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 مجله دانشگاه علوم پزشکی بابل
 179-171، صفحه 18، دوره 8931سال 

 اسپرم وساختار هیستولوژیک بیضه رت بعد از  DNAبرمیزان متیلاسیون 3تاثیر امگا

 اتوپوساید وسیس پلاتین درمان با بلئومایسین،

 

 8(MSc) ، فرناز خدیوی8(MSc) ، فاطمه هاشمی*8(PhD) شهناز رضوی
 

 

 

 دانشکده پزشکی، دانشگاه علوم پزشکی اصفهان، اصفهان، ایران ،علوم تشریحگروه -8

 

 93/1/31: رشیپذ، 81/81/37اصلاح: ، 19/7/37 :دریافت

 

 خلاصه
همچنین تعادل سطح  در طی روند درمان سرطان، شیمی درمانی علاوه بر اثرات مخرب بر روی سلولهای تومری به بافتهای سالم نیز آسیب می رساند و :هدف و سابقه

ساختار بافت بیضه رت بعد از  اسپرم و DNA به عنوان آنتی اکسیدان بر متیلاسیون 9لذا هدف از این مطالعه بررسی تاثیر امگا .اکسیدان و آنتی اکسیدانها بهم می خورد

 ( می باشد. Bleomycin, Etoposide, Cisplatine: BEP) ترکیب بلئومایسین، اتوپوساید وسیس پلاتین، درمان با داروی ترکیبی شیمی درمانی

گروه کنترل با نرمال سالین تقسیم شدند.  9و امگا 9امگا+ BEP ،BEPتایی کنترل، 83 صورت تصافی به چهار گروه نر به رتسر  03این مطالعه تجربی  در :هامواد و روش

را به صورت داخل صفاقی دریافت نمودند. سپس  %3/3هفته نرمال سالین  3ابتدا به مدت  ،(BEP)هفته تیمار شدند. گروه دوم 81، به صورت داخل صفاقی و به مدت 3/3%

روز اول هفته و دو  5دریافت  خوراکی از طریق لوله به صورت mg/kg 7/5س پلاتین و اتوپوساید را با دوز پ، داروی سmg/kg 8/5را با دوز  BEPهفته، داروی3به مدت 

به روش  BEP به صورت دو روز اول هفته و پنج روز استراحت، دریافت کردند،گروه سوم نیز با داروی mg/kg75  ئومایسین را با دوزروز استراحت و همچنین داروی بل

 میزان متیلاسیون. دریافت کردند یق لولهخوراکی از طرروزانه و به صورت  mg/kg933 هفته دوم، به عنوان آنتی اکسیدان به میزان 3رادر  9قبلی تیمار شده و سپس امگا

DNA ساختار بافت اسپرم و ( بیضه شامل لوله های منی ساز و ضخامت غشای پایه به ترتیب با کمک رنگ آمیزی ایمنوفلورسانس وپریودیک اسید شیفPAS پس از )

 هفته در گروههای مختلف بررسی شد. 81 دوره درمان

کاهش یافت  (13/18±31/1) داری در مقایسه با گروه کنترلمعنی  به طور BEP (88/9±11/51)ر شده با اسپرم در گروه تیما DNA میانگین درصد متیلاسیون ها:یافته

(338/3>p).  درحالیکه میانگین درصد متیلاسیونDNA بعد از درمان با  9اسپرم با مصرف امگاBEP (81/1±77) در مقایسه با گروهBEP (؟؟؟±؟؟؟)  داری معنی به طور

(، اسپرماتوسیت 35/00±57/8تعداد سلول های اسپرماتوگونی) BEPدر گروه تیمار با  ،در بررسی بافت بیضه با میکروسکوپ نوری (.p<38/3) افزایش یافت

(. در p<338/3داشت )( در مقایسه با گروه کنترل کاهش 37/7±13/3) غشای پایه ( و5/805±70/5همچنین ضخامت اپی تلیوم لوله های منی ساز ) ( و73/07±05/8اولیه)

 (.p<38/3اپیتلیوم لوله های منی ساز وغشای پایه مشاهده شد) تعداد سلولهای رده زایا وضخامت داری درمعنی بهبود  ،BEPپس از درمان با  9حالیکه با مصرف امگا

ود پیشنهاد می ش و داروهای شیمی درمانی را بهبود بخشدتواند به عنوان یک آنتی اکسیدان اثرات سمیت سلولی ناشی از می 9امگابراساس نتایج این مطالعه  نتیجه گیری:

 بعد از شیمی درمانی برای بیماران سرطانی استفاده شود تا سمیت سلولی ناشی از این داروها را کاهش دهد.

 .DNAشیمی درمانی، متیلاسیون  ،9 آنتی اکسیدان، اکسیداتیو استرس، امگا :های کلیدیواژه

 

 مقدمه 
 کن کردن سلولهای تومور در بدن بیماران است.ریشه  ،از درمان سرطانهدف 

 رادیوتراپی برای کامل کردن روند درمان بعد از جراحی و معمولا شیمی درمانی و

داروهای شیمی درمانی علاوه بر درمان  .(8) استفاده می شود از متاستازجلوگیری 

 از جمله سیستم تولید مثل در مردان  ب به بافت های دیگرسرطان، باعث آسی

آنتی اکسیدان ها در طول درمان با  میزان اکسیدان ها و . معمولا تعادل(1) شوندمی

 . از اثرات پاتولوژیک استرس اکسیداتیو(9)داروهای ضد سرطان بهم می خورد

(ROSمی توان به ) تحرک اسپرم، آسیب  کاهشDNA پروتیین و همچنین ، 

                                                           

 باشدیم کی اصفهانعلوم پزشدانشگاه  937805 و طرح تحقیقاتی به شماره حرشته علوم تشری کارشناسی ارشددانشجوی  ه هاشمیفاطمپایان نامه  این مقاله حاصل.  
 شهناز رضوی  دکترمسئول مقاله:  *

 E-mail: razavi@med.mui.ac.ir                                                           398-97313355 . تلفن:گروه علوم تشریحاصفهان، دانشگاه علوم پزشکی، دانشکده پزشکی، : آدرس

 

 و آپوپتوز اشاره کرد.همه ترکیبات سلول از جمله کربوهیدراتها، پروتیین ها، لیپید

هستند و افزایش استرس اکسیداتیو به  ROSاسیدهای نوکلئیک ازاهداف بالقوه 

سپرم سبب تغییرساختار ا عنوان یک عامل مخرب می تواند به اسپرم آسیب برساند و

 از داروهای شیمی درمانی  .(0و5) کاهش قدرت باروری اسپرم شوددر نهایت  و

  Bleomycine, Etoposide and Cisplatin(BEP) توان به تاثیرمی

آسیب  ،کاهش تعداد و حرکت اسپرم ،تولید مثل از جمله کاهش وزن بیضه بر ارگان

 .(7و7)، اختلال در روند اسپرماتوژنزیس و آپوپتوز سلولها اشاره نمود DNA به
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 و همکاران شهناز رضوی؛ 9با مصرف امگا  BEPتیمار پس از   DNAمیزان متیلاسیون تغییر 

 

قرار  DNAتحت تاثیر عوامل ایجاد کننده آسیب  BEPمردان در طی درمان با 

زیرا توانایی باروری  ،(1) گیرند که این مسئله بر باروری آنها تاثیر گذار استمی

یکی از مکانیسم  DNA . متیلاسیون(7)آنها بستگی دارد DNAاسپرم به سلامت 

به  شدن گروه متیل های اپی ژنتیک است که به خوبی مطالعه شده و شامل اضافه

 DNA در حلقه سیتوزین از طریق پیوند کوالانسی و با کمک آنزیم 5کربن شماره 

 DNAالگوی صحیح متیلاسیون  می باشد. در مردان، اکتساب متیل ترانسفراز

سپس در بزرگسالی و طی  ی رخ می دهد،سلول های زایا عمدتا در مرحله جنین

ون الگوی صحیح متیلاسی شود.یند اسپرماتوژنز با گذر از اپی دیدیم کامل میآفر

DNA ها رونویسی برخی ژن در تعدادی از پروسه های سلولی مانند توقف در

مشاهده شد الگوی  ،تیمارشده اند BEPهایی که با . در رت(3)اهمیت دارد

  .(83)یابدمی تغییر در بیضه DNA متیلاسیون

رای یک رادیکالهای آزاد دا های ناشی ازازآنجاکه بدن برای مقابله با آسیب

که  مشخص شده است حال حاضر در سیستم دفاعی به نام آنتی اکسیدان می باشد.

 داروی داکسی روبیسین اکسیدانهای تولید شده ناشی از 9آنتی اکسیدانی مانند امگا 

 لیپید پراکسید را در بافت بیضه از طریق عوامل تعدیل کننده اکسیداتیو استرس و

کاهش  (GSH-PXوSOD)تیون پراکسیداز همچون سوپراکسید دسموتاز وگلوتا

به عنوان یک اسید چرب غیراشباع دارای خواص  9. بعلاوه امگا(88)دهد می

به عنوان یک عامل مهار کننده  است و ضد آپوپتوز آنتی اکسیدان و ،ضدالتهابی

. هدف از این مطالعه (81) ناخته شده استسرطان ش در تشکیل تومور تکثیر سلولی و

رده سلولهای زایا  اسپرم، DNA بهبود متیلاسیون بر 9ارزیابی اثرات حفاظتی امگا

 می باشد. BEPساختار بافت بیضه بعد از تیمار با داروی شیمی درمانی  و

 
 

 هامواد و روش
پس از تصویب در کمیته اخلاق دانشگاه در این مطالعه تجربی : حیواناتآماده سازی 

( با wistar) رت نر بالغ ویستار 03بر روی  937805علوم پزشکی اصفهان با کد 

هفته از موسسه انستیتو پاستور که  81 -89 با سن تقریبی گرم 153تا 813وزن 

روز تحت شرایط  83به مدت  شد. قبل ازشروع مطالعه، حیوانات تهران خریداری

ساعت روشنایی قرار گرفتند. رت ها در شرایط 81 ،ساعت تاریکی 81 مشابه در

درجه سانتیگراد همراه با دسترسی  18±1استاندارد در قفس های مخصوص در دمای

اه دانشگآزاد به آب و غذای مخصوص جوندگان در لانه حیوانات دانشکده پزشکی 

 مامی مواد به جز موارد ذکر شده از شرکت. تعلوم پزشکی اصفهان نگهداری شدند

Sigma .خریداری شدند 

تقسیم شده و به  تایی83 رت ها به چهار گروه: و آنتی اکسیدان BEPتیمار با 

هفته که تقریبا معادل با دو سیکل اسپرماتوژنزیس در رت می باشد، تحت  81مدت 

به صورت داخل صفاقی و  ،%3/3گرفتند. گروه کنترل با نرمال سالین آزمایش قرار 

هفته نرمال سالین  3، ابتدا به مدت (BEP)هفته تیمار شدند. گروه دوم 81به مدت 

هفته، 3داخل صفاقی دریافت نمودند. سپس به مدت را به صورت  3/3%

س پلاتین و اتوپوساید را با دوز پ، داروی سmg/kg 8/5را با دوز  BEPداروی

mg/kg 7/5 روز اول هفته و دو روز  5دریافت  خوراکی از طریق لوله به صورت

به صورت دو روز  mg/kg75  استراحت و همچنین داروی بلئومایسین را با دوز

به  BEP گروه سوم نیز با داروی،اول هفته و پنج روز استراحت، دریافت کردند

هفته دوم، به عنوان آنتی اکسیدان به  3رادر  9و سپس امگا روش قبلی تیمار شده

(. تمامی داروها از 7روزانه و به صورت گاواژ دریافت کردند) mg/kg933 میزان

 داروخانه هلال احمر اصفهان خریداری شدند.

اتمام دوره تیمار، رت ها ابتدا با دوز بالای  پس از: تهیه نمونه اسپرم از دم اپی دیدیم

 سمت کشته شدند، سپس اپی دیدیم mg/kg 83زایلزین  و mg/kg 03 کتامین

 8پتری دیش حاوی  در چپ خارج شد. انتهای دیستال دم اپی دیدیم جدا گردید و

ها به منظور خروج بهتر اسپرم قرار داده شد، Co 97 میلی لیتر نرمال سالین در دمای

قرار  C o 97انکوباتور دقیقه در 83چندین برش روی اپی دیدیم زده شد و به مدت 

 گرفت و سوسپانسیون از اسپرم تهیه شد.

پس از  :اسپرم با استفاده از تکنیک ایمنوسایتوشیمی DNAبررسی اثرمتیلاسیون 

دقیقه در محلول  83تهیه اسمیر از سوسپانسیون سلولی وفیکس نمودن آنها به مدت

آنها را شسته ( Phosphate buffered saline PBS) کارنوی، با بافر فسفات

 در دمای اتاق انکوبه شدند. بز ودقیقه با محلول بلاکینگ حاوی سرم  93برای  و

 PBSدقیقه با  5بار و هر بار به مدت  9برای حذف محلول بلاکینگ، اسمیرها 

ساعت با آنتی بادی مونوکلونال  1شسته شد.سپس اسمیرها در دمای اتاق و برای 

انکوبه  Acrise( از شرکت Mouse anti 5-Methyl cytidineاولیه )

شستشو انجام شد و لامها با  PBSسه بار با  شدند جهت حذف آنتی بادی اولیه

( از شرکت FITC)Fluorescein isothiocyanate  آنتی بادی ثانویه با

Abcam  دقیقه در دمای اتاق و در تاریکی انکوبه شدند. پس از  93به مدت

تعداد  روسکوپ فلورسنت مشاهده شدند.میکنمونه ها توسط  PBS شستشو با

های و درصد اسپرم بررسی x033اسپرم برای هر نمونه با بزرگنمایی  133حداقل 

مشخص گردید. رنگ سبز درخشان مربوط به اسپرم های  DNAدارای متیلاسیون 

 DNAمتیله شده می باشد، در حالیکه در اسپرم های با رنگ سبز کدر متیلاسیون 

 .(7)صورت نگرفته است

پس از : (PASبررسی بافت شناسی بیضه با رنگ آمیزی پریودیک اسید شیف )

 جلوگیری از تغییرات سلولی  خارج کردن بیضه چپ جهت کشته شدن رت ها و

ساعت در فیکساتیو بوئن قرار گرفتند. پاساژ بافت توسط دستگاه  8ها به مدت نمونه

گیری و به کمک دستگاه پس از قالب م شد وخودکار پردازنده اتوماتیک انجا

برای رنگ آمیزی در  از بیضه چپ تهیه گردید. µm5با ضخامت  میکروتوم مقاطع

 ندقرار گرفت درصد73-13-33های نزولی با غلظت ابتدا مقاطع تهیه شده در الکل

دقیقه در محلول اسید  5دقیقه برای هریک(. سپس لام ها به مدت  8)به مدت 

 85 در دمای اتاق قرار داده شدند. پس از شستشو با آب جاری، بمدت پریودیک

 5 پس از شستشو بمدت دقیقه در محلول معرف شیف در دمای اتاق قرار گرفته و

. آبگیری از نمونه ها فتثانیه قرارگر 33 محلول هماتوکسیلین بمدت در دقیقه با آب

ثانیه( انجام  9ظت )هر غلدرصد833-833-33های های صعودی با غلظتدر الکل

گزیلل قرار  در محلول دقیقه 1مرحله و هر بار به مدت  1ها در گرفت. سپس لام

از  x 033داده شد. پس از مونت لام ها، به کمک میکروسکوپ نوری با بزرگنمایی 

تهیه شد. شمارش سلول های اسپرماتوگونی، اسپرماتوسیت  مقاطع بافتی عکس

اندازه و مرفولوژی سلولها(، اندازه گیری قطر  ،موقعیت)بر اساس  اولیه، لایدیگ

داخلی،خارجی و ضخامت اپی تلیوم لوله های منی سازوغشای پایه با استفاده از نرم 

م مقطع از لوله های منی ساز برای هر نمونه انجا 5و حداقل در  Image J افزار

 Inc.,Chicago,ILو 11SPSS ستفاده از نرم افزارشد. آنالیز آماری داده ها با ا

 جهت بررسی اختلافات  ANOVA One-wayآزمون از انجام گرفت و 

 .در نظر گرفته شددار معنی  p<35/3و  دار بین گروه ها استفاده شدمعنی
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 یافته ها
تعیین میانگین  جهت: BEPاسپرم پس از تیمار با  DNAبرمتیلاسیون  9تاثیر امگا

 از میکروسکوپ فلورسنت مورد بررسی درصد اسپرم های متیله شده، تصاویر حاصل

متیله شده هستند  DNAبا رنگ سبز درخشان دارای  یاسپرم ها که قرار گرفتند

درحالیکه، اسپرم های با رنگ سبز کدر متیلاسیون  ومثبت در نظر گرفته شدند.

DNA میانگین درصد  (.8)شکل انجام نشده و منفی در نظر گرفته شدند

 به طور BEP (88/9±11/51)اسپرم در گروه تیمار شده با  DNA متیلاسیون

( p<338/3کاهش یافته بود ) (13/18±31/1داری در مقایسه با گروه کنترل )معنی 

های میانگین درصد اسپرم BEPدرگروه تیمار شده با  9مصرف امگا در حالیکه بعد از

 یافته استافزایش  داریمعنی بطور  BEPنسبت به گروه (77±81/1متیله شده )

(38/3>p).  بعلاوه میانگین درصد اسپرم های دارایDNA  متیله شده دراین گروه

ه داری نیز در مقایسه با گرومعنی تفاوت  بوده و مقایسه با گروه کنترل کمتر در

در گروه  DNA درحالیکه میانگین درصد متیلاسیون .(p<38/3کنترل نشان داد )

 (>38/3p) داداختلاف معنی داری نشان  BEP( نسبت به گروه 79±93/8) 9امگا

 (.8داری نسبت به گروه کنترل نداشت )نمودارمعنی اما تفاوت 

 

 

 

 

 

 

 

 

 ،DNAاسپرم های دارای متیلاسیون  فتومیکروگراف تهیه شده از .8 شکل

 اسپرم متیله شده با رنگ سبز درخشان نشان می دهد و  chevronعلامت

  را به رنگ سبز تیره نشان می دهد.علامت پیکان اسپرم متیله نشده 

 ((scale bar 100µm×(.033)بزرگنمایی 

 

با استفاده از نرم افزار  و PAS پس از رنگ آمیزی: بررسی نتایج ساختار بافتی بیضه

Image J  مقاطع تهیه شده از بافت بیضه بررسی و قطر داخلی و خارجی لوله های

حاسبه غشای پایه م و منی ساز اندازه گیری شد به علاوه ضخامت اپی تلیوم ژرمینال

های اسپرماتوگونی و اسپرماتوسیت اولیه ولایدیگ برای هر همچنین سلول گردید.

 شمارش شدند Image Jفزار ها به کمک نرم الوله شمارش شد. تمامی این سلول

  (.1)شکل

 

 

 

 

 

 

 

 

اسپرم در گروههای مختلف.  DNAمقایسه میانگین درصد متیلاسیون  .8نمودار 

حروف غیرمشابه  .اند انحراف معیار نشان داده شده±ها به صورت میانگین داده

 دار در نظر گرفته شده است معنی p<35/3دار میباشند  نشان دهنده اختلاف معنی

 

 ،(35/00±57/8) های اسپرماتوگونیمیانگین تعداد سلول BEPبعد از تیمار با 

( در مقایسه با گروه 58/7±51/3) ( ولایدیگ73/07±05/8) اسپرماتوسیت اولیه

 بود کاهش  03/81±10/8و 13/77±87/1 ،3/78±19/1کنترل که بترتیب 

لوله های منی ساز (. همچنین تغییرات مورفولوژیک در p<338/3) داری یافتمعنی

دار ی معنوکاهش  آتروفی لوله های منی ساز ،مانند به هم ریختگی ساختار بافتی

ساز های منی( در لوله37/7±13/3) ( و غشای پایه5/805±70/5ضخامت اپی تلیوم)

دیده شد  بود 01/81±71/3و  0/977±51/3 در مقایسه با گروه کنترل که به ترتیب

(338/3>p.)  گروهبعلاوه در BEP های میانگین تعداد سلول 9تیمار با امگا

 و لایدیگ (73/75±93/1) اسپرماتوسیت اولیه ( و55/73±93/1اسپرماتوگونی )

 (31/81±7/3) غشای پایه ( و3/811±05/89ضخامت اپی تلیوم ) ( و83/8±53/18)

 مشاهده گردید BEPداری نسبت به گروه معنی لوله های منی ساز افزایش 

(338/3>pعلاوه بر این در گروه تیمار با امگا .)میانگین اسپرماتوگونی  9

 همچنین ضخامت اپیتلوم و 37/71±7/3اسپرماتوسیت اولیه  و 83/8±10/73

( لوله های منی ساز نسبت به گروه 33/81±95/3غشای پایه ) (35/89±5/931)

BEP و BEP معنی افزایش  9تیمار با امگا( 35/3داری نشان داد>p)  در حالیکه

 (.8داری مشاهده نشد)جدولمعنی نسبت به گروه کنترل اختلاف 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  ،(Aگروههای کنترل)مقاطع لوله های منی ساز در  .PASمیکروگراف تهیه شده از مقاطع بافت بیضه ولوله های منی ساز بعد از رنگ آمیزی با روش . 1 شکل

 (D)9و امگاBEP (C) + 9، امگاBEP (B)گروه
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 میانگین تعداد سلول های رده اسپرماتوژنز وضخامت اپی تلیوم لوله ها وغشای پایه در گروههای مختلف  .8جدول 

 (nm) ساز ضخامت غشای پایه لوله منی

Mean±SD 

  (µm)ضخامت اپی تلیوم لوله منی ساز

Mean±SD 

 لایدیگسلولهای 

Mean±SD 

 اسپرماتوسیت اولیه

Mean±SD 

 اسپرماتوگونی

Mean±SD 
 گروه

71/3±01/81  a 0/977 ± 51/3  a 10/8±03/81  a 87/1±13/77  a 19/1±3/78  a کنترل 

13/3±37/7  b 70/5±5/805  b 51/3±58/7  b 07/73±8/05 b 57/8±35/00  b BEP 

95/3±33/81  a,c 53/89±5/931  c 73/8±89/19  c 7/3±37/71 a,c 83/8±10/73  a,c 9امگا 

81/31±3/7 a,c 811/3±89/05 d 83/8±53/18 a,c 93/1±73/75 a,d 93/1±55/73  a,d 9امگا+BEP 

 می باشد p<35/3 در سطحدار  حروف غیرمشابه نشان دهنده اختلاف معنی

 

 یریگ جهینت و بحث
بعد از تیمار با  DNA نشان داد میزان متیلاسیوننتایج حاصل از این مطالعه 

 9ولی بعد از مصرف امگا ،گروه کنترل کاهش یافته در مقایسه با BEPداروی 

دربررسی  .افزایش چشمگیری داشتBEP  در مقایسه با گروه DNAمتیلاسیون 

تعداد سلولهای  BEPمقاطع بافتی این مطالعه مشخص شد که در گروه تیمار شده با 

از منی سلوله های  همچنین ضخامت اپی تلیوم وغشای پایه لایدیگ و رده ژرم و

ا بررسی تغییرات ب .اثرات بهبودی مشاهده شد 9کاهش یافته اما بعد از تیمار با امگا

اسپرم به دنبال درمان سرطان بیضه مشخص شد الگوی  DNAاپی ژنتیک در 

DNA ر ه گونه ای که در اغلب ژن هایی که تحت تاثیمتیلاسیون تغییر می یابد. ب

با بررسی  . همچنین(83)تغییر یافته بود DNA قرار گرفته بودند میزان متیلاسیون

این داروها سبب افزایش شکست در  روی رت ها دریافتند، BEPاثرات داروهای 

DNA یرات گردد که این تغیتمامیت کروماتین اسپرم می در تغییر اسپرماتوزوا و

سبب از  BEP. اخیرا مشخص شده است که (7)می توانند منجربه ناباروری شوند

ردد و گمی کیل دهنده پوشش لوله های منی سازبین رفتن سلولهای زایای تش

 9 (. بعلاوه امگا89سبب بهبود این تغییرات می گردد ) ،مصرف آنتی اکسیدان روی

(. 7گردد) BEPمیتواند سبب حفاظت ساختار کروماتین در مقابل اثرات مخرب 

بررسی مقاطع بافتی این مطالعه مشخص شد که در گروه تیمار شده با  همچنین در

BEP همچنین ضخامت اپی تلیوم وغشای  تعداد سلولهای رده ژرم ولایدیگ و

اثرات بهبودی مشاهده  9لوله های منی ساز کاهش یافته اما بعد از تیمار با امگا پایه

بر ساختار بافت بیضه در مقابل  9 این راستا مطالعه قبلی اثر حفاظتی امگا شد. در

ول های های سلبیضه وکاهش ردهداکسی روبیسین که سبب بهم ریختگی بافت 

 هداشت مطابقت حاضر بررسی با مطالعه نتایج این .(88)زایامی شود تایید شده است

  رده سلولهای تعداد BEP با شده درمان گروه در که شد نیز دیده مطالعه این در و

 

 نیم های پایه لوله وغشای تلیوم اپی ضخامت همچنین و ژرم، سلولهای لایدیگ

مشخص  .شد اهدهمش بهبودی اثرات 9 امگا با درمان از بعد اما یافته کاهش ساز

مخرب  ایجاد تغییرات باعث تنهایی به پلاتین سیس شده است که داروی

 و شدن یزهواکوئل بافت، ریختگی بهم وسبب شده بیضه بافت در هیستوپاتولوژیک

 آسیب ینا اکسیدان آنتی از استفاده زمان در و شود می ژرمینال اپیتلیوم شدن دژنره

نیز اثرات مخرب بر پوشش  BEPدر مطالعه حاضر داروهای  (.80بهبودمی یابد) ها

بخشی از این اثرات نامطلوب  9لوله های منی ساز ایجاد نمود و با مصرف امگا

 پس بافتی مقاطع دربررسی یافته های این مطالعه، با همچنین مطابق برطرف شد.

 سلولهای تعداد,ساز منی های لوله تعداد در کاهش BEP داروهای با درمان از

 بعلاوه درسال. (85) شده است مشاهده ولایدیگ اولیه اسپرماتوسیت و اسپرماتوگونی

 رت اسپرماتوگونی های سلول روی بر BEP درمانی شیمی داروهای اثرات 1388

-لولس تخریب و شوند می اکسیداتیو استرس ایجاد به منجر داروها این شد گزارش

که با یافته های این مطالعه مطابقت (87)دارند همراه به را اسپرماتوگونی بنیادی های

بر  BEP اثرات سیتوتوکسیک تواندمی 9امگا توان دریافتدر مجموع می  دارد.

 .و ساختار هیستولوژیک لوله های منی ساز را بهبود بخشد DNAمتیلاسیون 

 ،ی درمانی پس از شیمی درمانیبیماران تحت درمان با عوامل شیم شودتوصیه می

  اثرات سمیت داروهای شیمی درمانی استفاده نمایند. جهت بهبودی 9از امگا

 
 

 ر و تشکر یتقد
 هتج دانشگاه علوم پزشکی اصفهان تحقیقات و فناوریمعاونت از بدینوسیله 

گردد. می تشکر و تقدیر، تحقیق حمایت مالی از این
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ABSTRACT 

BACKGROUND AND OBJECTIVE: During the cancer treatment course, in addition to the destructive effects on the 

tumor cells, chemotherapy also damages healthy tissues and disrupts the balance of oxidant and antioxidant levels. The 

present study was conducted to evaluate the effect of omega-3 on sperm DNA methylation and histological structure of 

rat testis after treatment with combination chemotherapy using bleomycin, etoposide and cisplatin (BEP). 

METHODS: In this experimental study, 40 male rats were randomly divided into four groups of control, BEP, 

BEP+omega-3 and omega-3 (n=10). The control group was treated with 0.9% normal saline intraperitoneally for 18 

weeks. The second group (BEP) first received 0.9% normal saline intraperitoneally for nine weeks. Then, it received 

BEP at 5.1 mg / kg for nine weeks, received etoposide and cisplatin at 5.7 mg/kg through gavage on days 1-5 of each 

week, and then received bleomycin at 75 mg/kg on days 2 of each week. The third group was gavaged with 0.9% saline 

for 9 weeks and then, orally received 300 mg/kg/day omega-3(capsule containing 1000 mg, 18% EPA and 12% DHA) 

for 9 weeks and in BEP + omega-3 group treated with BEP based on the same method and then orally received 300 

mg/kg omega-3 as an antioxidant for the second nine weeks daily. Sperm DNA methylation and histological structure of 

rat testis including seminiferous tubules and basement membrane thickness were respectively evaluated by 

immunofluorescence staining and Periodic acid – Schiff (PAS) after 18 weeks of treatment in all groups.    

FINDINGS: The mean percentage of sperm DNA methylation in the BEP-treated group (52.22±3.11) was significantly 

decreased compared to the control group (81.80±2.92) (p<0.001). However, the mean percentage of sperm DNA 

methylation increased significantly with omega-3 use after treatment with BEP (67±2.18) compared with BEP group 

(p<0.01). In light microscopy of testicular tissue, the number of spermatogonial cells (44.95±1.56), primary 

spermatocytes (47.60±1.45) as well as the epithelial thickness of seminiferous tubules (145.5±5.64) and basement 

membrane (7.07±0.29) decreased in the BEP-treated group in comparison with control group (p<0.001). However, the 

use of omega-3 after treatment with BEP significantly improved the number of germ cells and epithelial thickness of the 

seminiferous tubule and basement membrane (p<0.01).  

CONCLUSION: Based on the results of this study, omega-3 as an antioxidant can improve the cytotoxic effects of 

chemotherapy drugs and it is recommended to be used for cancer patients after chemotherapy to reduce the cytotoxicity 

of these drugs. 

KEY WORDS: Antioxidant, Oxidative Stress, Omega-3, Chemotherapy, DNA Methylation. 

 

Please cite this article as follows: 

Razavi Sh, Hashemi F, Khadivi F. Effect of Omega-3 on Rat Sperm Dna Methylation and Histological Structure of Testis after 

Treatment with Bleomycin, Etoposide and Cisplatin (BEP). J Babol Univ Med Sci. 2019;21: 273-78. 

                                                           
Corresonding Author: Sh. Razavi (PhD) 

Address: Department of Anatomical Sciences, School of Medicine, Isfahan University of Medical Sciences, Isfahan, I.R.Iran 

Tel: +98 31 37929055 

E-mail: razavi@med.mui.ac.ir 

 [
 D

O
I:

 1
0.

22
08

8/
jb

um
s.

21
.1

.2
73

 ]
 

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.1

56
14

10
7.

13
98

.2
1.

1.
42

.7
 ]

 

                               5 / 6

http://dx.doi.org/10.22088/jbums.21.1.273
https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.15614107.1398.21.1.42.7




 171                                                                                                                      8931سال  /18شگاه علوم پزشکی بابل/ دوره مجله دان 

 و همکاران شهناز رضوی؛ 9با مصرف امگا  BEPتیمار پس از   DNAمیزان متیلاسیون تغییر 

 

References  

1.Hervieu A, Rébé C, Végran F, Chalmin F, Bruchard M, Vabres P, et al. Dacarbazine-mediated upregulation of NKG2D 

ligands on tumor cells activates NK and CD8 T cells and restrains melanoma growth. J Invest Dermatol. 

2013;133(2):499-508. 

2.Menna P, Salvatorelli E, Minotti G. Anthracycline degradation in cardiomyocytes: a journey to oxidative survival. 

Chem Res Toxicol. 2009;23(1):6-10. 

3.Sikka SC. Andrology lab corner: Role of oxidative stress and antioxidants in andrology and assisted reproductive 

technology. J Androl. 2004;25(1):5-18. 

4.Akbari A, Jelodar GA. The effect of oxidative stress and antioxidants on men fertility. Zahedan J Res Med Sci. 2013; 

15(7):e92918. 

5.Dasdag S, Ketani M, Akdag Z, Ersay A, Sari I, Demirtas Ö, et al. Whole-body microwave exposure emitted by cellular 

phones and testicular function of rats. Urol Res. 1999;27(3):219-23. 

6.Hashemi F, Razavi S, Khadivi F. The protective effects of omega3 on ubiquitination and protamination of rat sperm 

after bleomycin, etoposide, and cisplatin treatment. Nutr Cancer. 2018; 70(8):1308-14. 

7.Delbes G, Hales BF, Robaire B. Effects of the chemotherapy cocktail used to treat testicular cancer on sperm chromatin 

integrity. J Androl. 2007;28(2):241-9. 

8.Henkel R, Hajimohammad M, Stalf T, Hoogendijk C, Mehnert C, Menkveld R, et al. Influence of deoxyribonucleic 

acid damage on fertilization and pregnancy. Fertil Steril. 2004;81(4):965-72. 

9.Oakes C, La Salle S, Smiraglia D, Robaire B, Trasler J. Developmental acquisition of genome-wide DNA methylation 

occurs prior to meiosis in male germ cells. Dev Biol. 2007;307(2):368-79. 

10.Chan D, Delbès G, Landry M, Robaire B, Trasler JM. Epigenetic alterations in sperm DNA associated with testicular 

cancer treatment. Toxicol Sci. 2011;125(2):532-43. 

11.Uygur R, Aktas C, Tulubas F, Uygur E, Kanter M, Erboga M, et al. Protective effects of fish omega‐3 fatty acids on 

doxorubicin‐induced testicular apoptosis and oxidative damage in rats. Andrologia. 2014;46(8):917-26. 

12.Bas O, Songur A, Sahin O, Mollaoglu H, Ozen OA, Yaman M, et al. The protective effect of fish n-3 fatty acids on 

cerebral ischemia in rat hippocampus. Neurochem Int. 2007;50(3):548-54. 

13. Razavi S, Khadivi F, Hashemi F, Bakhtiari A. Effect of Zinc on Spermatogenesis and Sperm Chromatin Condensation 

in Bleomycin, Etoposide, Cisplatin Treated Rats. Cell J. 2019;20(4):521-6.  

14.Heeba GH, Hamza AA, Hassanin SO. Induction of heme oxygenase-1 with hemin alleviates cisplatin-induced 

reproductive toxicity in male rats and enhances its cytotoxicity in prostate cancer cell line. Toxicol Lett. 2016;264:38-50 

15.Ghezzi M, Berretta M, Bottacin A, Palego P, Sartini B, Cosci I, et al. Impact of BEP or carboplatin chemotherapy 

on testicular function and sperm nucleus of subjects with testicular germ cell tumor. Front Pharmacol. 2016;7:122. 

16.Coşkun N, Hatipoğlu MT, Özoğul C, Korkmaz C, Akyol SN, Mıcılı SC, et al. The protective effects of Acetyl L-

Carnitine on testis gonadotoxicity induced by Cisplatin in rats. Balkan Med J. 2013;30(2):235-41. 

 

 [
 D

O
I:

 1
0.

22
08

8/
jb

um
s.

21
.1

.2
73

 ]
 

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.1

56
14

10
7.

13
98

.2
1.

1.
42

.7
 ]

 

Powered by TCPDF (www.tcpdf.org)

                               6 / 6

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17187901
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Razavi%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30123998
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Khadivi%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30123998
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hashemi%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30123998
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bakhtiari%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30123998
http://dx.doi.org/10.22088/jbums.21.1.273
https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.15614107.1398.21.1.42.7
http://www.tcpdf.org

