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 دهیچک

 یمثل دینابرابر دو سمت دستگاه تول تیو فعال زرد جسم یمنف ای مثبت اثرات با رابطه در یاریبس یهاتناقض :یمطالعات نهیزم

-بافت یهایژگیو بر( چپ برابر در)راست  تخمدان سمت و زرد جسم اثرات یبررس مطالعه نیا از هدف: هدفوجود دارد. 

 روشبوده است.  یسازشهیش روش به یگاو تخمدان بافت انجماد ندیفرآ از بعد آنترالهپر یهاکولیفول مختلف انواع یشناس

 یبرا بلافاصله یبافت یهانمونه تازه کنترل گروه در. شدند استحصال هاتخمدان جفت از کی هر از یتخمدان قطعاتکار: 

 زرد، جسم فاقد یهاگروه]  یسازشهیش روش به انجماد ندیفرآ تحت یهاگروه در که یحال در شدند تیتثب  یبافت یزهایآنال

 کشت از بعد و قبل یتخمدان یهابافت گرفتند، قرار یتنبرون کشت مورد روز 5 ای 1 سپس که[ چپ و راست زرد، جسم واجد

نشان داد که اگرچه عدم حضور جسم  یشآزما ینا یجنتا :نتایجقرار گرفتند.  یمورد بررس یشناسبافت لحاظ از و شده تیتثب

 و( 1 روز در شده داده کشت یها)نمونه یانتقال نوع از نرمال یهاکولیاز فول یدر تخمدان منجربه وقوع درصد بالاتر زرد

 مورد کی اما شد است، شده گرفته زرد جسم واجد یهاتخمدان از که ییهانمونهشده( نسبت به  یسازگرم یها)نمونه هیاول

 از یبالاتر درصد زرد، جسم واجد یهاتخمدان از آمده بدست یهانمونه در که دادند نشان جینتا نیا. داشت وجود هم استثناء

 شودیم مشاهده زرد جسم فاقد یهاتخمدان به نسبت( 1 روز در شده داده کشت یها)نمونه نرمال هیاول یمادر یهاکولیفول

 ،یساز)گرم شیآزما مراحل یتمام در آنترالپره یهاکولیفول انواع یتمام یبرا اگرچه%(.  3/39 برابر در%  6/57 بیترت)به 

 نداشت وجود چپ و راست گروه دو نیب نرمال یهاکولیفول درصد لحاظ از یداریمعن تفاوت چیه( یتنبرون کشت 5 ای 1 روز

(05/0˃P .) از عوامل  بسیاریاستنتاج کرد که  میتوان اینگونهمطالعه  اینبدست آمده از  نتایجبراساس : یینها گیرینتیجه

 روزهایو  سازیآنترال، مراحل پس از انجماد )گرمپره هایفولیکولجسم زرد، نوع و رده  یکعدم حضور  یاهمچون حضور 

را متأثر  سازیشیشهحاصل از انجماد به روش  نتایج موفقیت میزانتوانند میعوامل  این بینکشت داده شده( و اثر متقابل 

 سازند. 
 

 یهاول یکولفول ی،انتقال یکولفول تنی،کشت برون سازی،شیشهجسم زرد، انجماد به روش  :کلیدیواژگان 
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 مقدمه

-رهیذخ یبرا یموثر طورهب سرما برابر در محافظت ندیفرآ

 است، رفته بکار شده کیتفک یهاسلول نقل و حمل و یساز

 یسلول چند و تر دهیچیپ یهاستمیس یبرا کاربرد نیا اگرچه

هم اکنون درک  (.2004و همکاران  لوری)ت باشدیم محدودتر

 در هاسلول به بیآس در لیدخ یهاسمیمکان از یاگسترده

امروزه  کهیبطوردارد،  وجود ییگشاخی و انجماد خلال

بطور نامحدود و با نرخ  بایتقرمشخص شده است که 

حفظ  یبرا نییپا اریبس یدماها از توانیم ییبالا یابیباز

)کارلسون و تونر  کرد استفاده هااز انواع سلول یاریبس

برای  1یمادر ندهیزا خطوط حفظ یراستا در. (1996

حیوانات در خطر انقراض، فرآیند محافظت در برابر سرما 

در مورد بافت تخمدان نسبت به تخمک بالغ یا رویان مزایای 

 ندیفرآ ،موضوع نیا رغمیعل. دهدبیشتری را ارائه می

 واجد هنوز تخمدان بافت مورد در سرما برابر در محافظت

 با ستیبایم آن پروتوکل و باشدیم یفراوان یهاچالش

 از بافت نیا یاجزا و هاسلول مختلف انواع وجود به توجه

-کسیماتر و الیاندوتل یهاسلول گرانولوزا، یهاسلول لیقب

 نیو همچن (2005 و همکاران )هوواتا یسلول خارج یها

 استاندارد و نهیبه مختلف، یهاگونه نیب یستیوجود تنوع ز

 از هدف اغلب آنکه وجود با. (1999و ومر  لدتی)و گردد

 حفظ تخمدان، بافت مورد در سرما برابر در محافظت ندیفرآ

 است( الیموردی)پر نیآغاز یمادر یتخمدان یهاکولیفول

 ،(2010و سانتوس و همکاران  2006 سزیازکویکس-)کاتسکا

-هپر یهاکولیفول ترشرفتهیپ مراحل یمانزنده امکان اما

 از بعد زین هیثانو و هیاول ،یانتقال یهاکولیفول مانند آنترال

)سانتوس و  دارد وجود سرما برابر در محافظت ندیفرآ

 ستیبایم اگرچه. (2010و بارت و همکاران  2008همکاران 

 نیا لیدل به نیآغاز یمادر یهاکولیفول که داشت نظر در

 رفعالیغ نسبتاً یکیمتابول لحاظ از آنها در موجود تخمک که

                                                           
1 . Female germline 

-گرانول و شفاف هیلا ،یمتافاز میتقس یهادوک فاقد و بوده

آنها اندک است،  دیپیل ریمقاد ییهستند و از سو یقشر یها

که در مراحل  کولیانواع فول گریبا د سهیدر مقا اغلب

در برابر  یمؤثرتر طوربه دارند، قرار نمو و رشد ترشرفتهیپ

و  2005 و همکاران )هوواتاسرما محافظت خواهند شد 

 دهه در شده انجام مطالعات(. 2011سانتوس و همکاران 

 هیناحدر مورد  یسازشهیش روش به انجماد امکان از ریاخ

 هستند، آنترالهپر یهاکولیفول واجد که تخمدان یقشر

 (2002دلاپنا و همکاران ) مثال یبرا. اندداده بدست یشواهد

 کشتپس از  که ندگزارش نمود سالم ییهاموش دیاز تول

 انجماد تحتکه قبلاً  یآنترالهپر یهاکولیفول یشگاهیآزما

واقع شده و سپس مراحل بلوغ و لقاح  یسازشهیش

 نموده بودند، بدست آمد.  یرا ط یشگاهیآزما

 محافظت نهیزم در گرفته صورت یهارفتشیپ یتمام رغمیعل

 یهاچالش هنوز تخمدان، بافت مورد در سرما برابر در

 ستیبایم آن پروتوکل و دارد وجود آن راه سد   یفراوان

 ازبافت  نیمختلف ا یو اجزا هاسلول تنوع با یهماهنگ یبرا

 و الیاندوتل یهاسلول گرانولوزا، یهاسلول تخمک، لیقب

 هاتفاوت(، 2005 و همکاران )هوواتا یسلول خارج کسیماتر

)سانتوس و همکاران  آنترالهپر یهاکولیفول انواع نیب

 ومر و لدتی)وگردد  نهیبه ها،گونه نیب یستیو تنوع ز (2011

1999.) 

 دو ستیبایم ،ینیجن نمو و رشد ندیفرآ براساس اصولا

 باشند برخوردار یکسانی تیفعال از یتناسل ستمیس سمت

 در یاریبس شواهد وجود نیا با. (2011)گرس و همکاران 

 و یتناسل ستمیس عملکرد در تقارن عدم وجود با رابطه

 ذکر گذشته منابع در یدمثلیتول یهافراسنجه بر آن راتیتاث

)فوکودا و  تخمدان راست در انسان مثال یبرا .است شده

لحاظ  از (2011 همکاران و)گرس و گاو  (2000همکاران 

 ندیفرآ انجام یمتقاض افرادو در  هستند ترفعال یگذارتخمک



 3       يسازشهیش روش به افتهی انجماد آنتراليپر يهاکولیفول مختلف جاتدسته یشناس بافت يهایژگیو بر يگاو يهااثرات عدم تقارن در عملکرد جفت تخمدان

 هستند، سالم یهاکه واجد تخمدان 1(IVF) یتن برون لقاح

)لان  است شتریب چپ تخمدان به نسبت راست تخمدان پاسخ

 ستمینابرابر دو سمت س تیفعال نی. ا(2010و همکاران 

 یگذارتخمک زانیم در تفاوتممکن است مربوط به  یتناسل

 یهاشاخ طیمح نیب هاتفاوت چپ، و راست تخمدان دو نیب

 یتکامل و یذات یستگیشا در تفاوت ای و چپ و راست یرحم

 ی)کرم باشد هاتخمدان نیا از گرفته نشأت یهاتخمک

-نموده قیتصد گذشته مطالعات. (2015شبانکاره و همکاران 

و  2(CL) زرد جسم نموء و رشد نیب خاص ارتباط که اند

رشد و نمو فولیکولی ممکن است موجب عدم تقارن در 

 عملکرد اعضای تناسلی در گاوهای شیری شود

و  لهویف-تنتهیو پن 2008و همکاران  سیسول-)کونترراس

( و سوگوله و 1993) نو همکارا نویبوئد (.2014همکاران 

 و مثبت آثار مورد در تناقضات یاپاره از (2008همکاران )

-داده بدست را یشواهد هاتخمک تیفیک بر زرد جسم یمنف

شبانکاره و  یکرم توسط گرفته صورت مطالعه طبق بر. اند

 یتکامل یستگیاثرات جسم زرد بر شا (2015همکاران )

 و باشدیم یکولیفول اندازه از متأثر خود یگاو یهاتخمک

توان با استفاده  یاساس نشان داده شده است که  م نیبر ا

 یبزرگ تخمدانها یکولهایمنشأ گرفته از فول یاز تخمکها

 یبرون تن دیتول مشکلات مربوط به یفاقد جسم زرد، برخ

شبانکاره و همکاران  یرا کاهش داد )کرم یگاو یها انیرو

1394.) 

 سمت و زرد جسم اثرات یبررس حاضر مطالعه از هدف

 یشناسبافت یهایژگیو بر( چپ برابر در)راست  تخمدان

 ،نیآغاز ی)مادر آنترالهپر یهاکولیفول مختلف انواع

 یسازشهیش روش به انجماد از پس( هیثانو و هیاول ،یانتقال

 . باشدیم گاو تخمدان بافت

 

 

                                                           
1 . In vitro fertilization (IVF) 
2 . Corpus luteum (CL) 

 هاروش و مواد

 از استفاده یبرا اخلاق تهیکم نیقوان و نظر تحت مطالعه نیا

 بجز. رفتیپذ انجام لیبرز سرآ یالتیا دانشگاه واناتیح

 مورد ییایمیش مواد یتمام گردد،یم ذکر که یموارد

 .دیگرد نیتأم 3گمایس شرکت از استفاده

 یشیآزما یهاگروه و هاتخمدان یآورجمع

 ختهیآم نژاد بالغ ماده گاو راس پنج ازعدد(  10) هاتخمدان

 یهادام یهاتخمدان. شد یآورجمع یمحل کشتارگاه کی از و

 قیطر از هادام کشتار از پس یآبستن تیوضع) آبستن

-لدونیکوت ک،یوتیآمن سهیک ،ینیجن یهاپرده یبصر یبررس

 و( دیگرد مشخص رحم ظاهر و قوام در رییتغ ای و نیجن ها،

 مانند کیپاتولوژ حالات واجد که ییهاتخمدان از دسته آن

 حذف حاضر مطالعه از بودند، یستیک یهاکولیفول وجود

 مرحله زرد جسم واجد که یواناتیح تنها نیهمچن. دندیگرد

 ،گرفتند قرار استفاده مورد مطالعه نیا در بودند استروسید

 واجد استروسید مرحله در موجود یگاوها کهیطورهب

 ای راست یهاتخمدان از یکی یرو بر زرد جسم کی حداقل

 بر هاتخمدان. (2016و همکاران  انی)حجار بودند خود چپ

به  هاتخمدان سمت و زرد جسم وجود عدم ای وجود اساس

)واجد جسم   +CL -1شدند:  میتقس ریپنج دسته به قرار ز

 یهان)تخمدا Right -3)فاقد جسم زرد(،  -CL  -2زرد(، 

 -5سمت چپ(،  یها)تخمدان Left -4سمت راست(، 

Control وجود اساس بر یانتخاب گونهچیه که ییها)تخمدان 

 آنها مورد در تخمدان سمت ای و زرد جسم وجود عدم ای

 یآورجمع معمول وهیش ندهینما و است نگرفته انجام

 (. باشندیم هاتخمدان

در اتانول  کباری و هشد جدا هاتخمدان ها،دام کشتار محضبه

 شده با بافر یبافر MEMمحلول  درو سپس دوبار  70%

 µg/ml  100و  نیلیسیپن µg/ml 100 مکمل شده با 4هپس

3 . Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA 
4. HEPES-buffered minimum essential medium (MEM) 
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-تخمدان سپسمورد شستشو قرار گرفتند.  نیسیاسترپتوما

 یو ط گرادیسانت درجه 4 یدما رد MEMدر محلول  ها

 شگاهیآزما درمنتقل شدند.  شگاهیساعت به آزما کیمدت 

 بخش و هشد زدوده هاتخمدان از یچرب و یاضاف یهابافت

 بر یبنددسته از)پس  هاتخمدان جفت از کی هر یقشر

 با( هاتخمدان سمت و زرد جسم وجود عدم ای وجود اساس

 3قطعه کوچک ) 60به  1بافت برش دستگاه کی از استفاده

 لیاستر طی( تحت شرامتریلیم 3 × متریلیم 3 × متریلیم

قطعه تخمدان به عنوان  10 وانیهر ح یبرابرش داده شدند. 

 کشت تازه یهاقطعه به عنوان نمونه 10، 2تازه کنترل نمونه

 که( یساز)بدون انجام انجماد به روش شیشه 3شده داده

( مورد کشت قرار گرفتند. D5) روز پنج ای( D1) کی یبرا

چهار گروه  نیب یبطور تصادف گرید یقطعه تخمدان 40

 -1 شدند:  عیتوز ریقطعه( به قرار ز 10)در هر گروه  یماریت

CL+   ،)واجد جسم زرد(2-  CL-  ،)3)فاقد جسم زرد- 

Right 4سمت راست(،  یها)تخمدان- Left یها)تخمدان 

 کی یبرا یسازشهیش روش به انجماد از پس که( چپ سمت

(D1 )روز پنج ای (D5 )قرار گرفتند.  یتنبرون کشت مورد

-بافت یزهایآنال انجام یبرا عاًیسر تازه کنترل یهانمونه

تازه کشت  یهانمونه. گرفتند قرار استفاده مورد یشناس

 تحتپنج روز  ای کیپس از کشت به مدت  زیداده شده ن

 مورد که ییهاگروه در. گرفتند قرار یشناسبافت یزهایآنال

 قطعه 2 گروه هر در بودند، گرفته قرار یسازشهیش انجماد

-بافت یزهایآنال انجام یبرا یسازپس از گرم یتخمدان

 5 ای 1قطعه( به مدت  8) گریدآماده شدند و قطعات  یشناس

 یشناسبافت یزهایآنال سپس و هروز مورد کشت قرار گرفت

 . رفتیدر مورد آنها انجام پذ

 

                                                           
1 . Thomas Stadie-Riggs Tissue Slicer/Blades 
2 . Fresh control 
3 . Fresh cultured samples 
4 . Ovarian Tissue Cryosystem (OTC) 

 یسازگرم و یسازشهیش روش به انجماد ندیفرآ

ارائه  یشده برا کارگرفتههب یهاروش و مراحل یتمام

-شهیبه روش ش د( و انجماCPAsعوامل محافظ سرما )

 تخمدان بافت انجماد دیجد ستمیس کیبا استفاده از  یساز

(OTC)4  دهیما ابداع و استفاده گرد میکه در گذشته توسط ت 

و سالز و  2013)کاروالهو و همکاران  رفتیبود، انجام پذ

-نمونه دادن قرار تعادل در خلاصه، طورهب .(2016همکاران 

در دو  یجیتدر طورهب 5(VS) یسازشهیش محلول در ها

 MEMشامل  VS1 -1: رفتیانجام پذ ریز صورتمرحله به 

 %10 ساکارز، مولار mg/ml 10 BSA،   25/0مکمل شده با 

 دیسولفوکسالیمتدی %10و  6(EG) کولیگلا لنیات

(DMSO)7 ،2- 2VS  شاملMEM  مکمل شده باmg/ml 

10 BSA،   25/0 کولیگلا لنیات %20 ساکارز، مولار (EG )

 از هفته کی از پس. (DMSO) دیسولفوکسالیمتید %20 و

 تروژنین در شده یسازشهیش یتخمدان یهانمونه رهیذخ

درجه  25اتاق ) یدر دما قهیدق کیابتدا به مدت  هانمونه ع،یما

قرار گرفتند. برداشت  هیاول ی( مورد گرم سازگرادیسانت

CPAs کدام هر محلول سه در هانمونه یشستشو قیاز طر 

+  αMEM -1 :رفتیپذ انجام ریز قرار به قهیدق 5 مدت به

mg/ml 3 BSA  +5/0  ،2مولار ساکارز- αMEM  +

mg/ml 3 BSA  +25/0  ،3مولار ساکارز- αMEM  +

mg/ml 3 BSA  (.2016 همکاران و)سالز 

 یتن برون کشت

 یقشر بخش یهانمونه ،یتن برون کشت ندیفرآ انجام یبرا

 یحاو کیهر که کشت یاخانه 24 یهابه ظرف تخمدان بافت

کشت بودند، انتقال داده شدند. کشت در  طیاز مح تریلیلیم 1

-دیاکسید %5 و گرادیسانت جهرد 5/38 یدما باانکوباتور 

ساعت  کیکشت تازه  یهاطیمح. رفتیپذ انجام هوا در کربن

5 . Vitrification solution (VS) 
6 . Ethylene glycol (EG) (Dinâmica - Dinâmica Química, 

Diadema, Brazil) 
7 . Dimethyl sulfoxide (DMSO) (Dinâmica) 



 5       يسازشهیش روش به افتهی نجمادا آنتراليپر يهاکولیفول مختلف جاتدسته یشناس بافت يهایژگیو بر يگاو يهااثرات عدم تقارن در عملکرد جفت تخمدان

 دو هرشده و  انکوبهذکر شده  طیقبل از استفاده در شرا

 کارهب هیپا کشت طیمح. ندشدیم پر مجددا بار کی روز

-یب با همراه McCoy طیمطالعه مح نیگرفته شده در ا

استفاده از  گرید یامطالعه در ما میت]است  بوده کربنات

-شهیش یتخمدان یهابافتکشت  یرا برا McCoy طیمح

)کاسترو و همکاران  است نموده شنهادیپ یگاو شده یساز

 یلیم Invitrogen Ltd، 20) هپس بافر توسط که[ (2014

 BSAمولار(،  یلیم Invitrogen Ltd، 3) نیمولار(، گلوتام

(Fraction V 0.1%)، نیلیسیپن (mg/ml 1/0)، 

(، mg/ml 5/2) نیترانسفر(، mg/ml 1/0) نیسیاسترپتوما

( مکمل mg/ml 50) دیاس کیآسکورب و( ng/ml 4) مویسلن

 (D5)پنج روز  ای (D1) 1به مدت  یشده بود. قطعات تخمدان

و مک  2014)کاسترو و همکاران  گرفتند قرار کشت مورد

 (.2010و تلفر  نیلاقل

 یشناس بافت زیآنال

 %40 ی)محلول فسفات بافر Millonigدر محلول  هانمونه

سپس در  و شده کسیساعت ف 2 مدت به( آب در دیفرمالده

 شفاف از پس. شدند یریآبگ اتانول یصعود یهاغلظت

 7 یهابرش نیپاراف در یریگقالب و لولیگز در یساز

 شده داده برش قطعه پنج هر .شد هیته آنها از یکرومتریم

 یزیآمرنگاز  پسو  هشد منتقل یاشهیش دیاسلا کی یرو بر

 ,Nikon)با استفاده از میکروسکوپ نوری   1PAS با

Tokyo, Japanقرار  یبرابر مورد بررس 400 یی( با بزرگنما

-هپر کولیفول 150 یماریت یهاگروه از کی گرفتند. در هر

 قرار یابیارز مورد( وانیهر ح یبه ازا کولیفول 30) آنترال

 کی با آنتروم حفره بدون یهاکولیفول عنوان به که گرفتند

 کولیمسطح )فول یهاسلول از هیلا کی توسط که تخمک

 کولی)فول یمکعب و مسطح یهاسلول از هیلا کی(، نیآغاز

 کولی)فول یمکعب یگرانولوزا یهاسلول از هیلا کی(، یانتقال

 یهاسلول یشتریب تعداد ایکه با دو  ییهاتخمک ای و( هیاول

                                                           
1 . Periodic acid–Schiff (PAS) 

 شدند یبنددسته( هیثانو کولی)فول یمکعب یگرانولوزا

 یهاکولیفول تیفیک (.1 شکل) (2011)سانتوس و همکاران 

 شده فیتوص گذشته در که ییپارامترها اساس بر آنترالهپر

 طورهب. (2008و همکاران  نتوی)پ دیگرد یبررس است

 یتلق نرمال یشناسشکل لحاظ از که ییهاکولیفول مختصر،

سالم  یگرانولوزا یهاسلول و تخمک کی واجد گردندیم

 با تخمک کی واجد دِژنره یهاکولیفولکه  یحال درهستند 

 یهاسلول ای و اووپلاسم یدگیچروک ک،یکنوتیپ هسته

 یغشا از و افتهین سازمان یبدرست که هستند ییگرانولوزا

 کی شمارش و یابیارز از یریجلوگ یبرا. اندشده جدا هیپا

 در تنها آنترالهپر یهاکولیفول بار، کی از شیب کولیفول

 مشاهده تخمک هسته آنها در که شدند یبررس یقطعات

 (.2013)کاروالهو و همکاران  دیگرد
 

 
 بافت قطعات یشناسبافت یهاکروگرافیفتوم -1شکل

 ،یانتقال کولیفول( b) ،نیآغاز یمادر کولی( فولa. )یتخمدان

(c )و  هیاول کولیفول(d )هیثانو کولیفول 

Figure 1. Histology photomicrographs of ovarian 

tissue. Primordial follicle (a), transitional follicle (b), 

primary follicle (c), secondary follicle (d) 
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 یآمار لیتحل

نرمال نبودند  عیتوز یکه دارا ییهادادهمطالعه  نیا در

(Smirnov test-Kolmogorov )1یتمیلگار لیتبد مورد 

 لحاظ از نرمال یهاکولی)فول هانیانگیم سهیمقا. گرفتند قرار

و  Kruskal-Wallis( با استفاده از آزمون یشناسشکل

 یهاآزمون ی. تمامرفتیانجام پذ Mann-Whitneyآزمون  

 هاتفاوتو  شدانجام  11Sigma Plot 2با استفاده از  یآمار

  .بود   P˂ 05/0 که شدند محسوب دار یمعن یزمان

 

 نتایج

آنترال در هپر هایفولیکولدرصد  سازیپس از مرحله گرم

مرحله  ین. در ایدگرد یبررس یماریت هایاز گروه یکهر 

 نیآغاز یمادر یهاکولیفولدر درصد  یداریمعن تفاوت

مورد  یمارهایت ینب یشناسشکل یارهایمع لحاظ از یعیطب

-فولیکول میزان همچنین (.P˃05/0)وجود نداشت  بررسی،

 بررسیمورد  تیمارهایهمه در  آغازین ینرمال مادر های

مشابه گروه کنترل تازه بود  سازیدر مرحله گرم

(05/0˃P.)  هایکولیفول دمشابه با آنچه در مور یروند 

 انتقالی هایفولیکولمشاهده شد، در مورد  آغازین یمادر

 تفاوتکه طوریهب گردیدثبت  سازیدر مرحله گرم نیز

 بین یانتقالنرمال  یهاکولیفولدر درصد  یداریمعن

 مچنینه (.P˃05/0)وجود نداشت  ی،مورد بررس یمارهایت

( در مرحله ی)انتقال فولیکولیدسته  اینمشخص شد که در 

 قطعات در یانتقال یعیطب یهاکولیفول درصد سازی،گرم

نسب به گروه  یداریمعن بطور چپ تخمدان از آمده بدست

-کولیفول مورد در(. P˂ 05/0)  استکنترل تازه بالاتر بوده 

 درصدکه  داد نشان جینتا ،یسازگرم مرحله در هیاول یها

 یهاتخمدان از آمده بدست قطعات در یعیطب یهاکولیفول

 از آمده بدست قطعات به نسبت( -CL)  زرد جسم فاقد

)به بوده است  شتریب( +CL) ردز جسم واجد یهاتخمدان

                                                           
1 . Logarithmic transformation 

مشخص شد که  همچنین (.%1/6در برابر  %3/13 ترتیب

در قطعات بدست آمده از  هیاول یعیطب یهاکولیفول درصد

 تازه کنترل گروه در آن به نسبتCL(-) (3/13% )گروه 

اختلاف ها تفاوت اینبا وجود  .است بوده شتریب( 4/7%)

قطعات بدست آمده از تخمدان راست و چپ  ینب داریمعنی

-گرم مرحله در هیاول یعیطب یهاکولیفول درصداز لحاظ 

در مورد  نکهیبا وجود ا (.P˃05/0)وجود نداشت  یساز

-گرم مرحله در یاهیثانو کولیو چپ فول (+)CL یهاگروه

-یمعن تفاوت چیه که شد مشخص اما دینگرد مشاهده یساز

 درصداز لحاظ  راستو  (-)CLدو گروه  نیب یدار

وجود  یسازگرم مرحله در هیثانو یعیطب یهاکولیفول

 (.P˃05/0)نداشت 

قطعات  تنینروز پس از کشت برو 1بدست آمده  نتایج

آن بوده که در رابطه با  مبینشده  سازیگرم تخمدانی

نرمال در  هایفولیکولدرصد  یهاول یمادر هایفولیکول

 (+)CL( و گروه %3/57روز کشت( ) یکگروه کنترل )پس از 

CL(-) (3/39% )بالاتر از گروه  یداریمعن طوره( ب6/57%)

از  هاگروه گرید نیب یداریاگرچه تفاوت معن .است بوده

 روز کی در نیآغاز یمادر یعیطب یهاکولیفول درصد لحاظ

در  که شداما مشخص  دیثبت نگرد یتنبرون کشت از پس

 یمادر یعیطب یهاکولیفول درصدCL(-) (3/39 % )گروه 

 مقدار نیا از کمتر یتنبرون کشت از پس روز کی در نیآغاز

-کولیفول با رابطه در (.% 59) است بوده تازه کنترل گروه در

 شد مشخص یتنبرون کشت از پس روز کی در یانتقال یها

 از چپ و راستدو گروه  نیب یداریمعن تفاوت اگرچه که

 (P˃05/0) نداشت وجود یعیطب یهاکولیفول درصد لحاظ

 یعیطب یانتقال یهاکولیدرصد فول  CL(-) (6/56%)اما گروه 

راست  ،CL(+) (1/33%) یهاگروه به نسبت را یبالاتر

 نی( و همچن%36) 1( و کنترل کشت داده شده در روز 3/38%)

 یهاکولیفول مورد در%( دارا بود.  2/30گروه کنترل تازه )

2 .  Sigma Plot 11 (Systat Software Inc., USA) 
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 نیمشخص شد که ب یتنکشت برون از پس روز 1 در هیاول

 درصد لحاظ از یداریمعن تفاوت چیه یشیآزما یهاگروه

 نکهیا وجود با(. P˃05/0)نرمال وجود نداشت  یهاکولیفول

 یاهیثانو کولیفول چپ و کنترل (-)CL یهاگروه مورد در

اما  دیمشاهده نگرد یتنبرون کشت از پس روز 1در 

 (+)CLدو گروه  نیب یداریتفاوت معن چیمشخص شد که ه

وجود  هیثانو یعیطب یهاکولیفول درصدو راست از لحاظ 

 (.P˃05/0)نداشت 

-گرم تخمدانیقطعات  تنینروز پس از کشت برو 5

-معنیتفاوت  هیچکه  گردیدشده مشخص  سازی

از لحاظ درصد  آزمایشی هایگروه بین داری

وجود ندارد  آغازین مادری طبیعی هایفولیکول

(05/0˃P.) با گروه کنترل تازه  سهیاگرچه در مقا

( %8/39( و چپ )3/37%) (-)CL یهاگروه(، 59%)

 یمادر یعیطب یهاکولیاز فول یدرصد بالاتر یدارا

 روز در یانتقال یهاکولیفول مورد در. ندبود نیآغاز

-یتفاوت معن چیکه ه داد نشان جینتا ،کشت پنجم

 درصد لحاظ از یشیآزما یهاگروه نیب یدار

 نداشت وجود یانتقال یعیطب یهاکولیفول

(05/0˃P)،  (%2/30) تازه کنترلاما نسبت به گروه، 

-نییپا درصد یدارا شیآزما مورد یهاگروه یتمام

مورد  دربودند.  یانتقال یعیطب یهاکولیفول از یتر

 و هیاول یهاکولیفول یعنی یکولیفول یهادسته گرید

 کهیطورهب دیگرد مشاهده یمشابه روند زین هیثانو

 نیب یداریمعن تفاوت چیه کشت پنجم روز در

 یهاکولیفول درصد لحاظ از یشیآزما یهاگروه

  (.P˃05/0) دینگرد ثبت هیثانو ای هیاول یعیطب

 کی هر در یکولیفول دستجات از کی هر سهیمقا با

 مورد مرحله اساس بر یشیآزما یهاگروه از

 5 روز و کشت 1 روز ،یسازگرم)مرحله  یبررس

 نیبود. بر ا داریمعن ییهاتفاوت ثبت شاهد( کشت

اساس در مورد گروه کنترل کشت داده شده 

 نیا در یداریمعن تفاوت چیهکه  دیمشاهده گرد

 ینرمال مادر یهاکولیفول درصد لحاظ از گروه

 کشت 5 و 1 یروزها نیب هیثانو ای هیاول ،نیآغاز

ا (.P˃05/0)وجود نداشت  یتنبرون وجود در  نیبا 

 مشاهده متفاوت یروند یانتقال یهاکولیمورد فول

 یعیطب یهاکولیفول درصد کهیطورهب دیگرد

 از کمتر( %0/36) یتنبرون کشت 1 روز در یانتقال

 ( بود. %6/44) یتنبرون کشت 5 روز در زانیم نیا

گروه  یکولیاز دستجات فول کیدر نظر گرفتن هر  با

CL(-)  درصددر مراحل مختلف مشخص شد که 

 هیثانو و هیاول ،نیآغاز یمادر یعیطب یهاکولیفول

 درمشابه  مواردنسبت به  یسازگرم مرحله در

 (.P˂ 05)بالاتر بود  یتنبرون کشت 1 روز مرحله

 متفاوت روند یانتقال یهاکولیفول مورد در اگرچه

 در دسته نیا در یعیطب یهاکولیفول درصد و بود

 کشت 5 روز و( %6/56) یتنبرون کشت 1 روز

 یسازگرم مرحله در آن از شتریب( %4/51) یتنبرون

 یهاکولیفول سهیمقا با نیهمچن. بود( 6/31%)

 5 روز و یسازگرم مرحله دو در نیآغاز یمادر

-کولیفول درصد که دیگرد مشخص یتنبرون کشت

 5در مرحله روز  یکولیفول دسته نیا در نرمال یها

-کمتر از آن در مرحله گرم (%3/37) یتنبرونکشت

 .باشدینم( %6/53) یساز
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 یشناسشکل یارهایاز لحاظ مع یعیطب آنترالهپر یهاکولیفول (Mean± SEM) میانگین درصد -1 جدول

Table 1- Mean (± SEM) percentage of morphologically normal preantral follicles 

 

 Preantral follicles 

 Primordial Transitory Primary Secondary   

Fresh control 59.0 ± 3.7 30.2 ± 3.4 7.4 ± 2.1 3.4 ±1.3   

    In vitro culture 

 Post-thawing  Day 1 Day 5 

 
Treatments 

Primordial Transitory Primary Secondary Primordial Transitory Primary Secondary Primordial Transitory Primary Secondary 

Control - - - - 57.3 ± 5.3aA 36.0 ± 5.1 aA 6.6 ±2.8 aA - 44.5 ±5.2 aA 44.6 ±5.1 aA* 9.3 ±2.9 aA 1.3 ±1.3 aA 

CL(˗)1 53.6 ± 4.7 aA 31.6 ± 4.3 aA 13.3 ±3.1 aA* 1.3 ±1.1 aA 39.3 ± 5.0bB* 56.6 ±5.2 bB* 4.0 ±1.9 bA - 37.3 ±6.2 bA* 51.4 ±6.4 bA* 6.9 ±3.6 abA 4.2 ±2.9 aA 

CL(+)1 66.4 ± 5.2 aA 27.3 ±4.9 aA 6.1 ±3.1 aB - 57.6 ± 6.6abA 33.1 ±6.2 abA 8.5 ±4.1 aA 0.7 ±0.7 aA 47.0 ±6.6 bA 46.7 ±6.6 bA* 4.1 ±2.9 aA 2.1 ±2.1 aA 

Right2 63.0 ± 5.6 aA 25.7 ±4.9 aA 10.3 ±3.6aAB 0.8 ±0.8 aA 50.0 ± 7.2 abAB 38.3 ±7.0 abA 10.4 ±4.5aA 1.1 ±1.1 aA 46.6 ±4.4 bA 45.2 ±4.4 bA* 8.1 ±2.4 aA - 

Left2 67.5 ± 5.8 aA 21.4 ±5.0 Aa* 11.0 ±3.8aAB - 46.7 ± 7.9 bAB 46.4 ±7.7 bAB* 6.7 ±3.9 aA - 39.8 ±6.7 bA* 47.9 ±7.3 bA* 10.5 ±4.2 aA 1.6 ±1.1 aA 

 

CL(˗) and CL(+): ovarian samples collected from CL bearing and not bearing ovaries, respectively. 

Right and left: ovarian samples collected from right or left ovaries, respectively. 
a,b,c Percentages within a row and each follicle class differ significantly (P < 0.05). 
A,B Percentages within a column and each follicle class differ significantly (P < 0.05). 

* Differ from fresh control group in each follicle class (P < 0.05). 
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 (+)CLگروه   یکولیاز دستجات فول کیدر نظر گرفتن هر  با

 نیتنها تفاوت موجود ب در مراحل مختلف مشخص شد که

با در نظر گرفتن مراحل مورد  یکولیاز دستجات فول کیهر 

 روز مرحله در نیآغاز یمادر یهاکولیدر مورد فول یبررس

-کولیفول درصد که یطوربه دیگرد ثبت یتنبرون کشت 5

 (%47) یتنکشت برون 5در روز   نیآغاز یمادر یعیطب یها

 یسازگرم مرحله در مقدار نیا ازکمتر  یداریمعن طوربه

 ( بود. % 6/57) یتنبرون کشت 1 روز در و( % 4/66)

 مورد در موجود یهاتفاوت تنها راست گروه مورد در

 یسازگرم مراحل در یانتقال و نیآغاز یمادر یهاکولیفول

 اساس نیا بر. دیگرد مشاهده یتنبرون کشت 5 روز و

 راست گروه در نیآغاز یمادر یعیطب یهاکولیفول درصد

 مرحله در مقدار نیا از بالاتر( %63) یسازگرم مرحله در

 یهاکولی( بود. در مورد فول% 4/46) یتنبرون کشت 5 روز

 بود متفاوت شیآزما از مرحله دو نیا در روند نیا یانتقال

 مرحله در یانتقال یعیطب یهاکولیفول درصد که یطوربه

 5 روز مرحله در مقدار نیا از ترنییپا %( 7/25) یسازگرم

 .بود( %2/45) یتنبرون کشت

 با رابطه در راست، گروه مورد در شده مشاهده روند نیهم

-کولیفول درصد اساس نیا بر. دیگرد تکرار زین چپ گروه

 یسازگرم مرحله در چپ گروه در هیاول یمادر یعیطب یها

 یتنبرون کشت 1 روز مرحله در مقدار نیا از بالاتر( % 5/67)

 در. است بوده( %8/39) یتنبرون کشت 5 روز و( 7/46%)

 بود متفاوتلحاظ  نیا ازروند  نیا یانتقال یهاکولیفول مورد

 مرحله در یانتقال یعیطب یهاکولیفول درصد که یطوربه

 1مقدار در مرحله روز  نیاز ا ترنییپا( %4/21) یسازگرم

( %9/47) یتنبرون کشت 5 روز و( %4/46) یتنکشت برون

 .بود

 

 

 

 بحث

 و تزچیفر ؛خرما)موش پستانداران یهاگونه از یاریبس در

 ؛و گوسفند 2000 همکاران و فوکودا ؛انسان ،2000 همکاران

 ستمیس سمت دو نابرابر لکردعم( 2009 شبانکاره و همکاران

در مورد  یگزارش شده است و از وجود تناقضات یمثلدیتول

 یمثل دیتول ستمیس تیجسم زرد بر فعال یاثرات مثبت و منف

 نیما، ا یهاافتهی اساس بر. است داده دستبه یشواهد

 یبررسمطالعه در نوع خود بوده که اقدام به  نیاول یبررس

 بر( چپ برابر در)راست  تخمدان سمت و زرد جسم اثرات

-هپر یهاکولیفول مختلف انواع یشناسبافت یهایژگیو

 انجماد از پس( هیثانو و هیاول ،یانتقال ،نیآغاز ی)مادر آنترال

 بافت تخمدان گاو نموده است.  یسازشهیش روش به

 ای مثبت آثار که داد نشان حاضر مطالعه از حاصل جینتا

 مختلف مراحل از متاثر خود تخمدان سمت و زرد جسم یمنف

 انواع و( یتنبرون کشت متفاوت یروزها و یساز)گرم

 در اساس نیا بر. باشدیم آنترالهپر یهاکولیفول مختلف

 قطعات در یعیطب یهاکولیفولدرصد  ،یسازگرم مرحله

 در تنها( -CL)  زرد جسم فاقد یهاتخمدان از آمده بدست

و گروه  (+)CLاز گروه  شتریب هیاول یهاکولیفول مورد

 مشابه یروند زین یتنبرون کشت 1 روز درکنترل تازه بود. 

 که یطورهب دیگرد مشاهده یانتقال یهاکولیفول مورد در

از  شتریب (-)CLدر گروه  ینرمال انتقال یهاکولیفولدرصد 

 یبود )عدم معن هاگروه نیقیبه  بیمقدار در اکثر غر نیا

 در مشابه طوربهروند  نیتنها نسبت به گروه چپ(. ا یدار

تا  زین یتنبرون کشت 5 روز در یانتقال یهاکولیفول مورد

 یاز لحاظ عدد (-)CLگروه  که یطوربهتکرار شد  یحد

 ریسا به نسبت یانتقال نرمال یهاکولیدرصد فول نیشتریب

 یدار یمعن طورهب و است بوده دارا را یشیآزما یهاگروه

 یراستا در یجنتا ایناز گروه کنترل تازه بوده است.  شتریب

بوده است که گزارش در انسان مطالعات صورت گرفته 
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-که در سمت مقابل تخمک غالبی هاییکولکه فول اندنموده

 بیشتری( از سلامت ovary--CLوجود دارند ) قبلی گذاری

برخوردار بوده که در همان سمت  هاییفولیکولنسبت به 

اند و موجب ( واقع شدهovary-+CL) یقبل گذاریتخمک

)فوکودا و  اندشده IVFمراحل  یپس از ط یبهتر نتایج

 ندی(. گزارش شده است که ممانعت از فرآ1996همکاران 

 یرو بر زرد جسم توسط یگذارو تخمک یکولیفول تکامل

)تخمدان  است نموده یگذارتخمک یقبل کلیس در که یتخمدان

 2007 همکاران و سلامیا) باشدیم بارزتر(، زرد جسم واجد

مطالعات  جینتا ن،یا بر علاوه(. 2007 همکاران و سانتوس و

 تعداد که استآن بوده  نیگذشته در نشخوارکنندگان مب

 زرد جسم فاقد یهاتخمدان از تیفیک با یهاتخمک متوسط

 از و بوده شتریب زرد، جسم واجد یهاتخمدان با سهیمقا در

بهره جست  IVFجهت اهداف  یمؤثر طوربه توانیم آنها

 اگرچه (.2008و همکاران  لیو جم 2004)کومار و همکاران 

 یهاکولیفول درصد که شد مشخص حاضر مطالعه در

 زرد جسم فاقد یهاتخمدان از آمده بدست قطعات در نرمال

(CL- )1 روز مرحله در نیآغاز یمادر یهاکولیفول در 

 داده کشت کنترل ،(+)CL یهاگروه از کمتر یتنبرون کشت

 بر که یامطالعه درراستا  نیا در. بود تازه کنترل و شده

-تخمک واژیکل نرخ اگرچه که داد نشان ،انجام شد گاو یرو

 به نسبت زرد جسم فاقد یهاتخمدان از یاستحصال یها

 دیتول زانیواجد جسم زرد بالاتر بود، اما م یهاتخمدان

و  نویمعکوس را نشان داد )بوئد یروند ستیبلاستوس

و  نویمطالعات گذشته )بوئد یبرخ نی(. همچن1995همکاران 

در گاوها  (2010و همکاران  پیرستانیو  1995همکاران 

 یهارا از تخمک یشتریب ستیبلاستوس دیتول زانیم

-تخمدان ای لوتئال فاز در موجود یهاتخمدان از یاستحصال

 در موجود یهاتخمدان با سهیمقا در زرد جسم واجد یها

 نمودند، گزارش زرد، جسم فاقد یهاتخمدان ای یکولیفول فاز

غلظت بالاتر پروژسترون در گردش خون  علتبه احتمالاً که

و  لوریبوده است )ت یکولیمداوم رشد فول دیو تجد

 (. 1994راجاماهندران 

 در یداریمعن تفاوت چگونهیه مطالعه نیا از حاصل جینتا

 دستجات از کی چیه در یعیطب یهاکولیفول درصد با رابطه

 قطعات نیب یبررس مورد مراحل از کی چیه در یکولیفول

راست و چپ را ثبت  یهاتخمدان از یاستحصال یتخمدان

 کی یمطالعات گذشته که از برتر یبا برخ جینتا نینکرد. ا

 بدست را یشواهد هاگونه یبرخ در یمثلدیتول ستمیس سمت

و گرس  2000)فوکودا و همکاران  بود تناقض در بودند، داده

 (.2011و همکاران 

 صورتبه یتخمدان عامل کدامسوال مطرح است که  نیا حال

 یهاکولیفول بر یمنف ریتأث نیا موجب زرد جسم از یموضع

 یط فراوان ریمقاد در که پروژسترونخواهد شد؟  جوارهم

 کی شود،یم ترشح زرد جسم توسط لوتئال فاز مهین

)فوکودا  شودیم محسوب اثر نیا اعمال در آشکار یدایکاند

 اعمال یزیخودر و یزیرجانب اثرات(. 1996 همکاران و

 مطالعات از یاریبس در زرد جسم و هاکولیفول توسط شده

 و 2001 همکاران و یندلی)ف است شده گزارش یتنبرون

-تخمدان یرو بر ن،یا بر علاوه(. 2013 همکاران و شبانکاره

 و استروژن هورمون دو هر یبرا ییهارندهیگ یگاو یها

 در(. 2002 همکاران و شای)بر اندشده افتی پروژسترون

 جسم فاز خلال در یکولیفول تیغالب اثرات وجود عدم واقع

( 1999) زآدام هیفرض از تیحما بر یمبن یشواهد فعال زرد

پروژسترون مترشحه از  یدر رابطه با وجود اثرات ممانعت

 گوسفندان، در غالب یهاکولیجسم زرد بر طول عمر فول

 واسطهبه پروژسترون که یکیستمیس سمیمکان. دهدیم ارائه

 سرکوب قیطر از دینمایم ممانعت یکولیفول رشد از آن

ادامه رشد  یبوده که برا LHهورمون  یترشح یهاضربان

 همکاران و نی)فل باشدیم یضرور بزرگ یهاکولیفول

 یهاتخمدان در هم است ممکن نیهمچن پروژسترون. (1999

 را یموضع یاثرات زرد جسم فاقد هم و زرد جسم واجد
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 دینما اعمال هانیگونادوتروپ ترشح راتییتغ از مستقل

 و سیسول-(. کانترراس2001و همکاران  ی)بارتلوسک

از  کیستمیاثر س کیاز وجود  تنهانه( 2008) همکارانش

 یگوسفندان شواهد یکولیفول کینامیجانب جسم زرد بر د

 که کردند ثبت زین را یتخمدان داخل یبدست دادند، اثرات

که  گرددیم ییهاکولیفول رشد در داریمعن کاهش موجب

و  ی)بارتلوسکواجد جسم زرد وجود دارند  تخمدان در

 کی وجود از مطالعات نیا جینتا نیهمچن(. 2001همکاران 

 دستبه یشواهد شده آزاد زرد جسم از که یممانعت عامل

که  نیبینهی(. ا2008 همکاران و سیسول-کانترراس) اندداده

( 2002 همکاران و)سانقا  ترشح گاوها و بزها زرد جسم از

و همکاران  سی)تسون شودیم هیتخل یتخمدان دیور داخلبه و

را متأثر سازد )کمپبل و  یکولی(  قادر است تا رشد فول1988

 (. 1991همکاران 

 در که ییهاکولیفولکه  رسدیم نظربه حاضر مطالعه در

 یمادر یهاکولی)فول اندبوده نمو و رشد هیاول مراحل

 یتر )انتقال یافتهرشد  هایفولیکولکه  ایبه اندازه (نیآغاز

 تأثیراند، تحت جسم زرد متأثر شده منفیاز اثرات ( یهو اول

 غلظت که استداده شده  نشانرابطه  ینا دراند. قرار نگرفته

 عدم ای حضور و یکولیفول رشد با یکولیفول عیما باتیترک

)شبانکاره و همکاران  کندیم رییتغ زرد جسم حضور

 یعاتنمودند که ما یانب ( 2013(. شبانکاره و همکاران )2010

 رویموجود بر  هاییکولاستحصال شده از فول یکولیفول

فاقد جسم زرد جهت استفاده در بلوغ  گاوی هایتخمدان

واجد جسم  هایدر تخمدان مایعات اینتر از ها مناسبتخمک

 محتوایآنها نشان داد که  هایکه داده باشد چرامیزرد 

 هایفولیکولاستحصال شده از  فولیکولی مایعات متابولیکی

فاقد جسم زرد در زمان  گاوی هایتخمدان رویموجود بر 

-می بیشترواجد جسم زرد  هایاستحصال نسبت به تخمدان

 برای جدید خونیجسم زرد، عروق  تشکیلباشد. بعد از 

شده،  تشکیلشوند. جسم زرد می تشکیلتوسعه جسم زرد، 

خون را  بیشتری یزانم یتخمدان هایبافت دیگرنسبت به 

-سلول به خون انیجر شیافزا واقع در. خواهد کرد دریافت

 شیافزا موجب زرد جسم فاقد یهاتخمدان در یکولیفول یها

 عوامل گرید و هانیگونادوتروپ یریقرارگ دسترس در

-یم هاتخمک نهیبه رشد یبرا لازم یهورمون و ییایمیوشیب

 (.2004 اموتویم و)آکوستا  گردد

وجود تناقضات در  لیدلا یبرخ ،مطالعه نیاحاصل از  جینتا

 یهاجسم زرد بر فراسنجه یمنف ایرابطه با آثار مثبت 

 عامل دو حداقل اساس نیا بر. کرد مشخص را یدمثلیتول

 نوع از عبارتند که باشندیم لیدخ اثرات نیا نوع در گرید

و زمان  یمرحله مورد بررس یگریو د آنترالهپر کولیفول

دو عامل  نیامکان دارد با در نظر گرفتن ا جهینت درکشت. 

محافظ  باتیموثر و اثرات جسم زرد در فرموله ساختن ترک

 جهت در بتوان کارآمدتر یانجماد یهاروش ابداع و سرما

 هابافت محافظت ندیفرآ در روشیپ یهاچالش یبرخ لیتقل

 در برابر سرما گام برداشت. 
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Introduction: The success of ovarian tissue cryopreservation can be recognized by the live birth in 

different animal species (mice, rabbit, birds, sheep, and human). In spite of all the advances of 

cryopreservation of ovarian tissue, it is still a challenge and protocols should be optimized to handle the 

diversity of cell types and components of this tissue (oocyte, granulosa cells, endothelial cells, extra 

cellular matrix) and the biological variability among species. It was reported that there was a relationship 

between the development of corpus luteum (CL) and the development of follicles, which may cause 

asymmetry in the function of the reproductive organs in dairy cows. Previous studies confirmed 

asymmetry in the function of reproductive system in dairy cows due to differences in ovarian activity 

and probably because of physiological differences in the tubular parts of reproductive organs which result 

from the side of the previous gestation. There are many discrepancies about positive or negative effects 

of corpus luteum and unequal activity of sides of the reproductive system. Therefore, the aim of this 

study was to investigate the impacts of CL and side of ovaries (Right vs. Left) on histological 

characteristics of different types of preantral follicles after bovine ovarian tissue vitrification. 

 Material and methods: Ovaries (n=10) were collected from five adult cross-bred cows at a local 

abattoir. Ovaries were categorized on the basis of the presence or absence of a CL and the side of ovaries 

and divided into five pools: 1/CL+ (with CL) group, 2/CL -(without CL) group, 3/right ovaries group, 

4/left ovaries group and 5/C control group (ovaries which were not selected toward the presence or 

absence of CL or side of ovaries). From each bovine ovarian pair, fragments were recovered and 

immediately fixed for analysis (fresh control) or submitted to vitrification [CL (˗); CL(+); Right and Left 

group), either followed by in vitro culture for 1 or 5 days. Samples were fixed in Millonig’s for 2 h, 

dehydrated in a graded series of ethanol, clarified with xylene, embedded in paraffin wax, and serially 

sectioned into 7 µm sections. Every fifth section was mounted on a glass slide, stained with Periodic 

acid–Schiff (PAS), and evaluated using a light microscope at magnification of 400×. All procedures for 

exposure to cryoprotectant agents (CPAs) and vitrification were performed by using the new Ovarian 

Tissue Cryosystem (OTC). For the in vitro culture, the cortex tissue samples were transferred to 24-well 
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culture dishes containing 1 mL of the culture medium per well. The culture was performed at 38.5 °C in 

5 % CO2 in a humidified incubator. The ovarian tissue was histologically evaluated before and after 

culture. The quality of the preantral follicles was classified according to the parameters previously 

described. Briefly, morphologically normal follicles contained an intact oocyte and granulosa cells, 

whereas degenerated follicles contained an oocyte with a pyknotic nucleus, ooplasma shrinkage and/or 

granulosa cell layers that had disorganized and detached from the basement membrane. In each treatment, 

a total of 150 preantral follicles (30 per animal) were examined, which were classified as follicles without 

an antrum and with an oocyte, surrounded by one layer of flattened (primordial follicle), flattened and 

cuboidal (transitional follicle) or cuboidal granulosa cells (primary follicle), or with an oocyte surrounded 

by two or more layers of cuboidal granulosa cells (secondary follicle). In this study, data that were not 

normally distributed (Kolmogorov-Smirnov test), were submitted to logarithmic transformation. 

Comparisons of means (morphologically normal follicles) were analyzed by Kruskal-Wallis test and 

Mann-Whitney test, when appropriate. All statistical tests were performed using Sigma Plot 11 (Systat 

Software Inc., USA). Differences were considered significant when P< 0.05.  

Results and discussion: Results of this experiment showed that although, absence of a CL (CL˗) resulted 

in a greater percentage of normal follicles for transitional (cultured samples on day 1) and primary 

follicles (post-thawed samples) when compared to that of ovaries bearing a CL (CL+), there was an 

exception. These results indicate that CL (+) samples also resulted in a greater percentage of normal 

primordial follicles (cultured samples on day 1) than that of CL (˗) samples (57.6% versus 39/3%, 

respectively). However, for all classes of preantral follicles during all stages (warming, day 1 or day 5), 

there were no significant differences in the percentages of normal follicles among Right and Left samples 

(P> 0.05).  

Conclusion: It seems that follicles which are at beginning of their development (Primordial follicles) 

were not affected by presence of a CL as much as follicles at more advanced stages of development 

(transitional & primary). According to the results of this study, it can be concluded that, many factors 

such as presence or absence of a CL, types of preantral follicle classes, stages after vitrification (warming 

and days after culture) and interactions between these factors could influence the likelihood of a 

successful vitrification outcome. 
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