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کیدهچ

. موش نر بالغ استیمیدیدیو اسپرم اپضهیبافت ببربوسولفان یدوز درمانگاهیجانبآثاریبررسقیتحقنیاازهدف:هدف

با بوسولفان که ماریکنترل و گروه ت. شدندمیتقسییبه دو گروه شانزده تا) گرم35تا NMRI)25نر بالغ نژاد يهاموش:هامواد و روش
. کردنـد افـت یمـدت چهـار روز در  بوسـولفان بـه  لـوگرم یگرم بر کیلیم2/3و )DMSO)Dimethyl Sulfoxideتریکرولیم100بیترتبه
تی ـ، قابل)يتعداد و مورفولـوژ (اسپرم یفیکيپارامترها،فرینیدر لوله سمیبافتراتییتغ. شدندکشتهدرمانآغازازبعدروز35واناتیح
، سـنجش  CASA(Computer–aided Sperm Analyzer)ي،نـور کروسکوپیملهیوسهببیترتاسپرم بهیو شکست کروموزوماتیح

MTT)3-[4, 5-Dimethylthiazol-2-yl]-2, 5 Diphenyltetrazolium Bromide ( شدندیبررسو سنجش تانل.

فرینیسملولهوارهیدبیتخرشیو افزا) یعیطبيمورفولوژوتعداد (اسپرميپارامترهاکاهشبهمنجريداریمعنطوربهبوسولفان:جینتا
گـر، یدياز سـو . بـود افتـه یکـاهش  داريطور معنیبهباکنترلسهیگروه درمان در مقااسپرم و دم در یانیسر، قطعه مهاي يناهنجار. شد

دهنـده  تانل مثبت در گروه درمان نشانيهاتعداد اسپرمشیافزا. دار بودمعنیبا کنترلسهیدر گروه درمان در مقاMTTتر نییسطوح پا
.بودبوسولفانبادرماندنبالهبیکروموزومکستششیافزا

بـر رونـد اسـپرماتوژنز    کیتوتوکس ـیو سکی ـپرآپوپتوتژنوتوکسـیک، آثـار بوسولفانی درمانگاهينشان داد که دوزهاجینتا:يریگجهینت
.دهدیمشیافزاضهیببافتدررایستیتوتوکسیعلاوه بر آن، بوسولفان س. گذاردمی

ضهیب،یاسپرماتیح،یمیدیدیاپاسپرمبوسولفان،س،یپتوزآپو:يدیواژگان کل
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مقدمه

قبلکهاستیدرمانیمیشيداروهانیترجیراازیکیبوسولفان 
قـرار اسـتفاده مـورد نیالغب ـوکودکاندراستخوانمغزوندیپاز
لوسـمی  درمـان دارو درنی ـعـلاوه بـر آن، ا  ). 2و 1(ردی ـگیم ـ

داردکـاربرد عیوسطوربهزیخمدان نتسرطانمزمن ومیلوژنیک
سالم فـرد  يهااست که بوسولفان به سلولیدر حالنیا). 4و 3(

یمیش ـيداروهـا بیآس ـ. زنـد یم ـبیآس ـیدرمـان یمیتحت ش
يری ـپيها منجر به القـا سلولDNAمانند بوسولفان به یدرمان

 ـا. گـردد یم ـ) 6(سیآپوپتـوز یطیو در شرا) 5( ییتوانـا دارونی
).4و 3(دارد بیضهزایايهايسلولدرراسیآپوپتوزيالقا

يهـا مصـرف بوسـولفان در سـلول   جـه یدر نتیشـدن سـلول  ریپ
يکننـده میتنظ ـیخارج سلولگنالیسیطWI39بروبلاستیف
p38 MAPK)p38 Mitogen-activatedو آبشار(Erk)نازیک

protein kinase (ریعـلاوه بـر آن، دو مس ـ  . دهـد یرخ مErk و
p38 MAPKباشـند یم ـسیآپوپتـوز يالقايرهایاز جمله مس .

با حـذف  WI139يهاوابسته به بوسولفان در سلوليریپيالقا
ROSدی ـدر تولوستهیپشیو افزایداخل سلولونیگلوتاتعیسر

)Reactive Oxygen Species (از یهمــراه اســت، کــه  ناشــ
). 7(باشند یمp38MAPKو Erkریمستیفعال

يبر گنادهـا يمتعددیواجد اثرات جانبدارونیاگر،یديسواز 
اسـپرم دی ـ، اسـپرماتوژنز و تول )8و 1(هر دو جـنس نـر و مـاده    

آلکیلهخاصیتدلیلهدر واقع بوسولفان ب.است) 10و 9(یعیطب
دارايکـه استییهاسلولDNAبر سوءثیراتکنندگی، داراي

بیشـترین ازیکیدلیلهمینبه.هستندبیشتريتقسیمقدرت
وجـود با.گذاردمیضهیبياسپرماتوگونی هارا برويخوداثرات

بـین ازبوسـولفان دنبـال مصـرف  هـا بـه  اسپرماتوگونیتمامآن،
).11(روند نمی

ماریدنبال تهدر موش بیآزواسپرميالقادیمؤزینریمطالعات اخ
40و 20، 10يبـا تـک دوزهـا   مـار یت). 12(با بوسولفان اسـت  

يهـا را در سـلول یسبوسـولفان، آپوپتـوز  لـوگرم یگرم بر کیلیم
یهاوليهایتها و اسپرماتوسیخصوص در اسپرماتوگونهنر بیايزا

گـرم بـر   یل ـیم20منفرد قیتزرگریدياز سو). 11(کند یالقا م
ــوگرمیک ــذف وسـ ـ  ل ــه ح ــر ب ــولفان منج ــلولعیبوس ــاس يه
يهادرصد اسپرمشیافزاموش نر و ضهیدر بافت بکیسپرماتوژنا

يکـاربرد جینتا). 13(گردد یمیعیطبریغيواجد مورفولوژ
دی ـتولسـتم یبـر س یدرمانیمیشیاز مطالعات آثار جانبیفراوان

در اامـا عمـدت  . در جـنس نـر بدسـت آمـده اسـت     ژهیوهب،یمثل
بوسـولفان اسـتفاده شـده    یبالا و سـم ياز دوزهاریمطالعات اخ

باونییپاياست که دوزهایطیدر شرانیا. )13و 11، 6(است 
یط ـیدرمـان یمیش ـيداروهـا ریسـا وبوسـولفان کمترتیسم

قیدقییاما کمبود مطالعه ا. رندیگیدرمان سرطان مد نظر قرار م
بوسـولفان در  یو درمانگـاه نییپـا يدوزهایآثار جانبنییدر تع

دی ـتولسـتم یدر سژهی ـوهو بیدرمانیمیبافت سالم فرد تحت ش
یمطالعه آثار سمق،یتحقنیهدف از ان،یبنابرا. مثل آشکار است

بوسـولفان بـر بافـت    ) لوگرمیکبرگرمیلیم2/3(یدوز درمانگاه
.بوده استNMRIموش بالغ نژاد یمیدیدیو اسپرم اپضهیب

هااد و روشمو

هاي نـر بـالغ   براي انجام این تحقیق، موش:حیواناتينگهدار
از خانـه  ) يهفتـه ا 8(گرم 30±5با میانگین وزنی NMRIژاد ن

شـاپور اهـواز خریـداري    يجنـد یدانشگاه علوم پزشـک واناتیح
ــدند ــاتیح. ش ــراوان ــتاندارد طیدر ش ــاي (اس ــه 21±2دم درج
با دسترسی ) ساعت روشنایی12ساعت تاریکی و 12گراد، سانتی

 ـیمراقبـت از ح يبه آب و غذاي کـافی و براسـاس راهنمـا    اتوان
National Institutes of Health publication)یشـگاه یآزما

No. . داري شدندنگه(86-23

بـه دو گـروه   NMRIسر موش نر بالغ نژاد 32:واناتیحماریت
,Sigma)ها، بوسولفان موشماریجهت ت. شدندمیتقسییتا16

St. Louis, MO) درDMSO)Dimethyl Sulfoxide (2
اتـاق حـل   يدر دمـا 1:1بـا نسـبت   لیتردرصد و آب مقطر اس ـ

100يجلـد ری ـصـورت ز روز بـه 4مـدت  گروه کنترل به. دیگرد
در روز و گـروه  DMSO(Sigma, St. Louis, MO)تریکرولیم
لـوگرم یگـرم بـر ک  یل ـیم2/3روز 4مـدت  با بوسولفان بـه ماریت

.کردندافتیدریصورت درون صفاقبوسولفان به

حیوانـات بـا اسـتفاده از    :ج نمونـه تشریح حیوانات و استخرا
ــفاق  ــل ص ــق داخ ــادهیتزری ــیيم ــدهب ــوش کنن ــاميه نیکت

ــدروکلرایه ــیم80(دی ــرمیل ــرگ ــوگرمیکب ــز) ل 10(نیلازیو گ
سپس در شـرایط اسـتریل   . هوش شدندیب) لوگرمیکبرگرمیلیم

چـپ  میدی ـدیو اپ ـضهیتشریح و پس از باز نمودن ناحیه شکم، ب
تـر یلیل ـیم1ياپنـدورف حـاو  يبه لولهمیدیدیاپ. دیخارج گرد

,PBS(Phosphate Buffer Salineسالین فسـفاته   pH=7.4)

نمونـه  يحـاو يهـا لوله. شدمیمنتقل و به قطعات کوچکتر تقس
درجـه  37يدار بـا دمـا  CO2در انکوباتور قهیدق30مدت يبرا
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. خارج شدندیقرار گرفت و سپس قطعات کوچک بافتگرادیسانت
ــهنم ــاون ــپرم يه ــفاته   2اس ــالین فس ــول س ــار در محل PBSب

(pH=7.4)  منظـور مطالعـه   بـه یشستشو داده و رسـوب اسـپرم
بی ـترتهاسپرم بيو سنجش پارامترهااتیحتی، قابلسیآپوپتوز

ــل ــنجش تانـ Terminal deoxynucleotidyl)توســـط سـ

transferase (TdT)–mediated dUTP-biotin nick end
labeling assay: TUNEL assay) سـنجش ،MTT)3-4, 5-

Dimethylthiazol-2-yl]-2, 5 Diphenyltetrazolium
Bromide ( وCASA(Computer–Aided Sperm

Analysis)در زیــنشــدهاســتخراجيهــاضــهیب. شــدندیبررس ـ
.شدندتیتثبیکیمحلول بوئن جهت مطالعات مورفولوژ

ها ضهیب: ضهیبفرینیسميهالولهوارهیديمطالعه مورفولوژ
. شـدند يریقالب گنیدر بوئن، در پارافتیساعت تثب48بعد از 

(H&E)نیائـوز -نیلیهماتوکس ـباوهیتهکرومتریم5يهابرش

ينـور کروسـکوپ یهـا توسـط م  سپس نمونه. دیگرديزیرنگ آم
,Olympus/3H light microscope)مورد مطالعه قرار گرفتند

Japan).

از هـر  یبـافت برش5دردانیم15یبررسبافرینیسميهالوله
شـدت  . بوسولفان مطالعه شـد یبیمنظور مطالعه اثر تخربهضهیب

وارهی ـحـذف د : توسـط دو فـاکتور  نیفـر میس ـيهـا لولهبیتخر
نیـی تعفـر ینیسميهاو حضور اسپرم در لولهفرینیسميهالوله
مشـخص  ضـه یدر بافت بفرینینوع لوله سم4، اساسنیبرا. شد

واجـد  یع ـیطبفرینیسميهالولهوارهید) نوع اول: شد که شامل
و وجود اسپرم، فرینیسميهالولهوارهیحذف د) اسپرم، نوع دوم

و عدم حضور اسـپرم،  فرینیسميهالولهوارهیحذف د) نوع سوم
.یخالفرینیسميهالوله) نوع چهارم

imageتوسـط نـرم افـزار   فـر ینیسميهاعلاوه بر آن، قطر لوله

analyzer Leica (DMLB) and Leica Qwinشـد یبررس ـ .
موردگروه2نیبفرینیسميهالولهبیسپس، قطر و شدت تخر

.گرفتقرارسهیمقا

مختلف شـامل تعـداد   يپارامترها:اسپرميسنجش پارامترها
بـا یع ـیطبری ـغاسـپرم ویع ـیطبياسپرم، اسپرم بـا مورفولـوژ  

فـاز کنتراسـت   کروسکوپیميبروکهCASAبرنامهازاستفاده
(Olympus Optical Co., Tokyo, Japan)    نصـب شـده بـود

کنتـرل و  يهاگروهنیمختلف بيسپس پارامترها. مطالعه شدند
.  دششده مقایسه بوسولفانباماریت

پودر زرد رنـگ  :MTTاسپرم، سنجش اتیحتیقابلیبررس
MTT(Sigma, USA) در تریلیلیمگرم در یلیم5/0با نسبت
ــ HAM’Sطیمحــ F1025وmM HEPES(4-(2-

hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid) حل و
pH ســپس . رســید4/7آن بــهBSA بــه درصــد10بــا غلظــت

درجــه ســانتی گــراد و در 4اضــافه و در دمــاي MTTمحلــول 
. شديدارتاریکی حداکثر براي مدت زمان یک هفته نگه

ونی ـلیم2تـا 5/1یینهـا غلظـت جـاد یمنظـور ا هرسوب اسپرم ب
ــپرم ــریکرولیم50دراس PBS(pHدر ت ــل (7.4 ــح 50. دش

کـه  (MTTتریکرولیم450به یاسپرمونیسوسپانستریکرولیم
گراد قرار گرفته یدرجه سانت37يدر دماقهیدق30مدت بهقبلا
سـاعت در انکوبـاتور   2مـدت  ها بهسپس نمونه. مخلوط شد) بود

CO2 پـس از  . قـرار گرفـت  گـراد یدرجـه سـانت  37يدار با دمـا
تـر یکرولیم200هـا از انکوبـاتور خـارج و    ساعت نمونه2گذشت 

DMSOمحلول نیگزیجاMTTجـذب در  زانی ـسـپس م . دش
نـانومتر  670نانومتر و طول موج رفـرنس  570طول موج تست 

لطونیبراساس اختلاف جذب بیینهايجذب نور. دیقرائت گرد
دردرصـد صـورت بهجینتا. شدمحاسبهتستورفرنسيهاموج
.شدانیبکنترلباسهیمقا

قطعـه قطعـه   :، سـنجش تانـل  یکروموزومشکستیابیارز
کی ـتکننیا. شدیتانل بررسکیاسپرم توسط تکنDNAشدن 

قطعـه  يرا براساس نحوهکیآپوپتوتيهاسلولییشناساییتوانا
داردیو بـافت یسـلول ونیسپانسها در سوآنDNAقطعه شدن 

). 15و 14(

In Situ Cellسـنجش تانـل   تی ـتانل بـا اسـتفاده از ک  کیتکن
Death Detection Kit Fluorescein(Roche

Diagnostics, Germany) و براســاس دســتورالعمل آن انجــام
PBS(pHرسوب اسپرم در . شد غلظـت  جـاد یمنظـور ا بـه (7.4
سـپس  . شـد حل تریکرولیم200درلسلوونیلیم3تا 2یینها

5مـدت  بـه گرم300اسپرم در ونیاز سوسپانستریکرولیم200
پـارافرم  تـر یکرولیم100رسوب حاصل در . شدوژیسانترفقهیدق

اتـاق معلـق   يساعت در دمـا 1يبراPBS)در (درصد4دیآلدئ
ها به هم اسپرمدنیو مدام نمونه تکان داده شد تا از چسبدیگرد

100بـار در  2، نمونـه ابتـدا   تی ـتثبانیبعد از پا. شوديریجلوگ
ــریکرولیم ــزا   PBSت ــت اف ــپس جه ــدند و س ــو ش شیشستش

محلولدرخیيبروقهیدق2مدت بهیسلولي در غشايرینفوذپذ
. قـرار گرفتنـد  میدرصـد سـد  1/0در -100xتونیتردرصد1/0
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مـورد  میدرصـد سـد  1/0در -100xتـون یدرصد تر1/0محلول 
و وژیمرحله سـانترف 1لهیوسهبيرینفوذپذشیافزايتفاده برااس
مخلـوط  50سپس نمونـه در  . دشحذف PBSبار شستشو در 3

تـر یکرولیم5محلـول نشـاندار نمـودن و    تریکرولیم45( واکنش 
TdT ( ــق ــمعل ــهدش ــدت و ب ــا1م ــاعت در دم ــه 37يس درج
ستشـو  شPBSبـار در  2در انتهـا نمونـه   . گراد قرار گرفتیسانت

.داده شد

تـا  8اسـپرم در  200لام منتقـل و  ياز نمونه بروتریکرولیم50
ــم10 ــددانی ــادفدی ــدر زیتص ــکیمری ــنس کروس وپ فلورس

(Olympus, BX51, Japan) ــمارش ــدش ــداد . ش ــپس تع س
بـا بوسـولفان   مـار یکنترل و تيهاتانل مثبت در گروهيهااسپرم

.ندشدسهیمقا

آنالیز آماري

16.0SPSS(SPSSها با استفاده از نرم افزار دادهيآمارزیآنال

Inc., Chicago, IL, USA)  یت ـ-انجام شـد آزمـون)T-test (

ومـار یتگروهنیبمختلفریمقادمقایسهبرايمستقليهانمونه
بـا درجـه   mean ± SDصـورت  بـه جینتـا . شـد اسـتفاده کنترل

.دشانیب>05/0pيداریمعن

نتایج

سمی نیفريهالولهکیمطالعه مورفولوژ
ائـوزین جهـت بررسـی اثـر مخـرب      -آمیـزي هماتوکسـیلین  رنگ

هـاي کنتـرل و   هاي سمی نیفـر در گـروه  بوسولفان بر دیواره لوله
سـطح بـالایی از   ). 1شـکل  (تیمار شده مورد استفاده قرار گرفت

بـا  مـار یروز بعد از آغـاز ت 35فرینیهاي سمتخریب دیواره لوله
) روز4مدت طور روزانه بهبه(بوسولفان لوگرمیکگرم بر یلیم2/3

در فرینیسميهالولهگر،یديسواز. شدمشاهده درماندر گروه 
. بودندیعیکنترل طبواناتیح

و نرمال در ي طبیعی واجد دیوارهي سمی نیفرهالوله)  A. هاي تیمار شده و کنترلدر موشي سمی نیفرهالولهتصاویر میکروسکوپ نوري :1شکل 
هاي دیواره حذف سلول: فلش. (افزایش فضاي لومن در گروه تیمار با بوسولفانوسمی نیفردر دیواره لولههاي زایاسلولحذف وسیع ) B. گروه کنترل

).فضاي لومن: ي سمی نیفر، ستارههالوله

را نشـان  فـر ینیسـم يهالولهوارهیدبیکه تخريهادرصد لوله
از یخاليهاو درصد لوله) 3نوع يلوله(رم بودند داده و فاقد اسپ

حـدود بیترتبهبوسولفانباماریدر گروه ت) 4نوع يلوله(سلول 
بی ـدرصـد تخر ). 2شـکل  (درصد بـود  16±1و 52/2±67/62

در ایفاقد سلول زافرینیسميهاو لولهفرینیسميهالولهوارهید

سـه یدار را در مقایمعنشده با بوسولفان اختلافماریتيهاموش
.>p)05/0(با گروه کنترل نشان داد 

بی ـترتبـه درمـان کنترل و يهادر گروهفرینیسميهالولهقطر 
شـکل  (بـود کرومتـر یم87/743±32و 93/831±8/35جدود 

کـاهش  درمـان در گـروه  فـر ینیسـم يهالولهقطر ن،یبنابرا). 3
).>05/0p(دبا کنترل نشان داسهیرا در مقادارمعنی
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دیواره درصد حذف) A. هاي تیمار شده و کنترلهاي سمی نیفر فاقد سلول زایا در موشهاي سمی نیفر و لولهدرصد تخریب دیواره لوله:2شکل 
خالی در گروه تیمار با فرهاي سمی نیتعداد لوله) B. دار بودي تغییرات معنیهاي سمی نیفر در گروه تیمار شده در مقایسه با کنترل نشان دهندهلوله

tآزمون(دشبیان >05/0pداريبا درجه معنیmean ± SDصورت نتایج به. داري با گروه کنترل را نشان دادبوسولفان بسیار زیاد و اختلاف معنی

).مستقل

را در داريمعنیکاهشر گروه تیمار با بوسولفان هاي سمی نیفر دقطر لوله. هاي تیمار شده و کنترلهاي سمی نیفر در موشبررسی قطر لوله:3شکل 
).مستقلtآزمون(دشبیان >05/0pداري با درجه معنیmean ± SDصورت نتایج به. مقایسه با کنترل نشان داد
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اسپرميپارامترهایبررس
در تعداد اسپرم و درصد اسـپرم بـا   تغییراتينشان دهندهجینتا

کنتـرل بـود  در مقایسـه بـا  رگـروه تیمـا  درمورفولوژي طبیعـی  
ــداد اســپرم.)1جــدول ( درصــد اســپرم واجــد و)4شــکل (تع

داري را در گــروه کــاهش معنــی)5شــکل (مورفولــوژي طبیعــی
).>05/0p(در مقایسه با کنترل نشان داددرمان

در مقایسـه بـا   درمـان گـروه  دردرصد بالاي اسپرم غیرطبیعـی 
علاوه بر ). 1و جدول A5شکل ().>05/0p(مشاهده شدکنترل 

داري را گروه تیمار شده با بوسولفان افزایش معنیهاياسپرمآن،
کنتـرل  هاي سر، بخش میانی و دم  در مقایسـه بـا   ناهنجاريدر 

).1و جدول B5شکل(نشان دادند 

اسپرم در گروه تیمار با بوسولفان درمقایسه با کنترل کاهش تعداد . هاي تیمارشده و کنترلدر گروه) میلی لیتر/ 106×(بررسی تعداد اسپرم :4شکل 
).مستقلtآزمون(دشبیان >05/0pبا درجه معنی داريmean ± SDصورت نتایج به. بوددارمعنی

صورت نتایج به. هاي تیمار شده و کنترلغیرطبیعی در موشبا مورفولوزي، مورفولوژي طبیعی و اسپرم)میلی لیتر/106×(نتایح تعداد اسپرم :1جدول
mean ± SD05/0داري با درجه معنیp< آزمون(دشبیانtمستقل.(

Groups
Sperm
Count

(×106/ml)

Normal
Morphology

(%)

Head
abnormality

(%)

Neck
abnormality

(%)

Tail
abnormality

(%)

Control 9.78 ± 1.02 a 75.3 ± 4.7 a 8.3 ± 1.3 a 13.5 ± 2.9 a 2.7 ± 0.9 a

Busulfan
treated group

3.92 ± 0.66 b 38.5 ± 3.5 b 30.8 ± 5.1b 23.1 ± 6.4 b 7.6 ± 2.2 b

TUNELروش بهیشکست کروموزومیابیارز

توسط سـنجش  یمیدیدیاپيهااسپرمDNAقطعه قطعه شدن 
يهادار در درصد اسپرمیاختلاف معن. )6شکل (دشتانل مطالعه 
بـا شـده مـار یتيهاگروهنیب) TUNEL positive(تانل مثبت 

تانل يهادرصد اسپرم. )7شکل (مشاهده شدکنترلوبوسولفان
ترتیــب بــهبوســولفانبــامــاریکنتــرل و تيهــامثبــت در گــروه

يهـا درصد اسپرمن،یبنابرا. بود07/40±65/9و 18/2±23/4

داري را در یافـزایش معن ـ درمـان گروه يهاتانل مثبت در موش
).>05/0p(مقایسه با کنترل نشان داد 

اسپرماتیسنجش ح
درمـان هايگروهنیباسپرم اتیحتیدر قابليداریمعنفاختلا

اسپرماتیدرصد ح). 8شکل (شدمشاهدهکنترلوبوسولفانبا
و 100بی ـترتشده با بوسـولفان بـه  ماریکنترل و تيهاوهگردر
.بودددرص62/7±26/45
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دار در تعداد اسپرم با مورفولوژي طبیعی در گروه تیمار با کاهش معنی) A. هاي تیمار شده و کنترلدیدیمی در موشمورفولوژي اسپرم اپی:5شکل 
صورت نتایج به. شان دادگروه تیمار با بوسولفان تعداد بیشتري اسپرم غیرطبیعی را در مقایسه با کنترل ن) B. بوسولفان در مقایسه با کنترل دیده شد

mean ± SD 05/0با درجه معنی داريp< آزمون(دشبیانtمستقل.(

گروه تیمار شده ) B. ي تعداد محدودي اسپرم تانل مثبت بودگروه کنترل نشان دهنده) Aاسپرم توسط تکنیک تانل، DNAارزیابی شکستگی :6شکل 
هاي موجود در نمونه تانل مثبت بودند نمونه کنترل مثبت که تمامی اسپرم) C. پرم تانل مثبت را نشان دادبا دوز درمانگاهی بوسولفان تعداد بالاي اس

).x400بزرگنمایی .هاي تانل مثبت استي اسپرمها نشان دهندهفلش(
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ثبت در گروه دریافت کننده بوسولفان در هاي تانل مدرصد اسپرم. هاي تیمار شده و کنترلهاي تانل مثبت در گروهاختلاف در درصد اسپرم:7شکل 
).مستقلtآزمون(دشبیان >05/0pداري با درجه معنیmean ± SDصورت نتایج به.داري را نشان دادکاهش معنیمقایسه با کنترل

ا در گروه تیمار با بوسولفان در داري رحیات اسپرم کاهش معنی. هاي تیمار شده و کنترلدر موشMTTبررسی حیات اسپرم توسط سنجش :8شکل 
).مستقلtآزمون(دشبیان >05/0pبا درجه معنی داري mean ± SDصورت نتایج به. مقایسه با کنترل نشان داد

بحث

نیدر کودکـان و بـالغ  کـه اسـت یدرمانیمیشيبوسولفان دارو
مغز وندیقبل از پنیو کلوفارابدیکلوفسفامیبا سبیصورت ترکبه

در بوسـولفان ). 16(دارد یجین درسرطان خون کاربرد رااستخوا
یاثـرات جـانب  گـرم بـر کیلـوگرم    میلـی 10تک دوزهاي بیش از 

، اسپرماتوژنز )2و 1(هر دو جنس نر و ماده يبر گنادهايمتعدد
يهـا یبراساس بررس ـ.گذاردیم) 10و 9(یعیاسپرم طبدیو تول

17(موش بـوده  يرورانجام شده بوسولفان واجد اثرات مضر بر با
).10(د شویمیبه آزواسپرمو منجر) 18و 

دررم شامل مورفولوژي و تعداد ـاسپي کیفیرهاـپارامتشسنج
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لوگرمیگرم بر کیلیم2/3درمانگاهیشده با دوزماریتيهاموش
بیاز آسییدرصد بالاينشان دهندهمدت چهار روزبوسولفان به

. بـود کنتـرل  بـا سـه یمقادروهگـر نی ـدر ایاسپرميو ناهنجار
ویع ـیطبيواجد مورفولـوژ يهادر تعداد اسپرمدار کاهش معنی

هاي سر، قطعه میانی و دم در گروه تیمار شـده  افزایش ناهنجاري
با بوسولفان در مقایسه با کنترل بیانگر سمیت بالاي این دارو بـر  
روند اسـپرماتوژنز طبیعـی حتـی در دوزهـاي کـم و درمانگـاهی       

.باشدمی

هـاي بـالاي   تحقیقات اخیر نشان داد که تیمار موش بـا تـک دوز  
دریحفرات ـجـاد یمنجر بـه ا گرم بر کیلوگرم میلی40و 30، 20

هاي دیدیم و کاهش ارتفاع سلولاپیفرینیسميهالولهضخامت
، نیفـر ي سمیهالولهونیدژنراس،)10(هاي منی ساز دیواره کسیه

هـا و  پرماوتوزوآ، کـاهش تعـداد اسـپرم   فاقد اس ـیعیطبيهالوله
).1(شودمیضهیکاهش ضخامت کپسول در ب

از سوي دیگر نتایج ارزیابی مورفولوژیک بافـت بیضـه در تحقیـق    
با دوز ماریروز ت4نشان داد که ید تحقیقات اخیر بود و وحاضر م

گـروه  (بوسـولفان  لـوگرم یگـرم بـر ک  یلیم2/3روزانه درمانگاهی
در ضـه یبافـت ب بی ـتخرشیمنجـر بـه افـزا   ) ولفانبوس ـباماریت

و فرینیسميهالولهکاهش قطر. دشNMRIبالغ نژاد يهاموش
در گـروه  نیفـر ي دیـواره لولـه سـمی   هاي زایاحذف وسیع سلول

.بـود دارمعنـی هاي کنترل در مقایسه با موشبا بوسولفاندرمان
تواند وزانه میصورت ردوز پایین از بوسولفان به4بنابراین مصرف 

تخریب بافتی وسـیع  )19و 10، 1(مانند دوزهاي بالاي این دارو 
فـر ینیسميهالولهوارهیدشدیدحذف.ًًًًًًًًًرا در بافت بیضه القا کند

نـوع  (ی از سـلول  خـال فـر ینیسـم يهـا لولـه و) نوع دوم و سوم(
بیانگر سمیت  بالاي سلولی و بافتی شیمی درمانی با دوز ) چهارم

. ایین استپ

هـاي سـلول درراسیتوانند آپوپتوزمیدرمانیشیمیداروهاي
40و 20، 10تک دوز یقتزر). 4و 3(کنند القابیضهبافتزایاي

يهـا در سـلول یسبوسولفان سبب آپوپتوزلوگرمیگرم بر کیلیم
یـه اوليهـا یتو اسپرماتوسیاخصوص در اسپرماتوگونهنر بیايزا

در راسیآپوپتـوز فراساختارياشکالتواندو می)11(شده است 
هستهیدگیچروکمانندتغییراتی.کندالقانریمثلدیتولستمیس

هايسلولشدنجداها،اسپرماتوگونیخصوصهبزایاهايسلول
چروکیـدگی مجـاور، هـاي سلولبینبزرگحضور فضاهايزایا،

دروتیـک آپوپتاجساموزایاهايدر سلولواکوئلحضورسلولی،

یتک دوز سـم قیروز بعد از تزرنیچندا غالبهاي سرتولیسلول
).6(شود یممشاهدهبوسولفان

،در مطالعـه حاضـر  ارزیابی شکستگی کرومـوزومی اسـپرم  یجنتا
را در اسـپرم  و آپوپتوزیسDNAبیاز آسدارو معنیسطوح بالا

در مقایسـه بـا   بوسـولفان بـا شـده مـار یتيهاموشیمیدیدیاپ
مـرگ  هـاي تانـل مثبـت و   اسـپرم درصد بالاي.نشان دادکنترل

هـاي گـروه   هـاي اپیدیـدیمی مـوش   در اسپرمسلولی آپوپتوزیس
نقـش  انگری ـبو) 6(بـوده  ری ـاخمطالعاتجینتابريدییاتدرمان

ــیک و  ــپرآپوپتوتژنوتوکس ــایین کی ــاي پ ــولفاندوزه ــربوس ب
. استیدرمانیمیتحت شمارانیبسالميهاسلول

دار در قابلیــت حیــات اســپرم در گــروه تیمــار بــا کــاهش معنــی
توانـد ناشـی از اسـپرماتوژنز    بوسولفان در مقایسه با کنتـرل مـی  

ي سمیت سـلولی  دهندهنشانMTTنتایج سنجش . ناموفق باشد
بالاي شیمی درمانی با دوزهاي درمانگاهی طـی اسـپرماتوژنز در   

.موش است

وهـاي آلکیلـه کننـده مـورد     داردوزهـاي پـایین   جتـی بنابراین،
هاي استفاده در درمان سرطان واجد نتایج ناخواسته ایی در بافت

خصوص در سلول هاي جنسی بوده و منجر بـه  هسالم بیماران و ب
و منـی پارامترهـاي  در مورفولوژي طبیعی بافت بیضـه، تغییرات
عـوارض مخـرب   . شـوند هـاي جنسـی مـی   سـلول DNAآسیب 
درمـان سـرطان   یعنوان اثر جانبن بهمختلف ضد سرطايداروها

.قابل توجه هستندیو جنسکیسوماتيهادر سلول

نتیجه گیري

دوز پـایین و درمانگـاهی   آثار سوء و سمیت بالاي انگریما بجینتا
بوســولفان در سیســتم تولیــد مثلــی نــر درمــانیشــیمیيدارو
این مطالعه نشان داد که سمیت بالاي سـلولی و بـافتی   . باشدمی
در مـوش  درمانگاهی تی طی شیمی درمانی با دوزهاي پایین و ح

سیتوتوکسـیک،  یـد آثـار وسـیع    وایـن امـر م  . شـود مشاهده مـی 
فـرد  هـاي سـالم   و پرآپوپتوتیک بوسولفان در سلولژنوتوکسیک

هـاي محـافظتی  بوده و لزوم کـاربرد درمـان  تحت شیمی درمانی 
. ددهمکمل را طی شیمی درمانی در فرد بیمار نشان می

تشکر و قدردانی

يآقاوزادهبهرامهیسمخانمزحماتازکهمیدانیبر خود لازم م
تشـکر وسپاسکمالقیتحقنیاموفقانجامدریصارممحسن

.میباشداشتهرا
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Abstract

Aim: The aim of this study was to assess side effects ofclinical dose of busulfan on testis and
epididymal sperm of adult male mouse.

Material and Methods: Male adult NMRI mice (25-35 g) were divided into two groups of sixteen
each. Control and busulfan treated group were administered 100 μL DMSO (Dimethyl Sulfoxide) and
3.2 mg/kg busulfan for 4 days, respectively. The animals were sacrificed 35 days after starting
treatment. The histological change on germinal epithelium, sperm quality parameters (count and
normal morphology), viability and DNA fragmentation on sperm were analyzed by light microscopy,
CASA (Computer–aided Sperm Analyzer), MTT (3-[4, 5-Dimethylthiazol-2-yl]-2, 5
Diphenyltetrazolium Bromide) and TUNEL assays, respectively.

Results:Busulfan administration significantly decreased parameters of sperm (count and normal
morphology) and increased germinal epithelium destruction. The head, mid piece and tail
abnormalities of treated group were increased significantly versus control. The lower levels of MTT in
treated group were significant compared with control group. Higher levels of TUNEL positive cells
that were found in treated groups demonstrated the increasing of DNA fragmentation in sperms
following busulfan treatment.

Conclusion: The results showed that clinical dose of busufan induces genotoxic, pre-apoptotic and
cytotoxic effects on spermatogenesis. Also, busulfan can increase cytotoxicity on testis tissue of adult
male mouse.

Key Words: Apoptosis, Busulfan, Epididymal sperm, sperm viability, Testis
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