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  مقدمه
يكي از شناخته شده ترين عوارض داروهاي ضـد  
سرطان ايجاد اختلال در روند اسپرماتوژنز مي باشد 

گـردد   كه در موارد زيادي منجـر بـه نابـاروري مـي    
به نظر مي رسد كه اختلال ايجـاد شـده در   ). 2و1(

بوسـولفان ناشـي از   اسپرماتوژنز پـس از درمـان بـا    
كنندگي آن و به طور عمده اثـر آن   خاصيت آلكيله
). 3(هاي بنيادي اسپرماتوگوني است  بر روي سلول

ــدان    ــي از فق ــرد ناش ــه عملك ــين در مطالع همچن
هاي سمي نفـروس از بوسـولفان    هاي زايا لوله سلول

  ). 4(استفاده شده است 

و همكـارانش   Glodeمطالعات انجام شده توسط 
 هـاي  سـلول  تقسـيم  مهـار  دهـد كـه   مـي نشـان  

 تمـــايز در نتيجـــه مهـــار و اســـپرماتوگوني

اسـت   ممكـن  درمـاني،  شيمي طي ها اسپرماتوگوني
 حفـظ  نتيجـه  در و زايـا  هاي سلول محافظت باعث

 هـا پيشـنهاد   آن). 5(شـود   بيمـاران  قدرت بـاروري 
 LHترشـح   كاهش بتواند باعث كه عاملي هر كردند

ــود FSHو  ــد و ش ــور بتوان ــوفيزي مح  -هيپ

نمايــد، احتمــالاً  مهــار را گنــادي-هيپوتالاموســي
هـــاي  توانـــد باعـــث مهـــار تقســـيم ســـلول مـــي

هـا در   اسپرماتوگوني و در نتيجه حفاظت اين سلول

 . ده پزشكي، دانشگاه علوم پزشكي تبريز، تبريز، ايرانكگروه علوم تشريح، دانش :احد فردوسي خسروشاهي
 .دانشيار و متخصص آناتومي، گروه آناتومي، دانشكده پزشكي، دانشگاه علوم پزشكي ايران، تهران، ايران :دكتر مهرداد بختياري
 .ده پزشكي دانشگاه علوم پزشكي تبريز، تبريز، ايرانكاستاد و متخصص آناتومي، گروه علوم تشريح، دانش :راد دكتر جعفر سليماني

 . استاديار و متخصص آناتومي، دانشكده پزشكي، دانشگاه علوم پزشكي ايران، تهران، ايران :كروجيدكتر مرتضي 
 .دانشگاه علوم پزشكي تبريز، تبريز، ايرانده پزشكي، كگروه علوم تشريح، دانش: دكتر ليلا روشنگر
 .هران، ايرانكارشناس ارشد فيزيولوژي، گروه علوم پايه، دانشكده پيراپزشكي، مركز تحقيقات فيزيولوژي، دانشكده پزشكي، دانشگاه علوم پزشكي ايران، ت:آتوسا جان زاده
 . دانشگاه علوم پزشكي ايران، تهران، ايران گروه علوم پايه، دانشكده پيراپزشكي، دانشجوي پزشكي، :مهديه كرداري

  دانشيار و متخصص آناتومي، دانشكده پزشكي، گروه علوم پايه، دانشكده پيراپزشكي، دانشگاه علوم پزشكي ايران، تهران، ايران :دكتر سيد بهنام الدين جامعي*
 behnamjameie@tums.ac.ir  ).مسئول نويسنده(* 

مطالعه اثر ملاتونين اگزوژن بر باروري اسپرم در مدل اليگواسپرمي القاء شده با 
  هاي صحرايي پينئالكتومي شده بوسولفان در موش

  چكيده
آسـيب بافـت بيضـه و    توان بـه   ها مي از ميان آن. داردباشد كه عوارض جانبي زيادي  بوسولفان از داروهاي اختصاصي در درمان سرطان مي :هدف و زمينه

با توجه به نقش حفاظتي ملاتونين، هدف از  .وش درماني مطمئني پيدا نشده استبراي كاهش عوارض جانبي اين داروها هنوز ر. اختلالات باروري اشاره كرد
  .بافت بيضه و تاثير آن بر باروري است بود اليگواسپرمي ناشي از درمان با بوسولفان درمطالعه حاضر بررسي اثرات ملاتونين اگزوژن در به

گروه شامل كنترل، دريافت كننده بوسولفان،  6سر موش صحرايي نژاد ويستار نر بالغ كه به طور تصادفي در   60تحقيق حاضر بر روي  :كار روش
) تونينحامل ملا(، پينالكتومي، دريافت كننده بوسولفان و اتانول (DMSO) پينئالكتومي، دريافت كننده بوسولفان و ملاتونين، دريافت كننده حلال بوسولفان

ميلي گرم به  5/0(روز  50و ملاتونين به مدت ) ميلي گرم به ازاي هر كيلوگرم 20( بوسولفان به صورت تك دوز .انجام شده استفتند، و شم جراحي قرار گر
ها  پارامتر هاي اسپرمي شامل تعداد، مورفولوژي و تحرك اسپرم مورد بررسي قرار گرفته، از آن. تزريق گرديد) IP( به صورت داخل صفاقي) ازاي هر كيلوگرم

  . آماري قرار گرفتند يزمورد آنال 16نسخه  SPSSآمده با استفاده نرم افزار  نتايج به دست. باروري استفاده شدبه منظور تعيين قدرت  IVFبه روش 
باعـث افـزايش    ملاتـونين، ). >05/0p( گـروه كنتـرل شـد    با مقايسه در اسپرم طبيعي شكل و تحرك و تعداد در معني دار كاهش باعث بوسولفان: ها يافته
   .ته استدار در حفظ پارامترهاي معني دار در حفظ پارامترهاي اسپرمي شد ولي بر بهبود قدرت باروري تاثيري نداش معني

شـيمي  هـاي توليـد مثلـي ناشـي از      تواند در درمان برخي از نارسايي شود كه ملاتونين درماني مي بر اساس نتايج اين تحقيق نتيجه گرفته مي: گيرينتيجه
  .درماني در مذكر موثر باشد

   
  .غده پينئال، ملاتونين، اليگواسپرمي، بوسولفان: ها دواژهيكل

  26/9/91: تاريخ پذيرش       10/4/91:تاريخ دريافت
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ديگـر  ). 5(برابر اثرات تخريبي شمي درماني گـردد  
 داده انـد  مطالعات انجام شده در اين زمينه   نشان

آزاد  هورمـون آنـالوگ   برخـي داروهـاي   مصـرف  كه
تخريـب   از ، پـس GnRH)( گنـادوتروپين  كننـده 
ــديد ــلول ش ــاي س ــا ه ــه زاي ــل   ب ــال عوام دنب

ــيك ــف گنادوتوكس ــد مختل ــديون،  مانن هگزان
توانـد باعـث حفـظ     بوسولفان مي و سيكلوفسفامايد

بـه  ). 7و6( هاي اسپرم ساز شوند زايي در لوله اسپرم
نظر مي رسد استرس اكسيداتيو عامل مهـم ايجـاد   

 .  كننده عوارض داروهـاي شـيمي درمـاني باشـد    

Rojansky  ــه  و ــان دادنــــد كــ ــاران نشــ همكــ
هاي پلاسما بعد از شـيمي درمـاني و    اكسيدان آنتي

يا راديو شيمي درماني كاهش مي يابند كه احتمالاً 
سـيون  به دليل استرس اكسيداتيو و افزايش اكسيدا

 ). 8(اوريك اسيد است 
ملاتونين هورمون مترشـحه غـده پينـه ال داراي    

غـده پينئـال   . اثرات آنتي اكسيدان قوي مي باشـد 
ــدوكريني   نقــش مهمــي در تنظــيم فعاليــت نوروان

). 9(سيســتم توليــد مثــل انســان ايفــا مــي كنــد  
همچنين نشان داده است  مطالعات سال هاي اخير

ودن گيرنــده هــاي كــه ملاتــونين بــه دليــل دارا بــ
 مغز، :مانند مختلف ملاتونيني بر روي ساختارهاي

هـا تـاثير    عروقـي بـر آن  - قلبـي  سيسـتم  شـبكيه، 
همين مطالعات نشـان داده انـد كـه بـه     . گذارد مي

هـاي   علت وجـود ايـن گيرنـده هـا بـر روي سـلول      
ملاتونين ممكن است داراي  اپيديديم واسپرماتوزوآ

غشـاي آن هـا   نقش حفاظتي در سـاختار ليپيـدي   
داشته و عملكرد ميتوكندري هاي تـاژك اسـپرم و   
در نتيجه قدرت تحرك اسپرم ها را تحت تاثير قرار 

  ).10و8( دهد مي
تحقيقات متعدد ديگري نشان داده است كه بين 

در موش ها رابطه  GnRHملاتونين و گيرنده هاي 
ــود دارد ــاري وج ــح  . مه ــونين ترش ــين ملات همچن

و ) FSH(وليكـــولي هورمـــون تحريـــك كننـــده ف
را كـاهش داده و   ) LH(هورمون لـوتئينيزه كننـده   

ــور   ــوژي طبيعـــي محـ ــر در فيزيولـ باعـــث تغييـ
ــالاموس ــوفيز  -هيپوت ــود   –هپ ــادي ش  .)11(گن

ناباروري ايجاد شـده بـر اثـر داروهـاي اختصاصـي      
شيمي درماني مانند بوسولفان مشـكلات زيـادي را   
بـراي بيمـاران تحـت درمـان كـه غالبـاً در ســنين       

 هـاي  روش .باروري نيز قرار دارند ايجـاد مـي كنـد   
مانند فريز كردن بافت بيضـه، بـالا بـردن     حفاظتي

ــه   ــادي جنســي از جمل مقاومــت ســلول هــاي بني
ايي است كه در سـاليان اخيـر مـورد توجـه     ه روش

بـراي كنتـرل ايـن      متخصصين بـاليني و محققـان  
حفـظ و بـازتواني ايـن    . عارضه قـرار داشـته اسـت   

هـا   ها طي شيمي درماني بيشتر از بقيه روش سلول
بـا توجـه بـه نقـش     . مورد توجه قرار داشـته اسـت  

هـاي   حفاظتي ملاتونين و همچنين وجـود گيرنـده  
بافت بيضه ها، در تحقيق حاضـر اثـر   ملاتونيني در 

هـاي   ملاتونين اگزوژن بر حفاظت و بازتواني سـلول 
زايا بافت ژرمينال بيضه متعاقب شيمي درمـاني بـا   

 . بوسولفان مورد مطالعه قرار گرفته است
  

   كارروش 
 سر موش صحرايي ويسـتار  60در اين مطالعه از 

 )انسيتو پاسـتور، تهـران  (گرمي  300-250 نر بالغ
در  حيوانات به مـدت دو هفتـه  . شده استاستفاده 

 غذا و آب به آزادانه با دسترسي محيط حيوان خانه

اسـتاندارد و سـيكل شـبانه روزي     محيطي شرايط 
حيوانات به طور تصـادفي در  . شدند نگهداري 8:16

گـروه  . گروه و هر گروه ده حيوان قرار داده شدند 6
، )CTL (هاي مـورد مطالعـه شـامل گـروه كنتـرل      

بـا دريافـت   ) BSN(گروه دريافت كننده بوسولفان 
ميلي گـرم بـه ازاي هـر كيلـوگرم بـه       20تك دوز 

صورت داخل صفاقي، گروه پينئـالكتومي در يافـت   
) Px+BSN+MLT(كننده بوسـولفان و ملاتـونين   

ميلـي   20كه در آن غده پينئـال برداشـته شـده و    
ميلـي    5/0 گرم به ازاي هر كيلـوگرم بوسـولفان و  

گرم به ازاي هر كيلوگرم ملاتونين بـه ميـزان تـك    
دريافـت نمـوده    IP)( دوز به صورت داخل صـفاقي 

 DMSOدريافـت كننـده   (اند، گروه شم بوسولفان 
بـا همـان حجـم    IP بـه صـورت   ) حلال بوسـولفان 

 20يكسان، گروه پينئالكتومي با دريافت بوسولفان 
حـلال  (ميلي گرم بـه ازاي هـر كيلـوگرم و اتـانول     

بــه عنــوان گــروه شــم ملاتــونين،      )تــونينملا
Px+BSN+Ethanol)(    ــي ــم جراحـ ــروه شـ و گـ

ــد ــوده ان ــه منظــور ايجــاد مــدل . پينئــالكتومي ب ب
اليگواسپرمي از تزريق داروي بوسولفان بـه صـورت   

ميلـي گـرم بـه ازاي هـر كيلـوگرم بـه        20تك دوز
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درمــان بــا ملاتــونين . اســتفاده گرديــد IPصــورت 
ميلي گـرم بـه ازاي    5/0ن اگزوژن با تزريق ملاتوني
روز   50روزانه بـه مـدت    IPهر كيلوگرم به صورت 

با توجـه بـه سـيكل شـبانه     ). 12و13(انجام گرديد 
روزي ترشح ملاتـونين گـروه هـايي كـه ملاتـونين      
دريافت مي نمودند در محيط بازسازي شـده ريـتم   
شبانه روزي قرار گرفتند و يك ساعت قبل از آغـاز  

د شـده، ملاتـونين اگـزوژن    تاريكي مصـنوعي ايجـا  
  ). 15و14(تزريق مي گرديد 

  
  جراحي پينئالكتومي

ــه روش داخــل    ــوان ب ــدا حي در روش جراحــي ابت
ميلـي   10( صفاقي و با داروي كتامين و گـزيلازين 

ميلـي   100+ گرم به ازاي هر كيلـوگرم گـزيلازين   
بيهـوش شـده،   ) نگرم به ازاي هر كيلوگرم كتـامي 

برداشته   Hoffman & Reiter غده پينئال به روش
ساعت از جراحي برداشتن پينه ال  48پس از  .شد

ــونين   ــا ملات ــان ب ــوان، درم و تثبيــت وضــعيت حي
پـس از ايـن   . روز انجام گرديد 50اگزوژن به مدت 

ــه روش  ــات ب  cervical dislocationمــدت حيوان
در تمام نمونه ها ناحيه دم اپيديـديم  . قرباني شدند

مورد مطالعه ميكروسـكوپي   سمت چپ خارج شده،
بـراي بررسـي قـدرت بـاروري از روش     . قرار گرفت

IVF استفاده شد .  
  

  اسپرم پارامترهاي ارزيابي
ابتدا اپيديديم به  اسپرم، پارامترهاي ارزيابي براي
 درصـد  گـرم  9/0سالين نرمـال   حاوي ديش پتري

سپس به . شد منتقل گراد سانتي درجه 37 در شده
 قطعـات  بـه  اپيديديم ها، اسپرم شدن خارج منظور

 در انكوبـاتور  ديـش  تقسيم گرديد و پتري كوچك

 سـي  مـدت  بـه  2CO %5گـراد و   سانتي درجه 37

  .)16( شد داده قرار دقيقه
 

  اسپرم حركت مطالعه
 انكوباتور از ديش پتري ساعت نيم گذشت از پس

 از قطره يك اسپرم، حركت ارزيابي براي .شد خارج

 و چكانـده  اسـلايد ميكروسـكوپي   يك روي محلول
 هر در .داده شد قرار لامل يك كدام هر روي سپس

بـزرگ   با ميكروسكوپي ديد ميدان 5 حداقل حيوان

هـا از نظـر    اسـپرم  درصد و مطالعه برابر 400نمايي 
  .)16( شد مشخص تحرك

  
  اسپرم تعداد مطالعه

 يـك  روي اسـپرم  سوسپانسيون از ميكروليتر 20

 چنـد  گذشـت  از پـس  و شده داده نئوبار انتقال لام

 5 در ها اسپرم تعداد ها، شدن آن حركت بي و دقيقه
 ليتـر  ميلـي  بر 106 صورت به و شد شمارش خانه

  .شد بيان
 

  اسپرم شناسي ريخت مطالعه
 اسپرم سوسپانسيون از ميكروليتري 20 قطره يك

 در شدن خشك از پس و گسترانده اسلايد روي يك

 روش با سپس و شد تثبيت درجه 96 در اتانول هوا

 ها لامل چسباندن از پس .شد آميزي پاپانيكولا رنگ

 ميكروسكوپ زير در ها آن شدن و خشك ها لام روي

مـورد   شناسي ريخت نظر از1000X  بزرگ نمايي با
 حيـوان  هـر  در سـلول  2000 .مطالعه قرار گرفتند

 غيرطبيعـي  مانند شـكل  مواردي و بررسي گرديده

 بودن مارپيچي دم، از جدايي سر بودن، سر دو سر،

 اشـكال  عنـوان  بـه  دم دو وجـود  خميـده و  دم دم،

 درصـد  صـورت  به و گرفته شده نظر در غيرطبيعي

  .)17( شد بيان
  

  مطالعه قدرت باروري
در اين قسمت از مطالعه از موش هـاي صـحرايي   

گـرم اسـتفاده    180-200ماده نژاد ويستار بـا وزن  
حيوانات در شرايط استاندارد آزمايشـگاهي،  . گرديد

با دسترسي كافي  12:12چرخه تاريكي و روشنايي 
به منظور دسـتيابي  . به آب و غذاي نگهداري شدند

 به حداكثر ميـزان آزاد سـازي تخمـك از تحريـك    
.  تخمك گذاري بـه كمـك هورمـون اسـتفاده شـد     

 hMGواحــد بــين المللــي هورمــون     10ابتــدا 
(Merional,IBSA,Switzerland)   ــورت ــه ص  IPب

اين هورمون در محيط داخـل بـدن بـه    . تجويز شد
ســاعت  48بعــد از . عمــل مــي كنــد FSHعنــوان 

 IPبه صورت  hCG (daroopakhsh,Iran)هورمون 
ايـن  . مللـي تزريـق شـد   واحـد بـين ال   10و با دوز 

مي باشد و بـراي پـاره كـردن     LHهورمون معادل 
سـاعت   24پـس از  . فوليكول رسـيده اهميـت دارد  
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مقايسه ميانگين تعداد اسپرم و درصد اسـپرم هـاي غيـر طبيعـي در      -1نمودار 
 ، )دريافــت كننــده بوســولفان(BSN، )كنتــرل(CTL هــاي مــورد مطالعــه گــروه

Px+BSN+MLT ) ــالكتومي ــولفان + پينئ ــده بوس ــت كنن ــا + درياف ــار ب تيم
 dmso ( ،Px+BSN+ethanگـروه دريافـت كننـده   ( DMSO، )ملاتونين

 )شـم جراحـي  ( Sham، )اتـانول + دريافـت كننـده بوسـولفان   + پينئالكتومي (
)05/0<p.(  

حيوانات قرباني شده، تحت شرايط كـاملاً اسـتريل   
شكم حيوان با برش پوست و صفاق باز گرديد، لوله 
رحمي هر دو طرف از رحم جدا و به داخـل ديـش   

ريل منتقـل  اسـت  -10Ham's Fحاوي محيط كشت
از روش فلاشــينگ بــراي اســتخراج تخمــك . شــد

استفاده شده، تخمك هاي به دسـت آمـده جهـت    
  .مورد استفاده قرار گرفتند IVFانجام 

  
  آماده كردن اسپرم

بدين منظور موش هاي صـحرايي نـر بـالغ را در    
هاي مختلف به صورت تصادفي انتخاب كـرده   گروه

حيوانات قربـاني   cervical dislocationو به روش 
شده، تحت شرايط استريل با برش طولي شكم بـاز  

پــس از كنــار زدن صــفاق بــا فشــار دادن، . گرديــد

اپيديـديم   نمـوده و  ها را از اسـكلروتوم خـارج   بيضه
رده بـه  بيضه را  كه در مجاورت آن قرار دارد جدا ك

سـپس   . منتقل گرديـد  -10Ham's F محيط كشت
و بـه   ديديم به قطعات كوچك تـر تقسـيم شـد   اپي

درجه سانتي گراد در  37دقيقه در دماي  30مدت 
سپس محيط حاوي اسـپرم  . انكوباتور قرار داده شد

جدا به ميكرو تيـوپ  هاي بزرگ  توسط پيپت از تكه
خمك هاي و از آن براي بارور نمودن ت انتقال يافته،

بعـد از  . اسـتفاده گرديـد   (IVF)انكوبه شده و القـا  
اضافه كردن اسپرم به داخل قطرات حاوي تخمك، 

سـاعت داخـل انكوبـاتور     48هـا را بـه مـدت     ديش
گذاشته تا لقاح در شرايط آزمايشگاهي انجام گيـرد  

سلولي  4-2هاي حاصله تا  ينو بعد از اين مدت جن
ا همديگر مقايسـه  هاي مختلف مطالعه ب گروه را در

  . گرديدند
  

 آماري آناليزهاي
  SPSSآمـاري   برنامـه  از اسـتفاده  نتايج حاصل با

 .شـدند  تحليـل  ANOVAآزمـون   و16ويراسـت  

معيـار   انحـراف  و ميانگين صورت تحقيق به ها يافته
 گرفتـه  نظـر  در دار معني  )p> 05/0(بيان و مقادير 

  بـين  دار  معنـي  تفاوت  ارزيابي براي همچنين .شد
  .شد استفاده tukey آزمون از ها گروه
  

  ها يافته
ــرك،     ــداد، تح ــامل تع ــپرمي ش ــاي اس پارامتره

 متوسـط،  سـريع، (مورفولوژي و انواع حركت اسپرم 
  . مورد بررسي قرار گرفتند) درجا آهسته،

  
   بررسي تعداد اسپرم

ــپرم در    ــداد اسـ ــانگين تعـ ــروه  2ميـ و  BSNگـ
Px+BSN+ethanol     كاهش معنـي داري نسـبت بـه

، درحالي كـه  )p> 05/0( گروه كنترل نشان مي دهند
و  DMSO ،Shamبراي گروه هـاي دريافـت كننـده    

Px+BSN+MLT اين اختلاف معني دار نبوده است .
بـا گـروه دريافـت كننـده      BSNاختلاف بـين گـروه   

DMSO  05/0(معنــي دار اســت <p( . مقايســه گــروه
گـزوژن بـا گـروه بوسـولفان     دريافت كننده ملاتونين ا

نشـان داد كـه تعــداد اسـپرم هـا در گــروه تيمـار بــا      
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  ،)دريافـت كننـده بوسـولفان   ( BSN، )كنتـرل (CTL: هـاي مختلـف   تغييرات ميانگين درصد اسپرم با تحـرك سـريع، متوسـط، آهسـته و بـي حركـت در گـروه        -2نمودار

Px+BSN+MLT ) تيمار با ملاتونين+ دريافت كننده بوسولفان+ پينئالكتومي( ، DMSO)گروه دريافت كنندهdmso ( ،Px+BSN+ethan ) دريافـت  + پينئالكتومي
  ).p> 05/0( )شم جراحي( Sham، )اتانول+ كننده بوسولفان

ملاتونين به صورت معنادار بيشتر از گـروه بوسـولفان   
  ).1نمودار ( )p> 05/0( است
  

  بررسي تحرك اسپرم
هـاي متحـرك بـين     مقايسه ميانگين تعداد اسپرم 

دار در  هاي مختلف نشان دهنـده كـاهش معنـي    گروه
نسبت به گـروه   Px+BSN+ethanو  BSNهاي  گروه

نشـان   2همـان طـور كـه نمـودار     . كنترل مي باشـد 
ــي ــروه    م ــاي متحــرك در گ ــپرم ه ــداد اس ــد، تع ده

Px+BSN+MLT  به صورت معناداري بيشتر از گروه
BSN  وPx+BSN+ethan  05/0(بود <p(.  اين نمودار

همچنين درصد انواع اسـپرم هـاي سـريع، متوسـط،     
آهسته و درجا در گروه هـاي مختلـف را نشـان مـي     

 درصد اسپرم هاي با حركت سريع در دو گروه . دهد

BSNوPx+BSN+MLT    در مقايسه با گروه كنتـرل
افـزايش درصـد   . به طور معني دار كمتـر مـي باشـد   

ونين اگزوژن اسپرم هاي با حركت سريع در گروه ملات
نيز بيشتر اسـت   DMSOنسبت به گروه شم اتانول و 

  .)p> 05/0( كه از نظر آماري معني دار مي باشد
  
  

  بررسي مورفولوژي اسپرم
ــر طبيعــي در    ــا اشــكال غي ــداد اســپرم هــاي ب تع

، شـــم بوســـولفان (BSN)هـــاي بوســـولفان  گـــروه
(Px+BSN+ethan)  و دريافـــت كننـــده ملاتـــونين
(Px+BSN+MLT)   داري بيشـتراز   به صـورت معنـي

همچنــين مقايســه گــروه . گــروه كنتــرل مــي باشــد
Px+BSN+MLT    بـــــا گـــــروه مـــــدلBSN ،
Px+BSN+ethan  ــي ــاهش معنـ ــروه  كـ داري در گـ

دهـد كـه    آزمايش تحت تيمار ملاتونين را نشـان مـي  
هـا تحـت    در اشكال غيز طبيعي اسپرم نشانه بهبودي

  ).1نمودار ( تيمار ملاتونين بود 
  

  بررسي درصد باروري
، نتايج )IVF(از نظر ميزان باروري در محيط كشت 

تحقيق حاضر نشان مـي دهـد كـه بيشـترين درصـد      
ــك ــاروري تخمـ ــم   بـ ــرل و شـ ــروه كنتـ ــا در گـ هـ

(Px+BSN+ethan)  رخ داده اســـــت و دو گـــــروه
ــونين   ــده ملاتـــ ــت كننـــ ــولفان و دريافـــ بوســـ

)Px+BSN+MLT  (  با درصد كمتر و معني دار بعـد
تفـاوت مـابين   . از گروه كنترل و شم قرار گرفتـه انـد  

با گروه دريافت كننده ملاتونين  BSNگروه بوسولفان 
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هاي  در گروه  ها مقايسه درصد باروري آنتخمك هاي بارور شده و  -3نمودار

ــف ــرل( CTL: مختلــ ــولفان  ( BSN، )كنتــ ــده بوســ ــت كننــ ، )دريافــ
Px+BSN+MLT ) ــالكتومي ــده بوســولفان+ پينئ ــا + دريافــت كنن تيمــار ب

 dmso ( ،Px+BSN+ethanگروه دريافت كننـده ( DMSO، )ملاتونين
، )جراحـي شـم  ( Sham، )اتـانول + دريافت كننده بوسـولفان + پينئالكتومي (

Px+BSN ) 05/0( )دريافت كننده بوسولفان+ پينئالكتومي <p(.  
a. در مقايسه با گروه كنترل در همان ستون از نظر آماري معني دار است. 
b. مقايسه گروهBSN  با گروهDMSO  )در همان سـتون از  ) شم بوسولفان

 .نظر آماري معني دار است
c.  مقايسه گروه هاي مدل اليگواسپرم با گروهPx+BSN+MLT   به عنوان

ــي دار اســت   ــاري معن ــتون از نظرآم ــان س ــايش در هم ــروه آزم ،  (BSNگ
Px+BSN+ethan  ،Px+BSN   گروه هاي مدل در نظر گرفته شده انـد (

)05/0 <p(.  

(Px+BSN+MLT)  كــاهش معنــي داري در درصــد
اخيــر را نشــان تخمــك هــاي بــارور شــده در گــروه 

  ).1، شكل 3نمودار (  )p> 05/0(دهد  مي
  

  بحث و نتيجه گيري
بـر   ملاتـونين  و بوسـولفان  حاضـراثر  مطالعـه  در

 هـا كـه   اسـپرم و قـدرت بـاروري اسـپرم     پارامترهاي

 اسـت،  مذكر باروري براي كيفيت مهمي هاي شاخص

 . مورد مطالعه قرار گرفت
و افـزايش   اسـپرم هـا   تعداد كاهش بوسولفان باعث

كـاران  و هم Bucci. تعداد اسپرم هاي غيرطبيعي شد
هـا همچنـين    آن ،گزارش نمودندنيز نتايج مشابهي را 

 از ناشـي  تواند بيان نمودند كه علت اين تغييرات مي

هــاي  ســلول بــر بوســولفان كننــدگي آلكيلــه آثــار
 باعـث القـاي    P53كه با افزايش اسپرماتوگوني باشد

در  P53 mRNA ).14و13( آپوپتـــوز مـــي شـــود  
بر  افزايش مي يابد و اسپرماتوست ها و اسپرماتوگونيا

مطالعـات  ). 18( پروفاز ميـوز اثـر مـي گـذارد    مرحله 
   DNAسنتز كه نشان داد Monesiانجام شده توسط 

 سـنتز  و دهـد  مـي  رخ ميـوز  تقسـيم  شـروع  از قبـل 

 ).19(  دهـد  نمـي  اسپرماتوژنز رخ طي دوره اي دوباره
 ها بوسولفان روي اسپرماتوگوني بنابراين احتمال دارد

 از ها پس پرماثر كرده باشد و به همين دليل شكل اس

   .اند شده تغيير درمان، دچار شروع از روز 50 گذشت
 باعث همچنين نشان داده شده است كه بوسولفان

 شده و بيشـترين  A  رده اسپرماتوگوني رفتن بين از

 سـپس،  و روي اسـپرماتوگوني  آپوپتوتيـك آن  تـأثير 

علاوه بر اين  ).15و14( است اسپرماتوسيت هاي اوليه
 Bucci ــاران ــي و و همكـ ــر طبيعـ ــوژي غيـ  مورفولـ

موتاسيون اسپرمي متعاقب به كار بردن بوسـولفان را  
ــد  ــا چــه  ). 13(نشــان داده ان ــه بوســولفان ب ــن ك اي

گذارد  مكانيزمي بر روي پارامترهاي اسپرمي تاثير مي
كـاهش سـطح   . مورد بحث محققين قرار داشته است

پلاسمايي تستسترون متعاقـب درمـان بـا بوسـولفان     
 همچنين نشان داده شده است كه. تگزارش شده اس

 آنـدروژني  هـاي اسـپرماتوگوني داراي رسـپتور    سلول

ــتند ــطح     .هس ــاهش س ــين ك ــن محقق ــر اي ــه نظ ب
ــترون از طريـــق  ــرو ( down regulationتستسـ فـ

گيرنــده هــا باعــث تغييــرات پارامترهــاي ) تنظيمــي
اســپرمي و حتــي مــرگ ســلول هــاي اســپرماتوگوني 

  ).21 و 20 ،12( شود مي
تحت تـاثير بوسـولفان كـه در     اسپرم تحرك كاهش

 ناشـي  تحقيق حاضر نيز مشاهده گرديد ممكن است

ــلاژل  ــر ف ــر دارو ب ــه   )mtDNA( از اث ــا آســيب ب و ي
اسـپرم   تحرك براي مهم ارگانل ميتوكندري به عنوان

ــامين  هــايي  اكســيدكننده ).23و22(باشــد  ATPو ت
ــل  ــث ا Pو  H2O2مث ــه    باع ــته ب ــوز وابس ــا اپوپت لق

ــدري انســان   ejaculatedدر اســپرماتوزوئيد ميتوكن
استرس اكسيداتيو از ديگر عوامل القـا   ).24( شود مي

اسـترس اكسـيداتيو    ). 25(كننده آپوپتوز مـي باشـد   
بيش از حد افـزايش مـي يابـد     ROSزماني كه توليد 

به دليـل اينكـه   ). 26( شود باعث صدمه به اسپرم مي
رند كه حاوي آنتـي  وها سيتوپلاسم كمي دااسپرماتوز

ناشـي از   باشـد بسـيار بـه آسـيب هـاي      اكسيدان مي
  ).    27(حساس مي باشند  ROSافزايش 

تحقيقات نشان داده اند كه داروهاي شيمي درماني 
هـا و   مثل بوسولفان باعث افزايش توليد اكسـيدكننده 
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 )IVF(دهنده اووسيت هاي لقاح يافته در محيط كشت نشان -1شكل 

مطالعـات  ). 28( ايجاد استرس اكسيداتيو مـي شـوند  
نشـان داد   .DeLeve LD, Wang X  انجام شده توسط

هـاي   كه درمان بـا بوسـولفان سـطح آنتـي اكسـيدان     
طبيعي بدن مانند گلوتاتيون را كاهش داده، مي تواند 

نتايج ايـن تحقيـق   ). 29( منجر به مرگ سلولي شود
ــان ــي     نش ــاده برخ ــه اع ــادر ب ــونين ق ــه ملات داد ك

پارامترهــاي اســپرمي متعاقــب درمــان بــا بوســولفان 
ت قبلي درمان اخـتلالات  اين يافته با مطالعا. باشد مي

ــه   ــونين در نمون ــيله ملات ــه وس ــپرماتوژنز ب ــاي  اس ه
  ).17(پينئالكتومي نشده همخواني دارد 

 يـك  در ساليان اخير به نقش ملاتونين بـه عنـوان  

 و قـوي و خنثـي كننـده    مـؤثر  بسيار اكسيدان آنتي

نشان داده . است آزاد توجه فراواني شده هاي ل راديكا
 كوچك اندازه دليل داشتن به شده است كه ملاتونين

 ي غشـا  راحتـي از  بـه  زيـاد  دوستي چربي خاصيت و
 DNA  شده و پخش سلول كل در و كرده عبور سلول

). 30( نمايـد  حفـظ مـي   مخـرب  عوامـل  برابـر  در را
 تقريبـاً  ملاتونين با اتصال به گيرندهاي مختلف خـود 

 نـوع ). 31( مي باشد بر روي تمام سلول ها داراي اثر

MT1/MT2 ــده ــر روي    گيرنـ ــونيني بـ ــاي ملاتـ هـ
اسپرماتوزوا  شناسايي شده اند كـه گقتـه مـي شـود     

نقــش زيــادي در كــاهش اپوپتــوز القــا شــده توســط  
H2O2  ــد ــده ). 32(دارن ــر نقــش گيرن ــلاوه ب ــاي  ع ه

نين و يـا  ت كـه ملاتـو  ملاتونيني نشان داده شده اس ـ
هـاي   آن قادر به خنثي نمودن راديكال متابوليت هاي
نين نشان داده شده اسـت  همچ). 33( آزاد مي باشند

آنتي اكسيداني و پروتكتيـو ملاتـونين بـه     كه فعاليت
 آنتـي  هاي افزايش بيان ژن هاي موثر در سنتز آنزيم

 موتاز، گلوتـاتيون  ديس اكسايد سوپر مانند اكسيدان

 باشـد  اكسـيداز مـرتبط مـي    پـر  گلوتـاتيون  و ردوكتاز
نتايج مشابهي نيز براي اثرات آنتي اكسيداني و  .)34(

پروتكتيو ملاتونين بـر سـلول هـاي اسـپرماتوگوني و     
بافت بيضه در موش هاي ديابتيك و مـوش هـاي در   

  ).35-37( ارائه شده است Xمعرض اشعه 
ــاده    ــي رغــم اع ــاني عل ــونين درم اينكــه چــرا ملات

ي اسـپرمي نتوانسـته اسـت اثـري بـر روي      پارامترها
قدرت باروري اسپر مها داشته باشـد بـراي محققـين    

هر چنـد كـه   . طرح حاضر چندان مشخص نمي باشد
پروسه لقاح تا حد زيادي به طبيعي بودن پارامترهاي 
اسپرمي بسـتگي دارد، امـا فرآينـد لقـاح و بـاروري و      
 توان اسپرم براي عبور از سد تخمـك فرآينـد بسـيار   

پيچيده سلولي و مولكولي است كه ملاتـونين ممكـن   
بررسي ايـن  . است بر هر قسمت از ان اثر نموده باشد

قسمت نياز به تحقيق گسـترده ديگـري دارد كـه در     
آن مكانيزم هاي مولكولي لقاح و تاثيرات ملاتونين بر  

رسـپتورهاي  . ها بايـد مـورد بررسـي قـرار گيرنـد      آن
، واكنش اكروزوميـك و  اتصالي براي اتصال به تخمك

لايه هاي تخمك از جمله مراحلي  توان عبور اسپرم از
هستند كه ممكن است تحت تاثير ملاتونين اگـزوژن  

  . تغيير يايند
بر اساس نتايج تحقيـق حاضـر مـي تـوان چنيـنن      
نتيجه گرفت كه ملاتونين اگزوژن بر روي پارامترهاي 

تيجـه  اسپرمي و نه بر توان باروري اسـپرم و لـذا بـر ن   
باروري متعاقب شيمي درماني با بوسـولفان در مـدل   

به نظر مـي رسـد كـه    . بيولوژيك تاثير گذار مي باشد
رفـع عـوارض    ملاتونين بتواند تاثيرات مشـابهي را در 

شيمي درمـاني بـر فيزيولـوژي توليـد      ثانويه ناشي از
ــد      ــه نيازمن ــد ك ــته باش ــز داش ــان ني ــي در انس مثل

 ققـين ادامـه تحقيـق   مح. شتر مي باشدهاي بي بررسي
ا كـه تحـت شـيمي    نمونه هاي داوطلـب انسـاني ر   بر

  . توصيه مي نماينددرماني مي باشند، 
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تشكر و  تقدير 
اين تحقيق با حمايت مالي معاونت تحقيقات و فـن  
آوري دانشگاه علوم پزشكي تهران انجام پذير گرديده 

نويسندگان از اين معاونت و همچنـين پرسـنل    . است
علوم پايـه دانشـكده پيراپزشـكي دانشـگاه     آزمايشگاه 

  .علوم پزشكي تهران و تشكر و قدرداني مي نمايند
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Abstract 

Background: Busulfan is drug of choice for treatment of certain cancers with well-known 
side effects. Infertility and testes tissue damage are known side effects. There is still no 
effective therapy to reduce these effects. Melatonin is a potent antioxidant with protective 
effects on certain tissues. The aim of this study was to evaluate the protective effects of 
exogenous melatonin on busulfan induced oigospermia and fertility of pinealectomized rat. 
Methods: Sixty adult Wistar rats weighing 250-300 gr were used in this study. The animals 
were randomly divided into 6 groups: control, busulfan treatment, busulfan vehicle treatment, 
pinealectomized with busulfan and melatonin treatment, surgical sham, pinealectomized with 
busulfan and melatonin vehicle. Pinealectomy was done. Intraperitoneal injections of single 
dose of busulfan (20mg/kg) and melatonin (0.5mg/kg) for 50 days were administered.   
Animals were sacrificed and sperm parameters including sperm motility, count and 
morphology was evaluated. IVF technique was used to determine sperm fertility. The data 
were analyzed and presented in mean ± SD, Pv less than 0.05 was considered significant.  
Results: Busulfan significantly reduced sperm count, motility and fertility. It also caused 
sperm morphological changes (p<0.05). Melatonin treatment recovers the effects of busulfan 
on sperm parameters but not the fertility feature.  
Conclusions: Based on our results melatonin therapy might be useful to treat certain 
reproductive dysfunction in male followed by chemotherapy. 
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