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 چکیده

هدف از مطالعه حاضر تعیین ترکیب ضد یخ مناسب برای انجماد شیشه ای بافت تخمدان کامل موش صحررای  و  

، بیان ژنهای بلوغ فولیکول ، رگزائح  و پوووتحوزی بافحت تخمحدان     فولیکول ابتدای  فراساختارهورمون ، بررس  تغییرات 

 وس از ویوند به خودی است.انجمادی 

 5تخمدان های موش هحای صحررای  ویسحتار    ، و به منظور تعیین ترکیب ضدیخ مناسب قسمت اول مطالعه برای

 TII (EGو  TI (EG  +DMSO ،،VIIو  VI گروه با عنوان کنترل )غیر انجمحادی،،  31هفته ای به طور تصادف  به 

 +PROH ،،VIII  وTIII (DMSO  +PROH، ،VIV  وTIV (EG  +DMSO  مول در لیتحر سحوکروز،   95/0و ،

VV  وTV (EG  +PROH  مول در لیتر سحوکروز، و   95/0وVVI  وTVI (DMSO  +PROH  محول در   95/0و

محورد  و ایمونوهیستوشحیم    EMبافحت شناسح  معمحول ،    با استفاده از روش های و شده ، تقسیم بندی لیتر سوکروز

 .ارزیاب  قرار گرفتند

ویونحد بحه خحودی    مناسب و به منظور بررس  تغییحرات  ضدیخ وس از تعیین ترکیب نیز قسمت دوم مطالعه  ایبر

گروه کنترل )غیر انجمحادی غیحر    6به صورت تصادف  در  موش با مشخصات فوقانجمادی، تخمدان های تخمدان بافت 

 nVTGونحدی غیحر گنحادکتوم ،،    )انجمادی وی VTnG)غیر انجمادی ویوندی غیر گنادکتوم ،،  nVTnGویوندی،، 

)گنحادکتوم  دو طرفحه، تقسحیم     BLG)انجمادی ویونحدی گنحادکتوم ، و    VTG)غیر انجمادی ویوندی گنادکتوم ،، 

و ایمونوهیستوشحیم  محورد    EMشده و به مانند قسمت اول، با استفاده از روش هحای بافحت شناسح  معمحول ،      بندی

 Realبحا روش  رگ زایح   ، پوووتحوزی و  وغ فولیکحول  بیان ژن های بلن گروه ها، علاوه بر پن در ای. ارزیاب  قرار گرفتند

Time PCR سطح گنادوترووین ها ) ه ومورد ارزیاب  قرار گرفتLH  وFSH ،و هورمون های استروئیدی )استرادیول ،

 .مقایسه شد گنادکتوم  دو طرفه،) BLGبا گروه کنترل و وروژسترون و تستوسترون، در سرم خون 

فولیکول هحای سحالم    ،در مقایسه با گروه کنترلبا ترکیبات مختلف ضدیخ انجمادی  گروه هایکه  دادایج نشان نت

 VIV گحروه بین گروه های انجمحادی،  در همچنین . استبالاتر  پن ها توتیکفولیکول های پووو درصدو  کمتری داشته

. بحود تدای  داشته و درصد بحروز پوووتحوز پن کمتحر    به خصوص برای فولیکول های مراحل ابمیزان زنده مان  را بهترین 

فاقحد سحوکروز )گحروه    کنترل مرسوس بوده اما نسبت بحه گحروه   تغییرات فراساختاری در گروه اخیر در مقایسه با گروه 

VI ،،نشان ندادندان مزیت  را چ. 

خمدان را بحه دنبحال   ، بازگشت چرخة هورمون  و عملکرد تغیر انجمادی و انجمادیتخمدان های ویوند به خودی 

فولیکحول   بلوغدرصد در دو گروه اخیر، همچنین  .بودکنترل نزدیک تر  به گروه، nVTGو  VTGدر دو گروه  ه وداشت

در فولیکول های بدوی و پنترال نسحبت   بروز پوووتوز ه ودادوضعیت بهتری را نشان  و نیز فراساختار تخمدان ویوندی،ها 

بیان عوامل رگ زای  میزان . شده بود کمترو در فولیکول های اولیه و ورپنترال  بیشتر VTnGو  nVTnGبه دو گروه 

(CD34  وCD31 ، دو گروه به خصوص در تخمدان های در تمام  گروه های ویوندی نیزVTG  وnVTG   به گحروه

 .بودشده تر نزدیک  غیر ویوندی کنترل

سحایر  نسحبت بحه    ،و سحوکروز  EG  +DMSOضحدیخ هحای   از مطالعه حاضر م  توان نتیجه گرفت کحه ترکیحب   

نسحب   عملکرد  پن م  تواندمناسبتر است و استفاده از  به خصوص در مراحل ابتدای ، حفظ فولیکول هابرای ، ترکیبات

 را وس از انجماد و ویوند به خودی به همراه داشته باشد.تخمدان 

، فولیکحول اولیحه   ، فراسحاختار بحه خحودی  ویونحد   ترکیبحات ضحدیخ،  بافحت تخمحدان،    انجماد شیشه ای، كلمات كلیدي:

 گنادکتوم .
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 مقدمه. 1-1

موفقیت در درمان سرطان با به کارگیری روشهای  چون شیم  درمان ، رادیوتراو  و ویوند مغز 

یافته است. با این وجود شیوع سرطان در سطح چشم گیری  ، افزایش20استخوان به ویژه وس از دهه 

تعداد بیماران سرطان  در  9090جهان  همچنان بر قربانیان خود م  افزاید. انتظار م  رود که تا سال 

% از موارد جدید در کشورهای کمتر توسعه 60میلیون نفر برسد که متأسفانه  35سرتاسر جهان به 

مین عامل مرگ زا در کشورهای توسعه یافته و سومین عامل در یافته خواهند بود. سرطان دو

م  % مرگ و میر جهان ، ناش  از این سونام  ناخوانده 39کشورهای جهان سوم است و به طور کل  

نفر جان  10000. در ایران نیز سرطان دومین عامل مرگ و میر مرسوب شده و سالانه در حدود باشد

مورد جدید به تعداد  70000  دهند. ویش بین  شده است که سالانه خود را بر اثر سرطان از دست م

بیماران سرطان  در کشور افزوده شود و با توجه به افزایش امید به زندگ  و نیز درصد سالمندی، 

مؤسسه ترقیقات، درمان و "میزان بروز پن در دو دهه پت  به دو برابر افزایش یابد. بر اساس گزارش 

نفر بوده است  69040تعداد موارد سرطان  ثبت شده در کشور  3186، در سال "پموزش سرطان ایران

 ته است.% پن در جمعیت زنان جامعه بروز یاف32/44که از این میان تعداد قابل توجه  یعن  

این تعداد، مورد سرطان  گزارش شده که از  3122720در ایالات مترده پمریکا  9006در سال 

. سرطان وستان نیز که در سن بودندسال  40% این افراد زیر سن 8و  [3]نفر مؤنث بوده  672540

 389000% از 35بلوغ و دوره باروری بیشتر دیده م  شود، شایع ترین نوع سرطان گزارش شده و 
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. همچنین تعداد [9] ار داشتندسال قر 45مورد بیماران دچار سرطان سینه )در ایالات مترده، زیر 

 . [1] قابل توجه  از سرطان  های گردن رحم در پمریکا، دختران زیر سن بلوغ م  باشند

بیش از نیم  از بیماران سرطان  ترت یک  از انواع روش های مقابله با سرطان مانند شیم  

درمان  و یا ورتودرمان  قرار م  گیرند. در اکثر موارد، برای بیماران از روشهای ترکیب  استفاده م  

یک زمان. متأسفانه درمان با روشهای  شود مانند به کار گیری ورتو درمان  و شیم  درمان  در

رد. به دنبال استفاده از مواد سم  و اتهاجم ، عوارض جانب  و گاهاً شدیدی را بر جای م  گذ

تشعشعات یونیزان در درمان سرطان، فعالیت اندوکرین و چرخه تولید مثل تخمدانها به شدت تهدید 

. بیماران  که ترت شیم  درمان  قرار م  گیرند مستعد ابتلا به نقص تخمدان زودرس [4] م  شود

(POF
، شده که عامل مهم ناباروری در این افراد م  باشد. اما به خاطر نتایج قابل قبول در بهبود 3

 سرطان و عل  رغم پسیبهای جانب ، درمان با تبعات پن ترجیح داده م  شود. بنابراین به منظور حفظ

برای خانمهای  که در اثر شیم  درمان ، رادیوتراو ،  9قدرت باروری، انجماد و ویوند بافت تخمدان

ناهنجاریهای ژنتیک  و یا بیماریهای خاص دیگر مبتلا به ناباروری م  شوند و برای دختران نابالغ نیز 

 .[8-5, 3]توصیه م  گردد  به عنوان تنها راه ممکن برای ذخیره سلولهای جنس 

 

 اثرات درمان سرطان با روشهاي تهاجمي بر دستگاه تولید مثل .1-2

% دختران و خانمهای جوان 20یشتر از شیم  درمان ، رادیوتراو  تهاجم  و ویوند مغز استخوان در ب

تماس پلکیل     تخمدانها به خصوص زمان  که با داروهای. از طرف[9] مبتلا به سرطان انجام م  شود

د. تعدادی از این داروهای شایع و خطرناک برای یابند، به درمانهای سم  بسیار حساس م  شون

کلرامبوسیل، ملفالان، بیوسولفان، سیکلوفسفامید، وروکاربازین،  سیستم تولید مثل عبارتند از:

 .[33-2] ایفوسفامید، داکاربازین و تیوتپان

                                                      
1
 Premature Ovarian Failure 

2
 Ovarian Cryopreservation and Transplantation 
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ثابت شده است که داروهای شیم  درمان ، موجب افزایش سمیت در گنادها شده و بنابراین 

پسیب فولیکولها در نتیجه تخریب سیستم اندوکرین و تولید مثل تخمدانها، قطع  است، که بسته به 

 9001در سال و همکارانش  Larsenنوع بیماری و سن بیمار شدت پن فرق م  کند. به همین جهت 

در نوجوانان ترت درمان سرطان را گزارش کرد.  POF، احتمال خطر افزایش چهار برابری [39]

جزء سیکلوفوسفامید، از جمله موادی است که به طور متداول در شیم  درمان  استفاده شده و 

، 3222. در سال [35-31] به شمار م  رود POFداروهای ور خطر برای گناد ها و القاء کننده 

Meirow را گزارش  ، نقص در فولیکولهای بدوی موشهای تیمار شده با سیکلو فوسفامیدو همکاران

گرم  سیکلوفوسفامید در خانمهای بالای چهل سال، قطع  5. همچنین استفاده از دوز [35] کرد

و  2قاعدگ  را به دنبال داشته و همین وضعیت بعد از استفاده از داروی فوق به میزان  چرخهکامل 

و  Perez. [36] سال دیده شده است 10تا  90سال و  40تا  10گرم در خانمهای به ترتیب بین  90

، پوووتوز را در سلول های دوکسوروبیسیننیز با استفاده از داروی شیم  درمان   [37]همکاران 

 Baxکه ژنهای  ند، ط  مطالعه ای نشان داد[38]و همکاران  Takai. همچنین ندگرانولوزا القاء نمود

بوده و بیان پنها ط  شیم   سمیتدر موش، واسطه های بسیار مهم در ترریک  3و Caspase 2و 

 درمان  افزایش م  یابد.

. ثابت [32] % بیماران م  شود300اروری از طرف دیگر رادیوتراو  حفره شکم  نیز موجب ناب

امل عملکرد گناد را موجب م  گری به تخمدانها در هر سن  تخریب ک 90تا 5شده که تابش دوز 

. تشعشعات یونیزان علاوه بر [93] % تخمکها را نابود کند50گری تابش نیز م  تواند  9و  [90]گردد 

 9004در سال و همکارانش  Larsenتخمدان، بر رحم نیز اثر تخریب  شدید م  گذارد. به طوریکه 

و  Critchleyو  [99]که ورتودرمان  رحم، موجب کاهش حجم پن شده  ندط  مطالعه ای نشان داد

 . [91] گری تشعشع، موجب نقص عملکرد رحم م  شود 10تا 4که تابش  ندنیز گزارش کردهمکاران 

تخمک انسان  متأثر از شیم  درمان  صورت  اگر چه تاکنون مطالعه ای بر روی کیفیت جنین یا

نگرفته است، اما هیچگونه بدخیم  یا ناهنجاری در فرزندان مادران  که وس از درمان سرطان به دنیا 
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ماه باید از  6تا  1. با این وجود توصیه م  شود که حداقل [94, 31]پمده اند، گزارش نشده است 

زمان شیم  درمان  بگذرد تا فرد بیمار باردار شود. اما اینکه چه فاصله مطمئن  بین شیم  درمان  

 معلوم نیست.کامل تا انجماد و ویوند تخمدان باید وجود داشته باشد، هنوز 

 

 در بیماران سرطاني 1حفظ قدرت باروري .1-3

چندین انتخاب برای بیماران سرطان  وجود دارد تا فرصت مادر شدن را وس از وشت سر 

انجماد جنین، انجماد تخمک و انجماد  دوره بیماری مجدداً به دست پورند. که م  توان بهگذارندن 

حفظ انتخاب روش مناسب به منظور کمک به قابل ذکر است که  .[96, 95] اشاره نمود بافت تخمدان

 وضعیت بیماری فرد دارد. بستگ  به زمان رادیوتراو ، نوع سرطان، سن بیمار و  ،قدرت باروری

 

 انجماد جنین .1-3-1

وزشک  تولید "مؤسسه تنها روش مطمئن و گسترش یافته برای این منظور، انجماد جنین است. 

9مثل پمریکا
انجماد جنین را به عنوان تنها روش  معرف  م  کند که اثر بخش  پن به اثبات رسیده  "

دارد. اول نیازمند پن است که  های  نیزاما این روش برای بیماران سرطان  مردودیت . [97] است

، در وضعیت جسم  قابل قبول  به سر برد و دهنده اسپرم مناسب مار در دوره سن  بلوغ قرار داشتهبی

، بیمار باید ترت فرپیند ترریک تخمدان قرار مناسب داشته باشد. همچنین برای گرفتن تخمک

با توجه به حیات  بودن زمان برای بیمار سرطان ، شیم  درمان  باید به سرعت پغاز شود، گیرد. ب

اگرچه در برخ  میشود.  تقریباً منتف ترریک تخمدان، زمان بر بنابراین امکان استفاده از روشهای 

ان برای این منظور استفاده شده است، اما نتوانسته اطمین 1درمان  از روش های کوتاه مدت مراکز

                                                      
1
 Fertility Preservation  

2 American Society of Reproductive Medicine 
3 Short Protocol 
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استفاده از استرادیولها در اثبات شده است که همچنین قطع  نزد متخصصین امر به وجود بیاورد. 

که  برای خانمهای مجرد م  توان اگر چهترریک تخمدان، رشد سلولهای سرطان  را تسریع م  کند. 

ار وائین انجام داد، اما موفقیت این روش بسی را ترت ترریک تخمدان قرار گرفته اند انجماد تخمک

 .[92, 98]% حاملگ  و زایمان وس از انجماد، 5تا  3است )

 

 انجماد تخمك .1-3-2

برای بیماران  که شرایط لازم جهت انجماد جنین را دارند، فقط انجماد تخمک نیز روش  است 

IVFنم  توانند از اسپرم فرد دهنده استفاده کنند. در این مورد، 
تخمکهای پنها برای تولید جنین و  3

سپس انجماد جنین ها ممکن نیست. بنابراین تخمک های بالغ یا نابالغ این دسته از بیماران باید 

ن،. در این راستا انجماد تخمکهای انسان  در چندین مرکز درمان  به صورت منجمد شود )نه جنی

 .[10]گسترده انجام م  شود 

 

 انجماد تخمك بالغ .1-3-3

در نگاه اول به نظر م  رسد که انجماد تخمک بالغ، روش  مناسب و دست یافتن  برای ذخیره 

سلولهای زاینده جنس ماده است. اگر خانمهای مجرد بتوانند مراحل ترریک تخمدان را قبل از شروع 

پنهاست. اما برای  شیم  درمان  پغاز کنند، انجماد تخمک روش  مناسب برای حفظ قدرت تولید مثل

. حدود [13]کودکان، ترریک تخمک گذاری و جمع پوری تخمکها برای انجماد امکان وذیر نیست 

جام شده است. ط  ان و همکارانشانSonmezer،  Oktayمطالعه بر روی انجماد تخمک توسط  93

% و 5/59%، میزان لقاح 47این مطالعات و به طور متوسط  میزان زنده ماندن تخمک وس از انجماد 

% گزارش شده است. بسیاری از مطالعات اخیر نیز نشان م  دهند که با 59/3میانگین حاملگ  

                                                      
1 In Vitro Fertilization 
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هنوز تضمین  استفاده از حجم بالای سوکروز، نتایج بهتری در انجماد تخمک حاصل میشود، ول 

 . [98]خوب  برای تأثیر گذار بودن پن در بالین وجود ندارد 

تخمک منجمد شده  297از  بالین بارداری  38نیز  [98]و همکارانش  Boriniدر مطالعات 

. [92]% فراتر نرفت 8/3گزارش شده است. همچنین در مطالعه دیگری میزان متوسط بارداری از 

حساس است. به همین دلیل انجماد تخمک با  ، یک سلول بزرگ، ویژه وIIتخمک مرحله متافاز 

. [19]پسیبهای بسیاری همراه است که موجب وایین پمدن میزان زنده ماندن وس از ذوب م  شود 

ZPدر این جا دو دلیل مهم وجود دارد: اول، لایه شفاف )
، در مرلول انجماد سخت شده و احتمالاً 3

م  شود. بنابراین موجب عدم نفوذ اسپرم شده و لقاح  9موجب ناقص ماندن عمل گرانولهای  قشری

ICSIطبیع  را دچار اشکال م  کند. البته روش تزریق درون سیتوولاسم  اسپرم )
دی م  ، تا حدو1

تواند گزینه خوب  برای جبران این حالت باشد. دومین دلیل حضور دوک تقسیم در سیتوولاسم 

باعث دلایل  این. [11]ند سلول  پسیب م  بی تخمک است که به راحت  توسط کرستالهای یخ داخل

 .باشدایجاد بانک تخمک با چالشهای بزرگ  همراه  م  شود که

 

 انجماد تخمك نابالغ .1-3-4

I (GVوروفاز انجماد تخمک در مرحله 
با درصد موفقیت  II، نسبت به تخمک مرحله متافاز 4

کامل نیز و تقسیمات اول میوزی را  داشتهاندازه کامل  GV. تخمک های [14]بیشتری همراه است 

کرده اند. اما هنوز به طور کامل بالغ نشده و دومین متافاز خود را شروع نکرده اند. اگر چه خطر سخت 

شدن زونا ولوسیدا و پسیب به اسکلت سلول  گریز ناوذیر است. احتمال دارد که فقدان دوک تقسیم و 

هسته که از کروماتین مرافظت م  کند، از ایجاد نقایص سایتوژنتیک در طول تقسیم  حضور غشاء

                                                      
1
 Zona Pellucida 

2
 Cortical Granules 

3
 Intracytoplasmic Sperm Injection 

4
 Germinal Vesicle 
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در نتیجه کامل شدن  3. بالغ شدن تخمک با پزاد شدن اولین جسم قطب [15]سلول  جلوگیری کند 

 .[16]تقسیم اول میوز ارزیاب  م  شود، اما بلوغ سیتوولاسم پن نیز برای انجام لقاح ضروری است 

اگر چه تاکنون چندین گزارش از بارداری حاصل از انتقال تخمکهای بالغ شده پزمایشگاه  ارائه 

جه انتقال تخمکهای نابالغ حاصل از انجماد و بلوغ پزمایشگاه ، فقط یک گردیده، اما بارداری در نتی

ارداری بیوشیمای  ب [18] 9003در سال و همکارانش  Wu. همچنین [17]مورد گزارش شده است 

نیز در سال و همکاران  Kanد و دنگزارش دارا ذوب شده -منجمد GVدر نتیجه انتقال تخمک 

هفته به طول انجامید گزارش  39، به دنبال روش فوق یک بارداری ناموفق را که حدود [12] 9004

 .ندنمود

 

 انجماد بافت تخمدان .1-3-5

برای بیماران  که به شیم  درمان  سریع نیازمندند، انجماد تخمدان تنها راه ممکن و میسر است 

. هدف اصل  این روش وس از ط  دوره درمان و رهای  کامل از سرطان، بازگرداندن بافت قشری [40]

تخمدان )که حاوی سلولهای جنس  ماده است، به حفره لگن  و یا ناحیه ای شبیه بازو یا دیواره شکم 

. روش های دیگر جهت بازگرداندن قدرت باروری بیماران سرطان ، مثل ویوند [15] م  باشد

 تخمدان، در ادامه مورد برث قرار م  گیرند.فولیکولهای بدوی جدا سازی شده و یا ویوند کل بافت 

 انجماد بافت تخمدان در بیماران سرطان  نسبت به انجماد جنین یا تخمک مراسن زیادی دارد

ای تعداد زیادی فولیکول بدوی م  باشد. دوم، انجماد بافت . اول اینکه، بافت قشری تخمدان دار[43]

تخمدان علاوه بر اینکه م  تواند قدرت فعالیت درون ریز تخمدان را حفظ نماید، وس از ویوند و 

تخمدان را مجدداً فعال -هیپوتالاموس-بازگرداندن پن به بدن م  تواند مرورهای هورمون  هیپوفیز

سیله انجماد تخمک و جنین رخ نم  دهد. سوم، تخمدانها در هر زمان  و نماید، که البته این حالت بو

                                                      
1
 Polar Body 
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بدون توجه به چرخه قاعدگ  حت  از طریق یک لاواراسکوو  ساده به دست م  پیند. چهارم، 

فولیکولهای بدوی بدلیل فعالیت متابولیک وائین نسبت به تخمک بالغ به کاهش دما حساسیت 

متوقف شده و فعالیت  Iاین فولیکولها در مرحله وروفاز کمتری داشته و همچنین تخمک درون 

تکوین  کم  دارند. همچنین تخمک در فولیکولهای بدوی فاقد زوناولوسیدا بوده و از طرف دیگر 

چرب  داخل سیتوولاسم  بسیار کم  دارند که حضور چرب  م  تواند کاهش درجه حرارت را با 

  از کاهش دما را افزایش م  دهد. نهایتاً، فولیکولهای مشکل مواجه نماید، بنابراین پسیب های ناش

بدوی که نشانگرهای مخصوص گونه ای ندارند، مدلهای خوب  برای ترقیقات به شمار م  روند. این 

% فولیکولهای قشر تخمدان را شامل م  20بوده و در انسان بیش از  برجستهویش فولیکولها از نوع 

 .[49] ها حالت نوسان  داردشوند. تعداد انواع دیگر فولیکول

در حال حاضر انجماد تخمدان به سه طریق انجام م  شود: انجماد کل تخمدان به همراه وایک 

 .1و انجماد فولیکولهای جدا سازی شده 9، انجماد قطعات قشر تخمدان3عروق 

 

 انجماد كل بافت تخمدان .1-3-5-1

یک شهر به شهر  ساعت با موفقیت از 1بافت تخمدان انسان  حاوی فولیکولهای زنده، ط  مدت 

اولین تولد نوزاد حاصل از فرپیند  9039. همچنین در سال [41] دیگر در کشور دانمارک منتقل شد

در انتقال بافت تخمدان از یک  انجماد و ویوند تخمدان انسان در پلمان گزارش گردید که اهمیت پن

. این مسئله نشان داد که ذخیره سازی مؤثر تخمدان [44]ساعت بود  39به شهر دیگر ط  مدت شهر 

ری ندارند، امکان وذیر خواهد بود. برای جلوگیری از بیماران در شهرهای  که بیمارستان یا مرکز نابارو

ایجاد نواح  نکروز در بافت  که ویوند زده م  شود و به منظور برقراری هر چه بهتر پناستوموزهای 

                                                      
1
 Vascular Pedicle 

2
 Ovarian Cortex 

3
 Isolated Follicle 


