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  تأثير لوپرلايداستات بر فراساختار سلولهاي زايا در موش نر بالغ
  

  B.Sc.(4(نبوي  ، پروانه طباطبائي3).Ph.D(، احمدعلي قنبري 2).Ph.D(راد  ، جعفر سليماني1).Ph.D(فهيمه محمدقاسمي 
  .گيلان، ايرانـ درماني گيلان،  ـ گروه علوم تشريح، دانشكده پزشكي، دانشگاه علوم پزشكي و خدمات بهداشتي1
 . ـ درماني تبريز، تبريز، ايران ـ مركز تحقيقات كاربردي دارويي، دانشگاه علوم پزشكي و خدمات بهداشتي2

 .ـ درماني تبريز، تبريز، ايران ـ گروه علوم تشريح، دانشكده پزشكي، دانشگاه علوم پزشكي و خدمات بهداشتي3

 . ـ درماني ايران، ايران كي، دانشگاه علوم پزشكي و خدمات بهداشتيـ مولكولي، دانشكده پزش ـ مركز تحقيقات سلولي4

  
  

  
باشد و بديهي است هرگونـه        اسپرماتوژنز فرآيندي كاملاً وابسته به هورمون به ويژه گنادوتروپينها مي         : زمينه و هدف  

ي آزادكننـده گنـادوتروپين     هـا   هاي هورمون   آنالوگ. تواند در اسپرماتوژنز موثر باشد      تغيير در ميزان اين هورمونها مي     
لـذا هـدف از مطالعـه حاضـر ارزيـابي تغييـرات فراسـاختاري و               . ـ گنادي را مختل نمايند      توانند محور هيپوفيزي    نيز مي 

دنبـال    هاي اسپرماتوژنيك و اسپرميوژنيك با اسـتفاده از ميكروسـكوپ الكترونـي ترانسميـشن بـه                 هيستولوژيك سلول 
  .باشد در موش بالغ مي) هاي هورمون آزادكننده گنادوتروپين يكي از آنالوگ(تجويز يك دوز لوپرلايد استات 

گـروه كنتـرل، هـيچ دارويـي دريافـت          .  گروه تقسيم شـدند    3 هفته به    8 موش بالغ    24در مطالعه حاضر    : روش بررسي 
وپرلايداستات  ل mg/kg6/7 كربوكسي متيل سلولز و      ml2/0نكردند اما حيوانات در گروه دوم و سوم به ترتيب يك دوز             

هـاي زايـاي لولـه         هفته بيضه موشها خارج و براي مطالعه سـلول         5پس از گذشت    . صورت زير جلدي دريافت كردند      به
 و مطالعه مورفولوژي با استفاده از ميكروسكوپ الكترونـي ترانسميـشن و نـوري مـورد اسـتفاده قـرار                     نيفروس  سمي
  . مورد آناليز آماري قرار گرفتندANOVAها از نظر مورفولوژي مقايسه شدند و با روش آزمون  همه نمونه. گرفت
در . هاي اسپرميوژنيك يافت شـد      ر سلول در نتايج ميكروسكوپ الكتروني، در گروه آزمايش بيشترين تغييرات د         : نتايج

هـاي   در برخـي اسـپرماتيدهاي در حـال تمـايز وزيكـول     . بيشتر اسپرماتيدها، هسته و آكروزوم تغيير شكل يافتـه بـود       
شد؛ ضمن اينكه تخصص يافتگي اكتوپلاسميك در برخي نواحي به صورت نـسبي حـذف                 آكروزومي در هسته ديده مي    

در مشاهدات  . صورت غيرممتد بود    از، فلاژلها غير طبيعي بودند و غلاف فيبروزه آنها به         در اسپرماتيدهاي در  . شده بود 
اسپرماتوژنز براساس جدول جانسن در گروه كنتـرل، شـم و آزمـايش بـه ترتيـب                 وضعيت تكامل   ميكروسكوپ نوري   

 همچنـين تمـام     ).p>01/0(دار داشـت       بود؛ كه در گـروه آزمـايش كـاهش معنـي           01/7±57/0 و   82/0±04/8،  53/0±1/8
  ). p>01/0(دار داشت  هاي سمينيفروس در مقايسه با دو گروه ديگر كاهش معني هاي هيستومتري در لوله شاخص
لوپرلايد استات در طي يك سيكل اسپرماتوژنز با اثرات سوء براسـپرماتوژتز   mg/kg 6/7تزريق يك دوز : گيري نتيجه

 تات داراي بيشترين اثـر بـر روي اسـپرميوژنز يـا فرآينـد تغييـر شـكل       لوپرلايداسرسد كه  باشد و به نظر مي  همراه مي 
 . باشد اسپرماتيدهاي گرد به دراز مي

  
  

هاي آزاد كننده گنادوتروپين، اسپرميوژنز، لوپرلايد استات، موش، ميكروسكوپ الكترونيك، سلول  اسپرماتوژنز، هورمون: كليد واژگان
  . زايا، ناباروري مردان

  

 جاده تهران، رشت، 10كتر فهيمه محمدقاسمي، گروه علوم تشريح، دانشكده پزشكي، مجتمع دانشگاهي گيلان، كيلومتر  د:مسئول مكاتبه
  .ايران

  parsahistolab@gmail.com :پست الكترونيك
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  زمينه و هدف
هـاي    اسپرماتوژنز رونـدي اسـت كـه بوسـيله هورمـون          

كننـده فوليكـولي      گونادوتروپيني مانند هورمون تحريـك    
)FSH ( و لوتئينيزه ) LH (  بـديهي اسـت    . شـود   كنترل مـي

تواند با تغييـر      هرگونه تغيير در ميزان گنادوتروپينها مي     
هـاي    تجويز گنـادوتروپين  . در اسپرماتوژنز همراه باشد   

 در  GnRHزوژن در فـرم آگونيـست يـا آنتاگونيـست    اگ
ـ گنادي و مهار ترشح   نهايت باعث مهار محور هيپوفيزي    

FSH  ،LH    شود؛ هرچند   و توليد استروئيدهاي جنسي مي
ــاگو     ــا و آنتـ ــل آنالوگهـ ــسم عمـ ــوه مكانيـ ــه نحـ -كـ

  ).1( با يكديگر متفاوت است  GnRHهاي نيست
يــست لوپرلايداســتات يــك دكاپپتيــد ســنتتيك و آگون   

ايــن دارو . باشــد هورمــون آزادكننــده گنــادوتروپين مــي
بــراي درمــان انــدومتريوز، ليوميومــاي رحــم، ســرطان 
پيــشرفته پروســتات و در برخــي مــوارد جهــت درمــان 

مورد استفاده قـرار    ) 3(و كريپتوركيديسم   ) 2(ناباروري  
  و انـسان   ) 4(تجـويز لوپرلايـد اسـتات در رت         . گيـرد   مي

شود و ممكـن      وسترون سرم مي  باعث كاهش تست  ) 7-5(
ــضه شــود    ــاهش وزن بي ــي از ). 8،4(اســت باعــث ك يك

ـ   هاي لوپرلايد، سركوب كردن محور هيپوفيزي       مكانيسم
ــي  ــادي م ــد گن ــه . باش ــد در رت ب ــويز لوپرلاي ــال  تج دنب

ــسين ــازين)9 (1دوكسوروبيـ ــعه ) 10 (2، پروكاربـ و اشـ
باعث حفظ و نگهداري اسپرماتوژنز در طي ) 11(درماني 

تواند  همچنين در موشها نيز لوپرلايد مي. شود ان ميدرم
) 12 (3دنبال درمان با سيكلوفسفامايد     اسپرماتوژنز را به  

انـد كـه      مطالعات در رت و موش نـشان داده       . حفظ نمايد 
تجويز لوپرلايد بـه بيـضه ميزبـان باعـث ايجـاد محـيط              

هاي زايا و برقراري بهتـر     مناسب براي پيوند بهتر سلول    
  ).13،14(شود  نز مياسپرماتوژ

تواند با    هاي ديگر نيز مي     مصرف گنادوتروپينها در گونه   
براي مثال در سـگها  . اختلالات اسپرماتوژنز همراه باشد   

                                                 
1- Doxorubicin 
2- Procarbazine 
3- Cychlophosphamide 

 منجـر بـه كـاهش       GnRHتجويز يـك دوز آنتاگونيـست       
تمايل جنسي، كـاهش قطـر اسـكروتوم بيـضه و كـاهش             

ــي   ــپرم م ــاي اس ــي و پارامتره ــايع من ــود  م ). 15،16(ش
هـاي اگـزوژن بـه ميمونهـا           تجويز گنادوتروپين  همچنين

باعث اختلال در مراحل بلوغ و تكامل اسپرم در اپيديديم          
هـاي    از آنجـايي كـه اثـرات گنـادوتروپين        ). 17(شود    مي

شـود، در برخـي       اگزوژن پس از قطع درمان برطرف مي      
  تواننــد بــه عنــوان روشــي بــراي جلــوگيري   مواقــع مــي

  ؛ لـذا آگـاهي     )2(ح باشـند    از باروري در مردان نيز مطـر      
  توانـد كمـك مـؤثري در درمـان     از نحوه عملكرد آنها مي 

هـاي پيـشگيري از بـاروري         ناباروري و همچنـين روش    
  .باشد

 كه با   1981 و همكاران در سال      Glodeبراساس مطالعه   
ميكروسـكوپ نــوري انجــام شــد، مــصرف لوپرلايــد در  
ــستولوژيكي در    ــر ســاختماني و هي موشــها باعــث تغيي

، هرچند كـه    )12(گردد     بيضه نمي  نيفروس  سميهاي    لوله
Manabe    دنبـال تجـويز       نشان داد كـه بـه      1996 در سال

mg/kg9 و نيفــروس ســمي لوپرلايــد در رت، قطــر لولــه 
در هيچ يك از مـوارد     ). 9(يابد    درجه بلوغ آنها كاهش مي    

نــامبرده در ارتبــاط بــا تغييــرات كمــي و فراســاختاري  
  . اي صورت نگرفته است ه مطالعههاي زاياي بيض سلول

براساس مطالعات حاضـر اطلاعـاتي در مـورد تغييـرات      
ــست   ــاي آگوني ــين GnRHفراســاختاري داروه  و همچن

هــاي زايــاي بيــضه و  لوپرلايــد اســتات بــر روي ســلول
از طـرف  . باشـد  هاي بلوغي اسپرم در دسترس نمـي      رده

تـرين    ديگر مطالعه با ميكروسـكوپ الكترونـي بـا ارزش         
 مطالعــات مورفولــوژيكي از نظــر ارزيــابي هــسته،  نــوع

ــصوصاً در    ــلولي مخ ــصالات س ــشاها و ات ــدامكها، غ ان
آيـد، ضـمن      مقايسه با ميكروسكوپ نوري به حساب مي      
هـاي زايـا و       اينكه آگاهي از تغييرات فراساختاري سلول     

دنبـال تجـويز گنادوتروپينهـا        هاي بلوغي اسـپرم بـه       رده
بهتـر اسـپرماتوژنز و     تواند كمـك بيـشتري در درك          مي

اســپرميوژنز و در نتيجــه عملكــرد آنهــا باشــد؛ مطالعــه 
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هاي   حاضر با هدف بررسي تغييرات فراساختاري سلول      
اسپرماتوژنيك يا اسپرميوژنيك موش بالغ بدنبال تجويز      

همچنـين  . باشـد   يك دوز لوپرلايداستات در فرم دپو مـي       
ــوري     ــكوپ ن ــتفاده از ميكروس ــا اس ــه ب ــن مطالع در اي

 و  نيفـروس   سـمي هـاي     يت اسپرماتوژنز داخل لوله   وضع
هاي بلوغي اسپرم و      هاي زاياي بيضه و رده      تعداد سلول 

 نيـز   نيفـروس   سـمي هـاي     پارامترهاي هيستومتريك لوله  
مورد ارزيابي قرار گرفت، تا بتوان مشخص كرد كه ايـن    

ــلول   ــه س ــر روي چ ــشتر ب ــه  دارو بي ــايي از لول ــاي  ه ه
  . ست مؤثر واقع شده انيفروس سمي

  
  روش بررسي

 هفتـه از    6، بـا سـن      NMRI موش نر نـژاد      24 :حيوانات
حيوانات در اتاقي   . موسسه رازي تهران خريداري شدند    

 سـاعت   12با درجه حرارت كنترل شده و سيكل نـوري          
روشـنايي بـا دسترسـي آزادانـه بـه آب و غـذا              / تاريكي

 هفتـه   2جهت تطبيق با محيط، حيوانـات       . نگهداري شدند 
 هفتـه بـه سـه       8قرار گرفتند و سپس حيوانات      در محيط   

هـر گـروه    (گروه كنترل، شم و آزمـايش تقـسيم شـدند           
 mg/kg6/7به حيوانات گـروه آزمـايش       ).  حيوان 8شامل  

صورت زيـر جلـدي    به) Wyeth, UK(از آمپول لوپرلايد 
شايان ذكر اسـت كـه      . به پوست پشت حيوان تزريق شد     

 mg/kg6/7 دوز   همچنين. دارو در يك دوز تزريق گرديد     
هاي قبلي در موش انتخاب شد        لوپرلايد براساس گزارش  

جهت حلاليت دارو از كربوكـسي متيـل سـلولز          ). 13،14(
)Wyeth, UK (بــه حيوانــات شــم . اســتفاده شــدml2/0 

صورت زير جلدي تزريق شـد        كربوكسي متيل سلولز به   
  . اما حيوانات كنترل، دارويي دريافت نكردند

ه سيكل كامـل اسـپرماتوژنز در مـوش         با توجه به اين ك    
 هفتـه از    5؛ لذا پس از گذشـت       )18،19(باشد     روز مي  35

. شروع درمان همه حيوانات با كلروفـرم بيهـوش شـدند          
بلافاصله پس از تـشريح، هـر دو بيـضه از حفـره شـكم           

بـه منظـور مطالعـه بـا ميكروسـكوپ          . حيوان خارج شد  

ه چـپ و  هايي از بيـض  الكتروني در تمامي حيوانات برش   
براي مطالعه ميكروسكوپ نـوري بيـضه راسـت مـورد           

  .استفاده قرار گرفت
هـاي    بـرش  ):TEM(ميكروسكوپ الكترونـي ترانسميـشن      

 Pro Sci% (5/2بـافتي از بيـضه چـپ در گلوتارآلدئيـد     

Tech, AU ( ــد   ) Merck, Germany% (4و پارافرمالدئي
جهت ثابت كردن ثانويه از     . به مدت يك شب  ثابت شدند      

بـه مـدت دو سـاعت    ) Taab, UK% (2تراكسيد اسميوم ت
هـا در رزيـن       پس از پردازش بافتي، نمونـه     . استفاده شد 

هـاي نـازك بيـضه بـا ضـخامت            بـرش . قالبگيري شـدند  
nm500  با استفاده از اولترا ميكروتـوم )Richert-Jung, 

AU (  اي به دست آمد و با تولوئيـدين بلـو            و تيغه شيشه
) Leo, Germany(سكوپ نوري آميزي و زير ميكرو رنگ

هاي   سپس برش . براي تعيين مكان مناسب مطالعه شدند     
ــازك  ــرا  nm100ن ــاس و اولت ــه الم ــا اســتفاده از تيغ - ب

  .ميكروتوم تهيه گرديد
هاي نازك با اورانيل استات و سـيترات          پس از آن، برش   

آميــزي شــدند و تغييــرات ســلولي بــا      ســرب رنــگ 
مـــورد ) Zeise, Germany(ميكروســـكوپ الكترونـــي 

  ).20(ارزيابي قرار گرفت 
: ارزيابي اسپرماتوژنز با اسـتفاده از ميكروسـكوپ نـوري         

  بيضه راست از هر حيوان در محلول بـوئن بـراي مـدت             
ور شد و سـپس بـراي          ساعت در حرارت اتاق غوطه     48

بـراي بـه    . مطالعه با ميكروسكوپ نوري پاساژ داده شد      
هــاي  ولــههــاي مناســب ل حــداكثر رســاندن تعــداد بــرش

ها در جهت محور       در مقطع عرضي، بيضه    نيفروس  سمي
سـپس بـا اسـتفاده از       . طولي در پارافين قالبگيري شدند    

مقـاطعي بـا   ) Leitz, Germany(دستگاه ميكروتوم دوار 
ــنظم  μm5ضــخامت  ــهμm200 و فواصــل م صــورت   ب

گيـري تـصادفي سـاده يكنواخـت تهيـه گرديـد تـا                نمونه
ني براي مطالعه برخـوردار  تمامي برشها از شانس يكسا  

بـرداري ميـزان      به عبارت ديگر با اين نوع نمونـه       . باشند
از هــر ). 21(سـوگيري بــه حــداقل مقــدار رســانيده شــد  
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 اسلايد انتخاب و به طريق هماتوكسيلن، ائوزين        8بيضه  
  . آميزي و با ميكروسكوپ نوري مطالعه شد رنگ

بــراي بررســي وضــعيت بلــوغ اســپرماتوژنز در داخــل  
بدين منظور  ). 22(ها از روش جانسون استفاده شد         لهلو

نيفروس در هـر حيـوان        ميس لوله   100از مقطع عرضي    
  بـه هـر لولـه براسـاس جـدول نمـرات،            . استفاده گرديـد  

هايي كـه     همچنين درصد لوله  .  تعلق گرفت  10 تا   1امتياز  
 10 و 8،9هايي كه نمرات      داراي بلوغ بالا بودند يعني لوله     

لازم . ر هر گروه مورد محاسبه قرار گرفـت       داشتند نيز د  
به ذكر است كه جدول ارزيابي كننده بلوغ اسـپرماتوژنز          

باشد هرچند كه     هاي موشي متفاوت از انسان مي       در مدل 
 ).25(هايي نيز دارند  با يكديگر شباهت

، اسپرماتوسيت اوليه،   Aهاي اسپرماتوگوني     تعداد سلول 
با هسته  (دهاي دراز   اسپرماتيدهاي جوان گرد، اسپرماتي   
 20در مقطع عرضي    ) كاملاً متراكم و كشيده و داراي دم      

 در هر اسـلايد مـورد شـمارش قـرار           نيفروس  سميلوله  
هـايي بـا مقطـع        الامكان سعي شد تا از لولـه        حتي. گرفتند

عرضـي گـرد و تقريبــاً سـايز يكــسان اسـتفاده شــود و     
هايي كه بيـضوي شـكل يـا در مقطـع طـولي بودنـد                 لوله
ــو ــي م ــرار نم ــد رد شــمارش ق شــمارش ســلولي . گرفتن

براساس معيارهاي مورفولوژي سلولي بود كه توضـيح        
گيري قطر لوله     براي اندازه ). 23(آن قبلاً ارائه شده است      

، ضخامت اپيتليوم ژرمينال و قطر مجـراي        نيفروس  سمي
 از يـــك ميكروســـكوپ نـــوري نيفـــروس ســـميلولـــه 

)Olympus, Germany (ار متــــصل بــــه نــــرم افــــز  
)Image computer analyzer, UK (استفاده شد .  

نتايج مورفولـوژي ميكروسـكوپ نـوري و        : تحليل آماري 
هاي مورد مطالعه با يكـديگر مقايـسه          الكتروني در نمونه  

هـاي زايـا و       بلوغ اسـپرماتوژنز، تعـداد سـلول      . شدند  مي
 با اسـتفاده از  نيفروس سمي هاي  اقطار پارامترها در لوله   

 مورد تجزيـه و     ANOVA و روش    SPSSاري  برنامه آم 
 در نظــر 05/0داري  تحليــل قــرار گرفــت و ســطح معنــي

  .گرفته شد

  نتايج
در گـروه كنتــرل  : مطالعـات فراسـاختاري ســلولهاي زايـا   

هــاي اســپرماتوگوني بــر روي غــشاء پايــه تكيــه  ســلول
داشتند و داراي هسته گرد تا بيضي بـا هتروكرومـاتين           

ــاري ــ1كن ــداد كم ــدامك در سيتوپلاســم  و داراي تع ي ان
بودند؛ ضمن اين كـه داراي سيتوپلاسـم كـم و در عـين              

ــد  ــي بودنـ ــسبتاً بزرگـ ــسته نـ ــال هـ ــلول. حـ ــاي  سـ هـ
اسپرماتوسيت اوليه با سايز بزرگتر، بالاتر از غشاء پايه  

ضمن ايـن كـه در      . از اسپرماتوگونيها قابل افتراق بودند    
هـاي     هاي اسپرماتوگوني داراي انـدامك      مقايسه با سلول  
وسـيله    هاي زايا به    عمده سلول ). 1شكل  (بيشتري بودند   

هاي سرتولي يا پشتيبان احاطه       سيتوپلاسم وسيع سلول  
  .شده بودند

هـاي    هيچگونه تغيير فراساختاري قابل توجـه در سـلول        
اسپرماتوژنيك ماننـد اسـپرماتوگوني و اسپرماتوسـيت        

  .دنبال درمان با لوپرلايد در گروهها مشاهده نشد به
 نــشانگر اســپرماتيد در حــال تكامــل در مرحلــه 2شــكل 

همانطور كه مشخص . اسپرميوژنز در موش كنترل است  
است هسته توسط سيتوپلاسـم سـلول سـرتولي احاطـه        

خـوبي بـر روي       آكروزوم در حال تكامـل بـه      . شده است 
تخصص يـافتگي اكتوپلاسـميك     . هسته قابل رويت است   

                                                 
1- Marginal hetrochromatin 

وم زايا در يك موش گروه  فوتوميكروگراف الكتروني از اپيتلي- 1شكل 
-، اسپر)Sg( ، اسپـرماتـوگوني )Sc(سيتوپلاسم سلول سرتولي . كنترل

  × 2500، بزرگنمايي )Ps(ماتوسيت اوليه 
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روري اسـت  كه وجود آن براي تكامـل اسـپرماتيدها ض ـ     
  : ايـن تخـصص يـافتگي شـامل     . شـود   خوبي ديـده مـي      به
 غشاء سلولي سلول سرتولي كـه در تمـاس بـا غـشا              -1

هاي توسعه يافته و   سيسترن-2. سلولي اسپرماتيد است
  تكامــل يافتــه شــبكه آندوپلاســمي ســلول ســرتولي كــه  

. شـوند  به طور منظم و به موازات غشاء اسپرم ديده مـي  
هاي اكتين كه بين دو لايه يـك و      مان دستجاتي از فيلا   -3

  بـديهي اسـت هرگونـه نقـص در ايـن           . گيرند  دو قرار مي  
 جزء باعث اختلال در تخصص يافتگي اكتوپلاسميك و         3

در نتيجه منجر به بروز اشكال در تكامل اسـپرماتيدهاي          
  ). 2شكل(شود  گرد به جوان مي

ــد هــسته برخــي از    ــا لوپرلاي ــان ب ــروه تحــت درم  در گ
هاي اسپرماتيد در حال تكامل تغيير شكل يافتـه و            سلول

هاي آكروزومي بود كـه       در برخي موارد حاوي وزيكول    
ضـمن ايـن    . شود  اين وضعيت در گروه كنترل ديده نمي      

كه در برخي نواحي تخصص يافتگي اكتوپلاسـميك بـين      
هاي سرتولي و اسپرماتيدهاي در حال درازشـدن          سلول

هـاي توسـعه       كمي از سيسترن   تغيير كرده است و تعداد    
يافته شـبكه آندوپلاسـميك در مقايـسه بـا كنتـرل ديـده              

شود، در برخي قسمتها، اين نواحي تخصص يافته در    مي

شـكل  (صورت نسبي حذف شـده بـود          گروه آزمايش به  
  ).3و 4

زمانيكـه  . لوپرلايد همچنين روي فلاژلها اثـر كـرده بـود         
غـلاف  هاي داخـل مجـرا بررسـي شـد،            بخش دم اسپرم  

فيبــروزه در زيــر غــشاء پلاســمايي و اطــراف اكــسونم  
صورت غيرممتد و تغيير شكل يافته مشاهده شـد؛ در            به

حاليكه اين وضـعيت در گـروه كنتـرل مـشاهده نـشد و              
غشاء پلاسمايي اسپرم و غلاف فيبري زيـرين آن كـاملاً      

  ).5شكل (ممتد و منظم بود 
ه در  در گروه تحت درمان با كربوكسي متيـل سـلولز ن ـ          

مطالعـــه بـــا ميكروســـكوپ نـــوري و نـــه در مطالعـــه 

 فوتوميكروگراف الكترونـي از اسـپرماتيد در حـال تكامـل در             -2شكل  
، بـه هـسته     )A(آكـروزوم   ). N(هـسته اسـپرم،     . يك موش گروه كنترل   

احاطه شده اسـت و      ) Sc(م سلول سرتولي    اسپرم كه توسط سيتوپلاس   
ســلول (*) سيــسترنهاي مــنظم و توســعه يافتــه شــبكه آندوپلاســمي  

  و لايه بيـن آنها ) Sm(سـرتولـي در تماس با غشـاء پلاسمايـي اسپـرم 
 ).×1239(دهد توجه نماييد  تخصص يافتگي اكتوپلاسميك را نشان مي

 فوتوميكروگراف الكتروني از اسپرماتيد درحال تكامل در يـك      -3شكل  
ــد   ــا لوپرلاي ــان ب ــروه تحــت درم ، )N(هــسته اســپرماتيد . مــوش در گ

، ناحيه بين فلشها نمايانگر عـدم       )v(، وزيكول آكروزومي    )A(آكروزوم  
  سلول سرتولي و حذف نسبي (*)پلاسميتكامل سيسترنهاي شبكه آندو

 ).×21000(باشد  تخصص يافتگي اكتوپلاسميك مي

ــروه   -4شــكل  ــرد در گ ــپرماتيد گ ــي از اس ــوميكروگراف الكترون  فوت
و وزيكول داخـل    (*) به هسته دفرمه  . موشهاي تحت درمان با لوپرلايد    

  ، بزرگنمايي )AG(، گرانول آكروزومي )N(هسته. دتوجه شو) V(هسته 
4500× 
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فراساختاري تفاوت مورفولوژيكي در مقايسه بـا كنتـرل       
  .يافت نشد

در بررسـي   : وضعيت اسپرماتوژنز با ميكروسكوپ نوري    
ــال در     ــپرماتوژنز فع ــرل، اس ــروه كنت ــستولوژيك گ هي

هــاي ســمينيفروس در مراحــل مختلــف همــراه بــا   لولــه
در داخـل   .  يا در حال بلوغ مـشاهده شـد        هاي بالغ   اسپرم
هـاي اسـپرماتوژنيك در       هاي مختلـف سـلول      ها رده   لوله

هاي سرتولي ديده     مراحل مختلف تقسيم به همراه سلول     
ها اپيتليوم ژرمينال از ضـخامت قابـل          در اين لوله  . شدند

هـا مـنظم      توجهي برخوردار بود و سرحد مجـاري لولـه        
صورت كاملاً مـشخص    مجراي لوله سمينيفروس به   . بود

همچنين در بافت بينـابيني تجمعـاتي       . و روشن ديده شد   
هاي اسيدوفيل ليديگ به همراه عـروق و سـاير            از سلول 
در گـروه شـم     ). 6شكل  (هاي همبندي مشهود بود       سلول

نيز مانند گروه كنتـرل اسـپرماتوژنز فعـال ديـده شـد و              
تفاوت خاصي از نظر هيستولوژيك در مقايسه با كنترل         

  ).  7شكل (افت نشد ي
هـاي    در گروه تحت درمـان بـا يـك دوز لوپرلايـد، لولـه             

تليـوم زايـاي نـسبتاً         داراي ساختمان واپي   نيفروس  سمي
هـاي زايـا و سـرتولي در          همه انواع سلول  . طبيعي بودند 

همه مراحـل   .  وجود داشتند  نيفروس  سميهاي    داخل لوله 
چند كـه   اسپرماتوژنز در اين گروه قابل مشاهده بود؛ هر       

ويژه اسپرماتيدهاي دراز كـاهش       هاي زايا به    تعداد سلول 

نيفروس از يك موش در  اف نوري از لوله سمي فوتوميكروگر- 7شكل 
، )L( لومن . به اسپرماتوژنز فعال داخل توبولها توجه شود. گروه شم

 ×200بزرگنمايي)E(اپيتليوم ژرمينال). le(سلول ليديگ 

 فوتوميكروگراف الكتروني از فلاژل دم اسپرم در يك مـوش           -5شكل  
بالا و چپ تصوير دو مقطع عرضي       . در گروه تحت درمان با لوپرلايد     

دهد و پائين تـصوير مقـاطع طـولي ونيـز مايـل را نـشان        را نشان مي  
بين فلشها به غيـر    ). Sm(، غشاء سلولي اسپرم     )A(آكسونم  . ندده  مي

 ×13000بزرگنمايي . ممتد بودن غلاف فيبـروزه خارجي توجه نماييد

نيفـروس از يـك مـوش          فوتوميكروگراف نوري از لوله سـمي      -6شكل  
  )L(لومن . ا توجه شودبه اسپرماتوژنز فعال داخل توبوله. گروه كنترل

 ×200بزرگنمايي ) E(اپيتليوم ژرمينال ). le(سلول ليديگ 

نيفروس در يـك مـوش در         وگراف نوري از لوله سمي     فوتوميكر -8شكل  
هـاي   بـه سـاختمان نرمـال لولـه    . گروه تحت درمـان بـا لوپرلايـد اسـتات         

  نيفروس و در عين حال تعداد كمتر سلولهاي زايا و لـومن پر توجه  سمـي
 × 200بزرگنمايي) E(اپيتليوم ژرمينال ). le(، سلول ليديگ )L(لومن . شود
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هـــاي  در ايـــن گـــروه مجـــراي بيـــشتر لولـــه. داشـــت
صورت اسـيدوفيل      بسيار كوچك بود و به     نيفروس  سمي

وضعيت بلوغ اسپرماتوژنز در ). 8شكل  (شد    مشاهده مي 
صـورت    گروه تحت درمان در مقايسه با كنترل و شم به         

  ).p>01/0 (داري كاهش داشت معني
هـاي    همچنين تمـام پارامترهـاي هيـستومتريك در لولـه         

 در مقايــسه بــا دو گــروه ديگــر كــاهش نيفــروس ســمي
ــين ). 1و2جـــدول ) (p>01/0(دار داشـــت  معنـــي همچنـ

ــك دوز   ــه ي ــد ك ــدملاحظــه گردي ــاهش لوپرلاي  باعــث ك
  اسپرماتيدوسيت اوليه،اسپرماتهاي جرم  دار سلول معني

 گروه تحت درمان با لوپرلايد      در. گرد و دراز شده است    
هـاي اسـپرماتوگوني      رسيد كـه تعـداد سـلول        به نظر مي  

افزايش يافته باشد هرچند كه اين اختلاف از نظر آمـاري   
  ).  1جدول (دار تلقي نشد  معني

  
  بحث

در مطالعه حاضر از يـك دوز لوپرلايـد اسـتات در فـرم              
ن اي ـ. شد  استفاده   GnRHعنوان داروي آنالوگ      ديپوت به 

دارو در كلينيك بـه طـور عمـده بـراي درمـان سـرطان               
. شـود   پروستات، آندومتريوز و ميوم رحم اسـتفاده مـي        

  LHاين فرم دارو ابتدا در هفته اول و دوم باعث ترشح 
دليـل    هاي بعد به    شود؛ ولي به تدريج در هفته        مي FSHو  
هاي گنـادوتروپ نـسبت بـه         هاي سلول   تفاوتي گيرنده   بي

نشان داده  . شود  ر ترشح گنادوتروپين مي   آنها، سبب مها  
 نه تنها باعث كاهش     GnRHشده است كه تزريق آنالوگ      

شــود؛ بلكــه ســاختار   هيپــوفيز مــيGnRHهــاي  گيرنــده
  ). 24(دهد  مولكولي گنادوتروپينها را نيز تغيير مي

ــه   ــشان داد ك ــابي فراســاختاري ن ــه ارزي ــن مطالع   در اي
ــد ــپرم  لوپرلاي ــرات واضــح روي اس ــد اث اتوگوني و  فاق

 اوليه است و بيشترين اثرات آن بـر روي          اسپرماتوسيت
هاي گرد و فرآيند اسـپرميوژنز يعنـي فرآينـد          اسپرماتيد

مـشخص  . باشـد   هاي گرد بـه دراز مـي      اسپرماتيدتكامل  
هــاي آزادكننــده هورمــون    شــده اســت كــه آنــالوگ   

 و FSH ،LHگنادوتروپيني باعث سركوب كردن  ترشـح   
احتمالاً ). 4، 24،25(شوند  ميكاهش سطوح تستوسترون 

كاهش گنادوتروپين و آنـدروژن باعـث ايجـاد تغييـرات           
. هـاي اسـپرميوژنيك شـده اسـت         فراساختاري در سلول  

هـاي هيپوگنـاد      نشان داده شده است كه در بيضه موش       
)hpg ( باشد، درمان بـا      طور كامل فاقد آندروژن مي      كه به

د و دراز    گـر  اسپرماتيدهايآندروژن باعث القاء حضور     
اين تغيير مبـين ايـن نكتـه        . شود   مي FSHحتي در غياب    

است كه به طور فيزيولوژيكي تستوسترون جهت تكميل        
تبــديل (و اســپرميوژنز )  گــرداســپرماتيدهاي(ميــوز 

  ).26(باشد  ضروري مي) اسپرماتيد گرد به دراز
هـاي جـرم بـه جـز          در مطالعه حاضر تعداد همـه سـلول       

نكتـه  . ه آزمـايش كـاهش يافـت      اسپرماتوگونيها در گـرو   
قابل توجه در مطالعه حاضر اين بود كه عليرغم كـاهش           

-هـاي ردة بلـوغي اسـپرم، اسـپرماتو          تعداد ساير سلول  
هـاي    شايد بتوان گفت كه تكثير سـلول      . گونيها كم نشدند  

ــه     ــسته ب ــدي واب ــالغ فرآين ــوش ب ــپرماتوگوني در م اس
بـال  دن  هـاي مـشابهي بـه       يافتـه . باشـد   گنادوتروپين نمـي  

ر مقطع  اثر لوپرلايد استات بر روي تعداد سلولهاي زايا و بلوغ اسپرماتوژنز د- 1جدول 
  عرضي بيست لوله سمينيفروس موش بالغ

  )M±SD(گروه مطالعه 
  شاخص مطالعه

  آزمايش  شم  كنترل
  A      80/0±90/3  99/0± 5/3  60/0±31/4گونياسپرماتو
  ∗63/50±70/4  86/57±6/1  94/63±36/8سيت اوليه                اسپرماتو
  ∗21/103±55/6  4/129±4/32  55/140±20/35يد گرد                          اسپرمات

  ∗90/98±97/14   06/136±68/21  152/±08 77/27  اسپرماتيد دراز              
  ∗14/7±52/0  97/7±0/ 63  04/8±62/0  وضعيت اسپرماتوژنز        

  ∗33 /50±12/5  91/41±37/6  62/47±6 /18  (%)نيفروس  بلوغ لوله سمي
)05/0p<(∗  

نيفروس  هاي سمي اثر لوپرلايد استات بر روي پارامترهاي هيستومتريك لوله -2جدول 
  در بيضه موش بالغ

  )M±SD(گروه مطالعه 
  شاخص مطالعه

  آزمايش  شم  كنترل
  ∗mµ(  97/10±67/116  57/12±61/114  10/14±06/110(ضخامت اپيتليوم 

  ∗mµ(  21/9±00/169  8/12±70/159  7/5±44/151(قطر لوله 
  ∗mµ(  86/4±87/55  67/5±67/50  10/5±28/48(قطر مجراي لوله 

)                     05/0p<(∗  
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ــا   ــيون ب ــت   GnRHايمونيزاس ــده اس ــزارش ش ). 27( گ
همچنين در تأييد اين يافتـه در ميمـون بـالغ، درمـان بـا               

GnRH تــأثيري روي تعــداد اســپرماتوگوني A نداشــته 
خوبي مشخص شـده اسـت كـه          ، هرچند كه به   )28(است  

هـا و هـم بـين     در رفتارهاي اسپرماتوگوني هم بين گونه    
هـه بـا يـك عامـل مـشابه         نژادهاي مختلف حتي در مواج    

  ).29(تفاوت وجود دارد 
در مطالعه حاضر تعداد سلولها از اسپرماتوسـيت اوليـه          

مطالعات مشابهي در رت نشان داد      . به بعد كاهش داشت   
ــلول    ــدتاً روي سـ ــدروژن عمـ ــود آنـ ــه كمبـ ــاي  كـ هـ

كنـد و منجـر بـه          اثـر مـي    VIIاسپرماتوژنيك در مرحله    
 در مراحــل هااسپرماتوسيــستكــاهش خفيــف در تعــداد 

VII-XIV ــپرماتيدها و ــل اس ــيI-VII در مراح ــود   م ش
 بـر سـطح     FSHاز آنجا كه وجود رسپتورهاي      ). 25،30(

هـاي ليـديگ و        بر سطح سلول   LHهاي سرتولي و      سلول
هاي ميوئيد كه هر      رسپتورهاي آندروژن بر سطح سلول    

هاي سـوماتيك بيـضه هـستند مـشخص           سه جزء سلول  
ه به اينكه ارتباط تنگاتنـگ و  و با توج) 25،30(شده است   

هـاي زايـاي در       هاي سـوماتيك و سـلول       قوي بين سلول  
 لوپرلايـد رسـد كـه       حال تكامل وجود دارد، بـه نظـر مـي         
هاي سوماتيك باعث  توانسته باشد از طريق اثر بر سلول  

در تأييـد   . هـاي زايـاي بيـضه شـده باشـد           كاهش سلول 
ه آزمـايش   هاي كمي، بلوغ اسپرماتوژنز نيز در گرو        يافته

داري داشت كه به طور مشابهي در مطالعـه           كاهش معني 
Manabe    باعث كاهش بلوغ اسپرماتوژنز     1997 در سال 

مطالعات بعدي در ارتباط با بررسي ميزان تكثيـر         . گشت
دنبال مصرف لوپرلايد در موش مورد        هاي زايا به    سلول

عبــارت ديگــر شــايد بتــوان كــاهش  بــه. باشــد نيــاز مــي
اي لولــه ســمينيفروس و در نتيجــه   هــاي زايـ ـ ســلول

پارامترهاي هيستومتريك لوله سمينيفروس را در گـروه       
ــسم  ــايش ناشــي از دو مكاني ــف: آزم ــر ) ال ــاهش تكثي ك

هــاي زايــا  افــزايش مــرگ ســلول) هــاي زايــا و ب ســلول
  . دانست

البته مطالعه حاضر به طور اختـصاصي تكثيـر و تزايـد            
؛ ولي با مطالعه هاي زايا را مورد بررسي قرار نداد  سلول

رسد كه تزايد اين سـلولها كـاهش يافتـه            كمي به نظر مي   
تر در ايـن زمينـه        باشد كه مطالعات دقيقتر و اختصاصي     

  .باشد مورد نياز مي
هـاي زايـا      مكانيسم احتمالي ديگر افـزايش مـرگ سـلول        

هـاي    شايد لوپرلايد از طريق افزايش مـرگ سـلول        . است
ارش سلولي و بلـوغ     زايا توانسته باشد باعث كاهش شم     

هرچند كه در مطالعه حاضر، چه در       . اسپرماتوژنز شود 
مطالعــه بــا ميكروســكوپ نــوري و چــه در مطالعــه      

ــا، هيچگونـــه نـــشانه   فراســـاختاري ســـلول هـــاي زايـ
ــراكم     ــه ت ــلولي از جمل ــرگ س ــر م ــك دال ب مورفولوژي
كروماتين، متـراكم شـدن سيتوپلاسـم، حـضور اجـسام           

 هـسته در هـيچ يـك از    آپوپتوتيك يا قطعـه قطعـه شـدن    
ضمن اين كه محققـان مقالـة حاضـر         . ها ديده نشد    نمونه

 نيـز   TUNELدر مطالعه قبلي خود با اسـتفاده از روش          
دنبـال لوپرلايـد را در        نتوانستند افزايش مرگ سلولي بـه     

مطالعه حاضـر مـشابه     ). 31(هاي زايا نشان دهند       سلول
ــه  ــال Endoمطالعـ ــت 2003 در سـ ــين، ). 8( اسـ همچنـ

دنبـال    هاي نر بالغ و هامستر و به        پوفيزكتومي در رت  هي
توانـد باعـث القـاء        آن توقف، ترشح گنادوتروپينها، نمـي     

، ضــمن ايــن كــه )32،33(هــاي زايــا شــود  مــرگ ســلول
Billing نشان دادند كه تجويز 1995 و همكاران در سال 

توانـد    هاي بالغ نـر نيـز نمـي          در رت  GnRHآنتاگونيست  
؛ در حاليكـه    )34(ي زايا القـاء نمايـد       ها  مرگ را در سلول   

 هفته نر بـا آنتاگونيـست       2-4هاي نر به مدت       درمان رت 
GnRH     هاي نابـالغ نـر        و همچنين هيپوفيزكتومي در رت

به عبـارت  ). 34(شود    هاي زايا مي    باعث القاء مرگ سلول   
دهند كه وابستگي بيضه  ديگر همه اين مطالعات نشان مي

ور وابسته به سـن اسـت و در         به گنادوتروپينها يك فاكت   
هـاي زايـاي      سنين مختلف اثرات گنادوتروپين بر سـلول      

  . تواند متفاوت باشد بيضه مي
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Udagawa  ــد از طريــق اثــرات  معتقــد اســت كــه لوپرلاي
ــلول  ــاراكريني روي سـ ــديگ    پـ ــرتولي و ليـ ــاي سـ هـ

چــرا كــه . دهــد اســپرماتوژنز را تحــت تــأثير قــرار مــي 
ــرا   ســلول ــده ب ــد گيرن ــا فاق ــاي زاي ــوده و  GnRHي ه  ب

هاي سرتولي    رسپتورهاي گنادوتروپيني بر سطح سلول    
  ). 3(و ليديگ قرار دارند 

ــايج ميكروســكوپ الكترونــي مطالعــه حاضــر نــشان   نت
هاي سـرتولي در      دهد كه اتصال اكتوپلاسميك سلول      مي

هاي تحـت درمـان تغييـر كـرده اسـت و حتـي در                 موش
تخـصص  . به طور نسبي حذف شده اسـت      برخي نواحي   

اي از اتصال سلولي است       يافتگي اكتوپلاسميك نوع ويژه   
 وجـود دارد و      اسـپرماتيدها  كه بـين سـلول سـرتولي و       

هـاي زايـا دارد       نقش مهمي در تكامـل و كـاركرد سـلول         
عبارت ديگـر نقـش زيـادي در مورفـوژنز و             به). 35،36(

مــشابه ). 36(تكامــل اســپرماتيدهاي گــرد بــه دراز دارد 
يافتــه مطالعــه كنــوني، درمــان بــا فلوتامايــد كــه نــوعي  

شود نيز باعث حـذف نـسبي         آندروژن محسوب مي    آنتي
همچنـين  ). 37(شـود      مـي  اكتوپلاسميكتخصص يافتگي   

ــالوگ ــاي  آن ــاهش  GnRHه ــق ك و LH  وFSH از طري
آنـدروژنيك    توانند داراي خـواص آنتـي       تستوسترون مي 

دنبال تجـويز بيـسفنول        به از طرف ديگر  ). 37،38(باشند  
A    هـاي     بنـزوات در موشـها و رت       -3- يا بتا اسـتراديول

 بتا استراديول در نوزادان مـوش،       -17بالغ و نيز تجويز     
) 39(تغييرات فراساختاري مشابهي گزارش شـده اسـت         

الـذكر داراي خـواص       شايان ذكر است كه داروهاي فوق     
ن و  استروژني هستند؛ ضمن اين كه تعادل بين اسـتروژ        

 طبيعـي بـسيار بـا       اسـپرماتوژنز آندروژنها در برقراري    
 نقش مهمـي در     FSHعلاوه بر اين    ). 40(باشد    اهميت مي 

نگهداري اتصالات سـلولي در اپـي تليـوم ژرمينـال دارد            
ــابي). 41( ــابراين ارزي ــوني  بن ــاي هورم  و LH و FSHه

تستوسترون و همچنـين اسـتروژن و اثـرات آنهـا روي            
هاي اسپرماتيدـ سـرتولي      لات سلول اسپرميوژنز و اتصا  

از جمله مـواردي اسـت      ) تخصص يافتگي اكتوپلاسميك  (

ــه  ــال تجــويز  كــه بررســي آن در مطالعــات بعــدي ب دنب
  . شود  پيشنهاد ميGnRHهاي  آنالوگ

در اين مطالعه فراساختار فلاژل دم اسپرم تغيير يافته و          
صورت   غلاف فيبروزه در زير غشاء پلاسمايي اسپرم به       

مشابه مطالعه حاضر، درمان    . شود  ممتد مشاهده مي  غير
تري اپوكسايد حاصل از يك  ترپن با تريپتولايد، نوعي دي

تواند منجر به ايجاد ناباروري       نوع گياه دارويي چيني مي    
هاي نر شده و باعث از بين رفتن غـلاف            در رت و موش   

طبـق مطالعـات،    ). 42،43(شـود     فيبروزه دم اسـپرم مـي     
 FSHقد هرگونه اثري بر سطوح هورمـوني        تريپتولايد فا 

اي   و اســـتروژن داخـــل بيـــضهتـــستوسترونو  LH و
رسد كـه غيرممتـد       بنابراين به نظر مي   ). 42،43(باشد    مي

شــدن غــلاف فيبــروزه فــلاژل در آزمــايش حاضــر، بــا 
اي و نـه مكانيـسم هورمـوني ايجـاد            مكانيسم ناشـناخته  

  .شده باشد كه نياز به بررسي بيشتر دارد
  

  گيري جهنتي
براساس نتايج مطالعه حاضر بيشتر اثرات فراساختاري       

ــلول  ــر روي س ــد ب ــوزي    لوپرلاي ــاز مي ــس از ف ــاي پ ه
تجويز لوپرلايد . باشد  يعني اسپرميوژنز مياسپرماتوژنز

 در مـوش بـالغ تـاثيري بـر تعـداد            mg/kg6/7به ميـزان    
هـاي   اسپرماتوگونيها ندارد؛ هرچند كه تعداد ساير سلول   

تجـويز لوپرلايـد در مـوش بـالغ         . دهـد   هش مي زايا را كا  
باعــث كــاهش بلــوغ و پارامترهــاي هيــستومتريك لولــه 

  . شود نيفروس مي سمي
مطالعات اندوكرينولوژي دقيق از جمله بررسـي سـطوح         

FSHو LH ،تــستوسترون، اســتراديول و تــستوسترون 
داخل بيـضه، همچنـين انجـام آزمايـشات اسـتريولوژي           

يـرات تعـداد سـلولي و بافـت         تـر تغي    براي بررسي دقيـق   
ــرات فراســاختاري ســلول  ــضه و بررســي تغيي ــاي  بي ه

، بررسـي   )سـرتولي، ليـديگ و ميوئيـد      (سوماتيك بيضه   
دنبال درمان با لوپرلايـد       هاي زايا به    تكثير و مرگ سلول   

  استـات از جمله مـواردي است كه بـراي مطالعات بعدي 
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  .شود پيشنهاد مي
  

  تشكر و قدرداني
معاونت محترم پژوهشي و مركـز تحقيقـات      با سپاس از    

  كــاربردي داروئــي دانــشگاه علــوم پزشــكي تبريــز كــه 
  

همچنــين از . هــاي ايــن تحقيــق را تــأمين نمودنــد هزينــه
ســركار خــانم آيــدا اعظمــي كارشــناس آزمايــشگاه      
ميكروسكوپ الكتروني به خـاطر همكـاري صـميمانه در        

  .شود اجراي اين طرح تشكر و قدرداني مي
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