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 شده انسان های زنده از بافت تخمدان منجمد  جداسازی فولیکول
 

 ،2، ًؼويِ سادات اتطحی3، هحوذ کاظوی آضتياًی2، سويِ تَاًا2،1تخص  فشًاص تاج

 2*الله فتحی ، سٍح4.5، 6 ، اضشف هؼيٌی2ليلاسادات طاّائی
 

 
 هقالِ پظٍّطی

 

  
 احتوال دلیل تِ اها. اػت ػشعاى تِ هثتلا صًاى ٍ ًاتالؾ دختشاى ایتش تاسٍسی حلظ سٍؽ تْتشیي تخوذاى تاكت اًدواد هقذهِ:
 تلَؽ تشای اكشاد ایي ؿذُ رٍب -هٌدوذ  تخوذاى تاكت اص كَلیکَل خذاػاصی تاكت، پیًَذ اص تؼذ تذخین ّای ػلَل تشگـت

 Neutral) سد ًَتشال یاتیح سًگ تأثیش اسصیاتی هغالؼِ، ایي اص ّذف. اػت تَخِ هَسد هلٌَػی تخوذاى ػاخت یا آصهایـگاّی

red; NR )ٍ اػت ؿذُ هٌدوذ اًؼاًی تخوذاى تاكت هغؼات اص صًذُ  كَلیکَل هَكن خذاػاصی دس کلاطًاص آًضین. 
. NR تذٍى گشٍُ ٍ NR حیاتی سًگ حاٍی گشٍُ: داسد ٍخَد اكلی گشٍُ دٍای،  هذاخلِ -دس ایي هغالؼِ تدشتی سٍش تشسسی:

 دٍ تِ آًضیوی ّضن تشای تشاخٌؼی، كشد 10 ؿذُ رٍب  -ای  ؿیـِ هٌدوذ تخوذاى تاكت اص( شهت هیلی5/0×5/0) خشدؿذُ هغؼات
 سٍؽ تا ّا كَلیکَل ػپغ. ؿذ اضاكِ NR ّا كالکَى اص یکی تِ. ؿذ هٌتولIA (mg/ml1 )کلاطًاص آًضین ٍ HTCM حاٍی كالکَى

 ػلاهت ٍ هاًی صًذُ هیضاى. ؿذًذ تشسػی اًذاصُ ٍ ؿٌاػی سیخت ًظش اص ؿذُ خذاػاصی ّای كَلیکَل. ؿذًذ خذاػاصی هکاًیکی
اكضاس  ًشمتَػظ  t-test سٍؽ تا ّا دادُ. ؿذ اسصیاتی Calcein-AM ٍ Ethidium homodimer-I كلَئَسػٌت سًگ تا ّا كَلیکَل

GraphPad Prism  گشكت هشاس اسصیاتی هَسد. 
 اػتلادُ خذاػاصی تشای NR اص کِ اػت صهاًی اص شتیـتNR (02/25± 50/46 ) تا ؿذُ خذاػاصی ّای كَلیکَل تؼذاد ًتایج:

 هـش اص ؿذُ خذاػاصی ّای كَلیکَل تیـتش ؿٌاػی، سیخت ّای اسصیاتی تِ تَخِ تا ّن چٌیي(. P < 0001/0( )6/6 ±58/5) ًـذ
 ّای كَلیکَل کوی تؼذاد تٌْا ٍ تَدًذ( دسكذ 12/21) اٍلیِ ٍ( دسكذ 4/77) تذٍی ّای كَلیکَل ًَع اص تشاخٌؼی اكشاد تخوذاى

 ػثض سًگ تاًوایؾ سا ّا كَلیکَل تَدى صًذُ Live/dead آهیضی سًگ. داؿت ٍخَد اكشاد ایي تخوذاى تاكت دس  (دسكذ 4/1) ثاًَیِ
  .کشد تأییذ

 خذاػاصی ػَْلت دس هْوی ًوؾ Neutral red حیاتی سًگ ٍ IAکلاطًاص  اص ّوضهاى اػتلادُ ًتایح تشاػاع گيشی: ًتيجِ
 .داسد اًؼاى هتشاکن تخوذاى اكتت اص  كَلیکَل

 
 Live/dead آهیضی سًگ تاكت، هٌْذػی اًدواد، ،Neutral Red اًؼاًی، كَلیکَل خذاػاصی ّای کليذی: ٍاطُ

 
 جذاساصی الله. سٍح كتحی  ،اؿشف هؼیٌی ػادات، عاّائی لیلاػادات، اتغحی ًؼویِ آؿتیاًی هحوذ، کاظوی تَاًا ػویِ، تخؾ كشًاص،  تاج اسجاع:

-41(: 10) 32؛ 1403یضد هدلِ ػلوی پظٍّـی داًـگاُ ػلَم پضؿکی ؿْیذ كذٍهی  .اًساى ضذُ  هٌجوذ تخوذاى تافت اص صًذُ ّای َليکَلف

8330. 

                                                           

 تکَیٌی، تهراى، ایراى.  ضٌبسی زیستداًطگبُ علن ٍ فرهٌگ، داًطکذُ داًطجَی  -۱
ضٌبسی، تهراى،  يهثل، گرٍُ جٌیطگبهی، هرکس تحقیقبت پسضکی تَلیذهثل جهبدداًضٌبسی ٍ علَم پسضکی تَلیذ زیستپصٍهطگبُ رٍیبى، پصٍهطکذُ  -۲

 .ایراى
هبی بٌیبدی جهبدداًطگبهی، هرکس تحقیقبت علَم سلَلی، گرٍُ ههٌذسی سلَل، تهراى،  ضٌبسی ٍ فٌبٍری سلَل صٍهطکذُ زیستپصٍهطگبُ رٍیبى، پ -۳

 ایراى.

ضٌبسی ٍ علَم پسضکی تَلیذهثل جهبد داًطگبهی، هرکس تحقیقبت پسضکی تَلیذهثل، گرٍُ اًذٍکریٌَلَشی ٍ  پصٍهطگبُ رٍیبى، پصٍهطکذُ زیست -۴
 .تهراى، ایراىًبببرٍری زًبى، 

 ، تهراى، ایراى.گرٍُ زًبى ٍ زایوبى داًطگبُ علَم پسضکی تهراى، داًطکذُ پسضکی، -۵

 بخص زًبى ٍ زایوبى بیوبرستبى آرش، داًطگبُ علَم پسضکی تهراى، تهراى، ایراى. -۶
 ۱۶۶۵۶۵۲۲۱۱ پستی : صٌذٍق ،rfathi79@royaninstitute.org :، پست الکترًٍیکی ۱۲۱۲۲۴۷۲۶۲۱ تلفي: ًَیسٌذُ هسئَل(؛*)
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  ٍ ّوکاساىتخص   تاج فشًاص
 

 هقذهِ

 ّای اخیش اكضایؾ یاكتِ اػت ػشعاى دس ػال آهاس اتتلا تِ

خاًوی کِ تِ اٍاػظ ػي چْل ػالگی  300اص ّش  . توشیثاً(1)

. ّشچٌذ (2, 3)ؿَد  ػشعاى هثتلا هیسػٌذ یک ًلش تِ  هی

هاًی تیواساى ُ ّای دسهاى ػشعاى اثش هثثتی دس هیضاى صًذ سٍؽ

ّایی هاًٌذ  ّا داسد، اها سٍؽ ٍ اكضایؾ عَل ػوش آى

ًاسػایی  تِ هـکلاتی هثلتَاًٌذ  دسهاًی هی دسهاًی ٍ پشتَ ؿیوی

( ٍ POF; Premature ovarian failureصٍدسع تخوذاى )

یکی اص  ،. اًدواد تاكت تخوذاى(4-6) دش ؿًَذهًٌاتاسٍسی 

ّای اهیذتخؾ تشای دختشاى صیش ػي تلَؽ ٍ اكشادی اػت  سٍؽ

کِ صهاى کاكی تشای تحشیک تاكت تخوذاى ٍ اًدواد تخوک ٍ 

تش   . اص عشكی اًدواد تاكت تخوذاى، ػلاٍُ(7-9)خٌیي ًذاسًذ 

 دس هَاسدیکوک تِ حلظ تاسٍسی دس اكشاد هثتلا تِ ػشعاى، 

 آٍسی هثل اكضایؾ ػي ٍ ػذم اصدٍاج، تِ تأخیش اًذاختي كشصًذ

حلظ ػولکشد َّسهًَی  ٍ ّوچٌیيهَضَػات اهتلادی  دلیل تِ

 هثلّایی  . دس تیواسی(10, 11)تؼذ اص یائؼگی کاستشد داسد 

کِ پیًَذ هدذد تاكت تخوذاى اًدوادی تا احتوال ٍخَد  لَػوی 

اػت، پیًَذ هدذد  ّای تذخین ٍ تاصگـت تیواسی ّوشاُ ػلَل

ّای  حال، كَلیکَل . تا ایي(12, 13) ؿَد تاكت پیـٌْاد ًوی

اًذ کِ  ص ؿـای پایِ احاعِ ؿذُای ا ٍػیلِ لایِ تخوذاى تِ

ّای تذخین  كَست یک ػذ كیضیکی اص كَلیکَل دس تشاتش ػلَل تِ

. تش ّویي اػاع، خذاػاصی (14)کٌذ  تاكت تخوذاى حلاظت هی

وذاى، هشاس دادى آًْا دس یک داستؼت ّا اص تاكت تخ كَلیکَل

كشد ؿذُ تِ ػٌَاى تخوذاى هلٌَػی ٍ پیًَذ آى تِ  هٌْذػی

گشٍُ اص تَاًذ سٍؿی ایوي ٍ خایگضیي تشای ایي  هی تْثَدیاكتِ

ّای اخیش تَلیذ تخوذاى هلٌَػی  دس ػال .(15, 16)تاؿذ  اكشاد

 . اٍلیي هشحلِ(17, 18) هَسد تَخِ هشاسگشكتِ اػتهاتل پیًَذ 

ّای  دس كشآیٌذ ػاخت تخوذاى هلٌَػی خذاػاصی كَلیکَل

, 19, 20)تاکیلیت ٍ ػالن ٍ تا حذ اهکاى تا تؼذاد تالا اػت 

ػاصی  ، تْیٌِ(21)آهاس ػشعاى دس ایشاى  اكضایؾ تا تَخِ تِ. (13

ؿذُ  ّای رخیشُ اص تاكت  ٍ اًدام دسػت سٍؽ خذاػاصی كَلیکَل

ّای  تاکٌَى، آًضین ًاپزیش اػت. تیواساى ضشٍسی ٍ اختٌاب

هختللی تشای خذاػاصی كَلیکَل اص تاكت هشکض یا هـش تخوذاى 

 ،I (22)تَاى تِ آًضین کلاطًاص ؿذُ اػت کِ هی اػتلادُاًؼاًی 

، لیثشاص (24-22) (Liberase blendzyme 3) 3لیثشاص تلٌذصین

DH (25 ,13) لیثشاص ،TM (Liberase Thermolysin 

Medium ) ص تِ ّوشاُ کلاطًاIV (26-28) ٍِکٌٌذُ  آًضین تدضی

اؿاسُ  (15) (Tumor Dissociation Enzyme; TDEتَهَس )

( Primordialّای تذٍی ) اٍلیي خذاػاصی هَكن كَلیکَل کشد.

اًدام  1997ٍ ّوکاساى دس ػال  اٍکتیتخوذاى اًؼاًی تَػظ 

ّوشاُ تا سٍؽ هکاًیکی  IAهغالؼِ اص آًضین کلاطًاص  ؿذ. دس ایي

تا تَخِ  .(29)ّای تذٍی اػتلادُ ؿذ  ػاصی كَلیکَلتشای خذا

دس ایشاى ٍ الثتِ هیوت  IAتش تِ آًضین کلاطًاص  تِ دػتشػی ساحت

تش آى ًؼثت تِ اًَاع لیثشاص، تشسػی اثش ایي آًضین دس  هٌاػة

اص  ّای اًؼاًی دٍس اص اًتظاس ًیؼت. خذاػاصی هَكن كَلیکَل

( ًَػی سًگ Neutral Red; NR) سًگ هشهض خٌثی ،ػَی دیگش

حیاتی اػت کِ دس لیضٍصٍم ػلَلی خوغ ؿذُ ٍ سًگ هشهض 

. ایي سًگ تِ ؿٌاػایی ٍ خذاػاصی (30)کٌذ  ایداد هی یا تیشُ

ّای صًذُ ٍ ػالن اص تاكت هتشاکن تخوذاى  ّش چِ تْتش كَلیکَل

. ّذف ها دس ایي هغالؼِ اػتلادُ (27, 31) کٌذ اًؼاى کوک هی

تِ هٌظَس  NRتِ ّوشاُ سًگ حیاتی  IAآًضین کلاطًاص  تشکیة اص

ّای صًذُ اص تاكت هـش تخوذاى اًؼاًی  خذاػاصی كَلیکَل

ٍ  تش ساحت ؿٌاػایی . ایي کاس تِ هٌظَسؿذُ اػت  هٌدوذ

اكضایؾ  ٍ ّای ػالن ٍ صًذُ دس تاكت تخوذاى كَلیکَلتش  ػشیغ

دس تاصُ صهاًی یک ػاػت ؿذُ  ّای خذاػاصی تؼذاد كَلیکَل

ّای  ّوچٌیي، هلذ داسین تا ػلاهت كَلیکَل ؿَد. اًدام هی

 .سا هَسد اسصیاتی هشاس دّین IAؿذُ تا آًضین کلاطًاط  خذاػاصی

 تشسسی سٍش

ًوًَِ : گشفتي ًوًَِ تخوذاى ٍ کسة سضایت اص تيواس

کِ تحت  عتیواس تشاخٌؼی  10تخوذاى تا کؼة سضایت اص 

، ػول تـییش خٌؼیت هشاس گشكتٌذ اص تیواسػتاى آسؽ )تْشاى

ایشاى( تْیِ ؿذ ٍ دسٍى كالکَى حاٍی ػشم كیضیَلَطی دس 

 كلاکغ حاٍی یخ تِ آصهایـگاُ تاًک تخوذاى اًؼاًی

(Ovarian tissue bank; OTB ) ،پظٍّـگاُ سٍیاى )تْشاى

ّای تخوذاى هَسد اػتلادُ دس ایي  ایشاى( هٌتول ؿذ. توام تاكت

ای  تحوین تؼذ اص هٌدوذ ؿذى تا سٍؽ اًدواد ؿیـِ
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 یاًساً تخوذاى ّای فَليکَل جذاساصی
 

(Vitrification)   دس تاًک اصت تحویوات دس تاًک تخوذاى

 اًؼاًی پظٍّـگاُ سٍیاى ًگْذاسی ؿذ.

ّای  ػاصی ًوًَِ آهادُ: ساصی تافت تخوذاى اًساًی آهادُ

ؿذُ دس تاًک تخوذاى اًؼاًی دس  تخوذاى تا تَخِ تِ سٍؽ اًدام

ّای  ًوًَِعَس خلاكِ،  تِ. (32)پظٍّـگاُ سٍیاى اًدام ؿذ 

 + HTCM (Medium 199حیظ تخوذاى تا ه

HEPES؛Thermo Fisher Scientific  ،Belgium ُتِ ّوشا  )

 HSA (Human serumدسكذ آلثَهیي ػشم اًؼاًی یا  20

albumin ؛Biotest pharma GmbH ،Germany ٍ َؿؼتـ )

تِ ظشف کـت حاٍی ّویي هحیظ کِ سٍی یخ هشاس داؿت 

حی اص تیؾ خشا هٌتول ؿذ. دس هشحلِ تؼذ، تخوذاى تا اػتلادُ

عَسی کِ دٍ ػغح هشکضی  ( اص ٍػظ تاص ؿذ، ت11ِ)ؿواسُ 

ای ؿکل ایداد  تخوذاى سٍ تِ تالا هشاس گشكت ٍ یک ػاختاس پشٍاًِ

ػون ٍ  ّای کَچک، کن ؿذ. ػپغ، تا اػتلادُ اص ّواى تیؾ، تشؽ

دس خْات هختلق تِ تخؾ هشکضی تخوذاى ٍاسد ٍ تا اػتلادُ اص 

خوذاى تِ آساهی تشیذُ ٍ خذا ؿذ تا هیچی ػشکح تخؾ هشکضی ت

هتش تاهی  هیلی 1تٌْا تخؾ هـش تخوذاى تا ضخاهت حذاکثش 

ّایی  تواًذ. دس گام تؼذی، تا هشاس دادى یک کاؿز ؿغشًدی تا هشتغ

هتش دس صیش ظشف کـت حاٍی تخوذاى، تاكت  هیلی 5×5تِ اتؼاد 

هتشی تشؽ خَسد.  هیلی 10×5تش  هـش تخوذاى تِ هغؼات کَچک

 12تِ تِ اًذاصُ تخوذاى تؼذاد هغؼات آهادُ ؿذُ هتـیش ٍ تیي تؼ

سا ؿاهل ( 40/18 ± 02/6هیاًگیي تؼذاد هغؼات هغؼِ ) 32تا 

 (.الق ٍ ت 2ٍ ؿکل  1ؿذ )ؿکل 

اًدواد تاكت تخوذاى تش اػاع : اًجواد تافت تخوذاى اًساًی

پظٍّـگاُ  تاًک تخوذاى اًؼاًیؿذُ دس  اًذاصی دػتَسالؼول ساُ

ّای تحویواتی، اص اًدواد  . تشای ًوًَِ(32)اًدام ؿذ سٍیاى 

عَسی  ای اػتلادُ ؿذ. تِ ( دٍ هشحلVitrificationِای ) ؿیـِ

 15هتشی ًوًَِ تخوذاى تِ هذت  هیلی 10×5کِ، ّش هغؼِ 

ػَللَکؼایذ  هتیل ، دیHTCMدهیوِ دس هحیظ تؼادلی حاٍی 

(DMSO( )dimethyl sulfoxide ؛Sigma-Aldrich ،UK )

( Sigma-Aldrich ،UK؛ Ethylene Glycolگلیکَل ) اتیلي، 

دسكذ آلثَهیي ػشم اًؼاًی  20دسكذ( تِ ّوشاُ  5/7)ّش کذام 

(HAS; Human Serum Albumin دسٍى ظشف حاٍی یخ )

. تا ػشػت Shaker( )STM.1300دٌّذُ ) سٍی دػتگاُ تکاى

rpm 125 دهیوِ دس  10( هشاس گشكت. ػپغ ّش ًوًَِ تِ هذت

، DMSOدسكذ  HTCM ،15دسكذ  15تؼادلی حاٍی هحیظ 

 HSAدسكذ  20هَلاس ػَکشٍص تِ ّوشاُ  EG ،25/0دسكذ  15

 C° 4ٍ دهای  rpm 125دٌّذُ تا ػشػت  تش سٍی دػتگاُ تکاى

ؿؼتـَ دادُ ؿذ. دس هشحلِ تؼذ، هحیظ اضاكی ّش ًوًَِ تا گاص 

تویض گشكتِ ؿذ ٍ ًوًَِ تِ ظشف حاٍی ًیتشٍطى هٌتول ؿذ. تؼذ 

اص اًدواد ػشیغ ّش هغؼِ تاكت تخوذاى، ًوًَِ تِ یک کشایٍَیال 

ّای  حاٍی ًیتشٍطى هایغ هٌتول ؿذ ٍ تا تاسگزاسی دس هیلِ

 هخلَف حول ًوًَِ دس تاًک اصت ًگْذاسی ؿذ.

ذاى تا تَخِ تِ رٍب تاكت تخو: رٍب تافت تخوذاى اًساًی

ام پظٍّـگاُ سٍیاى اًد تاًک تخوذاى اًؼاًی سٍؽ اًدام ؿذُ دس

تشای ّش تاس خذاػاصی كَلیکَل اًؼاًی، دٍ هغؼِ . (32)ؿذ 

ثاًیِ  30تاكت تخوذاى اًؼاًی اص تاًک اصت خاسج ؿذ ٍ تِ هذت 

سٍی هیض کاس آصهایـگاُ هشاس گشكت تا گاص ًیشٍطٍى داخل 

کشایٍَیال خاسج ؿذُ ٍ تا حذٍدی تا هحیظ ّن دها ؿَد. ػپغ 

ٍسدُ ؿذ ٍ تِ تشتیة تِ ّای تخوذاى اص کشایٍَیال تیشٍى آ ًوًَِ

ٍ  HTCMّای رٍب حاٍی  دهیوِ دس ّشکذام اص هحیظ 5هذت 

، 5/0، 1تِ ّوشاُ هوادیش کاّـی ػَکشٍص ) HSAدسكذ  20

ّای  ( هشاس گشكت. دس ًْایت، ًوًَِ تِ هحیظ125/0ٍ  25/0

هٌتول  HSAدسكذ  HTCM  ٍ20حاٍی  5W  ٍ6Wتاصیاتی 

تاتَس )دهای  َاًکدهیوِ دس ّش هحیظ دس  10ؿذ ٍ تِ هذت 

°C37 2دسكذ،  95، سعَتتCO 5/5 ؛Binder GmbH ،

Germany .هشاس گشكت ) 

سٍؽ کلی  :ّای تخوذاى اًساًی جذاساصی فَليکَل

ّای تخوذاى اًؼاًی تشاػاع هوالات هـاتِ  خذاػاصی كَلیکَل

ّای هشتَط تِ تاًک تخوذاى  ٍ تا پشٍتکل (28, 22)ایي کاس 

ؿذُ تا اػتلادُ اص  كت تخوذاى رٍبتااًدام ؿذ.  (32)اًؼاًی 

،  McIlwain Tissue Chopperدػتگاُ خشدکي )

McIlwain Tissue Chopper ،Guildford ،UK تِ هغؼات )

 15هتش خشد ٍ تِ ظشٍف كالکَى  هیلی 5/0×5/0کَچکتش تِ اتؼاد 

گشم تش  هیلی HTCM ،1لیتش هحیظ  هیلی 5لیتشی حاٍی  هیلی

 I (Sigma-Aldrich ،USA ٍ )50لیتش آًضین کلاطًاص  هیلی
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  ٍ ّوکاساىتخص   تاج فشًاص
 

، Neutral Red (Sigma-Aldrichلیتش  هیکشٍگشم تش هیلی

USA دهیوِ دس تي هاسی تا دهای  60( هٌتول ؿذ ٍ تِ هذت

°C37  تاس هحیظ حاٍی ًوًَِ تِ  دهیوِ یک 20هشاس گشكت. ّش

آساهی پیپتاط ؿذ تا ّضن آًضیوی تِ خَتی كَست گیشد. ػپغ 

آًضیوی هیضاى تشاتش تا هحیظ آًضیوی، تشای تَهق كؼالیت ّضن 

ػشد تِ ًوًَِ اضاكِ  HSAدسكذ  20حاٍی  HTCMهحیظ 

ؿذ. تؼذ اص اًتوال هحیظ حاٍی ًوًَِ تِ ظشف کـت ٍ هشاس 

، ؿٌاػایی C37°دادى ظشف سٍی كلحِ گشم تا دهای 

، Nikon SMZ.800ّا دس صیش اػتشیَهیکشٍػکَج ) كَلیکَل

Japan ُاص ػَصى اًؼَلیي كشآیٌذ ( اًدام ؿذ ٍ تا اػتلاد

ّا اص تاكت تخوذاى کاهل ؿذ.  خذاػاصی هکاًیکی كَلیکَل

 130ؿذُ تا اػتلادُ اص پیپت پاػتَس  ّای خذاػاصی كَلیکَل

 20ٍ ػشم  HTCMای اص هحیظ  ّای تاصُ هیکشٍهتشی تِ هغشُ

 دسكذ گشم دس ظشف کـت دیگش هٌتول ؿذًذ.

تشسػی : ضذُ ّای جذاساصی هاًی فَليکَل تشسسی صًذُ

ّای اًؼاًی تا تَخِ تِ سٍؽ تِ کاس سكتِ دس  هاًی كَلیکَل صًذُ

هاًی  تشای تشسػی صًذُ. (23)هوالِ دٍلواًض ٍ ّوکاساى اًدام ؿذ 

ّای اًؼاًی خذاػاصی ؿذُ، اص هحیظ آًضیوی تذٍى  كَلیکَل

ّا تا اػتلادُ اص  سًگ حیاتی اػتلادُ ؿذ تا اسصیاتی ػلاهت آى

Calcein AM (Invitrogen ،USA ٍ )دٍ سًگ كلَئَسػٌت 

Ethidium homodimer I (Invitrogen ،USA .اًدام ؿَد )

ّای  دهیوِ دس هغشُ 20ّا تِ هذت  تؼذ اص خذاػاصی ، كَلیکَل

 Calceinهیکشٍهَلاس  2حاٍی  PBSهیکشٍلیتش  100حاكل اص 

AM (Invitrogen, Carlsbad, USA )  ٍ5  هیکشٍهَلاس

Ethidium homodimer I (Invitrogen, Carlsbad, 

USA ) دس هحیظ اًکثاتَس )دهای ٍ°C37 دسكذ،  95، سعَتت

2CO 5/5 هشاس گشكتٌذ. ػپغ تا اػتلادُ اص هیکشٍػکَج )

تشسػی ٍ ( Olympus BX51, Japan)كلَئَسػٌت 

آهیضی  ّا اًدام ؿذ. دس ایي سٍؽ سًگ تشداسی اص كَلیکَل ػکغ

گشٍُ توؼین  4هض تِ ّا تشاػاع ًوایؾ سًگ ػثض یا هش كَلیکَل

ّای گشاًَلَصا  ّای صًذُ ؿاهل ػلَل : كَلیکَل1ؿًَذ: گشٍُ  هی

دسكذ اص  10ّایی کِ کوتش اص  : كَلیکَل2ٍ تخوک ػالن؛ گشٍُ 

: 3ّای گشاًَلَصای آًْا آػیة دیذُ تَدًذ؛ گشٍُ  ػلَل

ّای گشاًَلَصای  دسكذ اص ػلَل 10ّایی کِ تیـتش اص  كَلیکَل

ّای هشدُ تا تیؾ اص  كَلیکَل  :4دًذ ٍ گشٍُ آًْا آػیة دیذُ تَ

 .(31)دیذُ یا هشدُ  ّای گشاًَلَصای آػیة دسكذ ػلَل 50

 آهاسیتجضیِ ٍ تحليل 

 GraphPad Prismتشسػی آهاسی تا اػتلادُ اص ًشم اكضاس 

(version 8, Graph Pad Software, San Diego, CA) 

 Shapiro-Wilkّا تا سٍؽ  اًدام ؿذ. ػپغ ًشهال تَدى دادُ

سٍؽ  تشسػی ٍ ػپغ تِ هٌظَس هوایؼِ آهاسی تیي دٍ گشٍُ اص

t-test ّا تشاػاع هیاًگیي ٍ اًحشاف اص  ؿذ. توام دادُ ػتلادُا

( ؿذًذ. دس توام standard deviation ± meanهؼیاس تؼشیق )

 داس دس ًظش گشكتِ ؿذ. هؼٌی P ≤ 05/0آًالیضّا 

 ًتایج

واد سٍؽ اًد: ی ضذُّای جذاساص اًجواد ٍ رٍب فَليکَل

 1كَست ؿواتیک دس ؿکل  ٍ رٍب تاكت تخوذاى اًؼاًی تِ

ّای تخوذاى اًؼاًی تؼذ اص  ًوایؾ دادُ ؿذُ اػت. ًوًَِ

اًتوال تِ آصهایـگاُ ٍ خذاػاصی تخؾ هشکضی آًْا تِ هغؼات 

( ٍ الق ٍ ت-2هتشی توؼین ؿذًذ )ؿکل  هیلی 10×5کَچک 

ای  ٌذ اًدواد ؿیـِّای اًدوادی كشآی تا اػتلادُ اص هحیظ

ّا اًدام گشكت. تِ عَس هتَػظ اص ّش ًوًَِ تخوذاى  سٍی آى

 (.1هغؼِ حاكل ؿذ )خذٍل  40/18 ± 02/6

تلاٍت خذاػاصی كَلیکَل : ّای اًساًی جذاساصی فَليکَل

یا تذٍى آى دس ؿکل  Neutral Redتا اػتلادُ اص سًگ حیاتی 

خق ّواًغَس کِ ؿکل هـ ًـاى دادُ ؿذُ اػت.ب ٍ ث -2

ّا تِ  اػت، سًگ حیاتی تا ایداد سًگ هشهض دس كَلیکَل

ث(، اها دس ًثَد -2کٌذ )ؿکل تـخیق تْتش آًْا کوک هی

NR  ّای ؿلاف دسٍى تاكت  ب( تـخیق كَلیکَل-2)ؿکل

ػخت تَدُ ٍ صهاى ٍ دهت تیـتشی ًیاص داسد. ًتایح آهاسی 

ػاػت ًیض ایي  1ّای خذاػاصی ؿذُ عی  هشتَط تِ كَلیکَل

اػتلادُ (. تا تَخِ تِ ًوَداس، 3کٌذ )ؿکل  سا تأییذ هی هَضَع

اص سًگ حیاتی کوک ؿایاًی تِ ػَْلت خذاػاصی كَلیکَل 

ٍ تؼذاد  کٌذ ( هی50/46 ± 02/25)هیاًگیي تؼذاد كَلیکَل 

. اص (P</0001دّذ ) ؿذُ سا اكضایؾ هی ّای خذاػاصی كَلیکَل
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 یاًساً تخوذاى ّای فَليکَل جذاساصی
 

اى اًدام ّای اص هـش تاكت تخوذ كَلیکَل کِ خذاػاصی آًدایی

ّای  ؿذُ اص ًَع كَلیکَل ّای خذاػاصی كَلیکَل ؿذ، تیـتش

ٍ  دسكذ( 5/24)ّای اٍلیِ   تَدًذ. كَلیکَل دسكذ( 5/73)تذٍی 

ّا سا تِ خَد  ػْن کوتشی اص كَلیکَل  دسكذ( 2)ثاًَیِ 

  (.2اختلاف دادًذ )خذٍل 

 5دس هدوَع : ضذُ ّای جذاساصی هاًی فَليکَل تشسسی صًذُ

دس تشکیة تا  Calcein AMسًگ كلَئَسػٌت  كَلیکَل تا

Ethidium homodimer I آهیضی ٍ تَػظ هیکشٍػکَج  سًگ

 ج ٍ ج-2كلَئَسػٌت تشسػی ؿذ. ًتایح ایي تشسػی دس ؿکل 

ّا ػالن ٍ تِ سًگ  آٍسدُ ؿذُ اػت. دس ایي تشسػی توام كَلیکَل

 .هـاّذُ ًـذ ای دیذُ كَلیکَل آػیة( تَدًذ ٍ 1ػثض )گشٍُ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 ّای تخوذاى اًؼاًی رٍب ٍ خذاػاصی كَلیکَل -تلَیش ؿواتیک اص كشایٌذ اًدواد :1ؿکل 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 ّای خذاػاصی ؿذُ اص آى. تخوذاى اًؼاًی ٍ كَلیکَل :2ؿکل 

سد یا ّوشاُ تا آى. دس ؿکل ب ؿٌاػایی ّای خذاػاصی ؿذُ تذٍى اػتلادُ اص سًگ حیاتی ًَتشال  الق ٍ ت( تخوذاى اًؼاى ٍ هغؼات حاكل اص آى. ب ٍ ث( كَلیکَل

هاًی  ّای تِ ساحتی تا دسیاكت سًگ هشهض هاتل ؿٌاػایی ٍ سدیاتی ّؼتٌذ. ج ٍ ج( اسصیاتی صًذُ ّا کاس چٌذاى آػاًی ًیؼت. اها دس ؿکل ث كَلیکَل ّوِ كَلیکَل

 .Calcein-AM   ٍEthidium homodimer-Iّای خذاػاصی ؿذُ تا اػتلادُ اص سًگ كلَئَسػٌت  كَلیکَل
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  ٍ ّوکاساىتخص   تاج فشًاص
 

 تؼذاد هغؼات خذاػاصی ؿذُ اص ّش ًوًَِ تخوذاى اكشاد تشاخٌؼی :1خذٍل 

 10تيواس  9تيواس  8تيواس  7تيواس  6تيواس  5تيواس  4تيواس  3تيواس  2تيواس  1تيواس  ًوًَِ تخوذاى

تؼذاد هغؼات 
حاكل اص تشؽ 

 * ٍ **تاكت
32 24 13 12 15 20 17 14 17 20 

  40/18 ± 02/6هیاًگیي تؼذاد هغؼات حاكل اص تخوذاى تِ ّوشاُ اًحشاف اص هؼیاس:  **هتش  هیلی 10 × 5تخوذاى اًذاصُ ّش هغؼِ  *

 

 

 

 

 

 

 

 
 .(6/6 ± 58/5یا تذٍى آى )( 50/46 ± 02/25)  ّای خذاػاصی ؿذُ اًؼاًی تا اػتلادُ اص سًگ حیاتی ًَتشال سد  تشسػی آهاسی كَلیکَل  :3ؿکل 

*** p <0/0001. 

 رٍب ؿذُ تخوذاى اًؼاًی-ای ؿذُ اص تاكت هٌدوذ ؿیـِ ّای خذاػاصی كَلیکَل تؼذاد*  :2لخذٍ

 10ًوًَِ  9ًوًَِ  8ًوًَِ  7ًوًَِ  6ًوًَِ  5ًوًَِ  4ًوًَِ  3ًوًَِ  2ًوًَِ  1ًوًَِ ** 

 13 17 16 18 10 18 16 17 12 10 كَلیکَل تذٍی

 5 3 4 2 9 2 3 3 8 10 كَلیکَل اٍلیِ

 2 0 0 0 1 0 1 0 0 0 َیِكَلیکَل ثاً

 ػذد دس ّش تکشاس دس ًظش گشكتِ ؿذُ اػت. 20ّای خذاػاصی ؿذُ  دس ایي خذٍل حذاکثش تؼذاد كَلیکَل*
 هغؼِ اص تاكت تخوذاى یک تیواس اػت. 2ّش ًوًَِ هؼادل **

 تحث

تَاًذ  هی IAهغالؼِ ها ًـاى داد کِ اػتلادُ اص آًضین کلاطًاص 

دس کٌاس سٍؽ هکاًیکی، تِ خذاػاصی  تِ ػٌَاى یک آًضین هؤثش،

ّا اص تاكت هتشاکن تخوذاى اًؼاًی کوک کٌذ. اص عشف  كَلیکَل

تِ ػٌَاى یک سًگ حیاتی تِ  Neutral Redدیگش، اػتلادُ اص 

ّای صًذُ ٍ ػالن کوک ؿایاًی  تش كَلیکَل تـخیق ػشیغ

کٌذ. تٌاتشایي، تا اػتلادُ اص ایي سًگ، ػلاٍُ تش اكضایؾ ػشػت  هی

ّا دسٍى تاكت تخوذاى ٍ تأییذ ػلاهت  تـخیق كَلیکَل دس

ّای  تَاى دس یک تاصُ صهاًی کوتش، تؼذاد كَلیکَل آًْا، هی

تیـتشی تشای اّذاف هٌْذػی تاكت یا کـت كَلیکَل 

دس   NR. تِ عَسی کِ تا اػتلادُ اص سًگ حیاتی کشدخذاػاصی 

 ± 25ي هیاًگی  (ِدهیو 60تا  45یک تاصُ صهاًی اػتاًذاسد )

کِ تذٍى اػتلادُ اص ایي سًگ  سا خذاػاصی ؿذ، دس حالی 50/46

تا گزؿت حذٍد دٍ ػاػت اص كشایٌذ خذاػاصی هیاًگیي حذٍد 

كَلیکَل خذاػاصی گشدیذ. اًدواد هغؼات تاكت  6/6 ± 58/5

ّای سایح کوک تِ دختشاى ًاتالؾ هثتلا تِ  تخوذاى یکی اص سٍؽ

دسهاًی یا  تَاًٌذ ؿیوی ػشعاى ٍ صًاًی اػت کِ ًوی

. اها اص (9, 11, 33) ؿاى سا تِ تؼَین تیٌذاصًذ پشتَدسهاًی

کِ پیًَذ هدذد ایي تاكت تا احتوال تاصگـت تذخیوی  آًدایی

ّا تا اّذاف کـت  ، خذاػاصی كَلیکَل(12)ّوشاُ اػت 

یا ػاخت تخوذاى هلٌَػی ٍ پیًَذ  (34, 35)آصهایـگاّی 
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 یاًساً تخوذاى ّای فَليکَل جذاساصی
 

ایي گشٍُ اص تیواساى  تَاًذ آیٌذُ تْتشی تشای ( هی16-18 ,36)

تِ ّوشاُ داؿتِ تاؿذ. اص عشكی، تاكت تخوذاى اًؼاًی، تشخلاف 

, 37, 38)تخوذاى خًَذگاى، یک تاكت هتشاکن ٍ كیثشٍص اػت 

. تٌاتشایي اػتلادُ اص سٍؽ آًضیوی دس کٌاس سٍؽ هکاًیکی (31

دس  .(41-39)ّا لاصم اػت  تشای خذاػاصی تْتش كَلیکَل

ّای هتلاٍتی تشای خذاػاصی  ضینهغالؼات گزؿتِ اص آً

ٍ  دٍلواًضکِ،   عَسیِ كَلیکَلْای تخوذاى اػتلادُ ؿذُ اػت. ت

تشای خذاػاصی  Liberase blendzyme 3ّوکاساى اص آًضین 

ّای اًؼاًی اػتلادُ کشدًذ ٍ تؼذ اص هشاس دادى  كَلیکَل

ّای حاكل اص خذاػاصی دس ّیذسٍطل حاكل اص لختِ  ل كَلیکَ

تِ هذل  (22)هاُ  5ٍ  (24)سٍص  7ا تشای هذت پلاػوایی آى س

ّای تؼذ اػتلادُ اص اًَاع  ّوچٌیي دس ػالهَؿی پیًَذ صدًذ. 

لیثشاص تِ خای آًضین کلاطًاص، تِ دلیل خلَف تیـتش ٍ آػیة 

عَسی کِ اص  خِ تیـتشی سا تِ خَد خلة کشد. تِػلَلی کوتش تَ

 IVتِ ّوشاُ کلاطًاص  TM، لیثشاص DH (25 ,13)لیثشاص 

تشای خذاػاصی كَلیکَل اػتلادُ ؿذ. اص عشكی دس  (26 ,28)

  Tumor Dissociation Enzymeخذیذتشیي هغالؼِ آًضین 

(TDE تشای خذاػاصی كَلیکَل پیـٌْاد ؿذ )(31).  تا ایي

حال، خاًَادُ آًضین کلاطًاص اٍلیي آًضیوی تَد کِ تشای خذاػاصی 

 (29, 41, 43, 44)ٍ اًؼاًی  (39, 42)ّای هَؿی  كَلیکَل

دس هغالؼِ خَد تا هوایؼِ دٍ  Dolmansاػتلادُ ؿذ. ّشچٌذ 

ًـاى داد کِ اػتلادُ اص لیثشاص تشای  IAآًضین لیثشاص ٍ کلاطًاس 

چٌیي تِ ًظش  . ّن(23)تش اػت  ّا هٌاػة حلظ ػلاهت كَلیکَل

سػذ کِ آًضین کلاطًاص تِ دلیل داؿتي اًذٍتَکؼیي ٍ تلاٍت  هی

حتوال آػیة تِ ػلَل یا كَلیکَل سا داسد دس هحتَای تَلیذی ا

ٍ ّوکاساى تا هوایؼِ ػِ آًضین  Mouloungui، اها (19)

Collagenase NB6 ،Liberase DH  ٍCollagenase IA 

ؿذُ  ّای خذاػاصی هاًی كَلیکَل تلاٍتی دس ػلاهت ٍ صًذُ

اص آًدایی کِ دػتشػی تِ آًضین . (45)اًؼاًی هـاّذُ ًکشدًذ 

تش  تش ٍ هیوت آى تِ هشاتة هٌاػة ایشاى ساحتدس  IAکلاطًاص 

ؿذُ تخوذاى  ّای خذاػاصی اػت، تشسػی اثش آى دس كَلیکَل

هغالؼِ ها ًـاى داد کِ دس ّویي ساػتا، اّویت صیادی داسد. 

تشای خذاػاصی خَب ٍ هؤثش  Iتَاى اص کلاطًاص  ّوچٌاى هی

دُ کِ، چِ تا اػتلا عَسی لادُ کشد. تِّای تخوذاى اػت كَلیکَل

ّا تا  هاًی كَلیکَل اص سًگ حیاتی ٍ چِ دس صهاى تشسػی صًذُ

 Calcein Am  ٍEthidium homodimer Iاػتلادُ اص 

دهیوِ اص  45تا  30ّا ّوچٌاى ػالن تَدًذ ٍ تا گزؿت  كَلیکَل

ػلاٍُ تش  صهاى اسصیاتی تِ تذسیح آػیة كَلیکَلی حاكل ؿذ.

َاًذ تِ كشایٌذ ت ایٌکِ اػتلادُ اص سًگ حیاتی ًَتشال سد هی

ّای ػالن ػشػت تیـتشی تثخـذ. اػتلادُ  خذاػاصی كَلیکَل

ّای  اص ًَتشال سد یک سٍؽ کاسآهذ تشای ؿٌاػایی تْتش كَلیکَل

. ّشچٌذ ًتایح (27, 30, 31)صًذُ ٍ ػالن ٍ خذاػاصی آًْا اػت 

ؿَد دس هغالؼات آیٌذُ ٍ  آصهایؾ هغلَب تَد، اها پیـٌْاد هی

تا یکی اص اػضای خاًَادُ  IAکلاطًاص  دس كَست اهکاى آًضین

هوایؼِ ؿَد ٍ ًتایح  TMیا لیثشاص  DHلیثشاص اص خولِ لیثشاص 

حاكل اص آى گضاسؽ ؿًَذ. تا دس کاسّای تالیٌی تْتشیي ًَع 

ّای  آًضین هَسد اػتلادُ هشاس گیشد. یکی دیگش اص هحذٍدیت

ی هَخَد دس ایي هغالؼِ اػتلادُ اص تاكت تخوذاى اكشاد تشاخٌؼ

. دسهاى َّسهًَی هوکي اػت دس تؼذاد ٍ کیلیت (46, 47)اػت 

ّای هَخَد اثشتگزاسد. دس هغالؼات هـاتِ اص تاكت  كَلیکَل

ّای صًاًِ تحت  تخوذاى اكشادی اػتلادُ ؿذ کِ تِ دلیل تیواسی

دس . (13, 28, 48)ػول لاپاسٍػکَپی هشاس گشكتِ تَدًذ 

ّایی ؿیش  کِ تتَاى سٍؽ خذاػاصی كَلیکَل سا دس ًوًَِ كَستی

ّای تا  اص اكشاد تشاخٌؼی اًدام داد. احتوال پیذا کشدى كَلیکَل

 یاتذ. تؼذاد ٍ ػلاهت تیـتش اكضایؾ هی

 گيشی ًتيجِ

تِ آهاس تالای اتتلا تِ ػشعاى دس ایشاى ٍ لضٍم اًدام  تا تَخِ

شاد هثتلا تِ تاكت تاكت تخوذاى تا ّذف حلظ تاسٍسی دس اك

داًؾ تِ سٍص دًیا اص خولِ اّویت تحوین دس حَصُ  ػشعاى

ّای تخوذاى اًؼاًی یا ػاخت تخوذاى هلٌَػی  کـت كَلیکَل

دسػت ٍ  ؿَد. دس ّویي ساػتا، خذاػاصی تِ ؿذت احؼاع هی

ّای اًؼاًی اص تاكت هٌدوذؿذُ تخوذاى حائض  دهین كَلیکَل

ؿذُ  ّای خذاػاصی هغالؼِ حاضش ػلاهت كَلیکَلاّویت اػت. 

تَاى دس  دس ًتیدِ هی سا تأییذ کشد. IAآًضین کلاطًاص تَػظ 

تشای خذاػاصی هَكن  IAهغالؼات تؼذی اص آًضین کلاطًاص 

ّوچٌیي اػتلادُ اص ّای صًذُ اًؼاًی اػتلادُ کشد.  كَلیکَل
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تش  تِ تـخیق ٍ خذاػاصی ػشیغ Neutral Redسًگ حیاتی 

 ًوایذ. هیّای ػالن کوک ؿایاًی  كَلیکَل

  گضاسی سپاع

ًاهِ اػت ٍ تا ؿواسُ کذ  ایي عشح حاكل اص پایاى

لاصم دس پظٍّـگاُ سٍیاى تِ ثثت سػیذُ اػت.  99000142

اػت تا هشاتة تـکش ٍ هذسداًی سا اص ایي ًْاد، ّوشاّاى ػضیضهاى 

دس پظٍّـگاُ سٍیاى، ّوکاساى هحتشم تیواسػتاى آسؽ ٍ ّوِ 

  ح یاسیواى کشدًذ داؿتِ تاؿین.ػضیضاًی کِ دس اًدام ایي عش

تَػؼِ ػلَم ٍ ایي هغالؼِ تا حوایت ػتاد  حاهی هالی:

ّای تٌیادی سیاػت خوَْسی تِ ؿواسُ  ػلَلّای  كٌاسٍی

 .اًدام ؿذ 54216هشاسداد 

 ٍخَد ًذاسد. تؼاسض دس هٌافغ:

 

 

 اخلاقی هلاحظات

ّای تٌذًاف ٍ تخوذاى اًؼاًی تا تَخِ تِ هدَص  توام ًوًَِ

اخلام دس پظٍّـگاُ سٍیاى   کویتِ

(IR.ACECR.ROYAN.REC.1400.023 پغ اص اخز )

 ًاهِ ٍ اهضای آگاّاًِ اص تیواساى تْیِ ؿذُ اػت. سضایت

 ًَیسٌذگاى هطاسکت

الله كتحی، دکتش   دکتش سٍح ذُ،یا اسائِ دس كتحی الله دکتش سٍح

 دستخؾ  ٍ كشًاص تاج آؿتیاًی ػویِ تَاًا، دکتش هحوذ کاظوی

ػادات  ، ًؼیوِتخؾ ٍ دکتش اؿشف هؼیٌی كشًاص تاج هغالؼِ، یعشاح

الله  دکتش سٍح ّا، دادُ یآٍس خوغ دس اتغحی، لیلاػادات عاّائی

 داؿتِ هـاسکت ّا دادُ لیتحل ٍ ِیتدض دستخؾ  كتحی ٍ كشًاص تاج

 ٍ هوالِ ییًْا ٍ ِیاٍل ؾیشایٍ ي،یتذٍ دس ؼٌذگاىیًَ ّوِ ٍ

 .ّؼتٌذ نیػْ الِهو تا هشتثظ ػَالات تِ ییپاػخگَ
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Introduction: Ovarian tissue freezing is the most effective method to maintain fertility for immature 

girls and women diagnosed with cancer. Nonetheless, because of the chance that malignant cells might 

reappearing following tissue transplantation, it is crucial to isolate the follicles from the frozen-thawed 

ovarian tissue of these individuals and employ them in the process of in vitro maturation process or 

artificial ovarian framework. This study aimed to assess the application of neutral red (NR) vital dye 

alongside collagenase IA for effectively isolating viable follicles from the vitrified human ovarian 

tissue samples. 

Methods: Two categories existed: the category with NR and the group without NR. Chopped (0.5×0.5 

mm) strips of vitrified-warmed ovarian tissue from 10 transsexual individuals were placed into two 

falcon tubes with HTCM and Collagenase IA (1mg/ml). Neutral red (NR) was introduced to one of 

the falcons. Follicles were then isolated mechanically. The morphology, size, and viability of the 

follicles were assessed. The condition of the follicles was evaluated using fluorescent staining methods 

involving Calcein-AM and Ethidium homodimer-I. The t-test method was used to evaluate the data. 

Results: The number of isolated follicles with Neutral Red (46.50±25/02) exceeded those without NR 

(6.6±5.58; P < 0/0001). Additionally, according to the morphological studies, a majority of the isolated 

follicles from the transsexual ovarian cortex were primordial (77.4%), and primary (21.12%) follicles, 

with only a small number of secondary follicles (1.4%) identified in these tissues. Live/dead staining 

verified the viability of isolated follicles by displaying a green hue. 

Conclusion: The finding indicates that combining collagenase I with the vital dye Neutral red 

significantly facilitates the of follicles from dense human ovarian tissue. 

Keywords: human follicle isolation, Neutral Red, cryopreservation, tissue engineering, live/dead 

staining. 
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