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  قدمهم

ــو     ــسميترها،     نهورم ــد و نوروتران ــاي رش ــا و فاكتوره ه
بررسـي انجـام    . دهنـد   سلولهاي مغز را تحت تـأثير قـرار مـي         

اي گنادي بر مغز    ـه  م هورمون ـشده، حاكي از تاثير بسيار مه     
  پـدر اين ميان، استروژن نقش مهمي را در هيپوكام. باشد مي

  
  
  

  

  
ژن، تاموكسيفن، بـه عنـوان آنتاگونيـست اسـترو        . كند  ايفاء مي 

واكنــشهاي تحــت تــاثير اســتروژن را در بــسياري از بافتهــا  
نمايـد كـه بـه عنـوان تنظـيم كننـده              كاهش داده يـا بلوكـه مـي       

   و اثرات)1-3(كنــد رسپتــور انتخابـــي استــروژن عمـــل مي
  
  
  

  چكيده 
تاموكـسيفن، بـه عنــوان   . اسـتروييدهاي مـادري، اثـرات گونـاگوني بـر روي تكامـل مغـز دارنـد        : مينـه و هـدف  ز    

. گـردد  آنتاگونيست استروژن در مغز باعث مرگ سلولي در سلولهاي هيپوكامپ در حال تكامل مـوش صـحرايي مـي               
. هـا دارد    نزيس و حفاظتي نـورون    استروژن تاثير مهمي بر روند اعمال شناخت، يادگيري، پيري، آنژيوژنزيس، نوروژ          

در اين مطالعه، اثر تاموكسيفن به عنوان آنتاگونيست استروژن بر فرا سـاختمان و مورفولـوژي هيپوكامـپ در حـال                
  . تكامل موش صحرايي بررسي شد

 گروه كنتـرل، تجربـي   3 دسته موش صحرايي، در 12در اين بررسي كه از نوع تجربي بوده است،       :     روش بررسي 
، يك  )P1(، نوزاد يك روزه   )E22( رده سني، شامل جنين فول ترم      4 مورد مطالعه قرار گرفتند كه در هر گروه،          shamو  

 روز قبـل از  2تزريـق تاموكـسيفن در حـلال پـروپيلن گليكـول،      . مورد آزمايش قرار گرفت   ) P21(و سه هفته  ) P7( هفته
 CA1 و   Subiculum  ،D.G  ،CA3م، نـواحي مختلـف      هـاي لاز     بار انجام گرفت و پس از طي پروسه        2زايمان، روزي   

 ANOVAها از آزمون آمـاري        جهت آناليز داده  . هيپوكامپ، به وسيله ميكروسكوپ نوري و الكتروني مطالعه گرديد        
  .دهد داري را نشان مي  اختلاف آماري معني>05/0Pvalue استفاده گرديد كه T-Testو 

يابـد و   و سـابيكولوم هيپوكامـپ، كـاهش مـي        CA1كم سـلولي در نـواحي       سازد كه ترا    نتايج مشخص مي  : ها  يافته    
ها، پـارگي غـشا هـسته، متـورم           اي شدن كروماتين    ها، پيكنوزه شدن هسته، متراكم شدن و حاشيه         الكتروميكروگراف
. نـد ده  و سابيكولوم نـشان مـي      CA1ها و تغيير ساختار كريستا در ميتوكندري را، عمدتاً در نواحي              شدن ميتوكندري 

  .گردد ترين ميزان تغييرات در مراحل اوليه تكامل يعني جنين فول ترم و نوزاد يك روزه مشاهده مي بيش
با توجه به اثر استروژن روي نوروژنزيس، تزريق تاموكـسيفن باعـث تغييراتـي در رشـد سـلولهاي                   : گيري      نتيجه

قش موثري در اين مطالعه داشته است كه با توجه به           زمان پايداري تاثير تاموكسيفن، ن    . گردد  پيراميدال هيپوكامپ مي  
  . گردد ترين تغييرات در اين روزها حاصل مي رشد حداكثر اين سلولها در روزهاي آخر جنيني و روز اول تولد، بيش

             
  رايي  موش صح– 5 استروژن      – 4 تكامل       – 3       تاموكسيفن– 2    هيپوكامپ – 1:    ها كليدواژه

  28/3/85:تاريخ پذيرش، 16/5/84:تاريخ دريافت

I(دانشجوي دكتراي گروه علوم تشريح، دانشكده پزشكي، دانشگاه علوم پزشكي و خدمات بهداشتي ـ درماني ايران، تهران، ايران.  
II (ات بهداشتي ـ درماني ايران، تهران، ايرانشناسي، دانشكده پزشكي، تقاطع بزرگراه شهيد همت و چمران، دانشگاه علوم پزشكي و خدم دانشيار گروه بافت)* مؤلف

  ).مسؤول
III (استاديار گروه آناتومي، دانشكده پيراپزشكي، دانشگاه علوم پزشكي و خدمات بهداشتي ـ درماني ايران، تهران، ايران.  
IV (كي و خدمات بهداشتي ـ درماني ايران، تهران، ايرانكارشناس بيولوژي، بخش ميكروسكوپ الكتروني مركز تحقيقات سلولي و مولكولي، دانشگاه علوم پزش.  
V (كارشناس ارشد گروه علوم تشريح، دانشكده پزشكي، دانشگاه علوم پزشكي و خدمات بهداشتي ـ درماني ايران، تهران، ايران.  
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استروژنيك آن شامل سـاپرس كـردن رشـد سـلولها در              آنتي
 مــوش ســرطان ســينه، بلوكــه كــردن رشــد ســلولهاي رحــم 

صحرايي و هامستر و بلوكه كردن رشد سلولها در لوله رحم           
ن  مكانيسم عمل تاموكسيف   )2-5(.باشد  در جوجه و بلدرچين، مي    

ــاوت اســت؛  ــف، متف ــاي مختل ــستدر بافته ــر آنتاگوني ــا  اث ي ي
 بافت بستگي دارد كـه در بافـت         آگونيستي تاموكسيفن به نوع   

جـه بـه اثـر      بـا تو  . كنـد   گونيـست عمـل مـي     امغز، به عنوان آنت   
محـافظتي اســتروژن، تاموكــسيفن عمـدتاً بــر روي ســلولهاي   

ــورون  ــي و اينترن ــپتور    هرم ــه داراي رس ــپ ك ــاي هيپوكام ه
 با توجه به اينكه بررسـي اثـر         )7و  6(.استروژن هستند، اثر دارد   

هــاي اســتروژن روي  اســتروژن، تاموكــسيفن و آنتاگونيــست
مهمي در هاي هيپوكامپ در طي تكامل، موضوع بسيار        نورون
، در ايـن   )8-10و  5(شـود   هاي علوم اعصاب محسوب مـي       بررسي

هـا در     مطالعه تاثير تاموكسيفن بر روي تـراكم تعـداد نـورون          
 و سابيكولوم از ديدگاه ميكروسكوپ D.G  ،CA3  ،CA1نواحي  

همچنين با مطالعات الكتروميكروگـراف،     . نوري بررسي گرديد  
لولهاي نـواحي   تغييرات ناشي از هـسته و ميتوكنـدري، در س ـ         

CA1         مطالعـات  .  در سنين مختلف مورد ارزيابي قـرار گرفتنـد
انجام شده بر روي استروژن، به عنـوان فـاكتور اساسـي در             
ــتروژن و    ــت اسـ ــي، اهميـ ــاملي در دوران جنينـ ــل تكـ مراحـ

  .سازند تاموكسيفن را مطرح مي
  

  روش بررسي
جهــت .     تاموكــسيفن از شــركت ايــران هورمــون تهيــه شــد

 از پروپيلن گليكول بـه عنـوان حـلال اسـتفاده     in vivoمطالعه 
تمــام مــواد شــيميايي اســتفاده شــده از نــوع معرفهــاي  . شــد

آناليتيكي بوده و آب ديونيزه سه بار تقطيـر، در ايـن مطالعـه              
محلول استوك با حل كردن يـك گـرم تتراكـسيد        . استفاده شد 
. ليتر آب مقطر در يك فلاسك بدست آمـد           ميلي 50اسميوم در   

كـه  ليتر سيترات بافر رقيق تهيه شـد           ميلي 100محلول كار در    
مـواد شـيميايي    . شد  داري مي در ظرف تيره و دور از نور نگه       

جهــت پرفيــوژن مثـــل تتراكــسيد اســميوم، گلوتارآلدييـــد،     
پارافرمالدييـــد، اورانيـــل اســـتات و پاراپلاســـت از شـــركت  

Aldrich-Sigmaخريداري شدند .   

 رت نژاد   60 نوع تجربي بوده است، از       در اين مطالعه كه از        
Wistar     گـرم وزن    250 تا   180استفاده شد كه بين      نر و ماده

 ساعت  12روزي     ساعت در سيكل شبانه    24داشتند و به مدت     
 ساعت تاريكي نگهداري شـدند و آب و غـذاي           12روشنايي و   

 دسته كنترل، تجربـي     3كافي در دسترس داشتند، حيوانات به       
 سـاعت بعـد از      6 گـروه    4شدند، هر دسته به      تقسيم   shamو  

 3و  ) P7(، يـك هفتـه    )P1( سـاعت بعـد از تولـد       16،  )E22(تزريق
 عـدد   5تقسيم شدند كـه در هـر گـروه،          ) P21(هفته بعد از تولد   

ــين ــا ) E22در (جن ــوزاد 5و ي ــر ن ــورد ) P21 و P1 ،P7در ( س م
  . استفاده قرار گرفتند

ت دوره جهـــت بررســـي اثـــرات اســـتروژن روي تغييـــرا    
 دوز تاموكـسيفن بـه صـورت    4رم،  ت ـ  حاملگي، حيوانـات فـول    

كـه  ( ميكروگرم تاموكـسيفن   350(فت كردند  صفاقي دريا  داخل
و مغـز  )  بـار در روز  2،  )بلوك كننده رسپتوراسـتروژن اسـت     

 16 ساعت بعد از آخـرين تزريـق و مغـز نـوزادان،         6ها،    جنين
 مغـز   . هفتـه بعـد از تولـد خـارج گرديـد           3  و ساعت، يك هفتـه   

 سـاعت بعـد از      6ها،    حيوانات با سنين مشابه، يعني مغز جنين      
 هفتـه   3  ساعت، يـك هفتـه و      16 و مغز نوزادان     آخرين تزريق 

انتخاب ) بدون تزريق تاموكسيفن  (بعد از تولد، به عنوان كنترل     
  .شدند

 ساعت  16 ساعت بعد از آخرين تزريق،       6هاي بافتي،         نمونه
. ندهفتــه بعــد از تولــد، جــدا شــد 3بعــد از تولــد، يــك هفتــه و 

گرم بـه      ميلي 5نوزادان با پنتوباربيتال داخل صفاقي به ميزان        
ــر ازاي  ــا   ه ــا ب ــادر آنه ــوگرم از وزن و م ــي20كيل ــرم   ميل گ

ــال داخــل صــفا  ــوگرم از وزن  پنتوباربيت ــه ازاي هــر كيل قي ب
ليتـر محلـول رينگـر      ميلـي 20-30بيهوش شدند و بـا سـرعت       

يقه، به مدت ليتر، در هر دق     ر هر ميلي  حاوي يك واحد هپارين د    
به دنبال آن، از محلول كارنوسـكي بـه         . ند دقيقه پرفيوژ شد   5

 دقيقـه اسـتفاده     10ليتر در دقيقه بـه مـدت           ميلي 20-30مقدار  
ا و نوزادان از جمجمه خارج گرديد و بعد از     ــه  مغز جنين . شد

آميـزي تولوييـدين      ها جهـت رنـگ      جداسازي هيپوكامپ، نمونه  
و، نيــسل و ميكروســكوپ الكترونــي مــورد بررســي قــرار  بلــ

  .گرفتند
    براي بررسـي ميكروسـكوپ نـوري، كـل مغـز در محلـول              
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هـاي بـا خلـوص     كارنوسكي قرار داده شد و سپس در محلول     
تر اتانول، آبگيري شـد و بعـد از تهيـه بلوكهـا، برشـهاي                 بيش

 ميكرومتر تهيه گرديدند و در      10سريال كورونال با ضخامت     
آميـزي   پس از رنگدهاي ژلاتينه قرار داده شدند و روي اسلاي 

 بــا كرزيــل ويولــت، جهــت بررســي بــا ميكروســكوپ نــوري 
)Olympus (     انتخاب گرديدند، با برنامهOlysia   تصاوير گرفته 

شده، گريد بندي شـدند و بـراي شـمارش تعـداد سـلولها، بـه                
  . صورت تصادفي از چندين گريد استفاده شد

متـري، تهيـه و بـه         ي هيپوكامپ با ابعاد يـك ميلـي       ها  نمونه    
مدت يك شب در محلول كارنوسكي قـرار داده شـدند، سـپس            

به عنوان فيكـساتيو ثانويـه اسـتفاده        % 2از تتراكسيد اسميوم    
، Epon 812سـپس بـا آبگيـري توسـط اسـتن در رزيـن       . شـد 
برشــهاي نيمــه ضــخيم بــا . گيــري و پليمريــزه گرديدنــد قالــب

ــا تولو 1/0-3/0ضــخامت  ــه و ب ــر، تهي ــو،  ي ميكرومت ــدين بل ي
آميزي شدند و توسط ميكروسكوپ نوري مورد مطالعـه           رنگ

 نانومتر  60-80برشهاي كاملاً نازك به ضخامت      . قرار گرفتند 
آميـزي شـدند و بـا         با اورانيل استات و سـيترات سـرب رنـگ         

مـورد بررسـي قـرار     Leo 906 Zeissميكروسكوپ الكتروني 
   .گرفتند

 رده سـني، مـورد      4 ناحيه، با توجه بـه       4م سلولي در    تراك    
بـا اسـتفاده از روشـهاي مورفـومتري،         . بررسي قـرار گرفـت    

 ميكرومتر  20000جهت تعيين تراكم سلولي، تعداد سلولها در        
  اي استاندارد به ـراه با خطـميانگين، هم. مربع شمارش گرديد

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

مقايسه بـين دو     جهت   Tيعني آزمون   تفكيـك محاسبه گرديد،    
و  P21  ،P7  ،P1هاي    گروه كنترل و تجربي براي هر يك از گروه        

E22          دار بـودن آمـاري و        جداگانه انجـام شـده و ميـزان معنـي
 version 11(SPSS(آناليز نهايي با استفاده از برنامه آمـاري  

SYSTAT و عمدتاً با Independent Sample T-Test  در تمام
  . ها، انجام گرديد گروه

لازم به ذكر است كه براي جلوگيري از احتمال بروز خطا،                
 توسط يك نفر و بررسـي       ،ها  آميزي نمونه   سازي و رنگ    آماده
 توسط يك فـرد انجـام       ،ها  ها و تفسير الكتروميكروگراف     نمونه
  . گرديد

  
  ها يافته

    در بررسي مورفومتريك با استفاده از آناليز كمي، در ايـن           
اي در تعـداد سـلولهاي پيراميـدال          ملاحظهمطالعه كاهش قابل    

CA1  هاي تجربـي   و سابيكولوم در گروه E22 ،P7 ،P1  ه مـشاهد
ثير محـسوسي مـشاهده     شد، در حالي كه در هفتـه سـوم، تـأ          

ستفاده اي بين روند رشد و ا       نشد؛ بنابراين رابطه قابل ملاحظه    
ثير تاموكسيفن بر تعداد سلولهاي     از تاموكسيفن ديده شد و تأ     

تنها تا هفته اول بعد از تولد قابل مشاهده بـود،   CA1ميدال  پيرا
بنابراين تاموكسيفن از افزايش تعـداد سـلولهاي القـا شـده بـا         

ثير بـر ناحيـه     همچنـين ايـن تـأ     . كنـد   ژن جلـوگيري مـي    استرو
سابيكولوم هم قابل مشاهده است اما كـاهش تـراكم نـوروني            

  . )1 جدول شماره و1شكل شماره (باشد در ناحيه سابيكولوم كمتر مي
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

   هيپوكامپ در سنين مختلف تكامل،CA1 و Subiculum ،D.G ،CA3در نواحي ) SD±(ميانگين تعداد سلولها -1جدول شماره 
 c : كنترلe : تجربيs :sham  

  Sub.      D.G.      CA3      CA1        
Pvalue  SE  Mean±SD Pvalue  SE  Mean±SD Pvalue  SE  Mean±SD Pvalue  SE  Mean±SD     

000/0  3/1  9/2 ± 8/39  49/0  0/1  5/4 ± 2/28  22/0  2/1  5/5 ± 7/28  000/0  2/1  5/5 ± 8/37  C   
000/0  6/0  8/2 ± 3/33  49/0  2/1  5/5 ± 0/27  22/0  0/1  6/4 ± 7/26  000/0  9/0  0/4 ± 5/29  E  E22  
000/0  9/0  2/4 ± 2/37  49/0  2/1  3/5 ± 6/27  22/0  9/0  2/4 ± 4/30  000/0  2/1  2/5 ± 7/37  S    
045/0  0/1  5/4 ± 5/38  8/0  1/1  1/5 ± 5/29  41/0  9/0  0/4 ± 5/28  000/0  8/0  6/3 ± 6/43  C   
045/0  2/1  3/5 ± 1/35  8/0  2/1  4/5 ± 1/29  41/0  9/0  2/4 ± 4/27  000/0  27/1  5/5 ± 0/35  E  P1  
045/0  1/1  9/4 ± 6/40  8/0  1/1  0/5 ± 1/29  41/0  7/0  1/3 ± 7/29  000/0  0/1  7/6 ± 0/42  S    
038/0  9/0  0/4 ± 0/35  4/0  8/1  1/8 ± 9/45  4/0  2/1  5/5 ± 7/40  000/0  5/1  7/6 ± 3/46  C   
038/0  9/0  1/4 ± 1/32  4/0  0/2  0/9 ± 8/44  4/0  8/0  6/3 ± 1/37  000/0  4/1  3/6 ± 3/37  E  P7  
038/0  9/0  9/3 ± 1/33  4/0  5/1  6/6 ± 8/45  4/0  9/0  3/4 ± 8/40  000/0  1/1  9/4 ± 0/42  S    
058/0  9/0  9/3 ± 3/24  46/0  3/1  6/11 ± 5/29  49/0  9/0  3/4 ± 7/20  05/0>  97/0  2/4 ± 0/27  C   
058/0  9/0  2/4 ± 5/23  46/0  8/0  2/4 ± 3/28  49/0  0/1  5/4 ± 7/21  05/0>  83/0  6/3 ± 5/24  E  P21  
058/0  7/0  4/3 ± 3/25  46/0  8/0  6/3 ± 5/28  49/0  7/0  2/3 ± 1/21  05/0> 72/0  1/3 ± 3/25  S    
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هـاي كيفـي، بيـانگر تغييراتـي در هـسته و              همچنين بررسي     
 بود، در حـالي كـه       E22 و   P7  ،P1هاي تجربي     ميتوكندري گروه 

همچنـين  . تغييرات پاتولوژيكي در هفته سـوم شـاهده نگرديـد         
.  را نشان داد   تراكم نوروني در ناحيه سابيكولوم، كاهش كمي      

 shamدر گـروه كنتـرل و    CA1ميتوكندري و هسته سلولهاي  
  .)3و 2شكل شماره (نرمال بودند

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

هـا، ضـخامت      پـذيري هـسته     آميزي نيسل بـا رنـگ           در رنگ 
  ها  يابد كه منتج از بلوغ نورون  ميافزايش P21 به E22ها از  لايه

هــاي تجربــي،  ژيــك حاصــله در نمونــهتغييــرات پاتولو. اســت
اي هستند كـه هـسته آنهـا چروكيـده،            هاي صدمه ديده    نورون

. م اسـت  ـاي نامنظ   هــن با پوشش هست   ـمتراكم و هتروكروماتي  
  . يابد  كاهش ميP21قابل توجه است كه اين تغييرات در 

  . آناليز كمي اثرات مراحل تكامل و تزريق تاموكسيفن روي تعداد سلولها-1شكل شماره 
  : تعداد سلولها در ارتباط با نواحي و سنين مختلف شمارش شده است    
    A ( تاموكسيفن تعداد سلولها را در ناحيهCA1تا هفته اول كاهش داده و هيچ اثري در هفته سوم نداشته است  .Pvalue در P1 ،

E22 و P7 بود05/0 كمتر از .  
    B ( تاموكسيفن تاثيري بر تعداد سلولها در ناحيهCA3نداشته است )05/0Pvalue<.(  
    C ( تاموكسيفن تاثيري بر تعداد سلولها در ناحيهD.Gنداشته است )05/0Pvalue<.(  
    D ( تاموكسيفن تعداد سلولها را در ناحيهSubiculum كاهش داده و هيچ اثري در هفته سوم نداشته است تا هفته اول .Pvalue 
  . بوده است05/0 كمتر از P7 و P1 ،E22در 
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ها  ضخامت لايه: آميزي نيسل  هيپوكامپ با رنگD1, D2(P21( و E22)C1, C2(P7 ،)B1, B2(P1 ،)A1, A2( در CA1هاي نواحي  فتوگراف نورون -2شكل شماره 
شديداً ) نوك پيكان تيره(هاي آسيب ديده هاي تجربي، نورون گردند، در گروه ها بالغ مي يابد و همزمان نورون  افزايش ميP21به سمت  E22هاي كنترل از  در گروه

 و E22 ،P7 در) پيكان بلند(اي شدن كروماتين ، توده)پيكان كوتاه(، همراه فشرده شدن هسته)پيكان نازك(با غشاء نامنظم) پيكان ضخيم(هاي متراكم رنگ شده، هسته
P1در گروه . شود  مشاهده ميP21د كه از لحاظ مورفولوژيكي بدون تغيير باقي نشو شود و اجسام نوروني فشرده و مثلثي شكل ديده مي  حداقل اثرات مشاهده مي

  .  اند و از لحاظ شكل و رنگ پذيري، مشابه بافت كنترل هستندمانده
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م بـا   خيبا استفاده از بلوكهـاي رزينـي، برشـهاي نيمـه ض ـ               
تـري تـا هفتـه اول         آميزي تولوييدين بلـو، تغييـرات بـيش         رنگ

دهنـد، كـه ايـن تغييـرات در هفتـه سـوم بـه حـداقل                   نشان مي 
ايـن تغييـرات شـامل هتروكرومـاتين شـدن هـسته،            . رسـد   مي

اي شـدن كرومـاتين و        اي، توده  دن پوشش هسته  ــم ش ــنامنظ
آميـزي    هـاي رنـگ     ه يافتـه  دن سيتوپلاسم است ك ـ   ــواكوئله ش 
  . نمايد ييد مينيسل را تأ

در هيپوكامـــپ در  CA1هـــاي ناحيـــه      الكتروميكروگـــراف
در گـروه   . بررسـي گرديـده اسـت      E22  و P1  ،P7  ،P21روزهاي  
اي از تخريب نـوروني مـشاهده نـشد، در            چ نشانه ــكنترل، هي 

ورون، ميتوكنـدري بـه صـورت اجـسام         ــ ـاي ن ــ ـاكثر سلوله 
  ار سيتوپلاسم و هسته ـود و ساختـمتراكم حاوي كريستاها ب

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

بعـد از تجـويز تاموكـسيفن،       . صورت نرمال مـشاهده شـد     به  
، P21 طـي روزهـاي    ،CA1تغييرات واضح دژنراتيـو در ناحيـه        

P1 ،P7 و E22 غييـــرات مورفولـــوژيكي در ت. مـــشاهده گرديـــد
ساختمان هسته و ميتوكندري عمدتاً حاصل شده است كه بـه           

اي شـدن     صورت پيكنوزه شدن هسته، فشردگي هسته، تـوده       
شـود    هاي هسته و تخريب غشاء هسته مشخص مي         كروماتين

و افزايش اندازه ميتوكندري و متورم شدن آن، نمـاي كـروي            
ت تـا ميتوكنـدري     به ميتوكندري داده است و باعث شـده اس ـ        

 )4شكل شماره   (اي و يا بيضوي خود را از دست بدهد          شكل ميله 
 متسع كريستاها آرايش نرمـال ميتوكنـدري را مختـل           و نماي 

اين تغييرات عمدتاً تا هفته اول مشاهده شـد و در           . كرده است 
        . هفته سوم، اين تغييرات بسيار نامشخص بوده است

) E22)A( ،P1)B( ،P7)C در CA1هاي  ها يعني نورون اين نمونه: يدين بلوآميزي شده با تولوي نيمه نازك رنگفتوميكروگراف از برشهاي  -3شكل شماره 
ها  در بعضي نورون. تر بوده است باشند كه تغييرات در جنين فول ترم نسبت به روز اول و هفته اول بعد از تولد بيش جربي ميهاي ت فقط نمونه) P21)Dو 

پيكان (مشاهده شد و سيتوپلاسم به صورت واكوئله) پيكان نازك(و غشاء نامنظم) پيكان بلند(هاي هتروكروماتين و يا توده) پيكان ضخيم(هاي متراكم هسته
هاي   و چون اساس تهيه نمونهكنند را تأييد ميآميزي نيسل  هاي حاصل از رنگ اين مشاهدات يافته.  بسيار كم بودP21نمايان گرديد كه اين تغييرات در ) كوتاه

  .دي به كنترل ندارباشد، نياز اولتراستراكچر مي
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 داراي ميتوكندري CA1هاي  ، نورون)A( كنترلهاي در نمونه: E22و  P21 ،P7، P1 هيپوكامپ در روزهاي CA1هاي ناحيه  الكتروميكروگراف -4شكل شماره 
باشند، اما بعد از استفاده از تاموكسيفن، اتساع  مي) پيكان نازك(با تراكم نسبي كروماتين) N(و هسته) پيكان ضخيم(و با كريستاهاي منظم) M(بيضي شكل

در اين . اي شدن كروماتين و در نهايت پارگي غشاء هسته مشاهده گرديد يه، حاش)D(اي شدن كروماتين ، توده)پيكان بلند(همراه با كاهش كريستاها) C(ميتوكندري
 و P1 ،P7در روزهاي ) G(و فشردگي هسته) H(اي شدن كروماتين هسته ، توده)F(، نامنظم بودن و پارگي غشاي هسته)E(ها، فراگمانتاسيون هسته الكتروميكروگراف

E22مشاهده شده است  . 
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  بحث
ــوش     ــسيفن در م ــتفاده از تاموك ــه اس ــشان داد ك ــايج ن     نت

ـــصحراي ـــي بـ ــپ  ـ ــي در شــكل هيپوكام اردار باعــث تغييرات
سـه يافتـه مهـم در ايـن مطالعـه           . شـود   ها و نوزادان مي     جنين

  :وجود دارد
ــسيف-1     ـــن باعـــــ تاموكـ و ـــــرودژنراتيرات نوـث تغييـ
  .رددـگ مي
هـا در نـواحي مختلـف هيپوكامـپ شـامل              تعداد نورون  -2    

CA1 ،CA3 ،D.G و Subiculum   ــاوت ــف، متف در ســنين مختل
  . باشد مي
 تغييرات مورفولـوژيكي بـه دنبـال تزريـق تاموكـسيفن            -3    

  . احتمالاً ماهيت نكروتيك دارند
دنبـال تزريـق    توان براي آسيب سلولي به            توضيحي كه مي  

تاموكسيفن داشـت، ايـن اسـت كـه تاموكـسيفن باعـث حـذف               
ايـن نتـايج بـا      . شـود   استرون بـه عنـوان فـاكتور تكـاملي مـي          

هاي محققان ديگر كه روي هيپوكامپ كـار كـرده بودنـد،              يافته
  )11-13(.سازگار است
، تغييرات داخل سلولي در سلولهاي تخريـب        CA1    در ناحيه   

در . ي و الكترونــي مــشاهده شــدشــده بــا ميكروســكوپ نــور
هـا در     هـسته . ميتوكندري و هسته تغييرات واضحي ديده شـد       

رده شـده و يـا تيـره شـده          ــهـا بـشدت فـش       بعضي از نورون  
بودند و گاهي كلامپ شدن و به حاشيه رانده شدن كروماتين           

 تغييرات آپوپتوز ديـده شـد و        CA1در ناحيه   . هم مشاهده شد  
اعت بعــد از آخــرين تزريــق  ســ6وجــود تغييــرات تخريبــي، 

فرآينـد تخريبـي در     . تاموكسيفن در اين مطالعه مـشاهده شـد       
طي يك دوره كوتاه اسـت و تـا هفتـه اول بعـد از تولـد ادامـه                   

ا تحـت تـاثير انـواع مختلـف مـرگ           ــ ـه  ي نـورون  ــبعض. دارد
گيرند و مراحل مختلف مـرگ سـلولي هـم در             سلولي قرار مي  

 مطالعـات هـم ديـده شـده         اين تحقيق ديده شـد كـه در سـاير         
  )14-16(.است

هاي اين مطالعه در مـورد اثـر اسـتروژن بـر تـشكيل                    يافته
) 17(.نواحي مختلف هيپوكامپ، موافق با سـاير تحقيقـات اسـت          

در اين تحقيق با مهار اثرات استروژن، تعـداد سـلولها چنـدين             
ساعت بعد از تزريق كاهش يافته، اين كاهش در تعداد سلولها           

اي   شـباهت قابـل ملاحظـه     .  به رسپتور استروژن است    وابسته
، نـد در بين نتايج تحقيقات قبلي كه مشابه مطالعـه حاضـر بود           

همچنين تغييراتي در نواحي مختلف هيپوكامـپ       . شود  ديده مي 
هـا گـزارش شـده        با تزريق پروژسـتين و اسـتراديول در رت        

  و سـابيكولوم بـه     CA1ها در ناحيـه        تعداد نورون  )19و  18(.است
اي كاهش يافت، استفاده از اسـتروژن از          صورت قابل ملاحظه  

 نتـايج بعـضي مطالعـات       )21و  20(.كند  اين تغييرات جلوگيري مي   
ــشان دادن ـــن ـــ ــورون ـد ك ــداد ن ــف   ه تع ــواحي مختل ــا در ن ه

براي مثـال،   ) 22(.هيپوكامپ در بين سنين مختلف، متفاوت است      
ــه    ــت كـ ــشان داده اسـ ــه نـ ــن زمينـ ــه در ايـ ــدين مطالعـ چنـ

هـاي تمـام نـواحي هيپوكامـپ          هاي سني در نورون     دوديتمح
در حــالي كــه ســاير تحقيقــات، تعــداد     ) 24و 23(.وجــود دارد

 CA3 در ناحيـه     )25(هاي ثـابتي را در كـل دوره زنـدگي           نورون
   )26(.اند گزارش كرده

 in vivoدر اين مطالعه مـشخص شـد كـه تاموكـسيفن در         
هاي هيپوكامــپ باعــث پــاتولوژي هــسته و ميتوكنــدري ســلول

تاموكسيفن به تنهايي اين تغييرات پاتولوژيـك را در         . شود  مي
شـود؛ بـه عبـارت ديگـر تاموكـسيفن بـه              هيپوكامپ باعث مـي   

هــاي هــسته و  تنهــايي كــافي اســت كــه تــا باعــث ناهنجــاري 
تغييرات ميتوكندري كه در اين تحقيق ديـده        . ميتوكندري شود 

ن تغييـرات در    اي ـ. شد، نشان دهنده آسـيب ميتوكنـدري اسـت        
هــايي اســت كــه توســط     ميتوكنــدري، مــشابه ناهنجــاري  

Song)2004()19 ،25 ،27 ــزارش شــده اســت )28و ــدري :  گ ميتوكن
هيپوكامپ متـورم شـده بودنـد و كريـستاي           CA1اي  ــسلوله

دســت داده بودنــد و غــشاء خــارجي ميتوكنــدري خــود را از 
ه در مطالعــات ديگــر ديــده شــد، تخريــب شــده  ــــهمچنــان ك

   )30و 29(.بود
ورم بررسي روي مدلهاي حيواني و تزريق تاموكسيفن، مت           

 كريـستاي ميتوكنـدري را      شدن ميتوكندري همراه بـا تخريـب      
ها دقيقاً بـا نتـايج مطالعـه حاضـر       نشان داده است و اين يافته     

مطابقــت دارد و بــا مطالعــه روي نــواحي مختلــف هيپوكامــپ 
متفاوت از  ،  P21مشخص شد كه تغييرات ميتوكندري در گروه        

هـاي ايـن مطالعـه شـامل          هاي ديگر است و اغلـب يافتـه         گروه
اي شدن و بـه حاشـيه       متراكم شدن هسته، فشرده شدن، توده     
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ــدن       ــورم ش ــشاء و مت ــب غ ــاتين، تخري ــدن كروم ــده ش ران
ميتوكندري همراه با از دست رفـتن كريـستا بـود، كـه نـشان               

   )31و 27(.دهنده مرگ سلولي است
  

  گيري نتيجه
تـرين     در مطالعه حاضر مشخص شد كه تاموكسيفن، بـيش           

 دارد و دامنه اين تغييرات      CA1اثر را بر روي سلولهاي ناحيه       
تـر     روزه و نوزاد يك روزه، بـيش       22 در جنين    CA1در ناحيه   

ــا تكامــل  ـــهيپوكاماســت و ب ن تغييــرات بــه حــداقل ــــپ، ايـ
ه بـه   با توجه به مكانيسم عمل تاموكسيفن، ايـن مـاد         . رسد  مي
يابــد و  رت رقــابتي بــه رســپتور اســتروژن اتــصال مــيوصــ

تاموكسيفن ـ رسپتور استروژن ـ عنصر پاسـخ بـه     [ :كمپلكس
ــتروژن ــه ])ERE=Estrogen Receptor Element( اس  ب

غيرفعــال شــدن پــروتئين فعــال كننــده . چــسبد اســتروژن مــي
بــرداري ژنهــاي  ، باعــث كــاهش نــسخهAF2بــرداري  نــسخه

. شـود    مـي  coactivator محل اتـصال     حساس به استروژن و   
كنـد و    سيكل سلولي را بلوك مي  G1بنابراين تاموكسيفن، فاز    

  . شود ش تكثير ميهباعث كا
  

  فهرست منابع
    1- McEwen BS. Genome and hormones: Gender 
differences in physiology invited review: Estrogen effects 
on the brain: multiple sites and molecular mechanisms. J 
Appl Physiol 2001; 91(6): 2785-801. 
 
    2- Clemons M, Denson S, Howell A. Tamoxifen 
(NOLVEDEX): A review. Cancer treat Rev 2002; 28(4): 
165-80. 
 
    3- Weiland NG, Orchinik M. Specific subunit mRNA of 
the GABA receptor are regulated by progesterone in 
subfields of the hippocampus. Mol Brain Res 1995; 32: 271-
8. 
 
    4- Poe HB, Linville C, Riddle DR, Sonntag WE, Brunso-
Bechtold JK. Effects of age and insulin-like growth factor-1 
on neuron and synapse number in area CA3 of 
hippocampus. Neuroscience 2001; 107: 231-8. 
 
    5- Wise PM, Dubal DB, Wilson ME, Rau SW, Bottner M. 
Mini review: neuroprotection effects of estrogen-new 
insights into mechanisms of actions. Neuroendocrinology 
2001; 142: 969-73. 
 

    6- Meaney MJ, Aitken DH, Bahatnagar S, Sapolsky RM. 
Postnatal handling attenuates certain neuroendocrine, 
anatomical, and cognitive dysfunctions associated with 
aging in female rats. Neurobiol Aging 1991; 12: 31-8. 
 
    7- Sapolsky RM, Kery LC, McEwen BS. Prolonged 
glucocorticoid exposure reduces hippocampal neuron 
number: implication for aging. J Neurosci 1985; 5: 1222-7. 
 
    8- Devaney KO, Johnson HA. Changes in cell density 
within the human hippocampal formation as a function of 
age. Gerontology 1984; 30: 100-8. 
 
    9- Kadar T, Silbermann M, Brandeis R, Levy A. Age-
related structural changes in the rat hippocampus: 
correlation with working memory deficiency. Brain Res 
1990; 512: 113-20. 
 
    10- Luine VN, McEwen BS. Effects of stradiol on 
turnover of type-A monoamine-oxidase in brain. J 
Neurochem 1977; 28: 1221-7. 
 
    11- Silva I, Mello EAM, Freymuller E, Haidar MA, 
Baracat EC. Estrogen, progestron and tamoxifen increase 
synaptic density of the hippocampus of ovaractomized rats. 
Neuroscience letters 2000; 291: 183-6. 
 
    12- Weiland NG. Glutamic acid decarboxylase messenger 
ribonucleic acid is regulated by estradiol and progesterone 
in the hippocampus. Endocrinology 1992; 131: 2697-            
702. 
 
    13- Peters A, Rosene DL, Moss MB, Kemper TL, 
Abraham CR, Tigges J, et al. Neurobiological bases of age-
related cognitive decline in the rhesus monkey. J 
Neuropathol Exp Neurol 1996; 55: 861-74. 
 
    14- Shughrue PJ, Merchenthaler I. Estrogen prevents the 
loss of CA1 hippocampal neurons in gerbils after ischemic 
injury. Neuroscience 2003; 116: 851-61. 
 
    15- Curcio CA, Hinds JW. Stability of synaptic density 
and spine volume in dentate gyrus of aged rats. Neurobiol 
Aging 1983; 4: 77-87. 
 
    16- Landfield PW, Braun LD, Pitler TA, Lindsey JD, 
Lynch G. Hippocampal aging in rats: a morphometric study 
of multiple variables in semithin sections. Neurobiol Aging 
1981; 2: 265-75. 
 
    17- Shughrue PJ, Lane MV, Merchenthaler I. The 
comparative distribution of estrogen receptor-α and mRNA 
in the rat central nervous system. J Comp Neurol 1997; 
388(4): 507-25. 
 
    18- Weiland NG, Orikasa C, Hayashi S, McEwen BS. 
Distribution and hormone regulation of estrogen receptor 
immunoreactive cells in the hippocampus of male and 
female rats. J Comp Neurol 1997; 388(4): 603-12. 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 r

jm
s.

iu
m

s.
ac

.ir
 o

n 
20

25
-0

6-
02

 ]
 

                             9 / 11

https://rjms.iums.ac.ir/article-1-664-en.html


  زاده و همكاران نوروز نجف                  موش صحرايي                اثرات تاموكسيفن بر فراساختار و تعداد سلولهاي هيپوكامپ جنين و نوزاد

194    1385ستان زم/ 53شماره / زدهمسي          دوره     ي ايران                                                             مجله دانشگاه علوم پزشك        

    31- Galceran J, Miyashita-Lin EM, Devaney E, 
Rubenstein JLR, Grosschedi R. Hippocampus development 
and generation of dentate gyrus granule cells is regulated by 
LEF1. Development 2000; 127: 469-82. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

    19- Song DD, Shults CW, Sisk SA, Rockenstein E, 
Masliah E. Enhanced substantia nigra mitochondrial 
pathology in human α-synuclein transgenic mice after 
treatment with MPTP. Exp Neurol 2004; 186: 158-72. 
 
    20- Shughrue PJ, Merchenthaler I. Evidence for novel 
estrogen binding sites in the rat hippocampus. Neuroscience 
2000; 99: 605-12. 
 
    21- Anglade P, Vyas S, Jovoy-Agid F, Herrero MT, 
Michel PP, Marques J, et al. Appoptosis and autophagy in 
nigra neurons of patients with Parkinson’s disease. J 
Histochem Cytochem 1997; 12: 25-31. 
 
    22- Shughrue PJ, Merchenthaler I. The distribution of 
estrogen receptor β immunoreactivity in the rat central 
nervous system. J Comp Neurol 2001; 436: 64-81. 
 
    23- Weiner CP, Lizasonia I, Baylis SA, Knowles RG, 
Charles IG, Moncada S. Induction of calcium-dependent 
nitric oxide synthase by sex hormones. Proc Natl Acad Sci 
USA 1994; 91: 5212-6. 
 
    24- Clarke PGH. Developmental cell death: 
morphological diversity and multiple mechanisms. Anat 
Embryol 1990; 181: 195-213. 
 
    25- MacGregor JI, Jordan VC. Basic guide to the 
mechanisms of antiestrogen action. Pharmacol Rev 1998; 
50: 151-96. 
 
    26- Islam A, Westman J, Bogdanovic N, Suliman I, 
Lindell I, Winblad B, et al. Ultrastructural analysis of the 
hippocampus of adult rats after long-term adrenalectomy. 
Brain Res 1999; 849: 226-30. 
 
    27- Wilcox BJ, Applegate MD, Portera-Caillau C, 
Koliatsos VE. Nerve growth factor prevents apoptotic cell 
death in injured central cholinergic neurons. J Comp Neurol 
1995; 395: 573-85. 
 
    28- Pliss L, Balcar VJ, Bubenikova V, Pokorny J, 
Fitzgibbon T, Stastny F. Morphology and ultrastructure of 
rat hippocampal formation after I.C.V. administration of n-
Acetyl-L-Aspartyl-L-Glutamate. Neuroscience 2003; 122: 
93-101. 
 
    29- Geinisman Y, Detoledo-Morrell L, Morrell F, Heller 
RE. Hippocampal markers of age-related memory 
dysfunction; behavioral electrophysiological and 
morphological perspectives. Prog Neurobiol 1995; 45: 223-
52. 
 
    30- Wood GE, Young LT, Reagan LP, Chen B, McEwen 
BS. Stress-induced structural remodeling in hippocampus: 
Prevention by lithium treatment. Neuroscience 2004; 101: 
3973-8. 
 
 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 r

jm
s.

iu
m

s.
ac

.ir
 o

n 
20

25
-0

6-
02

 ]
 

                            10 / 11

https://rjms.iums.ac.ir/article-1-664-en.html


  زاده و همكاران نوروز نجف           اثرات تاموكسيفن بر فراساختار و تعداد سلولهاي هيپوكامپ جنين و نوزاد موش صحرايي                      

195علوم پزشكي ايران                       مجله دانشگاه                                                                           1385 زمستان/ 53شماره / زدهمسيدوره 

 

The Effects of Tamoxifen on Ultrastructure and the Number of 
Hippocampal Cells in Rat’s Fetus and Neonate  

 
 

                                                            I                                       II                                     III                                  
N. Najafzadeh, MS    *M. Nobakht, PhD      S.B. Jameii, PhD  

                                                     IV                                 V                                                      V 
P. Tabatabaii, BS     T. Rastgar, MS      F. Mohammadzadeh, MS       

                                                            
                                                                  
   
 
 
                                                           
Abstract 
    Background & Aim: Maternal steroids modulate various functions in the brain. However, tamoxifen(TAM) treatment, 
as an estrogen antagonist, induces cell death in the hippocampus formation of a prenatal and postnatal rat. Estrogen 
influences cognitive functions, learning process, aging, vasodilation, angiogenesis, neurogenesis and neuroprotection. The 
present study deals with the effects of tamoxifen on ultrastructure and morphology of developing hippocampus in rats.  
    Material & Method: In this experimental study, we examined twelve bands of rats in three groups of control, 
experimental and sham. In each group, there were four age ranges: full-term embryo(E22), one-day newborn(P1), seven-
day newborn (P7), and three-week newborn(P21). Full-term animals received four doses of  tamoxifen in propylene glycol 
and their brains were removed 6 hours after the last injection. We studied hippocampal regions such as CA1, CA3, D.G. 
and subiculum through light and electron microscopy. Statistical significance of the differences was assessed by ANOVA 
and t-test using SPSS program. A value of P<0.05 was considered significant.  
    Results: The obtained findings reveal a decrease in the density of cells in various regions such as CA1 and subiculum. 
Electron microscopy showed pyknosis, increased nucleus density, chromatin clumping, mitochondrial inflammation and 
changes in mitochondria crista, mostly in CA1 and subiculum. 
    Conclusion: Maximum changes have been seen in E22 and P1 groups. Considering the effect of estrogen on 
neurogenesis, tamoxifen injection can bring about changes in hippocampal pyramidal cells. The novel finding of this study 
is the difference in the density of cells at various stages of development. Also, the results show that tamoxifen effects on 
full-term embryos and one-day newborns are significantly great. 
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