادي  - 1- 2جدول 
 محلول انجمادي

 V 1 V 2  گروه ها

V I  وT I 5/7 %EG  +5/7 %DMSO  15 %EG  +15 %DMSO   
V II  وT II 5/7 %EG  +5/7 %PROH 15 %EG  +15 %PROH   

V III  وT III 5/7 %DMSO  +5/7 %PROH  15 %DMSO  +15 %PROH   
V IV  وT IV 5/7 %EG  +5/7 %DMSO  15 %EG  +15 %DMSO + 25/0 مول در لیتر سوکروز  
V V  و T V  5/7 %EG  +5/7 %PROH 15 %EG  +15 %PROH + 25/0 مول در لیتر سوکروز  

V VI  و T VI 5/7 %DMSO  +5/7 %PROH  15 %DMSO  +15 %PROH + 25/0 مول در لیتر سوکروز  
 ذوب تخمدان هاي منجمد. 2-2-6

اول، تخمدان هاي منجمد از نیتروژن مایع . دقیقه به طول انجامید 5مرحله انجام شد و هر مرحله  4ذوب در 
سپس ادامه . قرار گرفتند) مول در لیتر سوکروز W1 )HTCM  +1خارج شده و بلافاصله در محلول ذوب اول 

  :یافتمرحله آب دهی در محلول هاي ذوب دوم، سوم و چهارم به ترتیب ذیل ادامه 
1- W2 :HTCM  +5/0 مول در لیتر سوکروز 
2- W3 :HTCM  +25/0 مول در لیتر سوکروز 
3- W4 :HTCM  +125/0 مول در لیتر سوکروز 

درجه  37تمامی مراحل در دماي اتاق و بر روي شیکر انجام شد به غیر از مرحلۀ اول آب دهی که در حمام آب 
دقیقه در انکوباتور  30تا  20نند گروه کنترل به مدت تمامی تخمدان هاي ذوب شده ما. سانتیگراد صورت گرفت

و در محلول پایه انکوبه شده و سپس جهت انجام فرآیند آماده سازي بافتی ) CO2% 5درجه سانتیگراد و  37(
  .در محلول بوئن یا گلوتارآلدهید، تثبیت شدند

  
 )97ائوزین – رنگ آمیزي هماتوکسیلین (ارزیابی بافتی . 7- 2-2

تخمدان هاي تثبیت شده در بوئن، طی فرآیند بافت شناسی، تحت آب گیري قرار گرفته و به وسیلۀ پارافین 
میکرومتر قطع  6سپس قالب هاي حاوي بافت تخمدان، به صورت متوالی و با ضخامت . مایع، قالب گیري شدند

سپس قطعات بافت . ه شدند، بر روي لام آغشته به چسب آلبومین قرار داد5به  1زده و قطعات به صورت 
رنگ آمیزي شده و به لحاظ ساختاري و تعداد فولیکول هاي مرده و زنده بر اساس  H & Eتخمدان با روش 

بر این اساس ائوزینوفیلیک شدن شدید . در زیر میکروسکوپ نوري مورد بررسی قرار گرفتند Gougeonروش 
ترتیبی که هستک ها قابل تشخیص نباشند و از  سیتوپلاسم تخمک، جمع شدن و متراکم شدن شدید هسته به

ترتیب قرار دادن قطعات در محلول ها در . هم گسیختگی غشاء هسته، نشانه هاي آترزي در نظر گرفته شدند
  .آمده است 2-2در جدول  H & Eرنگ آمیزي 

                                                   
٩٧ Hematoxylin – Eosin (H & E) 
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و یا مرده  به منظور مقایسۀ نسبی تعداد فولیکول ها بین گروه هاي مختلف، درصد هر نوع فولیکول سالم
به طور مثال در . محاسبه و نسبت به کل تعداد فولیکول هاي همان تخمدان طبق فرمول زیر، درصدگیري شد

عدد فولیکول بدوي سالم وجود داشت که درصد  33/202فولیکول، تعداد  33/500گروه کنترل از تعداد کل 
، که برابر است 100ضربدر  33/500بر تقسیم  33/202: فولیکول هاي بدوي سالم آن طبق فرمول ذیل می شود

  %.43/40با 
  

 
 
 

  
  

  براي قطعات بافتی H & Eمراحل رنگ آمیزي : 2- 2جدول 
  ردیف مرحله ماده زمان

 1زایلل  دقیقه 4
 1 پارافین زدایی

 2زایلل  دقیقه 4

 1-100الکل  دقیقه 5/1

 2 آب دهی

 2-100الکل  دقیقه 5/1

 %96الکل  دقیقه 1

 %70الکل  دقیقه 1

 آب دیونیزه دقیقه 1

 3 رنگ کردن هسته هماتوکسیلین دقیقه 1

 4 شستشو شستشو دقیقه 3

 5  حذف رسوبات رنگ  اسید الکل  یک ضربه

 6 شستشو شستشو دقیقه 3
 7 رنگ کردن سیتوپلاسم ائوزین ثانیه 20

 %70الکل  دقیقه 1

 8 آب گیري
 %96الکل  دقیقه 1

 1-100الکل  دقیقه 1

 2-100الکل  دقیقه 1

 1زایلل  دقیقه 3
 9 شفاف زایی

 2زایلل  دقیقه 5

 10 قرار دادن لامل روي لام  چسب انتلان  

 جسم زرد+ سالم و مرده ) آنترال+ پرآنترال + اولیه + بدوی (فولیکول های =  تعداد کل فولیکول ها

تعداد فولیکول های بدوی سالم در همان تخمدان از گروه 
 کنترل

 ی همان تخمدان از گروه کنترلتعداد کل فولیکول ها

درصد فولیکول بدوی 
  سالم

در یک تخمدان از 
 گروه کنترل

= 

Arc
hive

 of
 S

ID

www.SID.ir

www.SID.ir


  

  …مطالعه فراساختار و بیان ژنهاي بلوغ فولیکولی، رگزائی و آپوپتوزي بافت تخمدان 
 
 
  

37 
  

  
  98ایمونوهیستوشیمی. 8- 2-2

و نیز روش  rabbit anti-pro and active caspase 3 آزمون ایمونوهیستوشیمی با استفاده از آنتی بادي
avidin–biotin–immunoperoxidase99  گیري شده با پارافین صورت بر روي قطعات بافت تخمدان قالب

 Hمقاطع مورد ارزیابی در ایمونوهیستوشیمی از همان نمونه هایی انتخاب گردید که براي رنگ آمیزي . گرفت
& E به این ترتیب که از هر نوار تهیه شده در برش گیري قالب هاي پارافینی حاوي . در نظر گرفته شده بودند

انتخاب شده  H & Eتخمدان، قطعات پس از اولین قطعه سمت چپ و آخرین قطعه سمت راست که براي 
  .بودند، برداشته شده و از هر نمونه دو لام براي ایمونوهیستوشیمی تهیه گردید

تیمار شده و سپس % 3، با پراکسید هیدروژن )500به  1با رقت (اطع قبل از انکوبه شدن با آنتی بادي اولیه مق
درجه  37دقیقه و در دماي  30به مدت ) CaCl2/2H2O+ تریپسین (تحت احیاي آنتی ژن با روش آنزیمی 

ر این آزمایش، فولیکولهایی که د). آمده است 3-2جزئیات بیشتر هر مرحله در جدول (سانتیگراد قرار گرفتند 
سلول هاي (مثبت بودند  Caspase 3درصد سلولهاي کومولوسی آنها در رنگ آمیزي،  50تخمک و یا بیش از 

، به عنوان فولیکول آپوپتوتیک در نظر گرفته شده و درصد آن )DABبا سیتوپلاسم قهوه اي رنگ به دلیل اثر 
  .محاسبه گردید H & Eبحث ارزیابی ها بر اساس فرمول شمارش فولیکول ها در م

  
  )روش میکروسکوپ نوري(مراحل ایمونوهیستوشیمی : 3- 2جدول 

 زمان  دما   تکرار  مرحله  ردیف
 دقیقه 10هر بار   دماي اتاق  2و  1زایلل  2  زدودن پارافین  1

  1  آب دهی  2

  اول 100الکل 

  دقیقه 3هر بار   دماي اتاق
  دوم 100الکل 

  96الکل 
  70الکل 
  آب

  دقیقه 30  درجه H2O2 4  1  لولیس زهاي داخلمهار پرواکسیدا  3
  دقیقه 5هر بار   دماي اتاق  PBS Tween  2  شستشو  4

  1  100بازخوانی آنتی ژن  5

  :روش دارد 3
1- Trypsin + 

CaCl2/2H2O   
  روش دمایی -2
 روش بافر سیترات -3

 دقیقه 30  درجه 37

                                                   
٩٨ Immunohistochemistry (IHC) 
٩٩ Vector Labs, Burlingame, CA 
١٠٠  Antigene Retrival 
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  دقیقه 5هر بار   اتاق دماي  PBS Tween  2  شستشو  6
  دقیقه 10  دماي اتاق X 100تریتون     101ن غشاءدنفوذ پذیر کر  7

حذف آنتی ژن هاي مشترك دو   8
  ساعت 1  درجه 37  سرم بز  1  102گونه

  دقیقه 5هر بار   دماي اتاق  PBS Tween  2  شستشو  9

  ساعت 2  درجه 37  500به  1با رقت   1  آنتی بادي اولیه  10
  )over night(ساعت  12  درجه 4

  دقیقه 10هر بار   دماي اتاق  PBS Tween  2  شستشو  11
 ساعت 1 درجه 37 500به  1با رقت  1  آنتی بادي ثانوي  12

  1  103تغییر دهنده پراکسیداز  13
HRP (Horse 

radish 
Peroxidase)  

 دقیقه 30  دماي اتاق

  دقیقه 10هر بار   دماي اتاق  PBS Tween  2  شستشو  14
 دقیقه 15تا  5 دماي اتاق DAB 1  نوري کردن رنگ  15

درجه  -25تا  - 15بسیار سمی و خطرناك است و باید در دماي : DAB 1محلول  - 1: وجود دارد DABدو نوع محلول : DABتهیه محلول 
به  DAB 2بوده و باید با محلول  X 10این محلول . سانتیگراد نگهداري شده و به هنگام استفاده، ظرف حاوي آن، نباید از فریزر خارج شود

باید توجه داشت که این محلول . در اصل پروکسید بافر بوده و به صورت منجمد به آزمایشگاه می آید: DAB 2محلول  -2. درآید X 1صورت 
پس از ساعتی از حالت  درجه سانتیگراد گذاشته شده تا 4بدین منظور ظرف منجمد آن در یخچال . منجمد به آرامی از حالت انجماد خارج شود

ماه در آزمایشگاه بماند، باید تقسیم بندي شده و در نیتروژن مایع ذخیره شود  6بیشتر از  DAB 1اگر قرار است محلول . انجماد خارج گردد
 )در کیت شرکت هاي مختلف موجود است و نیازي به آماده کردن آن نیست DABگاهی محلول آماده کار (

 ثانیه 20 دماي اتاق  هماتوکسیلین 1  104رنگ آمیزي شمارشی  16

   105آب گیري  17

  70الکل 

 دقیقه 3هر بار  دماي اتاق
  96الکل 

  اول 100الکل 
  دوم 100الکل 

  دقیقه 5هر بار   دماي اتاق  2و  1زایلل   1  106شفاف سازي  18
  تا زمان خشک شدن  دماي اتاق  چسب انتلان  1  107لام گذاري  19
  

                                                   
١٠١ Permeabilization 
١٠٢ Blocking 
١٠٣ POD convertor 
١٠٤ Counter Staining 
١٠٥ Rehydration 
١٠٦ Clearing 
١٠٧ Mounting 
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 انتقالیتهیه مقاطع نیمه نازك و فوق نازك جهت بررسی فراساختار بافت با میکروسکوپ الکترونی . 9- 2-2
)TEM108(  

در % 5/2 109به منظور بررسی فراساختار بافت تخمدان، ابتدا نمونه هاي بافت تثبیت شده در گلوتار آلدهید     
آیند آماده سازي به دستگاه پروسسور خودکار با ساعت بعد براي فر 48درجه سانتیگراد قرار گرفتند و  4دماي 

پس از انجام فرآیند آماده سازي، نمونه ها با ترکیبات رزین قالب . منتقل شدند 4- 2برنامه ریزي طبق جدول 
  .گیري شده و براي قطع زدن آماده گردیدند

یی براي تهیۀ گریدهاي به منظور تعیین محل دقیق فولیکول هاي بدوي و یا اولیه و نیز برش گیري نها     
در آزمایشگاه بافت شناسی  110میکروسکوپ الکترونی، مقاطع نیمه نازك از قالب ها با دستگاه اولترامیکروتوم

نانومتر تهیه و به وسیلۀ تالوئیدین بلو رنگ  500تا  200و با ضخامت حدود ) ایران، تهران(پژوهشگاه رویان 
گیري مقاطع نیمه نازك بر روي لام، یک قطره از رنگ فوق بر روي به این ترتیب که پس از قرار . آمیزي شدند

پس از زرد (چند ثانیه بعد . درجه سانتیگراد قرار گرفت 100آن ها ریخته شده و لام روي صفحه گرم با دماي 
درصد و یا آب  70، لام از روي صفحۀ گرم برداشته شده و رنگ، با الکل )شدن کناره هاي قطره تالوئیدین بلو

یونیزه، شستشو داده شد تا رسوبات رنگ کاملاً از روي قطعه نیمه نازك برداشته شود و براي مشاهده با د
  .میکروسکوپ نوري آماده گردد

پس از بررسی دقیق قطعه نیمه نازك و تعیین محل فولیکول بدوي و یا اولیه، قالب بافتی، براي گرفتن      
قطعات . نانومتر تهیه گردیدند 70تا  50فوق نازك با ضخامت سپس قطعات . شد 111قطعات فوق نازك، کوچکتر

  .فوق نازك بر روي گریدهاي میکروسکوپ الکترونی قرار گرفته و براي رنگ آمیزي آماده شدند
لید "و  "112اورانیل استات"، و با رنگ هاي 5- 2با روش اشاره شده در جدول  EMرنگ آمیزي گریدهاي      

رنگ شدن قطعات فوق نازك روي گرید، براي مشاهده با دستگاه  پس از. صورت گرفت "113سیترات
براي دیدن نمونه هاي انجمادي، نمونه ها در مرکز  -1: میکروسکوپ الکترونی به دو مرکز مراجعه گردید

براي بررسی نمونه هاي پیوندي  -2شهر میلان دیده شدند و  114میکروسکوپ الکترونی بیمارستان سان رافائله
)عج(با آن اشاره خواهد شد، مرکز پاتولوژي بیمارستان بقیه االله که در ادامه 

مورد استفاده قرار ) ایران، تهران( 
  .گرفت

  
 EMمراحل آماده سازي بافت و قالب گیري نهایی براي تصویربرداري با : 4- 2جدول 

                                                   
١٠٨ Transmission Electron Microscopy (TEM) 
١٠٩ Glutaraldehyde 
١١٠ LEICAEMUC٦ (US) 
١١١ Trim 
١١٢ Uranyl Acetate 
١١٣ Lead Citrate 
١١٤ San Raffaele (Milan, Italy) 
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  زمان  ماده مورد استفاده  مرحله
 دقیقه 10 %5/2گلوتارآلدهید   تثبیت پروتئین ها

  شستشو
115PBS 2 ساعت 

PBS 2 ساعت 
PBS 3 ساعت 

 ساعت 3 %1تترا اکسید اسمیوم   تثبیت چربی ها
 دقیقه X2  30آب دیونیزه   شستشو

  آبگیري

 دقیقه 60 %30استون 
 دقیقه 60 %50استون 
 دقیقه 60 %70استون 
 دقیقه 60 %90استون 

 دقیقه X3( 60% (100استون 

  جایگزینی استون با رزین
 ساعت 3  1:3رزین /استون
  ساعت 4  1:1رزین /استون
 ساعت 6  3:1رزین /استون

 ساعت 15  رزین  قالب گیري
 روز 2  درجه سانتیگراد 65اوون   پلیمریزاسیون

  
  مراحل رنگ آمیزي قطعات فوق نازك با لید سیترات و اورانیل استات: 5- 2جدول 
  زمان  ماده مورد استفاده  مرحله

 دقیقه 60 %5اورانیل استات  پروتئین رنگ آمیزي هسته و
  ضربه 20 %50اتانول   شستشو
 ضربه 20 %50اتانول  شستشو
 ضربه 20 ونیزهیآب د شستشو
 ضربه 20 ونیزهیآب د شستشو

  ... خشک کردن  ...
  دقیقه 50  %5/0لید سیترات  RNAرنگ آمیزي غشاء، گلیکوژن و 

 ضربه 3NaOH 20+ آب  شستشو
 ضربه 3NaOH 20+ آب  شستشو
 ضربه 20 ونیزهیآب د شستشو
 ضربه 20 ونیزهیآب د شستشو

  ...  خشک کردن  ...

                                                   
١١٥ Phosphate Buffered Saline (PBS) 
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  ذوب شده – پیوند بافت تخمدان منجمد . 2-3
  طراحی آزمایش. 2-3-1

در بخش دوم از این پژوهش، پس از آنکه غلظت مناسب ضدیخ براي انجمـاد بافـت تخمـدان، در قسـمت اول         
. مورد ارزیابی قرار گرفـت ) هفته هشتم(هفته پس از پیوند  3به خودي بر بافت انجمادي، تعیین شد، اثرات پیوند 

  :گروه تقسیم بندي شدند 6، به 6- 2بدین منظور تخمدان موش هاي صحرایی طبق جدول 
هفته اي به صورت دسـت نخـورده در بخـش علـوم حیوانـات       5حیوانات ): Control(هفته اي  8کنترل  -1

معـادل مـدت زمـان    (هفتـه   3پس از گذشت . شرایطی یکسان با سایر حیوانات نگهداري شدندآزمایشگاهی و در 
ر روي بافـت         ) پیوند در گروه هاي آزمایشی تخمدان هاي این گـروه از بـدن خـارج شـده و ارزیـابی هـاي لازم بـ

 .تخمدان و نیز سرم خون حیوان صورت گرفت
هفتـه   5ر این گروه تخمدان مـوش صـحرایی   د): nVTnG116(گروه غیر منجمد پیوندي غیر گنادکتومی  -2

پـس از  . اي بدون انجماد، زیر پوست گردن پیوند زده شد و تخمدان طرف مقابل نیز بـر جـاي خـود بـاقی مانـد     
گذشت سه هفته از پیوند، تخمدان پیوندي از بدن خارج شده و ارزیابی هاي لازم مانند گروه کنتـرل بـر روي آن   

 .صورت گرفت
هفته اي پس  5در این گروه تخمدان موش صحرایی ): VTnG117(ي غیر گنادکتومی گروه منجمد پیوند -3

پس از گذشت سـه  . از انجماد، زیر پوست گردن پیوند زده شد و تخمدان طرف مقابل نیز بر جاي خود باقی ماند
ن صـورت  هفته از پیوند، تخمدان پیوندي از بدن خارج شده و ارزیابی هاي لازم مانند سـایر گـروه هـا بـر روي آ    

 .گرفت
هفتـه اي   5در این گـروه تخمـدان مـوش صـحرایی     ): nVTG118(گروه غیر منجمد پیوندي گنادکتومی  -4

پس از گذشت سـه  . بدون انجماد، زیر پوست گردن پیوند زده شد و تخمدان طرف مقابل نیز از بدن خارج گردید
نند سـایر گـروه هـا بـر روي آن صـورت      هفته از پیوند، تخمدان پیوندي از بدن خارج شده و ارزیابی هاي لازم ما

 .گرفت
هفتـه اي پـس از    5در این گروه تخمدان مـوش صـحرایی   ): VTG119(گروه منجمد پیوندي گنادکتومی  -5

پس از گذشت سه هفتـه  . انجماد، زیر پوست گردن پیوند زده شد و تخمدان طرف مقابل نیز از بدن خارج گردید
 .و ارزیابی هاي لازم مانند سایر گروه ها بر روي آن صورت گرفتاز پیوند، تخمدان پیوندي از بدن خارج شده 

                                                   
١١٦ Non-Vitrified Transplanted non-Gonadectomized (nVTnG) Group 
١١٧ Vitrified Transplanted non-Gonadectomized (VTnG) Group 
١١٨ Non-Vitrified Transplanted Gonadectomized (nVTG) Group 
١١٩ Vitrified Transplanted Gonadectomized (VTG) Group 
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رشد، از بدن خارج شـده و   5در این گروه هر دو تخمدان در هفتۀ ): BLG120(گروه گنادکتومی دو طرفه  -6
گروه مـذکور تنهـا بـراي بررسـی اثـر      . حیوان مدت سه هفته در شرایطی یکسان با گروه هاي دیگر نگهداري شد

 ون هاي مورد ارزیابی تعیین گردیدادها بر سطح ترشح هورمبرداشت کامل گن
  

 
 
 
  
  
  
  
  
  
  
 
 

 گروه هاي کنترل و پیوندي: 6- 2جدول 

گروه گنادکتومی 
  دو طرفه

)BLG(  

گروه منجمد 
پیوندي 

  گنادکتومی
)VTG( 

  

گروه غیر 
منجمد پیوندي 

  گنادکتومی
)nVTG(  

 
  

گروه منجمد 
پیوندي غیر 
  گنادکتومی

)VTnG(  
  

 
 

گروه غیر 
منجمد پیوندي 
 غیر گنادکتومی

)nVTnG( 
 

 8گروه کنترل 
 هفته اي

)Control( 
 

 تخمدان خارج نشده

 تخمدان غیر منجمد پیوندي
 تخمدان منجمد پیوندي

 تخمدان خارج شدة غیر پیوندي

  

                                                   
١٢٠ Bilateral Gonadectomized (BLG) Group 
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  پیوند تخمدان. 2-3-2
ابتدا حیوان به صورت رو بـه  . پیوند را به صورت زیر آماده نمودبراي انجام پیوند لازم است پس از بیهوشی، محل 

در همـین  . تراشـیده شـد  ) پوست پشت گردن(خوابانده شده و سپس موهاي بدن حیوان در محل پیوند  121شکم
زمان که حیوان در حال گرفتن بیهوشی است، تخمـدان هـاي ذوب شـده در انکوبـاتور در حـال انکوبـه شـدن و        

و  122سـط بـدن  پس از تراشیدن موها، محل پیوند که درست در خـط و . برگشت به حالت فیزیولوژیک می باشند
درصد ضد عفونی شده و از عدم وجود موهـاي   70پشت زوائد خاري مهره هاي گردنی قرار دارد، به دقت با الکل 

سپس با تیغ جراحی بر روي پوست ناحیه ذکـر شـده،   . اضافه و بقایایی آن ها بر روي پوست اطمینان حاصل شد
نوك قیچی، زیـر پوسـت بـاز    . دن ایجاد گردیدسانتیمتر و مطابق بر خط وسط ب 5/0یک برش ساجیتال به طول 

شده قرار گرفته و چندین بار به طرفین باز و بسته شد تا براي قرار دادن تخمدان زیر پوست فضاي کـافی ایجـاد   
  .گردد

بـدون  . تخمدان ذوب شده از محلول کشت با پنس نوك باریک خارج و در محل پیوند و زیر پوست قرار داده شد
مـوش  . بافت هاي محل پیوند، پوست باز شده روي تخمدان با نخ غیر قابل جذب بسـته شـد  دوختن تخمدان به 

هاي صحرایی جراحی شده تا زمان بهبودي و یا تا زمانی که از زنـده مانـدن آن هـا اطمینـان حاصـل گـردد، در       
از توقـف   بـراي جلـوگیري  . محیط آزمایشگاه نگهداري و سپس به واحد علوم حیوانات آزمایشگاهی منتقل شـدند 

چرخۀ جنسی ناشی از در کنار هم قرار دادن حیوانات جراحی شده، مـوش هـاي صـحرایی بـه طـور جداگانـه در       
 21ساعت تاریکی و در دماي متوسط  12ساعت روشنایی و  12قفس هاي انفرادي با غذا و آب کافی، در شرایط 

 .درصد نگهداري شدند 50درجه سانتیگراد و نیز رطوبت 
  
  گیري و جدا سازي سرم به منظور تعیین سطح هورمونیخون . 2-3-3

براي بررسی میزان ترشح هورمون هاي استروئیدي پروژسترون، اسـترادیول و تستسـتورون و همچنـین بررسـی     
، سرم خون گروه هاي مختلف پیوندي از جمله گروه گنادکتومی دو طرفه، LHو  FSHسطح گنادوتروپین هاي 

که حیوان مورد نظر با ترکیب داروهاي گفته شده در بخش پیوند، بیهـوش و طـاق   به این ترتیب . جدا سازي شد
بـدین منظـور   . انجام پذیرفت 22خوابانده شد و خون گیري با استفاده از سرنگ انسولین اما با سوزن گیج  123باز

ه طـور   نوك سوزن پس از رانده شدن به زیر زائده نیزه اي جناغ سینه به داخل قلـب فـرو بـرده شـده و خـون       بـ
 5در انتها خون حاصل به آرامی از سرنگ بدون سـوزن، بـه درون لولـۀ آزمـایش     . مستقیم از قلب آسپیره گردید

. دقیقه، سانتریفیوژ شـد  3و به مدت  3500میلی لیتري ریخته و بلافاصله به دستگاه سانتریفیوژ منتقل و با دور 
آرامـی و بـا سـمپلر کشـیده و درون ویـال هـاي        در پایان، محلول شفاف روي قسمت قرمز رنگ و پـر سـلول بـه   

                                                   
١٢١ Prone 
١٢٢ Midline 
١٢٣ Supine 
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درجـۀ سـانتیگراد نگهـداري     - 20در دمـاي   124میلی لیتري ریخته و تا زمان بررسی با روش الایزا 5/0اپندرورف 
  .شد
  
  روش الایزا . 2-3-4

چـاهکی تقسـیم    96براي بررسی سطح هورمونی، سرم خون از حالت انجماد خارج شده و در چاهک هاي ظروف 
. مـی باشـد   125اساس کار روش الایزا بر اساس آشکار سازي مولکول هاي متصل شونده بـه بـایوتین  . دندبندي ش

همچنین در روش الایزا تعیین غلظت هورمون هاي موجود در سرم با مقایسه با محلول هاي استاندارد بـه دسـت   
یـا   7ت متفاوت بوده و در حدود که تعداد آن ها براي هر هورمون و در هر کی(براي هر محلول استاندارد . می آید

در اصل غلظت هورمون هـاي  . مشخص توسط شرکت سازنده تعریف شده است 126ODیک ) محلول می باشد 8
روند اجرایی کـار بـه تفکیـک در    . موجود در سرم نیز به وسیلۀ مقایسه با محلول هاي استاندارد به دست می آید

هر محلول و نیز تعداد دفعات تکرار براي هر هورمـون، متفـاوت و   از آنجائیکه مدت زمان تیمار با . ذیل آمده است
بر اساس کیت مربوطه است، لذا براي مثال، زمان ها و میزان محلول هاي مورد استفاده در انتهاي هـر مرحلـه و   

  :در پرانتز فقط براي هورمون استرادیول آورده شده است
به دلیل اینکه خوانش طول موج خاص بـه  . دته صاف استفاده ش 127چاهکی 96در این روش از ظرف هاي  -1

 .صورت عمود بر کف چاهک می باشد بنابراین ظرف هاي ته صاف مناسب تر از ظرف هاي ته گرد می باشند
، محلول استاندارد ریخته و بلافاصله در چاهک هـاي بعـدي نمونـۀ    8یا  7در چاهک اول تا چاهک شمارة  -2

میکرولیتـر محلـول اسـتاندارد و همـان      25(خون بود، ریخته شـدند  مورد نظر که در اینجا سرم جدا سازي شده 
 ).میزان سرم در چاهک مربوط به خود

اضـافه گردیـد    Biotinسپس بر روي تمامی چاهک هاي حاوي محلول هاي استاندارد و نمونه مورد نظر،  -3
 ).ماند ساعت در دماي اتاق باقی 5/0ثانیه شیک شده و سپس  25میکرولیتر بایوتین اضافه،  50(
در مرحلۀ بعد آنزیم کونژوگه که منجر به اتصال بایوتین به مولکول هاي نمونه مورد نظر مـی شـد، اضـافه     -4

دقیقه در دماي اتـاق قـرار داده    90چاهکی،  96میکرولیتر آنزیم کونژوگه اضافه و ظرف  50به هر چاهک(گردید 
                                                       ).                                                    شد

) =Ph 7/4مـولار بـا    1/0(مخصـوص   PBSمرتبـه بـا محلـول     3پس از گذشت مدت زمان مـورد نظـر،    -5
 .شستشو داده شدند

                                                   
١٢٤ ELISA 
١٢٥ Biotin 
١٢٦ Opacity Density 
١٢٧ Well 
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با نسبت برابر اضافه گردیدند که این دو رنگ با بایوتین واکـنش داده و رنـگ آبـی     Bو  Aسپس دو رنگ  -6
 50پـس از افـزودن هـر رنـگ بـه میـزان       (هر چقدر واکنش بیشتر باشد رنگ آبی شدیدتر خواهد بود . تولید شد

 ).دقیقه در تاریکی و در دماي اتاق نگه داشته شد 15میکرولیتر، 
حــــاوي اســــید ســــولفوریک یــــا                                                                                                        (لــــول اســــیدي بــــه منظــــور توقــــف واکــــنش از یــــک مح -7

H2SO4 رقیق شده ( به نامStop  استفاده گردید که واکنش بین بایوتین و رنگ را متوقف نمود)میکرولیتر  50
 ).در هر چاهک اضافه شد Stopمحلول 

بـود، تولیـد    و توقف واکنش، رنگ زرد که قابل شناسایی براي دستگاه Stopبلافاصله پس از اضافه کردن  -8
 ODرنـگ زرد خوانـده شـده و بـا      OD. رنگ زرد را دارد ODتوانایی خواندن  128دستگاه خوانش الایزا. گردید

 630و  450دو طول مـوج  . هاي محلول هاي استاندارد مقایسه و غلظت واقعی هورمون مورد نظر محاسبه گردید
نانومتر قابـل   450رد تولید شده در طول موج رنگ ز ODدر اصل . ها استفاده گردید ODنانومتر براي خواندن 

به صورت کمکی اسـتفاده   630هاي دیگر از دست نروند، از طول موج  ODشناسایی است، اما براي اینکه احیانا 
 .شد

 
  مطالعات بافتی و فراساختار بافت تخمدان پیوندي. 2-3-5

ه که در طراحی این قسمت آمد، خـارج و  پس از خون گیري از رت ها، بافت تخمدانی تمامی گروه ها مطابق آنچ
سپس شمارش فولیکولی در مقاطع بافتی و تغییرات فراساختاري . در محلول بوئن و یا گلوتارآلدهید تثبیت شدند

در . در مقاطع نیمه نازك و فوق نازك، طبق آنچه که در قسمت اول پژوهش ذکر شد مـورد ارزیـابی قـرار گرفـت    
فاده از روش ایمونوهیستوشیمی به مانند آنچه که شرح آن در قسـمت اول پـژوهش   ضمن وقوع آپوپتوز نیز با است

  .آمد، در نمونه هاي پیوندي مورد ارزیابی قرار گرفت
  
هاي بلوغ فولیکول، رگ زایی و آپوپتوتیک در بافت تخمدان گـروه   بررسی بیان رونوشت ژن. 2-3-6

 هاي کنترل و پیوندي

هـاي رگزایـی    ، ژن)TGF-Bو  BMP15  ،GDF-9(هاي بلـوغ فولیکـولی   ژن  به منظور بررسی بیان رونوشت
)VEGF ،CD34 وCD31 (و آنتـی آپوپتوتیـک  و ژن هاي آپوپتوتیک )BAX  وBCL-2 (   در بافـت تخمـدان

آوري نمونـه و   شامل جمع پژوهشاین قسمت از . استفاده شد Real-time PCR129کنترل و پیوندي، از روش 
و در نهایـت   Real-time PCR، مرحله )cDNA130ساخت ( mRNA، ساخت رشته مکمل RNAاستخراج 

  .هاي به دست آمده است داده تجزیه تحلیل

                                                   
١٢٨ ELISA Reader 
١٢٩ Real-time Polymerase Chain Reaction 
١٣٠ Complementary DNA 
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  و نگهداري آن آوري نمونه جمع. 2-3-6-1

 5/0که در ویالهاي  RNAکیت استخراج  RA1131از بدن بلافاصله و بدون وقفه در محلول تخمدان خارج شده 
و تـا  غوطه ور شده ) درجه سانتیگراد - 196(بلافاصله ویال حاوي نمونه در نیتروژن مایع  .میلی لیتر انداخته شد

  .درجۀ سانتیگراد نگهداري شد - 70 فریزردر  RNAاستخراج  فرآیندزمان شروع 
  
 RNAاستخراج . 2-3-6-2

  :زیر انجام شد ترتیببه  NucleoSpin RNA II132کیت  از RNAاستخراج  جهت
ل و وواتانپتمرکا بتا میکرولیتر 5/3میلی لیتري محتوي  5/1در ویال و  شدهخارج  - 70از فریزر تخمدان ابتدا  -1

 ،)لیز شدن کامـل سـلول هـا   (تخمدان کامل  خرد شدنبه منظور . غوطه ور شدند RA1 محلول میکرولیتر 350
 ورتکـس ه شدت دقیقه ب 1فوق  هاي ویالو سپس در درون گشته تا حد امکان ریز ابتدا بافت بوسیله تیغ جراحی 

 . شدند 
، محلول فوق در فیلتـر  باقیمانده بافتو جدانمودن قطعات  چسبندگی ترکیب به دست آمدهبه منظور کاهش  -2
بهتـر اسـت در ایـن    ( شـد سـانتریفیوژ   xg 11000ت با سـرع دقیقه  1بنفش رنگ کیت به مدت میلی لیتري  2

 ).مرحله از سانتریفیوژ یخچال دار استفاده گردد
جهت اتصال به فیلتـر دوم، ابتـدا فیلتـر اول درون     RNAمخلوط فوق و آماده سازي  نمودن  همگنبه منظور  -3

. گردیـد اضافه  133لیزشده ترکیب حاوي بافتدرصد به  70میکرولیتر اتانول  350 ویال دور انداخته شده و سپس
براي حصول اطمینان این عمل در . شدبا اتانول مخلوط  ترکیببخوبی ) بار 5حداقل (بوسیله پیپت کردن سپس 

  .ثانیه و با ورتکس کردن، تکرار شد 10میکرولیتر الکل جدید در ویال دیگري به مدت  350
لتر به این ترتیب که فی. ، از فیلتر آبی رنگ کیت استفاده شد)Bind RNA مرحلۀ( RNAجهت اتصال  -4

پس از چند بار منتقل و  فیلترشده بر روي  لیز مخلوطشد و  لیتري قرار داده  میلی 2سانتریفیوژ  ویالیک  آبی در
سپس مخلوط دور ریختـه شـده و فیلتـر     .شدندسانتریفوژ  xg 11000ت با سرع ثانیه 30 به مدتپیپتاژ کردن، 
 .میلی لیتري جدید منتقل شد 2آبی به ویال 

بـر روي فیلتـر آبـی درون ویـال     ) MDB134 )Membrane Desalting Buffer محلولمیکرولیتر  350 -5
 .سانتریفیوژ شدندتا خشک شدن کامل فیلتر،  xg 11000با سرعت  دقیقه 1اضافه و به مدت  جدید

                                                   
١٣١ Lysis buffer (Machery-Nagel, Germany) 
١٣٢ Nucleo Spin, RNA II (Machery-Nagel, Germany) 
١٣٣ Lysate samples 
١٣٤ Membrane Desalting Buffer (MDB) (Machery-Nagel, Germany) 

Arc
hive

 of
 S

ID

www.SID.ir

www.SID.ir


  

  …مطالعه فراساختار و بیان ژنهاي بلوغ فولیکولی، رگزائی و آپوپتوزي بافت تخمدان 
 
 
  

47 
  

میلی لیتري  5/1از ویال استریل  )Digest DNAمرحله ( DNaseمحلول واکنش دهندة  کردن آمادهبراي  -6
بـر   Reaction Bufferمیکرولیتـر   90به همراه rDNaseمیکرولیتر آنزیم  10 ین ترتیب کهبه ا. استفاده شد

 نگهداري شدند دقیقه در دماي اتاق  15به مدت  روي فیلتر درون ویال اضافه و
 :شدانجام و در سه مرحله زیر  ترتیبشستشو به  روند  -7
 xgثانیـه بـا سـرعت     30اضافه و به مـدت   فیلتر آبیبه  135RA2میکرولیتر بافر  200 :شستشوي اول  -1

 ).میلی لیتري جدید منتقل شد 2فیلتر به ویال ( سانتریفیوژ شدند 11000
 xgثانیـه بـا سـرعت     30اضـافه و بـه مـدت     فیلتر آبـی به  RA3میکرولیتر بافر  600 :شستشوي دوم  -2

قبـل از  (گشـت داده مـی شـود    مایع حاصل دور ریخته شده و فیلتر به همان ویـال بر  .سانتریفیوژ شدند 11000
 ). میلی لیتر اتانول مطلق به ظرف اصلی اضافه کنیم 50کیت، ابتدا باید  RA3استفاده از 

اضافه و به  فیلتربه  RA3میکرولیتر بافر  250جهت خشک شدن کامل فیلتر، مجدداً :شستشوي سوم  -3
میلی لیتري  5/1فیلتر به ویال جدید پس از این مرحله، . شدند سانتریفیوژ xg 11000دقیقه با سرعت  2مدت 

 .منتقل گردید
عـاري از  میکرولیتـر آب   Elute RNA(،60مرحلـه  ( از روي صـفحۀ  فیلتـر   RNAبـه منظـور جداسـازي     -8

RNase136 دقیقه با سرعت  1اضافه و به مدت  روي فیلترxg 11000 به منظور اثـر گـذاري   . سانتریفیوژ شدند
. میکرولیتر آب صـورت بگیـرد   30ثانیه اي و و در هر مرحله با  30و مرحله بیشتر، بهتر است که این فرآیند در د

 .باید با دقت و بر روي یخ نگهداري شود RNAاز این زمان به بعد محلول حاوي 
  

 RNAگیري غلظت  اندازه. 2-3-6-3

 نـانومتر  260در طـول مـوج    RNAحداکثر جـذب  . شد  استفادهدستگاه نانودراپ از  RNAبراي تعیین غلظت 
، 280به  260تعیین نسبت  بنابراین. ساکاریدها بیشترین جذب را دارند پلینیز نانومتر  280در طول موج  بوده و

ابتـدا دسـتگاه را بـا یـک میکرولیتـر آب مقطـر صـفر         منظـور،  ایـن  به. کند را مشخص می RNAدرجه خلوص 
)blank( حاويمحلول  میکرولیتر از 1سپس . می کنیم RNA    استخراج شده را با دقت بر روي منفـذ دسـتگاه

مقـادیر بـالاتر و   . اسـت  9/1در حـد   RNAبهترین میـزان غلظـت   . قرار داده و سپس غلظت را اندازه می گیریم
  .پایین تر از آن یعنی آلودگی با عناصر دیگر مانند فنول و یا پروتئین

                                                   
١٣٥  Wash buffer ( Machery-Nagel, Germany) 
١٣٦  RNase Free  
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  cDNA137 سنتر. 2-3-6-4

بـدین  . شـد   سـاخته  RNAاز روي الگـوي   DNA، رشـتۀ  RT-PCR(138(ي معکـوس  بردار با استفاده از نسخه
در واقـع، الیگـو   . گردیـد   ، هگزامرهاي تصادفی یا پرایمرهاي ویژة یک ژن اسـتفاده dTمنظور از پرایمرهاي الیگو 

dT مکمل دم پلی -A  درmRNA  است ولی هگزامر هاي تصادفی تمامRNA دهد و بـه   را مورد هدف قرار می
از پرایمرهاي هگزامر تصـادفی   cDNAدر انجام این پروژه براي سنتر . هاي بلند مفید است خصوص براي نسخه

  .شد استفاده برداري معکوس براي شروع فرآیند نسخه
  
  

 :براي انجام نسخه برداري معکوس مراحل زیر انجام شد
 :به هر لوله مواد زیر اضافه گردید -

 
Total RNA (extracted)        2 میکرولیتر 

Random Hexamer (0.2 µg/µl)       1 میکرولیتر 
Distilled water         میکرولیتر 12تا 

  
 .درجه سانتیگراد انکوبه شد 70دقیقه در دماي  5مخلوط حاصله به طور مختصر سانتریفیوژ و به مدت  -
 :شد مواد زیر به ترتیب به آنها اضافهدقیقه،  4تا  3پس از گذشت ها روي یخ قرارداده شدند و  سپس نمونه -

 
Reaction buffer (5x)                    4 میکرولیتر 

Ribonuclease inhibitor (20 U/ML)                     1 میکرولیتر 
dNTP mix (10 mM)        2 میکرولیتر 

 
 .دقیقه انکوبه گردید 5رجه سانتیگراد به مدت د 25مخلوط فوق به طور مختصر سانتریفیوژ و در دماي  -
منفـی،   RTبـه نمونـه هـاي    ( شـد   به مخلوط فوق افزوده RevertAid RT آنزیم میکرولیتر 1به مقدار  -

 .)را اضافه نمی کنیم RTآنزیم 
درجه سانتیگراد و در نهایت به مـدت یـک سـاعت در     25دقیقه در دماي  10سپس مخلوط فوق به مدت  -

 .سانتیگراد انکوبه شد درجه 42دماي 

                                                   
١٣٧  Revert AidTM First Strand cDNA Synthesis Kit (Ferementas, UK)  
١٣٨  Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction 
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درجـه   70دقیقـه در   10، مخلـوط فـوق بـه مـدت     RTدر مرحله بعد به منظـور غیرفعـال کـردن آنـزیم      -
 .)انجام گردید 139مراحل فوق در دستگاه ترموسایکلر( سانتیگراد انکوبه شد

درجـه سـانتیگراد    - 70نیـز در دمـاي    RNAو باقیمانـدة   - 20آمده در دماي   بدست cDNAدر نهایت  -
  .ندنگهداري شد

  است استفاده گردید 140که یک ژن مرجع ACT1از  RTبعلاوه براي کنترل مثبت و ارزیابی واکنش  -
 آماده سازي پرایمرها. 2-3-6-5

بـر  (پرایمرها بصورت لیوفیلایز تهیه شده و براي آماده سازي به هر ویال پرایمر حجم مشخصی آب مقطر استریل 
غلظـت  . ساعت در یخچال نگهداري شدند 24اضافه و به مدت) ده پرایمراساس مشخصات ارسالی از شرکت سازن

و سپس با استفاده از فرمـول   A260/ [0.01×N] × Dillپیکومول بوده که بر اساس فرمول  100این پرایمرها 
N1V1=N2V2  پیکومول ساخته و تکثیر  5از آنها غلظتcDNA به روش زیر انجام شد.  

 PCRیـا   RT-PCRنان از طراحی مناسب آنها، عملکردشان بـا روش  یپرایمرها و اطمبه منظور کنترل کیفیت 
شـد و بانـدهاي اختصاصـی بـه      Loadبر روي ژل آگـارز   PCRبه این ترتیب که محصول . معمولی، ارزیابی شد

  :دست آمده از هر پرایمر حاکی از صحت طراحی توالی و کیفیت پرایمر مورد نظر بود
با چسب شیشـه اي بسـته شـد تـا از بیـرون ریخـتن ژل آگـارز         treyدو طرف لبه هر : treyآماده سازي  -1

سپس شانه هاي مخصوص با اندازه و تعداد دلخواه دندانه ها و با توجه به تعـداد پرایمرهـاي در   . جلوگیري نماید
 .قرار داده شدند treyدست بررسی، در 

میلـی   100گـرم ژل آگـارز در    3این ترتیب که  به. ساخته شد% 3براي این منظور ژل : ساختن ژل آگارز -2
درجه سانتیگراد  100مخلوط تهیه و تا زمان شفاف شدن درون ماکروفر با دماي . ، ریخته شدTAE141لیتر بافر 

سپس . پس از شفاف شدن و خروج حباب هاي هوا از ژل داغ، کمی زمان داده شد تا ژل سرد شود. قرار داده شد
 .وص ریخته شدمخص treyژل با دقت درون 

ابتدا نمونـه  . استفاده شد 6X DNA loading dyeبه این منظور از رنگ مخصوص : رنگ زدن نمونه ها -3
میکرولیتـر   5میکرولیتـر رنـگ بـه     2تـا   1سـپس  . اسپین شده تا یکنواخـت گردنـد   PCRهاي حاوي محصول 

 .یکنواخت گردد چند ضربه به ظرف حاوي مخلوط زده شد تا کاملاً). 1:5(اضافه شد  PCRمحصول 
، شـانه مخصـوص ایجـاد چاهـک از ژل     treyپس از سرد شدن ژل و بستن آن درون : بردن نمونه روي ژل -4

سـپس ژل  . چسب هاي کناره ژل نیز از آن جدا شد تا جریان الکتریسیته بتواند به راحتی از ژل بگذرد. خارج شد
میکرولیتـر   2. تانک، سطح ژل را کاملاً پوشاندبه نحوي درون تانک الکتروفرز قرار گرفت که بافر مخصوص درون 

پس از پر شدن تمامی چاهک هاي مورد انتظـار،  . از نمونه رنگ شده، با دقت زیاد به درون هر چاهک منتقل شد

                                                   
١٣٩ Thermal cycler (Eppendorf, Germany) 
١٤٠ Housekeeping 
١٤١ Tris Acetic Acid EDTA 
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بـه دسـتگاه وصـل و     قطب مثبت و منفیالکترودهاي  ه وتنظیم شد 90تا  80ولتاژ  ولتاژ دستگاه الکتروفرز روي
 .قرار گردیدجریان الکتریسیته بر

در جایگاه خود  و آگارز حرکت کرده، باندهاي اختصاصی در ژل حدود یک ساعت پس از :باندها مشاهده -5
 30محلول اتیدیوم بروماید به مـدت   هبآگارز ژل ، PCRرنگ آمیزي باندهاي محصول منظور به  .قرار می گیرند

بـه ژل   142نـور فـرابنفش  ، طیف Gel Duc به وسیلۀ دستگاهسپس جهت آشکارسازي باندها، . شد آغشتهدقیقه 
 ).2- 2شکل ( شدنهایتاً از ژل مذکور در درون دستگاه عکس تهیه  آگارز تابانده و

  
 

  
  

                  
  
  
  
  

  Real-time PCRمراحل  . 2-3-6-6
 Appliedبه وسیله دستگاه  Real-time PCRپس از اطمینان از صحیح بودن توالی پرایمرها، واکنش 

Biosystem Real-Time PCR143 به ازاء هر واکنش مواد زیر با مقادیر ذکرشده مورد استفاده . انجام شد
  :قرارگرفتند

  
Power syBR Green PCR master mix (2x)   10 میکرولیتر 

Forward primer (5 Pmol/L)    1 میکرولیتر 
Reverse primer (5 Pmol/L)    1 میکرولیتر 

cDNA       2 میکرولیتر 
Distilled water      6 میکرولیتر 

 
Total       20 میکرولیتر  

                                                   
١٤٢ Ultraviolet (UV) 
١٤٣ Applied Biosystem Real-Time PCR (Model: ٧٥٠٠, UK) 
 

 تصویر باندهاي اختصاصی به تفکیک هر پرایمر بر روي ژل آگارز: 2- 2شکل 
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 Real-time PCRشرایط . 2-3-6-7

  دقیقه  10درجه سانتیگراد  95در دماي  ،واسرشتی اولمرحلۀ سازي آنزیم و  فعالجهت  -
  ثانیه 15 درجه سانتیگراد 95در دماي  ،واسرشتی هر سیکلجهت  -
درجـه   60در دمـاي   ،شـده در پایـان هـر سـیکل    تابیده لورسنت خواندن فو  Annealing جهت مرحلۀ -

 .تکرار گردیدبار  50 به تعداد ها نیز سیکل. ثانیه 60 سانتیگراد
 
  Real-time PCRتحلیل نتایج . 2-3-6-8

رار تک ـ 3هر گروه آزمایشی نیـز   برايشده و  افزایش دقت در بررسی نتایج، هر واکنش بصورت دوتایی انجام جهت
نیـز صـورت    (144NTC) نمونـه هاي فوق، به ازاء هر ژن یـک واکـنش بـدون     علاوه بر واکنش. شد در نظر گرفته 

، 125:1، 25:1، 5:1، 1 متـوالی  هـاي  و تهیه رقت RNAشده از  ساخته cDNAهمچنین با استفاده از . گرفت
بدست آمده و لگاریتم غلظـت بـه ازاء هـر رقـت،      Ct145هایی انجام شد که از روي  به عنوان الگو، واکنش 625:1

افـزار   نـرم بـا اسـتفاده از    ي حاصـل هـا  داده تجزیـه و تحلیـل  جهـت  سپس . رسم گردید) غلظت 146شیب(خطی 
Applied Biosystem147 ،Ct تهیه و نهایتاً نسبت میانگین داده هـاي تکرارهـاي هـر ژن     متناظر با هر نمونه

  .نمونه با ژن مرجع بین گروه هاي مختلف مقایسه گردید
  تجزیه و تحلیل آماري داده ها. 2-4

اظ نرمـال  تمامی داده ها در هر دو بخش مطالعۀ انجماد و پیوند، ابتدا توسط آزمون کولموگروف اسمیرنوف به لح
سپس داده هاي مربوط به شمارش فولیکول هاي سالم، مرده و آپوپتوتیک، به وسیلۀ آزمـون  . بودن بررسی شدند

ANOVA  و آزمون وابستۀLSD   ،و داده هاي مربوط به بررسی سطح ترشح هورمون ها و نیز رونوشت ژن هـا
. تجزیه و تحلیل آماري قرار گرفتنـد ، مورد 148SPSS 19و تحت نرم افزار  Mann-Whitneyبه وسیلۀ آزمون 

  .بررسی شدند >5/0Pارائه و با سطح معنی داري ) SEM149(داده ها به همراه میانگین خطاي استاندارد 
  
 
  

                                                   
١٤٤ None Template Control (NTC) 
١٤٥ Cycles of Thershold 
١٤٦ Slope  
١٤٧ Applied Biosystem [StepOne Software v٢.١]  
١٤٨ Package for the Social Sciences (IBM SPSS software, version ١٩) 
١٤٩ Standard Error Mean (SEM) 
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  TGF-Bمربوط به ژن  Melt Curveو  Amplificationنمودارهاي : 3- 2شکل 
  
  
  

  
  
  

Arc
hive

 of
 S

ID

www.SID.ir

www.SID.ir


  

  …مطالعه فراساختار و بیان ژنهاي بلوغ فولیکولی، رگزائی و آپوپتوزي بافت تخمدان 
 
 
  

53 
  

  
  

  

  
  
  
  

  
  
  
  
  
  
  
  

 BMP-15مربوط به ژن  Melt Curveو  Amplificationنمودارهاي : 4- 2شکل 
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 GDF-9مربوط به ژن  Melt Curveو  Amplificationنمودارهاي : 5- 2شکل 
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 CD34مربوط به ژن  Melt Curveو  Amplificationنمودارهاي : 6- 2شکل 
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  CD31مربوط به ژن  Melt Curveو  Amplificationنمودارهاي : 7- 2شکل 
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  VEGFمربوط به ژن  Melt Curveو  Amplificationنمودارهاي : 8- 2شکل 
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 BCL-2مربوط به ژن  Melt Curveو  Amplificationنمودارهاي : 9- 2شکل 
 
  
  
 
  

Arc
hive

 of
 S

ID

www.SID.ir

www.SID.ir


  

  …مطالعه فراساختار و بیان ژنهاي بلوغ فولیکولی، رگزائی و آپوپتوزي بافت تخمدان 
 
 
  

59 
  

  
  
  
  

  
  

 BAXمربوط به ژن  Melt Curveو  Amplificationنمودارهاي : 10- 2شکل 
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  فصل سوم 

  نتایج
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  فصل سوم نتایج

  )مقایسه ترکیبات مختلف ضد یخ(انجماد شیشه اي تخمدان کامل موش صحرایی  .3-1
  شمارش فولیکولهاي سالم و مرده در گروه هاي کنترل، انجمادي و آزمون سمیت. 3-1-1

) 53/36% ± 03/0(تعداد فولیکولهاي بدوي سالم در تمامی گروههاي انجمادي نسبت به گروه کنترل      
 ± 02/0( V VIدر بین گروههاي انجمادي این تعداد در گروه ). ˂05/0P(کاهش معنی دار نشان داد 

بالاترین میزان بود که اختلاف این دو گروه با ) 03/0 ± %04/19( V IVپائین ترین و در گروه ) %81/8
لیه، پرآنترال و آنترال سالم در تمامی اما تعداد فولیکولهاي او). ˂05/0P(یکدیگر به لحاظ آماري معنی دار بود 

  ).1-3جدول (گروههاي آزمایشی نسبت به گروه کنترل تفاوت معنی دار نشان نداد 
در گروههاي آزمون سمیت، اگر چه تفاوت معنی داري در تعداد فولیکولهاي اولیه سالم در گروههاي      

میزان در سایر انواع فولیکولها بر خلاف گروههاي  انجمادي با خودشان و نیز با گروه کنترل دیده نشد اما این
 T VIو ) T IV )00/0 ± %58/15به طوریکه در تعداد فولیکولهاي بدوي سالم در دو گروه . انجمادي بود

همچنین ). ˂05/0P(کاهش معنی دار نشان داد ) 53/36% ± 03/0(نسبت به گروه کنترل ) %67/22 ± 02/0(
 ± T I )07/0 ± %77/27( ،T II )05/0نسبت به چهار گروه  T IVدر گروه  تعداد فولیکولهاي بدوي سالم

%88/28( ،T III )00/0 ± %92/28 ( وT V )00/0 ± %61/33 ( کاهش معنی دار داشت)05/0P˂ .( تعداد
جدول ) (˂05/0P(افزایش معنی دار داشت  T Vنسبت به گروه  T IVفولیکولهاي بدوي سالم نیز در گروه 

3-2.(  
تعداد فولیکولهاي پرآنترال سالم بین تمامی گروههاي آزمون سمیت نسبت به خودشان تفاوت معنی دار      

افزایش نشان دادند که این افزایش در دو ) 01/9%  ± 00/0(نداشت ولی به طور کلی نسبت به گروه کنترل 
). ˂05/0P(بود  با گروه کنترل معنی دار) 00/0 ± %04/16( T VIو ) T III )01/0 ± %15/18گروه 

 ± 01/0( T IIIنسبت به سه گروه ) T I )00/0 ± %16/8همچنین تعداد فولیکولهاي پرآنترال سالم در گروه 
%15/18( ،T IV )02/0 ± %43/15 ( وT VI )00/0 ± %04/16 ( کاهش معنی دار داشت)05/0P˂) ( جدول
3-2 .(  

تعداد فولیکولهاي آنترال سالم نیز مانند فولیکولهاي پرآنترال سالم در تمامی گروههاي آزمون سمیت      
 02/0(نسبت به گروه کنترل ) 02/0 ± %62/11( T IIIو ) T I )02/0 ± %99/10مشابه بوده ولی در دو گروه 

  ).2-3جدول ) (˂05/0P(کاهش آن معنی دار بود ) %86/19 ±
ولیکولهاي مرده نیز در مراحل مختلف رشد فولیکولی و در تمامی گروههاي انجمادي نسبت به تعداد ف     

) 002/0 ± %47/4( V III، بجزء گروه )˂05/0P(افزایش معنی دار داشت ) 91/2% ± 001/0(گروه کنترل 
. تفاوتی نشان نداد که در تعداد فولیکولهاي بدوي کمترین تعداد مرده را داشته و به لحاظ آماري با گروه کنترل

نسبت به دو گروه ) V II )01/0 ± %67/11در بین گروههاي انجمادي تعداد فولیکولهاي بدوي مرده، در گروه 
V III )002/0 ± %47/4 ( وV IV )01/0 ± %46/7 ( افزایش و در گروه V III  نسبت به سه گروهV IV ،
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V V )02/0 ± %07/14 ( وV VI )02/0 ± %68/11 (گروه  و نیز درV IV  نسبت به گروهV V  کاهش
  ).3-3جدول (معنی دار نشان دادند 

در تعداد فولیکولهاي مرده اولیه و پرآنترال بین گروههاي انجمادي تفاوت معنی دار دیده نشد، اما تعداد      
 Vو ) 00/0 ± %81/5( V V نسبت به دو گروه ) V VI )01/0 ± %73/9فولیکولهاي آنترال مرده در گروه 

II )00/0 ± %95/5 ( افزایش معنی دار نشان داد) 05/0) (3-3جدولP˂.(  
) 91/2% ± 00/0(تعداد فولیکولهاي بدوي مرده در اکثر گروههاي آزمون سمیت نسبت به گروه کنترل      

که اختلاف ) 00/0 ± %31/2(T VI و ) T IV )00/0 ±  %24/3افزایش معنی دار داشت به غیر از دو گروه 
بر این اساس تعداد فولیکولهاي ). ˂05/0P) (4-3جدول (معنی داري نسبت به گروه کنترل نشان ندادند 

و ) T I )01/0 ± %30/7( ،T II )01/0 ± %24/7نسبت به سه گروه  T VIو  T IVبدوي مرده در دو گروه 
T III )03/0 ± %94/6 (تلاف در این تعداد بین دو گروه کاهش معنی دار نشان دادند، همچنین اخT V 

)00/0 )05/0P˂% (99/4 ( وT VI )00/0 ± %31/2 ( معنی دار بود) 4-3جدول) (05/0P˂.(  
) 26/3% ± 600/0(افزایش تعداد فولیکولهاي اولیه مرده در تمامی گروههاي آزمون سمیت با گروه کنترل      

. که با گروه کنترل اختلاف معنی داري نشان نداد) T V )005/0 ± %23/4معنی دار بود به غیر از گروه 
 T و  T Vکمترین تعداد فولیکولهاي اولیه مرده در بین گروههاي آزمون سمیت به ترتیب مربوط به دو گروه 

VI )004/0 ± %94/6 ( بود که این اختلاف در گروهT V  با سه گروهT I )03/0 ± %70/10( ،T II )02/0 
) 4-3جدول (معنی دار بود  T IVبا گروه  T VIو نیز اختلاف گروه ) 01/0 ± %76/16( T IVو ) %07/11 ±
)05/0P˂.(  

) 49/1% ± 00/0(تعداد فولیکولهاي پرآنترال مرده در گروههاي آزمون سمیت تقریباً مشابه گروه کنترل      
 T بیشترین تعداد را شامل شد که نسبت به دو گروه کنترل و ) T V )00/0 ± %20/5این میزان در گروه . بود

I )00/0 ± %47/2 ( افزایش معنی دار نشان داد) 05/0) (4-3جدولP˂.(  
ر  00/0(تعداد فولیکولهاي آنترال مرده نیز در گروههاي آزمون سمیت تفاوت معنی داري با گروه کنترل      

که کمترین تعداد فولیکولهاي آنترال مرده را به ) 005/0 ± %01/1( T III نداشتند به غیر از گروه ) %70/2
) 03/0 ± %49/4( T IIبه دو گروه ) T V )004/0 ± %31/1و   T IIIاین تعداد در گروه . خود اختصاص داد

 T II همچنین فولیکولهاي آنترال مرده در گروه . کاهش معنی دار نشان دادند) T VI )008/0 ± %55/3 و 
  ).˂05/0P) (4-3جدول (افزایش معنی دار داشت ) T I )01/0 ± %85/1 بت به نس
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 درصد فولیکولهاي سالم در گروههاي کنترل و انجمادي: 1-3جدول 

 بدوي اولیه پرآنترال آنترال
 فولیکول

  گروه
02/0 ± 86/19 00/0 ± 01/9 03/0 ± 20/24 03/0 ± 53/36  A  کنترل 

02/0 ± 10/17 02/0 ± 05/7 02/0 ± 83/21 02/0 ± 37/14a V I 

01/0 ± 63/21 01/0 ± 23/10 02/0 ± 37/19 01/0 ± 28/11a V II 

02/0 ± 75/18 01/0 ± 58/12 03/0 ± 03/19 04/0 ± 28/11a V III 

02/0 ± 02/17 01/0 ± 92/8 01/0 ± 26/21 03/0 ± 04/19 aB V IV 

01/0 ± 87/14 00/0 ± 04/10 01/0 ± 35/18 02/0 ± 53/17a V V 

01/0 ± 39/21 00/0 ± 60/8 04/0 ± 55/17 02/0 ± 81/8ab V VI 

گروه : V Iهفته اي،  5تخمدان موش صحرائی دست نخورده : گروه کنترل. ارائه شده اند) SEM(میانگین خطاي استاندارد  ±داده ها به صورت میانگین درصد 
گروه انجماد :  V IIIپروپاندیول، + گروه انجماد شیشه اي با ترکیب اتیلن گلایکول :  V IIدي متیل سولفوکساید، + انجماد شیشه اي با ترکیب اتیلن گلایکول 
مول در  25/0+ دي متیل سولفوکساید + گروه انجماد شیشه اي با ترکیب اتیلن گلایکول :  V IVپروپاندیول، + ید شیشه اي با ترکیب دي متیل سولفوکسا

گروه انجماد شیشه اي با ترکیب دي :  V VIمول در لیتر سوکروز،  25/0+ پروپاندیول + گروه انجماد شیشه اي با ترکیب اتیلن گلایکول :  V Vلیتر سوکروز، 
در هر ستون با ...) و  bبا  a ،Bبا  A(داده هاي داراي حروف انگلیسی بزرگ و کوچک مشابه . مول در لیتر سوکروز 25/0+ پروپاندیول + ید متیل سولفوکسا

  ).˂05/0P(یکدیگر اختلاف معنی دار دارند 
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 درصد فولیکولهاي سالم در گروههاي کنترل و آزمون سمیت: 2-3جدول 

 بدوي اولیه پرآنترال آنترال
  فولیکول

  گروه

02/0 ± 86/19 A 00/0 ± 01/9 A 03/0 ± 20/24 03/0 ± 53/36A کنترل 
02/0 ± 99/10 a 00/0 ± 16/8 B 05/0 ± 72/30 07/0 ± 77/27 c T I 
03/0 ± 79/14 02/0 ± 46/10 02/0 ± 03/18 05/0 ± 88/28 c T II 
02/0 ± 62/11 a 01/0 ± 15/18 ab 001/0 ± 88/21 00/0 ± 92/28 c T III 
02/0 ± 95/15 02/0 ± 43/15 b 03/0 ± 32/26 00/0 ± 58/15 aC T IV 
01/0 ± 90/17 00/0 ± 77/12 01/0 ± 94/19 00/0 ± 61/33 bc T V 
03/0 ± 23/22 00/0 ± 04/16 ab 006/0 ± 75/21 02/0 ± 67/22 aB T VI 

گروه آزمون : T Iهفته اي،  5تخمدان موش صحرائی دست نخورده : گروه کنترل. ارائه شده اند) SEM(میانگین خطاي استاندارد  ±داده ها به صورت میانگین درصد 
ب دي گروه  آزمون سمیت با ترکی:  T IIIپروپاندیول، + گروه  آزمون سمیت با ترکیب اتیلن گلایکول :  T IIدي متیل سولفوکساید، + سمیت با ترکیب اتیلن گلایکول 

گروه  آزمون :  T Vمول در لیتر سوکروز،  25/0+ دي متیل سولفوکساید + گروه  آزمون سمیت با ترکیب اتیلن گلایکول :  T IVپروپاندیول، + متیل سولفوکساید 
مول در  25/0+ پروپاندیول + سولفوکساید  گروه  آزمون سمیت با ترکیب دي متیل:  T VIمول در لیتر سوکروز،  25/0+ پروپاندیول + سمیت با ترکیب اتیلن گلایکول 

  ).˂05/0P(در هر ستون با یکدیگر اختلاف معنی دار دارند ...) و  bبا  a ،Bبا  A(داده هاي داراي حروف انگلیسی بزرگ و کوچک مشابه . لیتر سوکروز
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 درصد فولیکولهاي مرده در گروههاي کنترل و انجمادي: 3-3جدول 

 بدوي اولیه پرآنترال آنترال
  فولیکول

٧٠/٢±  ٠٠/٠ A ٤٩/١±  ٠٠/٠ A ٢٦/٣±  ٠٠٦/٠ A ٩١/٢±  ٠٠١/٠ A کنترل 
٦ /٤٠±  ٠٠/٠ a ٧٩/٥±  ٠٠/٠ a ١٨ /٠٦±  ٠٣/٠ a ٣٦/٩±  ٠٢/٠ a V I 
٥ /٩٥±  ٠٠/٠ aB ٣٤/٥±  ٠١/٠ a ٤٩/١٤±  ٠١/٠ a ١١ /٦٧±  ٠١/٠ aB V II 
٨ /٤٤±  ٠٢/٠ a ٦١/٥±  ٠١/٠ a ٠٢/١٧±  ٠٤/٠ a ٤٧/٤±   ٠٠٢/٠ bC V III 
٦/ ٢٥±  ٠١/٠ a ٨٦/٥±  ٠٠/٠ a ١٤  /١٥±  ٠٣/٠ a ٧ /٤٦±  ٠١/٠ abcD V IV 
٨١/٥±  ٠٠/٠ aC ٥/ ٢٠±  ٠١/٠ a ١٤ /٠٩±  ٠٢/٠ a ٠٧/١٤±  ٠٢/٠ acd V V 
٩ /٧٣±  ٠١/٠ abc ٦ /١٤±  ٠٠/٠ a ٠٧/١٦±  ٠١/٠ a ٦٨/١١±  ٠٢/٠ ac V VI 

: V Iهفته اي،  5تخمدان موش صحرائی دست نخورده : گروه کنترل. ارائه شده اند) SEM(میانگین خطاي استاندارد  ±داده ها به صورت میانگین درصد 
گروه :  V IIIیول، پروپاند+ گروه انجماد شیشه اي با ترکیب اتیلن گلایکول :  V IIدي متیل سولفوکساید، + گروه انجماد شیشه اي با ترکیب اتیلن گلایکول 

 25/0+ دي متیل سولفوکساید + گروه انجماد شیشه اي با ترکیب اتیلن گلایکول :  V IVپروپاندیول، + انجماد شیشه اي با ترکیب دي متیل سولفوکساید 
گروه انجماد شیشه اي با :  V VIکروز، مول در لیتر سو 25/0+ پروپاندیول + گروه انجماد شیشه اي با ترکیب اتیلن گلایکول :  V Vمول در لیتر سوکروز، 

در ...) و  bبا  a ،Bبا  A(داده هاي داراي حروف انگلیسی بزرگ و کوچک مشابه . مول در لیتر سوکروز 25/0+ پروپاندیول + ترکیب دي متیل سولفوکساید 
  ).˂05/0P(هر ستون با یکدیگر اختلاف معنی دار دارند 
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 مرده در گروههاي کنترل و آزمون سمیتدرصد فولیکولهاي : 4-3جدول 

 بدوي اولیه پرآنترال آنترال
 فولیکول

  گروه
٧٠/٢±  ٠٠/٠ A ٤٩/١±  ٠٠/٠ a ٣ /٢٦±  ٠٠٦/٠ A ٩١/٢±  ٠٠/٠ A کنترل 
٨٥/١±  ٠١/٠ D ٤٧/٢±  ٠٠/٠ a ١٠ /٧٠±  ٠٣/٠ ab ٣٠/٧±  ٠١/٠ abc T I 
٩٤/٤±  ٠٣/٠ bcd ٠٧/١١±  ٠٢/٠ ٥٧/٤±  ٠١/٠ ab ٢٤/٧±  ٠١/٠ abc T II 
١ /٠١±  ٠٠٥/٠ aC ٨ /٣٩±  ٠١/٠ ٠٥/٣±  ٠١/٠ a ٩٤/٦±  ٠٣/٠ abc T III 
١٦ /٧٦±  ٠١/٠ ٢٨/٤±  ٠٠٢/٠ ٤٠/٢±  ٠٠٢/٠ abc ٢٤/٣±  ٠٠/٠ C T IV 
٣١/١±  ٠٠٤/٠ B ٢٠/٥ ± ٠٠/٠ A ٢٣/٤±  ٠٠٥/٠ B ٤ /٩٩±  ٠٠/٠ ab T V 
٥٥/٣±  ٠٠٨/٠ bc ٩٤/٦±  ٠٠٤/٠ ٤٧/٤±  ٠١/٠ aC ٣١/٢±  ٠٠/٠ B T VI 

 Tهفته اي،  5تخمدان موش صحرائی دست نخورده : گروه کنترل. ارائه شده اند) SEM(میانگین خطاي استاندارد  ±داده ها به صورت میانگین درصد 
I : دي متیل سولفوکساید، + گروه آزمون سمیت با ترکیب اتیلن گلایکولT II  : پروپاندیول، + گروه  آزمون سمیت با ترکیب اتیلن گلایکولT III  :

+ دي متیل سولفوکساید + گروه  آزمون سمیت با ترکیب اتیلن گلایکول :  T IVپروپاندیول، + گروه  آزمون سمیت با ترکیب دي متیل سولفوکساید 
گروه  آزمون :  T VIمول در لیتر سوکروز،  25/0+ پروپاندیول + گلایکول  گروه  آزمون سمیت با ترکیب اتیلن:  T Vمول در لیتر سوکروز،  25/0

 a ،Bبا  A(داده هاي داراي حروف انگلیسی بزرگ و کوچک مشابه . مول در لیتر سوکروز 25/0+ پروپاندیول + سمیت با ترکیب دي متیل سولفوکساید 
  ).˂05/0P(در هر ستون با یکدیگر اختلاف معنی دار دارند ...) و  bبا 
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  شمارش فولیکولهاي آپوپتوتیک در گروه هاي کنترل، انجمادي و آزمون سمیت. 3-1-2
و سنجش میزان وقوع مرگ  Caspase 3 آزمون ایمونوهیستوشیمی براي ارزیابی میزان بیان پروتئین      

پس از شمارش، ). 1-3شکل (سلولی برنامه ریزي شده فقط در گروههاي انجمادي و کنترل صورت گرفت 
مشخص گردید که تعداد فولیکولهاي بدوي آپوپتوتیک در تمامی گروههاي انجمادي نسبت به گروه کنترل 

که کمترین میزان وقوع ) 01/0 ± %70/3( V IIIز گروه افزایش معنی دار داشته به غیر ا) %13/2 ± 009/0(
 V Iنسبت به دو گروه  V III این میزان در گروه . مرگ سلولی برنامه ریزي شده در این گروه مشاهده گردید

  ).˂05/0P) (5-3جدول (کاهش معنی دار نشان داد ) 01/0 ± %43/7( V V و ) %50/6 ± 02/0(
افزایش ) 92/2% ± 03/0(یک در تمامی گروههاي انجمادي نسبت به گروه کنترل فولیکولهاي اولیه آپوپتوت     

   ± V I )05/0 ± %77/12( ،V III )07/0همچنین این تعداد در سه گروه . معنی دار نشان دادند
) 02/0 ± %74/6( ،V V )02/0 ± %58/6( V IIنسبت به گروههاي ) 02/0 ± %23/11( V IVو ) %62/14
  ).˂05/0P) (5-3جدول (افزایش معنی دار داشتند ) V VI )001/0 ± %91/5و 

) 01/0 ± %81/2( V II و ) V I )003/0 ± %95/1تعداد فولیکولهاي پرآنترال آپوپتوتیک نیز در دو گروه      
بوده و سایر گروههاي انجمادي افزایش معنی دار با گروه کنترل ) 28/1% ± 01/0(نزدیک به گروه کنترل 

) V IV )02/0 ± %12/4( ،V V )01/0 ± %27/5ین این میزان در سه گروه فوق با گروههاي همچن. داشتند
  ).˂05/0P) (5-3جدول (اختلاف معنی دار نشان دادند ) V VI )02/0 ± %44/5 و 

 Vو ) V I )03/0 ± %15/1 میزان افزایش در تعداد فولیکولهاي آنترال آپوپتوتیک نیز به غیر از دو گروه      
IV )02/0 ± %55/1 ( در سایر گروههاي انجمادي نسبت به گروه کنترل)معنی دار بود) 08/0% ± 02/0 .

 07/0( V VI و ) V III )04/0 ± %99/2همچنین این میزان در دو گروه انجمادي فوق نسبت به گروههاي 
  ).˂05/0P) (5-3جدول (اختلاف معنی دار نشان داد ) %97/3 ±
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 درصد فولیکولهاي آپوپتوتیک در گروههاي کنترل و انجمادي: 5-3جدول 

   بدوي اولیه پرآنترال آنترال

٠٨/٠±  ٠٢/٠ A ٢٨/١±  ٠١/٠ A ٩٢/٢±  ٠٣/٠ A ١٣/٢±  ٠٠٩/٠ A کنترل 
١٥/١±  ٠٣/٠ B ٩٥/١±  ٠٠٣/٠ B ١٢ /٧٧±  ٠٥/٠ aD ٥٠/٦±  ٠٢/٠ ab V I 
٥٠/٢±  ٠٤/٠ a ٨١/٢±  ٠١/٠ C ٧٤/٦±  ٠٢/٠ abcd ٧٠/٥±  ٠١/٠ a V II 
٩٩/٢±  ٠٤/٠ abc ٩٧/٣±  ٠١/٠ a ٦٢/١٤±  ٠٧/٠ aB ٧٠/٣±  ٠١/٠ B V III 
٥٥/١±  ٠٢/٠ C ١٢/٤±  ٠٢/٠ abc ٢٣/١١±  ٠٢/٠ aC ٨٧/٤±  ٠٢/٠ a V IV 
١٢/٢±  ٠٢/٠ a ٢٧/٥±  ٠١/٠ abc ٥٨/٦±  ٠٢/٠ abcd ٤٣/٧±  ٠١/٠ ab V V 
٩٧/٣±  ٠٧/٠ abc ٤٤/٥±  ٠٢/٠ abc ٩١/٥±  ٠٠١/٠ abcd ٥٨/٤±  ٠٠٢/٠ a V VI 

تخمدان : گروه کنترل. ارائه شده اند) SEM(میانگین خطاي استاندارد  ±داده ها به صورت میانگین درصد 
دي متیل + گروه انجماد شیشه اي با ترکیب اتیلن گلایکول : V Iهفته اي،  5موش صحرائی دست نخورده 

گروه انجماد :  V IIIپروپاندیول، + گروه انجماد شیشه اي با ترکیب اتیلن گلایکول :  V IIسولفوکساید، 
گروه انجماد شیشه اي با ترکیب اتیلن :  V IVپروپاندیول، + شیشه اي با ترکیب دي متیل سولفوکساید 

ترکیب  گروه انجماد شیشه اي با:  V Vمول در لیتر سوکروز،  25/0+ دي متیل سولفوکساید + گلایکول 
گروه انجماد شیشه اي با ترکیب دي متیل :  V VIمول در لیتر سوکروز،  25/0+ پروپاندیول + اتیلن گلایکول 

داده هاي داراي حروف انگلیسی بزرگ و کوچک . مول در لیتر سوکروز 25/0+ پروپاندیول + سولفوکساید 
  ).˂05/0P(ی دار دارند در هر ستون با یکدیگر اختلاف معن...) و  bبا  a ،Bبا  A(مشابه 
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 Caspase 3ایمونوهیستوشیمی تخمدان موش صحرایی پس از انجماد شیشه اي با آنتی بادي علیه : 1- 3شکل 
فولیکول بدوي ) Caspase 3+ .Bفولیکول بدوي ) A). فلش(جهت آشکار ساختن فولیکول هاي آپوپتوتیک 

Caspase 3-.  
  
مقـاطع نیمـه   (بافت شناسی تخمدانهاي موش صحرایی پس از انجماد شیشـه اي   بررسی. 3-1-3

  )1نازك
  )گروه کنترل(تخمدانهاي غیر منجمد . 3-1-3-1

هفته اي با تالوئیدین بلو از گروه کنترل و  5در مقطع نیمه نازك رنگ آمیزي شده تخمدان موش صحرایی      
در تخمـدان مـوش   . تا مرحله آنترال قابل مشـاهده مـی باشـند   ، انواع مختلف فولیکولها X100با بزرگ نمایی 

در هـر  . هفته اي، به دلیل قرار گرفتن حیوان در شروع مرحلـه بلـوغ، جسـم زرد دیـده نمـی شـود       5صحرایی 
صورت بافت تخمدان را به لحاظ تجمعات فولیکولی و رنگ پـذیري اسـتروما بـه دو بخـش متفـاوت مـی تـوان        

  :تقسیم کرد
شامل بخشی از بافت تخمدان بوده که در فاصله بین اپیتلیـوم سـطحی و مرکـز تخمـدان     : 2منطقه قشري - 1

این منطقه از تراکم فولیکولی و سلول هاي استرومایی کمتري برخوردار بوده و به همین دلیل . قرار گرفته است
هـاي مراحـل   نسبت به نواحی دیگر روشن تر دیده می شود و وسـعت آن بسـته بـه همجـوار بـودن بـا فولیکول      

به عبارت دیگر وجود فولیکول رشد کرده، منجر به کـاهش وسـعت   ). A- 2- 3شکل (پیشرفته متفاوت می باشد 
فولیکول هاي بدوي و اولیه تنها در این قسمت از بافـت تخمـدان دیـده مـی شـوند و بـه       . این ناحیه می گردد

این ناحیه، کـاهش در تعـداد مقـاطع    از دیگر ویژگی هاي . سمت مرکز تخمدان پراکندگی شان کاهش می یابد
عروق خونی و نیز قطر آنها می باشد که تأییدي بر این نظریه است که فولیکولهاي مراحل پـایین تـر وابسـتگی    

  .خونی کمتري داشته و رشد آنها به هورمونهاي مترشحه در خون غیر وابسته است
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چند شکلی دیـده مـی شـوند بـه طوریکـه کـه        در بزرگنمایی بیشتر، سلولهاي استرومایی در ناحیه قشري،     
در حاشیه عمقی این ناحیه خط مشخصی وجـود  . نماي خاصی براي هسته این سلولها نمی توان در نظر گرفت

دارد که از چند ردیف سلول دوکی شکل بوجود آمده است و توده هاي سلولی اطراف هر فولیکـول پیشـرفته را   
عبارت دیگر این مرز، مشخص کننده حد خارجی و داخلی تخمـدان   به. از منطقه قشري تخمدان جدا می کند

  ). Bو  A- 2- 3شکل (بوده و فولیکولهاي کوچک را از توده فولیکولهاي بزرگ مجزا می کند 
، اپیتلیـومی متشـکل از سـلول هـاي مکعبـی و یـا       )Bو  A- 2- 3شـکل  (در حاشیه خارجی ناحیه قشـري       

لایه اخیـر اگـر   . ي آن اکثراً هسته هاي گرد، بزرگ و یوکروماتین دارندسنگفرشی قرار گرفته است که سلول ها
چه به طور کامل در مراحل پاساژ بافتی حفظ نشده، اما بر روي غشاء پایه اي ضخیم بـه خـوبی قابـل مشـاهده     

تونیکا آلبوژینه که از چند ردیف سلول دوکی شکل و منظم تشکیل شده است در زیـر اپیتلیـوم سـطحی    . است
ان قرار گرفته و بلافاصله در زیر آن، عروق زیر کپسولی به صورت مقاطع متناوب در یک ردیف خودنمایی تخمد

  .می کنند
منطقه اي است پر سلول که به دلیل تجمع زیاد سلولها، رنگ پذیري شـدیدتري نسـبت   : 1منطقه مرکزي - 2 

بـه نظـر   . پیشرفته تر تغییر می کندوسعت این ناحیه بسته به حضور فولیکولهاي مراحل . به بخش قشري دارد
می رسد که این توده هاي سلولی در اطراف فولیکولی شروع به تشکیل می کنند که وارد چرخـه رشـد شـده و    

یعنـی ایـن   . هر چقدر فولیکول به مرحله بلوغ نزدیک تر می شود، وسعت ایـن سـلولها نیـز افـزایش مـی یابـد      
از دیگـر  . شد می باشند که البته از لایه هاي تکا جـدا هسـتند  بخشهاي سلولی جزئی از یک فولیکول در حال ر

ویژگی این قسمت از بافت تخمدان، جداسازي بخشهاي مختلف آن توسط رگه هایی از بافت همبند اسـت کـه   
در تصویري سـه بعـدي و   ). Cو  B- 2- 3شکل (همانند داربستی توده هاي سلولی را از یکدیگر مجزا می نماید 

تار، می توان گفت که رگه هاي بافت همبند به صورت صفحاتی عمودي ستونهاي سـلولی را  مجازي از این ساخ
وجـود  ). Cو  B- 2- 3شـکل  (در برگرفته و هر ستون سلولی محدوده مشخصی را به خود اختصاص داده اسـت  

 .عروق خونی فراوان با اقطار مختلف در صفحات همبندي از خصوصیات بارز و مشخص ناحیه مرکزي می باشـد 
عروق خونی شاخه هاي متعدد و کوچکتر را در لابلاي دستجات سلولی منشعب می سـازند و خونرسـانی را بـه    

هر چه به مرکز توده و حاشیه فولیکول نزدیک می شویم، مقاطع عروقی . شکل بسیار گسترده صورت می دهند
ا اکثراً تنها یک سلول اندوتلیالی افزایش یافته و قطرشان نیز کاهش می یابد به نحوي که در دیواره این مویرگه

  ).C- 2- 3شکل (قابل مشاهده می باشد 
سیتوپلاسم سلولهاي ناحیه مرکزي، حاوي قطرات لیپیدي فراوان بوده که به شـدت توسـط تالوئیـدین بلـو          

ا بـه  در نمایی بزرگتر، در هر توده سلولی، رگه هاي بسـیار بـاریکتر از بافـت همبنـد، سـلولها ر     . رنگ گرفته اند
ایـن تـوده هـاي سـلولی توسـط تکـاي       ). Cو  A ،B- 2- 3شکل (صورت چند عددي از یکدیگر جدا می نماید 

شـکل  (خارجی که خود شامل چند لایه به هم فشرده از سلولهاي دوکی شکل است، از فولیکول جدا می شوند 
3 -2 -A ،B  وC.(  
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را ) GV(فولیکول هاي بدوي از یک لایه سلول فولیکولی سنگفرشی که تخمکـی بـا هسـته گـرد و بـزرگ           
این فولیکول ها در سطحی ترین ناحیـه قشـري تخمـدان بـوده و گاهـاً توسـط       . احاطه کرده، بوجود آمده است

در حال پیشـرفت، برجسـتگی    رشد فولیکول آنترال. فولیکول هاي آنترال رشد یافته، از یکدیگر مجزا می گردند
  ).A- 2- 3شکل (هاي متعددي را نیز بر روي سطح تخمدان بوجود می آورد 

تخمک بزرگ، گـرد و یـا بیضـی شـکل در     . هر فولیکول آنترال با سه لایه سلولی مشخص مشاهده می شود     
هسـته  . ت، دیده می شـود مرکز فولیکول و در حالیکه توسط توده اي از سلولهاي گرانولوزا در بر گرفته شده اس

مرکزي گرد و یا بیضی شکل در مرکز تخمک، با هستک واضح و مشخص قرار گرفته و در یک فولیکول آنتـرال،  
میکرومتر بوده و غشاء هسته در اکثر موارد صـاف   25تا  20قطر هسته در حدود . کاملاً حالت یوکروماتین دارد

 7ه به خوبی دیده شده و هستک کاملاً متراکم بـا قطـر حـدود    در فولیکول آنترال اولیه، هست. و یکنواخت است
گاهی غشاء هسته به صورت مواج دیده می شـود کـه شـاید نشـان دهنـده      . میکرومتر در مرکز آن نمایان است

- 3شـکل  (و عبور از توقف اول تقسیم میوز باشـد  ) GVBD(شروع فرآیند شکسته شدن غشاء هسته تخمک 
2 -D .(رحله فولیکول آنترال سرشار از ارگانلهاي سیتوپلاسمی بوده بـه طوریکـه اکثـر    سیتوپلاسم تخمک در م

به عبارت دیگر در فولیکولی کـه وارد مرحلـه آنتـرال    ). D- 2- 3شکل (آنها در زیر غشاء تخمک تجمع یافته اند 
شده است، ارگانلها از اطراف هسته به سمت محیط سیتوپلاسم تخمک حرکـت مـی کننـد، بـه نحـوي کـه در       

توپلاسم یک فولیکول آنترال ارگانلها را در دو دسته، اطراف هسته و یا زیر غشاء تخمک می تـوان دیـد و در   سی
- 2- 3شـکل  (این حالت حد واسط هسته تا غشاء پلاسمایی به دلیل کاهش در تعداد ارگانلها، روشن تـر اسـت   

D .(ار گرفته استغشاء تخمک، صاف و به صورت خطی تیره درست زیر لایه زونا پلوسیدا قر.  
اگر مقطع گرفته شده از تخمک فولیکول آنترال، از وسط آن گذشته باشد ضخامت زونا پلوسـیدا در حـدود        

در بعضـی از  . میکرومتر بوده که در فولیکول هاي آنترال پیشرفته تر ضخامت آن تا دو برابر افزایش می یابـد  5
سـطح داخلـی زونـا    . میکروویلی هاي تخمک قطع می گـردد  مناطق، زونا توسط زوائد سلولهاي گرانولوزا و نیز

پلوسیدا به دلیل اتصال به غشاء تخمک کاملاً صاف بوده اما سطح خارجی آن بـه دلیـل نفـوذ زوائـد سـلولهاي      
این مسئله می تواند حاکی از سلامت تخمک و حمایت آن توسط سـلولهاي  . متخلخل و نامنظم است 1گرانولوزا

  ).D- 2- 3 شکل(گرانولوزا باشد 
همچنین در فولیکول آنترال، سلولهاي گرانولوزاي اطراف تخمک، در چند ردیف سلولی قرار گرفته انـد کـه        

سـلولهاي متصـل بـه    . هسته هاي یوکروماتین با هتروکروماتین پراکنده و غیر مارژینال در آنها دیده مـی شـود  
رار گرفته اند که معمولاً هسته گـرد و یـا بیضـی    تخمک در یک ردیف به صورت مکعبی و یا استوانه اي کوتاه ق

در لابلاي سلولهایی که مسـتقیماً بـه تخمـک اتصـال     ). D- 2- 3شکل (شکل بزرگ در مرکز آن دیده می شود 
پراکندگی کروموزومها در سیتوپلاسم حاکی از آن است کـه  . دارند، سلولهاي در حال تقسیم نیز دیده می شوند

لایـه سـلولهاي گرانولـوزا در فولیکـول     ). D- 2- 3شکل (یم میتوز قرار گرفته است سلول در کدام مرحله از تقس
خارجی ترین ردیف سـلولهاي گرانولـوزا، بـر روي غشـاء پایـه اي متصـل       . لایه سلولی هم می رسد 8آنترال تا 
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. اسـت هستند که به صورت خطی کاملاً شفاف در مرز بین سلولهاي گرانولوزا و لایه تکاي داخلـی قـرار گرفتـه    
- 3شکل (سلولهاي گرانولوزاي محیطی، فشرده تر بوده و حالت اپیتلیوم استوانه اي مطبق را به خود می گیرند 

2 -B .(      این سلولهاي استوانه اي بلند و یا کوتاه در فولیکولهاي مراحل اولیه، زوائـد خـود را بـه سـمت تخمـک
  .ه نظر آیدفرستاده و باعث آن می گردند که طول سلول گرانولوزا بیشتر ب

و ) D- 2- 3شـکل  (به یکدیگر متصـل شـده    1سلولهاي گرانولوزاي مجاور، با قطعات متعددي از سیتوپلاسم     
سلولهاي حاشیه آنتروم که دچار مرگ سـلولی شـده انـد، گاهـاً هسـته خـود را از دسـت داده و فقـط بقایـاي          

وزاي فولیکولهاي پرآنترال که سلولهاي آنهـا  گاهی در بین سلولهاي گرانول. سیتوپلاسمی آنها بر جاي مانده است
به ایـن فواصـل   . لایه تجاوز نمی کنند، فضاهایی دیده می شود که نباید آنها را با آنتروم اشتباه گرفت 3یا  2از 

  .می گویند "2فضاهاي وزیکولی"بین سلولی 
لایه  5تا  3با غشاء تخمک در در فولیکول هاي آنترال، سلولهاي لایه تکاي داخلی، به صورت پهن و موازي      

 - 1: سلولی به نحوي دیده می شوند که دو نوع سلول با ریخت شناسی متفاوت را می توان در آن تشـخیص داد 
. لایه داخلی فاقد قطرات لیپیدي بوده و هسته هاي یوکروماتین با هتروکروماتین پراکنده دارند 4تا  3سلولهاي 

کاملاً شکل سلولهاي استرومایی را به خود گرفتـه و ماننـد آنهـا داراي     خارجی ترین سلولهاي تکاي داخلی - 2
قطرات لیپیدي فراوان هستند، این لایه در مقایسه با لایه داخلی تیره تر بوده و سلول هاي آن حجیم بـه نظـر   

عروق خونی متعدد در لایه تکاي داخلی و به صورت هـم ردیـف مشـاهده مـی     ). Cو  B- 2- 3شکل (می رسند 
  ).C- 2- 3شکل (به طوریکه بیشترین تعداد آنها نزدیک به لایه هاي خارجی تکاي داخلی قرار گرفته اند  شوند
سلولهاي تکاي خارجی نیز به صورت لایه اي ضخیم از بافت فیبروز کم سلول در خارج لایه تکاي داخلـی و       

ه طوریکه به ندرت مقطع رگ خـونی در  در ارتباط با استروما قرار گرفته است و عروق خونی بسیار کمی دارد، ب
  .ارتباط نزدیک با سلولهاي آن می توان یافت

  
  )T IVو  T Iگروه هاي (تخمدانهاي آزمون سمیت . 3-1-3-2

، نماي کلی بافت نشان مـی دهـد کـه    )T I )EG + DMSOدر مقطع نیمه نازك از گروه آزمون سمیت      
به صورت ) شفاف و گرانولر(دو بخش اصلی بافت تخمدان . استتفاوت چندانی نسبت به گروه کنترل رخ نداده 

در اینجا نیز اپیتلیوم سطحی بر اثر فرآیند ). A- 3- 3شکل (کاملاً مجزا بوده و قابل تفکیک و ارزیابی می باشند 
 آماده سازي بافت جهت رنگ آمیزي از بین رفته و تونیکا آلبوژینه آخرین لایه هاي سلولی را ایجاد نموده است

و بـا لـومن گشـاد دیـده      3عروق خونی زیر کپسولی مانند گروههاي انجمادي به صورت متسع). A- 3- 3شکل (
توده سلولهاي ناحیه گرانـولر در  . نمی شوند و به خصوص حالت کف آلودگی در پلاسماي رگ خونی نمود ندارد

استروما مانند گروه کنترل با رگه هایی از بافت همبند از یکدیگر جدا شده و به دلیل فراوانی گرانولهایشان، این 
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شاخه هاي عروق خـونی هماننـد تخمـدان هـاي     ). A- 3- 3شکل (ت قسمت از بافت شدیداً رنگ پذیر شده اس
- 3- 3شکل (گروه کنترل در این ناحیه به خوبی پراکنده شده و تا نزدیکی فولیکول تعدادشان افزایش می یابد 

C  وD .(  در سیتوپلاسم سلولهاي استرومایی این ناحیه، واکوئل ها به شدت کاهش یافته و به ندرت دیده مـی
  .شوند
فولیکولهاي کوچک در سطح تخمدان، در ردیفهاي منظمی به دنبال هم و اکثراً سالم و دست نخورده دیده      

تونیکا آلبوژینه در اکثر نواحی منظم و یکپارچـه بـوده و در چنـد لایـه از سـلولهاي      ). A- 3- 3شکل (می شوند 
  .تگی در ساختار شده استدوکی شکل نمایان می باشد، اما در برخی نواحی نیز دچار آسیب و به هم ریخ

تخمک در فولیکولهاي آنترال به ندرت دچار چروکیدگی شده است و حالت دایره یـا بیضـی شـکل خـود را          
هسته گرد، بزرگ و یوکروماتین در سیتوپلاسم خود نمـایی کـرده و ارگانلهـاي    ). B- 3- 3شکل (حفظ کرده اند 

غشـاء تخمـک   ). B- 3- 3شکل (شاء تخمک قرار گرفته اند سیتوپلاسمی نیز در دو جایگاه اطراف هسته و زیر غ
زونا پلوسیدا با ). B- 3- 3شکل (نیز مانند یک خط شفاف و منظم مرز بین تخمک و زونا را مشخص کرده است 

ضخامت مناسب و سرشار از زوائد سلولی و میکروویلی هاي تخمک، دو سطح صاف داخلی و نامنظم خارجی را 
سلولهاي گرانولوزا بـدون افـزایش در شـدت رنـگ پـذیري، اتصـالات       ). B- 3- 3ل شک(به خوبی نشان می دهد 

  ).B- 3- 3شکل (سیتوپلاسمی متعددي با یکدیگر ایجاد کرده اند 
لایه تکاي داخلی و خارجی در اطراف فولیکولهاي آنترال به وضوح و مستقل از محدوده فولیکولهاي مجاور،      

) اولیه و پرآنتـرال (براي قرار گیري در اطراف فولیکول هاي کوچک  مشخص بوده و حرکت سلولهاي استرومایی
در برخـی نـواحی از   ). Dو  C- 3- 3شـکل  (به منظور تشکیل لایه تکاي داخلی، کاملاً مشخص و بارز می باشد 

بافت تخمدان، در لابلاي سلولهاي تکاي داخلی، فواصلی ایجاد شده که البتـه منجـر بـه از هـم گسـیختگی در      
به عبارت دیگر فاصله گرفتن سلول ها در این نواحی گسترش زیادي ). Dو  C- 3- 3شکل (دیده است بافت نگر

) فضـاي وزیکـولار  (در بین سلولهاي فولیکولهاي کوچکتر به خصوص پرآنترال اولیه، فضاهاي بین سلولی . ندارد
فولیکولهـاي در حـال    گاهاً در داخل بافت تخمدان، تعـدادي ). C- 3- 3شکل (به خوبی قابل مشاهده می باشد 

 .آترزي دیده می شوند که البته این پدیده ناشی از چرخه رشد طبیعی فولیکول ها می باشد
، نیز )T IV )EG + DMSO + 0.25 mol/lit Sucroseمقاطع نیمه نازك تخمدان گروه آزمون سمیت  

. پس از رنگ آمیزي با تالوئیدین بلـو، در زیـر میکروسـکوپ نـوري مـورد ارزیـابی قـرار گرفـت         T Iمانند گروه 
اپیتلیوم سطحی مانند گروه هاي قبل، در همه جا دیده نشده و به ندرت سلول هاي اپیتلیومی را می توان دیـد  

). A- 4- 3شـکل  (شود  که گاهاً از لایه زیرین خود جدا شده و واکوئلهاي متعددي در سیتوپلاسمشان دیده می
تونیکا آلبوژینه در اکثر نواحی غیر منظم بوده به طوریکه از استروماي زیـرین خـود قابـل تفکیـک نمـی باشـد       

افزایش شدت رنگ پذیري در سلولهاي تونیکا آلبوژینه و استروما دیده می شود، اگر چـه ایـن   ). A- 4- 3شکل (
- 3شـکل  (شدید و همه گیر نمی باشـد  ) V IVو  V I(افزایش رنگ پذیري چندان مانند گروههاي انجمادي 

4 -C .(    عروق خونی زیر کپسولی اگر چه گاهاً آسیب دیده اند، اما مانند گروههاي انجمـادي، گشـاد نشـده انـد .
عروق عمقی نیز تا حدودي بهتر از گروه هاي انجمادي حفظ شده اند و مشخصاً نماي کف آلود پلاسماي عروق 
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البته برخی از عروق عمقی دچار چروکیدگی بیش از اندازه شده تـا جائیکـه   . ندارند خونی گروه هاي منجمد را
- 4- 3شـکل  (دهانه رگ خونی در مقطع بافتی، بوسیله حرکت سلول اندوتلیال به داخل لومن بسته شده است 

D .(   هـا در  واکوئل در سیتوپلاسم سلول هاي استرومایی تا حدودي دیده می شود اما بسـیار کمتـر از میـزان آن
اثر ترکیبات ضد یخ در تخمدان هاي این گروه، منجر به فاصـله  ). C- 4- 3شکل (گروههاي انجمادي بوده است 

اگـر چـه شـدت ایـن وضـعیت      . گرفتن سلول هاي استروما و لایه هاي نزدیک به فولیکول از یکدیگر شده است
- 4- 3شـکل  (دارد ) T I(وکروز مانند گروه انجمادي نیست اما تفاوت مشخصی با گروه آزمون سمیت بدون س ـ

A, D.(  
برخی فولیکول هاي بدوي و اولیه در زیر اپیتلیوم سطحی، دچـار آسـیب شـده انـد کـه ایجـاد واکوئـل در             

تعـدادي دیگـر از   ). A- 4- 3شکل (سیتوپلاسم تخمک و یا سلول هاي گرانولوزا به خوبی در آنها دیده می شود 
عی بوده و به صورت کـاملاً سـالم و دسـت نخـورده قابـل مشـاهده مـی        این نوع فولیکول ها داراي وضعیت طبی

یک نماي جالب توجه از فولیکولهاي کوچک در حال مـرگ، ایـن اسـت کـه گـاه در بـین سـلول هـاي         . باشند
می توان این مسئله را حاکی از آن دانست کـه تخمـک   . گرانولوزاي فولیکول اولیه، تخمک قابل مشاهده نیست

حال مرگ غیر مرکزي شده، به حاشیه فولیکول رفته و سپس از فولیکول به بیرون انداختـه   در یک فولیکول در
  ).A- 4- 3شکل (می شود 

تخمـک در فولیکـول آنتـرال طبیعــی بـه نـدرت دچـار چروکیــدگی ماننـد گـروه انجمـادي شــده و داراي               
وسـیدا وضـعیت طبیعـی خـود را     زونـا پل . سیتوپلاسمی با دو ناحیه ارگانلی اطراف هسته اي و زیر غشائی است

شـدت رنـگ پـذیري    ). B- 4- 3شـکل  (حفظ کرده، مگر در شرایطی که تخمک دچار مرگ سلولی شده باشـد  
شـده   1سلول هاي گرانولوزا و تکا تغییر محسوسی نداشته است اما شکل هسته ها تا حدودي دچار چند شکلی

  .بدون تغییر محسوسی، دیده می شوندلایه هاي تکاي داخلی و خارجی نیز ). C, D- 4- 3شکل (اند 
در بین سلولهاي گرانولوزاي یک فولیکول آنترال طبیعی، گاهی چندین سلول پیکنوزه و در حـال مـرگ بـا         

در این حالت یکی از نشانه هـاي  ). B- 4- 3شکل (کروماتین متراکم و واکوئل در سیتوپلاسم آن دیده می شوند 
لیکول، جمع شدن زوائـد سـلولهاي گرانولـوزا و کـاهش حمایـت تخمـک       شروع روند آترزي شدن و یا مرگ فو

با دقت بیشتر می توان این اثر را بر روي سطح خارجی زونا و صاف شدن آن مشاهده . توسط این سلول هاست
  .کرد

  

  ):V IVو  V Iگروه هاي (تخمدانهاي منجمد . 3-1-3-3
، تغییراتـی در  )V I )EG + DMSOگـروه  در بررسـی مقـاطع نیمـه نـازك از بافـت تخمـدان منجمـد             

یکپارچگی و یکنواختی بافت، اتصالات بین سلولی، میزان مرگ سلولی و ساختار عروق خونی نسـبت بـه گـروه    
اپیتلیوم سطحی تخمدان به دلیل حساسیت بالاي آن به مراحل پاساژ بافتی، در بیشـتر  . کنترل مشاهده گردید

                                                   
١ Polymorphism  
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یست و لایه تونیکا آلبوژینه خارجی ترین سلولهاي بافت تخمدان را شـامل  نواحی از بین رفته و قابل مشاهده ن
در بخشهاي کوچکی از سطح تخمدان سلولهاي اپیتلیوم سطحی به صـورت پراکنـده دیـده شـده کـه      . می شود

تونیکـا آلبوژینـه در برخـی    ). D- 5- 3شـکل  (اتصال سلولهایش با لایه هاي زیرین، سست و نا پایدار شده است 
ه صورت منظم، لایه بندي خود را حفظ کرده است، اگر چه اندکی حالـت مـوجی شـکل بـه خـود نیـز       نواحی ب

ذوب شده، اکثر سلولها وضعیت هایپرکروماتیک پیدا مـی   – در بافت هاي منجمد ). D- 5- 3شکل (گرفته است 
تـراکم شـدن   این مسئله به این دلیل است که فرآیند آب گیري و به دنبال آن کـاهش دمـا منجـر بـه م    . کنند

در سـایر نـواحی، لایـه    ). A-D- 5- 3شـکل  (کروماتین در هسته شده و رنگ پذیري آن را افـزایش مـی دهـد    
آلبوژینه و سلولهاي استرومایی زیر آن دچار به هم ریختگی و بی نظمی شده و اتصالات بین سلولی آنها سست 

  ).D- 5- 3شکل (شده است 
کا آلبوژینه قرار دارند، گاه بـدون آسـیب بـاقی مانـده و گـاه کـاملاً       عروق خونی زیر کپسولی که در زیر تونی     

به نظر می رسد که قطر ایـن دسـته از   ). D- 5- 3شکل (آسیب دیده و ساختار طبیعی خود را از دست داده اند 
عروق خونی عمقی تر آسیب بیشـتري  . عروق خونی، در این گروه انجمادي نسبت به کنترل افزایش یافته است

گاهاً سلولهاي اندوتلیال از دیواره آنها جدا شده و بـر خـلاف عـروق سـطحی،     . عروق سطحی دیده اند نسبت به
پلاسماي عروق عمقی حالت کف آلود به خـود گرفتـه و در   . گلبولهاي قرمز طبیعی در آنها کمتر دیده می شود
  ).B- 5- 3شکل (اکثر موارد تمام فضاي داخلی رگ را پر کرده است 

ولهاي استروما، گاهاً فواصل بین سلولی افـزایش یافتـه و لایـه هـاي سـلولی نیـز از ایـن آسـیب         در بین سل     
در سیتوپلاسم سلولهاي استروما، واکوئلهاي بزرگی شکل گرفتـه اسـت کـه    ). D- 5- 3شکل (مستثنی نبوده اند 

  ).B- 5- 3شکل (محتویات آنها در رنگ آمیزي با تالوئیدین بلو به رنگ سبز کم رنگ در آمده است 
دچار آسیب شده اند، به این ترتیب کـه واکوئـل   ) در سطح تخمدان(اکثر فولیکولهاي مراحل بدوي و اولیه      

هسـته تخمـک گاهـاً دچـار     . در سیتوپلاسم تخمک ایجاد شده و سلولهاي گرانولوزا از تخمک فاصله گرفته انـد 
  .پیکنوز شده و مرگ سلولی در آن رخ داده است

- 5- 3شـکل  (لهاي آنترال گاهاً دچار چروکیدگی شده و گاه دست نخورده باقی مانـده اسـت   تخمک فولیکو     
A .(        در اکثر موارد چروکیدگی در تخمک منجر بـه از دسـت دادن ارتبـاط آن بـا سـلولهاي گرانولـوزا نشـده و

شـکل  (همچنان سطح خارجی زونا پلوسیدا داراي تخلخل خوب و پیوستگی مناسب با سـلولهاي گرانولوزاسـت   
3 -5 -A .(  این تخلخل حاکی از آن است که زوائد سلولهاي گرانولوزا همچنان از خارج به سمت تخمک حرکـت

در این وضعیت در ضخامت زونـا پلوسـیدا،   . کرده و تخمک به خوبی توسط سلولهاي گرانولوزا حمایت می شود
ه تخمـک دچـار چروکیـدگی    غشـاء هسـت  . زوائد سلولی و نیز میکروویلی هاي تخمک به خوبی نمایان هسـتند 

پراکنــدگی ارگانلهــا در ). C- 5- 3شــکل (شــدید شــده و هتروکرومــاتین پراکنــده در آن افــزایش یافتــه اســت 
سیتوپلاسم مشهود بوده و می تواند ناشی از آسیب به اسکلت سلولی و عدم پایداري در سـاختمان سیتوپلاسـم   

لولهاي بافـت بـه خصـوص سـلولهاي گرانولـوزا در      علاوه بر هایپرکروماتیک شدن اکثر س). A- 5- 3شکل (باشد 
غشـاء  . ، هتروکروماتینی مارژینال و فشردگی سلولها نیز بیشتر شـده اسـت  )V I(گروه انجمادي بدون سوکروز 
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پایه سلولهاي گرانولوزا تا حدود زیادي دست نخورده باقی مانده و همچنان به صورت خط ضخیم شـفافی بـین   
گاهـاً در سیتوپلاسـم سـلولهاي    ). B, C- 5- 3شـکل  (داخلی خود نمایی می کنـد  سلول هاي گرانولوزا و تکاي 

گرانولوزا و تکاي داخلی، واکوئلهاي کوچکی دیده می شود که چندان بافت را دچار تغییر شکل نسـاخته اسـت،   
 شـکل (اگر چه تا حدودي افزایش فواصل بین سلولی در لایه هاي گرانولوزا و تکاي داخلی نیز دیـده مـی شـود    

3 -5 -B .( لایه تکاي داخلی در این گروه)V I (     کمترین آسیب را نسبت به لایه هـاي سـلولی دیگـر، متحمـل
همچنین عروق خونی تکاي داخلی نیز . شده و در اکثر موارد پیوستگی لایه هاي سلولی در آن حفظ شده است

دیف بافت همبند رشته اي بـا  تکاي خارجی نیز متشکل از چند ر. در بین سلولهاي آن قابل مشاهده می باشند
  ).B, C- 5- 3شکل (سلول هاي دوکی شکل، حدود خارجی فولیکول را احاطه کرده است 

، )V IV )EG + DMSO + 0.25 mol/lit Sucroseدر بررسی مقاطع نیمه نازك تخمـدانهاي گـروه       
ان در اینجا نیز پس از اگر چه اپیتلیوم سطحی تخمد. آسیب هایی به بخشهاي مختلف بافت قابل مشاهده است

فرآیند آماده سازي بافت به خوبی حفظ نشده، اما کمابیش در برخی نقـاط سـطح تخمـدان، قابـل مشـاهده و      
، اپیتلیـوم سـطحی داراي   )V I(در این گروه نیز مانند گـروه فاقـد سـوکروز    ). A- 6- 3شکل (ارزیابی می باشد 

ز روي لایه آلبوژینه به صورت ورقـه اي جـدا شـده و در    سلولهاي مکعبی و یا سنگفرشی بوده و در برخی نقاط ا
تونیکا آلبوژینـه  ). A- 6- 3شکل (سیتوپلاسم اکثر سلولهاي اپیتلیوم سطحی، واکوئلهاي متعددي دیده می شود 

در این گروه . در اکثر نواحی دچار بی نظمی و به هم ریختگی شده و فواصل بین سلولی آنها افزایش یافته است
جه، هایپرکروماتیکی شدید در سلولهاي استرومایی بوده که نمـاي شـدیداً رنـگ پـذیر بـه بخـش       نکته قابل تو

برخی از عروق خونی زیر کپسولی نیز به طور کلی آسیب دیـده  ). A, D- 6- 3شکل (قشري استروما داده است 
سـطحی  بسیار بیشتر است، هر چند که عـروق   V I و شدت کف آلودگی عروق خونی در عمق نسبت به گروه 

  ).A- 6- 3شکل (کمتر این شرایط را پیدا کرده اند 
واکوئلهاي بزرگ و کوچک در سیتوپلاسم سلولهاي استرومایی ایجاد شده و احتمالاً به دلیل خالی شدن آنهـا از  

فولیکولهاي بدوي نزدیک به سـطح تخمـدان   ). C, D- 6- 3شکل (ترکیبات لیپیدي، خیلی رنگ پذیر نبوده اند 
شـکل  (شدید شده که در مقایسه با آسیب به فولیکولهاي اولیه و پرآنترال کوچک، کمتر است  گاهاً دچار آسیب

3 -6 -A .(      ایجاد واکوئل، جدا شدن سلولهاي گرانولوزا از تخمک، چروکیـدگی سیتوپلاسـم تخمـک و نیـز غیـر
کـاملاً سـاختار   برخی از فولیکولها نیـز  . مرکزي شدن آن در فولیکول از نشانه هاي فولیکول در حال مرگ است

  ).A- 6- 3شکل (خود را از دست داده و دچار مرگ سلولی شده اند 
در فولیکول آنترال، اکثر تخمک ها دچار چروکیدگی شده اند که این چروکیدگی در برخـی از تخمـک هـا         

ب به ایـن ترتیـب کـه آسـی    ). B- 6- 3شکل (منجر به از دست دادن ارتباطشان با سلولهاي گرانولوزا شده است 
شدید به تخمک و آغاز روند مرگ سلولی در آن، باعـث مـی شـود کـه سـلولهاي گرانولـوزا حمایـت خـود را از         

لذا در این حالت، سطح خارجی زوناپلوسیدا کاملاً صاف بـوده و  . تخمک برداشته و زوائد خود را جمع می کنند
افـزایش  ). A- 6- 3شـکل  (ان دیـد  در ضخامت آن نیز به ندرت زوائد سلولی و میکروویلی هاي تخمک را می تو

رنگ پذیري و هتروکروماتین مارژینال در سلولهاي گرانولوزا و تکاي داخلی نیز دیده شده و تشکیل واکوئلهـاي  
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تکاي خارجی همچنان دست نخورده ترین لایه ). C, D- 6- 3شکل (فراوان سیتوپلاسمی در لایه تکا بارز است 
 ,C- 6- 3شـکل  (رخی نواحی از لایه تکاي داخلی فاصله گرفته اسـت  فولیکولی را شامل می شود، اگر چه در ب

D .(فقط در فولیکول آنترالی که دچار مـرگ  . غشاء پایه سلولهاي گرانولوزا نیز کاملاً واضح و قابل مشاهده است
د ي سیتوپلاسـمی را بوجـو  سلولی شده است، سلولهاي گرانولوزا از غشاء فاصله گرفته و نمایی خالی از ارگانلهـا 

  .آورده است

  
  هفته اي 5مقاطع نیمه نازك از تخمدان هاي گروه کنترل : 2- 3شکل 

Oo: Oocyte 
GCs: Granulosa Cells 
SC: Stroma Cell 
TC: Theca Cell 
Cor: Cortex 
BM: Basement Membrane 
TA: Tunica Albuginea 
Nu: Nucleus 
Ns: Nucleolus 
ZP: Zona Pellucida 
*: Blood vessels 
Large White Arrow: Small Follicles 
Large Black Arrow: Surface Epithelium 
Small White Arrow: Oolema 
Small Black Arrow: Proliferative Granulosa Cells 
Arrow Head: Corticomedullary Junction  
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  )T I )EG + DMSOمقاطع نیمه نازك از تخمدان هاي گروه آزمون سمیت : 3- 3شکل 

Oo: Oocyte 
GCs: Granulosa Cells 
DGCs: Degenerated Granulosa Cells 
SC: Stroma Cell 
TC: Theca Cell 
TA: Tunica Albuginea 
Nu: Nucleus 
ZP: Zona Pellucida 
*: Blood vessels 
Large White Arrow: Small Follicles 
Small White Arrow: Oolema 
Small Black Arrow: Basement Membrane 
Arrow Head: Corticomedullary Junction 
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 mol/lit ٠.٢٥ + T IV )EG + DMSOمقاطع نیمه نازك از تخمدان هاي گروه آزمون سمیت : 4- 3شکل 
Sucrose(  

Oo: Oocyte 
GCs: Granulosa Cells 
SC: Stroma Cell 
TC: Theca Cell 
TA: Tunica Albuginea 
Nu: Nucleus 
ZP: Zona Pellucida 
*: Blood vessels 
Large White Arrow: Small Follicles 
Small White Arrow: Oolema 
Large Black Arrow: Surface Epithelium 
Small Black Arrow: Basement Membrane 
Arrow Head: Corticomedullary Junction Arc
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  )V I )EG + DMSOمقاطع نیمه نازك از تخمدان هاي گروه انجمادي : 5- 3شکل 

  
Oo: Oocyte 
GCs: Granulosa Cells 
SC: Stroma Cell 
TC: Theca Cell 
TA: Tunica Albuginea 
Nu: Nucleus 
ZP: Zona Pellucida 
*: Blood vessels 
Large White Arrow: Oolema 
Small White Arrow: Basement Membrane 
Large Black Arrow: Surface Epithelium 
Arrow Head: Diffuse Cytoplasmic Organelles  
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  )V IV )EG + DMSO + 0.25 mol/lit Sucroseمقاطع نیمه نازك از تخمدان هاي گروه انجمادي : 6- 3شکل 

Oo: Oocyte 
GCs: Granulosa Cells 
SC: Stroma Cell 
TC: Theca Cell 
TA: Tunica Albuginea 
ZP: Zona Pellucida 
*: Blood vessels 
Large White Arrow: Small Follicles 
Small White Arrow: Basement Membrane 
Large Black Arrow: Surface Epithelium  
Small Black Arrow: Oolema 
Arrow Head: Diffuse Cytoplasmic Organelles  

  
وفقیت پیوند وابسته به حضور و یا عدم حضور فولیکول هاي بدوي در بافت پیوندي به دلیل اینکه ارزیابی م

است، لذا در بررسی با میکروسکوپ الکترونی، تنها به مشاهده این نوع فولیکول و یا نهایتاً فولیکول اولیه اقدام 
 .گردید
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که هیچ گونه تیماري بر روي از تخمدان هاي گروه کنترل ) نانومتري 70تا 60( 1در بررسی مقاطع فوق نازك  
در این نماها، تخمک فولیکول اولیه، . آنها صورت نگرفته بود، یک فولیکول اولیه سالم، مورد ارزیابی قرار گرفت

هستک . سیتوپلاسمی روشن داشته که هسته گرد و یوکروماتین آن در مرکز سیتوپلاسم خودنمایی می کند
و هتروکروماتین مارژینال و پراکنده بسیار کوچک در آن دیده می در گوشه اي از نوکلئوپلاسم نمایان است 

به یکدیگر وصل شده اند  2غشاء هسته تخمک داراي محدوده واضح بوده و دو لایه آن توسط منافذ هسته. شود
سیتوپلاسم تخمک در وسعت کمی به صورت یک نوار محیطی و شفاف، هسته را ). A, B, C, D-7-3شکل (

گانل هاي آن در سیتوپلاسم پراکنده شده اند، اگر چه به نظر می رسد تعداد ارگانل ها در احاطه کرده و ار
میتوکندري ها در تخمک ). A, B, C-7-3شکل (اطراف هسته بیشتر از نواحی کناري سیتوپلاسم است 

اها می تواند اولیه، به شکل فاقد کریستا و یا با کریستاهاي کم دیده می شوند، که البته عدم دیده شدن کریست
میتوکندري ). C- 7- 3شکل (ناشی از قطع خوردن میتوکندري از ناحیه اي باشد که کریستا در آن وجود ندارد 

تخمک اولیه به شکل دایره اي بوده از نشانه هاي آن ها در تخمک نابالغ، کنار کشیده شدن کریستاها می 
-7-3شکل (ناحیه سیتوپلاسم دیده می شود دستگاه گلژي نیز حجیم شده و در کنار هسته و چندین . باشد

C .( در میان ارگانل هاي سیتوپلاسمی، اجسام وزیکولی)MVB3 ( نیز دیده می شوند که گاهاً به صورت
  ).B- 7- 3شکل (مجتمع سازمان یافته خودنمایی می کنند 

، اما ). A-7- 3شکل (غشاء پلاسمایی تخمک در بزرگنمایی پایین، صاف و بدون چین خوردگی دیده می شود 
این غشاء به سلول هاي گرانولوزاي اطراف کاملاً ). B-7-3شکل (در بزرگنمایی بالاتر، کاملاً چین خورده است 

اگر چه فولیکول اولیه فاقد زونا پلوسیدا است، اما . اتصال داشته و ارتباط نزدیکی با آن ها برقرار کرده است
. ء تخمک و غشاء سلول هاي گرانولوزا به خوبی دیده می شوندمیکروویلی هاي تخمک در تعداد زیاد بین غشا

غشاء پلاسمایی سلولهاي گرانولوزا نیز به صورت برآمدگی و زوائدي به غشاء تخمک رسیده و اتصال شکاف دار 
دیده می شود  C-1دو لایه غشاء تخمک و سلول گرانولوزا به خوبی در تصویر ). B- 7-3شکل (ایجاد کرده اند 

از دیگر عناصر قابل مشاهده در . رت کاملاً دست نخورده و شفاف در کنار یکدیگر قرار گرفته اندکه به صو
است که به صورت پراکنده وجود ) RER, SER( 4سیتوپلاسم تخمک شبکه اندوپلاسمیک صاف و خشن

  ).C- 7-3شکل (دارند 
-3شکل (ف تخمک قرار گرفته اند سلول هاي گرانولوزاي فولیکول اولیه به صورت مکعبی بوده و در اطرا     

7-A .( هسته این سلول ها نمایی خاص دارند که مختص مرحله فولیکول اولیه است به این ترتیب که گوشه
اي از هسته تمامی سلول هاي گرانولوزاي مکعبی فرو رفته و تبادلات مواد بین هسته و سیتوپلاسم در این 

سیتوپلاسم این سلول ها داراي ارگانل هاي فراوان بوده ). A, B, G-7- 3شکل (نواحی به خوبی مشهود است 

                                                   
١ Ultera Thin 
٢ Nuclear Pores 
٣ Multi Vesicular Body (MVB) 
٤ Rough and Smooth Endoplasmic Reticulum (RER and SER) 
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 ,Eشکل (و شبکه اندوپلاسمیک صاف، میتوکندري لوله اي و دستگاه گلژي تکامل یافته، در آن ها بارز است 
3-7 -F.(  

سلول هاي استرومایی در حال استقرار در اطراف فولیکول اولیه قدري سازمان یافته به نظر می رسند      
این سلول ها ظاهري کشیده داشته و هسته اي دوکی شکل با هتروکروماتین مارژینال شدید ). G- 7- 3 شکل(

سیتوپلاسم این سلول ها سرشار از ارگانل بوده و به دلیل پر شدن ). G- 7-3شکل (در آن ها دیده می شود 
بین سلول هاي گرانولوزا فضاي . اکثر فضا توسط هسته، سیتوپلاسم به صورت نوار بسیار باریکی دیده می شود

  ).H- 7-3شکل (و این سلول هاي استرومایی را میکروویلی هاي متعلق به این دو رده سلول اشغال کرده است 
از آنجائیکه فولیکول هاي مراحل پیشرفته در ساعات اولیه پیوند و به دلیل عدم خون رسانی  به بافت از      

به دلیل عدم فعالیت ) فولیکول هاي مراحل ابتدایی رشد(بین می روند، فولیکول هاي بدوي و اولیه 
فیزیولوژیک بالا، کم بودن تعداد سلول ها و نیز کوچک بودنشان، نسبت به شرایط سخت و آسیب رسان مقاوم 

بر اساس موارد . لذا در مرحلۀ پیوند، فولیکول هاي کوچکتر از اهمیت بالایی برخوردار می شوند. تر می باشند
در  V Iو  V IV، دو گروه انجمادي H & Eر شمارش فولیکول هاي مرده و سالم طی رنگ آمیزي فوق و بناب

به همین دلیل به نظر می . حفظ فولیکول هاي بدوي و اولیه موفق تر از سایر ترکیبات ضد یخ نشان دادند
بنابراین براي بررسی  .رسید که این دو گروه انجمادي در مرحلۀ پیوند نیز جوابگوي نیازهاي پروژه حاضر باشند

انتخاب ) T IVو  T I(فراساختار بافت نیز دو گروه انجمادي فوق به همراه گروه هاي آزمون سمیت مربوطه 
، تفاوت چندانی در V IVو  V Iپس از بررسی فراساختار تخمدان هاي حاصل از دو گروه انجمادي . شدند

نگردید، لذا انتخاب ترکیب ضدیخ مناسب براي انجماد تغییرات ایجاد شده ناشی از انجماد در آن ها مشاهده 
با  V IVصورت گرفت که در این بین گروه انجمادي  H & Eتخمدان هاي مرحلۀ پیوند، بر اساس بررسی 

  .مول در لیتر سوکروز انتخاب گردید EG  +DMSO  +25/0ترکیب 
  
  )T I )EG + DMSOگروه آزمون سمیت . 3-1-4-2

، مقاطع فوق نازك از بافت تخمدان حاوي یک فولیکول )گروه بدون سوکروز( T Iدر گروه آزمون سمیت      
در نماي کلی از ). E, F, G- 8- 3شکل (بدوي است که تخمک آن توسط دو سلول گرانولوزا احاطه شده است 

وارده به بافت تخمدان تا این فولیکول که توسط سلول هاي استرومایی در بر گرفته شده است، میزان آسیب 
شدت آسیب وارده در نتیجه اثر ضد یخ ها، کمتر از گروه هاي انجمادي . حدودي قابل پیش بینی می باشد

  ).A-8- 3شکل (بوده، اگر چه تا حدودي جدا شدن سلول ها در برخی نواحی استروما را می توان دید 
د که نسبت به گروه کنترل مقدار کمی تیره هسته گرد و بزرگ تخمک در مرکز سیتوپلاسم مشاهده می شو 

غشاء هسته . هتروکروماتینی در تمامی نواحی هسته پراکنده و یکنواخت است). A-8- 3شکل (تر شده است 
اگر چه تا حدودي چروکیده شده، اما منافذ هستۀ خود را در نواحی بسیاري حفظ کرده است و تعداد آن ها 

ارگانل ها به تعداد قابل توجه و در سراسر ). B, C- 8-3شکل (کند تقریباً با گروه کنترل برابري می 
دستگاه گلژي بزرگ و غیر متورم که نزدیک تر به هسته قرار داشته و . سیتوپلاسم، پراکنده می باشند
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میتوکندري هاي دایره اي شکل با کریستاهاي طبقه اي که در گوشه ها تجمع یافته اند، در سراسر 
برخی از میتوکندري ها دچار تورم شده و کریستاهاي خود را از ). C, D- 8-3شکل (اند سیتوپلاسم پراکنده 

از جمله عناصر قابل توجه در . دست داده اند و یا به تعداد بسیار کمی در یک سمت میتوکندري قرار گرفته اند
ختار گرانول سیتوپلاسم تخمک، حضور اجسام متراکم در زیر غشاء تخمک می باشد که به احتمال زیاد سا

و اجسام تیغه اي دیگري نیز در سیتوپلاسم تخمک ) DB1(هاي قشري را دارند، علاوه بر آن ها اجسام متراکم 
غشاء تخمک کاملاً دست نخورده و در کنار غشاء سلول هاي گرانولوزا قرار ). C, D- 8-3شکل (دیده می شود 

میکروویلی هاي فراوان و . ه خوبی قابل مشاهده هستندگرفته و دو لایۀ هر دو غشاء و نیز اتصالات بین آن ها ب
شکل (با ضخامت مناسب در بین سلول هاي گرانولوزا و تخمک دیده شده که جهت گیري هاي متفاوتی دارند 

3-8 -B, C, D.(  
سلول هاي گرانولوزا به صورت پهن و کشیده اطراف تخمک را به نحوي احاطه کرده اند که زوائد  

سیتوپلاسمی آن ها از دو طرف تخمک را در بر گرفته و با زائده سلول گرانولوزاي دیگر تماس پیدا کرده است 
، اگر چه                                                                                                                     افزایش دنسیتی کروماتین گرانولوزا نیز کاملاً مشهود است). A, B, F-8- 3شکل (

میتوکندري هاي سلول هاي گرانولوزا، میله اي بوده و ). B, G- 8- 3شکل (به اندازه گروه هاي انجمادي نیست 
کریستاهاي طبقه اي طوري قرار گرفته اند که از یک سمت شروع شده و گاهاً به سمت دیگر میتوکندري نمی 

لول هاي گرانولوزا به طور پیوسته در اطراف سلول مشخص بوده و غشاء پایۀ س). G- 8-3شکل (رسند 
در برخی مناطق بین سلول هاي گرانولوزا و سلول هاي . همچنان به صورت خط شفافی نمایان می باشد

در نواحی دیگر که ارتباط نزدیک بین سلول هاي گرانولوزا و استروما وجود دارد، . استرومایی فاصله افتاده است
  ). H- 8- 3شکل (ی مابین دو سلول به میزان زیاد دیده می شود میکروویل

  
  )T IV )EG + DMSO + 0.25 mol/lit Sucroseگروه آزمون سمیت . 3-1-4-3

، فولیکول بدوي مورد ارزیابی قرار گرفت )T IV(در مقاطع فوق نازك از گروه آزمون سمیت با سوکروز      
وکیدگی شدیدتري نسبت به گروه آزمون سمیت بدون تخمک فولیکول بدوي دچار چر). A-9-3شکل (

در . بیشتر شده است T Iشده و همچنین افزایش الکترون دنسیتی در هسته تخمک از گروه ) T I(سوکروز 
غشاء هسته اگر چه دو ). A-9-3شکل (گوشه اي از هسته نیز هستکی با ظاهري چروکیده به چشم می خورد 

تعداد منافذ هسته در آن کاهش یافته و در برخی نواحی در لایه خارجی نیز لایۀ خود را حفظ کرده است اما 
سیتوپلاسم حاوي ارگانل هاي زیادي بوده اما میتوکندري ). B, C- 9-3شکل (گسیختگی ایجاد شده است 

همچنین دستگاه گلژي وسعت یافته در برخی نواحی سیتوپلاسم . خالی از کریستا در آن افزایش یافته است
در سیتوپلاسم، میتوکندري دایره اي با کریستاهاي متمرکز در وسط و ). B, C- 9-3شکل (ی شود دیده م

دنسیتی بالاتر نسبت به سایر میتوکندریها و اجسام تیغه اي و وزیکولار در حال شکل گیري قابل مشاهده می 
ه تعدادشان نسبتاً زیاد برخی از میتوکندري ها ک T Iدر این گروه نیز مانند گروه ). D, E- 9-3شکل (باشند 
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بوده و نسبت به گروه سمیت بدون سوکروز بارزتر می باشند، متورم شده و کریستاهاي کمشان در گوشه اي از 
غشاء تخمک بدون فاصله گرفتن از سلول هاي گرانولوزا و به صورت کاملاً یک . میتوکندري متمرکز شده اند

  ).C, G- 9-3شکل (خامت مختلف از خود بروز داده است دست دیده شده، در حالیکه میکروویلی هاي با ض
سیتوپلاسم سلول هاي گرانولوزا گاهاً دستخوش تشکیل واکوئل شده اما در احاطه کردن تخمک خللی      

این سلول ها با یکدیگر و تخمک ارتباط نزدیکی برقرار کرده، فقط در ). A-9-3شکل (ایجاد نشده است 
-3شکل (ها قابل رؤیت می باشد، دو غشاء قدري از یکدیگر فاصله می گیرند  مناطقی که مقاطع میکروویلی

9 -C .( سیتوپلاسم سلول هاي گرانولوزا مانند گروهT I  داراي میتوکندري هاي کشیده و لوله اي شکل بوده
بر خلاف تمامی گروه ). H- 9-3شکل (که کریستاهاي منظم و عرضی در آن به خوبی قابل مشاهده می باشند 

اي آزمایشی و گروه کنترل در سیتوپلاسم سلول هاي گرانولوزاي این گروه، اجسام متراکم و کوچکی دیده ه
همچنین دستگاه گلژي با کمی تورم در لایه . می شوند که به طور یکنواخت سرتاسر سیتوپلاسم را پوشانده اند

اتصالات سلول ). G- 9-3شکل (واضح نیز در سیتوپلاسم به چشم می خورد  RERهاي عملکردي خود و 
هاي گرانولوزا با یکدیگر به خوبی حفظ شده و سلول ها از قاعده بر روي غشاء پایه اي ضخیم قرار گرفته اند 

  ).G- 9-3شکل (
هستۀ سلول هاي گرانولوزا و استروما، رنگ پذیري شدید را نشان داده و هتروکروماتینی مارژینال در آن ها      

ین غشاء این دو سلول شدیداً چین خورده و حتی لایۀ خارجی آن در هر دو سلول به همچن. افزایش یافته است
سلول هاي استرومایی دور تر از ). H- 9-3شکل (خصوص استروما، حالت دندانه اي شکل به خود گرفته است 

نشان  فولیکول، نیز دستخوش آسیب قرار گرفته اند و نسبت به گروه هاي دیگر، مرگ سلولی در آن ها افزایش
  ).A-9-3شکل (می دهد 

  
  )V I )EG + DMSOگروه انجمادي . 3-1-4-4

در نماي کلی از مقاطع فوق نازك از گروه انجمادي بدون سوکروز نیز فولیکول اولیه مورد ارزیابی قرار      
همانطور که در بخش بررسی قطعات نیمه نازك گفته شد، اثرات ضد یخ ها و کاهش ). A-10-3شکل (گرفت 

در اینجا نیز هسته تخمک اولیه و به . ا، منجر به هایپرکروماتیک شدن هسته اکثر سلول ها می شوددم
بیشتري را نشان می دهند  1خصوص برخی از سلول هاي گرانولوزا نسبت به گروه کنترل الکترون دنسیتی

یافته است که البته هتروکروماتینی مارژینال نسبت به گروه کنترل در تخمک افزایش ). A, B-10-3شکل (
سیتوپلاسم تخمک وسعت کمتري دارد و در بزرگنمایی . می تواند ناشی از افزایش شدت رنگ پذیري باشد

در این حالت زیر غشاء تخمک و یا نواحی محیطی . بیشتر، تمرکز ارگانل ها را در اطراف هسته می توان دید
غشاء هسته، دو لایه خود را به خوبی ). C- 10-3شکل (سیتوپلاسم تخمک، روشن تر از اطراف هسته آن است 

منافذ هسته اگر چه در بزرگنمایی بالا و در طول دو لایه به . حفظ کرده و فاصله مناسب بین آن ها وجود دارد
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خوبی دیده می شوند، اما نسبت به گروه هاي کنترل و سمیت تعدادشان کاهش یافته، به صورت نامنظم توزیع 
  ).C, D- 10-3شکل (افذ نیز بخش خارجی آن آسیب دیده و یا حذف گردیده است شده و در برخی از من

و کاملاً تیره افزایش یافته اند که به  1در سیتوپلاسم تخمک، میتوکندري هایی با کریستاهاي طبقه اي     
افزایش ). C, D- 10-3شکل (دلیل عدم وجودشان در گروه هاي سمیت، می تواند ناشی از کاهش دما باشد 

MVB  و اجسام تیغه اي)LB2 ( نیز در سیتوپلاسم مشهود است) 10-3شکل -C, D .( غشاء تخمک، حالت
-3شکل (چین دار پیدا کرده است اما در طول خود به خوبی ارتباط را با سلول هاي گرانولوزا حفظ کرده است 

10-A, B, F .(واحی به صورت اگر چه میکروویلی هاي تخمک در طول غشاء کاهش یافته و در برخی ن
پراکنده دیده می شود، اما اتصالات شکاف دار بین تخمک و سلول هاي گرانولوزا به خوبی حفظ شده و قابل 

  ).E, F- 10-3شکل (مشاهده می باشند 
سلول هاي گرانولوزا به صورت کاملاً فشرده در کنار یکدیگر قرار داشته و در برخی نواحی اتصالات بین آن      

شکل (بل مشاهده است، اگر چه گاهی نیز غشاء دو سلول گرانولوزا از یکدیگر فاصله گرفته اند ها به خوبی قا
3-10 -E .( در لابلاي سلول هاي گرانولوزا، سلول هاي ماکروفاژي چند هسته اي نیز قابل مشاهده می باشند
کندري هاي دایره اي و سیتوپلاسم سلول هاي گرانولوزا داراي ارگانل هاي زیادي بوده، میتو). A-10-3شکل (

در سیتوپلاسم سلول گرانولوزا بر خلاف ). E, F, G-10-3شکل (قطرات لیپیدي بزرگ در آن ها بارز هستند 
غشاء خارجی هسته در سلول هاي گرانولوزاي مکعبی، حالت . تخمک، دستگاه گلژي پیشرفته دیده نمی شود

خل سلول فرو رفته است، فاصله بین دو غشاء براي کاملاً چین دار پیدا کرده و در مناطقی که هسته به دا
غشاء پایه فولیکول به صورت خطی ). A, B, G, H-10-3شکل (تبادل مواد با سیتوزول، افزایش یافته است 

کاملاً واضح بین گرانولوزا و سلول هاي استروما که به صورت دوکی شکل در اطراف در حال آرایش هستند، 
  ).H- 10-3شکل (قرار گرفته است 

 
 
  
  )V IV )EG + DMSO + 0.25 mol/litگروه انجمادي . 3-1-4-5

، یک فولیکول اولیه که در حال افزایش سلول )V IV(در مقاطع بسیار نازك از گروه انجمادي با سوکروز      
هسته تخمک در این مقطع قابل ). A-11-3شکل (هاي گرانولوزاي خود بوده، مورد ارزیابی قرار گرفته است 

مشاهده نبوده و ارگانل ها در مرکز سیتوپلاسم به نحوي تجمع پیدا کرده اند که سیتوپلاسم را به دو منطقه 
در این تجمعات ارگانلی اثري از ). A-11-3شکل (تقسیم نموده است ) مرکزي(و تیره ) محیطی(روشن 

در عوض . اختاري شده اندمیتوکندري و دستگاه گلژي طبیعی وجود نداشته و اکثر ارگانل ها دچار آسیب س
 ,Bشکل (افزایش قابل توجه یافته است ) MVB(و یا اجسام مالتی وزیکولار ) LB(افزایش اجسام تیغه اي 
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3-11 -C .( زونا پلوسیدا در حد خارجی تخمک دچار چروکیدگی شدید شده و در برخی نواحی به طور کامل
در ضخامت زونا، مقاطعی از میکروویلی هاي تخمک . تارتباط خود را با سلول هاي گرانولوزا از دست داده اس

در مناطقی که تخمک و زونا در کنار سلول هاي گرانولوزا دیده می ). A-11- 3شکل (به خوبی دیده می شود 
شود، غشاء تخمک، محدودة مشخصی نداشته و اتصالات تخمک از طریق زونا با سلول هاي اطراف به ندرت 

  ).F-11-3شکل (قابل تشخیص می باشد 
سلول هاي گرانولوزا، به صورت فشرده در کنار یکدیگر آرایش یافته اند اما حدود آن ها قابل تشخیص      

سیتوپلاسم این سلول ها نیز از آسیب حفظ نشده و بر خلاف گروه کنترل و سایر ). A-11-3شکل (نیست 
وزا همانند تخمک دچار آسیب جدي ارگانل هاي گرانول. گروه هاي آزمایشی دچار تغییرات اساسی شده اند

هسته سلول هاي ). D, E, F- 11- 3شکل (شده و غشاء سلولی نیز تمامیت خود را از دست داده است 
گرانولوزا الکترون دنسیتی شدید به خود گرفته و هتروکروماتین مارژینال و حتی پراکنده در آن ها افزایش 

کیده شده و در برخی نواحی نیز از هم گسیخته است غشاء هسته، چرو). A, D, E-11-3شکل (یافته است 
  ).E, F, G- 11-3شکل (

سلول هاي تکاي داخلی، با افزایش در الکترون دنسیتی هستۀ خود و کاهش در نظم سیتوپلاسمی در      
  ).H- 11-3شکل (اطراف غشاء پایۀ ضخیم و دست نخورده سلول هاي گرانولوزا صف آرایی کرده اند 
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 هفته اي 5مقاطع فوق نازك از تخمدان هاي گروه کنترل : 7- 3شکل 
Oo: Oocyte, Gc: Granulosa cell, N: Nucleus, GC: Golgi Complex, Tc: Theca cell, St: Stroma, M: Mitochondria, White arrow: Microvilli, Black arrow: Nuclear Pore 

 Arc
hive

 of
 S

ID

www.SID.ir

www.SID.ir


  

  ... ، رگزائی و آپوپتوزي بافت تخمدانمطالعه فراساختار و بیان ژنهاي بلوغ فولیکولی
 
 

  

87 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

M 

  )T I )EG + DMSOمقاطع فوق نازك از تخمدان هاي گروه آزمون سمیت : 8- 3شکل 
  تفاوت بارزی نشان  T IVناچیز بوده و با گروه های کنترل و آزمون سمیت  T Iتغییرات بافت تخمدان پس از آزمون سمیت در گروه 

 Oo: Oocyte, Gc: Granulosa cell, N: Nucleus, GC: Golgi Complex, CG: Cortical Granule, Tc: Theca cell, St: Stroma, M: Mitochondria, White arrow: Microvilli of.نمی دهد
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  )mol/lit sucrose ٠.٢٥ + T IV )EG + DMSOمقاطع فوق نازک از تخمدان های گروه آزمون سمیت : ٩-٣شکل 
  .تفاوت چندانی ندارد، فقط در برخی موارد واکوئل ها افزایش یافته است T Iتغییرات بافت تخمدان پس از آزمون سمیت ناچیز بوده و نسبت به گروه کنترل و آزمون سمیت 

Oo: Oocyte, Gc: Granulosa cell, N: Nucleus, GC: Golgi Complex, CG: Cortical Granule, Tc: Theca cell, St: Stroma, M: Mitochondria, White arrow: Microvilli of oocyte, Black arrow: Nuclear 
Pore, Short arrow (H): Junction between granulosa cells, *A: Vacuolization of Granulosa cells Arc
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  )V I )EG + DMSO مقاطع فوق نازك از تخمدان هاي گروه انجمادي: 10- 3شکل 
  .تفاوت چندانی نشان نمی دهد V IVشدیدتر بوده اما نسبت به گروه انجمادي  T IVو  T Iنسبت به گروه کنترل و آزمون سمیت  V Iتغییرات بافت تخمدان پس از انجماد و ذوب در گروه 

Oo: Oocyte, Gc: Granulosa cell, N: Nucleus, GC: Golgi Complex, Tc: Theca cell, St: Stroma, M: Mitochondria, White arrow: Microvilli of oocyte, Black arrow: Nuclear 
Pore, *A: Multi nuclear macrophage cell, *C: Multi vesicular body 
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  )mol/lit sucrose ٠.٢٥ + V IV )EG + DMSO مقاطع فوق نازك از تخمدان هاي گروه انجمادي: 11- 3شکل 
  .تفاوت چندانی نشان نمی دهد V Iشدیدتر بوده اما نسبت به گروه انجمادي  T IVو  T Iنسبت به گروه کنترل و آزمون سمیت  V IVتغییرات بافت تخمدان پس از انجماد و ذوب در گروه 

Oo: Oocyte, Gc: Granulosa cell, N: Nucleus, GC: Golgi Complex, Tc: Theca cell, St: Stroma, M: Mitochondria, White arrow: Microvilli of oocyte, Black arrow: Nuclear  
Pore, Short arrow (E, F): Oocyte-Granulosa Junction, *A, B, C, D: Shrinkage Zona Pellucida, *H: Basal Lamina of Granulosa cells Arc
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  پیوند به خودي تخمدان کامل موش صحرایی پس از انجماد شیشه اي. 3-2
  درصد موفقیت پیوند. 3-2-1
در گروههاي پیوندي درصد موفقیت پیوند به این صورت محاسبه گردید که پس از گذشت سه هفته و با خارج  

پس از فرآیند پاساژ و سکشن گیري از . کردن بافت پیوندي، جهت ارزیابی نتیجه پیوند به ظاهر بافت اکتفاء نشد
تخمدان قرار گرفته بر روي لام، سپس قطعات . قرار گرفتند H & Eبافت، قطعات تخمدان تحت رنگ آمیزي 
حتی در صورت مشاهده فولیکولهاي مراحل بدوي و اولیه پیوند را . در زیر میکروسکوپ نوري بررسی شدند

به این ترتیب در بین گروههاي پیوندي، . موفقیت آمیز گزارش کرده و نتیجه آن در آمار دخالت داده شد
 nVTnGي پیوندي غیر انجمادي بود، به طوریکه گروه بیشترین درصد موفقیت پیوند متعلق به گروهها

درصد موفقیت پیوند در . در رده دوم قرار گرفت) 83/70(% nVTGبیشترین میزان و گروه ) 52/73(%
گروههاي انجمادي اگر چه نسبت به گروههاي پیوندي غیر انجمادي کاهش داشت اما این اختلاف معنی دار 

و به لحاظ آماري نزدیک به ) VTnG: 66/66(%انجمادي گنادکتومی شده  این میزان در گروه پیوندي. نبود
کمترین ) VTnG: 06/58(%گروههاي پیوندي غیر انجمادي بود و در گروه پیوندي انجمادي گنادکتومی نشده 

جدول (معنی دار بود  nVTnGمیزان را به خود اختصاص داده که این اختلاف درصد در موفقیت پیوند با گروه 
3-6( )05/0P˂.(  
  

 درصد موفقیت پیوند در گروههاي کنترل، منجمد پیوندي و غیر منجمد پیوندي: 6-3جدول 

   تعداد تخمدانهاي پیوند زده شده (%)تعداد پیوندهاي گرفته 

25 )52/73( 34 nVTnG 
18 )06/58( 31 VTnG 
17 )83/70( 24 nVTG 
24 )66/66( 36 VTG 

nVTnG : ،گروه غیر منجمد پیوندي و گنادکتومی نشدهVTnG : گروه منجمد پیوندي و
گروه منجمد : VTGگروه غیر منجمد پیوندي و گنادکتومی شده، : nVTGگنادکتومی نشده، 

و  bبا  a ،Bبا  A(داده هاي داراي حروف انگلیسی بزرگ و کوچک مشابه . پیوندي و گنادکتومی شده
  ).˂05/0P(در هر ستون با یکدیگر اختلاف معنی دار دارند ...) 

  
  شمارش فولیکولهاي سالم و مرده. 3-2-2

، نتایج آن در 7-3تعداد فولیکولهاي سالم در گروههاي مختلف پیوندي شمارش و طبق جدول شماره      
براي هر یک از گروههاي آزمون بر اساس تعداد . گروههاي مختلف آزمون و نیز با گروه کنترل مقایسه گردید
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) VTG )00/4 ± %32/74 تعریف شد که این میزان در گروه 1کلی فولیکولهاي سالم، یک درصد زنده مانی
همچنین کمترین میزان زنده مانی . نزدیک بود) 87/84% ± 50/1(بیشترین و به لحاظ آماري به گروه کنترل 

جدول (بود که نسبت به دو گروه فوق کاهش معنی دار نشان داد ) VTnG )00/2 ± %48/63متعلق به گروه 
3-7) (05/0P˂.(  

 ± 87/1( VTG بیشرین و در گروه ) 43/40% ± 97/3(گروه کنترل  تعداد فولیکولهاي بدوي سالم در     
 84/30% ± 56/1(کمترین میزان را شامل بود که این تعداد در گروه اخیر با تمامی گروههاي پیوندي ) %00/12
:nVTnG ،72/1 ± %03/27 :VTnG  29/35% ± 34/1و :nVTG ( و گروه کنترل اختلاف معنی دار نشان

) 7-3جدول (معنی دار بود  VTnGهمچنین اختلاف در تعداد فولیکولهاي بدوي سالم بین گروه کنترل و . داد
)05/0P˂.(  

مشاهده گردید که به لحاظ ) nVTnG )18/2 ± %21/23بیشترین تعداد فولیکولهاي اولیه سالم در گروه      
کمترین ) 45/0 ± %35/2( VTnGاین تعداد در گروه . نزدیک بود) 05/23% ± 04/2(آماري به گروه کنترل 

همچنین کاهش تعداد . میزان بود که نسبت به تمامی گروههاي پیوندي و کنترل کاهش معنی دار نشان داد
 معنی دار nVTnGنیز نسبت به دو گروه کنترل و ) VTG )58/1 ± %67/13فولیکولهاي اولیه سالم در گروه 

  ).˂05/0P) (7-3جدول (بود 
) 32/11% ± 41/1(تعداد فولیکولهاي پرآنترال سالم در تمامی گروههاي پیوندي نسبت به گروه کنترل      

در گروههاي پیوندي انجمادي تعداد فولیکولهاي پرآنترال سالم . کاهش و یا افزایش معنی دار نشان ندادند
)43/2 ± %75/11 :VTnG  33/14% ± 83/1و :VTG ( به لحاظ آماري بیشتر از سایر گروههاي پیوندي غیر

  ).˂05/0P) (7-3جدول ) (nVTG: 11/7% ± 39/1و  nVTnG: 52/6% ± 10/0(انجمادي بود 
) VTG )05/2 ± %00/29، بیشترین تعداد فولیکولهاي آنترال سالم در گروه 7-3بر اساس جدول شماره      

و دو گروه پیوندي غیر انجمادي ) 26/8% ± 25/0(فوق با گروه کنترل  مشاهده گردید که این افزایش بین گروه
nVTnG )10/0 ± %88/5 ( وnVTG )35/0 ± %43/7 (اگر چه تعداد فولیکولهاي آنترال سالم . معنی دار بود

نسبت به گروه کنترل کاهش داشت اما این اختلاف  nVTGو نیز  nVTnGدر دو گروه پیوندي غیر انجمادي 
 ± VTnG )71/1همچنین افزایش تعداد فولیکولهاي آنترال سالم در گروه پیوندي انجمادي . نبودمعنی دار 

  ).˂05/0P) (7- 3جدول (معنی دار نبود  nVTGو  nVTnGنیز نسبت به گروههاي کنترل، ) %28/15
) 5/1 ± %33/5( VTGو ) nVTG )35/0 ± %79/2میزان تشکیل جسم زرد در هر دو گروه گنادکتومی     

 50/0(و هر دو گروه غیر گنادکتومی ) 80/1% ± 70/0(بیشترین را شامل بود که به لحاظ آماري با گروه کنترل 
± %59/1 :nVTnG  36/1% ± 10/0و :VTnG (همچنین بین سه گروه اخیر، . اختلاف معنی دار نشان دادند

  ).˂05/0P) (7-3جدول (تفاوت معنی داري در شکل گیري جسم زرد مشاهده نشد 
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نیز براي هر یک از گروههاي کنترل و پیوندي بر اساس تعداد کلی فولیکولهاي  8-3طبق جدول شماره       
به این ترتیب درصد مرگ و میر تمامی گروههاي پیوندي نسبت به . تعریف گردید 1مرده یک میزان مرگ و میر

ان گروههاي پیوندي، بیشترین میزان مرگ و در می. افزایش معنی دار نشان داد) 12/15% ± 5/1(گروه کنترل 
) 00/4 ± %67/25( VTGو کمترین آن متعلق به گروه ) VTnG )00/2 ± %46/36میر فولیکولی از آن گروه 

) 8-3جدول (همچنین اختلاف در میزان مرگ و میر بین گروههاي پیوندي با یکدیگر معنی دار نبود . بود
)05/0P˂.(  

بود که این میزان نسبت به ) VTG )02/0 ± %83/0لهاي بدوي مرده متعلق به گروه کمترین تعداد فولیکو     
بیشترین میزان مرگ فولیکولهاي بدوي نیز . گروه کنترل و تمامی گروههاي پیوندي کاهش معنی دار نشان داد

. بودمعنی دار  VTGتعلق داشت که این اختلاف فقط با گروههاي کنترل و ) VTnG )4/0± %59/10به گروه 
 ± 4/0( nVTGو ) nVTnG )58/0 ± %93/4همچنین تعداد فولیکولهاي بدوي مرده در دو گروه پیوندي 

  ).˂05/0P) (8-3جدول (به لحاظ آماري با گروه کنترل اختلاف نشان ندادند ) %88/5
 ± 08/0(افزایش مرگ و میر در فولیکولهاي اولیه در تمامی گروههاي پیوندي نسبت به گروه کنترل      

و کمترین آن ) 15/1 ± %36/21( nVTGبیشترین تعداد فولیکولهاي اولیه مرده به گروه . معنی دار بود) %79/7
تعلق داشت، اگر چه این اختلافات بین گروههاي پیوندي معنی دار ) VTnG )04/0 ± %65/17نیز به گروه 

  ).˂05/0P) (8-3جدول (نبود 
و دو گروه پیوندي غیر ) 33/2% ± 5/0(اختلاف در تعداد فولیکولهاي پرآنترال مرده بین گروه کنترل      

کمترین تعداد فولیکولهاي . معنی دار بود) VTnG: 71/4% ± 65/0و  nVTnG: 09/5% ± 1/0(گنادکتومی 
دو گروه پیوندي غیر مشاهده گردید که این میزان با ) VTG )25/0 ± %00/2پرآنترال مرده در گروه 

  ).˂05/0P) (8-3جدول (اختلاف معنی دار نشان داد  VTnGو  nVTnGگنادکتومی 
فقط در ) 40/0% ± 01/0(در تعداد فولیکولهاي آنترال مرده نیز افزایش معنی دار نسبت به گروه کنترل      

 ± 02/0( nVTGه همچنین کمترین این تعداد مربوط به گرو. دیده شد) VTnG )44/1 ± %53/3گروه 
اختلاف معنی دار نشان داد ) 09/0 ± %67/1( VTGو  VTnGبوده که نسبت به دو گروه پیوندي ) %31/0
  ).˂05/0P) (8-3جدول (
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 درصد فولیکولهاي سالم در گروههاي کنترل، منجمد پیوندي و غیر منجمد پیوندي: 7-3جدول 

 میزان زنده مانی بدوي اولیه پرآنترال آنترال جسم زرد
  

٨٠/١±  ٧٠/٠ ab ٢٦/٨±  ٢٥/٠ a ٠٥/٢٣±  ٠٤/٢ ٣٢/١١±  ٤١/١ ab ٤٣/٤٠±  ٩٧/٣ aB ٨٤ /٨٧±  ٥/١ a کنترل  
٥٩/١±  ٥٠/٠ ab ٨٨/٥±  ١٠/٠ a ٥٢/٦±  ١٠/٠ A ٢١/٢٣±  ١٨/٢ ab ٨٤/٣٠±  ٥٦/١ a ٠٤/٦٨±  ٢/٢ nVTnG 
٣٦/١±  ١٠/٠ ab ٧٥/١١±  ٤٣/٢ ٢٨/١٥±  ٧١/١ a ٣٥/٢±  ٤٥/٠ A ٠٣/٢٧±  ٧٢/١ ab ٦٣ /٤٨±  ٠٠/٢ A VTnG 
٧٩/٢±  ٣٥/٠ A ٤٣/٧±  ٣٥/٠ a ١١/٧±  ٣٩/١ A ٧٢/١٦ ± ٢٠/٤ a ٢٩/٣٥±  ٣٤/١ a ٣٤/٦٩±   ٩/٠ nVTG 
٣٣/٥±  ٥/١ B ٠٠/٢٩±  ٠٥/٢ A ٣٣/١٤±  ٨٣/١ a ٦٧/١٣±  ٥٨/١ aB ١٢±  ٨٧/١ A ٣٢/٧٤±  ٠٠/٤ a VTG 

هفته  8تخمدان موش صحرائی دست نخورده : گروه کنترل. ارائه شده اند) SEM(میانگین خطاي استاندارد  ±داده ها به صورت میانگین درصد 
گروه غیر منجمد : nVTGگروه منجمد پیوندي و گنادکتومی نشده، : VTnGگروه غیر منجمد پیوندي و گنادکتومی نشده، : nVTnGاي، 

 a ،Bبا  A(ي حروف انگلیسی بزرگ و کوچک مشابه داده هاي دارا. گروه منجمد پیوندي و گنادکتومی شده: VTGپیوندي و گنادکتومی شده، 
  ).˂05/0P(در هر ستون با یکدیگر اختلاف معنی دار دارند ...) و  bبا 
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  منجمد پیوندي و غیر منجمد پیونديدرصد فولیکولهاي مرده در گروههاي کنترل،  8- 3جدول

 

 درصد مرگ بدوي اولیه پرآنترال آنترال
  

٤٠/٠ ± ٠١/٠ A ٣٣/٢ ± ٥/٠ A ٧٩/٧ ± ٠٨/٠ A ٤ /٦٠ ± ٣/٠ ab ١٢/١٥ ± ٥/١ A کنترل  
٠٩/٥±  ١/٠ ٢٧/١±  ٠٥/٠ ab ٦٧/٢٠±  ٢٢/٢ a ٩٣/٤±  ٥٨/٠ ab ٩٦/٣١±  ٢/٢ a nVTnG 
٥٣/٣±  ٤٤/١ ab ٧١/٤±  ٦٥/٠ ab ٦٥/١٧±  ٠٤/٠ a ٥٩/١٠±  ٤/٠ aB ٤٦/٣٦±  ٠٠/٢ a VTnG 
٣١/٠±  ٠٢/٠ B ٣٦/٢١±  ١٥/١ ٤٠/٣±  ١٠/٠ a ٨٨/٥±  ٤/٠ a ٩٦/٣٠±  ٩/٠ a nVTG 
٦٧/١±  ٠٩/٠ b ٠٠/٢±  ٢٥/٠ B ١٧/٢١±  ٨٣/٢ a ٨٣/٠±  ٢/٠ A ٦٧/٢٥±  ٠٠/٤ a VTG 

هفته  8تخمدان موش صحرائی دست نخورده : گروه کنترل. ارائه شده اند) SEM(میانگین خطاي استاندارد  ±داده ها به صورت میانگین درصد 
گروه غیر منجمد : nVTGگروه منجمد پیوندي و گنادکتومی نشده، : VTnGگروه غیر منجمد پیوندي و گنادکتومی نشده، : nVTnGاي، 

 a ،Bبا  A(داده هاي داراي حروف انگلیسی بزرگ و کوچک مشابه . گروه منجمد پیوندي و گنادکتومی شده: VTGپیوندي و گنادکتومی شده، 
  ).˂05/0P(یکدیگر اختلاف معنی دار دارند  در هر ستون با...) و  bبا 
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  شمارش فولیکولهاي آپوپتوتیک. 3-2-3
بیشترین ) nVTG )88/0 ± %72/17، شیوع آپوپتوز در فولیکولهاي بدوي در گروه 9-3بر اساس جدول      

. اختلاف معنی دار داشته است) 37/5% ± 94/0(تعداد بوده که با تمامی گروههاي پیوندي و گروه کنترل 
که این میزان علاوه بر گروه  کمترین تعداد فولیکولهاي بدوي آپوپتوتیک نیز مربوط به گروه کنترل بوده است

nVTG  با دو گروه پیوندي انجماديVTnG )88/0 ± %29/10 ( وVTG )96/0 ± %82/9 ( نیز اختلاف
  ).˂05/0P) (9-3جدول (معنی دار نشان داده است 

و ) nVTnG )88/0 ± %05/15بیشترین تعداد فولیکولهاي اولیه آپوپتوتیک نیز در دو گروه غیر گنادکتومی      
VTnG )32/1 ± %44/15 ( مشاهده گردید که اختلاف این تعداد در هر دو گروه مذکور با دو گروه کنترل

 nVTG همچنین بروز آپوپتوز در گروه . معنی دار بوده است) 55/0 ± %93/6( VTGو ) %65/6 ± 16/1(
روههاي کنترل و پیوندي در فولیکولهاي اولیه، در حد متوسط بوده، بنابراین نسبت به سایر گ) %86/8 ± 44/0(

  ).˂05/0P) (9- 3جدول (اختلاف معنی داري نداشته است 
نشان می دهد که در تعداد فولیکولهاي پرآنترال آپوپتوتیک، دو گروه پیوندي غیر  9- 3جدول شماره      

نسبت به سایر گروههاي پیوندي ) VTnG: 29/10% ± 58/0و  nVTnG: 52/7% ± 44/0(گنادکتومی 
افزایش معنی دار ) 81/2% ± 37/0(و کنترل ) VTG: 46/3% ± 37/0و  nVTG: 53/2% ± 13/0(گنادکتومی 

  ).˂05/0P) (9-3جدول (این میزان بین سه گروه اخیر اختلاف معنی دار نشان نداده است . داشته اند
تیک در بین گروههاي پیوندي تا حدودي با سایر انواع فولیکولها تغییرات در تعداد فولیکولهاي آنترال آپوپتو     

 62/4% ± 33/0و  nVTG: 86/8% ± 02/0(به این ترتیب که در دو گروه پیوندي گنادکتومی . متفاوت بود
:VTG ( بیشترین تعداد را شامل شده و این افزایش با گروه کنترل)و دو گروه پیوندي غیر ) 76/0% ± 27/0

معنی دار بود، اما بین خود گروههاي ) VTnG: 18/2% ± 18/0و  nVTnG: 15/2% ± 13/0(گنادکتومی 
  ).˂05/0P) (9-3جدول (به لحاظ آماري تفاوت معنی دار نبود ) VTGو  nVTG(گنادکتومی 
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 درصد فولیکولهاي آپوپتوتیک در گروههاي کنترل، منجمد پیوندي و غیر منجمد پیوندي: 9-3جدول 

   بدوي اولیه پرآنترال آنترال

٧٦/٠±  ٢٧/٠ ab ٨١/٢±  ٣٧/٠ ab ٦٥/٦±  ١٦/١ B ٥ /٣٧±  ٩٤/٠ Ab کنترل  
١٥/٢±  ١٣/٠ ab ٥٢/٧±  ٤٤/٠ A ٠٥/١٥±  ٨٨/٠ ab ٥٢/٧±  ٤٤/٠ b nVTnG 
٢٠/٢±  ١٨/٠ a ٢٩/١٠±  ٥٨/٠ B ٤٤/١٥±  ٣٢/١ ab ٢٩/١٠±  ٨٨/٠ ab VTnG 
٨٦/٨±  ٠٢/٠ A ٥٣/٢±  ١٣/٠ ab ٧٢/١٧ ٨٨/٠ ٨٦/٨±  ٤٤/٠ B nVTG 
٤ /٦٢±  ٣٣/٠ B ٤٦/٣±  ٣٧/٠ ab ٩٣/٦±  ٥٥/٠ A ٨٢/٩±  ٩٦/٠ ab VTG 

هفته  8تخمدان موش صحرائی دست نخورده : گروه کنترل. ارائه شده اند) SEM(میانگین خطاي استاندارد  ±داده ها به صورت میانگین درصد 
گروه غیر منجمد : nVTGگروه منجمد پیوندي و گنادکتومی نشده، : VTnGگروه غیر منجمد پیوندي و گنادکتومی نشده، : nVTnGاي، 

 a ،Bبا  A(داده هاي داراي حروف انگلیسی بزرگ و کوچک مشابه . گروه منجمد پیوندي و گنادکتومی شده: VTGپیوندي و گنادکتومی شده، 
  ).˂05/0P(در هر ستون با یکدیگر اختلاف معنی دار دارند ...) و  bبا 

   
  
  
  

 فولیکول گروه
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  سطح گنادوتروپین ها و هورمونهاي استروئیدي .3-2-4
 )FSH(هورمون تحریک کننده فولیکولی . 3-2-4-1

پـس از گذشـت سـه    ) FSH )IU/ml، سـطح ترشـح   10- 3با توجه به داده هاي ارائه شده در جدول شماره  
 33/0(از گروه کنترل ) BLG :39/0 ± 45/3گروه (هفته در حیوانی که هر دو تخمدان آن خارج شده است 

. و نیز سایر گروههاي پیوندي بالاتر بوده و این اختلاف بـا تمـامی گروههـا معنـی دار بـوده اسـت      ) 34/1 ±
در تمامی گروههاي پیوندي کاهش معنی دار نسبت به گروه کنتـرل نشـان داد    FSHهمچنین سطح ترشح 

 nVTnG ،11/0 ± 35/0: 30/0 ± 15/0(در حالیکه اختلاف بین خود گروههـاي پیونـدي معنـی دار نبـود     
:VTnG ،03/0 ± 11/0 :nVTG  12/0 ± 02/0و :VTG) ( 10- 3جدول) (05/0P˂.(  

  )LH(هورمون لوتئینه کننده . 3-2-4-2
 FSHهمانند ) IU/ml(نیز بر اساس هر واحد بین المللی در هر میلی لیتر  LHسطح ترشح هورمون      

و نیز سایر گروههاي پیوندي ) 21/2 ± 48/0(نسبت به گروه کنترل ) BLG )2/0 ± 00/3در گروه 
کاهش سطح ترشح این هورمون در گروههاي پیوندي غیر گنادکتومی . افزایش معنی دار داشته است

)10/0 ± 29/0 :nVTnG  67/0 ± 22/0و :VTnG ( نسبت به گروه کنترل و گروههاي پیوندي غیر
همچنین اختلاف در . بوده استمعنی دار ) VTG: 32/1 ± 10/0و  nVTG: 88/1 ± 37/0(گنادکتومی 

در بین گروههاي گنادکتومی با خودشان و نیز بین گروههاي غیر گنادکتومی با خودشان  LHمیزان ترشح 
 ).˂05/0P) (10-3جدول (معنی دار نبوده است 

 
  
  هورمون پروژسترون. 3-2-4-3

منابع (دو تخمدان  حذف. صورت گرفت ng/mlارزیابی میزان ترشح پروژسترون در خون بر اساس      
، منجر به کاهش شدید و معنی دار سطح این )10/0 ± 49/0( BLGدر گروه ) ترشح هورمون پروژسترون

بیشترین میزان ترشح . و سایر گروههاي پیوندي شد) 16/39 ± 08/5(هورمون نسبت به گروه کنترل 
 nVTG )30/3تعلق به گروه پروژسترون مربوط به گروه کنترل و کمترین آن نیز در گروههاي پیوندي م

کاهش سطح پروژسترون در گروه اخیر نسبت به گروه کنترل و دو گروه پیوندي . بوده است) 50/17 ±
nVTnG )32/5 ± 73/34 ( وVTnG )87/2 ± 33/36 ( معنی دار و نسبت به گروه پیونديVTG 

  ).˂05/0P) (10- 3جدول (غیر معنی دار بوده است ) 33/27 ± 32/5(
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  هورمون استرادیول. 3-2-4-4
سنجیده شد، در تمامی گروههاي پیوندي نزدیک  pg/mlسطح ترشح هورمون استرادیول که بر اساس      

تغییرات ترشح هورمون . بوده و اختلاف معنی دار با آن نداشته است) 85/39 ± 18/4(به گروه کنترل 
نسبت به گروه کنترل و سایر ) BLG )02/0 ± 37/0استرادیول نیز مطابق با پروژسترون در گروه 

و پیوندي ) VTnG:  40/32 ± 64/3و  nVTnG:  23/33 ± 17/5(گروههاي پیوندي غیر گنادکتومی 
-3جدول (کاهش معنی دار نشان داد ) VTG: 75/28 ± 10/2و nVTG: 50/27 ± 02/2(گنادکتومی 

10) (05/0P˂.(  
  
  هورمون تستوسترون. 3-2-4-5

ارزیابی شد و مشخص گردید که سطح  ng/mlهورمون تستوسترون نیز بر اساس واحد  میزان ترشح       
، nVTnG ،15/0 ± 40/0 :VTnG: 50/0 ± 11/0(ترشح این هورمون در تمامی گروههاي پیوندي 

10/0 ± 44/0 :nVTG  43/0 ± 08/0و :VTG ( نسبت به گروه کنترل)اختلاف معنی ) 54/0 ± 10/0
نسبت به گروه کنترل و سایر گروههاي ) BLG )20/0 ± 09/1اما میزان ترشح آن در گروه . دار ندارند

  ).˂05/0P) (10-3جدول (پیوندي افزایش معنی دار داشته است 
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 سطح  گنادوتروپین ها و هورمون هاي استروئیدي در گروههاي کنترل، منجمد پیوندي و غیر منجمد پیوندي: 10-3جدول 

 ng/ml(  LH (IU/ml) FSH (IU/ml)(پروژسترون   )pg/ml(استرادیول  )ng/ml(تستوسترون 
  

٥٤/٠±  ١٠/٠a ٨٥/٣٩±  ١٨/٤ Ba ١٦/٣٩±  ٠٨/٥ ab ٢١/٢±  ٤٨/٠ ab ٣٤/١±  ٣٣/٠ A  کنترل  
٥٠/٠±  ١١/٠a ٢٣/٣٣±  ١٧/٥ a ٧٣/٣±  ٣٢/٥ab ٢٩/٠±  ١٠/٠ aB ٣٠/٠±  ١٥/٠ ab nVTnG 
٤٠/٠±  ١٥/٠a ٤٠/٣٢±  ٦٤/٣ a ٣٣/٣±  ٨٧/٢ab ٦٧/٠±  ٢٢/٠ aB ٣٥/٠±  ١١/٠ ab VTnG 
٤٤/٠±  ١٠/٠a ٥٠/٢٧±  ٢٠/٢ ba ٥٠/١±  ٣٠/٣Ba ٨٨/١±  ٣٧/٠ ab ١١/٠±  ٠٣/٠ ab nVTG 
٤٣/٠±  ٠٨/٠a ٧٥/٢٨±  ١٠/٢ a ٣٣/٢±  ٣٢/٥a ٣٢/١±  ١٠/٠ ab ١٢/٠±  ٠٢/٠ ab VTG 
٠٩/١±  ٢٠/٠A ٣٧/٠±  ٠٢/٠ A ٤٩/٠±  ١٠/٠ A ٠٠/٣±  ٢/٠ A ٤٥/٣±  ٣٩/٠B BLG 

هفته  8تخمدان موش صحرائی دست نخورده : گروه کنترل. ارائه شده اند) SEM(میانگین خطاي استاندارد  ±داده ها به صورت میانگین درصد 
گروه غیر منجمد : nVTGگروه منجمد پیوندي و گنادکتومی نشده، : VTnGگروه غیر منجمد پیوندي و گنادکتومی نشده، : nVTnGاي، 

داده هاي . ن پیوند و جفت تخمدان خارج شدهگروه بدو: BLGگروه منجمد پیوندي و گنادکتومی شده، : VTGپیوندي و گنادکتومی شده، 
  ).˂05/0P(در هر ستون با یکدیگر اختلاف معنی دار دارند ...) و  bبا  a ،Bبا  A(داراي حروف انگلیسی بزرگ و کوچک مشابه 

  
  

 گروه
 هورمون
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  میزان بیان رونوشت ژنهاي بلوغ فولیکولی، رگ زایی و آپوپتوزي. 3-2-5
  )GDF-9و  TGF-b ،BMP-15(ژن هاي بلوغ . 3-2-5-1

 ACT-1، میزان بیان رونوشت ژنهاي مختلف بر اساس میزان بیان ژن کنترل 11-3طبق جدول شماره      
)Actin-1 (مختلف با یکدیگر مقایسه شد ارزیابی و سپس در گروههاي.  

در حد متوسط بوده و نسبت به سایر گروههاي ) 02/1 ± 003/0(در گروه کنترل  TGF-bبیان ژن      
 ± nVTnG )016/0کمترین میزان بیان رونوشتهاي این ژن در گروه . پیوندي اختلاف معنی دار نشان نداد

) 011/0 ± 03/1( VTGو ) 003/0 ± 04/1( VTnGمشاهده شد که کاهش آن نسبت به دو گروه ) 97/0
نیز نسبت به دو گروه اخیر ) nVTG )011/0 ± 99/0در گروه  TGF-bهمچنین بیان ژن . معنی دار بود

  ).˂05/0P) (11- 3جدول (کاهش معنی دار نشان داد 
) 52/1 ± 22/0(در گروههاي پیوندي نسبت به گروه کنترل  BMP-15اگر چه میزان بیان رونوشت ژن      

بین  BMP-15همچنین بیشترین کپی از رونوشت ژن . کاهش داشت اما این اختلاف معنی دار نبود
مشاهده شد که البته، اختلاف در میزان بیان رونوشت ) VTG )26/0 ± 16/1گروههاي پیوندي در گروه 

  ).11- 3جدول (این ژن ما بین گروههاي پیوندي نیز معنی دار نبود 
که یکی دیگر از مولکولهاي مهم دخیل در روند بلوغ فولیکول است، در تخمدانهاي  نیز GDF-9ژن      

) 77/0 ± 03/0(نسبت به گروه کنترل ) VTG: 08/0 ± 01/0و  VTnG: 03/0 ± 01/0(منجمد پیوندي 
و  nVTnG : 23/0 ± 03/0(کاهش معنی دار داشته است اما این کاهش در گروههاي غیر منجمد پیوندي 

04/0 ± 26/0 :nVTG (کمترین میزان بیان رونوشت ژن . نسبت به گروه کنترل معنی دار نبوده است
GDF-9  بین گروههاي پیوندي، متعلق به گروهVTnG )01/0 ± 03/0 ( بوده که این کاهش نسبت به

  ).˂05/0P) (11- 3جدول (گروههاي کنترل و غیر منجمد پیوندي معنی دار بوده است 
  
  )CD31و  VEGF ،CD34(یی ژن هاي رگ زا. 3-2-5-2

) 01/1 ± 007/0(در تمامی گروههاي پیوندي نزدیک به گروه کنترل  VEGFمیزان بیان رونوشت ژن      
به طوریکه در هر دو . بوده و نیز اختلاف در بیان این رونوشت میان خود گروههاي پیوندي غیر معنی دار بود

میزان بیان کمی بیشتر از دو ) VTG: 03/1 ± 008/0و  VTnG: 03/1 ± 01/0(گروه منجمد پیوندي 
بود اگر چه اختلاف معنی ) nVTG: 02/1 ± 01/0و  nVTnG: 02/1 ± 006/0(گروه غیر منجمد پیوندي 

  ).˂05/0P) (11-3جدول (دار نشان نداد 
بیان رونوشت این ژن در تمامی گروههاي . داشت VEGFتا حدودي وضعیتی متفاوت با  CD34ژن   

بیان رونوشت . اختلاف داشتند اما این تفاوتها معنی دار نبود) 62/3 ± 69/0(چه با گروه کنترل  پیوندي اگر
CD34  31/6 ± 94/0(در دو گروه غیر منجمد پیوندي :nVTnG  11/6 ± 47/0و :nVTG ( بیشترین

با کمترین بیان ) VTnG )63/0 ± 51/2میزان بوده که اختلاف هر دو گروه مذکور با گروه منجمد پیوندي 
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 41/4 ± 37/0به میزان  CD34نیز با بیان رونوشت  VTGگروه . در بین گروههاي پیوندي، معنی دار بود
) 11- 3جدول (حد متوسط را داشته که با هیچ کدام از گروههاي دیگر به لحاظ آماري اختلافی نشان نداد 

)05/0P˂.(  
رونوشت . بودCD31 یوند مورد بررسی قرار گرفت ژن یکی دیگر از عوامل رگ زایی که پس از طی دوره پ 

 ± 5/0(در گروه کنترل، به طور میانگین به دو گروه پیوندي غیر گنادکتومی  36/3 ± 4/0این ژن به میزان 
86/3 :nVTnG  63/3 ± 69/0و :VTnG (اما دو گروه . نزدیک بوده و اختلاف معنی دار با آن دو نداشت

 CD31در میزان بیان رونوشت ژن ) VTG: 34/4 ± 35/0و  nVTG: 66/4 ± 36/0(پیوندي گنادکتومی 
نسبت به گروه کنترل و سایر گروههاي پیوندي افزایش نشان دادند که البته این افزایش فقط نسبت به گروه 

  ).˂05/0P) (11-3جدول (کنترل معنی دار بود 
  
  )BCL-2و  BAX(ژن هاي آپوپتوتیک . 3-2-5-3

 09/2 ± 20/0و  nVTnG: 33/1 ± 20/0(در دو گروه غیر منجمد پیوندي  BAXافزایش میزان      
:nVTG ( نسبت به گروه کنترل)15/0(غیر معنی دار و نسبت به دو گروه منجمد پیوندي ) 29/1 ± 15/0 

± 71/0 :VTnG  83/0 ± 10/0و :VTG (کاهش میزان بیان رونوشت ژن . معنی دار بودBAX در دو 
) 11-3جدول (گروه اخیر نسبت به گروه کنترل، قابل توجه بوده اما اختلاف معنی داري نشان ندادند 

)05/0P˂ .(  
و ) VTnG )17/0 ± 01/1در دو گروه منجمد پیوندي  BAXنیز همانند  BCL-2رونوشت ژن      

VTG )16/0 ± 23/1 (گروههاي غیر منجمد این کاهش نسبت به تمامی . کمترین میزان بیان را داشت
. معنی دار بود) 82/1 ± 18/0(و کنترل ) nVTG: 96/1 ± 12/0و  nVTnG: 93/1 ± 12/0(پیوندي 

در دو گروه غیر منجمد پیوندي نسبت به یکدیگر و نسبت به  BCL-2همچنین سطح بیان رونوشت ژن 
  ).˂05/0P) (11-3جدول (گروه کنترل اختلاف معنی دار نداشت 

، نسبت بیان BCL-2و  BAXابی بهتر و مقایسه مفیدتر بین میزان بیان رونوشت ژنهاي به منظور ارزی 
به این . نیز ما بین تمامی گروههاي کنترل و پیوندي با یکدیگر مقایسه شد)  BCL-2/BAX(رونوشت آنها 

 VTGو ) nVTG )14/0 ± 93/0متعلق به دو گروه  BCL-2/BAXترتیب کمترین سطح بیان نسبی 
با بیشترین نسبت بیان، ) 23/0 ± 45/1( nVTnGبود که این کاهش تنها نسبت به گروه ) 01/1 ± 20/0(

نزدیک ) 41/1 ± 25/0(به گروه کنترل  BCL-2/BAXدر سایر گروههاي پیوندي نیز سطح . معنی دار بود
  ).˂05/0P) (11-3جدول (بوده و اختلاف آماري با آن نداشت 
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 در تخمدان گروههاي کنترل، منجمد پیوندي و غیر منجمد پیوندي)Act-1(نسبت به ژن مرجع  بیان رونوشتهاي ژن هاي بلوغ فولیکولی، رگ زایی و آپوپتوزيمیزان : 11-3جدول 

BCL-2/BAX BCL-2  BAX  CD31  CD34  VEGF GDF-9 BMP-15 TGF-b 
  ژن

  گروه

٤١/١±  ٢٥/٠  ٨٢/١±  ١٨/٠  ab ٢٩/١±  ١٥/٠  ٣٦/٣±  ٤/٠  A ٦٢/٣±  ٦٩/٠  ٠١/١±  ٠٠٧/٠  ٧٧/٠±  ٠٣/٠  A ٥٢/١±  ٢٢/٠  ٠٢/١±  ٠٠٣/٠   کنترل 

٤٥/١±  ٢٣/٠  A ٩٣/١±  ١٢/٠  ab ٣٣/١±  ٢٠/٠  A ٨٦/٣±  ٥/٠  ٣١/٦±  ٩٤/٠  a ٠٢/١±  ٠٠٦/٠  ٢٣/٠±  ٠٣/٠  b ٩٨/٠±  ١٥/٠  ٩٧/٠±  ٠١٦/٠  A nVTnG 

٤٣/١±  ١١/٠  ٠١/١±  ١٧/٠  A ٧١/٠±  ١٥/٠  ab ٦٣/٣±  ٦٩/٠  ٥١/٢±  ٦٣/٠  A ٠٣/١±  ٠١/٠  ٠٣/٠±  ٠١/٠  Ba ٨١/٠±  ١٦/٠  ٠٤/١±  ٠٠٣/٠  ab VTnG 

٩٣/٠±  ١٤/٠  a ٩٦/١±  ١٢/٠  ab ٠٩/٢±  ٢٠/٠  B ٦٦/٤±  ٣٦/٠  a ١١/٦±  ٤٧/٠  a ٠٢/١±  ٠١/٠  ٢٦/٠±  ٠٤/٠  b ٩١/٠±  ١٥/٠  ٩٩/٠±  ٠١١/٠  B nVTG 

٠١/١±  ٢٠/٠  a ٢٣/١±  ١٦/٠  B ٨٣/٠±  ١٠/٠  ab ٣٤/٤±  ٣٥/٠  a ٤١/٤±  ٣٧/٠  ٠٣/١±  ٠٠٨/٠  ٠٨/٠±  ٠١/٠  a ١٦/١±  ٢٦/٠  ٠٣/١±  ٠١١/٠  ab VTG 

: nVTnGهفته اي،  8تخمدان موش صحرائی دست نخورده : گروه کنترل. ارائه شده اند) SEM(خطاي استاندارد میانگین  ± ) Act-1نسبت به ژن ( آپوپتوزيداده ها به صورت میانگین میزان بیان رونوشتهاي ژن هاي بلوغ فولیکولی، رگ زایی و 
گروه بدون پیوند و جفت تخمدان : BLGگروه منجمد پیوندي و گنادکتومی شده، : VTGگروه غیر منجمد پیوندي و گنادکتومی شده، : nVTGگروه منجمد پیوندي و گنادکتومی نشده، : VTnGگروه غیر منجمد پیوندي و گنادکتومی نشده، 

  ).˂05/0P(در هر ستون با یکدیگر اختلاف معنی دار دارند ...) و  bبا  a ،Bبا  A(داده هاي داراي حروف انگلیسی بزرگ و کوچک مشابه . خارج شده
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ذوب شده پس از پیونـد بـه    – بررسی بافت شناسی تخمدانهاي موش صحرایی منجمد . 3-2-6
  )مقاطع نیمه نازك(خودي 

  هفته اي 8گروه کنترل . 3-2-6-1
این گروه، تخمدانهایی را شامل می شود که به صورت طبیعی در بدن موش صحرایی رشد کرده و در       

در بررسی مقاطع نیمه نازك تخمدان هاي این گروه، . از بدن خارج شده است) دوره بلوغ(هفته اي  8سن 
مکعبی دیده می اپیتلیوم سطحی تخمدان در اکثر نواحی به صورت سنگفرشی و گاهی نیز با سلول هاي 

در زیر اپیتلیوم سطحی، تونیکا آلبوژینه همچنان قابل مشاهده می باشد اگر چه ). B- 12-3شکل (شود 
عروق زیر کپسولی در ردیف هاي . هفته اي نمی باشد 5نظم و شدت لایه بندي آن مانند یک تخمدان 

دیواره و تعداد مقاطع این عروق ضخامت ). B- 12-3شکل (منظم و در زیر تونیکا آلبوژینه قرار گرفته اند 
  . هفته اي، افزایش قابل توجهی یافته است 5نسبت به گروه کنترل 

فولیکول هاي . قشر تخمدان محدوده مشخص داشته و فولیکول هاي کوچکتر در آن دیده می شوند     
ۀ نا منظم، دیده می بدوي و اولیه با هسته بزرگ دایره اي و مرکزي در لایه قشري و در زیر تونیکا آلبوژین

 5هفته اي، تا حدودي مشابه با تخمدان  8مدولاي تخمدان در موش صحرایی ). B- 12- 3شکل (شوند 
هفته اي بوده و سلول هاي استرومایی در ارتباط با فولیکول هاي بزرگ بالاخص آنترال دیده می شوند، اگر 

از نکات قابل توجه در تخمدان . نداردهفته اي را  5چه در برخی مناطق نظم خاص تخمدان موش صحرایی 
این . هفته اي وجود سلول هایی بزرگ در سمت داخل بخش قشري تخمدان می باشد 8موش صحرایی 

سلول ها کاملاً شبیه تخمک فولیکول بدوي بوده، با این تفاوت که توسط هیچ سلولی در بر گرفته نشده اند 
ول هاي بزرگ اندازه، این فرضیه را عنوان کرد که چون شاید بتوان در رابطه با این سل). B- 12-3شکل (

ها هنوز  PGCتشکیل فولیکول هاي بدوي در موش صحرایی پس از تولد صورت می گیرد، تعدادي از 
که . توسط سلول هاي فولیکولی در بر گرفته نشده اند و آماده شکل دهی یک فولیکول جدید می باشند

  .ه مطالعات دیگري داردالبته این مسئله براي تأیید نیاز ب
همچنین در بخش مدولا، فولیکول آنترال دیده شده که تخمک آن از وسعت بسیار خوب و شفافیت      

تقریباً اکثر ارگانلهاي سیتوپلاسمی در زیر غشاء تخمک قرار گرفته اند و مرکز . بالایی برخوردار است
ه سطح داخلی و غشاء تخمک ب. سیتوپلاسم به دلیل کاهش در تعداد ارگانل، شفاف تر به نظر می رسد

صاف زونا پلوسیدا بدون فاصله اي چسبیده و در ضخامت زونا نیز مقاطع زوائد سلولی و میکروویلی هاي 
در این فولیکول، سلول هاي کومولوسی با تراکم ). A-12- 3شکل (تخمک به خوبی قابل مشاهده است 

. سمی با یکدیگر بر قرار کرده اندزیاد، تخمک را احاطه کرده و اتصالات مناسبی به وسیلۀ زوائد سیتوپلا
هفته اي  5میتوز در بین سلول هاي گرانولوزا دیده می شود و فضاهاي بین سلولی نسبت به گروه کنترل 

  . لایه هاي تکاي داخلی نیز به صورت بارز قابل مشاهده می باشند). A-12-3شکل (کاهش یافته است 
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در . هفته اي قابل ارزیابی می باشد، جسم زرد است 8 عنصر دیگري که به طور خاص در تخمدان هاي     
ساختار جسم زرد علاوه بر مقاطع عروقی فراوان و با اقطار مختلف، دو نوع سلول با ریخت شناسی متفاوت 

سلولهایی با هسته بزرگ و شفاف و سیتوپلاسم کاملاً روشن که حاوي مقادیر زیادي  -1: می توان دید
شکل (کی از فعالیت بالاي ترشح استروئیدها توسط این نوع سلول ها می باشد قطرات لیپیدي بوده که حا

3-12 -C .(2-  دسته دوم سلول ها، سیتوپلاسم تیره و سرشار از قطرات لیپیدي داشته و هسته مرکزي آنها
این قطرات لیپیدي در رنگ ). C- 12-3شکل (کوچکتر از هسته سلول هاي نوع اول و کشیده تر می باشند 

سلول هاي کوچکتر در تعداد نیز بیشتر از سلول هاي بزرگ . ي با تالوئیدین بلو به رنگ زرد در آمده اندآمیز
هر دو نوع سلول ارتباط بسیار نزدیکی از جهات مختلف با عروق خونی برقرار کرده اند به . تر می باشند

  ). C- 12-3شکل (طوریکه یک رگ خونی را تعداد بسیاري از سلول ها احاطه کرده اند 
  
  )nVTnG(گروه غیر منجمد پیوندي غیر گنادکتومی . 3-2-6-2

مقاطع نیمه نازك گروه غیر منجمد پیوندي غیر گنادکتومی، نشان دهنده بستري از سلول هاي      
سلول هاي . استرومایی است که تعدادي از فولیکول هاي مراحل مختلف بر روي آن قرار گرفته است

در نمایی کاملاً متفاوت با گروه کنترل و نیز سایر گروه هاي پیوندي دیده می اپیتلیوم سطحی تخمدان 
به این ترتیب که شکل کلی سلول هاي اپیتلیوم، مکعبی بوده و در برخی مناطق به صورت استوانه اي . شود

. اد کرده اندسیتوپلاسم سلول ها شدیداً واکوئلیزه شده و نمایی شبیه به لانه زنبور را ایج. کشیده درآمده اند
در زیر اپیتلیوم سطحی، تونیکا آلبوژینه با سلولهاي کشیده دیده می شود که در اینجا تا حدودي به 

فولیکول هاي بدوي در حالیکه ). D- 13-3شکل (ضخامت عرضی هسته هاي آن افزوده شده است 
). D- 13-3شکل (م می خورد سیتوپلاسم سرشار از ارگانل دارند، در زیر لایه آلبوژینه و کاملاً سالم به چش

-3شکل (گاهی تخمک فولیکول اولیه در بخش هایی ارتباط خود را با سلول هاي گرانولوزا از دست داده 
13-A ( و در مناطقی از استروما نیز بقایاي فولیکول هاي کوچک از بین رفته رؤیت می شوند) 3شکل-
13-A, D .(فراوان بوده و در برخی نواحی دچار  سلول هاي استروماي تخمدان حاوي قطرات لیپیدي

که در گروه ) PGCs(همچنین سلول هاي غول پیکر ). A, C-13-3شکل (واکوئلیزیشن شدید شده اند 
عروق خونی زیر کپسولی به شدت تحلیل رفته و . کنترل بدانها اشاره شد در اینجا به چشم نمی خورند

  ).C, D- 13-3شکل (دي، تمرکز یافته اند عروق بزرگ با دیواره ضخیم، در عمق توده بافت پیون
از ویژگی فولیکول هاي آنترال در تخمدان هاي پیوندي این است که لایه هاي سلولهاي گرانولوزا بسیار      

گویی فولیکول ها در تخمدان پیوندي ). B- 13-3شکل (کمتر از فولیکول هاي تخمدان طبیعی می باشند 
ي تخمدان طبیعی طی می کنند به نحوي که گاهاً لایه هاي سلول هاي روند بلوغ را زودتر از فولیکول ها

گاهاً در سیتوپلاسم این سلول ها، واکوئل هاي کوچکی نیز . عدد بیشتر تجاوز نمی کنند 4تا  3گرانولوزا از 
سیتوپلاسم تخمک آنترال، سرشار از ارگانل است که بخشی در اطراف هسته و . قابل مشاهده می باشد

غشاء هستۀ بزرگ تخمک، مواج بوده و هستک مشخصی در . زیر غشاء تخمک قرار گرفته اندبخشی در 
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اگر چه اندازه تخمک، طبیعی به نظر می رسد اما همانطور که ). B- 13-3شکل (مرکز آن دیده می شود 
خلخل زونا پلوسیدا در سطح خارجی خود شدیداً مت. گفته شد، فولیکول آنترال اندازه طبیعی را دارا نیست

علی رغم کاهش در تعداد سلول هاي . بوده و ارتباط خوبی با سلول هاي گرانولوزاي اطراف برقرار کرده است
گرانولوزا، لایه تکاي داخلی کامل بوده، سلول هاي خارجی آن قطرات لیپیدي فراوان دارند و عروق خونی 

محدوده مشخصی را براي فولیکول تکاي خارجی نیز . زیادي ما بین سلول هاي تکاي داخلی دیده می شود
  ).B- 13-3شکل (ایجاد نموده است 

  
  )VTnG(گروه منجمد پیوندي غیر گنادکتومی . 3- 3-2-6

، این طور به نظر می رسد که لایه هاي سطحی زیرین اپیتلیوم VTnGدر مقاطع نیمه نازك از گروه      
چرا که اپیتلیوم سطحی مشخص نبوده و جاي خود را . تخمدان به سمت تشکیل بافت فیبروز پیش رفته اند
تونیکا آلبوژینه نیز شدیداً فیبروز شده، از تعداد سلول . به بافت فیبروز احاطه کنندة عروق سطحی داده است

عروق خونی سطحی تا حدودي نسبت به گروه . سته شده و حالت مواج به خود گرفته استهاي آن کا
nVTnG وسعت پیدا کرده و در بعضی از مناطق، گلبول هاي سفید در مقاطع عروق عمقی مشاهده می ،

همچنین تعدادي از ماست سل هایی که سیتوپلاسم آنها سرشار از گرانول هاي قهوه اي رنگ است . شوند
در عمق بافت پیوندي، عروق جدید و در حال تشکیل نیز به چشم . تروما گاهاً قابل مشاهده هستنددر اس

فولیکول هاي بدوي ). C- 14-3شکل (می خورند که البته اثري از سلول هاي خونی در آن دیده نمی شود 
و هسته بزرگ،  به صورت نامنظم در لابلاي سلول هاي استروما دیده شده که سیتوپلاسم پر ارگانل دارند

سلول هاي ). B- 14- 3شکل (گرد و مرکزي آنها به صورت شفاف در مرکز سیتوپلاسم قرار گرفته است 
شکل (استرومایی نیز داراي قطرات چربی زیاد بوده که در بسیاري از موارد دچار تشکیل واکوئل شده اند 

3-14 -B.(  
، در محل تخمک A-14-3مقاطع مانند شکل  فولیکول آنترال در حد نسبتاً طبیعی بوده و در بعضی     

بافت  آماده سازيتنها خطوط نامنظمی مشاهده می شود که نشانگر زوناي تو خالی بوده و تخمک آن در اثر 
عدد  5یا  4، تعداد لایه هاي سلول هاي گرانولوزا از nVTnGدر اینجا نیز مانند گروه . از دست رفته است

نظم سلول هاي ). A-14-3شکل (ا به صورت چند شکلی دیده می شود تجاوز نکرده و هسته این سلول ه
  .تکاي داخلی نیز به هم ریخته و تکاي خارجی خیلی گسترده نشده است

سلولهاي بزرگ و . ، جسم زرد دیده می شودnVTnGدر این گروه نیز مانند گروه کنترل و گروه      
لیپیدي بوده، قرار گرفته اند اما ارتباط آنها با عروق کوچک در کنار یکدیگر و در حالیکه سرشار از  قطرات 

  .نیست nVTnGخونی به گستردگی گروه 
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  )nVTG(گروه غیر منجمد پیوندي گنادکتومی . 3-2-6-4
اپیتلیوم سطحی در این گروه و در مقطع نیمه نازك به خوبی نمایان بوده و در برخی نقاط حالت      

اتصال سلول هاي اپیتلیوم . ، وضعیت سنگفرشی به خود گرفته استمکعبی داشته و در برخی نقاط دیگر
سطحی به لایه زیرین خود، محکم بوده اگر چه واکوئل هاي ریز و کوچک در سیتوپلاسم سلول هاي آن ها 

تونیکا آلبوژینه در اکثر نواحی شدیداً حالت فیبروز پیدا کرده و عروق زیر ). A-15-3شکل (دیده می شود 
در سایر مناطق سطح تخمدان، بر اثر رشد فولیکول آنترال، دیواره تخمدان . درت دیده می شودکپسولی به ن

اگرچه سلول هاي استرومایی ). A-15-3شکل (نازك شده و تونیکا آلبوژینه منظم تري بوجود آمده است 
خیلی دستخوش فرآیند  VTnGو  nVTnGداراي قطرات لیپیدي زیادي هستند اما مانند دو گروه 

جسم زرد نیز در این گروه با مشخصاتی که براي گروه هاي قبل ). C- 15- 3شکل (شکیل واکوئل نشده اند ت
گفته شد دیده می شود، با این تفاوت که در اینجا نیز مانند گروه غیر منجمد پیوندي غیر گنادکتومی 

)nVTnG ( و بر خلاف گروه منجمد پیوندي غیر گنادکتومی)VTnG(جسم زرد با  ، ارتباط سلول هاي
عروق خونی در عمق تخمدان گسترش خوبی دارد و بر خلاف ). D- 15-3شکل (عروق خونی زیاد است 

  .، تعداد گلبول هاي سفید بسیار کاهش یافته اندVTnGگروه 
هسته حاوي . تخمک فولیکول آنترال با هسته گرد و کناري در گوشه اي از فولیکول به چشم می خورد     

اگر چه زونا ). A-15-3شکل (هستک واضح بوده و ارگانل ها در سراسر سیتوپلاسم پراکنده می باشند 
مشخص بوده و حتی زوائد پلوسیدا با سلول هاي گرانولوزاي کمتري در ارتباط است، اما این ارتباط کاملاً 

سیتوپلاسمی سلول هاي گرانولوزا که بر روي غشاء پایه قرار گرفته اند، تا تخمک نیز کشیده شده اند 
لایه هاي تکاي داخلی و خارجی نیز در اطراف فولیکول آنترال با لایه بندي نزدیک به ). B- 15-3شکل (

  ). B- 15-3شکل (گروه کنترل به صورت کاملاً منظم دیده می شوند 
  
  )VTG(گروه منجمد پیوندي گنادکتومی . 3-2-6-5

تونیکا . ، نماي مطلوبی از اپیتلیوم سطحی به دست نیامدVTGدر مقاطع نیمه نازك از تخمدان گروه      
سلول هاي استروما . آلبوژینه محدوده معینی نداشته و سلول هاي دوکی منظم در آن دیده نمی شود

مقاطع ). C- 16-3شکل (لیپیدي بوده و گاهاً این قطرات به واکوئل تبدیل شده اند کمابیش داراي قطرات 
همچنین در . عروق خونی در سطح تخمدان بسیار کم بوده و در عمق نیز چندان گسترش پیدا نکرده اند

فولیکول هاي اولیه و بدوي . ، بسیار کمتر می باشندVTnGاین گروه نیز گلبول هاي سفید نسبت به گروه 
در اینجا بر خلاف حالت طبیعی که سلول هاي استرومایی . نیز به صورت پراکنده در استروما قرار گرفته اند

لایۀ تکاي داخلی را در اطراف فولیکول هاي در حال رشد بوجود می آورند، به صورت زودرس لایه تکا را 
  ).B- 16- 3شکل (براي فولیکول هاي اولیه ایجاد می کنند 
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آنترال این گروه، تخمک با اندازه اي مناسب و سیتوپلاسمی که حاوي دو دسته ارگانل بوده در فولیکول     
زونا پلوسیدا به صورت مناسبی حاوي زوائد ). A-16-3شکل (خودنمایی می کند ) مرکزي و محیطی(

اي هسته سلول ه). A-16-3شکل (سلولی و میکروولی تخمک در ارتباط با سلول هاي گرانولوزا قرار دارد 
گرانولوزا گرد، بزرگ و روشن بوده، سلول هاي گرانولوزا نسبت به سایر  گروه هاي پیوندي از تعداد بیشتري 

لایه تکاي داخلی ). A, B-16-3شکل (برخوردارند و دیواره اي ضخیم را در اطراف تخمک ایجاد نموده اند 
جسم . ارجی به چشم می خوردبا عروق خونی مناسب در اطراف فولیکول و در سمت داخل لایه تکاي خ

زرد، کوچک و شامل هر دو نوع سلول بزرگ و کوچک می باشد که البته تعداد سلول هاي بزرگ آن کاهش 
  ).D- 16-3شکل (قابل توجهی یافته است 
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  هفته اي 8گروه کنترل مقاطع نیمه نازك از تخمدان هاي : 12- 3شکل 

Oo: Oocyte 
GCs: Granulosa Cells 
SC: Stroma Cell 
TC: Theca Cell 
TA: Tunica Albuginea 
LLC: Large Luteal Cell 
SLC: Small Luteal Cell 
Ant: Antrum 
ZP: Zona Pellucida 
*: Blood vessels 
Large White Arrow: Small Follicles 
Small White Arrow: Bamentse Membrane 
Large Black Arrow: Surface Epithelium  
Small Black Arrow: Oolema 
Arrow Head: Germ Cells  
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 )nVTnG(مقاطع نیمه نازك از تخمدان هاي گروه غیر منجمد پیوندي غیر گنادکتومی : 13- 3شکل 

Oo: Oocyte 
GCs: Granulosa Cells 
SC: Stroma Cell 
TC: Theca Cell 
TA: Tunica Albuginea 
Ant: Antrum 
ZP: Zona Pellucida 
*: Blood vessels 
Large White Arrow: Small Follicles 
Small White Arrow: Bamentse Membrane 
Large Black Arrow: Surface Epithelium  
Small Black Arrow: Oolema 
Arrow Head: Diffuse Cytoplasmic Organelles 
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  )VTnG(مقاطع نیمه نازك از تخمدان هاي گروه منجمد پیوندي غیر گنادکتومی : 14- 3شکل 

  
GCs: Granulosa Cells 
SC: Stroma Cell 
TC: Theca Cell 
TA: Tunica Albuginea 
LLC: Large Luteal Cell 
SLC: Small Luteal Cell 
ZP: Zona Pellucida  
Ant: Antrum 
*: Neo-Vasculogenesis 
Large White Arrow: Small Follicles 
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 )nVTG( غیر منجمد پیوندي گنادکتومیمقاطع نیمه نازك از تخمدان هاي گروه : 15- 3شکل

Oo: Oocyte 
GCs: Granulosa Cells 
SC: Stroma Cell 
TC: Theca Cell 
FTA: Fibrotic Tunica Albuginea 
LLC: Large Luteal Cell 
SLC: Small Luteal Cell 
Ant: Antrum 
ZP: Zona Pellucida 
*: Blood vessels 
Large White Arrow: Small Follicles 
Small White Arrow: Bamentse Membrane 
Large Black Arrow: Surface Epithelium  
Small Black Arrow: Oolema  

  

A B 
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 )VTG(مقاطع نیمه نازك از تخمدان هاي گروه منجمد پیوندي گنادکتومی : 16- 3شکل 

  
Oo: Oocyte 
GCs: Granulosa Cells 
SC: Stroma Cell 
TC: Theca Cell 
LLC: Large Luteal Cell 
SLC: Small Luteal Cell 
Ant: Antrum 
ZP: Zona Pellucida 
*: Blood vessels 
Large White Arrow: Small Follicles 
Small White Arrow: Bamentse Membrane 
Small Black Arrow: Oolema  
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ذوب شـده   – بررسی فراساختار فولیکول هاي بدوي تخمدانهاي موش صحرایی منجمد . 3-2-7
  پس از پیوند به خودي

  )nVTnG(گروه غیر منجمد پیوندي غیر گنادکتومی . 3-2-7-1
هفته پیوند، فولیکول اولیه با یک لایه سلول  3، پس از nVTnGدر مقطع فوق نازك از تخمدان گروه      

هسته تخمک به صورت گرد و مرکزي در وسط ). A-17-3شکل (مکعبی مورد ارزیابی قرار گرفت 
اما تعداد منافذ غشاء هسته تمامیت خود را حفظ کرده، . سیتوپلاسم قرار گرفته کاملاً یوکروماتین می باشد

سیتوپلاسم ). B, C- 17-3شکل (هسته نسبت به گروه کنترل، کاهش یافته و نامنظم دیده می شوند 
ارگانل هاي زیاد و پراکنده دارد که میتوکندري هاي تو خالی حجیم شده و یا حاوي کریستاهاي کم و 

افزایش اجسام مالتی ). B, D- 17-3شکل (حاشیه اي در آن نسبت به گروه کنترل افزایش یافته اند 
در سیتوپلاسم تخمک ). E- 17-3شکل (نیز از دیگر ویژگی هاي این گروه است ) MVB(وزیکولار 

دارند که مشابه گرانول هاي قشري  دفولیکول اولیه در اکثر گروه هاي پیوندي، عناصر تیره رنگی وجو
)CG1 (بوده و در بیشتر موارد نزدیک به غشاء تخمک قرار گرفته اند ) 17-3شکل -B .( غشاء تخمک اگر

- 3شکل (چه تمامیت خود را حفظ کرده، اما در برخی نواحی از سلول هاي گرانولوزا فاصله گرفته است 
17-A, B .( میکروویلی هاي تخمک در فضاي خارج سلولی قرار گرفته و حتی در مناطقی که دو غشاء از

شکل (خود را تا غشاء سلول هاي گرانولوزا نیز برسانند  یکدیگر فاصله گرفته اند، میکروویلی ها توانسته اند
3-17 -B, D .( سلول هاي گرانولوزا داراي هسته هایی تقریباً چهار وجهی بوده، اما نسبت به گروه کنترل از

میزان فرو رفتگی هاي غشاء هسته که در حالت طبیعی در اکثر سلول هاي گرانولوزا دیده می شود، به 
سیتوپلاسم سرشار از ارگانل بوده ولی تعداد قابل توجهی از ). A, D-17-3شکل ( شدت کاسته شده است

میتوکندري ها آسیب دیده اند اگر چه میتوکندري میله اي کوتاه و طبیعی که کریستاهاي عرضی زیادي 
هسته سلول ). H -1شکل (دارند نیز به چشم خورده و قطرات لیپیدي نیز در سیتوپلاسم مشاهده نمی شود 

سلول هاي گرانولوزا ). A, G-17-3شکل (بارزي دارد  لانولوزا نسبتاً تیره بوده و هتروکروماتین مارژیناگر
با یکدیگر ارتباط نزدیکی داشته، میکروویلی هاي آنها نیز در فضاي بین دو غشاء سلول هاي گرانولوزا و 

نسبت به گروه هاي دیگر  غشاء پایۀ سلول هاي گرانولوزا). H- 17-3شکل (تخمک قابل مشاهده هستند 
سلول هاي تکا به دنبال هم اطراف ). G, H- 17- 3شکل (ضخیم بوده و تا چند برابر افزایش یافته است 

سلول هاي گرانولوزا را ا احاطه کرده و زوائد سلولی آنها در سمت داخل خود، با یکدیگر هم پوشانی می 
لیل حضور هستۀ حجیم بسیار باریک بوده و سیتوپلاسم سلول هاي تکا به د). G, H- 17-3شکل (کنند 

بزرگترین عنصر در سیتوپلاسم هستۀ تیره اي است که هتروکروماتین . حاوي ارگانل هاي کمی است
  ).A, G, H-17-3شکل (مارژینال شدید در آن دیده می شود 

  

                                                   
١ Cortical Granules 
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  )VTnG(گروه منجمد پیوندي غیر گنادکتومی . 3-2-7-2
، فولیکول اولیه حاوي یک ردیف سلول گرانولوزاي مکعبی مورد VTnGدر مقطع بسیار نازك از گروه      

نماي کلی سیتوپلاسم تخمک سرشار از ارگانل بوده و می توان  در). A-18- 3شکل (بررسی قرار گرفت 
گفت که بیشترین تعداد ارگانل چه نسبت به گروه کنترل و چه نسبت به گروه هاي پیوندي دیگر را دارا 

در تخمدان این گروه، هستۀ تخمک کاملاً گرد و مرکزي بوده، غشاء هسته ). A-18-3شکل (می باشد 
دیده می شود  nVTnGدست نخورده و داراي منافذ هسته اي کمتر از گروه کنترل و تقریباً معادل گروه 

میله : میتوکندري با اشکال مختلف در سیتوپلاسم تخمک این گروه دیده می شود). A, B-18-3شکل (
طبیعی با کریستاهاي عرضی، میتوکندري توخالی و فاقد کریستا، دایره اي طبیعی با کریستاهاي کناري اي 

دستگاه گلژي فعال در کنار هسته در ). B- 18-3شکل (و دایره اي با کریستاهاي مرکزي متراکم و تیره 
ندري ها نمایان در کنار میتوک nVTnGنیز بارزتر از گروه  SERبرخی نواحی سیتوپلاسم دیده شده و 

است که در مرکز سیتوپلاسم و به  MVBاز دیگر عناصر بارز در این گروه ). B, C, E- 18- 3شکل (است 
غشاء تخمک در ارتباط بسیار نزدیک با سلول ). F- 18-3شکل (تعداد قابل توجهی خود نمایی می کنند 

اتصالات شکاف دار نیز به . فته استهاي گرانولوزا بوده و در مناطق بسیار کمی از این سلول ها فاصله گر
همچنین در بین غشاء سلول هاي فوق میکروویلی هاي . وضوح و با تعداد مناسب قابل تشخیص هستند

  ).D- 18- 3شکل (دیده می شوند  nVTnGطبیعی و در تعداد زیاد نسبت به گروه هاي کنترل و 
قدار کمی هتروکروماتین مارژینال در آن ها سلول هاي گرانولوزا داراي هستۀ یوکروماتین بوده و به م     

در بین سلول هاي گرانولوزا، سلول آترتیک و نیز ماکروفاژهاي هجوم آورده به فولیکول نیز . دیده می شود
سلول هاي گرانولوزا نیز با یکدیگر ارتباط بسیار نزدیکی داشته و ). A-18-3شکل (دیده می شوند 

افزایش سطح ). A, G, H-18-3شکل (غشاء قابل تشخیص است میکروویلی هاي آن ها در فاصلۀ دو 
سیتوپلاسم در سلول هاي گرانولوزا منجر به افزایش ارگانل ها به خصوص میتوکندري هاي میله اي شکل و 

SER  18-3شکل (شده است -G, H .( سلول هاي تکاي داخلی نیز با نمایی کاملاً متفاوت با گروه
nVTnG  سمت خارج غشاء پایۀ ضخیم سلول هاي گرانولوزا صف آرایی کرده اند به صورت یوکروماتین در

  ).A, G, H-18-3شکل (
  
  )VTG(گروه منجمد پیوندي گنادکتومی . 3-2-7-3

-3شکل (، نمایی از یک فولیکول بدوي را نمایش می دهد VTGمقطع بسیار نازك از تخمدان گروه      
19-A .(تین در مرکز سیتوپلاسم قرار داشته و تا حدودي هستۀ تخمک اولیه گرد، بزرگ و یوکروما

هتروکروماتینی هسته در گروه ). A-19-3شکل (هتروکروماتین مارژینال در آن افزایش پیدا کرده است 
منافذ هسته کمتر از دو گروه . هاي گنادکتومی نسبت به گروه هاي غیر گنادکتومی افزایش نشان می دهد

سیتوپلاسم تخمک سرشار از ارگانل است که البته از . ی باشدم) VTnGو  nVTnG(غیر گنادکتومی 
میتوکندري ها دایره اي، حجیم و حاوي ). A-19-3شکل (گروه هاي غیر گنادکتومی کمتر می باشد 
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همچنین دستگاه گلژي فعالی د رکنار . کریستاهاي بیشتر و منظم تري نسبت به دو گروه دیگر هستند
از جمله نکات قابل توجه در سیتوپلاسم تخمک گروه هاي . مشاهده است دسته اي از میتوکندري ها قابل

این عناصر ابتدا در . دگنادکتومی، اجسام متراکم و تیره اي می باشند که نماي گرانول هاي قشري را دارن
کنار میتوکندري دیده شده و بیشتر آن ها در محیط سیتوپلاسم و نزدیک غشاء تخمک جا گرفته اند 

شکل (واضح و مشخص نیز به چشم می خورد  SER  در کنار میتوکندري ها). B, C, D- 19-3شکل (
3-19 -D .( علاوه بر این در بخش هایی از سیتوپلاسم، میتوکندري هاي غیر طبیعی با کریستاهاي متراکم

). G- 19-3شکل (نیز دیده می شود ) MVB(و تیره وجود داشته که در کنار آن ها اجسام مالتی وزیکولار 
رشته اي است در زیر غشاء که  میکی دیگر از عناصر قابل توجه در تخمک این گروه، حضور اجسام متراک

غشاء تخمک بدون فاصله ). H- 19-3شکل(رشته هاي آن عمود بر غشاء و موازي با یکدیگر دیده می شوند 
تعداد و اندازه هاي طبیعی گرفتن از سلول هاي گرانولوزا، تمامیت خود را حفظ کرده و میکروویلی هاي با 

  ).F- 19-3شکل (را در خارج سلول نمایان ساخته است 
سلول هاي گرانولوزا هسته هاي کشیده و با هتروکروماتینی مارژینال داشته که البته نسبت به دو گروه     

  ). G- 19-3شکل (غیر گنادکتومی کمتر شده است 
  )nVTG(گروه غیر منجمد پیوندي گنادکتومی . 3-2-7-4
در مقطع . داشته است VTG، تا حدود زیادي تغییراتی مشابه گروه nVTGمقطع فوق نازك از گروه  

هسته همانند گروه ). A-20-3شکل (تخمدان این گروه یک فولیکول بدوي مورد ارزیابی قرار گرفته است 
و هستک در گوشه  دیگر گنادکتومی از هتروکروماتینی بیشتري برخوردار شده، منافذ آن نیز کاهش یافته

سیتوپلاسم حاوي ارگانل زیاد بوده و میتوکندري ). A, B, C-20- 3شکل (اي از هسته دیده می شود 
دستگاه گلژي فعال در کنار هسته به وضوح . دایره اي طبیعی با کریستاهاي کناري در آن دیده می شود

، گرانول هاي VTGادکتومی در این گروه نیز مانند گروه گن). C, D- 20-3شکل (قابل مشاهده است 
- 3شکل (دیده می شود که از ویژگی گروه هاي گنادکتومی است ) CG(زیادي مشابه گرانول هاي قشري 

20-A, B .( سلول هاي گرانولوزا به شدت سرشار از ارگانل هاي طبیعی بوده و برخی هسته یوکروماتین و
 فشرده بین سلول هاي گرانولوزا دیده می شودهمچنین اتصالات کامل و بسیار . برخی هتروکروماتین دارند

هسته سلول هاي تکا و سلول هاي استرومایی نزدیک فولیکول نسبت به گروههاي ). A, E-20-3شکل (
  ).H- 20-3شکل (دیگر تیره تر و متراکم تر می باشد 
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نسبت به سایر گروه های  nVTnGتغییرات فراساختار فولیکول اولیه در گروه . )nVTnG(مقاطع فوق نازك از تخمدان هاي گروه غیر منجمد پیوندي غیر گنادکتومی : 17- 3شکل 
  .پیوندی و کنترل تفاوت چندانی نشان نمی دهد

Oo: Oocyte, GC: Granulosa Cell, GCN: Granulosa Cell Nucleus, N: Nucleus, Ns: Nucleolus, M: Mitochondria, IM: Immature Mitochondria, EM: Empty Mitochondria, MVB: Multi Vesicular Body, GCo: Golgi Complex, BL: Basal 
Lamina, TC: Theca Cell, St: Stroma, Large White Arrow: B, E, F) Oolema, C) Nuclear Pores, D, H) Gap Junction between Granulosa cells, G) Nuclear Transportation, Small White Arrow: B) Cortical Granule, F) Gap Junction 
between Oocyte and Granulosa Cell, G, H) Granulosa Cell Process, Large Black Arrow: B, D, E, H) Oocyte Microvilli, F) Vacuole, Small Black Arrow: B, C) Nuclear Envelop, D) Rough Endoplasmic Reticulum Arc
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نسبت به سایر گروه های پیوندی و کنترل تفاوت  VTnGتغییرات فراساختار فولیکول بدوی در گروه . )VTnG( گنادکتومیمقاطع فوق نازک از تخمدان های گروه منجمد پیوندی غیر : ١٨-٣شکل   

 .چندانی نشان نمی دهد
Oo: Oocyte, GC: Granulosa Cell, GCN: Granulosa Cell Nucleus, N: Nucleus, Ns: Nucleolus, M: Mitochondria, IM: Immature Mitochondria, MVB: Multi Vesicular Body, GCo: Golgi Complex, BL: Basal Lamina, TC: Theca Cell, St: Stroma, Large 
White Arrow: B) Oolema, C) Nuclear Pores, D) Gap Junction between Granulosa cells, D, G) Gap Junction between Oocyte and Granulosa Cell, Small White Arrow: A, B, E, G) Cortical Granule, Large Black Arrow: F) Oocyte Microvilli, F) 
Vacuole, G) Oolema, Small Black Arrow: B, C) Nuclear Envelop, D) Rough Endoplasmic Reticulum Arc
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نسبت به سایر گروه های پیوندی و کنترل تفاوت  nVTGتغییرات فراساختار فولیکول اولیه در گروه . )nVTG( فوق نازك از تخمدان هاي گروه غیر منجمد پیوندي گنادکتومیمقاطع : 19- 3شکل 
  .چندانی نشان نمی دهد

Oo: Oocyte, GC: Granulosa Cell, GCN: Granulosa Cell Nucleus, N: Nucleus, Ns: Nucleolus, M: Mitochondria, IM: Immature Mitochondria, MVB: Multi Vesicular Body, GCo: Golgi Complex, BL: Basal Lamina, TC: Theca Cell, St: Stroma, Large 
White Arrow: A) Pyknotic Granulosa Cells, B) Nuclear Pores, D) Gap Junction between Granulosa cells, Small White Arrow: C, H) Cortical Granule, E) Gap Junction between Oocyte and Granulosa Cell, Large Black Arrow: C) Secretory Materials 
from Golgi Complex D, E, G, H) Oocyte Microvilli, Small Black Arrow: B) Rough Endoplasmic Reticulum, H) Oolema Arc
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نسبت به سایر گروه های پیوندی و کنترل تفاوت چندانی  VTGتغییرات فراساختار فولیکول بدوی در گروه . )VTG(مقاطع فوق نازك از تخمدان هاي گروه منجمد پیوندي گنادکتومی : 20- 3شکل 
 .نشان نمی دهد

Oo: Oocyte, GC: Granulosa Cell, GCN: Granulosa Cell Nucleus, N: Nucleus, Ns: Nucleolus, M: Mitochondria, EM: Empty Mitochondria, MVB: Multi Vesicular Body, GCo: Golgi Complex, BL: Basal Lamina, TC: Theca Cell, St: Stroma, Large 
White Arrow: A, E) Oolema, B) Nuclear Pores, G) Gap Junction between Granulosa cells, Small White Arrow: A) Cortical Granule, F) Gap Junction between Oocyte and Granulosa Cell, D, G) Degenerated Mitochondria, Large Black Arrow: F) 
Oocyte Microvilli, Small Black Arrow: D) Rough Endoplasmic Reticulum Arc
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 فصل چهارم بحث 
  
  انجماد شیشه اي و مقایسۀ اثر ترکیبات مختلف ضد یخ. 4-1
تغییرات ساختار و فراساختار تخمدان کامل موش صـحرایی پـس از انجمـاد شیشـه اي بـا      . 4-1-1

  ترکیبات مختلف ضدیخ
در مطالعه حاضر تأثیر ترکیبات مختلف ضدیخ بر میزان سالم ماندن فولیکولها و نیز بروز آپوپتوز پس از انجماد 

مطالعات مشابهی نیز در مقایسه اثرات . هفته اي بررسی شده است 5شیشه اي تخمدان کامل موش صحرائی 
، ]221[، گاو  ]220, 70[، بز  ]219, 218[، گوسفند ]217, 74[ضدیخ هاي مختلف بر بافت تخمدان انسان 

همچنین در مطالعات دیگري فراساختار . صورت گرفته است ]224[و سمن گراز  ]223[، جنین ]222[گربه 
و گزارش شده که ترکیب  ]71[بافت تخمدان گاو تحت تأثیر ضدیخهاي مختلف مورد بررسی قرار گرفته 

. در حفظ بافت تخمدان گاو نسبت به سایر ضدیخ ها موفقتر بوده است PROHو  DMSOضدیخهاي 
Paynter ]225[ ،Borges ]226[  و همکارانشان گزارش کردند که مدت زمان کوتاهی انکوباسیون نمونه ها

بنابراین ما نیز پس از . پس از انجماد به سلولها و بافت اجازه بیشتري براي برگشت به حالت طبیعی می دهد
  .ساعت تخمدانها را انکوبه نمودیم 5/0انجماد در حدود 

بر بافت تخمدان کامل موش  PROHو  EG ،DMSOدر پژوهش حاضر اثر ترکیبات مختلف سه ضدیخ      
از طرف دیگر اثر این ترکیبات در حضور سوکروز و یا بدون آن نیز مقایسه . هفته اي بررسی شد 5صحرایی 

به منظور بررسی میزان سمیت محلولهاي انجمادي، براي هر گروه آزمایشی تست سمیت نیز صورت . گردید
نجمادي تیمار شده، سپس بدون ورود به نیتروژن بلافاصله به این ترتیب که تخمدانها ابتدا با محلول ا. گرفت

با این روش می توان دریافت که آسیبهاي وارد شده به بافت تخمدان در . شدند) آب دهی(وارد مرحله ذوب 
  .نتیجه کاهش دما بوده یا اینکه محلول هاي حاوي ضدیخ هاي سمی موجب آن شده است

%). 53/36 ± 03/0(ر بافت تخمدان گروه کنترل فولیکولهاي بدوي بودند بیشترین میزان فولیکولهاي سالم د     
پس از انجماد در همه گروههاي انجمادي بیشترین آسیب بر این نوع فولیکول وارد شد به طوریکه در دو گروه 

کمترین تعداد فولیکولهاي بدوي سالم مشاهده %) 02/0 ± 81/8( VVIو %) VII )01/0 ± 28/11انجمادي 
. که البته اختلاف در تعداد فولیکولهاي بدوي در تمامی گروههاي انجمادي با گروه کنترل معنی دار بود گردید

بوده که البته این میزان %) VIV )03/0 ± 04/19در این بین بیشترین تعداد فولیکولهاي سالم مربوط به گروه 
ما به نظر می رسد زمانی که سوکروز به ا. تفاوت معنی دار داشت%) VVI )02/0 ± 81/8با گروه کنترل و گروه 

مول در لیتر به ترکیبات ضدیخ ها اضافه شده است، در هر ترکیب اثر گذاري متفاوتی در حفظ گونه  25/0میزان 
به طوریکه در برخی گروهها موجب کاهش فولیکولهاي سالم و در بعضی . هاي مختلف فولیکولی داشته است

شاید به . بته این اثرات چندان بین گروههاي انجمادي معنی دار نبوده استال. دیگر موجب حفظ آنها شده است
همین دلیل است که در برخی مطالعات سوکروز را از ترکیبات ضدیخ خارج می کنند و نقش دي ساکاریدها را 
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با این . ]227[استفاده می کنند  169در فرآیند انجماد ناچیز دانسته و به همین دلیل از محلولهاي فاقد سوکروز
، چرا که استفاده از ]228[حال سوکروز به عنوان یک دي ساکارید نقش بسزایی در موفقیت انجماد داشته است 

فزایش می دهد آن موجب کاهش میزان سمیت مواد ضدیخ شده و سرعت نفوذ ضدیخهاي نفوذ کننده را ا
رار می گیرد، می تواند همچنین سوکروز به عنوان یک دي ساکارید، به دلیل اینکه در اطراف سلول ق. ]229[

البته . ]230[نقش بالشتکی را ایفاء کند که سلول را تا حدودي از آسیبهاي فیزیکی و مکانیکی حفظ می نماید 
این نکته مهم به نظر می رسد که باید اثر سوکروز بر فراساختار بافت نیز بررسی شود تا جنبه هاي مختلف اثرات 

افت حکایت درستی از ساختار درونی آن ندارد آن مشخص گردد، چرا که در بسیاري از موارد ظاهر سلول و ب
زمانی که گروههاي تست سمیت مورد ارزیابی دقیقتري قرار گرفتند، مشاهده شد که سوکروز با . ]231[

موجب افزایش ) TVIو  TIVبه ترتیب گروههاي ( DMSO + PROHو  DMSO + EGترکیبات ضدیخهاي 
اما سوکروز به همراه . یکه در حفظ اکثر فولیکولها ناموفق بوده استسمیت محلولهاي انجمادي شده، به طور

از . در حفظ انواع مختلف فولیکولها اثر بهتري داشته است) TVگروه ( EG + PROHترکیب دو ضدیخ 
 DMSOمشترك است، می توان گفت که شاید سوکروز به همراه  TVIو  TIVدر دو گروه  DMSOآنجائیکه 

البته این نتیجه تا حدودي با نتایج مطالعه قبلی ما متفاوت . لول انجمادي می شودموجب افزایش سمیت مح
مول در لیتر سوکروز را بر  25/0به همراه  EG + DMSOدر مطالعه قبلی، ما اثر ترکیب ضدیخهاي . است

نتایج نشان داد که در گروه تست سمیت تقریباً کل . ]62[روي قطعات قشر تخمدان گوسفند بررسی کردیم 
فولیکولها نسبت به گروه انجمادي بهتر حفظ شده بودند، که این میزان در تعداد فولیکولهاي پرآنترال معنی دار 

این امر نتیجه آن است که احتمالاً ترکیبات مختلف %). 00/42 ± 90/1و % 00/80 ± 00/2رتیب به ت(بود 
ضدیخ در گونه هاي جانوري اثرات متفاوتی دارند و این اثرات وابسته به گونه است و حتی اثر استفاده از آن در 

بنابراین استفاده از سوکروز به عنوان یک . ]232[سلولها و بافتهاي مختلف یک گونه نیز می تواند متفاوت باشد 
  .دي ساکارید در تمامی گونه ها و نمونه ها ضروري به نظر نمی رسد

     EG  وDMSO  در بسیاري از مطالعات به عنوان ضدیخهاي مناسب در انجماد بافت تخمدان معرفی شده
و  ]43[، انسان ]219, 62[، گوسفند ]220, 70[، بز ]221[گاو : به موارد زیر اشاره نموداز جمله می توان . اند

و در برخی دیگر نتایج  ]221, 220[معرفی شده  DMSOبهتر از  EGدر برخی مطالعات . ]222[گربه 
، آن را براي انجماد انواع مجموعه هاي DMSOمطالعاتی نیز به دلیل نفوذ خوب . ]219, 71[معکوس است 

را به تنهایی بر  PROHو همکارانش اثر ضدیخهاي فوق و  Lucciهمچنین . ]233[سلولی مثبت دانسته اند 
ضعیفترین اثر را در حفظ فولیکولها داشته است  EGبافت تخمدان گاو بررسی نموده و نتیجه گرفته است که 

]71[ .Newton  اثر ضدیخهاي  1998و همکاران در سالDMSO ،EG ،PROH  وGlys  را بر بافت
به دلیل داشتن وزن ملکولی  EGو  DMSOتخمدان انسانی ارزیابی و اشاره نمود که قدرت نفوذ ضدیخهاي 

، Glysهمچنین به دلیل نفوذ ناپذیري اکثر سلولها به گلیسرول . ]74[کمتر نسبت به سایرین بهتر بوده است 
اما در گزارش دیگري از . ]234[یخ می تواند موجب بروز شوك اسمزي و آسیب جدي به سلولها شود این ضد

                                                   
١٦٩ Free Sucrose Media 
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) DMA(و دي متیل استامید  DMSOگلیسرول براي انجماد سمن گراز استفاده و گزارش شد که نسبت به 
به هر حال همانطور که اشاره شد بدلیل سمی بودن گلیسرول و تخریب سلولها به دلیل . ]235[اثر بهتري دارد 

  .طالعات از آن استفاده شده استایجاد شوك اسمزي این ضدیخ چندان محبوبیت پیدا نکرد اگر چه در برخی م
 -2سرعت نفوذ ضدیخ به داخل سلول  -1: به منظور مقایسه اثر ضدیخ ها باید به سه نکته اساسی اشاره نمود

وزن ملکولی و چگالی : سرعت نفوذ یک ضدیخ به دو عامل بستگی دارد. نوع سلول و بافت -3میزان سمیت آن 
کمترین وزن مولکولی  ،C2H6O2با فرمول مولکولی  EGمطالعه،  در بین سه ضدیخ مورد بررسی در این. آن

)g/mol 068/62 ( و بیشترین چگالی را دارد)g/cm3 1132/1.(  
EG  توسط شیمی دان فرانسوي  1859اولین بار در سالCharles-Adolphe Wurtz  از ترکیب استات

از آبدهی اکسید اتیلن به  1860اتیلن گلایکول و از طریق ساپونیفیکیشن با هیدروکسید پتاسیم و در سال 
اتیلن گلایکول تولیدي در جهان به عنوان ماده ضدیخ و بقیه در صنایع پلیمر به کار می % 60تقریباً . دست آمد

، ]236[ین، قدرت نفوذ بهتري نسبت به سایر ضدیخ ها دارد به دلیل داشتن وزن مولکولی پائ EGاگر چه . رود
ه خصوص در باید توجه داشت که اثر این ویژگی می تواند با توجه به اندازه متفاوت و عدم یکنواختی سلولها ب

. در سلولهاي با اندازه هاي متفاوت متغیر است EGچرا که سرعت جابجائی بین آب و . بافت تخمدان تغییر کند
به سرعت وارد سلول می شود ولی آب نمی تواند با همان سرعت از سلول خارج گردد،  EGدر این حالت 

همین مسئله، چروکیدگی بیش از حد در زمان آب دهی مجدد نیز . بنابراین موجب ترکیدن سلول می گردد
هر کدام از . ]237[سلول و آسیب جدي به ارگانلهاي داخلی به خصوص اسکلت سلولی و غشاء را به دنبال دارد 

  .موارد فوق به تنهایی می توانند موجب القاء آپوپتوز و نکروز بافتی شود
البته این مسئله می . ]238[کمتر است  PROHو  DMSOنیز نسبت به دو ضدیخ  EGمیزان سمیت      

سمی باشد اما در بافت تخمدان  Ratدر بافت تخمدان  EGیعنی ممکن است . تواند وابسته به گونه باشد
بر بافت تخمدان گاو اثرات سمی بیشتري  PROHو  DMSOنسبت به  EGاشد و یا اینکه گوسفند سمی نب

این مسئله نیز بسیار مهم است . ]62[به این نکته در مطالعه حاضر و قبلی ما اشاره شده است . ]71[داشته باشد 
به عنوان . که هر چقدر بر درصد ضدیخ در محلول افزوده می شود، نقطه انجمادي محلول نیز کاهش می یابد

 -C°4نقطه انجمادي در حدود  EG% 10اما محلولی با . است EG ،C°5% 5مثال نقطه انجماد محلول حاوي 
، نقطه انجماد به صورت عکس با افزایش غلظت، بالا رفته و مجدداً به EG% 70البته در غلظت بیش از . دارد

  .صفر نزدیک می شود
     DMSO  با فرمول مولکولیC2H6OS  داراي وزن مولکولیg/mol 13/78  و چگالیg/cm3 1004/1 

از اولین موادي است که براي حفاظت در برابر سرما استفاده شده است و تا حدودي در این  DMSO. تاس
 Alexanderتوسط شیمی دان روسی  1866ابتدا در سال  DMSO. محبوبیت دارد EGمسئله بیش از 

Zaytsev اکسید کردن دي متیل سولفاید با اکسیژن یا در اکسید نیتروژن باعث ایجاد. ساخته شد DMSO 
این . ، در بسیاري از واکنش هاي شیمیایی از آن استفاده می شودDMSOبدلیل قدرت حلالیت بالاي . می شود

اگرچه . مؤثر باشد DMSOحلالیت بالا می تواند در کاهش چسبندگی محلول و افزایش تماس سلولها با 
DMSO متیل استامید از کمترین  نسبت به سایر ترکیبات هم خانواده خود نظیر دي متیل فرمامید و دي
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سمیت بیشتري دارد  EGمیزان سمیت برخوردار است اما به طور کلی نسبت به ضدیخ هاي متداول دیگر مانند 
  .البته همانطور که گفته شد این مسئله می تواند وابسته به گونه باشد. ]239[

 g/cm3و چگالی  g/mol 09/76داراي وزن مولکولی  C3H8O2با فرمول مولکولی ) PROH(پروپاندیول      
در تحقیقات زیاد استفاده شده اما در بالین  PROHاگرچه . قدرت نفوذ کمتري دارد EGنسبت به  0597/1

پائین است تا جائیکه حتی تنفس بخارات آن هم خطري  PROHمیزان سمیت . چندان موفقیتی نداشته است
  .در بر ندارد

از آنجائیکه بافت تخمدان حاوي مجموعه اي از . نکته دیگر در ارزیابی اثر ضدیخ ها، نوع بافت و سلول است
سلولهایی با . سلولها با اندازه هاي متفاوت است، لذا اثر گذاري ضدیخ ها در آن سلول به سلول متغیر می شود

در تخمدان مشاهده  mµ 120با قطر حدود مانند سلولهاي استرومایی و اندوتلیال تا تخمکی  mµ 2قطر حدود 
همچنین وجود فضاهائی با اندازه هاي متفاوت در لابلاي سلولهاي گرانولوزا نفوذ و عبور ضدیخ ها را به . می شوند

از طرف دیگر فاصله فولیکولهاي بزرگتر از سطح تخمدان، تأثیر پذیري . سمت تخمک با مشکل مواجه می کند
ولیکولهاي بدوي و اولیه به دلیل نزدیک بودنشان به سطح، سریعتر با ف. آنها را از ضدیخها سخت تر می نماید

در حالی که تخمک در این فولیکولها وارد فاز چروکیدگی می . ضدیخ تماس حاصل کرده و آبگیري می شوند
شود، تخمکهاي موجود در عمق بافت تخمدان که در دل فولیکولهاي آنترال و یا پرآنترال بزرگ قرار دارند، هنوز 

بنابراین هماهنگی مناسب بین زمان اکسپوز با ضدیخ، غلظت و نوع . ]71[با ضدیخ تماس حاصل نکرده اند 
  . ضدیخ بسیار حائذ اهمیت است

بر خلاف این اعتقاد عمومی که فولیکول هاي بزرگتر نسبت به انواع کوچکتر آسیب بیشتري می بینند، در 
تا حدودي بر عکس بود و فولیکولهاي آنترال نسبت به فولیکولهاي کوچکتر آسیب کمتري مطالعه حاضر، نتیجه 

اگرچه فولیکولهاي بدوي به دلیل اندازه کوچک، فعالیت متابولیکی پائین، عدم وجود لایه زونا و گرانولهاي . دیدند
، نسبت به فولیکولهاي دیگر به ]71[قشري و نیز میزان کم چربی درون سیتوپلاسمی حساس به کاهش دما 

آسیبهاي انجمادي مقاومت بیشتري نشان می دهند، اما نتایج نشان دادند که شاید میزان سرعت نفوذ و نیز 
ی، در درجه اول اهمیت قرار داشته و این امر بر سالم ماندن سمیت ضدیخ ها در بافت تخمدان موش صحرای

از آنجائیکه در مطالعات بعدي . فولیکولها به خصوص فولیکولهاي بدوي نزدیک به سطح، تأثیر گذار بوده است
قصد بر استفاده از بافت تخمدان منجمد در پیوند می باشد، لذا ترکیبی از ضدیخ ها مفیدتر می باشد که در 

، EGبا ترکیب  VIVدر این بین گروه . لیکولهاي با اندازه کوچک موفقیت بیشتري داشته استحفظ فو
DMSO  مول در لیتر سوکروز نتایج بهتري نشان داد 25/0و.  

در کنار استفاده از دي ساکاریدها به منظور کمک به روند نفوذ هر چه بهتر ضدیخ هاي نفوذ کننده، 
، ]241, 240[ز مورد توجه بوده و در برخی از مطالعات استفاده شده اند ماکرومولکول هایی نظیر فایکول نی

و همکارانش نشان دادند که  Abed-elahi. اگرچه گسترش کاربرد آن ها مانند دي ساکاریدها نبوده است
دیگر جواب بهتري در حفظ بافت تخمدان موش در جریان ، سوکروز و فایکول با یکEGاستفاده از ترکیب 
همچنین گزارش شده است که استفاده از سوکروز و . ]240[به تنهایی داشته است  EGانجماد نسبت به 

به دنبال . ]242[فایکول در ترکیبات ضدیخ، میزان تشکیل کریستال یخ را به طور قابل توجهی کاهش می دهد 
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ن بیشتر فولیکول ها در با ماکرومولکول ها را در زنده ماند EGاین، مطالعات دیگري نیز اثر ترکیبی مثبت 
بنابراین به طور کلی می توان گفت که . ]243, 78[انجماد تخمدان انسان و حیوانات دیگر گزارش کرده اند 

تغییر در ترکیب مواد ضدیخ، تغییر در محلول هاي تعادلی و دماي آن ها، استفاده از دي ساکاریدها و 
آسیب هاي ناشی از کاهش دما را به حداقل ماکرومولکول ها و تغییر در شرایط آب گیري و آب دهی می تواند 

  .برساند
برخی از آسیب هاي انجماد که ناشی از روش کار هستند، با تغییراتی در شیوة انجمادي، تا حدودي  بهبود می 

در حقیقت تعداد بی شماري روش هاي انجماد آهسته و شیشه اي وجود دارند که محیط هاي مایع . یابند
ند آب گیري و آب دهی، اطراف سلول هاي تخمدانی فراهم کرده و با وجود این مواد متفاوتی را در طول فرآی

سمی و آسیب رسان به همراه کاهش دماي بافت تخمدان، آسیب هاي جدي به سلول ها و ارگانل هاي 
از جملۀ مهمترین این آسیب ها می توان به بر هم خوردن نظم اسکلت سلولی . سیتوپلاسمی آن ها وارد می آید

و از بین رفتن نظم ساختاري  ]245[، چسبندگی سلول هاي ردة میوزي و سوماتیک ]244[و دوك میوزي 
  .اشاره نمود ]246[درونی تخمک و سلول هاي گرانولوزا 

در این مسئله که بررسی وضعیت سلول و بافت فقط از طریق بافت شناسی معمولی قابل اعتماد نیست، توافق 
مطالعات گذشته بر روي انجماد بافت تخمدان نشان داده اند که نتایج بافت شناسی همیشه پس . کلی وجود دارد

از طرف دیگر اگرچه اطلاعات به دست . ]231, 71[تأیید نمی شود ) EM(بررسی با میکروسکوپ الکترونی از 
آمده از بررسی بافت شناسی می تواند به ارزیابی ما از نتایج انجماد کمک بسیاري نماید اما با توانایی رشد و زنده 

به عبارت دیگر با استناد به بافت شناسی . ]247[ارند مانی سلول ها و یا بافت مورد بررسی، مطابقت کامل ند
بنابراین براي حصول اطمینان از زنده بودن سلول ها و . نمی توان از زنده بودن سلول ها اطلاع دقیق حاصل کرد

  .]218[یا بافت و نیز توانایی حیات آن ها روش هاي دیگري از جمله رنگ آمیزي هاي حیاتی ضروري می نماید 
ت غیر قابل مشاهده با میکروسکوپ نوري و قابل مشاهده به در پژوهش حاضر نیز از جمله نکات مهم، تغییرا

جهت ارزیابی فراساختار بافت تخمدان هاي انجمادي، گروه هاي کنترل، . وسیلۀ میکروسکوپ الکترونی می باشد
V I  وV IV  با ترکیب (از گروه هاي انجماديEG ،DMSO و تخمدان هاي آزمون سمیت معادل ) و سوکروز

. بر اساس پاسخ دهی مناسب در حفظ فولیکول هاي کوچک، انتخاب شدند T IVو  T Iهاي آن ها یعنی گروه 
از آنجائیکه پس از طی دورة پیوند آنچه که در ارزیابی موفقیت این عمل مورد توجه قرار می گیرد، بیشتر 

ز به مطالعۀ فولیکول هاي مراحل ابتدایی یعنی بدوي و اولیه هستند لذا در بررسی میکروسکوپ الکترونی نی
  .تصادفی این دو نوع فولیکول پرداخته شد

، مشخص گردید که درصد انواع H&Eپس از تجزیه و تحلیل داده هاي حاصل از شمارش فولیکول ها با روش 
مختلف فولیکول هاي سالم در تمامی گروه هاي انجمادي نزدیک به یکدیگر بوده و با گروه کنترل اختلاف معنی 

ء در فولیکول هاي بدوي سالم که تمامی گروه هاي انجمادي نسبت به گروه کنترل، کاهش به جز. دار ندارند
جهت مطالعه به وسیلۀ میکروسکوپ الکترونی، به محض دیده شدن یک فولیکول بدوي و . معنی دار نشان دادند

لذا انتخاب . تر گردیدیا اولیه نسبتاً سالم در بزرگنمایی پایین، اقدام به تصویر برداري در بزرگنمایی هاي بالا
که  V IVبیشترین تعداد فولیکول هاي بدوي سالم متعلق به گروه . فولیکول ها به صورت تصادفی صورت گرفت
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مول در لیتر سوکروز  بود که این میزان پس از بررسی  25/0و  EG ،DMSOمحلول انجمادي آن حاوي 
مورد بررسی قرار  EMوي در همین گروه توسط اما زمانی که فولیکول بد. توسط میکروسکوپ نوري حاصل شد

علاوه بر . گرفت، مشاهده گردید که آسیب هاي ناشی از انجماد در این گروه نیز قابل توجه می باشند
میکروسکوپ الکترونی در بررسی مقاطع نیمه نازك همین گروه ها نیز تفاوت هاي بسیار مهمی به چشم می 

مشاهده نبوده و منحصر به مقاطع نیمه نازك رنگ آمیزي شده با قابل  EMو  H&Eخورد که در روش هاي 
حدود (نانومتر  500تا  200چرا که اول، به دلیل کاهش ضخامت قطعات بافتی به میزان . تالوئیدین بلو می باشد

و عبور بهتر نور از خلال بافت، ویژگی هاي آن بسیار جزئی تر دیده شده و ) H&Eبرابر نازك تر از مقاطع  20
دوم، مساحت سطحی از بافت که در مقاطع نیمه نازك مورد بررسی قرار . دقیق تر مورد بررسی قرار می گیرد

لذا اگرچه اطلاعات به . مطالعه می شود EMمی گیرد چندین برابر بیشتر از سطحی است که بر روي گریدهاي 
یست، اما وسیعتر بوده و ارزیابی جزئی تر ن EMدست آمده از مقاطع نیمه نازك نسبت به مقاطع فوق نازك در 

بخش هاي بیشتري از ساختارهاي بافتی مانند انواع دیگر فولیکول ها، جسم زرد، استروما و عروق خونی آن، قشر 
  .تخمدان و تونیکا آلبوژینه و نیز اپیتلیوم سطحی تخمدان را ممکن می سازد

گرچه در تعداد فولیکول هاي سالم و و سوکروز ا EG ،DMSOحاوي  V IVبا توجه به مطالب فوق، گروه 
مرده نسبت به گروه هاي دیگر انجمادي بهتر از سایر گروه ها نشان داد اما در بررسی مقاطع نیمه نازك تخمدان 

آسیب به اپیتلیوم سطحی تخمدان، عروق زیر . هاي این گروه، آسیب به تمامی بخش هاي بافت مشاهده گردید
قی، چروکیدگی و فاصله گرفتن تخمک از سلول هاي گرانولوزا، به هم کپسولی، کف آلوده شدن عروق عم

ذوب – ریختگی تونیکا آلبوژینه و هایپر کروماتیک شدن سلول ها، از مواردي است که در بافت تخمدان منجمد
حتی در برخی . نمی باشد) V I(شده این گروه به چشم می خورد که این تغییرات کمتر از گروه فاقد سوکروز 

موارد مانند به هم ریختگی تونیکا آلبوژینه و واکوئلیزه شدن شدید سلول هاي استرومایی که حاصل خالی شدن 
. قطرات چربی از محتویات خود است و نیز چروکیدگی تخمک فولیکول هاي آنترال، آسیب شدیدتر می باشد

اثر افزایش چروکیدگی در  .نیز دیده می شود) T IVو  T I(همین وضعیت نیز در گروه هاي آزمون سمیت 
تخمک فولیکول هاي آنترال که سیتوپلاسمی بسیار بزرگتر از سلول هاي دیگر دارند، می تواند ناشی از اثر 

این مطلب که تخمک نسبت به سلول هاي گرانولوزا در برابر شرایط . سوکروز و عدم خارج شدن کامل آن باشد
آن . ]248[و همکارانش نیز گزارش شده است  Braw-Talطالعۀ انجماد آسیب پذیر تر بوده ثابت شده  و در م

منجمد شده بودند، نسبت به  DMSOو  EGها نشان دادند که تخمک فولیکول هاي پرآنترال خوك که با 
سلول هاي گرانولوزا دچار آسیب هاي فراساختاري جدي تر و گسترده تر مانند تورم میتوکندري و شبکۀ 

با تورم میتوکندري در گروه هاي انجمادي حاوي سوکروز در مطالعۀ این نتایج . ]248[اندوپلاسمیک شده است 
و نیز  T IVحاضر تطابق دارد به طوریکه افزایش قطر میتوکندري و نیز تورم دستگاه گلژي به خوبی در گروه 

V IV باید توجه داشت که بر اساس مطالعات . مشهود استSilva  و همکارانش، تورم میتوکندري و شبکۀ
یک پیش آگهی خوبی نداشته و از اولین علایم شروع مرگ تخمک و نهایتاً فولیکول به شمار می رود اندوپلاسم

و در مطالعه ما نیز  ]249[در اصل تورم میتوکندري در پی از بین رفتن تعادل یونی غشاء سلولی بوده . ]231[
می تواند حاصل از ) گروه حاوي سوکروز(وجود میتوکندري هاي متورم به خصوص در گروه هاي آزمون سمیت 
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نیز  ]226[و همکارانش  Borgesشوك اسمزي ناشی از نفوذ ضدیخ ها به داخل سلول باشد که با یافته هاي 
ات زیادي به بررسی آن از آنجائیکه آسیب به میتوکندري از اهمیت بالایی برخوردار است در مطالع. مطابقت دارد

و همکارانش نشان دادند که روش حمل نمونه به داخل نیتروژن  Abed-Elahiاز جمله . پرداخته شده است
به این . ]240[تفاوت هاي اساسی در آسیب به ارگانل هاي سیتوپلاسمی به خصوص میتوکندري ایجاد می کند 

آسیب میتوکندري در فولیکول هاي تخمدان کمتر از ) CV170(ترتیب که در روش متداول انجماد شیشه اي 
از طرف دیگر حفظ توانایی رشد آزمایشگاهی فولیکول هاي جداسازي . است) DCV171(روش مستقیم انجمادي 

و  ]Mazochi ]250[ ،Haidari ]251توسط ) CV(ادي با روش متداول شده از تخمدان هاي انجم
ا به حداقل میزان خود همکارانشان نشان داد که استفاده از روش انجمادي مطمئن می تواند آسیب تخمدان ر

ثابت شده . این مطلب می تواند دلیل تغییر روش حمل نمونه تخمدان به نیتروژن در پژوهش حاضر باشد. برساند
در مطالعۀ حاضر، ما . ]253, 252[است که حمل نمونه به داخل نیتروژن با سوزن نتایج خوبی به دست می دهد 

طبق روشی که در مطالعۀ گذشته، تخمدان هاي گوسفندي  Cryopinاز سوزن سرنگ انسولین یا همان 
و همکارانش براي  Wangتفاوت این روش و مزیت آن با روشی که توسط . ]62[منجمد شدند، استفاده نمودیم 

، این است که با هر سوزن انسولین یک نمونه تخمدان به داخل ]253[به کار برده شد  2008اولین بار در سال 
ود و در هنگام ذوب جهت مطالعه بر روي تخمدان انجمادي نیز نمونه ها به صورت انفرادي نیتروژن برده می ش

و همکارانشان براي فرو بردن نمونه هاي تخمدان به  ]252[ Xiaoو  ]Wang ]253. از تانک خارج می شوند
داخل نیتروژن از سوزن طب چینی بهره بردند و در هر مرتبه چند عدد بافت تخمدان را در یک سوزن قرار داده 

قرار دادن چند تخمدان در یک سوزن در هنگام ذوب می تواند مسئله ساز باشد، چرا . و مجموعاً ذخیره نمودند
  .عۀ یک نمونه مجبور به ذوب اجباري چند تخمدان دیگر نیز خواهیم بودکه براي مطال

حاکی از روند طبیعی آب  T Iبه هر حال تغییرات جزئی ایجاد شده در ساختار و فراساختار فولیکول هاي گروه 
اما آسیب هاي جدي تر مانند افزایش چروکیدگی تخمک و . گیري و آب دهی در فرآیند آزمون سمیت است

هسته آن، افزایش میتوکندري هاي متورم که خود نشان از آغاز مرگ سلولی دارند، تورم در دستگاه  تراکم
گلژي، افزایش واکوئل در سیتوپلاسم و تراکم در هستۀ سلول هاي گرانولوزا و استروما و نیز افزایش فاصله بین 

کروز در فرآیند آب گیري و آب دهی دو سلول اخیر در برخی نواحی اطراف فولیکول، همه نشان از تداخل اثر سو
  .سلول ها دارد

بررسی فراساختار فولیکول هاي گروه هاي انجمادي که تخمدان آن ها بر خلاف گروه هاي آزمون سمیت، مرحلۀ 
در گروه هاي انجمادي اگرچه میتوکندري . کاهش دما را هم تجربه کرده اند، اطلاعات متفاوتی به دست می دهد

یده نمی شوند اما میتوکندري هاي کاملاً  تیره و متراکم افزایش قابل توجهی یافته اند که هاي متورم زیاد د
پیش آگهی خوبی براي ادامۀ فعالیت فیزیولوژیک ندارند، چرا که آسیب به میتوکندري متابولیسم سلول را تهدید 

آن  که در بزرگنمایی پایین، فولیکول) V IV(به خصوص در گروه انجمادي با سوکروز . ]255, 254[می نماید 

                                                   
١٧٠ Conventional Vitrification (CV) 
١٧١ Direct Cover Vitrification (DCV) 
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و اجسام تیغه اي و نیز بر هم خوردن نظم ارگانل ها،  MVBنماي طبیعی دارد، در بزرگنمایی بالا افزایش 
افزایش دامنۀ . چروکیدگی شدید زونا و فاصله گرفتن تخمک از سلول هاي گرانولوزا به خوبی دیده می شود

انجمادي پس از استفاده از  آسیب به تخمک و نیز سطوح خارجی فولیکول، در گروه هاي آزمون سمیت و
  .سوکروز کاملاً مشهود و بارز است

بر روي انجماد شیشه اي تخمک، نشان داده شد که تجمع قطرات  ]256[و همکارانش  Boonkusolدر مطالعۀ 
این یافته تا حدودي با نتایج . و وزیکول هاي چربی زیر غشاء تخمک ناشی از فرآیند انجماد شیشه اي می باشد

چرا که چروکیدگی . ی پس از انجماد شیشه اي مطابق استما در بررسی فراساختار تخمدان هاي موش صحرای
سیتوپلاسم سلول بزرگی چون تخمک منجر به کاهش سطح سیتوپلاسم آن شده و به صورت طبیعی ارگانل ها 

  . به غشاء تخمک نزدیک تر می شوند
  
 میزان بروز آپوپتوز در تخمدان کامل موش صحرایی پس از انجماد شیشـه اي بـا ترکیبـات   . 4-1-2

  مختلف ضدیخ
نزدیک بودن نتایج حاصل از شمارش فولیکول هاي سالم و مرده در رنگ آمیزي  بافت شناسی معمولی به 

به همین سبب در پژوهش حاضر . واقعیت با رنگ آمیزي عوامل زنده مانی و یا مرگ سلولی دیگر تأیید می شود
لولی آپوپتوز پس از انجماد، به وسیلۀ روش رنگ آمیزي تخمدان هاي انجمادي براي ارزیابی میزان بروز مرگ س

. به وسیلۀ آنتی بادي ضد آن صورت گرفت Caspase 3ایمونوهیستوشیمی تشخیص ساخت پروتئاز سیستئینی 
بیان شده در سیتوپلاسم و  Caspase 3پس از رنگ آمیزي سلول هایی که روند مرگ سلولی را آغاز کرده اند، 

در مراحل ابتدایی و پیش از  Caspase 3دلیل اینکه در روند آپوپتوز بیان  به. به رنگ قهوه اي دیده می شود
، تغییرات آسیمتریک غشاء سلول و تشکیل اجسام DNAبروز ظواهر مرگ در سلول مانند قطعه قطعه شدن 

طبیعی به نظر برسد اما روند مرگ  H&Eآپوپتوزي می باشد، لذا ممکن است ظاهر یک سلول در رنگ آمیزي 
شاید برخی از سلول هاي با ظاهر طبیعی،  Caspase 3بنابراین پس از رنگ آمیزي با . ز کرده باشدرا آغا

  .را به رنگ قهوه اي بروز دهند Caspase 3سیتوپلاسم حاوي 
به طور کلی نسبت به گروه ) کل فولیکول ها% 20تقریباً (میزان بروز مرگ سلولی در هر دو گروه انجمادي 

 Paynterهمانطور که در مبحث قبل اشاره شد، . برابر افزایش یافت 4) ل فولیکول هاک% 5تقریباً (کنترل 
]225[ ،Borges ]226[  و همکارانشان نشان دادند که براي برگشت بافت تخمدان انجمادي به حالت طبیعی و

ما نیز همچون . فعالیت فیزیولوژیک عادي، مدت زمان کوتاهی در حدود نیم ساعت انکوبه کردن کافی می باشد
این مدت زمان به سلول هایی . ، تخمدان ها را پس از ذوب حدود نیم ساعت انکوبه کردیم]62[مطالعۀ گذشته 

اما . ، اجازة بروز آن را می دهندCaspase 3ر گرفته اند مانند بیان که تحت اثر عوامل القاء کنندة آپوپتوز قرا
باید توجه داشت که انکوبه کردن بیش از این مدت نیز می تواند منجر به تداخل اثرات کشت بافت و عوامل 

  .محیط کشت با نتایج حاصل از انجماد شود که این امر مطلوب نخواهد بود

Arc
hive

 of
 S

ID

www.SID.ir

www.SID.ir


 

  ... ، رگزائی و آپوپتوزي بافت تخمدانولیمطالعه فراساختار و بیان ژنهاي بلوغ فولیک
 
 
 

131 
 

ج حاصل از انجماد شیشه اي بر اساس روش هاي مختلف ارائه شده و تفاوت در نهایتاً باید اذعان داشت که نتای
استفاده از انواع ترکیبات ضدیخ ها و نیز زمان هاي مختلف آب گیري و آب دهی، نوع انتقال دهندة نمونه به 

که آسیب از طرفی باید توجه داشت . نیتروژن و مهمتر از همه گونۀ جانوري مورد استفاده، متفاوت خواهد بود
هاي ناشی از انجماد اگر چه ممکن است در بررسی هاي بافتی معمول جزئی به نظر برسند، اما در ارزیابی 

  .فراساختار، شدت آسیب به نحو دیگري تعریف می شود
  
  پیوند به خودي تخمدان کامل موش صحرایی پس از انجماد شیشه اي. 4-2
ذوب شدة موش صحرایی پس از پیونـد  -کامل منجمدتغییرات ساختار و فراساختار تخمدان . 4-2-1

  به خودي
در بخش دوم این مطالعه اثر پیوند به خودي تخمدان کامل موش صحرایی پس از انجماد شیشه اي مورد بررسی 

تخمدان ها پس از ذوب حدود نیم ساعت انکوبه شدند و سپس در زیر پوست پشت گردن مطابق . قرار گرفت
موفقیت و یا عدم آن در گرفتن پیوند با فولیکول . روش ها آورده شد پیوند زده شدند آنچه که در بخش مواد و

به این ترتیب که اگر در بافت پیوندي فولیکول هاي مراحل پایین دیده شوند، یک . هاي کوچک تخمین زده شد
ي کوچک، با این توجیه که پس از گذشت سه هفته وجود فولیکول ها. پیوند موفق در نظر گرفته می شود

به این ترتیب بر . حکایت از برقراري حتمی جریان عروقی و باقی ماندن بافت تخمدان پیوندي در مسیر رشد دارد
، درصد موفقیت پیوند در گروه هاي انجمادي تا حدودي کمتر از گروه هاي غیر انجمادي بود 6- 3اساس جدول 

  .انجماد باشدکه می تواند دلیلی بر آسیب به ذخیرة فولیکولی در نتیجۀ 
اگر چه در برخی . به نظر می رسد که در موفقیت پیوند، برداشتن تخمدان طرف مقابل نقشی نداشته است

در پیوندهاي (مطالعات به این موضوع اشاره شده است که برداشت تخمدان طرف مقابل و یا هر دو تخمدان 
خون شده و بنابراین بستر مناسبی را براي پیوند بافت  FSH، موجب افزایش سطح )آلوگرافت یا زنوگرافت

در اصل با حذف دو تخمدان، مهار کننده ها و یا تنظیم کننده هاي تخمدانی گنادو . تخمدان آماده می نماید
می تواند در  FSHثابت شده است که . بالا می رود FSHو به خصوص  LHتروپین ها حذف شده و سطح 

د و همچنین عامل اصلی تکثیر سلول هاي گرانولوزا و نهایتاً بلوغ فولیکول می باشد تحریک رگ زایی مؤثر باش
تغییرات هورمونی ناشی از برداشت تخمدان ها در بخش مربوط به اثر پیوند بر تغییرات هورمونی و . ]257[

  .مورد بررسی بیشتر قرار خواهد گرفتگنادوتروپین ها 
نوع روش انجمادي و ترکیبات ضدیخ مورد : به هر حال موفقیت پیوند بستگی به عوامل متعدد دارد، از جمله

استفاده در محلول هاي انجمادي، گونۀ جانوري، جایگاه پیوند، هورمون درمانی، برداشت تخمدان طرف مقابل، 
  .تاً استفاده از داربست هاي زیستی  براي کمک به تسریع در فرآیند رگ زاییایجاد زخم در بستر پیوند و نهای

بررسی اثر پیوند بر تخمدان هاي انجمادي فقط با بررسی بافت شناسی کامل نمی شود، حتی اگر چرخۀ 
ا تولد بلکه اعتقاد بر این است که اثر پیوند باید ت. تخمدان فعال شده باشد-هیپوفیز- هورمونی محور هیپوتالاموس

نوزاد زنده پی گیري شود و پس از آن است که می توان گفت پیوند انجام شده، نتیجۀ مطلوب را به دست داده 
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نکتۀ قابل توجه این است که اگر چه ممکن است فولیکول در بافت پیوندي تا مرحلۀ آنترال و نزدیک به . است
ت تخمک هاي بالغ شده موش صحرایی در بافت تخمک گذاري پیش رود، اما نشان داده شده است که گاهاً کیفی
از طرف دیگر حتی در صورت موفقیت . ]54[پیوندي براي لقاح آزمایشگاهی و تولید جنین مناسب نیستند 

پیوند و دیده شدن فولیکول هاي در حال رشد در بافت پیوندي، به دلیل حذف محیط خاص تخمدانی اطراف 
فولیکول هاي بافت میهمان، و نیز حذف و تضعیف عوامل مهاري و یا فعال کنندة با واسطه تخمدان، کیفیت 

ب نبوده و لذا از میزان پایینی در موفقیت لقاح و تولید جنین بهره تخمک ها با وجود ظاهر مناسب، چندان مطلو
در مطالعۀ حاضر میزان زنده ماندن کلی فولیکول ها در گروه انجمادي پیوندي گنادکتومی . ]166[می برند 

)VTG) ( به . و بیشتر از سایر گروه هاي آزمایشی می باشد%) 85حدود (نزدیک به گروه کنترل %) 74حدود
آسیب جدي به حجم %) 13حدود (اد فولیکول هاي بدوي ، کاهش در تعدVTGنظر می رسد که در گروه 

فولیکولی را موجب گردیده، اما پس از بررسی رده هاي دیگر فولیکولی مشاهده می شود که به نوعی در این 
به %) 29(گروه سرعت رشد فولیکول ها افزایش یافته است، چرا که نسبت فولیکول هاي رسیده به مرحلۀ آنترال 

اگر چه اعتقاد بر این است که کاهش . شتر از تمامی گروه هاي کنترل و آزمایشی بوده استطور معنی داري بی
، اما رشد قابل ]166[در تعداد فولیکول هاي بدوي نتیجۀ تأخیر در رگ زایی مجدد بافت تخمدان پیوندي است 

، همانطور که در قبل گفته شد، نشان از )BLG(توجه فولیکول هاي آنترال در گروه گنادکتومی دو طرفه 
البته به این نکته مهم باید توجه داشت که تعداد فولیکول . و اثر آن در بلوغ فولیکول دارد FSHافزایش هورمون 

بدیهی است که در گروه . متفاوت است) نسبت فولیکولی(با درصد فولیکول ها ) حجم یا ذخیرة فولیکولی(ها 
تعداد کل فولیکول ها ، میزان ذخیره و یا حجم فولیکولی پایین آمده به طوریکه VTnGو  VTGهاي انجمادي 

به یک سوم ذخیرة فولیکولی گروه کنترل تقلیل می یابد، اما در نسبت رشد از آن پیشی می  VTGدر گروه 
به هر حال انجماد و مهمتر از آن پیوند، از ذخیرة فولیکول هاي بافت تخمدان کاسته و بدین ترتیب دورة . گیرد

به طوریکه گزارش شده است فعالیت تخمدان پیوندي در جانوران . ]101, 73[فعالیت آن را محدود می سازد 
  . مختلف، متفاوت بوده و از یک ماه تا دو تا سه سال به طول می انجامد

هاي بافت پیوندي، اثر گذاري جایگاه پیوند در تسریع برقراري  یکی از نکات مهم در حفظ فولیکول
اثر تخریبی ایسکمی ناشی از کمبود اکسیژن گاه از اثر کاهش دما در فرآیند انجماد . آناستوموزهاي عروقی است

در اینجا یک جایگاه پیوند خوب از نظر رگ زایی می تواند بسیار کمک کننده . ]178[بیشتر و شدیدتر است 
جایگاه زیر پوست اگرچه به لحاظ خون رسانی همانند زیر کپسول کلیه و یا بافت داخل عضلانی نیست، اما . باشد

به  دسترسی به تخمک و استخراج آن و همچنین بررسی مرحله به مرحلۀ فرآیند بلوغ فولیکول به خصوص
با این وجود زیر پوست پشت گردن از نظر برقراري ارتباط . ]178[وسیلۀ سونوگرافی را امکان پذیر می نماید 

البته در . عروقی توانایی قابل توجهی دارد، چرا که از دو شبکۀ خون رسانی زیر پوستی و عضلانی بهره می برد
بیشتر موارد پس از پیوند، بافت تخمدان به زیر پوست چسبیده و عروق خونی از اطراف به صورت شعاعی به آن 

تجربه ما نشان داده است در صورتی که تخمدان به فاسیاي عضلۀ زیرین خود پیوند خورد و . د می شوندوار
عروق خونی را از بافت هاي عضلانی دریافت کند، کیفیت بافت پیوندي به لحاظ ذخیرة فولیکول و ایجاد کیست 

  .بهتر خواهد بود
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د و روند تحلیل آن تا حدودي بـا پریمـات هـا    در جوندگانی چون موش و موش صحرایی فرآیند تشکیل جسم زر
القـاء  . در انسان تحلیل جسم زرد با پروستاگلندین ها، استروژن و اکسی توسین القاء می شـود . متفاوت می باشد

از مهمتـرین  . دژنره شدن و تحلیل جسم زرد در اواخر مرحلۀ لوتئال و با عمل پروستاگلندین ها آغـاز مـی گـردد   
به طور عمده توسط اندومتر ترشح شـده و از طریـق    PF2α. می باشد) F2α )PF2αندین این عوامل پروستاگل

در انسان منبع دیگر ترشح این مـاده خـود جسـم    . ]258[جریان خون به جسم زرد موجود در تخمدان می رسد 
نکتـۀ مهـم دیگـر ایـن کـه      . زرد است اما در جوندگانی مانند موش صحرایی، فقط توسط اندومتر ترشح می شود

PF2α  رحمی طرف مقابل ترشح شده و بر روي جسم زرد تخمدان مقابل اثـر  در موش صحرایی از اندومتر شاخ
به همین دلیل در صورت ایجاد اختلال در مسیر جریان خون بین شاخ رحمی طرف مقابل و تخمدان . می گذارد

در این صـورت  . ]258[به جسم زرد مقابل نمی رسد و بنابراین تحلیل آن به تأخیر می افتد  PF2αطرف دیگر، 
اتفاقی که در پژوهش حاضر هم در تعداد و هـم در  . شود جسم زرد هاي بزرگی در تخمدان طرف مقابل دیده می

 PF2αافزایش تعداد جسم زردها حاکی از عـدم رسـیدن   . اندازة جسم زردها براي گروه هاي گنادکتومی رخ داد
جسم زردي که شروع به تحلیل می کند و یـا رونـد تحلیـل را بایـد     . به جسم زرد و ادامۀ فرآیند رشد آن ها دارد

 PF2αوع به افزایش سطح اکسید نیتروژن درون تخمدان کرده و سپس منجـر بـه افـزایش ترشـح     آغاز کند، شر
پس از رسیدن به تخمدان، جریان خون رسیده به جسم زرد را کاهش داده و باعث مرگ سلول  PF2α. می شود

بتـدا  سـپس سـلول هـاي ایمنـی کـه ا     . هاي جسم زرد از طریق کاهش مواد غذایی و اکسیژن به آن ها می شـود 
لنفوسیت ها می باشند به جسم زرد نفوذ و شروع به ترشح عوامل خود یعنی سایتوکائین هـا   Tماکروفاژها و بعد 

سـپس سـلول هـاي حاضـر در جسـم زرد      . و کموکائین ها کرده و سلول هاي بیشتري را به محل فرا می خوانند
اگر چه در انسـان و جونـدگان اکسـید نیتـروژن تولیـد      . ]258[شروع به حذف بقایاي سلول هاي مرده می کنند 

در جسم زرد، روند تحلیل را القاء می کند، اما براي جلوگیري از تحلیل کافی است که از رسیدن عامل مهم شده 
PF2α به تخمدان مثلاً از طریق برداشت تخمدان و مجاري تناسلی طرف مقابل جلوگیري شود.  

و مـوش صـحرایی    ]259[افزایش حجم تخمدان، پس از برداشتن تخمدان طرف مقابل و حذف آن در خرگـوش  
عـروق سـطحی نیـز در     همچنین افزایش ضـخامت تونیکـا آلبوژینـه و گشـاد شـدگی     . گزارش شده است ]192[

ضخیم شدن تونیکا آلبوژینـه در تخمـدان   . ]260[تخمدان هایی که یک طرفه باقی مانده اند، گزارش شده است 
حاضر نیز نشان از رشد تخمدان و افزایش حجم آن  هفته اي در بررسی مقاطع نیمه نازك پژوهش 8هاي کنترل 

همچنین علاوه بر افزایش ضخامت تونیکا آلبوژینه، عروق زیر کپسولی نیـز گشـادتر شـده و دیـوارة ضـخیم      . دارد
  .تري یافته اند

حضور این سلول ها . نکتۀ قابل توجه دیگر وجود ماست سل ها در مقاطع نیمه نازك بافت تخمدان پیوندي است
تخمدان طبیعی نیز به اثبات رسیده و از جمله سلول هاي بسـیار مهـم در ارتبـاط بـا سـاختارهاي چهارگانـۀ       در 

این سـاختار از سـلول هـاي    . ]261[می باشند  IGU("172(واحد غددي بینابینی "عملکردي در تخمدان به نام 
ماست سـل هـا جـزء    . ترشحی بافت بینابینی، مویرگ هاي خونی، فیبروسیت ها و الیاف کلاژن تشکیل می شود

                                                   
١٧٢ Interstitial Glandular Unit (IGU) 
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نـد  سلول هاي موجود در کنار این مجموعه بوده و همانطور که گفته خواهد شد، در رگ زایـی نقـش بسـزایی دار   
]262[.  

Razi  و همکارانش، نشان دادند که تعداد ماست سل ها در گروه آزمایشیULO173  یعنی تخمدانی که در جاي
بـر اسـاس مطالعـات    . فزایش یافته استخود رشد کرده، در حالیکه که تخمدان طرف مقابل از بدن خارج شده، ا

بـر ایـن اسـاس    . ]262[محققین بسیاري، ماست سل ها از جمله سلول هاي مهم در فرآیند رگ زایی می باشند 
این سلول . ]263[تعداد ماست سل ها در رحم گاو و در مرحلۀ استروس بیشتر از مرحلۀ لوتئال گزارش شده اند 

بنـابراین از  . ها در ارتباط نزدیکی با عروق خونی جدید بوده که در حال شکل گیـري در بافـت تخمـدان هسـتند    
در . براي شناسایی عروق در حـال تشـکیل اسـتفاده نمـود     174است سل ها می توان به عنوان یک عامل زیستیم

موش صحرایی، ماست سل در فولیکول آنترال و جسم زرد دیده نشده در حالیکه تعدادشان در مدولاي تخمـدان  
. ]264[داقل بـوده اسـت   استروس ح- استروس میانه و در مرحلۀ پرو- در مرحلۀ استروس حداکثر، در مرحلۀ مت

از گـروه هـاي کنتـرل و شـم      ULOو همکارانش، پراکندگی و حضور ماست سل ها در گـروه   Raziدر مطالعۀ 
در پـژوهش حاضـر، افـزایش    . اردبیشتر گزارش شده است که این خود حکایت از افزایش رگ زایی در این گروه د

تعداد گلبول هاي سفید در مقاطع عروقی به خصوص عروق عمقی تخمدان ناشی از تحریـک سیسـتم ایمنـی در    
اما بیشترین تعداد . محل پیوند و فراخوانی ماکروفاژها  براي برداشت سلول هاي مردة ناشی از مرگ سلولی است

 VTnGترین تعداد ماست سل ها در مـدولاي تخمـدان در گـروه    گلبول سفید در مقاطع عروق خونی و نیز بیش
اگرچه گلبول هاي سفید ناشی از التهاب در جایگاه پیوند بـوده و مـی توانـد حکایـت از رد پیونـد نیـز       . دیده شد

  .داشته باشند، اما افزایش ماست سل ها یک پیش آگهی خوب براي افزایش سرعت میزان رگ زایی می باشد
نازك از تخمدان هاي پیوندي، بر خلاف گروه کنترل، نظـم خاصـی کـه دو ناحیـۀ قشـر و مرکـز       در مقاطع نیمه 

تخمدان را از یکدیگر جدا می کند وجود ندارد و به طور واضح می توان گفـت کـه نظـم درونـی بافـت تخمـدان       
تن اتصـالات و  این مسئله تا حدود زیادي می تواند با مـرگ فولیکـول هـا و از دسـت رف ـ    . پیوندي از بین می رود

به خصوص هنگامی که یک فولیکول آنترال آترزي مـی  . ارتباطات سلولی و عروقی در مرکز تخمدان مرتبط باشد
به هر حال در ایسکمی ناشی از پیوند، فولیکـول  . شود، فضاي وسیعی از تخمدان را دستخوش تغییر قرار می دهد

ین مسئله می تواند سطح وسیعی از تخمدان را تخریب هاي بزرگ بیشتر از انواع کوچکتر دچار مرگ می شوند، ا
کرده و ساختار منظم آن را دگرگون سازد، هر چند اپیتلیوم سـطحی تخمـدان در اکثـر گـروه هـاي پیونـدي بـا        

به همین دلیل است که در تخمدان پیوندي، فولیکول هاي کوچکتر را می توان در مرکز . تغییراتی دیده می شود
هفته اي و در مرز قشر و مرکز تخمدان، سـلول   8در گروه کنترل . راکنده نیز ملاحظه کردتخمدان و به صورت پ

همـانطور کـه در بخـش    . دارنـد  175هاي غول پیکري نیز دیده می شوند که ساختاري بسیار شبیه سلول هاي زایا

                                                   
١٧٣ Unilateral Ovarectomy (ULO) 
١٧٤ Bio-marker 
١٧٥ Germ Cell 
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ص موش صحرایی، نتایج نیز بدان اشاره شد، حضور این سلول ها به دلیل این است که در اکثر جوندگان به خصو
  .تشکیل فولیکول هاي بدوي بعد از تولد صورت می گیرد

یکی دیگر از تفاوت هاي اساسی در مقاطع نیمه نازك بین تخمدان هاي پیوندي و کنترل کـه تقریبـاً در تمـامی    
تـرال  لایه در اطراف فولیکول آن 5تا  4گروه هاي پیوندي دیده می شود، کاهش لایه هاي سلول هاي گرانولوزا به 

اگـر چـه تخمـک    . ]69[این مطلب می تواند ناشی از بلوغ زودرس فولیکول ها در بافت هاي پیوندي باشد . است
در ایـن صـورت   . داراي اندازة طبیعی است اما کل فولیکول به لحاظ تعداد سلول ها به حد طبیعی نرسیده اسـت 

زودرس مـی شـود،   فرضیۀ حذف عوامل مهارکننده و یا تنظیم کننده در تخمدان پیوندي که منجر به بروز بلـوغ  
مطلب می تواند کیفیت تخمک هاي حاصل از بافت پیوندي را کاهش داده و توانـایی   این. ]69[تقویت می گردد 

بیشترین تعداد سلول هاي گرانولـوزا  ) VTG(در گروه انجمادي پیوندي گنادکتومی . لقاح آن ها را تضعیف نماید
کـه در نتیجـۀ   باشـد   FSHدر اطراف فولیکول هاي آنترال دیده شد که این امر می تواند ناشـی از اثـر تکثیـري    

  .برداشت تخمدان طرف مقابل افزایش ناگهانی یافته است
در پژوهش حاضر ما به ارزیابی اثر انجماد و پیونـد بـه خـودي کـل تخمـدان مـوش صـحرایی بـر فراسـاختار آن          

ثابت شده است کـه  . پرداختیم تا تحلیل درستی از میزان و نحوة آسیب به سلول ها و بافت پیوندي حاصل کنیم
. ، پیوند به خودي بافت تخمدان منجر به بازگشت فعالیت هورمونی شده است]8, 7[و انسان  ]265[وانات در حی

درصد فولیکول ها طی فرآیند پیوند، آسیب جدي بـه   80تا  50اما همانطور که قبلاً هم گفته شد، از دست رفتن 
نبال هایپوکسـی و ایسـکمی شـدید قبـل از     این آسیب وسیع به د. ]266, 170[بافت تخمدان محسوب می شود 
در پیوند قطعات تخمدان انسانی به مـوش هـاي ایمونوساپسـرس پـس از     . ]91[برقراري ارتباط عروقی می باشد 

اولیه مورد بررسی قـرار گرفـت و نشـان داده شـد کـه فراسـاختار       /انجماد آهسته، فراساختار فولیکول هاي بدوي
این مطلب بسیار مهـم  . ]266[فولیکول ها باشد  طبیعی می تواند تا حدود زیادي مرتبط با توانایی رشد خوب در

است چرا که حفظ فراساختار، ارتباط نزدیک و مستقیم با میـزان توانـایی رشـد و بلـوغ تخمـک خواهـد داشـت        
به همین دلیل است که بررسی اثرات انجماد و پیوند بر بافت تخمدان بـدون بررسـی فراسـاختار، کامـل     . ]258[

نسبت  176TEM، نتایج بررسی تخمدان انسانی با ]54[و همکارانش  Nottolaمطابق با یافته هاي . نخواهد بود
سالم به نظر می  LMبه این ترتیب که گاهاً فولیکول هایی که در بررسی . تفاوت قابل توجهی داشت 177LMبه 

دیده مـی شـوند بـا رنـگ      TEMظواهري که در بررسی . فراساختار نامناسبی را ارائه کردند TEMرسیدند، در 
و ) MVB(به طور مثال مـی تـوان بـه حضـور اجسـام مـالتی وزیکـولر        . آمیزي معمول بافت مشاهده نمی شوند
در تخمک گروه کنتـرل نیـز دیـده مـی شـود، امـا در تخمـک         MVB. تغییرات آن در بافت پیوندي اشاره نمود
) VTnGو  nVTnG(غیـر گنـادکتومی   بـه خصـوص در گـروه هـاي     . تخمدان هاي پیوندي افزایش می یابنـد 

امـا تعـداد آن هـا در گـروه هـاي      . افزایش قابل توجهی دارند و به صورت تجمعی در کنار یکدیگر دیده می شوند
افزایش این عناصر حکایت از تغییرات رو بـه زوال سـلول دارد، در حالیکـه در    . گنادکتومی بسایر کمتر شده است

                                                   
١٧٦ Transmission Electron Microscopy (TEM) 
١٧٧ Light Microscopy (LM) 
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LM ه و ارزیابی از سالم یا ناسالم بودن فولیکول ها را غیر واقعی خواهـد نمـود  به هیچ وجهی قابل مشاهده نبود .
ارتباطات و اتصالات بین سلولی، میکروویلی هـاي تخمـک و سـلول هـاي گرانولـوزا، ظـاهر و چگـونگی وضـعیت         

از میتوکندري ها، دستگاه گلژي، ظاهر غشاء هسته و غشاء سلولی، تعداد منافذ و وضعیت دو لایـۀ غشـاء هسـته    
جمله مواردي هستند که براي قضاوت در مورد سالم بودن یک سـلول، بایـد بـا جزئیـات بیشـتري و بـه وسـیلۀ        

TEM در تمامی گروه هاي پیوندي ظاهر فولیکول بدوي مورد بررسی مانند گـروه کنتـرل بـوده و    . بررسی شوند
و پراکندگی آن ها در سلول و نیـز   افزایش ارگانل هاي سیتوپلاسمی. فقط در برخی جزئیات با آن تفاوت داشتند

افزایش تعداد میتوکندري هایی که کریستاهاي کناري داشته و تا حدودي متورم بودند، از جملۀ ایـن تفـاوت هـا    
در گروه هاي گنادکتومی، عناصر متراکمی در کنار میتوکندري و بعد در زیر غشاء تخمـک دیـده مـی شـوند     . بود

احتمال می رود که روند بلوغ زودرس در تخمدان هاي پیوندي، بـر  . ي دارندکه ساختاري شبیه گرانول هاي قشر
  .فولیکول هاي مراحل پائین تر نیز اثر گذاشته باشد

  
  ذوب شدة موش صحرایی پس از پیوند به خودي-مرگ سلولی در تخمدان کامل منجمد. 4-2-2

تخمـدان، افـزایش مـرگ در فولیکـول هـاي      نکتۀ قابل توجه در رابطه با آسیب به فولیکول ها پس از پیوند بافت 
اگرچه در گروه کنترل نیز تعداد فولیکول هاي اولیۀ مرده از سایر انواع . اولیه و در تمامی گروه هاي پیوندي است

فولیکول هاي مرده بیشتر بودند، اما این تعداد در گروه هاي پیوندي به حداقل سه برابر گروه کنترل رسـیده کـه   
در پژوهش حاضر میزان کلی مرگ در تمـامی  . ر فولیکول هاي آپوپتوتیک نیز به چشم می خوردالبته این روند د

نسـبت بـه    nVTGو  VTGاما این میزان در گروه گنـادکتومی   . گروه ها نسبت به گروه کنترل معنی دار است
ولیـه حکایـت از   افزایش درصد مرگ فولیکولی در مرحلۀ ا. گروه هاي غیر گنادکتومی به طور ناچیزي کمتر است
مرحله اي که پاسخ گویی فولیکول ها بـه گنـادوتروپین هـا    . عدم توانایی فولیکول ها براي گذر از این مرحله دارد

افزایش در تعداد فولیکول هاي مردة آنترال نیز به دنبال بالا رفتن تعـداد فولیکـول هـاي    . به تدریج آغاز می شود
رین میزان مرگ فولیکول هاي آنترال نیـز در گـروه هـاي گنـادکتومی     کمت. آنترال سالم، منطقی به نظر می رسد

VTG  وnVTG  بود که باز می توان گفت حاصل اثر کمکیFSH افزایش یافته در نتیجۀ گنادکتومی است.  
آنچه که مشخص است در چند روز اول پیوند بر اثر هایپوکسی و ایسکمی و به دنبال آن ایجاد رادیکال هـاي آزاد  

در مطالعـه اي بـه   . ]138[و نیز پدیدة پراکسیداسیون چربی ها، مرگ سلولی افزایش می یابـد  ) ROS(اکسیژن 
-anti-activeو  TUNELاین موضوع اشاره شده است که در سلول هـاي گرانولـوزا بـه وسـیلۀ رنـگ آمیـزي       

caspase 3 آپوپتوز مشخص گردید اما در تخمک تنها ،TUNEL  ارتی توانست آپوپتوز را نمایان سازد، بـه عب ـ
، TUNELاین شاید به این دلیل باشـد کـه روش   . ]138[دیده نشد  active-caspase 3تخمک بیان کنندة 

اگـر چـه بیـان انـواع دیگـر      . نشان می دهـد  DNA178آپوپتوز را در مراحل پیشرفته و پس از قطعه قطعه شدن 
البتـه در پـژوهش حاضـر مـا توانسـتیم بیـان       . ]267[در تخمـدان دیـده شـده اسـت      Caspaseمولکول هـاي  
Caspase 3  به هر حال ). 1- 3شکل (را در تخمک فولیکول بدوي که ظاهر کاملاً سالم داشت نیز نمایش دهیم

                                                   
١٧٨ DNA Fragmentation 
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و  Eمین مرگ در تخمک و سلول هاي اندوتلیالی می تواند ناشی از نکروز نیز باشد، چرا که اثر گذاري مثبت ویتا
C       به عنوان آنتی اکسیدان در حمایت از بافت پیوندي به همراه ایجاد زخـم در جایگـاه پیونـد در کـاهش مـرگ

  .]133[نکروز به اثبات رسیده است 
این هورمـون بـراي سـاخت هورمـون هـاي      . شدمی با FSHاز موارد بسیار مهم و کنترل کنندة آپوپتوز، هورمون 

، تمایز سلول هاي گرانولوزا از طریق تحریـک بیـان گیرنـده    )P450(استروئیدي به وسیلۀ تحریک آنزیم آروماتاز 
از طریق تنظیم ارتباطات بـین سـلول    FSHهمچنین . و نیز تشکیل حفرة آنتروم، بسیار ضروري است LHهاي 

همچنـین  . ]268[، رونـد مـرگ سـلولی را کنتـرل مـی نمایـد       179زونا پلوسـیدا هاي گرانولوزا و تخمک از طریق 
مـرگ   با تحریک ساخت و ترشح عوامل ضد آپوپتوتیک در سلول هاي گرانولوزا، LH و  FSHگنادوتروپین هاي 

در پژوهش حاضر جهت بررسی ارتباط بین گنـادوتروپین هـا و میـزان    . ]47[سلولی آپوپتوز را کنترل می نمایند 
  :بروز آپوپتوز باید به سه نکتۀ اساسی توجه کرد

در گروه هاي گنادکتومی افزایش قابل توجه ندارد، اگرچه اختلاف در این میزان بین گـروه   FSHمیزان بیان  - 1
  .هاي پیوندي معنی دار نبوده است

  .در گروه هاي گنادکتومی نسبت به گروه هاي غیر گنادکتومی افزایش معنی دار داشته است LHاما  - 2
ی که وابستگی به گنـادوتروپین هـا آغـاز مـی شـود      از طرف دیگر درصد کلی فولیکول هاي آپوپتوتیک از زمان - 3
در ) یعنی مجموع فولیکول هاي اولیه، پرآنترال و آنترال آپوپتوتیک بدون در نظر گـرفتن فولیکـول هـاي بـدوي    (

  .گروه هاي گنادکتومی نسبت به گروه هاي غیر گنادکتومی کمتر می باشد
با توجه به موارد فوق، باید اذعان داشت که پیوند در پژوهش حاضر تا حدودي توانسته است چرخـۀ هورمـونی را   

البتـه  . بازگرداند اما در هیچ کدام از گروه هاي پیوندي گنادکتومی و غیر گنادکتومی به گروه کنترل نرسیده است
در طول پیوند و از زمان صفر و حتی قبل از پیونـد   باید به این موضوع اشاره کرد که بهتر است تغییرات هورمونی

تا زمان برداشت بافت و حتی مدتی پس از آن بررسی شود و با اندازه گیري هورمون هاي جنسی فقـط در زمـان   
برداشت بافت پیوندي نمی توان در مورد نحوة اثر گذاري پیوند بر ترشح هورمون ها و نواسانات آن قضاوت کامـل  

اولیه، پرآنتـرال و  (به هر حال کاهش درصد فولیکول هاي آپوپتوتیک وابسته به گنادو تروپین ها . و دقیقی داشت
همانطور که . بر بافت هاي پیوندي است LHنشان دهندة اثر ضد آپوپتوتیک گنادوتروپین ها به خصوص ) آنترال

ع هیپـوفیز و تخمـدان صـورت    از هر دو منب LHفقط منبع تخمدانی دارد اما مهار  FSHقبلاً هم گفته شد مهار 
در گروه هاي گنادکتومی یک پیش آگهی خوب براي تشکیل ارتباطـات عروقـی و    FSHکاهش سطح . می گیرد

تخمدان است و نشان می دهد که تخمـدان پیونـدي بـه تنهـایی توانسـته      - برقراري تبادل پیام در محور هیپوفیز
و اثر بر هیپوفیز، سطح آن را  FSHرشح مهار کننده هاي است پس از برقراري جریان خون با بافت پذیرنده، با ت

در حد گـروه کنتـرل و بـه     FSHاما اینکه سطح . کاهش داده و پایین تر از گروه هاي غیر گنادکتومی قرار بگیرد
دیـده مـی شـود، در     9- 3اندازة طبیعی نرسیده است باید به این نکتۀ مهم اشاره کرد که همانطور که در جـدول  

کول هاي آپوپتوتیک در تمامی گروه ها، فولیکول هاي آنترال به خصـوص در هـر دو گـروه گنـادکتومی     میان فولی

                                                   
١٧٩ Trans-Zonal Connection 
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در زمـان شـروع مـرگ آپوپتـوز در     . نسبت به سایر گروه هـا افـزایش معنـی دار دارنـد    ) nVTGو  VTG(شده 
در . ]FSH" ]180باز پـس گیـري   "تخمدان و به خصوص در فولیکول هاي آنترال پدیده اي رخ می دهد به نام 

زیـاد شـدن   . ژن براي کاهش آن افزایش می یابـد سرم خون به حد آستانه رسیده سپس استرو FSHاین حالت 
در  FSHتجمـع  . به تخمدان شده و در فولیکول هاي آنترال تجمـع مـی یابـد    FSHاستروژن منجر به بازگشت 

فولیکول هاي آنترال منجر به آغاز آپوپتوز وسـیع در سـلول هـاي گرانولـوزا و سـوماتیک و نهایتـاً آتـرزي شـدن         
اندازه گیـري شـود مطمئنـاً سـطح آن در سـرم خـون        FSHراین اگر در این زمان بناب. فولیکول آنترال می شود

  .کاهش نشان می دهد، اتفاقی که در رابطه با گروه هاي گنادکتومی رخ داده است
تخمـدان  – هیپـوفیز – نکتۀ بسیار مهم دیگر اینکه استرادیول تنها یک عامل تنظیم کننده در محور هیپوتـالاموس 

سـلول هـاي گرانولـوزا منبـع اصـلی      . مهمی نیز در زنده ماندن سـلولهاي گرانولـوزا دارد  نیست، بلکه نقش بسیار 
را بر روي سـطح خـود بیـان مـی     ) ERßو  ERα(استرادیول هستند، همچنین زمانی که گیرنده هاي استروژن 

. مـی شـوند   ]187- 185[کنند، هدف اصلی این هورمون در موش، موش صحرایی، گوسفند، خوك، گاو و انسـان  
استرادیول نقش هاي متعددي در سلولهاي گرانولوزا بازي می کند، از جملـه، پیشـبرد رونـد بلـوغ فولیکـول هـا،       

در پـژوهش حاضـر نیـز کـاهش نسـبی      . ]269, 185[افزایش بیان گیرنده گنادوتروپین ها و مهار وقوع آپوپتـوز  
فولیکول هاي آپوپتوتیک در رده هاي اولیه و پرآنترال در گـروه هـاي گنـادکتومی نسـبت بـه سـایر گـروه هـاي         

امـا ایـن افـزایش نتوانسـته رونـد مـرگ آپوپتـوز در        . غیرگنادکتومی حاصل همین افزایش ترشح استروژن اسـت 
ا فولیکول هاي آنترال نیز افزایش استروژن خون منجر به بازگشـت  در رابطه ب. فولیکول هاي بدوي را کاهش دهد

FSH    سرمی به فولیکول هاي آنترال شده و کلید هاي مرگ آپوپتوز را بیش از گروه هاي دیگر در آن هـا روشـن
  .نموده است

، Caspase 3گیرنده، چه از طریق میتوکندري باشد و یا غیر از آن، قبل از فعال شـدن  - تمامی مسیرهاي لیگاند
کـه هـم شـامل     BCL-2اعضـاء خـانواده   . ]194[قرار می گیرنـد   Caspase 8تحت یکی از مسیرهاي فعالیت 

هـم عوامـل پـیش    و ...) و  BCL-2 ،B Cell Lymphoma/Leukemia (BCLX)(عوامـل زنـده مـانی    
 BCL-2 interacting domain )BID(،BCL-2L11 ،BAX ،BCL-2 homologues(آپوپتــوزي 

antagonist killer (BAK) (   هستند، عوامل کلیدي تنظیم آپوپتوز می باشند که جایگاه عملکردشـان غشـاء
. گ سلولی می شـود کاهش میزان یک عامل زنده مانی منجر به تحریک میتوکندري و القاء مر. میتوکندري است

جلوگیري کرده در حالیکه عوامل آپوپتوزي باعث انتشار آن ) C )Cyt c180عوامل زنده مانی از انتشار سیتوکروم 
، در مسئله مرگ و زنـده مـانی سـلولهاي زایـا و نیـز سـلولهاي       BCL-2اعضاء خانواده . از میتوکندري می شوند

در موشـهایی کـه از   . سوماتیک دخالت کرده و اینگونه در فرآیند آترزي و زنده ماندن فولیکولها دخالت می کننـد 
، در حالیکـه بیـان   ]200[نقص یافتند، تعداد فولیکولهاي بدوي و تخمک کاهش شدید پیـدا کـرد    BCL-2نظر 

آن موجب رشد تخمک و کاهش آپوپتوز سلولهاي گرانولوزاي فولیکولهاي آنترال شد، این امـر مسـیر   بیش از حد 
در سلول هاي گرانولوزا و تخمـک بیـان و مهـار آن موجـب ادامـۀ       BAX. ]201[رشد فولیکول را بهبود بخشید 

                                                   
١٨٠ Cytochrome c 
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در سـلولهاي   BAXهمچنـین نشـان داده شـده اسـت کـه بیـان       . ]202[رشد فولیکولهاي سالم دیگر می شود 
بـا توجـه بـه گفتـه هـاي       .]270, 202[گرانولوزاي فولیکولهاي آترزي انسانی و خوك به شدت صورت می گیرد 

نزدیـک بـه    BCL-2 و افزایش بیـان ژن   BAXسطح ترشح مناسب عوامل رگ زایی،کاهش تقریبی بیان فوق، 
گروه کنترل در گروه هاي پیوندي گنادکتومی شده، نشان از برقراري جریان خون بین تخمدان پیونـدي و بافـت   

  .میزبان و همچنین کاهش روند مرگ در تخمدان آن ها داشته است
 پس از بررسی داده هاي حاصل از انجماد شیشه اي تخمدان کامل موش صحرایی، مشخص گردید که نتایج ارائـه 

به هر حال روش انجمـادي بـا   . می توانند گاهاً متفاوت و حتی مخالف یکدیگر باشند TEMو  LMشده توسط 
ترکیب ضدیخ هاي اتیلن گلایکول، دي متیل سولفوکساید و سوکروز اگـر چـه در حفـظ ذخیـرة فولیکـول هـاي       

ار و مـرگ سـلولی   تخمدان موش صحرایی موفق بوده است اما آسیب هـاي قابـل تـوجهی را در سـطح فراسـاخت     
و فولیکـول هـاي    H&Eاز طرف دیگر در بررسـی تعـداد فولیکـول هـاي مـرده در      . آپوپتوز نیز وارد نموده است

به نظر می رسد که بهترین ترکیب براي انجماد شیشـه اي   Caspase 3آپوپتوتیک با ایمونو هیستوشیمی عامل 
نشـان داد کـه تغییـرات ناشـی از      EMي و سوکروز است اما داده هـا  EG  +DMSOتخمدان موش صحرایی، 

به نظر می رسد استفاده از  EMبدین جهت در بررسی . متفاوت باشد LMانجماد شیشه اي می تواند نسبت به 
. سوکروز نسبت به گروه فاقد سوکروز، چندان به نفع حفظ فراساختار بافت تخمدان موش صـحرایی نبـوده اسـت   

راساختار در کنار بررسی ساختار معمول بافت، امري ضروري بـراي ارزیـابی   نهایتاً اینکه به نظر می رسد بررسی ف
  .نتایج حاصل از فرآیند انجماد است

  
-تغییرات گنادوتروپین ها، هورمون هاي استروئیدي، و عوامل رشد در تخمدان کامل منجمد. 4-2-3

  ذوب شدة موش صحرایی پس از پیوند به خودي
وند، براي بررسی تغییرات هورمون هاي جنسی و گنادوتروپین ها و نیز عوامل همانطور که گفته شد در فرآیند پی

قرار دارند، نباید به ارزیابی ترشح آن ها فقط در یک زمان اکتفاء نمود  LHو  FSHرشد که در ارتباط نزدیک با 
انـواع فولیکـول   و لازم است تا در طول زمان پیوند سطح ترشح اندازه گیري شده و بعد متناسب با تغییرات رشد 

  .ها مورد تجزیه و تحلیل قرار بگیرد
که در لایـه هـاي   ) پرآنترال(زمان بندي رشد فولیکول ها در بافت تخمدان نشان می دهد که فولیکول هاي اولیه 

از . ]166[عمقی تر بافت تخمدان قرار دارند، در فعالیت اولیۀ تخمدان و سطح باروري جاندار نقش اساسی دارنـد  
مطالعـات  . کاهش آن بالاترین حساسیت را دارندطرف دیگر این نوع از فولیکول ها به تغییرات جریان خون و نیز 

، HBP181و  VEGFنشان داده اند که در تخمدان هاي پیونـد زده شـده بـه همـراه فیبـرین حـاوي دو عامـل        
فولیکول هاي پرآنترال در تولد فرزندان نقش اساسی را داشـته انـد در حالیکـه بـارداري در گـروه کنتـرل بـدون        

   .]166[فولیکول هاي بدوي بوده است  استفاده از عوامل فوق، حاصل رشد

                                                   
١٨١ Heparin Binding Protein (HPB) 
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از عوامل مؤثر بـر ایـن   . از مسائل مورد توجه در جریان پیوند بافت تخمدان، زمان بازگشت فعالیت هورمونی است
مسئله می توان به روش انجمـادي، جایگـاه پیونـد، تزریـق خـارجی گنـادوتروپین هـا، پیونـد بـه همـراه ایجـاد            

اخیـراً  . حاوي عوامل رشد هستند، اشاره نمـود آناستوموزهاي عروقی و یا استفاده از داربست هاي زیستی که گاهاً 
Silber      به همراه همکارانش، فهرست کاملی را از مطالعات انجام گرفته بر انجماد و پیونـد بافـت تخمـدان ارائـه

در . ]271[کرده است که در آن تغییرات هورمونی هر بیمار را از یک تا چهار سال مورد بررسـی قـرار داده اسـت    
این مطالعه، جایگاه ارتوتوپیک، دقت در تهیۀ قطعات نازك بافت تخمدان و نیز قرار دادن بافـت پیونـدي در یـک    

عوامـل در موفقیـت پیونـد شـناخته     بستر عروقی مناسب و فراهم کردن جریان خون در دسترس آن از مهمترین 
استفاده از جایگاه اولیۀ تخمدان در روش ارتوتوپیک این اجازه را به بیمار می دهد تا به صـورت  . ]271[شده اند 

و  Callejo. گزارشات تولد نوزاد انسانی بـه چشـم مـی خـورد    % 50طبیعی باردار شود، نتیجه اي که در بیش از 
تخمدان را در دو جایگاه زیر پوست و پریتونئوم مـورد بررسـی قـرار دادنـد و بازگشـت فعالیـت       همکارانش پیوند 

مـاه پـس از    6تخمدان هاي پیوند زده شدة به خودي در مطالعۀ فـوق تـا   . تخمدان را در هر مورد گزارش نمودند
ت در برقـراري مجـدد فعالیـت    اثر مثبت استفاده از جایگاه زیر پوس. ]272[پیوند به فعالیت ترشحی ادامه دادند 

همچنین تخمدان هاي مـوش صـحرایی بـه پریتونئـوم     . ]273[تخمدان در مطالعات دیگري نیز اشاره شده است 
از . ]138[رش شده است بدون ایجاد آناستوموز عروقی پیوند زده شده و متعاقب آن بازگشت فعالیت تخمدان گزا

طرف دیگر گزارش داده شده است که پیوند تخمدان به عضلات سـطحی، راهـی مناسـب بـراي برقـراري مجـدد       
  .فعالیت تخمدانی و حفظ حداکثري بافت پیوندي در بدن می باشد

 این طور که به نظر می رسد، اثر گذاري جایگاه هاي مختلف پیوند تخمدان در گونه هاي جانوري، بر اساس گونه
در پژوهش حاضر نیـز در ابتـداي   . بوده و این مطلب به خوبی در مطالعات محققین این زمینه به چشم می خورد

شروع تحقیق طرحی نسبتاً گسترده به صورت پایلوت براي پیدا کردن بهترین جایگـاه پیونـد تخمـدان در مـوش     
ت کنار ستون فقرات در پشت، زیر صحرایی انجام شد که در آن چهار جایگاه زیر پوست پشت گردن، داخل عضلا

نهایتـاً  . مورد مقایسه و بررسی قرار گرفـت ) بین پوست و دیوارة پشتی تنه(فاسیاي عضله و زیر پوست ناحیۀ پهلو 
جایگـاه زیـر پوسـت پشـت گـردن و داخـل       ) که داده هاي آن در این رساله نیامده است(و در نتیجۀ این مطالعه 

تنها مزیت جایگاه زیر پوست گردن، حفظ تمامیـت بافـت و عـدم    . یج را ارائه دادندعضله برابر با هم و بهترین نتا
  .متلاشی کردن آن بود، اتفاقی که در جایگاه عضله به خصوص عضلات عمقی به وفور دیده می شود

  
  گنادوتروپین ها. 4-2-3-1

فولیکول ها کمـک شـایانی بـه     استفاده از گنادوتروپین ها براي حمایت از بافت پیوندي و نیز کشت تخمدان و یا
در کشت بافت تخمدان و فولیکول هاي جداسازي شـدة آن   FSHاثر . ]274, 168[تداوم رشد آن ها می نماید 

 FSHدان و یا فولیکول را مـی تـوان یافـت کـه فاقـد      به اثبات رسیده و امروزه به ندرت محلول کشت بافت تخم
به سـه شـکل مـورد اسـتفاده      FSHاز . ]275[به صورت متداول صورت نمی گیرد  LHباشد، اگرچه استفاده از 
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ــرد   ــی گی ــرار م ــب  FSHو یــا  rFSH182 - 1: ق ــرآوري شــده از ادرار   FSH - 2نوترکی  - 3و ) uFSH183(ف
در افزایش قطـر فولیکـول هـا و نیـز      HMGنشان داده شده است که ). HMG184(گنادوتروپین منوپوز انسانی 

استفاده از تزریق گنادوتروپین ها در خانم هـایی کـه دچـار    . ]276[میزان ترشح استروئیدها موفق تر بوده است 
نقص تخمدان زودرس و یا فیزیولوژیک شده اند نیز صورت می گیرد که البته بدون عوارض جـانبی نخواهـد بـود    

]277[.  
اما همانطور که اشاره شد، یکی از مهمترین موارد استفاده از تزریـق گنـادوتروپین در حمایـت از بافـت تخمـدان      

و یـا ترکیبـات    FSHتقریباً در تمامی پیوند هاي تخمدان انسـانی تزریـق   . ]274, 168[پیوندي انجام می شود 
نـوزاد متولـد    13بازگشت فعالیت هورمونی تقریباً در مـادران تمـامی   . اشاره شدة آن مورد استفاده قرار می گیرد

ماه  5/6تا  5/3شروع فعالیت مجدد تخمدان . ن دیده شده استشدة در نتیجۀ فرآیند انجماد و پیوند بافت تخمدا
اگر چه به طـور عمـده   . ]183[بوده است  FSHو نیز کاهش در سطح  E2پس از پیوند با یک افزایش در میزان 

نیـز   ]69[و گوسـفند   ]278[رخ می دهـد و در انسـان    E2در زمان بازگشت چرخۀ تخمدانی، افزایش در میزان 
بازگشت فعالیـت هورمـونی در بیمـارانی کـه قبـل از      . گزارش شده، اما گاهاً نتایج متفاوتی نیز ارائه گردیده است

دوره درمـانی را تجربـه    ماه دیرتر از بیمارانی بـوده اسـت کـه ایـن     2تا  5/1پیوند دورة شیمی درمانی داشته اند 
و همکارانش در گزارش خود دلیل این مسئله را آسیب بـه عـروق ناحیـۀ پیونـد در      Meirow. ]183[نکرده اند 

  .]103[نتیجۀ شیمی درمانی و یا رادیوتراپی دانسته اند 
LH  وFSH زیر واحد آلفاي مشـترك و زیـر واحـد    (کوپروتئین هاي هیپوفیزي بوده که داراي سه زیر واحد گلی

در موش صحرایی، ژن کد کننده مربوط به هر زیر واحد بر روي کرومـوزوم مجزایـی قـرار    . می باشند) بتاي مجزا
صحرایی ماده، اگرچـه   در موش هاي. یعنی براي سه زیر واحد، سه ژن بر روي سه کروموزوم دیده می شود. دارد

و  Activin ،Inhibinاســت ولــی ســه هورمــون  GnRHاولــین تنظــیم کننــده گنــادوتروپین هــا، دکاپپتیــد 
Follistatin  تنظیم کننده هاي اصلی ترشحFSHß محسوب می شوند .Activin  از دو منبع گناد و سلولهاي

Gonadotrop     امـا  . هیپوفیز که خود ترشح کننده گنادوتروپین ها هسـتند، ترشـح مـی شـودInhibin   فقـط
که مهمترین عامل است، حذف مـی شـود و    Inhibinلذا در صورت فقدان گناد، مهار کنندة . منشاء گنادي دارد

  .شود FSH همچنان به فعالیت خود ادامه داده و این می تواند منجر به افزایش میزان Activinاز طرفی 
  :ترشح گنادوتروپین ها به صورت متفاوتی پس از گنادکتومی تنظیم می شود

 mRNAبیان . سرم خون به آرامی بالا می رود GnRH ،LHپس از برداشتن تخمدانها و در نتیجه افزایش  - 1
 GnRHا تزریق  روز پس از برداشت تخمدانها افزایش می یابد که البته ب 4تا  LH ،3زیر واحد هاي آلفا و بتاي 

  .]279[می توان از آن جلوگیري کرد 

                                                   
١٨٢ Recombinant FSH (rFSH) 
١٨٣ Urinary Purified FSH (uFSH) 
١٨٤ Human Menoposal Gonadotropin (HMG) 
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بتا، به سرعت پس از برداشتن گنادها افـزایش   FSHمربوط به  mRNAخون و بیان  LH ،FSHبر خلاف  - 2
 FSHبتا، یک ساعت پـس از برداشـتن تخمـدانها و سـطح      FSHمربوط به  mRNAبه طوریکه بیان . می یابد

این افـزایش  . ]279[افزایش را نشان می دهند  GnRHساعت حتی در حضور آنتاگونیست  8سرم خون پس از 
GnRH-independent  در اصل در نتیجه از دست رفتنInhibin ی باشد که در تخمدان بیـان مـی شـده    م

  .است
منطبق با افزایش زیـر واحـد هـاي    ( FSHبتا و نیز ترشح  FSHمربوط به  mRNAدر افزایش میزان بیان  - 3

LH(   زمـانی کـه سـطح بیـان     . ، یک افزایش ثانویـه نیـز وجـود داردmRNA   و ترشـحLH     بتـا و آلفـا توسـط
این تغییر انتخابی در بیان . بالا می رود FSHو ترشح  mRNAپائین می آید، سطح بیان  GnRHآنتاگونیست 

mRNA  گنادوتروپینی به تغییر در ترجمه و یا ثباتmRNA  یعنـی در  . گنادوتروپین ها نسبت داده می شـود
، سـلولهاي گنـادوتروپ هیپـوفیز مـی تواننـد بیـان       )LHمثـل  (یک گنـادو تـروپین    mRNAصورت عدم بیان 

mRNA  مثل (نوع دیگرFSH(  280[را به صورت جبرانی افزایش دهند[.  
نسـخه  . آنهـا مـی باشـد    mRNAدر تنظیم بیان ژنهاي گنادوتروپین ها بـا تنظـیم سـنتز     GnRH نقش اصلی

برداري از ژنهاي زیر واحدها در موش صحرایی گنادکتومی شده به صورت بلند مدت افزایش مـی یابـد و افـزایش    
بیان زیر واحد هاي همانطور که گفته شد، . می باشد GnRHبلافاصله پس از برداشت تخمدانها کاملا وابسته به 

LH  وابسته بهGnRH  بوده اماFSH  بهGnRH یعنی استفاده از آنتاگونیست . غیر وابسته استGnRH  می
. اثر چندانی نـدارد  FSHرا کاهش دهد اما در تنظیم ساخت زیر واحدهاي  LHتواند میزان سنتز زیر واحدهاي 

 Follistatinو  Activin ،Inhibinر همـان  بیشـت  FSHاین مسئله حاکی از آن است که تنظیم کننده هـاي  
  .]279[بوده اما مکانیسم دقیق این تنظیم هنوز نامعلوم است 

در پژوهش حاضر به منظور ارزیابی بهتر و دقیق تر تغییرات هورمون هاي جنسی و گنادوتروپین ها پس از پیونـد  
بـه ایـن ترتیـب در    . به گروه هاي آزمایشـی اضـافه گردیـد    ")BLG(گنادکتومی دوطرفه "یک گروه دیگر به نام 

صحرایی از بدن آن ها خارج شده و بعد از جراحـی بـه مـدت سـه هفتـه در       رشد دو تخمدان موش هاي 5هفتۀ 
پس از گذشت سه هفته، حیوانات . واحد حیوانات آزمایشگاهی در شرایط یکسان با سایر حیوانات نگهداري شدند

. بیهوش شده و سرم خون آن ها جداسازي و میزان ترشح هورمون هاي جنسی و گنـادوتروپین هـا ارزیـابی شـد    
بـالا بـوده    BLG، مشخص گردید که سطح گنادوتروپین ها در گـروه  10- 3ز مشاهدة داده ها طبق جدول پس ا

)FSH  ًو  5/3تقریباLH  3در حدود IU/ml (   به طوریکه هر دو هورمون نسبت به گروه کنترل و تمـامی گـروه
دان، در رابطه بـا ترشـح   این مطلب وابستگی تنظیمات هیپوفیز به تخم. هاي آزمایشی اختلاف معنی دار داشتند

FSH  وLH در دو گروه گنادکتومی یک طرفه انجمادي . را اثبات می کند)VTG (  و غیر انجمـادي)nVTG (
و نیـز  ) nVTnG(و غیـر انجمـادي   ) VTnG(نسبت به سایر گروه هاي غیر گنادکتومی انجمادي  FSHسطح 

که پس از گذشـت سـه هفتـه و برقـراري      این مطلب نشان می دهد. نسبت به گروه کنترل کاهش نشان می دهد
بر اثر عمل مهار کننده هاي تخمدانی به زیر  FSHتخمدان، سطح - چرخۀ تخمدانی و فعال شدن محور هیپوفیز

تنهـا بـا    FSHهمانطور هم که قبلاً گفته شد، تنظـیم ترشـح   . گروه کنترل و گروه هاي گنادکتومی رسیده است
Inhibin  ونی مجدد بین تخمـدان و  بنابراین تا زمان برقراري ارتباط خ. ]280, 279[تخمدانی صورت می گیرد
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عدم تنظیم دقیق ترشح این هورمون و منطبـق نشـدن   . جایگاه پیوند، سطح این هورمون همچنان بالا خواهد بود
با میزان ترشح آن در گروه کنترل را می توان به حضور فقط یک تخمدان در این گروه دانست کـه فیـدبک هـاي    

دیده می  FSHهم وضعیتی شبیه  LHدر رابطه با . ش می دهدتبادلی بین تخمدان و هیپوفیز را به حداقل کاه
در ابتداي زمان پیوند و قبل از برقراري چرخۀ تخمـدانی و فعـال شـدن محـور      LHبا این تفاوت که ترشح . شود

دلیل این مسئله این است . تخمدان، بالا می رود اما پس از مدتی به حالت نسبتاً پایداري پایین می آید- هیپوفیز
هاي تخمدانی در کنار نـوع هیپـوفیزي بـه تنظـیم      Inhibinتنها وابسته به تخمدان نیست و  LHظیمات که تن

افزایش می یابد امـا   LHبنابراین در ابتدا بر اثر حذف مهارکنندة تخمدانی میزان ترشح . می پردازند LHترشح 
در هـر   LHدر اینجا نیز ترشـح  . را تنظیم کرده و پایین می آورد LHپس از مدتی مهارکنندة هیپوفیزي، ترشح 

  .کمتر خود نمایی می کند FSHدو گروه گنادکتومی به گروه کنترل نزدیک شده و این اختلاف ترشح نسبت به 
  )استروژن، پروژسترون و تستوسترون(هورمون هاي استروئیدي . 4-2-3-2

اگر چه منبع اولیۀ ترشح استروژن تخمدان است، اما در انسان تمورهاي سینه اي نیز می تواند بـا شـدت بـالایی    
براي تبدیل استرون سولفات به  HSD185تمورهاي سینه حاوي آنزیمهاي لازم مانند . این هورمون را ترشح کنند

می توانـد حتـی بسـیار پـر رنـگ تـر از سـایر        استرادیول بوده و مطالعات انجام شده نشان داده اند که این مسیر 
اسـتروژن بـه عنـوان مهمتـرین     ). NAMS186جمعیت منوپوز آمریکـاي شـمالی   (مسیرهاي زیستی عمل نماید 

هورمون در حفظ سلامتی و رشد اندام تناسلی، آبکی شدن غدد سرویکس و ارتجاعی شدن واژن به شمار رفتـه و  
ر طول منوپوز به طور طبیعی کاهش می یابد، امـا بـه تـدریج بـه     استروژن د. به خوبی در خون گردش می نماید

بیشتر از گذشته خواهـد بـود    187گاهی ترشح استروژن در طول دوره پیش از منوپوز. حالت معمولی باز می گردد
کاهش تولید استروژن با شروع دوره پیش از منوپوز آغاز مـی  . اما به طور معمول به میزان حداقل کاهش می یابد

بر رفتارهاي جنسی اثر مستقیم دارد مانند خشک شدن واژن و به صـورت غیـر مسـتقیم نیـز بـر حـالاتی        شود و
  .و یا تمایل به همسر اثر غیر مستقیم دارد 188چون تعریق شبانه، ایجاد چهره گُر گرفته

ترون کاهش در میـزان تولیـد پروژس ـ  . دو هورمون پروژسترون و تستوسترون هم در طول منوپوز کاهش می یابند
کاهش در میزان تولید تستوسترون وابسته به افزایش . بر چرخۀ جنسی تأثیر بیشتري دارد تا بر رفتارهاي جنسی

. سن است نه منوپوز، لذا این کاهش ممکن است قبل از منوپوز آغـاز شـود ولـی کمتـر از اسـتروژن خواهـد بـود       
تستوسـترون حتـی زمـانی    . اهش می یابدسالگی است و به تدریج ک 20بیشترین حد ترشح این هورمون در سن 

حتی پس از منوپوز هم  189که تولید استروژن متوقف شده باشد، تولید می شود و ترشح آن توسط غده فوق کلیه

                                                   
١٨٥ Hydroxysteroid Dehydrogenase (HSD) 
١٨٦ North American Menopause Society (NAMS) 
١٨٧ Perimenopause 
١٨٨ Hot Flashes 
١٨٩ Adrenal Gland 
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بنابراین در ارزیابی هورمون تستوسترون باید به منبع دیگر و بسیار . ادامه دارد، اگر چه میزان آن کاهش می یابد
 .]281[ه نیز توجه داشت مهم آن یعنی غدة فوق کلی

) VTnGو  nVTnG(در پژوهش حاضر، میزان هورمون هاي پروژسترون و استروژن در گروه غیـر گنـادکتومی   
اما در دو گروه گنـادکتومی، ایـن دو   . بسیار نزدیک به گروه کنترل بود و تفاوت معنی داري نسبت به آن نداشتند

) BLG(در گروه گنادکتومی دو طرفه . هاي کنترل و غیر گنادکتومی کاهش نشان دادند هورمون نسبت به گروه
شـاید در  . واحد اندازه گیري خـود رسـیدند   5/0نیز سطح ترشح این دو هورمون بسیار کم بوده و در حد کمتر از 

بت بـه دو گـروه   نظر اول این طور به نظر برسد که گروه هاي غیر گنادکتومی در برقراري فعالیـت تخمـدانی نس ـ  
اما باید به این نکته توجه کرد کـه در گـروه هـاي غیـر گنـادکتومی و گـروه       . گنادکتومی موفق تر عمل کرده اند

بنابراین منبع ترشح، دو برابـر منبـع   . کنترل، دو تخمدان به ترشح هورمون هاي استروژن و پروژسترون مشغولند
بـه عبـارت دیگـر در گـروه هـاي گنـادکتومی، پـس از        . اشدترشح این هورمون ها در گروه هاي گنادکتومی می ب

برداشتن تخمدان طرف مقابل و حذف یکی از منابع ترشح هورمون، تخمدان باقی مانـده بـه زیـر پوسـت گـردن      
تخمدان پیوندي پس از برقراري ارتباط خونی و رشـد فولیکـول هـا، بـه تنهـایی و بـدون حضـور        . پیوند زده شد

در هـر دو گـروه گنـادکتومی    . به ترشح دو هورمون استروژن و پروژسترون می کنـد  تخمدان طرف مقابل، شروع
ترشح دو هورمون فوق بـه گـروه هـاي غیـر گنـادکتومی و کنتـرل       ) nVTG(و غیر انجمادي ) VTG(انجمادي 

با گروه هـاي غیـر    nVTGنزدیک شده و تفاوت معنی داري با آن ها نداشتند، فقط استرادیول ترشحی در گروه 
ترشح تستوسترون در تمامی گروه هاي آزمون بـه گـروه کنتـرل    . ادکتومی و کنترل کاهش معنی دار نشان دادگن

تستوسترون افزایش قابـل   BLGنزدیک شده به طوریکه اختلاف معنی داري با یکدیگر نشان ندادند اما در گروه 
همـانطور کـه گفتـه شـد     . اسـت توجهی یافته و نسبت به تمامی گـروه هـاي آزمـون و کنتـرل، معنـی دار بـوده       

در گـروه  . تستوسترون حتی در زمانی که ترشح استروژن متوقف می شود، ساخته شده و به خون ترشح می شود
BLG  به طوریکـه   ]281[که هر دو تخمدان از بدن خارج شده است، تستوسترون از غدد فوق کلیه ترشح شده

این مسئله می تواند این فرضیه را مطرح کند که تنظـیم کننـدة   . ح بالاتري می یابدحتی از گروه کنترل نیز سط
اصلی ترشح تستوسترون از غدة فوق کلیه، عوامل تخمدانی می باشند اما غدة فوق کلیه نیز می تواند بـه صـورت   

سایر گروه هاي  این مطلب با نگاهی به میزان ترشح هورمون تستوسترون در. جبرانی تستوسترون را ترشح نماید
به ایـن ترتیـب کـه در تمـامی گـروه هـاي پیونـدي و کنتـرل میـزان ترشـح           . پیوندي و کنترل قوي تر می شود

این موضوع نشان می دهد که به هر حال حضور یـک  . تستوسترون نزدیک به هم بوده و اختلاف معنی دار ندارند
جام فعالیت هورمونی تثبیت شـده اسـت، توانسـته    تخمدان به تنهایی و سه هفته پس از پیوند، که تخمدان در ان

اما در گروهی که هر دو تخمدان . است روند ترشح هورمون در غدة فوق کلیه را کنترل و در حد طبیعی نگه دارد
از بدن خارج شده است، پس از گذشت سه هفته و بدون حضـور کنتـرل کننـدة اصـلی یعنـی تخمـدان، ترشـح        

  . بالا رفته است تستوسترون به صورت قابل توجهی
روز پـس از خـارج    22و همکـارانش   Liالبته این فرآیند در جنس مذکر تا حدودي متفاوت می شـود، چـرا کـه    

، مشاهده کردند کـه میـزان ترشـح هورمـون تستوسـترون از حـدود       Kunmingکردن بیضه هاي موش نر  نژاد 
nmol/L 38  بهnmol/L 5/1 د که در موش نـر بـر خـلاف مـوش     این مطلب نشان می ده. کاهش یافته است
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صحرایی ماده، احتمالاً ترشح کنندة اصلی تستوسترون خود بیضه است در حالیکه غدة فوق کلیه اولاً رونـد خـود   
تنظیمی داشته ولی نمی تواند در فقدان منبع اصلی یعنی بیضه، ترشح تستوسترون را به صورت جبرانـی داشـته   

درصـد رشـد   ) VTnG(هاي پیوندي به غیـر از انجمـادي غیـر گنـادکتومی      نکتۀ دیگر اینکه در اکثر گروه. باشد
فولیکول هاي بدوي به سمت اولیه مانند گروه کنترل، بالا بوده و بیش از سایر مراحل فولیکـولی خودنمـایی مـی    

، نشان می دهد که تستوسترون بالا احتمـالاً توانسـته اسـت    10- 3این مطلب و نتایج جدول ). 7- 3جدول (کند 
 2009و همکارانش در سال  Vendolaاین نتایج با مطالعۀ . جر به تحریک رشد فولیکول هاي بدوي نیز شودمن
آن ها گزارش کردند که در پریمات ها، تستوسترون و دي هایدروتستوسترون اثر القایی . منطبق می باشد ]282[

این در حالیست که تزریـق گنـادوتروپین هـا در    . بر رشد فولیکول هاي بدوي و افزایش فولیکول هاي اولیه دارند
سـانی پیونـد زده شـده بـه مـوش،      رشد فولیکول هاي بدوي و حرکتشان به سمت مرحلۀ بعد در تخمدان هاي ان

نتایج حاصل از بررسی ترشح هورمون ها در پژوهش حاضر بر این نکته تأکیـد مـی کنـد    . ]283[ناموفق بوده اند 
که ارزیابی تغییرات ترشح هورمون ها براي فهم بهتر باید در طول پیوند و حداقل در سـه فاصـلۀ زمـانی صـورت     

  .پذیرد
  
  )TGF-bاعضاء خانوادة (غ فولیکول عوامل رشد و بلو. 4-2-3-3

ترئـونین  - به این صورت است کـه بـه گیرنـده هـاي سـطح سـلولی سـرین        TGF-ßنحوه عملکرد اعضاء خانواده 
متصل شده و آن ها را فعال کرده و به دنبال آن نیز بسیاري از مسیرهاي داخل سلولی فعال مـی شـوند    190کیناز

رنـد کـه بـه نـام گـره      دا 192و ثالثیـه  191بخش سیستئینی و سـاختمانهاي ثانویـه   7هر عضو این خانواده . ]284[
این ساختارها در استحکام بخشیدن به سـاختمان پـروتئین بـالغ نقـش بسـیار      . خوانده می شوند 193سیستئینی

که اصلی ترین اعضاء این خانواده را شامل شده، در ) GDF(به همراه عوامل رشد و تمایز  BMPs. مهمی دارند
اي اخیر این است که رشد فولیکـول بوسـیله عوامـل    از کشفیات مهم در ساله. بیست گروه طبقه بندي می شوند

امـروزه پـنج عامـل رشـد بسـیار مهـم در تخمـک پسـتانداران         . ]284[رشد مترشحه از تخمک کنترل می شود 
-BMP( 15پروتئین شکل دهـی اسـتخوان    - 2)  GDF-9 194( 9عامل تمایز و رشد  - 1: شناسایی شده است

15195/ GDF-9B (3 -   ــی اســتخوان ــروتئین شــکل ده ــکل   - BMP-6 (4( 6پ ــر ش  B2عامــل رشــد تغیی
)196TGF-B2 (5 -  8عامل رشد فیبروبلاست )197FGF-8 .(        اکثـر مطالعـات مـا  در رابطـه بـا عملکـرد ژنهـا و

                                                   
١٩٠ Serine-Threonin kinase 
١٩١ Secondary 
١٩٢ Tertiary 
١٩٣ Cystein Knot 
١٩٤ Growth Differentiation Factor-٩ 
١٩٥ Bone Morphogenetic Protein-١٥ 
١٩٦ Transforming Growth Factor-B٢ 
١٩٧ Fibroblast Growth Factor 
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، بیشـتر از مطالعـاتی اسـت کـه بـر روي مـوش و       BMP-15و  GDF-9پروتئینهاي فوق به خصوص در مـورد  
بـراي رشـد فولیکـول     BMP-15و  GDF-9نتیجه این مطالعات نشان می دهند که . گوسفند انجام شده است

تأئید بالینی این مطلب این است که در فولیکولهاي انسانی در حال . طبیعی و باروري جنس ماده ضروري هستند
نکته مهم دیگر اینکه در تخمدان پستاندارانی که تـاکنون  . به شدت بیان می شوند BMP-15و  GDF-9رشد، 

مدرك دیگر براي ضروري بودن . ]285[را بیان می کند  بررسی شده اند، تخمک تنها سلولی است که این دو ژن
ت باروري جنس ماده، در مطالعاتی بدست آمد که عملکرد ژن هایشان در موجود زنده مختـل  این مولکول ها جه

مختـل شـده بـود، رشـد فولیکـول در مراحـل ابتـدایی         GDF-9به طور مثال در موشی که در آن ژن . شده بود
همچنـین  . بنابراین هیچ گونه فولیکول گراآف، تخمک گذاري و حاملگی دیـده نشـد  . ]286[پرآنترال متوقف شد 

  . ]285[دیده شد  BMP-15فنوتیپ مشابهی در موشهاي ساپرس شده از نظر 
مدارك زیادي وجـود  . ، سلولهاي هدف آنها می باشندBMP-15و  GDF-9سؤال مهم دیگر براي فهم عملکرد 

 نقش بسیار اساسی در GDF-9امروزه ثابت شده است که . دارند که سلولهاي گرانولوزا هدف این دو ژن هستند
عاملی که باعث انتقال فولیکول به مرحلـه  . تکثیر سلولهاي گرانولوزا در مرحله غیر وابسته به گنادوتروپین ها دارد

به طور مستقیم بر فولیکولهاي پرآنترال تا مرحله فولیکول بارز اثر گـذارده و   GDF-9. ]287[می شود  198ثانویه
این مسئله به صورت آزمایشـگاهی نیـز ثابـت    . ]287[وزا می شود در سلولهاي گرانول DNAباعث تحریک سنتز 

موجب تحریک میتـوز در سـلولهاي    in vitroنیز ثابت شده است که در  BMP-15در مورد . ]286[شده است 
  .است FSHاما جنبه مهم میتوژنیک بودن این دو پروتئین غیر وابسته بودن آنها به . گرانولوزا می شود

به تنهایی اثر کمی بر تمایز سلولهاي گرانولوزاي فولیکولهاي پرآنتـرال کشـت    BMP-15 و GDF-9اگرچه      
و همکـارانش    Vitt. ]248[در این سـلولها اثـر گذارنـد     FSHداده شده دارند، اما هر دو عامل بر روي عملکرد 

را در  P4و  E2و همچنین بایوسـنتز   FSHتحریک شده با  LH، گیرنده هاي GDF-9ثابت کردند که  ]213[
نیافتـه، در  در سلولهاي گرانولوزاي تمـایز   GDF-9بنابراین به نظر می رسد که . سلولهاي گرانولوزا مهار می کند

را کـاهش مـی    FSHوابسته بـه   P4، تولید GDF-9نیز مانند   BMP-15. دخالت دارد FSHتوقف عملکرد 
بـا   FSHنتیجه اینکه در مرحله فولیکولار قدرت انتخـابی  . ]213[اثري ندارد  FSHوابسته به  E2دهد اما روي 

اثر مهـاري   BMP-15همچنین اخیراً ثابت شده است که . در آن نقشی ندارد P4صورت می گیرد و  E2واسطه 
 BMP-15و  GDF-9ایج این فرضیه را تقویت می کننـد کـه ممکـن اسـت     این نت. دارد FSHدر بیان گیرنده 

این مطلب بـا نتـایج پـژوهش حاضـر در رابطـه بـا       . در طول رشد فولیکول باشند FSHکنترل کننده هاي اصلی 
در گـروه   GDF-9اگر چه بیان . منطبق می باشد GDF-9و  BMP-15و نیز مولکول هاي  FSHمیزان بیان 

در هر دو گروه بیان نزدیـک بـه گـروه کنتـرل داشـته       TGF-bو  BMP-15یافته، اما  هاي گنادکتومی کاهش
ترشح شده در سرم خون تأکید  FSHاین مطلب می تواند بر نقش تنظیمی مولکول هاي بلوغ فولیکول بر . است

  . کاهش و استروژن افزایش قابل توجهی یافته اند FSHنماید با توجه به اینکه در این دو گروه 
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نیـز مختـل مـی شـود      199ساپرس شده اند، تشکیل سلولهاي تکا GDF-9طرف دیگر در موشهایی که از نظر از 
. یک اثرگذار قوي بر رشد سلولهاي تکا مـی باشـد   GDF-9این مسئله این فرضیه را تقویت می کند که . ]288[

را افـزایش مـی    LH، ساخت آندروژن وابسته بـه  GDF-9از کشت سلولهاي تکا مشخص شده است که در واقع 
بوده و این پروتئین تعیین کننده مهم تولیـد آنـدروژن    GDF-9بنابراین سلولهاي تکا هدف اصلی . ]289[دهد 

دازة        GDF-9نهایتاً . توسط فولیکولهاي تخمدان است نقش مهمی در رشـد تخمـک بـه خصـوص در تنظـیم انـ
  .]290[تخمک و تشکیل گرانولهاي قشري آن بازي می کند 

  
  ذوب شدة موش صحرایی پس از پیوند به خودي-تغییرات رگ زایی در تخمدان کامل منجمد. 4-3

بافت تخمدان، کاهش زمان ایسکمی و آسیب هاي ناشی از آن است کـه خـود    مهمترین نگرانی در رابطه با پیوند
ایـن مسـئله   . ]291[منجر به پائین آمدن میزان مرگ فولیکولی و افزایش تعداد در حال رشد آن ها خواهد شـد  

حتی می تواند در افزایش کیفیت تخمک هاي به دست آمده از بافت پیوندي جهت لقـاح و تولیـد جنـین نقـش     
ینـد رگ زایـی   و همکارانش نشان دادند که افزایش و یا تسریع در فرآ Soleimani. ]291[بسزایی داشته باشد 

در بافت تخمدان پیوندي با کاهش هایپوکسـی بافـت و درصـد فولیکـول هـاي آپوپتوتیـک رابطـۀ مسـتقیم دارد         
همچنین تسریع در زمان رگ زایی مجدد بافت پیوندي منجر به شروع هر چه زودتر فعالیـت تخمـدان و   . ]292[

براي یک بافت بـا فعالیـت فیزیولوژیـک بـالا ماننـد تخمـدان       . ]166[نیز افزایش طول مدت رشد آن خواهد شد 
سرعت نفوذ مواد غذایی به داخل بافت بسیار اهمیت داشته و البته انتشار مواد در آن تـا حـدودي محـدود اسـت     

. ]294[و از طرفی نیز تعداد فولیکول هاي شکل گرفته، کـاملاً وابسـته بـه سـرعت رگزایـی خواهـد بـود         ]293[
با میزان بروز آپوپتوز و شدت هایپوکسـی در بافـت رابطـۀ     200بنابراین این گونه به نظر می رسد که تراکم عروقی

اینکـه  . ]292[معکوس دارد، یعنی هر چقدر تراکم عروقی بیشتر باشـد دو عامـل اخیـر نیـز کـاهش مـی یابنـد        
ماننـد وضـعیتی کـه در    . هایپوکسی عامل اصلی و اولیه در شروع رگ زایی است امروزه مورد قبول همگان اسـت 

هنگامیکه بافت دچار هایپوکسی می شـود، عامـل رشـد    . دوران جنین براي رگ زایی در بدن جنین رخ می دهد
سلول هاي پیش ساز انـدوتلیال عـروق    VEGFبا بیان . ]292[د بیان می شو) VEGF(اندوتلیال عروق خونی 

  .خونی شروع به مهاجرت کرده و براي ساخت یک رگ جدید آماده می شوند
VEGF  201(که به عنوان عامل نفوذپذیري عروقیVPF (      202نیز شـناخته مـی شـود، خاصـیت تحریـک میتـوز 

همچنین یک عامل زنده مانی نیز بـراي  . ]137[داشته و می تواند سلولهاي اندوتلیالی را وادار به مهاجرت نماید 
در تخمـک فولیکولهـاي اولیـه مـوش      VEGFبیـان  . ]127[سلولهاي اندوتلیال عروق ریز محسـوب مـی شـود    

در سـلولهاي گرانولـوزا و تکـا بـه همـان       VEGFژن  mRNAهمچنین بیان . ]146[صحرایی دیده شده است 
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اخیـرا نیـز   . ]148[اندازه پروتئین آن در تمامی بخشهاي فولیکول، با مرحلـه رشـد فولیکـول افـزایش مـی یابـد       
VEGF   در فولیکولهاي پرآنترال اولیه در موش صحرایی شناسایی شده و ثابت شده است که از مرحله پرآنتـرال
  .]295[طور کامل بیان می شود به بعد به 

شده و بنابراین شبکه هاي جدید عروق خونی شـروع بـه    منجر به عدم ثبات دستگاه عروقی VEGFحجم زیاد 
 Hazard. ]152[شکل گیري می کنند، از طرف دیگر نقص در میزان آن نیز منجر به تحلیل رگ ها خواهد شد 

ر پریمات ها تأثیر می گذارند و بـه عنـوان یـک عامـل     د VEGFاثبات کرد که گنادو تروپین ها بر میزان ترشح 
اثر مـی   VEGFدر این بین هورمون هایی که بر میزان بیان . ]153[تنظیم کننده براي آن محسوب می گردند 

از جملـه عوامـل کلیـدي در رگزایـی     بسته بـه میـزان ترشحشـان     FSHو  hCG ،eCG203 ،LHگذارند مانند 
ثابت شده است که بین عوامـل رگزایـی    in vitroو  in vivoامروزه هم به صورت . تخمدان محسوب می شوند

خواهد بود  FGF-2به همراه  VEGFبه تنهایی کمتر از اثر  VEGFمثلا اثر . ارتباط نزدیکی با هم وجود دارد
]154[.  

قابلیت تحریک میتـوز را در سـلولهاي گرانولـوزا را دارد و     VEGFتحقیقات سالهاي اخیر نیز نشان می دهد که 
همچنین مشخص شده است که در این گونـۀ  . ]155[می تواند رشد فولیکول در موش صحرایی را تحریک نماید 

در ایـن جهـت   . ]156[یک تنظیم کننده مهم براي رشد فولیکولهاي بدوي محسوب می شـود   VEGFجانوري 
Danforth  نیز نشان داد کهVEGF      تعداد فولیکولهاي اولیه و ثانویه را در موش صـحرایی افـزایش مـی دهـد

منجر به افزایش آپوپتوز و عدم تعادل بـین پـروتئین    VEGFهمچنین ثابت شده است که مهار فعالیت . ]157[
هاي تحریک کننده و مهارگر آپوپتوز می گردد به طوریکه تعداد فولیکولهاي آترتیک را به نسبت زیـادي افـزایش   

  .]149[می دهد 
در پژوهش حاضـر  . نقش بسیار مهمی در رگ زایی مجدد بافت دارد VEGFوق باید گفت که با توجه به موارد ف

اما از آنجائیکـه در تمـامی بافـت هـاي     . نیز سعی شد تا تغییرات بیان این عامل رگ زایی مورد بررسی قرار گیرد
نیـز از   VEGFکـه  پیوندي، هایپوکسی در ساعات اولیۀ پیوند در بافت القاء می شود بنـابراین مـی تـوان گفـت     

اما اینکه دقیقاً چه مدت زمانی طول مـی کشـد تـا ایـن     . همان ابتداي امر تولید و فرآیند رگ زایی آغاز می شود
در مطالعـۀ حاضـر در تمـامی    . روند آغاز گردد در گونه هاي مختلف متفاوت بوده و کاملاً نیز مشخص نمی باشـد 

این حاکی از آن است . وه کنترل بوده و تفاوتی با آن نداشتدقیقاً نزدیک به گر VEGFبافت هاي پیوندي بیان 
بـا  . که حتی سه هفته پس از پیوند، بیان این عامل رگ زایی در بافت تخمدان پیوندي به شدت صورت می گیرد

توجه به اینکه تخمدان بافتی است که به صورت فعال رگ سازي در آن انجام می شـود، مـی تـوان گفـت کـه در      
اسـتفاده از  . به طور فعال ترشـح شـده و در رگ زایـی بافـت دخالـت مـی کنـد        VEGFندي نیز بافت هاي پیو

VEGF در حمایت از بافت تخمدان پیوندي جهت افزایش رگ زایی در بسیاري از مطالعات صورت گرفته است .
Shikanov  و همکارانش نشان دادند که استفاده از داربست فیبرینی حاويVEGF  به همراهHBP تیجۀ در ن

بـه   VEGFموجود در آن این امکان را مـی دهـد تـا     HBPداربست فیبرینی و  .]166[پیوند بسیار مؤثر است 
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فیبرین در اطراف سلول ها محیطی ژله ماننـد  . صورت منظم و با فواصل زمانی مناسب در اختیار بافت قرار گیرد
اثـر   مشخص شده است که استفاده از فیبرین. ایجاد می کند که اجازة مهاجرت راحت سلول ها را فراهم می کند

  .]296[عوامل رشد مورد استفاده را نیز افزایش می دهد 
باید اشاره کرد که به دلیل تداخل عوامل زیادي در داخل بدن و اثر گذاري بر فرآیند رگ زایـی، بررسـی عوامـل    

 VEGFدرکنـار  . رشد و هورمون هاي مؤثر، بیشتر در فرآیند کشـت تخمـدان و فولیکـول صـورت گرفتـه اسـت      
ه در مطالعات مختلفی به بررسی آن ها پرداختـه شـده   عوامل دیگري نیز در فرآیند رگ زایی دخالت می کنند ک

که  CD31. اشاره نمود CD34و  204CD31از جملۀ این موارد می توان به دو عامل مهم رگ زایی یعنی . است
نیز خوانده می شود نقش مهمی در خارج کردن نوتروفیل هاي مسن از بدن بازي می  PECAM-1205با عنوان 

بر روي لوکوسیت ها، مونوسیت ها و نوتروفیل ها بیان شده و نیز بر روي بخش اعظمی از اتصـالات   CD31. کند
بین سلول هاي اندوتلیال ظاهر می شود و در مهاجرت لوکوسیت ها، ارتباطات اینتگرینی و نیز رگ زایی دخالـت  

براي شناسایی عروق جدید و در حال شکل گیري در قطعات بافتی  CD31ایمونوهیستوشیمی . ]297[می کند 
و  Halmark. انجام می شود و به خصوص در ارزیابی میزان پیشـرفت و رگ زایـی تمورهـا نقـش بسـزایی دارد     

 VEGFموش صحرایی نژاد اسپراگو دالی نشان دادند که میزان بیان  همکارانش پس از پیوند به خودي تخمدان
در تخمدان هایی که در جایگاه حاوي زخم از پیش تشکیل شده، پیوند زده شـده انـد بیشـتر از سـایر      CD31و 

-http://www.research-degree-thesis.com/showinfo(جایگاه هاي پیوند حتـی عضـله مـی باشـد     
52-430928-0.html .(Soleimani 1206و همکارانش نیز اثر اسفینگوزین فسفات)S1P (    را بـر میـزان بیـان

CD31  در پیوند تخمدان انسانی به صورت زنوگرافت مطالعه و گزارش کردند کهS1P     نه تنهـا میـزان تشـکیل
عروق جدید را در بافت تخمدان پیوندي افزایش داده است بلکه از طریق القاء تکثیر سـلول هـاي انـدوتلیالی بـر     

نیز به عنوان یک گلیکوپروتئین سطح سلولی شـناخته شـده و    CD34. ]292[سرعت رگ زایی نیز افزوده است 
این مولکول همچنین در اتصالات سلول هاي بنیـادي بـه   . ]298[در فرآیندهاي سلول با سلول شرکت می نماید 

استخوان و یا به طور مستقیم در اتصال آن ها به سلول هاي اسـترومایی نقـش ایفـاء    ماتریکس خارج سلولی مغز 
در اصل جزء خانواده اي از سیالوموسین هـاي عـرض غشـائی بـوده کـه بـر روي سـلول هـاي          CD34. می کند

به طـور گسـترده بـر روي     CD34همچنین . هماتوپوئتیک و سلول هاي وابسته به دستگاه عروقی بیان می شود
ل هاي اندوتلیالی و پیش ساز اندوتلیالی بیان شده و در شناسایی عروق قدیمی و رگ زایی در محل استفاده سلو

در تمامی گروه هـاي پیونـدي بیـان بـالایی      VEGFهمانطور که گفته شد در پژوهش حاضر، . ]299[می گردد 
نیز در تمامی گروه  CD34و  CD31بیان دو عامل دیگر یعنی . داشته و این میزان به گروه کنترل رسیده است

 nVTGهاي پیوندي نسبت به گروه کنترل افزایش داشته و در برخی از گروه ها نیز مانند دو گروه گنـادکتومی  
این مطلب نشان دهندة آن است که جایگاه زیـر پوسـت پشـت گـردن بـه لحـاظ       . معنی دار بوده است VTGو 
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٢٠٥ Platelet endothelial cell adhesion molecule (PECAM-١) 
٢٠٦ Sphingosine-١-phosphate (S١P) 
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افـزایش رشـد   . میزان رگ زایی جدید و کمک به بازسازي عروق قـدیمی خـود تخمـدان نیـز موفـق بـوده اسـت       
فولیکول هاي آنترال، افزایش تشکیل جسم زرد و بالا رفتن سطح هورمون هاي استروئیدي در ایـن دو گـروه نیـز    

ست بر این مسئله که گنادکتومی یعنی برداشت تخمـدان طـرف مقابـل در هنگـام پیونـد تخمـدان، بـا        تأییدي ا
و حذف عوامل تحلیل برندة جسم زرد، مـی توانـد کمـک     FSHافزایش سطح ترشح گنادوتروپین ها به خصوص 

  .بسیاري در موفقیت پیوند داشته باشد
هاي غیر انجمادي و انجماد شیشه اي شـده، بازگشـت   از طرف دیگر در پژوهش حاضر، پیوند به خودي تخمدان 

از طرف دیگر چرخۀ هورمونی و عملکرد تخمدان در هـیچ  . چرخۀ هورمونی و عملکرد تخمدان را به دنبال داشت
هفته پس از پیوند به خود به گروه کنترل نرسید، اما در دو گروه گنادکتومی، نتیجـه   3یک از گروه هاي پیوندي، 

فولیکول هاي . با گروه کنترل تفاوت آماري نداشتند LHنزدیک تر بود، چرا که به لحاظ ترشح  به شرایط کنترل
بدوي در تخمدان هر دو گروه غیر انجمادي و انجمادي پیوند زده شده در جایگاه زیر پوست گردن رشـد کـرده و   

طـرف مقابـل وضـعیت     اگر چه درصد رشد به مرحلۀ بلوغ پـس از برداشـت تخمـدان   . تا مرحلۀ بلوغ پیش رفتند
بررسی فراساختار فولیکول هاي کوچک نشان داد کـه احتمـال بلـوغ زودرس در گـروه هـاي      . بهتري را نشان داد

پیوندي به خصوص گنادکتومی وجود دارد به علاوه اینکه در نتایج مقاطع نیمه نازك، دیده شد که فولیکول هـاي  
بروز آپوپتوز در دو گروه گنادکتومی در فولیکـول هـاي   . دارندآنترال پیوندي از سلول هاي گرانولوزاي کمی برخور

اگـر چـه در   . بدوي و آنترال بیشتر و در فولیکول هاي اولیه و پرآنترال بیشتر از دو گروه غیـر گنـادکتومی بودنـد   
تمامی گروه هاي پیوندي و در تمام مراحل فولیکولی، بروز آپوپتوز نسبت به گروه کنتـرل افـزایش نسـبی نشـان     

میزان رگ زایی در تمامی گروه هاي پیوندي به گـروه کنتـرل نزدیـک بـود بـه خصـوص اینکـه گـروه هـاي          . ادد
  .نشان دادند CD34و  CD31دو عامل  RNA گنادکتومی بیان بیشتري در میزان 

همچنین در دو گروه اخیر، درصد بلوغ فولیکول ها و نیز فراساختار تخمدان پیونـدي، وضـعیت بهتـري را نشـان     
بیشتر و در فولیکول  VTnGو  nVTnGده و بروز آپوپتوز در فولیکول هاي بدوي و آنترال نسبت به دو گروه دا

نیز در تمامی گـروه هـاي   ) CD31و  CD34(میزان بیان عوامل رگ زایی . هاي اولیه و پرآنترال کمتر شده بود
  .پیوندي نزدیک تر شده بود به گروه کنترل غیر nVTGو  VTGپیوندي به خصوص در تخمدان هاي دو گروه 

از مطالعه حاضر می توان نتیجه گرفت که پیوند به خودي تخمـدان هـاي غیـر انجمـادي و انجمـادي، بازگشـت       
چرخۀ هورمونی و عملکرد تخمدان را به دنبال دارد به خصوص پس از برداشت تخمدان طـرف مقابـل، در گـروه    

ونی تخمدان و تأثیر آن بـر محـور هیپـوفیزي و نیـز     ، برگشت فعالیت هورم)nVTGو  VTG(هاي گنادکتومی 
در تمامی گروه . تغییرات فراساختاري فولیکول هاي کوچک، شرایطی نزدیک به گروه کنترل را ایجاد نموده است

هاي پیوندي، رگ زایی مجدد به خوبی صورت گرفته و برداشت تخمدان طرف مقابل نیز باعث تحریک و تشـدید  
نهایتاً اینکه پیوند به . و بیان عوامل رشد و بلوغ فولیکولی در بافت پیوندي گردیده استبیشتر خون گیري مجدد 

خودي تخمدان انجمادي در موش صحرایی نشان داد که این روش می تواند به عنوان الگویی مناسـب و مطمـئن   
بـراي بیمـاران    به منظور بازگرداندن چرخۀ هورمون هاي جنسی و به دنبال آن کمک بـه ایجـاد شـرایط بـاروري    

  .انسانی مورد استفاده قرار گیرد
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  پیشنهادات. 4-4
براي بررسی بهتر ترکیبات ضد یخ استفاده شده در این تحقیق، اثر گذاري آن ها در پیوند به خود تخمـدان   -1

 .هاي کامل موش صحرایی نیز بررسی شود
نیز می توانـد شـبیه سـازي    ذوب شده - به منظور بررسی اثرات انجماد، کشت آزمایشگاهی تخمدان منجمد -2

 .مناسبی از فرآیند هاي رشد، محاسن و معایب روش انجمادي و ترکیبات متفاوت ضدیخ ارائه نماید
و حتی تولد نوزاد حاصل از انتقـال جنـین    IVM ،IVFاثرات پیوند بافت تخمدان تا مرحلۀ تخمک گیري،  -3

 .مورد بررسی قرار گیرد IVFهاي تشکیل شده در فرآیند 
فراساختار بافت در صورت لزوم در مراحل ابتدایی کار، براي ارزیابی و انتخاب بهتر گروه هـا صـورت   بررسی  -4

 .پذیرد
به دنبال بررسی تغییرات ژنومیک، عوامل مؤثر در اپی ژنوم مولکـول هـاي دخیـل در بلـوغ فولیکـول مـورد        -5

 .ارزیابی قرار بگیرد
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Abstract  
 
The aim of this study was to determine a suitable cryoprotectant combination for whole rat ovarian 
vitrification and evaluate hormonal changes, the ultrastructure of the initial follicle, and follicle 
maturational, angiogenic and apoptotic gene expression of vitrified ovary following 
autotransplantation. 
In the first part of this study we sought to determine the suitable cryoprotectant combination. Wistar 
rat ovaries were randomly divided into 13 groups as follows: control (nonvitrified); VI and TI (EG 
+ DMSO); VII and TII (EG + PROH); VIII and TIII (DMSO + PROH); VIV and TIV (EG + 
DMSO + 0.25 mol/l sucrose); VV and TV (EG + PROH + 0.25 mol/l sucrose); and VVI and TVI 
(EG + PROH + 0.25 mol/l sucrose). Groups were evaluated by standard histology techniques, EM 
and immunohistochemistry.  
In the second part of this study we investigated the effects of ovarian autotransplantation by using 
the appropriate previously determined cryoprotectant combination. The six groups of rat ovaries 
were divided as follows: control (nonvitrified nontransplanted); nVTnG (nonvitrified transplanted 
nongonadectomized); VTnG (vitrified transplanted nongonadectomized); nVTG (nonvitrified 
transplanted gonadectomized); VTG (vitrified transplanted gonadectomized); and BLG (bilateral 
gonadectomized). These groups were evaluated by standard histology techniques, EM and 
immunohistochemistery. Expressions of follicle maturational, angiogenic and apoptotic genes were 
studied by Real-time PCR. The levels of gonadotropins (LH, FSH) and steroid hormones (estradiol, 
progesterone and testosterone) in blood serum were compared to the control and BLG groups. 
The results showed that vitrified groups had lower numbers of intact follicles and higher numbers of 
apoptotic follicles compared to the control group. Between vitrified groups, the VIV group had the 
best survival rate, particularly for initial follicles. This group had a lower incidence of apoptosis. 
Ultrastructural changes of the last group were considerable compared to the control but this result 
did not differ compared to the sucrose-free (VI) group. 
Vitrified and nonvitrified ovarian autotransplantation caused restoration of the hormone cycle and 
ovarian function; these results approximated the controls in both of the nVTG and VTG groups. In 
the recent groups, the percentage of follicular maturation and ultrastructure of transplanted ovaries 
were in better condition. In these groups, however, the incidence of apoptosis in primordial and 
antral follicles was higher, whereas the incidence of apoptosis in primary and preantral follicles was 
lower than the VTnG and nVTnG groups. Also the rate of expressions of angiogenic factors (CD31 
and CD34) in all of the transplanted groups, particularly in the nVTG and VTG groups, were 
comparable with the control. 
The results of this study showed that a combination of EG + DMSO and sucrose was more suited 
for follicular preservation, particularly at the initial stage could relatively restore ovarian function 
after vitrification and autotransplantation.  
Keywords: Vitrification, Ovarian tissue, Cryoprotectant combinations, Autotransplantation, 
Ultrastructure of initial follicle, Gonadectomy. 
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