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چکیده
زمینه و هدف: تخمدان »پلی کیستیک« شایع ترین علت نازایی در زنان است، فهمیدن پاتوژنز این بیماری نیازمند مدل های حیوانی می باشد. این مطالعه  با هدف ایجاد مدل حیوانی 

برای القای تخمدان پلی کیستیک به وسیله تستوسترون انانتات انجام شده است.

مواد و روش ها: در این مطالعه القای تخمدان پلی کیستیک با تزریق روزانه تستوسترون انانتات به موش های 12 تا 14 روزه، در مدت 2 تا 4 هفته )گروه های آزمایش 1 و 2 ( انجام 
گرفته است. به گروه های کنترل 1 و 2، ماده ی بی اثر تزریق شد. ویژگی های بافت تخمدان با شمارش فولیکول های آن بررسی گردیده است.

نتایج: نتایج نشان می دهد که؛ درصد فولیکول های پره آنترال و کیستیک در گروه آزمایش  نسبت به گروه کنترل به طور معنی داری بیشتر می گردد )P<0.05). درصد فولیکول های 
 .(P<0.05( آنترال در گروه آزمایش به طور معنی داری کمتر می گردد

نتیجه گیري: می توان نتیجه گیری کرد که تستوسترون انانتات می تواند تخمدان پلی کیستیک را در موش القاء کند. 

کلمات کلیدي: تستوسترون انانتات، تخمدان پلی کیستیک، موش، نازایی.

مقدمه
اختلالات  با  سندرمی    )PCOS( پلی کیستیک  تخمدان  سندرم 
اندوکرینی، متابولیکی و ژنتیکی پیچیده است، که با عدم تخمک گذاری 
کلینیکی  و  بیوشیمیایی  تظاهرات  و  پلی کیستیک  تخمدان  مزمن، 
 in vitro و  in vivo هیپرآندروژنیسم مشخص می شود )1(.  بررسی های
روی سلول های تکا پیشنهاد می دهد که در زنان مبتلا، سلول های تکای 
تخمدان در تبدیل پیش سازهای آندروژنیک به تستوسترون نسبت به 
سلول های تکای نرمال بسیار فعال تر هستند. در حقیقت، سلول های 
تکا در پاسخ به هورمون لوتئینی آندروژن می سازند، بنابراین در افراد 
مبتلا، سطح آندروژن های خون افزایش می یابد )2( اگرچه اتیولوژی و 
پاتوژنز PCOS  شناخته نشده است اما؛ به نظر میرسد؛ ا ندروژن اضافی 
علت اصلی PCOS باشد )3(. مطالعات انجام شده روی میمون هایی 
اندروژن فنوتیپ؛ PCOS را تقلید می کند، نشان می دهد  که توسط 
که آندروژن اضافی ممکن است علت اصلی PCOS باشد )4(. مطالعات 
اخیر نشان می دهند مکانیسمی که تستوسترون موجب ایجاد تخمدان 
پلی کیستیک می شود از طریق مهار بیان مولکول هایی در اووسیت است 
که؛ به  موجب آن باعث توقف رشد فولیکولی می شود )3(.  فهمیدن 
پاتوژنز PCOS درمان این بیماری را بهبود می بخشد. بنابراین، برای 
تحقیق در رابطه با سندرم تخمدان »پلی کیستیک« به مدل های جدید  
 PCOS احتیاج است. در چند دهه ی  اخیر، مدل های مختلف PCOS

در انواعِ مختلف حیوانـاتـی از گـروه: جوندگـان، گوسفندان و 

نخستی ها معرفی شده اند )5(. همچنین از روش های مختلفی برای القای 
PCOS استفاده شده است. مدل هایی که تغییرات فیزیولوژیکی در آن ها 
صورت گرفته است، مانند تغییر در قرارگیری نور، مدل هایی با  تغییرات 
ژنتیکی از قبیل: مدل های ترانس ژنیک و ناک اوت، مدل های ایجاد شده؛ با 
استفاده از هورمون ها مانند آندروژن ها )6( و مدل های حیوانی در فهمیدن 
پاتوژنز مفید هستند اما؛ ما نمی توانیم انتظار داشته باشیم که هریک از مدل ها 
بتواند همه ی نیازها را پاسخ دهد. هریک از مدل ها دارای معایب و مزایای 
خاص خود هستند. آموزنده ترین مدل ها، آن هایی هستند که؛ حیوان قبل 
 PCOS از تولّد در معرض آندروژن های اضافی قرارگیرد. زیرا اندروژن تکوین
را در زندگی بزرگ سالی باعث می شود )5(. جوندگان مدل مفیدی برای 
مطالعه اثرات خاص آندروژن ها بر روی تکوین اولیه فولیکول ها، کنترل 
ترشح گنادوترپین ها )7( و بررسی اثرات متابولیکی قرارگیری در معرض 
آندروژن های اضافی به شمار می آیند )9،8(. مزایای استفاده از موش شامل 
توانایی برای فراهم کردن زمینه ی ژنتیکی پایدار و ایجاد شرایط محیطی 
کنترل شده؛ به علاوه سیکل کوتاه زندگی برای قرارگیری در معرض اثرات 
تولیدمثلی و متابولیکی می باشد )5(. این مطالعه با  هدف ایجاد یک مدل 

حیوانی PCO با استفاده  از تستوسترون انانتات صورت گرفته است. 
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NMRI12 تا 14 روزه، در شرایط 12 ساعت تاریكی، 12 ساعت روشنایی 
و دمای 25 درجه ی سانتی گراد نگهداری شده اند و نیز هم زمان به آب و 
غذای كافی دسترسی داشته اند. برای القای تخمدان »پلی کیستیک«، 
تزریق روزانه تستوسترون انانتات حل شده در روغن کنجد به میزان 
1 میلی گرم به ازای هر100گرم وزن بدن به صورت زیر پوستی در 
ناحیه پشت گردن به مدت دو تا چهار هفته صورت گرفته است. در این 
مطالعه دو گروه آزمایش 1و 2 )تیمار دو هفته ای و چهار هفته ای( و نیز 
دو گروه کنترل )دو هفته ای و چهار هفته ای( وجود داشت. بدیهی است 
پیش از آغاز مطالعه، مجوز   های لازم جهت استفاده از این تعداد حیوان 

آزمایشگاهی از کمیته اخلاق دانشگاه رازی اخذ شد.
بافت شناسی تخمدان: در این فرآیند موش ها با روش جابه جایی 
مهره های گردنی كشته شدند و با ایجاد شكاف طولی T  در سطح شكم  
تخمدآن ها جدا و پس از برداشتن بافت همبند و چربی اطراف آن در 
پارافرمالدهید 10٪ فیكس شدند. پس از فیکس تخمدآن ها، در الکل 
آبگیری و در گزایلول شفاف و سپس در پارافین قالب گیری شدند. پس 
از قالب گیری برش هایی به صورت سریالی و با ضخامت 5 میكرومتر 

تهیه شد و برش ها با هماتوكسیلین و ائوزین رنگ آمیزی شدند.
شمارش فولیکولی: شمارش فولیکولی توسط میکروسکوپ نوری 
و با بزرگنمایی ×100 انجام گردید. فولیكول ها به 5 دسته مجزا كه 
سلول  سنگفرشی  لایه  یك  )دارای  پریموردیال  فولیكول های  شامل: 
گرانولوزا به دور تخمك(، پرایمری )دارای یك لایه سلول های گرانولوز ا 

مكعبی به دور تخمك(، پره آنترال )دارای چندین لایه سلول گرانولوزا(، 
آنترال )دارای حفره( و »کیست« تقسیم بندی شدند. 

SPSS روش هاي آماري: جهت بررسی آماری از نرم افزار آماری
استفاده شده است. میانگین ± انحراف از معیار تعداد فولیکول ها در هر 
مرحله از رشد فولیکول محاسبه و بین گروه های مورد مطالعه مقایسه 

گردیده است. برای مقایسه ی درصد فولیكول ها در هر یك از مراحل 
 )ANOVA( رشد فولیكولی از آزمون آماری آنالیز واریانس یک طرفه
و آزمون تعقیبی Tukey استفاده گردید. ضریب معنی دار بودن داده ها 

نیز در سطح 95٪ معنی داری مشخص نمودیم. 

نتایج
مقایسه ی داده ها در روش »آنالیز واریانس یک  طرفه« برای درصد 
فولیکول ها در هر مرحله از رشد فولیکول، در دو گروه آزمایش و کنترل 
نشان داد كه درصد فولیکول های پریموردیال در گروه های کنترل 1، 
آزمایش 1 و کنترل 2 مشابه یکدیگرند و در گروه آزمایش 2 نسبت 
به سایر گروه ها بیشتر است )Anova, P<0.05). درصد فولیکول های 
پرایمری در تمامی گروه های مورد مطالعه مشابه یکدیگر بود. درصد 
و کنترل 2 مشابه  آزمایش 1  در گروه های  آنترال  پره  فولیکول های 
ولی در گروه آزمایش 2 کمترین درصد را در مقایسه با سایر گروه ها 
آنترال  فولیکول های  درصد  بیشترین   .(Anova ,P<0.05( داد  نشان 
درصد  کمترین   .(Anova ,P<0.05( داشت  وجود  کنترل1  گروه  در 
مشاهده   2 آزمایش  و   1 آزمایش  گروه های  در  آنترال  فولیکول های 
گردید )Anova ,P<0.05). در گروه های کنترل 1 و کنترل 2  فولیکول 
گروه  در  کیستیک  فولیکول های  درصد  نشد.  مشاهده  »کیستیک« 
آزمایشی 2 نسبت به گروه آزمایشی 1 به طور معنی داری بیشتر گردید 

)Anova, P<0.05). )نمودار و شکل1(

بحث
در مطالعه حاضر اثر تستوسترون انانتات در ایجاد فنوتیپ تخمدان 
پلی کیستیک در موش بررسی گردید و درصد فولیکول ها در مراحل 
مختلف رشد در دو گروه آزمایش و کنترل مورد مطالعه قرار گرفت. 
می تواند  انانتات  تستوسترون  که  داد  نشان  آزمایش  این  یافته های 

نمودار1 ـ مقایسه درصد فولیكول ها در مراحل مختلف رشد؛ بین گروه های آزمایش و کنترل در هفته های دوم و چهارم
کنترل 1و 2: کنترل دو هفته ای و چهار هفته ای  آزمایش 1و 2: تیمار دو هفته ای و چهار هفته ای با تستوسترون انانتات

مقادیر به صورت درصد بیان شده است.
(Anova, P<0.05( مقادیر با نمادهای مختلف در هر ستون دارای اختلاف معنی داری هستند :a/b/c
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تخمدان پلی کیستیک را در هفته های دوم و چهارم در موش ایجاد 
کند. برای القای فنوتیپ تخمدان پلی کیستیک از روش های هورمونی 
و غیرهورمونی متنوعی از قبیل: به کارگیری لتروزول )10(، دهیدرواپی 
پروپیونات  تستوسترون   ،)12( والرات  استرادیول   ،)11( آندروسترون 
)13(، می توان استفاده نمود. همچنین با قرار دادن حیوان آزمایشگاهی 
در نور یکنواخت می توان PCO را القاء نمود )14(. در برخی مطالعات از 
حیوانات ترانس ژن برای القاء PCO  استفاده می کنند )15(. مطالعات 
متعدّدی، نقش آندروژن ها را در شروع رشد و تكوین فولیكولی گزارش 
داده اند )16،17(، چنانچه در موش های فاقد رسپتور آندروژن؛ هر چه 
و  می شود  كمتر  تخمدان  فولیكولی  ذخیره ی  می رود،  بالاتر  سنّشان 
موارد آزمایشی دچار از كارافتادگی زودرس تخمدان می شوند )18(.     
جان نثاری نشان داد که كاهش معنی دار تعداد فولیكول های در حال 
افزایش  نشانگر  پروپیونات  تستوسترون  با  مدت  دراز  تیمار  در  رشد، 
ذخیره ی فولیكولی است )19(.  از مزایای استفاده از مدل های حیوانی 
که توسط آندروژن هایی از قبیل تستوسترون ایجاد می شوند، این است 
که؛ آندروژن های بیرونی منجر به آسیب پایدار به بافت تخمدان و تکرار 
علائم هالمارک PCOS در اینگونه مدل ها می شود اما از آنجائی که این 
نوع مدل ها توسط هیپرآندروژنیسم مصنوعی ایجاد می شوند؛ نمی توانند 
کمکی به تشخیص هیپرآندروژنیسم غیرطبیعی در این بیماران کند 
)20(. تیندال نشان داد که تیمار موش های صحرایی در روزهای 15 
تا 25 با تستوسترون پروپیونات فنوتیپ شبه PCOS را القاء نمی کند 
و از لحاظ مورفولوژیکی شبیه تخمدآن های نرمال هستند. بنابراین،  او 

  PCOS نتیجه گیری نمود اثرات آندروژن که منجر به تکوین فنوتیپ
می شود ممکن است تنها در زمآن های خاصی صورت گیرد )21(.  در 
مطالعاتی که بلوسسکی )2004( و جان نثاری )2009( انجام دادند 
از تستوسترون پروپیونات برای القاء PCO در موش صحرایی استفاده 
کردند. روش کاری آن ها تزریق روزانه تستوسترون پروپیونات به مقدار 
1 میلی گرم به ازای هر100 گرم وزن بدن به صورت زیر جلدی به 
موش های صحرایی 21 روزه بود. آنالیز بافت شناسی برش های تخمدانی 
نمونه های تیمارشده به وضوح وجود فولیكول های »كیستیك« و تجمع 
را  زرد  اجسام  فقدان  و  تخمك گذاری  آنترال، عدم  پره  فولیكول های 
نشان داد. با افزایش تیمار موش های صحرایی به ویژه در هفته چهارم 
مشاهده گردید؛ تعداد فولیکول های پریموردیال به طور معنی داری در 
مقایسه با تیمار های یک هفته ای و کنترل افزایش یافته در حالی که؛ 
با تیمار  های یک  تعداد فولیکول های پره آنترال و آنترال در مقایسه 
هفته ای و کنترل، به طور معنی داری کاهش داشت )13،19(. در تایید 
نشان  فولیکول ها  درصد  از  آمده  دست  به  داده های   گزارش ها،  این 
زیر پوستی  به صورت  انانتات  روزانه تستوسترون  تزریق  می دهد که 
در ناحیه پشت گردن به موش های NMRI به مدت دو و چهار هفته، 
در  بافت شناسی  PCO می شود. مشاهدات  ایجاد مدل حیوانی  باعث 
پره  فولیکول های  افزایش  تزریق،  دوم  هفته  در  موش  تخمدآن های 
آنترال در ناحیه زیر قشری تخمدان را نشان داد و  با افزایش طول 
دوره تزریق در هفته چهارم؛ مشخصات تخمدان پلی کیستیک )وجود 
کیست های متعدد، نبود جسم زرد( در این موش ها نمایان گردید که 

شکل 1 ـ برش میکروسکوپی تخمدآن های گروه  آزمایش و کنترل در روزهای مختلف تیمار با تستوسترون انانتات
)A ,C( کنترل 1و2 )کنترل دو و چهار هفته ای(

)B ,D( آزمایش 1و 2 )تیمار دو و چهار هفته ای با تستوسترون انانتات(
)بزرگنمایی: ×40، رنگ آمیزی: هماتوكسیلین-ائوزین(
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القاء تخمدان پلی کیستیک توسط تستوسترون انانتات

نتایج آزمایش ما مشابه نتایج کارهای بلوسسکی و جان نثاری بوده 
است. مطالعات  قبلی فنوتیپ تخمدان پلی کیستیک را در هفته چهارم 
در موش صحرایی گزارش کردند )19(. در پژوهش حاضر نشان داده 
شد که تستوسترون انانتات می تواند فنوتیپ تخمدان پلی کیستیک را 

در هفته های دوم و چهارم در موش های ماده افزایش دهد.

نتیجه گیري
 نتایج این مطالعه نشان داد که با توجه به افزایش تعداد فولیکول های 
کیستیک و فقدان جسم زرد در تخمدان موش پس از تیمار با  تستوسترون 
انانتات؛ این ماده می تواند موجب ایجاد فنوتیپ تخمدان پلی کیستیک در 

هفته دوم و چهارم شود.
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Abstract
Background &Objective: Polycystic ovary is the most common cause of infertility in Women. Animal models are required 
for understanding the pathogenesis of polycystic ovary. The objective of this study then  was to develop an animal model for 
inducing the polycystic ovaries using testosterone enanthate.

Materials & Methods: In this study, for inducing the polycystic ovary phenotype, female rats about12-14 days-old were in-
jected daily with testosterone enanthate for 2 and 4 weeks (experiment groups: 1 and 2(, while the control groups (1 and 2( 
were injected only with vehicle.The ovaries from both groups were fixed and then were used for histological studies.

Results: Testosterone enanthate treatment causes the histological changes in mouse ovary and significantly increased the per-
centage of preantral and cystic follicles and decreased the percentage of antral follicles in the experiment group, comparing 
with the control group (P<0.05(.

Conclusion: It concluded that testosterone enanthate can induces polycystic ovary in mouse.

Keywords: Testosterone enanthate, polycystic ovary, mouse, infertility.
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