
  مليحه نوبخت و همكاراندكتر                                                                بررسي اثر تاموكسيفن بر روي فعاليت آنزيم نيتريك اكسيد سينتاز

181     مجله دانشگاه علوم پزشكي ايران                                                                                                1387 تابستان/ 59شماره / دهمپانزدوره 

  

در تكامل ) NOS(بررسي اثر تاموكسيفن بر روي فعاليت آنزيم نيتريك اكسيد سينتاز
   هيپوكامپ موش صحرايي

  
   

  
  I دكتر مليحه نوبخت*
   II معصومه شفيعيدكتر   

  III  پروانه طباطبايي 
  IV  طيبه رستگار 

   
    

  
  
  

 
 
 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  مقدمه
يابد    استروژن افزايش مي   با پيشرفت زمان بارداري، ميزان        

   تــر نيتريك اكسيد    و افزايش استروژن، موجـب فعاليــت بيش     
  
  
  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

ــينتاز ــي) NOS=Nitric oxide synthase(س ــردد م از ) 2و 1(.گ
 هاي مختلف گيري و تكامل ارگان  در شكلNOSطرفـي آنزيم 

 
 
 
 

 چكيده
تاموكسيفن، بعنـوان آنتاگونيـست اسـتروژن       . استروئيدهاي مادري اثرات گوناگوني بر روي تكامل مغز دارند        : زمينه و هدف      

استروژن تاثير مهمي بر روند اعمال      . گردد   باعث مرگ سلولي در سلولهاي هيپوكامپ در حال تكامل موش صحرائي مي            در مغز، 
هدف از اين مطالعه بررسـي اثـر تاموكـسيفن بـه            . ها دارد   شناختي، يادگيري، پيري، آنژيوژنزيس، نوروژنزيس و حفاظت نورون       

هـاي   موجـود در نـورون  ) NOS=Nitric oxide synthase(يك اكسيد سينتازعنوان آنتاگونيست استروژن بر فعاليت آنزيم نيتر
   .پيراميدال هيپوكامپ در حال تكامل موش صحرائي بود

 گـروه كنتـرل،   3 دسـته مـوش صـحرائي در      12بوده است،   ) experimental(در اين مطالعه كه از نوع تجربي      : رسير    روش ب 
و سـه   ) P7(، يـك هفتـه    )P1(، نـوزاد يـك روزه     )E22(تـرم   رده سـني جنـين فـول       4 بررسي شدند كه در هر گروه        Shamتجربي و   

 روز قبـل از     2 ميكروگـرم در حـلال پـروپيلن گليكـول،           350تزريق تاموكـسيفن بـه ميـزان        . مورد آزمايش قرار گرفت   ) P21(هفته
ش هيـستوشيمي بـر روي      پس از تهيه نمونـه و بـرش انجمـادي، واكـن           .  بار انجام گرفت   2زايمان، بصورت داخل صفاقي، روزي      

-NADPH-diaphorase)Reduced form of Nicotinamide adenine هيپوكامپ انجام گرديد و ميزان واكـنش  CA1ناحيه 
dinucleotide phosphate (آنــاليز نهــايي توســط برنامــه آمــاري . بوســيله ميكروســكوپ نــوري مطالعــه گرديــد)version 

11.0(SPSS و Independent-Samples T Testها انجام گرديد  در تمام گروه .  
سازد كه در مراحل اوليه تكامل، تراكم سلولي كم بوده و بتـدريج ضـخامت لايـه سـلولي افـزايش                       نتايج مشخص مي  : ها  يافته    
با توجه به نيمه عمر كوتاه تاموكسيفن، ديـده         . شود  ترين ضخامت مشاهده مي     يابد، بطوري كه در هفته سوم بعد از تولد بيش           مي

در ايـن   .  بگذارد و رسپتور استروژن را بلوك كند       P7 و همچنين    P1 و   E22ترين اثر را بر گروه        شد كه اين ماده قادر است بيش      
 كه بيـانگر  NADPH-diaphoraseهايي كه تاموكسيفن دريافت نكردند، به دليل وجود استروژن، ميزان واكنش   مطالعه در نمونه  

هايي كه تاموكسيفن دريافت نمودند، در مراحل اوليه دريافت، يعنـي قبـل از    بود و در نمونه   تر    باشد، بيش    مي NOS ميزان فعاليت 
 كـاهش يافـت و بـا    NADPH-diaphorase ساعت بعد از تولد به دليل بلوكه شدن رسپتور استروژن، ميزان واكـنش  16تولد و  

 هيپوكامـپ متناسـب بـا كـاهش     CA1ناحيـه   از طرفي تعـداد سـلولهاي عـصبي در           .گذشت زمان، اين پاسخ رو به زوال گذاشت       
 22هـاي جنـين        و نيز كـاهش سـلولهاي هيپوكامـپ در گـروه           NOSكاهش فعاليت   .  در اين ناحيه، كاهش نشان داد      NOSفعاليت  
     .رسد كه به علت كوتاه بودن عمر تاموكسيفن باشد اي مشاهده شد كه به نظر مي و نوزاد يك روزه و يك هفته) فول ترم(روزه

دهـد كـه هورمـون اسـتروژن بـر رشـد و تكامـل سـلولهاي پيراميـدال            نتايج حاصل از مطالعه حاضر، نشان مي      : گيري  نتيجه    
   . باشد گيرد، موثر مي هيپوكامپ كه با واسطه نيتريك اكسيد صورت مي

             
   هيپوكامپ – 4  ان آ دي پي اچ ـ دي   – 3      نيتريك اكسيد– 2    تاموكسيفن – 1:    ها كليدواژه

                 
  

I ( دانشيار وPhD،تقاطع بزرگراه شهيد همت و چمران، دانشگاه علوم پزشكي و خدمات بهداشتي ـ درماني ايران، تهران،    بافت شناسي در جنين شناسي، دانشكده پزشكي
  ).مؤلف مسؤول*(ايران

II ( دانشيار وPhDدانشگاه علوم پزشكي و خدمات بهداشتي ـ درماني ايران، تهران، ايرانتقاطع بزرگراه شهيد همت و چمران، دانشكده پزشكي،ي، ژ فارماكولو.  
III (تهران، ايران دانشگاه علوم پزشكي و خدمات بهداشتي ـ درماني ايرانتقاطع بزرگراه شهيد همت و چمران،  دانشكده پزشكي،ي،ژكارشناس بيولو ،.  

(IVدانشگاه علوم پزشكي و خدمات بهداشتي ـ درماني ايران، تهران، ايرانتقاطع بزرگراه شهيد همت و چمران،  دانشكده پزشكي،ناتومي،آ كارشناس ارشد .  
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بــدن در دوران جنينــي، بعــد از تولــد و قبــل از بلــوغ، اهميــت 
در دوران جنينـي بـراي       NOSاي دارد و رونـد افـزايش          ويژه

بـا  ؛ لذا در مطالعـه حاضـر        )3(گردد  ها ملاحظه مي    تكامل ارگان 
ده اســـتروژن ماننـــد اســـتفاده از يـــك آنتاگونيـــست گيرنـــ

ــسيفن ــده ) Tamoxifen(تاموك ــسدود شــدن گيرن ــر م ــاي  اث ه
ــه نقـــش NOSاســـتروژن را بـــر روي فعاليـــت   و در نتيجـ

 اين. ل بررسي شد   روند تكام  در NOSتباط با   استروژن در ار  
  . ي انجام گرديدبررسي بر روي هيپوكامپ موش صحرائ

تاكيد بر ناحيه هيپوكامپ در اين مطالعه بـه لحـاظ اهميـت                 
هاي مناسب متـابوليكي و نيـز         اين ارگان در نشان دادن پاسخ     
بـه علـت رشـد و تكامـل     . باشـد  نقش مؤثر آن در حافظـه مـي   

راميدال هيپوكامپ مـوش صـحرايي در روزهـاي         سلولهاي پي 
 مـوش بـاردار فـول       22 و   21آخر جنيني، تزريق در روزهاي      

ســاختمان هيپوكامــپ از دو ناحيــه  .تــرم انجــام شــده اســت
 E18آيـد و در       در تلانسفال بوجود مي   ) primordial(پريمورديا

و  .D.G، شـاخ آمـون،      اقابل تشخيص است؛ اولـين پريموردي ـ     
ســازد و دومــين  را مــي) subiculum(لوم بخــشي از ســابيكو

و بخـشي  ) anthorinal cortex(پريمورديا، كورتكس انتورينال
 و پــره ســـابيكولوم ) parasubiculum(از پــارا ســابيكولوم   

)presubiculum ( سازد  را مي.)ناحيه انتورينال اوليه در روز      )4 
E17 و لايه لايه شدن آن در E225(.گيرد  شكل مي(   

ــا شــاخ آمــون، از يــك لايــه ســلولي      هيپوكامــ پ حقيقــي ي
هـاي مجـاور آن بـه صـورت           پيراميدال تشكيل شده كـه لايـه      

  )6(.باشند اي مي شبكه
شود  تقسيم مي CA و CA1 ،CA2شاخ آمون به سه ناحيه      

، CA2و   .D.G، مجـاور    CA3، مجاور سـابيكولوم و      CA1كه  
اي  ، بخـش پيچيـده  CA1. ترين لايـه شـاخ آمـون اسـت       متراكم

% 10ده اسـت و     ه سـلولي تـشكيل ش ـ      لاي ـ 10-30است كـه از     
انتخـاب  . هـا تـشكيل شـده اسـت         سلولهاي آن از اينترنـورون    

حساسيت آن بـه تغييـرات حاصـله بـوده      به دليل CA1ناحيه  
 از ناحيــه NOهــاي پيراميــدال حــاوي    اســت كــه نــورون  

با توجه به ناپديد شـدن       )7(.شوند  ختم مي  CA1سابيكولوم به   
، لايــه ســلولي پيراميــدال در بــين  E18تليــوم در روز نورواپي

اكــــسيد  )8(.رشــــد محــــسوسي دارد P1 و E21روزهــــاي 
به عنوان يك گاز قابل انتشار با خواص راديكال         ) NO(نيتريك

آرژينــين توليــد  L–از ) NOS(توســط نيتــرك اكــسيد ســنتاز
ها و مدلهاي     ترين نقش را در تكامل نورون       ، مهم NO. شود  مي

 در NOدهــد كــه   مطالعــات نــشان مــي)9(.هــا داردارتبــاطي آن
گيـري و     دوران جنيني، در ارتباط با فرايند بلوغ، نحـوه شـكل          

مغـزي و   ) lamination(هـاي   تكامل مغز مانند سازماندهي لايه    
، )11-14(، جريـان خـون مغـزي      )10و  2،  1(ها  مهاجرت و رشد رشته   

، )16و 15(و حافظـه ) Synaptic plasticity(پذيري سيناپسي شكل
هاي عروق    ، تنظيم جوانه  )3(، تنظيم مغزي  )17(بلوغ زودرس مغز  

) vasculargenesis(زايي جنينـي    ، رگ )19(و سازماندهي مويرگ  
) neovascularization(هـاي   ، نوسازي رگ  )20(در تومور مغزي  

  )23(.اهميت دارد) angiogenesis(زايي  و رگ)22و 21(مغزي
ت زمــان بــارداري،     در دوران جنينــي، همزمــان بــا پيــشرف

افزايش ترشـح اسـتروژن باعـث تغييراتـي در رونـد فعاليـت              
NOS)24 (به عبارت ديگر، تنظيم . گردد ميNOS  بويژه در بافت

 با توجه به نقش     )25-27(.گيرد  مغز توسط استروژن صورت مي    
در رونـد   NOSاستروژن در دوران بارداري و اهميت ميـزان      

 اسـتروژن در بافـت مغـز،        تكامل، استفاده از يك آنتاگونيست    
  .باشد موضوع مورد مطالعه حاضر مي

    تاموكسيفن به عنوان يك تركيب سـنتتيك آنتـي اسـتروژن           
ترين دارو جهت درمـان سـرطان پـستان           غيراستروئيدي، مهم 

 در امريكـا جهـت      1977ايـن دارو از سـال       . گردد  محسوب مي 
 هاي پيـشرفته پـستان در زنـان بعـد از            بكارگيري در سرطان  

 )29و  28(.مورد استفاده قـرار گرفـت     ) Postmenpausal( يائسگي
ن دارو در درمان سيستميك براي سرطان اوليـه  ــاكنون اي   هم

. ل از يائـسگي و بعـد از يائـسگي كـاربرد دارد            ــپستان در قب  
تجويز اين دارو براي پيشگيري از سرطان پـستان، در زنـان            

  )30(.ه استــداراي خطر بالا، نيز مورد تأييد قرار گرفت
گونيست استروژن      مكانيسم عمل تاموكسيفن، به عنوان آنتا

با توجه بـه مكانيـسم عمـل        ) 31(.مورد مطالعه قرار گرفته است    
هــاي  تاموكــسيفن در طــي بــارداري و ارتبــاط آن بــا ويژگــي

جنسيتي، اين دارو از نظر فيزيولوژيكي و پاتوفيزيولوژيك، از         
  )32و 24(.اهميت بسزائي برخوردار است

ــش   ــه، نق ــن مطالع ــري ســاختمان   در شــكلNOS    در اي گي
هـاي مختلـف مـوش صـحرائي در دوران            هيپوكامپ در گروه  

و نـوزاد تـازه متولـد شـده و قبـل از بلـوغ،       ) فول تـرم  (جنيني
بررسي شد كه با توجه به وجود اسـتروژن بطـور نرمـال در      

 بـا  ،NOSكنندگي آن در فعاليـت   دوران بارداري و نقش تنظيم   
استفاده از تاموكسيفن به عنوان يك آنتاگونيـست اسـتروژن،          

در مطالعه حاضـر، بـا بكـارگيري        . اهميت مطلب مشخص شد   
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توانـــد  كـــه مـــي NADPH-diaphoraseآميـــزي  روش رنـــگ
 در سيــستم عــصبي NOSشاخــصي بــراي ارزيــابي فعاليــت 

باشد، ميزان فعاليت اين آنزيم در مراحـل تكـاملي هيپوكامـپ            
بيعي و هنگام تجويز تاموكـسيفن بررسـي شـده          در شرايط ط  

لازم به ذكر است در اين مطالعه صرفاً به ميزان فعاليت          . است
NOS   در مراحـل تكــاملي هيپوكامــپ توجـه شــده و ســاختار 

  .سلولي در اين مراحل ملاك نبوده است
  

  روش بررسي
جامعـه  . بـود ) Experimental(    اين مطالعـه از نـوع تجربـي       

مل نـوزادان مـوش صـحرايي بـود و نمونـه            مورد مطالعه شا  
هيپوكامــپ تــشكيل  CA1مــورد مطالعــه را ســلولهاي ناحيــه 

 2همـه موشـها     . ار انتخاب شـد    موش بارد  20تعداد  . دادند  مي
 ميكروگرم در   350ه ميزان   ــل از زايمان، تاموكسيفن ب    روز قب 

ــروپيلن گليكــول  ــان، (حــلال پ ــل از زايم ــار و روز 2روز قب  ب
، به صورت داخل صفاقي، دريافت نمودند و        )ر با 2زايمان هم   

  :ها به شرح زير تهيه گرديد نمونه
 ســاعت بعــد از آخــرين تزريــق 6 جنــين، 25تعــداد )     الــف

  .برداشته شد
  . ساعته، تهيه شد16 نوزاد تازه متولد شده 20تعداد )     ب
  .اي، تهيه شد  نوزاد يك هفته20تعداد )     ج
  .اي، تهيه شد ه هفته نوزاد س20تعداد )     د

 گروه حيوان مورد بررسي قرار گرفتنـد        12    در اين مطالعه    
 بودنــد و طبــق روش زيــر Wistarنــژاد  Ratهــا از  كــه نمونــه

  :بندي شدند دسته
  :  گروه به سه دسته تقسيم گرديدند12به طور كلي اين :     الف

 دوز  4موشهاي بارداري كـه قبـل از زايمـان،          :     ـ دسته اول  
TAM)2         ميكروگـرم داخـل     350 روز قبل از زايمان به ميـزان 

  . دريافت نمودند)  بار در روز2صفاقي و 
اي   موشهاي بارداري كه قبل از زايمان هيچ ماده       :     ـ دسته دوم  

  .گروه كنترل محسوب شدنددريافت ننمودند و به عنوان 
مادران بـارداري كـه قبـل از زايمـان پـروپيلن            :     ـ دسته سوم  

  . محسوب شدندshamيكول دريافت نمودند و به عنوان گروه گل
در هر دسته، چهار گـروه سـني بـه شـرح زيـر مـورد                :     ب

  :گرفتند استفاده قرار مي
   ساعت بعد از آخرين تزريق6 *    

   ساعت بعد از تولد16 *    
   يك هفته بعد از تولد*    
   سه هفته بعد از تولد*    

يم پنتوباربيتال با دوز داخـل صـفاقي            حيوانات بوسيله سد  
گــرم بــه ازاي هــر كيلــوگرم وزن بــراي موشــهاي   ميلــي120

ــاردار و  ــي30ب ــراي     ميل ــوگرم وزن ب ــر كيل ــه ازاي ه ــرم ب گ
  .گرديدند نوزادان، بيهوش مي

ليتـر     ميلـي  200/20    حيوانات بعد از بيهوشي توسط محلول       
ليتـر    ميلـي 800/40و بدنبال آن با محلول    % 9/0محلول سالين   

ــد   ــساتيوهاي پارافرمالدئيـ ــد % 4فيكـ در % 1/0و گلوتارالدئيـ
، مــورد پرفيــوژن قــرار pH=4/7 مــولار بــا 1/0فــسفات بــافر 

ــد ــوژن، مغزهــا خــارج شــده و در همــان   .گرفتن بعــد از پرفي
 3ها به مدت      نمونه. فيكساتيو به مدت يك شب نگهداري شدند      

 و سـپس    نگهداري شده % 20روز در محلول حاوي سوكروز      
  . ميكرون تهيه گرديد40برشهاي انجمادي به ضخامت 

و بـدنبال    NADPH-diaphoraseهاي        جهت بررسي واكنش  
هاي هيستوشيميايي به شرح زيـر        ، آزمايش NOSآن بررسي   
  : انجام شدند

ها در فسفات بافر ذخيره شده و در محلول تازه تهيه         نمونه
 NBTمـولار    ميلـي 3/0و  βNADPمـولار      ميلـي  2شده حاوي   

)Nitro blue tetrazolium(  در بـافر Tris 100 مـولار بـا     ميلـي
pH=8    و تريتون –X100 2/0 %   37 دقيقه در دماي     30به مدت 

ها   بعد از مانت شدن، نمونه    . گراد انكوبه گرديدند    درجه سانتي 
بر روي اسلايدهاي با پوشش الوم كروم بـه مـدت يـك شـب               

، Cresyl Violetرنـگ افتراقـي   هـا بـا    نمونـه . نگهـداري شـدند  
  .دهيدراته و مانت گرديدند

ــار مقايــسهNOS    ميــزان واكــنش  اي فعاليــت شــديد،   در معي
ف و بسيار ضعيف آنزيم مورد بررسي قـرار         ــط، ضعي ــمتوس
ه تفكيـك   ــ ـدارد ب ـاي استان ـ ــ ـراه بـا خط   ــ ـن هم ــميانگي. گرفت

اليز نهـايي  دار بـودن آمـاري و آن ـ       محاسبه گرديد و ميزان معني    
-Independentو ) SPSS)version 11.0توسـط برنامـه آمـاري    

Samples T Testها انجام گرديد  در تمام گروه .  
  

  ها يافته
    در اين مطالعه، به منظور بررسي روند تكامـل هيپوكامـپ،           

 مرحلــه كنتــرل، 3 رده ســني و 4 نمونــه در هــر 5( نمونــه60
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لد تا هفته سوم رشد و  در روزهاي قبل از تو    ) تجربي و نرمال  
دهـد    نتايج حاصله نشان مي   . تكامل مورد بررسي قرار گرفتند    

كه ضخامت و تعداد سلولها قبل از تولد، كـم بـوده و بتـدريج               
تر شده، بطوري كه در هفته سوم، ضخامت قابل توجهي            بيش

  .)1 و نمودار شماره 1جدول شماره (يافته است
  

در ) SD±(يار تراكم سلولها انحراف مع±ميانگين  -1جدول شماره 
گروه : Eگروه كنترل، : C.  هيپوكامپ در سنين مختلف تكاملCA1ناحيه 

  Shamگروه : Sتجربي، 
      CA1   
    Mean±SD SE P value 
  C 5/5±8/37  2/1  000/0  

E22 E 0/4±5/29  9/0  000/0  
  S 2/5±7/37  2/1  000/0  
  C 6/3±6/43  8/0  000/0  
P1 E 5/5±0/35  27/1  000/0  
  S 7/6±0/42  0/1  000/0  
  C 7/6±3/46  5/1  000/0  
P7 E 3/6±3/37  4/1  000/0  
  S 9/4±0/42  1/1  000/0  
  C 2/4±0/27  97/0  05/0>  

P21 E 6/3±5/24  83/0  05/0>  
  S 1/3±3/25  72/0  05/0> 

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  آناليز كمي اثر تاموكسيفن بر تراكم سلولها در  -1نمودار شماره 
   روزه و نوزاد موش صحرائي22هيپوكامپ در جنين  CA1ناحيه 

      
با توجه به اينكـه اسـتروژن نقـش مهمـي در رونـد تكامـل                      

هيپوكامپ بعهده دارد، با استفاده از يك آنتاگونيست استروژن         

. ودـشــ در دســتگاه عــصبي مركــزي، رونــد تكامــل مختــل مــي
ـــد كــــدارن اي بيــان مــيــــه يافتــه ــوـ ان ه تاموكــسيفن بــه عن

 7-14( آنتاگونيست استروژن به علـت نيمـه عمـر كوتـاه خـود            
  . دهد ، بلافاصله بعد از تزريق اثر خود را نشان مي)ساعت

هـاي پيراميـدال نـسبت بـه          واكنش بسيار مختصر نـورون        
NADPH 6      ســاعت بعــد از تزريــق، بيــانگر تــاثير شــديد 

  . تاموكسيفن بر عملكرد استروژن است
 سـاعت بعـد از      6هيپوكامپ را    CA1يه   ناح 1شكل شماره       

دهـد كـه بـه علـت          نشان مي ) E22( آخرين تزريق تاموكسيفن  
ــنش     ــد، واكـ ــرار دارنـ ــل قـ ــه تكامـ ــل اوليـ ــه در مراحـ اينكـ

شود كه بيـانگر مكانيـسم    هيستوشيميايي ضعيف مشاهده مي   
استروژن، مانع از     باشد كه به عنوان آنتي      عمل تاموكسيفن مي  

هاي كنتـرل كـه بـدون          در نمونه   گرديده است و   NOSواكنش  
انـد هـيچ رسـوبي كـه بيـانگر            تهيه شـده   βNADPاستفاده از   

هـا    گردد و نـورون     واكنش هيستوشيميايي باشد، مشاهده نمي    
  . )2شكل شماره (دهند واكنشي را نشان نمي

      
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
 هيپوكامپ CA1برش عرضي كرايوستات از ناحيه  -1شكل شماره 

 ساعت بعد از آخرين تزريق 6ز تولد، موش صحرايي قبل ا
   ميكرومتر100مقياس اندازه  -) E22(تاموكسيفن

A ( اند، به علـت اينكـه        هاي نرمال كه هيچ دارويي دريافت ننموده        در نمونه
هـا كـم اسـت و واكـنش           در مراحل اوليه تكامل قرار دارند، تعـداد نـورون         

اهده مــش) فلــش نــازك( در آنهــا بــه شــدتNADPH-dهيــستوشيميايي 
  .گردد مي
B ( هاي كنترل كه بدون استفاده از         در نمونهβNADP  اند، هـيچ      تهيه شده

گـردد و     رسوبي كه بيانگر واكـنش هيـستوشيميايي باشـد، مـشاهده نمـي            
  )فلش ضخيم(دهند ها واكنشي را نشان نمي نورون

C ( هاي تجربي كـه تاموكـسيفن دريافـت نمـوده بودنـد، واكـنش         در نمونه

µ
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كـه بيـانگر مكانيـسم      ) نوك فلش (شود  عيف مشاهده مي  هيستوشيميايي ض 
اسـتروژن، مـانع از واكـنش     باشد كه بـه عنـوان آنتـي       عمل تاموكسيفن مي  

NOSگرديده است  .  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
 هيپوكامپ CA1برش عرضي كرايوستات از ناحيه  -2شكل شماره 
   ميكرومتر100= مقياس اندازه-)P1( ساعت بعد از تولد16موش صحرايي 

A (انــد، تعــداد  هــاي نرمــال، كــه هــيچ دارويــي دريافــت ننمــوده ر نمونــهد
و واكنش هيـستوشيميايي    ) تر  در مرحله تكاملي پيشرفته   (تر  ها بيش   نورون

NADPH-d   در آنها زياد است اما از مرحله قبلي )E22(  باشـد  ، كمتـر مـي 
  ).فلش نازك(

B ( هاي كنترل كه بدون استفاده از         در نمونهβNADP      تهيـه شـده اسـت  ،
گـردد و     هيچ رسوبي كه بيانگر واكنش هيستوشيميايي باشد، مشاهده نمي        

  ).فلش ضخيم(دهند ها واكنشي را نشان نمي نورون
C (هــاي تجربــي كــه تاموكــسيفن دريافــت نمــوده بودنــد، واكــنش  نمونــه

كه بيـانگر مكانيـسم عمـل       ) نوك فلش (دهند  هيستوشيميايي كمي نشان مي   
 بـه نيمـه عمـر آن، اثـر تخريبـي خـود را               باشد كه با توجه     تاموكسيفن مي 

  .  كاهش داده است
  

هاي تجربي كه تاموكسيفـن      در نمونه ) P1( ساعت بعد از تولد    16
دريافت نموده بودند، واكنش هيستوشيميايي كمي مشاهده شـد         

باشد كه با توجه به نيمه        كه بيانگر مكانيسم عمل تاموكسيفن مي     
  .  استعمر آن، اثر مهاري خود را كاهش داده

هـاي تجربـي كـه        در نمونـه  ) P7(    در هفته اول بعـد از تولـد       
تاموكسيفن دريافـت نمـوده بودنـد، واكـنش هيـستوشيميايي           

هـا بـا آرايـش        تري مشاهده شد و نورون      تر و پراكنده    ضعيف
پراكنده بدون نظم خاص، ساختار نامنظمي را به علـت تغييـر            

كانيـسم عمـل    در عملكرد استروژن، نشان دادند كـه بيـانگر م         
 .)3شكل شماره (باشد تاموكسيفن مي

  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

 هيپوكامپ CA1برش عرضي كرايوستات از ناحيه  -3شكل شماره 
   ميكرومتر100=ـ مقياس اندازه) P7(موش صحرايي يك هفته بعد از تولد

A ( انـد، بـه علـت        هاي نرمال، كـه هـيچ دارويـي دريافـت ننمـوده             در نمونه
تـر و واكـنش هيـستوشيميايي         هـا، بـيش     داد نورون افزايش سن جاندار، تع   

NADPH-dاست) فلش نازك( در آنها زياد.  
B ( هاي كنترل كه بدون استفاده از         در نمونهβNADP       ،تهيـه شـده اسـت 

گـردد و     هيچ رسوبي كه بيانگر واكنش هيستوشيميايي باشد، مشاهده نمي        
  ).فلش ضخيم(دهند ها واكنشي نشان نمي نورون

C (تجربــي كــه تاموكــسيفن دريافــت نمــوده بودنــد، واكــنش هــاي  نمونــه
و ) نــوك فلــش(دهنــد هيــستوشيميايي ضــعيف و نــامنظمي مــشاهده مــي 

ها ساختار نامنظمي را به علت تغيير در عملكرد اسـتروژن، نـشان               نورون
  .باشد دهند كه بيانگر مكانيسم عمل تاموكسيفن مي مي

  
يـل از بـين     دهد كـه بـه دل           همچنين مطالعه حاضر نشان مي    

رفتن اثر تاموكسيفن، در هفته سوم حـداقل واكـنش مـشاهده            
  .  نشان داده شده است4شود كه در شكل شماره  مي

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

 هيپوكامپ CA1برش عرضي كرايوستات از ناحيه  -4شكل شماره 
   ميكرومتر100=ـ مقياس اندازه) P21(موش صحرايي سه هفته بعد از تولد
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A ( اند، به علت تكامـل   ، كه هيچ دارويي دريافت ننمودههاي نرمال  در نمونه
ها افـزايش يافتـه و واكـنش هيـستوشيميايي            تر، تعداد نورون    سلولي بيش 

NADPH-dگردد مشاهده مي) فلش نازك( در آنها بسيار كمتر.  
B ( هاي كنترل كه بدون استفاده از         در نمونهβNADP  اند، هـيچ      تهيه شده

گـردد و     شيميايي باشـد مـشاهده نمـي      رسوبي كه بيـانگر واكـنش هيـستو       
  ).فلش ضخيم(دهند ها واكنش كمتري را نشان مي نورون

C (هــاي تجربــي كــه تاموكــسيفن دريافــت نمــوده بودنــد، واكــنش  نمونــه
كـه بيـانگر از بـين     ) نـوك فلـش   (دهنـد   هيستوشيميايي شديدتري نشان مي   

ان رفتن اثر تاموكسيفن و مكانيسم عمل اسـتروژن در رشـد، تكامـل و بي ـ         
  . باشد  ميNOSواكنش 

  
  بحث

. هاي مختلف اهميـت دارد        استفاده از تاموكسيفن، از ديدگاه    
انتخاب دوز تزريقي، نوع تاموكسيفن مصرفي، زمان تزريق و         

 در ايـن    )33(.باشـد   هاي اين مطالعـه مـي       نحوه تزريق از ويژگي   
 ميكروگرم تاموكـسيفن سـيترات بـه صـورت     370بررسي از  

ــتف  ــل صــفاقي اس ــادل   داخ ــه دوز مع ــده اســت ك  250اده ش
باشد كه در ساير مطالعات هم بكار         ميكروگرم تاموكسيفن مي  

   )34(.گرفته شده است
دانـيم هورمـون اسـتروژن در دوران          با توجه به اينكه مـي         

جنيني، در روند تكامل، از اهميت بسزايي برخـوردار اسـت و            
در طـي   انـد كـه        نـشان داده   )35-37(همچنين مطالعـات متعـددي    

يابـد،    بارداري رهاسازي نيتريك اكسيد از عروق افزايش مـي        
باشد   پس مسير استروژن و نيتريك اكسيد در موازات هم مي         

ــارداري محــرز اســت   ــا در دوران ب . و ضــرورت وجــود آنه
تاموكــسيفن بــه عنــوان آنتاگونيــست اســتروژن در دســتگاه  

در گردد كه تزريق آن   مانع از عملكرد استروژن مي)25(عصبي
روزهاي آخر بارداري، موجب اختلالاتي در تكامل هيپوكامپ        

 ميكروگرم تاموكـسيفن    40-200مطالعات ديگر   . گرديده است 
ــوگرم وزن بــه مــدت    روز بــراي مــوش 90بــه ازاي هــر كيل

صــحرايي جهــت بررســي جزئيــات ســاختماني بافــت بيــضه  
 همچنين اثر استفاده از تركيـب رتينوييـد و          )38(.استفاده كردند 

 ميكروگــرم تاموكــسيفن بــر ســرطان پــستان بــه 10-20ز دو
 روز مطــرح بــوده 180صــورت تزريــق زيرجلــدي بــه مــدت 

  )39(.است
 هـا ممكـن اسـت در        NOSدهد كه         مطالعه حاضر نشان مي   

بافت هيپوكامپ در جنين فـول تـرم و در نـوزاد تـازه متولـد                
شده و تا سـه هفتـه بعـد از تولـد، بوسـيله اسـتراديول القـاء                  

دهد كه در طي بـارداري        تحقيقات انجام شده نشان مي    . دشون
  )40-42(.يابد  از عروق افزايش ميNOرهاسازي 

    به علت رشد و تكامل سلولهاي پيراميدال هيپوكامپ مـوش   
 و  21صحرايي در روزهاي آخر جنيني، تزريـق در روزهـاي           

 موش باردار فول ترم انجـام شـده و نـشان داده شـد كـه             22
در . شــده اســت NOSموجــب كــاهش فعاليــت  تاموكــسيفن، 

بــا اســتفاده از  NOS، كــاهش فعاليــت )24و 22(اي ديگــر مطالعــه
ايـن  . شـود   تاموكسيفن در انتهاي بارداري در مخچه، بيان مي       

وابـسته   NOSدهند كه افزايش در فعاليـت         مطالعات نشان مي  
. شـود   به كلسيم در طي بارداري، بوسيله استروژن تنظيم مي        

 در دوران بارداري در اتساع عروق،       NOادسازي  همچنين، آز 
هاي   برون ده قلبي، شريان رحمي، شريان مزانتريك و شريان        

هاي    علاوه بر اين، شيوع رفلكس     )24(.كليوي نقش بسزائي دارد   
مري مانند برگرداندن غذا در طي بارداري، قبلاً به اثر مستقيم    

 متـسع   يـك NO در حاليكـه  )43و 22(شد  پروژسترون استناد مي  
گردد و    اي محسوب مي    كننده قوي عضلات صاف معدي روده     

 بنـابراين بـا     )45و  44(.نقش مهمي را در اين ارتبـاط بعهـده دارد         
 وابسته به كلسيم بـه وسـيله اسـتروژن،          NOSتوجه به القاي    

به ساختماني و القـائي، بايـد بـازبيني          NOSبندي انواع     تقسيم
و سـاختماني و  هـر د  nNOSو  eNOSهـاي     شود، چون آنزيم  

و  nNOSلازم به يادآوري است كه بطـور كلـي      . القائي هستند 
eNOS                به عنـوان آنـزيم وابـسته بـه كلـسيم و سـاختماني و
iNOS           بنـدي    در گروه آنزيم مستقل از كلسيم و القـائي، طبقـه

   )46(.شوند مي
    مطالعه حاضر تـاثير حـداكثر تاموكـسيفن را در روزهـاي            

E22   وP1  كه ناشي از حداكثر متوسـط غلظـت        دهد     نشان مي
 ساعت بعد از تزريـق ايجـاد        5پلاسمايي تاموكسيفن است كه     

شود و از طرفي چون رشـد حـداكثر سـلولهاي پيراميـدال               مي
CA1     در بين روزهاي E22   و P1     است، بنابراين حداكثر تاثير 

باشد و نظـر بـه اينكـه حـداكثر دوز تجـويز        مي P1 و   E22در  
حـداقل   P21شـود، در       تزريق، دفـع مـي      فته بعد از   2شده طي   

تغييرات مشاهده شد كه مطالعـات ديگـر هـم مويـد ايـن نظـر                
  )47(.هستند

اي كه بر روي خوكچه هندي انجام شده، حداقل               در مطالعه 
 63طـول تـرم     ( بـارداري  31 در مخچـه در روز       NOSفعاليت  

 6 به افزايش قابل توجـه و تـا          39بوده است كه در روز      ) روز
رسد، اما در موش صحرائي تا        عد از تولد به حداكثر مي     روز ب 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 r

jm
s.

iu
m

s.
ac

.ir
 o

n 
20

24
-1

1-
29

 ]
 

                             6 / 10

http://rjms.iums.ac.ir/article-1-1023-fa.html


  مليحه نوبخت و همكاراندكتر                                                                بررسي اثر تاموكسيفن بر روي فعاليت آنزيم نيتريك اكسيد سينتاز

187     مجله دانشگاه علوم پزشكي ايران                                                                                                1387 تابستان/ 59شماره / دهمپانزدوره 

، حـداقل بـوده و بتـدريج        ) روز 21طول ترم   ( بارداري 16روز  
افزايش يافته و بعد از هفته سوم بعد از تولـد سـير نزولـي را              

 قابل توجه است كـه فراينـد بلـوغ در روز            )26(.طي نموده است  
ئي  بـراي مـوش صـحرا      16 براي خوكچه هندي و در روز        31

  .باشد مطرح مي NOSشود، اما فعاليت  شروع نمي
    مكانيسم عمل تاموكسيفن در ايجاد آسـيب سـلولي، حـذف     

هـاي محققـان      استروژن بعنوان فاكتور تكاملي است كه يافتـه       
ديگر كـه روي هيپوكامـپ كـار كـرده بودنـد، مويـد ايـن امـر           

ــروژه،   )44-46و 26(.اســت ــن پ ــت ســن در اي ــه اهمي ــا توجــه ب  ب
 روز پاياني دوران جنيني     2 تزريق در    سن بارداري، تشخيص  

اي برخـوردار     و نمونه برداري قبـل از تولـد، از اهميـت ويـژه            
باشـد؛ در ايـن       هاي مـورد نظـر مهـم مـي          دقت در زمان  . است

ــوده و      ــوردار ب ــت لازم برخ ــر از دق ــه حاض ــاط مطالع ارتب
  .محدوديتي براي ايجاد ننموده است

  
  گيري نتيجه

 بيانگر اين نكتـه اسـت كـه وجـود اسـتروژن                 نتايج حاصله 
 NOSبراي تكامل هيپوكامپ ضـروري اسـت و در ايـن دوره     

با اسـتفاده از تاموكـسيفن بـه      . هم نقش كليدي در تكامل دارد     
عنوان آنتاگونيست استروژن، در عملكرد اسـتروژن اختلالـي         

آيد كه تكامـل هيپوكامـپ، سـير نرمـال خـود را طـي              پيش مي 
ن به دليل نيمه عمر كوتـاه تاموكـسيفن، زمـان           همچني. كند  نمي

گيـري و     دريافت دارو و زمان بررسـي هيپوكامـپ، بـه شـكل           
تكامل ارگان مورد مطالعـه بـستگي دارد، كـه در ايـن راسـتا،               

 16ولـد،   هـاي قبـل از ت       جهت بررسي تكامل هيپوكامپ، زمـان     
 هفته بعد از تولد     3ساعت بعد از تولد، يك هفته بعد از تولد و           

  .در نظر گرفته شد
  

  تقدير و تشكر
    ايــن تحقيــق بــا اســتفاده از حمايــت مــالي دانــشگاه علــوم 
پزشكي و خـدمات بهداشـتي ـ درمـاني ايـران در قالـب طـرح        

انجـام گرديـده اسـت كـه بـدين        ) 517: شـماره ثبـت   (تحقيقاتي
ويـسندگان مقالـه مراتـب تقـدير و تـشكر خـود را از               وسيله ن 

  .دارند مسؤولين آن مركز ابراز مي
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Assessment of Tamoxifen Effects on Nitric Oxide  Synthase (NOS) in 
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Abstract 
    Background & Aim: Maternal steroids modulate various functions in the developing brain. Tamoxifen (TAM) 
treatment, as an estrogen antagonist, induces cell death in  rat's developing hippocampus. Estrogen has a 
variety of physiological effects on the nervous system, including regulation of cognitive functions,  learning, 
aging, angiogenesis, neurogenesis, and neuroprotective effects. In the present study, we demonstrated the 
effects of TAM as an estrogen antagonist on nitric oxide synthase activity in  rat's developing hippocampal 
pyramidal neurons. 
    Material and Method: The present experimental study was conducted  on twelve groups of adult rats. The 
animals were divided randomly into control, experimental and sham groups. Each group contained full term 
embryo (E22), one-day neonate (P1), one-week neonate (P7), and three -week neonate (P21). The  experimental 
group received a total of four doses of TAM,i.e. 250 mg/kg TAM in propylene glycole was injected 
intraperitoneally twice a day for two days. Their hippocampus was removed 6 hours after the last injection. 
Animals at the same gestational age were used as shams and controls. The latter received only  propylene 
glycole. The hippocampus was dissected out and stored in fixative and sucrose. Cryostat sections were thaw-
mounted on gelatin slides. The sections were incubated for NADPH-diaphorase histochemistry by light 
microscope. Independent sample t-test and SPSS version 11.0 were used to analyze the data. 
    Results: We  found that in the early stage of development cellular density decreases and gradually cellular 
thickness increases so that  the most thickness is seen in the third week after birth. Considering the  short half-
time  of TAM, it was observed that tamoxifen had its greatest effects on E22, P1 and P7 groups and blockaded 
estrogen receptors. In the group that didn't receive tamoxifen, due to the presence of estrogen NADPH-
diaphorase activity, which indicates NOS activity level, strengthened. On the other hand, the animals which 
received tamoxifen in the early stage showed a decrease in NADPH-diaphorase activity owing to estrogen 
receptor blockade. Furthermore, the number of neural cells in CA1 hippocampal region showed a decrease in 
proportion to the reduction in NOS activity level in this region. The decreased number of neural cells and NOS 
activity, which was seen in E22, P1 , P7 groups, seems to be due to the short half-time of tamoxifen. 
    Conclusion: These findings indicate that estrogen and selective estrogen  modulators can influence nitric 
oxide-mediated growth and development of hippocampal pyramidal cells. 
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