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Germ cells Markers Expression in Mouse Premature Ovarian 
Failure Model

[1] Primary ovarian insufficiency: A more accurate term for premature ... [2] Spontaneous 
premature ovarian failure: Management ... [3] FSH-FSHR3-Stem cells in ovary surface 
epithelium: Basis for adult ovarian biology, failure ... [4] Premature ovarian ... [5] Premature 
ovarian failure: A growing ... [6] Human endometrial mesenchymal stem cells restore ... [7] 
Reduced ovarian function in long-term survivors of ... [8] Premature ovarian failure and its 
consequences: Vasomotor symptoms, ... [9] Germline stem cells and follicular renewal in 
the postnatal mammalian ... [10] Morphometric study of the human neonatal ... [11] Acute 
ovarian failure in the childhood cancer survivor ... [12] Female fertility loss and preservation: 
Threats and ... [13] Cortical fibrosis and blood-vessels damage in human ovaries ... [14] 
Toxicity of chemotherapy and radiation on female ... [15] Cyclophosphamide, epirubicin, 
and fluorouracil versus dose ... [16] Gonadal function and fertility in survivors after Hodgkin 
lymphoma ... [17] Methanolic extract of Curcuma caesia ... [18] Ferulic acid against 
cyclophosphamide-induced heart toxicity in mice by ... [19] Sphingosine-1-phosphate 
prevents chemotherapy-induced ... [20] Preservation of fertility and ovarian function and ... 
[21] Assessing reproductive status/stages ... [22] Hyaluronic acid-based hydrogel scaffold 
without angiogenic growth ... [23] Premature menopause in a multi‐ethnic population study 
of ... [24] Human umbilical cord mesenchymal stem cells therapy in cyclophosphamide ... 
[25] Role of SDF-1/CXCR4 and cytokines in the development of ovary injury in ... [26] 
Primary ovarian ... [27] Premature ovarian failure ... [28] The ovarian response to standard 
gonadotrophin stimulation depends on FSHR ... [29] Female reproductive ageing: Current 
knowledge and future ... [30] Gonadotropins enhance caspase-3 and-7 activity and apoptosis 
... [31] A data integration approach to mapping OCT4 gene regulatory networks ... [32] Stem 
cell pluripotency and transcription ... [33] Octamer 4 (Oct4) mediates chemotherapeutic 
drug resistance in liver ... [34] Chemotherapeutics-induced Oct4 expression contributes to 
drug ... [35] Aged mouse ovaries possess rare premeiotic germ cells that can ...

Aims Premature ovarian failure is a syndrome causing amenorrhea, infertility, and increases 
gonadotropin levels before age 40. The use of chemotherapy drugs can be one of the reasons 
that lead to this disorder. The purpose of this study was to evaluate the presence of germ cells 
markers in mice model of premature ovarian failure following chemotherapy drugs.
Materials and Methods In this study, 24 mature female mice were used to create a premature 
ovarian failure model, different amount of cyclophosphamide and busulfan were applied 
(experimental groups 1 to 5). Bodyweight change, vaginal smear, morphological alternation 
of ovarian tissue in both experimental and control (without treatment) groups were evaluated 
and for the best model, hormonal evaluation (FSH, E2), and expression of germline markers 
(Oct4, Dazl) were examined.
Findings Since, in the second group estrus cycle disorder, the significant decrease in weight 
and ovarian reserve (p˂0.05) were observed, compared to the control group, so this group was 
chosen as the best model. An increase in FSH level and reduction in estradiol level in the second 
group, compared with the control group (p˂0.05), confirmed creation of the POF model. Also, 
genes expression of Oct-4 and Dazl showed an increase (p˂0.05) in the second group compared 
with the control one.
Conclusion:The presence of germ cells markers in a mouse model of premature ovarian failure 
following the use of chemotherapy drugs can be a new hope in the treatment of infertility in 
cancer patients after chemotherapy.
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زودرس  ییدر مدل نارسا ایزا یهاعوامل سلول انیب
  تخمدان موش

  
  MSc یقهیفاطمه عابد
و  یناسشستیمثل، پژوهشکده ز دیتول یپزشک قاتیمرکز تحق ،یشناسنیگروه جن
  رانیتهران، ا ،یجهاد دانشگاه ان،یمثل، پژوهشگاه رو دیتول یعلوم پزشک

  PhD *یالله فتحروح
و  یناسشستیمثل، پژوهشکده ز دیتول یپزشک قاتیمرکز تحق ،یشناسنیگروه جن
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 ،یعلوم سلول قاتیمرکز تحق ،ینیتکو یشناسستیو ز یادیبن یهاگروه سلول
  رانیتهران، ا ،یجهاد دانشگاه ان،یرو یادیبن یهاسلول یو فناور یولوژیپژوهشکده ب

  
  چکيده
ای است که منجر به آمنوره، ناباروری و عارضه تخمدان : نارسایی زودرساهدف

 کارگیری داروهاید. بهشوسالگی می ۴۰ سن گنادوتروپین قبل ازافزایش سطح 
 هدف از این مطالعه تواند یکی از عوامل ایجاد این اختلال باشد.درمانی میشیمی

های مدل نارسایی زودرس تخمدان به دنبال های زایا در موشبررسی حضور سلول
  درمانی بود.استفاده از داروهای شیمی

برای ایجاد مدل نارسایی  سر موش ماده بالغ ٢٤در این مطالعه از  ها:مواد و روش
 هایزودرس تخمدان و از مقادیر مختلف سیکلوفسفامید و بیوسولفان (گروه

آزمایشی یک تا پنج) استفاده شد. تغییرات وزن بدن، اسمیر واژن، تغییرات 
ن دریافت های آزمایشی و گروه کنترل (بدوساختاری بافت تخمدان در همه گروه

) و و استرادیول FSHهای هورمونی (تحت ارزیابی ،دارو) بررسی و بهترین مدل
  ) قرار گرفت.Dazl و Oct‐4های سلول زایا (بیان عامل

دار از آنجایی که در گروه دوم اختلال در چرخه استروس و کاهش معنی ها:یافته
 ،کنترل مشاهده شد) نسبت به گروه ˂۰۵/۰pدر متغیرهای وزن و ذخیره تخمدانی (

و کاهش  FSH سطحعنوان بهترین مدل انتخاب شد. افزایش بنابراین این گروه به
تاییدی بر ایجاد  نیز) ˂۰۵/۰p(استرادیول در گروه دوم نسبت به گروه کنترل سطح 
گروه دوم نسبت به گروه در  Dazl و Oct‐4های بود. همچنین بیان ژن POFمدل 

  نشان داد. )˂۰۵/۰pکنترل افزایش (
های زایا در مدل نارسایی زودرس تخمدان موش حضور عوامل سلول گیری:نتیجه

ای در درمان ناباروری تواند امید تازهدرمانی میبه دنبال استفاده از داروهای شیمی
  درمانی باشد.بیماران مبتلا به سرطان پس از شیمی

  رده زایا، درمانیشیمی، نارسایی زودرس تخمدان، ذخیره تخمدان :هاکلیدواژه
  

  ۷/۱۱/۱۳۹۷تاريخ دريافت: 
  ۲۱/۴/۱۳۹۸تاريخ پذيرش: 

  rfathi79@royaninstitute.orgنويسنده مسئول: *
  

  مقدمه
 هک ریز سیستم تولیدمثل زنان استهای درونتخمدان یکی از ارگان

های استروئیدی و پپتیدی لازم، در شروع و تداوم با تولید هورمون
 هاییکند. بافتبه چرخه قاعدگی نقش مهمی ایفا میبلوغ و ورود 

 ریز فرعی، عروق و بافت غدد درونپستانهمچون استخوان، پوست، 
	,1]گیرندمیهای تخمدان قرار طور قابل توجهی تحت تاثیر هورمونبه

 تخمدانی اولیه نقص )POF(تخمدان  بافت زودرس نارسایی .[2
. [4	,3]دهدمی رخ سالگی۴۰ سن از قبل زنان از بسیاری در که است

سالگی ٢٩تا  ١٥زن بین سنین  ١٠٠٠از یک نفر ست که ااین در حالی 
دستخوش نارسایی سالگی ٣٩تا  ٣٠نفر بین سنین  ١٠٠از  یکو 

که این  حاکی از آن استها اخیراً یافتهشوند. زودرس تخمدان می
 مکنو م [5]دادن استرخ در حال تریبیماری در جمعیت بسیار جوان

 ،عوامل سمی عفونت، اتوایمنی، جمله از مختلفی بر اثر عوامل است
 نشان اخیر مطالعات .غیره ایجاد شود و ژنتیکی، نقص و دارو
 تواندشیمیایی می داروهای از استفاده با سرطان دهند درمانمی
درمانی و پرتودرمانی منجر به شیمی .[6]شود POF به منجر
شده و باعث کاهش باروری و ایجاد  رفتن فولیکول و تخمکازبین

 در درمانیشیمی با داروهای است که خود ممکن [7]یائسگی زودرس
های علت تعداد محدودی از سلولبه .[8]باشدمرتبط  سرطانی بیماران

ی و درمانثیرات نامطلوب شیمیابنیادی تجدیدپذیر، تخمدان به ت
طول عمر باروری زن توسط ذخیره  .[10	,9]اشعه بسیار حساس است

اد باعث کاهش تعددرمانی شیمیعوامل و شود فولیکولی تعیین می
 آلکالین و حالت پرتوافکنی عواملشود. های تخمدانی میفولیکول

نارسایی  .[11]عملکرد تخمدان دارند رویخطر را  لگن بیشترین
م تقسیدرمانی عمدتاً از طریق جلوگیری از تخمدان ناشی از شیمی

ی هاتواند آپوپتوز را در سلولاست که می DNAسلولی و مهار عملکرد 
 ییرساندن به اجزای استروماگرانولوزا ایجاد کند و باعث آسیبپیش

 یهلاو هاییکولبرگشت فول قابلتخمدان و منجر به نقص زودرس و 
اند که عوامل مطالعات قبلی نشان داده .[12]در حال استراحت شود

 به ب، آسیتخمدان قشرشدن توانند باعث فیبروزکننده میآلکالین
های اولیه شوند (که به نظر خونی و کاهش شدید فولیکول هایرگ
 .[13] شود)ضروری سلول می عملکردهایرفتن رسد باعث ازبینمی

 ایجادبا  ی گرانولوزاهااز تکثیر سلول وامل آلکالینیهمچنین ع
یکی از  (CTX) سیکلوفسفامید .[14]دنکمیجلوگیری  در آنها آپوپتوز
نی است که معمولاً در درمان بسیاری از انواع یآلکال واملاین ع

تومورهای بدخیم مانند بیماری هوچکین و سرطان پستان مورد 
اثرات ، CTX از کاربردی استفادهرغم به .[16	,15]گیرداستفاده قرار می

موجب  تواندمی CTX با گزارش شده است. درمان آن نیزجانبی 
سرکوب مغز استخوان  ها، اثرات قلبی عروقی حاد وآسیب به کلیه

 طریق شکستاین از منجر به سمیت سلولی شده و  CTX .[18	,17]شود
DNA و هافوکیلولتعداد کاهش  بنابراین .[19]کندرا تحریک می 

  .[20]مشاهده شده است CTXتحت درمان با افراد ن اعملکرد تخمد
درمانی ی شیمیهاثیرات داروااین مطالعه بررسی تهدف از 

یان و ب سیکلوفسفامید و بیوسولفان روی ذخیره بافت تخمدان
رات ارزیابی تغیی با اهدافکه دستیابی به این  بوده زایا های ردهعامل

شناسی وزن بدن، تهیه نمونه اسمیر مایع واژن، ارزیابی بافت
های هورمونح سرمی سطارزیابی  ،شمارش فولیکولی منظوربه

و همچنین بررسی بیان  (FSH) و محرک فولیکولی (E2) استرادیول
	,Oct4)های رده زایا ژن Blimp1)  های تخمک شاخصو

(Gdf9,Dazl) گرفته است. صورت  
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  هامواد و روش
ماده  های بالغدر این مطالعه از موش: های آزمایشیحیوانات و گروه

ای که در آزمایشگاه بخش حیوانات هفته۸تا  ۶ با سن NMRIنژاد 
مناسب از نظر نور،  نگهداریپژوهشگاه رویان با شرایط  آزمایشگاهی

و  C۲۵°تا  C۲۰°ساعت تاریکی و دمای ۱۲ساعت روشنایی و ۱۲
ها، برای ایجاد موش ، استفاده شد.برخوردار بودند %۴۰-%۶۰رطوبت 

گروه گروه آزمایشی و یک  ۵)، در POFسازی بهترین مدل (مدل
شناسی) سر موش (برای ارزیابی بافت ۴کنترل و در هر گروه تعداد 

 یهامختلف داروی آزمایشی براساس مقادیر هاگروهتقسیم شدند. 
دت دو مبهانتخاب و  درمانی سیکلوفسفامید و بیوسولفانشیمی
زریق تنمودند: گروه اول) دریافت  صفاقیصورت تزریق درونبه هفته
وه دوم) گر مدت چهارده روز؛به گرم/کیلوگرم سیکلوفسفامیدمیلی۷۵

روه گ مدت چهارده روز؛به گرم/کیلوگرم سیکلوفسفامیدیلیم۱۰۰تزریق 
سیکلوفسفامید روز اول و  گرم/کیلوگرممیلی۱۰۰تزریق سوم) 

تزریق  گروه چهارم) ؛روزانه تا چهارده روز /کیلوگرمگرممیلی۲۰
یکلوفسفامید در روز اول و گرم/کیلوگرم سمیلی۱۰۰
 جم)گروه پن و گرم/کیلوگرم بیوسولفان روزانه تا چهارده روزمیلی۵۰

گرم/کیلوگرم میلی۳۰و گرم/کیلوگرم سیکلوفسفامید میلی۷۵تزریق 
. گروهی که تحت تیمار با مدت چهارده روزبیوسولفان هر روز به

ر کنترل در نظعنوان گروه گرفتند، بهدرمانی قرار نمیداروهای شیمی
گرفته شدند. قبل از شروع تزریق سه چرخه استروس و وزن آنها 

بت ها ثدرمانی در تمام گروهمنظور بررسی تغییرات پس از شیمیبه
درمانی سیکلوفسفامید و شد. پس از آن تزریق داروهای شیمی

بندی صورت گرفت. پس از دو مدت دو هفته طبق گروهبیوسولفان به
ها مجدد ثبت و چرخه استروس آنها بررسی ن موشهفته تزریق وز

گیری از قلب انجام شده و با استفاده از شد. همچنین خون
 هایمنظور ارزیابیسانتریفیوژ جداسازی سرم صورت گرفت و به

قرار داده شدند. بافت تخمدان نیز پس از  -C۸۰°هورمونی در دمای 
ول کولی در محلشناسی و شمارش فولیدو هفته برای ارزیابی بافت

های هورمونی و بیان ژن تثبیت شد. در آخر، ارزیابی %۱۰فرمالین 
ای پلیمراز در زمان های زایا و تخمک با روش واکنش زنجیرهسلول

سر موش) گروهی  ۵در گروه کنترل ( (PCR	Real‐Time)واقعی 
سر  ۵در نظر گرفته شد (گروه دوم:  POFعنوان مدل موفق که به

  رفت.موش)، صورت گ
حذف  منظوربههای مورد نظر موش: تهیه نمونه اسمیر از واژن موش

 روز ۴تا  ۳ مدتخانه بهاسترس ناشی از نقل و انتقال در حیوان
درمانی، بین ی شیمیهاقبل از تزریق دارودو هفته نگهداری شدند. 

ب شد. به این ترتیصبح، اسمیر واژن از حیوانات گرفته  ۱۰تا  ۸ ساعات
 %۹/۰ میکرولیتر نرمال سالین۵۰که به کمک سرسمپلر استریل، 

آرامی تزریق و پس ها بهبه داخل واژن موش C۳۷° استریل با دمای
ای قرار داده شد و لامل ها روی اسلاید شیشهنمونه، بار پیپتاژاز سه

زیر میکروسکوپ در حالی که کندانسور بسته  روی آنها قرار گرفت و در
چرخه تولیدمثلی یا استروس  .شدمشاهده  x۴۰۰نمایی بود با بزرگ

مرحله است که  ۴انجامد و شامل به طول میروز  ۵تا  ۴ هاموش در
 استروس، و دی استروس هستند.استروس، مت شامل پرواستروس،

ر دار بیشتگرد هستههای اسمیر واژن در مرحله پرواستروس سلول در
های قابل مشاهده شود. در مرحله استروس اغلب سلولمشاهده می

های بدون هسته شاخی است. در مرحله میکروسکوپ، سلول زیر
دار، استروس جمعیت یکسانی از سه نوع سلول اپیتلیالی هستهمت

استروس شوند و در مرحله دیها دیده میسلول شاخی و لکوسیت
 چرخهبه این ترتیب  .[21]ها هستندلوکوسیتها غالب سلول

تا دو هفته قبل و پس از شروع  صورت روزانهتولیدمثلی هر موش به
  ثبت شد. تزریق
داروی تزریق  دو هفته ها پس ازموش: شناسیهای بافتارزیابی
دند، هوش شدرمانی، با ترکیب داروهای کتامین و زایلازین بیشیمی
 مدت دو روزبهر بوئن و سپس در فرمالین د یک روز ابتدا هاناتخمد

 ری قرارگیشناسی، تحت آبو سپس طی فرآیند بافتتثبیت شده 
های گیری شدند. سپس قالبوسیله پارافین مایع قالبگرفته و به

میکرومتر قطع زده ۵صورت متوالی و با ضخامت بافت تخمدان، به
 فت)، روی لام آغشتهطور کامل (از ابتدا تا انتهای باشد و قطعات به

ا ب تخمدانت به چسب آلبومین قرار داده شدند. سپس قطعات باف
آمیزی شده و به لحاظ رنگ [22]روش هماتوکسیلین و اِئوزین

زیر میکروسکوپ نوری زنده و مرده های ساختاری و تعداد فولیکول
 از یشب فولیکول شمارش از جلوگیری برای بررسی قرار گرفتند. مورد
 شاخص عنوانبه فولیکول هر در تخمک هسته مشاهده بار،یک

 ا ازه. برای بررسی مورفولوژی فولیکولشد گرفته نظر در شمارش
ها از ، همچنین برای شمارش فولیکولX۱۰۰۰و  X۴۰۰ نماییبزرگ
توان استفاده شد. براساس مورفولوژی، می X۴۰۰ نماییبزرگ

تشخیص داد.  دیده را از یکدیگرهای سالم و صدمهفولیکول
ی پذیربا رنگ فعالهای گرانولوزای دارای سلول سالمهای فولیکول

ا بصورت فشرده در کنار هم قرار گرفته و به تخمک طبیعی بوده که به
وزای های گرانولندرت سلولاتصال داشتند و بهسیتوپلاسم شفاف، 

ه مرد یهایفولیکول شد.جداشده با هسته پیکنوتیک در آنها دیده می
سیتوپلاسم تخمک تیره و چروکیده شده که  ندشددر نظر گرفته می

ته . هسندهای پیکنوتیک بودهای گرانولوزای آن دارای هستهسلولو 
(بازوفیلیک) بودند.  پذیررنگشدیداً فشرده شده و و تخمک دژنره 

دوی ترتیب بود که فولیکول ببدینهای تخمدان بندی فولیکولطبقه
 تخمک فاقد زوناپلوسیدا توسط یکشود که به فولیکولی اطلاق می

د. باش گرانولوزای پهن سنگفرشی احاطه شدهپیشهای لایه سلول
لوزای های گرانولایه از سلول وسیله یکتخمک بهفولیکول پرایمری، 

ها تخمک است. در فولیکول پرآنترال، شکل احاطه شدهمکعبی
ورد و در م حاطه شدهاهای گرانولوزای لایه از سلولیا چند  وسیله دوبه

های یا بیشتر از سلول لایه وسیله دوها بهتخمکفولیکول آنترال 
  .[22]اندگرانولوزا همراه با حفره آنتروم احاطه شده

پس از اتمام دوره تزریق : FSHگیری هورمون استرادیول و اندازه
 منظور تهیه سرمبه و حیوان بیهوش شده درمانی،شیمیی هادارو
 هورمون محرک فولیکولیگیری هورمون استرادیول و منظور اندازهبه

(FSH)، گیری از قلب انجام شد. بعد از تشکیل لخته (حدود خون
آرامی لخته از جدار لوله آزمایش جدا دقیقه) با کمک اپلیکاتور به۳۰

 دقیقه با سرعت۲۰مدت ژ گذاشته شد (بهشده و در دستگاه سانتریفیو
های جداشده به میکروتیوپ دور در دقیقه). سرم ۳۵۰۰
 -C۸۰° لیتری منتقل و تا زمان بررسی هورمونی در فریزرمیلی۵/۱

و  (E2)های استرادیول بررسی هورمون منظوربه. ندشد نگهداری
(FSH) های ترتیب از کیتبهMouse	 FSH	 Elisa	 Kit	

Cat.No:E0256Mo  وMouse	 E2	 Elisa	 Kit	 Cat.	 No:	
E0072Mo )Bioassay	Technology.؛ چین) استفاده شد  

، PCR	Real‐Time با استفاده از روشها: گیری سطح بیان ژناندازه
در  Gdf9 و Oct4، Dazl، Blimp1 بررسی بیان رونوشت چهار ژن

سر  ۵سر موش) و گروه دوم ( ۵تخمدان حیوانات گروه کنترل (
های برای ژن طراحی پرایمرپس از  .موش) مورد بررسی قرار گرفت

با استفاده از محلول ترایزول و با ( RNAاستخراج )، ۱مذکور (جدول 
  Revert	Kit کیت از استفاده (با cDNA ساخت و )کلروفرم روش فنل



  ـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ و همکارانی قهیفاطمه عابد ۱۵۲

   ۱۳۹۸، تابستان ۳، شماره ۲۲دوره                                                                                                      زیستی                                                                                                شناسیآسیب هایپژوهش

 First	Strand	cDNA	Synthesis	H	MinusTMAid .انجام شد (
صورت شده های استخراجRNA یمکمل از رو DNAساخت رشته 

	StepOneها از دستگاه منظور ارزیابی کمی بیان ژنبه .پذیرفت
Plus )ABI زمانی طبق؛ ایالات متحده آمریکا) استفاده شد. برنامه 
  (تاکارا؛ ژاپن) انجام شد. SYBRکیت 

  
  پرایمر به مربوط اطلاعات )۱ جدول
ی اتصالدما	)۵'             ۳جفت پرایمر ('  محصولطول 	ژن

Gdf9	٧٠٩	F:	TGCCTCCTTCCCTCATCTTG	
R:	CACTTCCCCCGCTCACACAG	

°C۶۰  

Dazl	١٢٧	F:	TCCTTGACTTGTGGTTGCTG	
R:	CCACCTTCGAGGTTTTACCA	

°C٦٠	

Blimp1١٦١	F:	CAGAAACACTACTTGGTACAC	
R:	CACAAATTGCGTAAACTTGG	

°C٦٠	

Oct4	١٩١	
F:	

AGAACCTTCAGGAGATATGCAAA	
R:	AGAACCATACTCGAACCACAT	

°C٦٠	

GAPDH١١٩	F:	AACCTGCCAAGTATGATGA	
R:	GGAGTTGCTGTTGAAGTC	

°C٦٠	

  
استفاده و سطح  20	SPSS افزارنرممطالعه از  ینا درآماری:  آنالیز
منظور مقایسه در نظر گرفته شد. به ۰۵/۰داری آماری کمتر از معنی

 طرفه با تست تعقیبی توکی وها آزمون آنالیز واریانس یکبین گروه
منظور اسمیرنف به -مستقل به کار رفتند. آزمون کولموگروفtآزمون 

  تایید توزیع نرمال اعداد استفاده شد.

  
  هایافته
ی هادارو بررسی تغییرات وزن موش قبل و پس از تزریقهای یافته
های در تمام گروه ،تزریقپس از قبل و ها وزن موش: درمانیشیمی
 حیواناتکاهش وزن دهنده نتایج حاصل نشان بررسی شد. آزمایشی

های در گروهیشی نسبت به گروه کنترل بود که آزما یهاگروه در
 دارکنترل معنینسبت به گروه این کاهش  پنج و آزمایشی یک، دو

)۰۵/۰p˂ ۱) بود (نمودار.(  
  

	
 گروه به نسبت آزمایشی گروهای در )n=۴موش ( بدن وزن تغییرات )۱نمودار 
 لفانبیوسو و سیکلوفسفامید درمانیشیمی داروهای تزریق هفته دو طی کنترل
 تفاوت دهندهنشان) b با a، B با A( کوچک حروف مقابل در بزرگ حروف
  ).p>۰۵/۰است ( هاگروه بین داریمعنی

های گروه آزمایشی چرخه استروس موشبررسی چرخه استروس: 
ی درمانداروی شیمیقبل از تزریق بررسی شد. تزریق  از و پسقبل 

، در حالی که مشاهده شد مرحله ر چهارهمنظم و استروس چرخه 
پس از تزریق چرخه استروس نامنظم و مرحله استروس و 

استروس استروس و دیندرت مرحله متپرواستروس طولانی و به
  نسبت به قبل از تزریق بروز یافت.

های زنده و مرده در فولیکول: ارزیابی مورفولوژیکی بافت تخمدان
 .های آزمایشی و کنترل بررسی شدرشدونمو در گروهمراحل مختلف 
گرم/کیلوگرم میلی۱۰۰میزان دوم که گروه  های آزمایشی،در بین گروه

تری آسیب بیش ه بود،مدت دو هفته دریافت کردسیکلوفسفامید به
وارد اندازه تخمدان  و استرومای آن و همچنین به بافت تخمدان

شده در مراحل مختلف بلوغ و های آترزینمود و تعداد زیاد فولیکول
اختلال در فرآیند بیانگر در نتیجه آن کاهش حضور جسم زرد 

ها و گروه کنترل بود ذاری در گروه دوم نسبت به سایر گروهگتخمک
  ).١(شکل 
دار معنی کاهش از حاکیها یکولحاصل از شمارش فول یجنتا

)۰۵/۰p˂(  ت نسب یشیآزماهای گروهتمام ها در یکولفولذخیره کلی
در درصد  )˂۰۰۱/۰p(داری کاهش معنی ین. همچنکنترل بودبه گروه 
آزمایشی نسبت به  هایگروه در تمام بدوی یهایکولفولمانی زنده

ها، گروه دوم نسبت به گروه مشاهده شد و بین گروه گروه کنترل
ی مانزنده درصد در) نشان داد. ˂۰۴۳/۰pدار (چهارم کاهش معنی

های اول، سوم و داری در گروههای پرایمری افزایش معنیفولیکول
شد و این در حالی  نسبت به گروه کنترل مشاهده )˂۰۵/۰p(چهارم 

های اول، است که کاهش این شاخص در گروه دوم نسبت به گروه
از طرفی نتایج حاکی از افزایش  .)˂۰۰۱/۰pبارز بود ( سوم و چهارم

های پرایمری در گروه ی فولیکولمانزنده درصد در )˂۰۵/۰p(دار معنی
مانی اول و چهارم نسبت به گروه پنجم بود. در درصد زنده

های پرآنترال، گروه اول نسبت به گروه کنترل افزایش فولیکول
های اول، سوم، پنجم و گروه دوم نسبت به گروه )˂۰۱/۰p(دار معنی

)۰۰۱/۰p˂( دار و گروه چهارم کاهش معنی)۰۱/۰p˂( .نتایج  نشان داد
های آنترال نشان داد که گروه سوم مانی فولیکولحاصل از درصد زنده

) داشته ˂۰۵/۰p(دار و چهارم نسبت به گروه کنترل افزایش معنی
داری خفیف نسبت به گروه اول است و در گروه دوم کاهش معنی

)۰۵/۰p˂۰۰۱/۰تر نسبت به گروه سوم و چهارم () و قویp˂ مشاهده (
دار در گروه پنجم نسبت به گروه سوم و هش معنیشد. همچنین کا

  ).٢) بارز بود (نمودار ˂۰۰۱/۰pچهارم (
حاصل از ارزیابی  نتایج: FSHهای استرادیول و ارزیابی هورمون

در گروه ) ˂۰۵/۰p( داریدهنده افزایش معنینشان FSH هورمون
 ۳طور که در نمودار همان. بودنسبت به گروه کنترل  دومآزمایشی 

) ˂۰۵/۰p( داریهورمون استرادیول کاهش معنی شود،مشاهده می
گرم بر کیلوگرم داروی میلی۱۰۰دوم که میزان در گروه آزمایشی 

 دهدشان مین نسبت به گروه کنترل سیکلوفسفامید دریافت کرده بود
  ).۳نمودار (

نتایج حاصل از بیان ی مخصوص تخمک و رده زایا: هابررسی بیان ژن
 یانب یشافزا دهندهنشان Oct4 و Gdf9، Dazl، Blimp1های ژن

در گروه آزمایشی ) ˂۰۳/۰p( Dazl و) ˂Oct4 )۰۱/۰p دار عاملمعنی
 لولسماندن عامل باقیاز  یکه حاک بوددوم نسبت به گروه کنترل 

کننده سیکلوفسفامید یافتحضور تخمک در گروه دراحتمالا  و یازا
  ).۴(نمودار  نسبت به گروه کنترل است
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، گرم/کیلوگرم سیکلوفسفامیدمیلی۷۵تزریق گروه کنترل، ب) گروه اول: ؛ الف) ائوزین -آمیزی هماتوکسیلینرنگ با استفاده ازارزیابی مورفولوژیکی بافت تخمدان ) ١شکل 

، روزانه تا چهارده روز سیکلوفسفامید گرممیلی۲۰گرم/کیلوگرم روز اول و میلی۱۰۰، ت) گروه سوم: مدت چهارده روزگرم /کیلوگرم سیکلوفسفامید بهمیلی۱۰۰زریق پ) گروه دوم: ت
گرم/کیلوگرم میلی۷۵تزریق و ج) گروه پنجم:  روز گرم/کیلوگرم بیوسولفان روزانه تا چهاردهمیلی۵۰گرم/کیلوگرم سیکلوفسفامید در روز اول و میلی۱۰۰زریق ث) گروه چهارم: ت
  دهنده جسم زرد است.. علامت ستاره زرد نشانمدت چهارده روزگرم/کیلوگرم بیوسولفان هر روز بهمیلی۳۰ سیکلوفسفامید و

  

	
در ها ولیکولانواع ف مراحل مختلف؛ی زنده هافولیکولها و درصد تعداد کل فولیکول، هافولیکول رشد فسفامید و بیوسولفان روی مراحل مختلفسیکلوثیر داروی ات) ٢نمودار 

درمانی، گروه کنترل: بدون دریافت داروی شیمی. بندی شدندهای مختلف فولیکول بدوی، پرایمری، پر آنترال، آنترال، جسم زرد طبقههو به گروشدند شمارش ها تمام گروه
گرم/کیلوگرم روز اول و میلی۱۰۰، گروه سوم: مدت چهارده روزوفسفامید بهسیکلگرم/کیلوگرم لیمی۱۰۰تزریق ، گروه دوم: فسفامیدسیکلوگرم/کیلوگرم میلی۷۵تزریق گروه اول: 

 و روز گرم/کیلوگرم بیوسولفان روزانه تا چهاردهمیلی۵۰فسفامید در روز اول و سیکلوگرم/کیلوگرم میلی۱۰۰تزریق ، گروه چهارم: روزانه تا چهارده روز سیکلوفسفامید گرممیلی۲۰
  زمدت چهارده روگرم/کیلوگرم بیوسولفان هر روز بهمیلی۳۰و  فسفامیدسیکلوگرم/کیلوگرم میلی۷۵تزریق جم: گروه پن
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  )p>۰۵/۰( در مقایسه با گروه کنترل FSHترشح هورمون استرادیول و  درمانی سیکلوفسفامید پس از دو هفته برثیر داروی شیمیانتایج ت) ۳نمودار 

  

  
). علامت ˂٠٥/٠pاست ( مدت دو هفتهبهگرم در کیلوگرم میلی١٠٠به مقدار کننده سیکلوفسفامید دریافت که رده زایا و تخمکی در گروه کنترل و آزمایشیهای بیان ژن) ۴نمودار 
  دار بودن است.دهنده معنی* نشان

  



 ۱۵۵ زودرس تخمدان موش ییدر مدل نارسا ایزا یهاعوامل سلول انیبـــ ـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

Pathobiology Research                                                                                                                                                          Volume 22, Issue 3, Summer 2019 

  بحث
 (POF)نقص تخمدان زودرس درمانی در ایجاد شیمیاثرات خیراً ا

	,11]مورد توجه قرار گرفته است که عوامل  از آنجایی .[23
شده پیش ریزیبه سمت مرگ برنامهرا ها سلول ،درمانیشیمی
ر د تخمداندیده آسیبهای بازسازی مداوم سلول ،نتیجه ، دربردمی
 نشان حاضر . مطالعه[24]شودتر میمشکل ،درمانیعوامل شیمیاثر 
وجب م بیوسولفان و سیکلوفسفامید درمانیشیمی داروهای که داد

 آزمایشی هایگروه در فولیکولی ذخیره و تخمدان بافت به آسیب
  شده است. هفته دو از پس
که مدل  ه شدنشان داد ،۲۰۱۶و همکاران در سال  سونگدن مطالعه در

د درمانی سیکلوفسفامیشیمی یزودرس تخمدان توسط دارو یینارسا
 کاهش توجهی موجب قابل طوربه CTXشده و استفاده از  یجادا

رسانی به بافت و ایجاد ظاهر خونکاهش ها، موش تخمدان اندازه
. در مطالعه [24]شده است POF و نهایتاً موجب بروزپریده رنگ

دیگری مشخص شد که بیوسولفان یک هفته پس از تزریق موجب 
شده و نیز منجر به ظهور  POFآسیب جدی به بافت تخمدان و ایجاد 

های های گرانولوزای کم، چرخههای آترزی با سلولفولیکول
. این علایم [25]غیرطبیعی استروس و کاهش فولیکولوژنز شده است

  مشابه اثرات درمان با سیکلوفسفامید در مطالعه حاضر است.
درمانی نتایج مطالعه حاضر نشان داد که استفاده از داروی شیمی

دار در درصد ان و سیکلوفسفامید موجب کاهش معنیبیوسولف
های آزمایشی نسبت به های بدوی در تمام گروهمانی فولیکولزنده

دهنده آسیب به سیستم هورمونی گروه کنترل شده است. اینها نشان
ر حال های بدوی دشدن به یکباره فولیکولفرد بالغ شده و باعث فعال

  ها به سمت بلوغ شده است.ولاستراحت و در نتیجه حرکت فولیک
 درمانیشیمی داروی با در یک مطالعه مشخص شد که تیمار

 به دیدش تواند منجر به آسیبمدت هفت روز میبه سیکلوفسفامید
 شرق این، بر علاوه شود و استراحت حال در اولیه هایفولیکول ذخیره
 هافولیکول شدید نماید. همچنین کاهش فیبروز را دچار هاتخمدان

تر آسیب بیش .های بدوی را به دنبال داشته استفولیکول ویژهبه
های بدوی را به تاثیری که سیکلوفسفامید بر مسیر فولیکول
اند. مسیر گذارد، بیان کردهمی PI3K/Akt/mTORرسانی پیام

PI3K/Akt/mTOR های بدوی در سازی فولیکولمسئول فعال
های بدوی در حال استراحت است. حفظ حالت خاموشی فولیکول

است و با جلوگیری از فسفریلاسیون و  PTENاین مسیر بر عهده 
وی های بدماندن ذخیره فولیکولشدن این مسیر منجر به باقیفعال
ط تخمدان توس هنگامی که شود. در این مطالعه مشخص شدمی
 تیمارمدت هفت روز  یدرمانی سیکلوفسفامید در طشیمی یدارو
در  و شده PI3K/Akt/mTORمسیر شدن فعال باعث شود،می
آن  دستپایین هایئینو پروت Akt mTOR یلاسیونفسفر یجهنت

 لتحا از بدوی هایفولیکول یجهنت در کهافتاده  اتفاق تخمک درون
 تاس ممکن شوند. این مسالهمی فعال بارهیک به و خارج استراحت

ه باشد ک بدوی هایفولیکول ذخیره هنگامنابهو  سریع کاهش علت
  نتایج آن نیز با نتیجه مطالعه حاضر منطبق است.

د رش ،ستروئیدیاهای با ترشح انواع هورمون ،ریزسیستم غدد درون
م پاراکرین یا اتوکرین تنظیم زو بقای فولیکول را از طریق مکانی

عامل اصلی در تنها علت، بلکه اختلال در ترشح هورمون نه د.کنمی
 یریگتخمدان با اندازه یینارسا .[26]است POF ایجاد اختلالاتی مانند

که از لحاظ  شودیداده م یصسطح هورمون در خون تشخ
مشخص  FSH یاستروژن و سطح بالا یینبا سطح پا یوشیمیاییب
 تشخیص برای مهم و اولیه هایشاخص هاهورمون . این[25]شودیم

. البته سطح و میزان هورمون در [27]هستند تخمدان زودرس نارسایی

خون بسیار حائز اهمیت بوده، همچنین نوع و غلظت داروی 
درمانی مورد استفاده نیز در میزان شدت اختلال موثر است. شیمی

 ویگرم بر کیلوگرم دارمیلی۱۰۰نتایج ما نشان داد در گروهی که میزان 
درمانی سیکلوفسفامید دریافت کرده بود، تغییراتی در عملکرد شیمی

اندوکرینی بافت تخمدان ایجاد شده است که با تغییرات هورمونی در 
و کاهش  FSH، که شامل افزایش غلظت هورمون POFاختلال 

هورمون استرادیول در خون است مطابقت دارد و تاییدی در ایجاد 
ترتیب که به هاییاین گروه است. مطالعهدر  POFآمیز مدل موفقیت
که تیمار با  انجام شده است، نشان داد ٢٠١٧و  ٢٠١٦های در سال
CTX  طوری اثر گذاشته بهبر عملکرد اندوکرین تخمدان بیوسولفان و

در مقایسه در سرم  FSHسطح هورمون  و کاهش یسرم E2سطح که 
 FSH (FSHR)های گیرنده .[25	,24]ته استبا گروه شاهد افزایش یاف

کاهش سریع . [29	,28]شوندبیان میهای گرانولوزا سلولعمدتاً روی 
حذف هورمون مهارکننده یا  ی در تخمدان منجر بهذخایر فولیکول

Inhibin  افزایش سطح شده و در نتیجهFSH  را به دنبال خواهد
های که عمدتاً توسط سلولهورمون استرادیول  از طرفی .داشت
در محور  FSHشود بازخورد منفی روی ترشح نولوزا تولید میگرا

های لولس حدکند. آپوپتوز بیش از هیپوفیز ایجاد می -هیپوتالاموس
باعث کاهش سطح  نیز درمانیشیمی اثر داروهایاز  گرانولوزا ناشی

آن  یشافزاو  FSHبر  مهاری رفتن اثرو ازبین هورمون استرادیول
  .[30	,24]شودیم

 داریمعنی افزایش Dazl و Oct4بیان  مطالعه حاضر، میزاندر 
گروه دوم  در زایا رده هایبیشتر عامل حضور از حاکی که داد نشان
است  Oct4 ،های رده زایا. یکی از عاملاست کنترل گروه به نسبت

و ی بقا ،که در حفظبوده  homeobox	POUخانواده از اعضای که 
بیان  .[32	,31]کندعمل می های بنیادی جنینیسلول یخود تجدید

Oct4 تنها باعث افزایش های بنیادی سرطانی نهدر جمعیت سلول
جاد ایمقاومت نیز درمانی شود، بلکه در برابر شیمیرشد سلول می

از  در تنظیم مقاومت به دارو است. Oct4و بیانگر نقش  [33]کندمی
همکاران انجام شد،  و لوگسین-چیا ای که توسططرفی مطالعه

وجهی در ت طور قابلبه Oct4سطح پروتئین  بیانگر این مطلب بود که
درمانی های سرطانی مثانه پس از درمان با داروی شیمیسلول
در این حالت . استساعت افزایش یافته ۲۴پلاتین در سیس
	mRNAسطوح بالاتری از  کنندههای سرطانی مثانه، بیانسلول
Oct4 انسانی  پوشش مجاری مثانههای طبیعی نسبت به سلول
های در سلول Oct4افزایش بیان . این موضوع یعنی [34]بودند

پلاتین درمانی مانند سیسمعرض داروهای شیمی سرطانی در
های حاصل در مطالعه کنونی شده در مطالعات قبلی، با یافتهگزارش

های مهمی در ران آزمایشو همکا تیلیاخیراً گروه نیز مطابقت دارد. 
های متعهد میوزی دریافتند که ژن ه وتخمدان موش بالغ انجام داد

های پیر و آتروفی نادر تخمد Dazlو  Stra‐8ی زایا اختصاصی رده
 در لایه .[35]شوندکه با فقدان شدید فولیکول همراه است، بیان می

پیر، آنها یک جمعیت نادر از های سطحی اپیتلیوم تخمدان
قادر  لیو نمودهرا بیان  Stra8 یافتند که ژنرده زایا پیشهای سلول

 ها هنگامی که بهبه تکوین آن به سمت تخمک نبودند. این سلول
موش جوان پیوند زده شدند و در معرض محیط میزبان جوان قرار 

رسد ر میظ. به ننمودندشدن به تخمک را پیدا گرفتند، ظرفیت تبدیل
 دانشده آتروفی ی که دچارهاینادر تخمدرده زایا پیشهای که سلول

مانند، اما سالم باقی میو در نتیجه درمان  طور آشکار وجود دارندبه
ده مسدود شتوانایی آنها برای ورود به میوز و تبدیل آنها به تخمک 

  است.
  شود:موارد زیر برای مطالعات آینده پیشنهاد می



  ـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ و همکارانی قهیفاطمه عابد ۱۵۶

   ۱۳۹۸، تابستان ۳، شماره ۲۲دوره                                                                                                      زیستی                                                                                                شناسیآسیب هایپژوهش

های رده زایا در بافت تخمدان مدل منظور تایید حضور سلولبه) ۱
های تکمیلی مانند ایمونوهیستوشیمی انجام درمانی، آزمونشیمی

  شود.
های رده زایا از بافت تخمدان مدل تلاش برای جداسازی سلول) ۲

 درمانیشیمی
شده یا سوسپانسیون های زایای جداسازیاستفاده از سلول) ۳

ساخت تخمدان مصنوعی و  منظوربهدرمانی یتخمدان مدل شیم
  برای بازگرداندن چرخه هورمونی در مدل پیوند تخمدان تلاش

  
  گیرینتیجه

د درمانی ماننهای شیمیداروی اگرچه توان گفت،در یک نگاه کلی می
سیکلوفسفامید و بیوسولفان تاثیرات مخربی روی بافت تخمدان 

ها و مانع رشد آنها در نتیجه رفتن فولیکولگذاشته و باعث ازبین
رده زایا هنوز های شوند، اما سلولمی ایجاد نارسایی بافت تخمدان

مانده و برای مطالعات آینده قابل استناد و پیگیری در بافت باقی
  هستند.

  
 موسسه ملی توسعه تحقیقات پزشکی ایراناز  تشکر و قدردانی:

(NIMAD) اص گرنت به های مالی براساس اختصدلیل حمایتبه
شود. همچنین از جناب آقای می تشکرصمیمانه  ۹۵۷۶۵۹ شماره
به پاس همراهیشان در این طرح و آنالیز بخشی  وحید اکبرنژاددکتر 
  شود.های آن تشکر و قدردانی میاز داده
شته اخلاقی داطرح حاضر از دو سازمان معتبر تاییدیهاخلاقی: تاییدیه

  است:است که در ذیل اشاره شده 
	REC	ROYAN	ACECR	IR.١٩٢٫١٣٩٥ شناسه:) ١ IR	ACECR	

ROYAN	REC ، محل بررسی: کمیته اخلاق در پژوهش پژوهشگاه
  رویان جهاد دانشگاهی

محل بررسی: کمیته ، 093	1396	REC	NIMAD	IR: شناسه) ٢
  اخلاق در پژوهش موسسه توسعه ملی تحقیقات علوم پزشکی ایران

  
دارند که در مطالعه حاضر، اعلام مینویسندگان تعارض منافع: 

 کننده در تولید این مقالهگونه تعارض منافع بین عوامل شرکتهیچ
 جود ندارد.واعم از حامیان مالی، پشتیبانان علمی و نویسندگان 

(نویسنده اول)، نگارنده قهی فاطمه عابدی سهم نویسندگان:
الله فتحی روح )؛%٤٠مقدمه/پژوهشگر اصلی/نگارنده بحث (

شناس/تحلیلگر آماری/نگارنده (نویسنده دوم)، نگارنده مقدمه/روش
(نویسنده سوم)، پژوهشگر  السادات ابطحینعیمه )؛%٢٠بحث (
)، پژوهشگر کمکی چهارم(نویسنده  خانیفریده عیوض )؛%٥کمکی (

الهام  )؛%٥)، پژوهشگر کمکی (پنجم(نویسنده بر خدیجه بهره )؛%٥(
)، پژوهشگر کمکی/تحلیلگر آماری ششم(نویسنده  عابدحیدری

)، نگارنده مقدمه/نگارنده بحث هفتم(نویسنده  سمیه توانا )؛%٥(
)، پژوهشگر هشتم(نویسنده  نوقلعهلیلا راشکی )؛%٥(

)، نگارنده نهم(نویسنده  حسین ایمانی )؛%٥کمکی/تحلیلگر آماری (
(نویسنده  لیلا منتظری )؛%٥شناس/نگارنده بحث (مقدمه/روش

  )%٥شناس ()، روشدهم
 دارش کارشناسی نامهپایان از بخشی حاصل تحقیقمنابع مالی: 
  .ستا گرفته صورت رویان پژوهشگاه حمایت با که است دانشجویی
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