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 Abstract 

Background. Chemotherapy with alkylating agents such as melphalan can induce 

neurotoxic effects in the hippocampus. This study was conducted to investigate the 

protective effect of chrysin on melphalan-induced histopathological changes and the 

expression of autophagy-related genes in the rat hippocampus. 

Methods. In this experimental study, 48 male Wistar rats (21 days old) were randomly 

assigned to six groups: a control group, a melphalan-treated group (0.5 mg/kg, 

intraperitoneally), two groups receiving melphalan in combination with chrysin (25 and 

50 mg/kg, respectively, orally), and two groups receiving chrysin alone (25 and 50 mg/kg, 

respectively, orally). The treatment period for the groups receiving melphalan and/or 

chrysin was 14 days. At the end of the experimental period, hippocampal histological 

changes were assessed using toluidine blue staining, and the expression of autophagy-

related genes was evaluated using real-time PCR. 

Results. The administration of melphalan significantly increased the number of dark 

neurons and significantly decreased the expression of autophagy-related genes compared 

with the control group. Treatment with chrysin (50 mg/kg) significantly reduced the 

number of dark neurons and increased the expression of autophagy-related genes. 

Conclusion. The administration of chrysin was associated with reduced melphalan-

induced histopathological alterations and modulation of the expression of autophagy-

related genes in the hippocampus. These findings suggest that changes in the expression 

of autophagy-related genes may play an important role in the protective response of 

chrysin against melphalan-induced neuronal injury. 

Practical Implications. Chrysin was associated with favorable changes in 

histopathological indices and the expression of autophagy-related genes in this animal 

model. However, further pharmacokinetic studies, evaluation of brain tissue penetration, 

safety assessment, and investigation of its potential effects on the antitumor efficacy of 

melphalan are required before clinical translation. 
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Extended Abstract  

 

Background 
Melphalan is an alkylating chemotherapeutic agent 

extensively used in the treatment of hematological 

malignancies and conditioning regimens before 

hematopoietic stem cell transplantation. Despite its 

established antitumor activity, melphalan may 
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adversely affect normal tissues, including the central 

nervous system. Chemotherapy-induced 

neurotoxicity has increasingly been recognized as an 

important complication that contributes to cognitive 

impairment and structural alterations within the 

hippocampus, a brain region essential for learning, 

memory, and neurogenesis. Although oxidative stress, 

mitochondrial dysfunction, neuroinflammation, and 

apoptosis have been implicated in chemotherapy-

induced neuronal injury, growing evidence suggests 

that dysregulation of autophagy-related pathways may 

also contribute to neuronal vulnerability. Autophagy 

is a highly conserved intracellular homeostatic 

process regulated by autophagy-related (ATG) genes, 

and disturbances in this pathway have been associated 

with several neurodegenerative conditions. Chrysin 

(5,7-dihydroxyflavone), a naturally occurring 

flavonoid, possesses antioxidant, anti-inflammatory, 

and neuroprotective properties. However, its potential 

influence on melphalan-induced hippocampal damage 

and alterations in autophagy-related gene expression 

remains insufficiently investigated. Therefore, this 

study examined the association between treatment 

with chrysin, histopathological alterations, and 

autophagy-related gene expression in the 

hippocampus of rats treated with melphalan. 

 

Methods  
This experimental study was performed on 48 

male Wistar rats aged 21 days. Animals were 

randomly allocated into 6 groups (n=8): Control, 

Melphalan (Mel), Melphalan plus Chrysin 25 mg/kg 

(Mel+Chr25), Melphalan plus Chrysin 50 mg/kg 

(Mel+Chr50), Chrysin 25 mg/kg (Chr25), and 

Chrysin 50 mg/kg (Chr50). Melphalan was 

administered intraperitoneally at a dose of 0.5 

mg/kg/day, whereas chrysin was dissolved in corn oil 

and administered orally by gavage at doses of 25 or 50 

mg/kg/day for 14 consecutive days. In the 

combination groups, chrysin was administered 

approximately 30 minutes before the injection of 

melphalan. 

All procedures were conducted according to 

institutional ethical guidelines, ARRIVE 

recommendations, and the principles of Replacement, 

Reduction, and Refinement (3Rs). Animals were 

randomly assigned to experimental groups, and 

histopathological and molecular evaluations were 

performed by investigators blinded to treatment 

allocation. 

Twenty-four hours after the final treatment, 

hippocampal tissues were collected. 

Histopathological evaluation was performed on the 

right hippocampus using toluidine blue staining. Dark 

neurons were identified based on established 

morphological criteria including hyperbasophilic 

cytoplasm, nuclear condensation, and irregular 

cellular morphology. Quantitative assessment was 

performed using systematic random sampling, and 

neuronal density was expressed as cells/mm². 

The left hippocampus was processed for molecular 

analyses. Total RNA was extracted and reverse 

transcribed into complementary DNA. Then, 

quantitative real-time PCR was performed to 

determine the relative expression of Atg5, Atg6 

(Beclin-1), Atg7, Atg8 (LC3), and Atg12 using 

GAPDH as the endogenous reference gene. Relative 

gene expression was calculated using the 2−ΔΔCt 

method. 

The normality of data distribution was assessed 

using the Kolmogorov–Smirnov test. Comparisons 

among experimental groups were performed using 

one-way analysis of variance (ANOVA), followed by 

Tukey's post hoc test. Results were expressed as 

mean±standard error (SE), and P<0.05 was 

considered statistically significant. 

 

Results  
The administration of melphalan produced 

pronounced histopathological alterations in the 

hippocampus. Compared with control animals, the 

Mel group exhibited a significant increase in dark 

neuron density, indicating enhanced neuronal 

degeneration. Histological examination demonstrated 

numerous hyperchromatic shrunken neurons with 

typical morphological characteristics of dark neurons 

throughout the hippocampal regions. 

Treatment with chrysin attenuated these 

histopathological changes in a dose-dependent 

manner. Administration of 25 mg/kg chrysin 

produced only a modest reduction in dark neuron 

density compared with the Mel group, whereas 
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treatment with 50 mg/kg significantly reduced the 

number of dark neurons and partially preserved 

normal hippocampal morphology. Chrysin 

administered alone at either dose did not induce 

detectable histopathological abnormalities relative to 

untreated controls. 

Real-time PCR analysis demonstrated that 

melphalan significantly reduced the mRNA 

expression of all evaluated autophagy-related genes, 

including Atg5, Atg6, Atg7, Atg8, and Atg12, 

compared with the control group. These findings 

indicate that exposure to melphalan was associated 

with altered transcription of genes involved in 

autophagy regulation. 

Co-treatment with chrysin increased the 

expression of all investigated autophagy-related genes 

relative to treatment with melphalan alone. Although 

animals receiving 25 mg/kg chrysin showed an 

upward trend in gene expression, these changes were 

generally not statistically significant. In contrast, 

treatment with 50 mg/kg chrysin significantly 

increased the expression of Atg5, Atg6, Atg7, Atg8, 

and Atg12 compared with the Melphalan group, with 

expression levels approaching those observed in 

control animals. 

The concordance between histopathological 

improvement and modulation of autophagy-related 

gene expression suggests that these molecular 

alterations may be associated with the neuroprotective 

response observed following the administration of 

chrysin. Nevertheless, the present study evaluated 

only messenger RNA expression. Therefore, the 

observed transcriptional changes cannot be interpreted 

as direct evidence of enhanced autophagic activity or 

autophagic flux. Likewise, the findings do not 

establish a causal relationship between altered ATG 

gene expression and the reduction in neuronal 

degeneration. Other biological mechanisms 

previously reported for chrysin, including attenuation 

of oxidative stress, suppression of inflammatory 

responses, and regulation of apoptosis, may also have 

contributed to the observed protective effects. 

 

Conclusion  
The present study demonstrates that the 

administration of melphalan was associated with 

hippocampal neuronal degeneration accompanied by 

reduced expression of several autophagy-related 

genes. Chrysin treatment, especially at the dose of 50 

mg/kg, was associated with attenuation of 

histopathological damage and partial restoration of 

autophagy-related gene expression. These findings 

suggest that modulation of autophagy-related 

transcription may contribute to the neuroprotective 

effects observed following the administration of 

chrysin. However, because only gene expression was 

evaluated, no definitive conclusions can be drawn 

regarding functional autophagy or autophagic flux. 

Additional investigations incorporating protein 

expression, autophagic flux analyses, oxidative stress 

biomarkers, inflammatory mediators, behavioral 

assessments, and long-term outcome studies are 

required to clarify the underlying molecular 

mechanisms and to determine whether chrysin has 

translational potential as an adjunctive strategy for 

reducing chemotherapy-induced neurotoxicity. 
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 ها:کلیدواژه

 ملفالان 
  نیسیکر 
  یاتوفاژ 
 پوکامپیه 
 یستوپاتولوژ یه 

 چکیده 
موجب بروز عوارض نوروتوکسیک در  تواندیمانند ملفالان م کنندهلهیآلک یبا داروها یدرمانیمیش زمینه.

 یهاژن انیو ب یشناسبافت راتییبر تغ نیسیکر   یاثر محافظت یمطالعه با هدف بررس نیهیپوکامپ شود. ا
 با ملفالان انجام شد. مارشدهیت ییصحرا یهاموش پوکامپیدر ه یاتوفاژ 
طور تصادفی به شش گروه روزه( به 21سر موش صحرایی نر نژاد ویستار ) 48در این مطالعه تجربی،  .کارروش

صفاقی(، دو گروه گرم بر کیلوگرم، داخلمیلی 0٫5کننده ملفالان )تقسیم شدند: گروه کنترل، گروه دریافت
ه گرم بر کیلوگرم، خوراکی( و دو گرومیلی 50و  25ترتیب کننده ملفالان همراه با کریسین )بهدریافت
های گرم بر کیلوگرم، خوراکی(. دوره تیمار در گروهمیلی 50و  25ترتیب تنهایی )بهکننده کریسین بهدریافت
تغییرات بافتی هیپوکامپ با  در انتهای دوره ازمایش،  روز بود. 14 به مدت کریسین و ملفالانکننده  دریافت

 .ارزیابی شد Real-Time PCR با استفاده از روش های مرتبط با اتوفاژیآمیزی تولوئیدین بلو و بیان ژنرنگ

 یاتوفاژ  یهاژن انیو کاهش معنادار ب رهیت یهامعنادار تعداد نورون شیملفالان منجر به افزا ز یتجو .هایافته
 رهیت یهاتعداد نورون یطور معنادار به لوگرمیبر ک گرمیلیم 50 نیسیبا گروه کنترل شد. درمان با کر  سهیدر مقا

 داد. شیرا افزا یاتوفاژ  یهاژن انیرا کاهش و ب
شده توسط ءشناسی القاهای این مطالعه نشان داد که تجویز کریسین با کاهش تغییرات بافتیافته .گیرینتیجه

دهد که های مرتبط با اتوفاژی در بافت هیپوکامپ همراه بود. این نتایج نشان میملفالان و تعدیل بیان ژن
های نورونی های مرتبط با اتوفاژی ممکن است در پاسخ محافظتی کریسین در برابر آسیببیان ژنتغییرات در 

 .ناشی از ملفالان نقش داشته باشند
دهد که کریسین در مدل حیوانی حاضر با تغییرات مطلوب در ها نشان میاین یافته .پیامدهای عملی

راه بود. با این حال، برای ارزیابی قابلیت ترجمه این نتایج های مرتبط با اتوفاژی همهای بافتی و بیان ژنشاخص
به کاربردهای بالینی، انجام مطالعات فارماکوکینتیکی، بررسی نفوذ به بافت مغز، ارزیابی ایمنی و بررسی اثر 

 .احتمالی بر کارایی ضدتوموری ملفالان ضروری است
 

 مقدمه
های اصلی درمان سرطان، عنوان یکی از روشدرمانی بهشیمی

نقش مؤثری در افزایش بقای بیماران دارد؛ با این حال، بروز عوارض 
ویژه درمانی، بهجانبی ناشی از تجویز سیستمیک داروهای شیمی

 .شودکننده، همچنان یک چالش مهم محسوب میل آلکیلهعوام
 کننده مانند ملفالان با ایجاد آسیب مستقیم بهداروهای آلکیله

DNAشوند و علاوه ، موجب توقف چرخه سلولی و مرگ سلولی می
های سالم با نرخ تقسیم بالا توانند سلولهای سرطانی، میبر سلول

دلیل نقش کلیدی در هیپوکامپ به 1.را نیز تحت تأثیر قرار دهند
دار، از العمر در ناحیه دندانهیادگیری، حافظه و نوروژنز مادام

از  2.درمانی استترین نواحی مغز نسبت به داروهای شیمیحساس
 مغزی–ر از سد خونیآنجا که برخی داروها مانند ملفالان قادر به عبو
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بروز اختلالات شناختی و نوروژنیک در بازماندگان  3؛کد هستن
های مولکولی با این وجود، مکانیسم .سرطان گزارش شده است

ویژه در درمانی، بهشده توسط شیمیءدخیل در نوروتوکسیسیته القا
اند. در هیپوکامپ، القای طور کامل روشن نشدههیپوکامپ، هنوز به

طریق فرایند آپوپتوز، بلکه از طریق اختلال در تنها از مرگ سلولی نه
 .پذیر استپروسه اتوفاژی نیز امکان

درمانی دهد که آسیب نورونی ناشی از شیمیشواهد نشان می
تواند تنها به آپوپتوز محدود نبوده و اختلال در فرایند اتوفاژی نیز می

اتوفاژی یک مسیر حیاتی برای حفظ  4.در این زمینه نقش داشته باشد
های هاست که از طریق بیان هماهنگ ژنهموستاز سلولی در نورون

 Atg12 و Atg5 ،Atg6 (Beclin-1) ،Atg7 ،Atg8 از جمله ATG خانواده

های نورودژنراتیو اختلال در این مسیر با بروز بیماری 5.شودتنظیم می
 6.های شناختی ارتباط داردو نقص

ویژه فلاونوئیدها، اکسیدانی، بههای اخیر، ترکیبات آنتیدر سال
ها در تعدیل استرس اکسیداتیو و تنظیم مسیر آن دلیل تواناییبه

 7.انداتوفاژی، مورد توجه قرار گرفته

یک فلاونوئید طبیعی با خواص  (Chrysin) کریسین
اکسیدانی و نورومحافظتی است که اثرات مفیدی در بهبود آنتی

اختلالات شناختی، حفظ نوروژنز و مقابله با مسیرهای مختلف مرگ 
توانایی این ماده در برابر  ،. همچنین8سلولی گزارش شده است

آسیب ناشی از استرس اکسیداتیو و ظرفیت آن در مقابله با اشکال 
خوبی اثبات شده مختلف مرگ سلولی، از جمله آپوپتوز و اتوفاژی، به

ضدالتهابی و اکسیدانی، دلیل خواص آنتیکریسین به  7.است
ای مناسب در مطالعات مربوط به اختلالات آپوپتوتیک، گزینهآنتی

حرکتی، -عصبی از جمله صرع، کاهش حافظه، اختلالات رفتاری
با این حال، نقش  10, 9.ایسکمی مغزی، پارکینسون و آلزایمر بوده است

شده توسط ملفالان در ءکریسین در تعدیل اختلالات اتوفاژی القا
 .طور مشخص بررسی نشده استهیپوکامپ به

بنابراین، این مطالعه با هدف بررسییی ارتباط نوروتوکسیییسیییته 
ناشیییی از ملفالان با تغییرات اتوفاژی و ارزیابی اثر کریسیییین بر بیان 

شیییناسیییی هیپوکامپ در اتوفاژی و تغییرات بافتهای مرتبط با ژن
 .موش صحرایی طراحی شد

 
 روش کار

سر موش صحرایی نر نژاد ویستار در  48این پژوهش بر روی 
گرم( انجام شد. حیوانات   150± 25روزگی )با میانگین وزنی 21سن 

تحت شرایط استاندارد  علوم پزشکی گناباددر خانه حیوانات دانشگاه 
ساعت  12ساعت روشنایی و  12امل چرخه نوری آزمایشگاهی ش
گراد و تهویه مطلوب نگهداری درجه سانتی 22±2تاریکی، دمای 

ها دسترسی آزادانه به آب و غذا شدند. در طول دوره مطالعه، موش
 .داشتند

کلیه مراحل پژوهش با رعایت اصول اخلاقی مراقبت و کار با 
های مصوب کمیته ملحیوانات آزمایشگاهی و مطابق با دستورالع

پزشکی وزارت بهداشت، درمان و های زیستاخلاق در پژوهش
آموزش پزشکی جمهوری اسلامی ایران انجام گرفت. این مطالعه با 

 January 30) 10/11/1402مورخ  IR.GMU.REC.1402.003اخلاق د ک

در کمیته اخلاق پژوهشی دانشگاه علوم پزشکی گناباد به   (2024
های مطابق با دستورالعمل پژوهش حاضر  .ستتصویب رسیده ا

المللی مراقبت و استفاده از حیوانات آزمایشگاهی، راهنمای بین
 (3Rs) و اصول جایگزینی، کاهش و اصلاح ARRIVE دهیگزارش

های آزمایشی صورت تصادفی به گروهانجام شد. حیوانات به
ولی شناسی و مولکهای بافتتخصیص داده شدند. تمامی ارزیابی

ها آگاهی نداشتند، توسط پژوهشگرانی که از تخصیص گروه
هیچ حیوانی در طول مطالعه  ،انجام شد. همچنین صورت کوربه

 . حذف نشد و تمامی حیوانات وارد تحلیل نهایی شدند
عنوان مدل مغز در حال روزه به 21های در این مطالعه، موش

حساسیت بیشتر به رشد انتخاب شدند؛ زیرا این مرحله از رشد با 
عوامل نوروتوکسیک و تغییرات فرآیندهای تکاملی دستگاه عصبی 

تایی صورت تصادفی به شش گروه هشتها بهموش. همراه است
بر اساس مواجهه با ملفالان و درمان با کریسین به شرح ذیل تقسیم 

 :شدند
صورت تزریق داخل صفاقی گروه کنترل: دریافت روزانه نرمال سالین به .1

 .روز 14صورت گاواژ خوراکی به مدت مراه با روغن ذرت بهه
گرم بر کیلوگرم میلی 5/0دریافت ملفالان با دوز : (Mel)  گروه ملفالان .2

 .روز 14صورت تزریق داخل صفاقی به مدت وزن بدن در روز به
دریافت همزمان ملفالان  :(Mel+Chr25) 25گروه ملفالان + کریسین  .3

 25و کریسین ) (داخل صفاقی) رم در روز گرم بر کیلوگمیلی 5/0
 .روز 14گرم بر کیلوگرم در روز، گاواژ خوراکی( به مدت میلی

دریافت همزمان ملفالان  :(Mel+Chr50) 50گروه ملفالان + کریسین  .4
گرم میلی 50داخل صفاقی( و کریسین )) گرم بر کیلوگرم در روز میلی 5/0

 .روز 14مدت بر کیلوگرم در روز، گاواژ خوراکی( به 
 25تنهایی با دوز دریافت کریسین به :(Chr25)25گروه کریسین  .5

 .روز 14صورت گاواژ خوراکی به مدت گرم بر کیلوگرم در روز بهمیلی
گرم میلی 50تنهایی با دوز دریافت کریسین به :(Chr50)50گروه کریسین  .6

 .روز 14صورت گاواژ خوراکی به مدت بر کیلوگرم در روز به

ین مطالعه حجم نمونه، آماده سازی و تجویز داروها بر در ا
تجربیات حاصل از مطالعات پیشین پژوهشگران در این اساس 

 25در دو دوز کریسین هر روز به این ترتیب،   .اندحوزه انتخاب شده
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صورت گاواژ در روغن ذرت حل و بهگرم بر کیلوگرم میلی 50و 
دوز با ) خل صفاقی ملفالاندقیقه قبل از تزریق دا 30خوراکی حدود 

وچهار ساعت پس بیست 12،11.تجویز شد (گرم بر کیلوگرم میلی 5/0
 50یق داخل صفاقی ترکیب کتامین )از آخرین تزریق، حیوانات با تزر 

گرم بر کیلوگرم( بیهوش میلی 10گرم بر کیلوگرم( و زایلازین )میلی
 .شده و مراحل بعدی آزمایش انجام گرفت

این مطالعه شامل تراکم  (Primary outcomes) پیامدهای اصلی
های های تیره در نواحی مختلف هیپوکامپ و تغییرات بیان ژننورون

 .بودند (Atg12 و Atg8 ،Atg6 ،Atg5، Atg7) اتوفاژیمرتبط با 
های مغز از جمجمه خارج و با در پایان دوره آزمایش، نیمکره

برش ساژیتال از یکدیگر جدا شدند. هیپوکامپ نیمکره راست جهت 
 48درصد به مدت  10شناسی جدا و در فرمالین مطالعات بافت

 13.ساعت تثبیت گردید
های صعودی آبگیری با غلظت ها، فرآیندپس از تثبیت نمونه

سازی با پارافین مایع )مرک، سازی با گزیلول و آغشتهاتانول، شفاف
هایی با ضخامت گیری پارافینی، برشآلمان( انجام شد. پس از قالب

، آمریکا( تهیه گردید. GMI-Leitz1512)میکرومتر توسط میکروتوم 4
رزیابی مرگ زدایی و هیدراتاسیون، جهت امقاطع پس از پارافین

آمیزی نورونی در نواحی هیپوکامپ با روش تولوئیدین بلو رنگ
 .شدند

آمیزی تولوئیدین بلو، مقاطع پس از خشک شدن در برای رنگ
درصد  03/0دقیقه در محلول تولوئیدین بلو  2تا  1هوا به مدت 

(5/1=PH) زدایی قرار گرفته، سپس با آب مقطر شسته شدند. رنگ
درصد انجام  100و  ۹5درصد و آبگیری با اتیل الکل  75با اتیل الکل 

دقیقه در گزیلن  3تا  2گرفت. در نهایت، مقاطع به مدت 
گذاری گردیدند. اسلایدها سازی شده و با چسب انتلان لاملشفاف

برابر مورد مطالعه قرار  400با میکروسکوپ نوری در بزرگنمایی 
 .گرفتند

برداری به روش نمونه (Dark neurons) های تیرهشمارش نورون
میدان  10تصادفی سیستماتیک انجام شد. در هر حیوان، تعداد 

)در  (DGو CA1 ،CA3) تصادفی از هر یک از نواحی هیپوکامپ
مورد ارزیابی قرار گرفت. × 400میدان( با بزرگنمایی  30مجموع 

 Darkعنوانهایی بهبود. نورون mm² 0/032احت هر میدان مس

neuron   ،در نظر گرفته شدند که دارای سیتوپلاسم هایپربازوفیل
 .هسته کوچک و پُررنگ و حاشیه نامنظم بودند

 :های تیره با استفاده از فرمول زیر محاسبه شدتراکم نورون

های تیره تعداد کل نورون = (cell/mm²) های تیرهتراکم نورون
 مساحت هر میدان(× ها )تعداد میدان÷ شده شمارش

 عنوان واحد آزمایشیدر این مطالعه، هر حیوان به

(experimental unit)  در نظر گرفته شد. بدین منظور، پس از محاسبه
شده، میانگین تراکم برای میدان بررسی 30های تیره در تراکم نورون

های برای تحلیل در هر گروه (n=8) هر حیوان محاسبه و این مقادیر
 .ها مورد استفاده قرار گرفتندآماری بین گروه

های تیره توسط منظور کاهش سوگیری، شمارش نورونبه
های آزمایشی آگاهی نداشت، در دو که از تخصیص گروه  ارزیابی

  14.انجام شد )blinded assessment (صورت کورنوبت و به
هیپوکامپ نیمکره چپ پس از خروج از جمجمه با استفاده از 

، سوئیس( همگن شد. Polytron PT 1200E) هموژنایزر 
کل بافت هیپوکامپ طبق دستورالعمل سازنده    RNAجاستخرا
، یکتاتجهیز، ایران( انجام گرفت. SuPer RNA استخراج)کیت 

با الکتروفورز بر روی ژل آگارز تأیید گردید.  RNA خلوص و کیفیت
با استفاده از کیت مربوطه )یکتاتجهیز، ایران( بر اساس  cDNA سنتز

 .پروتکل سازنده انجام شد
 APPlied Biosystems) در دستگاه Real-Time PCR واکنش

StePOne  چاهکی انجام گرفت. مخلوط واکنش  48یکا( با پلیت آمر
 2/0میکرومولار پرایمر رفت،  2/0الگو،  cDNA میکرولیتر 1شامل 

 5میکرولیتر آب استریل و  6/3میکرومولار پرایمر برگشت، 
  GAPDH ، دانمارک( بود. ژنSYBR Green AmPliqon ) میکرولیتر 

در   GAPDH داری بیانپای) عنوان ژن مرجع داخلی استفاده گردیدبه
های تیمار در این مطالعه بررسی شد و نتایج نشان داد که تمام گروه

 .باشد(میتغییرات بیان آن ناچیز و غیرمعنادار 
 10شده شامل: واسرشت اولیه به مدت برنامه حرارتی بهینه

چرخه تکثیر شامل واسرشت به  40گراد، درجه سانتی ۹5دقیقه در 
 58ثانیه در  30درجه، اتصال پرایمر به مدت  ۹5ثانیه در  15مدت 

گراد بود. درجه سانتی 72ثانیه در  30درجه و گسترش به مدت 
با استفاده  Atg12 و  Atg5 ،Atg6 ،Atg7 ،Atg8 هایتغییرات بیان ژن

 محاسبه گردید. توالی پرایمرهای الیگونوکلئوتیدی CT∆∆-^( 2(از روش
(Oligogen  در )15.ه شده استیارا زیر ، کره جنوبی 

Atg6 (F Primer: CGAAAGGTGGTGGCAGAAAAC/ R Primer: 

ACTATATTCTCGCTGGTACTGAGC), 

Atg8 (F Primer: TCAGTGAGAGCTGCCTCTGTC/ R Primer: 

AGCAGTGGGGATTTACACAGTG), 

Atg5 (F Primer: AGATCACAGTTCTGGGATGC/ R Primer: 

TCAGGCGGTAGAGATCGTAG), 

Atg7 (F Primer: TGTCTTGCAGCATCCTGAG/ R Primer: 

TCAAGAACTTTGGATGAACAGG), 

Atg12 (F Primer: GCACTCATCGACTTCATCAG/ R Primer: 

ACTGCCAAAACACTCATATAGAG), 
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GAPDH (F Primer GGTCTACATGTTCCAGTATGACTC/ R 

Primer: CATTTGATGTTAGCGGGATCTCG). 
، IBM 20نسخه  SPSS ) افزار تجزیه و تحلیل آماری با نرم   

-ها با آزمون کولموگروفآمریکا( انجام شد. نرمال بودن توزیع داده
فرض نرمالیتی، از صورت برقراری پیشاسمیرنوف بررسی گردید. در 
و آزمون   (One-way ANOVA)طرفهآزمون آنالیز واریانس یک

 خطای ±صورت میانگین ها بهداده .استفاده شدتعقیبی توکی 
 05/0  از کمترگزارش شدند. سطح معناداری آماری   (M±SE) معیار

 .در نظر گرفته شد
 
 هایافته

مورد مطالعه، میانگین تعداد های در بافت هیپوکامپ نمونه
شمارش گردید. در گروه  )2cell/mm (های تیره در واحد سطحنورون

کنترل، تعییداد انییدکی نورون تیره در نواحی مختلف هیپوکییامییپ 
منجر به افزایش معنادار  Mel مشاهده شد. تجویز ملفالان در گروه

گروه های تیره در واحد سییطح در مقایسییه با  میانگین تعداد نورون
 هییای. درمییان بییا کریسیییییین در گروه(P=015/0) کنترل گردییید

Mel+Chr25  و Mel+Chr50  موجییب کییاهش میییانگین تعییداد
شییید؛ با این حال، این کاهش  Mel های تیره نسیییبت به گروهنورون

)شکل  (P=01/0)  از نظر آماری معنادار بود Mel+Chr50 تنها در گروه
 (. 2و 1

شاخص آغاز اتوفاژی به Atg6 ژن mRNA در بررسی بیان عنوان 
عنوان نشانگر اصلی فرآیند اتوفاژی، مشخص به Atg8 ژن mRNA و

گردید که سطح بیان طبیعی این دو ژن در گروه کنترل برقرار است. 
در مقایسیییه با گروه کنترل  Atg8 و Atg6 ، سیییطح بیانMel در گروه

 در گروه . درمان با کریسین(P=022/0) کاهش معناداری نشان داد

Mel+Chr25 توانست سطح بیان این دو ژن را نسبت به گروه Mel 

نادار نبود. در  ماری مع ند این افزایش از نظر آ هد؛ هرچ افزایش د
 ، افییزایییش مییعیینییاداری در سییییییطییح بیییییانMel+Chr50 گییروه
 Atg6 (032/0=P )و Atg8 (011/0=P) نسیییبت به گروه تیمارشیییده با

 .(3)شکل ملفالان مشاهده گردید
در  Atg12 و  Atg5،Atg7 هایژن mRNA نتایج بررسییی سییطوح

بافت هیپوکامپ نشیییان داد که در گروه کنترل، سیییطح طبیعی بیان 
ست. تجویز ملفالان در گروهاین ژن منجر به کاهش  Mel ها برقرار ا

یان  نسییییبت به گروه کنترل شییییید Atg12 و  Atg5،Atg7 معنادار ب
(01/0=P .)گروه  درمییان بییا کریسیییییین در هر دو Mel+Chr25 و 

Mel+Chr50  توانسییت سییطح mRNA ها را نسییبت به گروهاین ژن 

Mel افزایش دهد؛ اما این افزایش تنها در گروه Mel+Chr50  از نظر
 (. 4)شکل (P=03/0) آماری معنادار بود

 

 
 

 
-. فلش(n=8) مطالعهمورد های تولوئیدن بلو بافت هیپوکامپ مغز موش صحرایی به دنبال مصرف ملفالان و درمان با کریسین در تمامی گروه میزی آتصاویر رنگ .1شکل 

 .Chr25: گروه Chr50 ،F: گروه Mel +Chr25 ،E: گروه Mel +Chr50  ،D: گروه Mel   ،C: گروه Bگروه کنترل،     A:  .(400×) دهندهای تیره را نشان میها نورون
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.  تعداد (n=8) مطالعهمورد های های تیره در بافت هیپوکامپ، به دنبال مصرف ملفالان و درمان با کریسین در تمامی گروهمقایسه آنالیز میانگین تعداد نورون. 2شکل 

نشان دهنده اختلاف  &نشان دهنده اختلاف معنادار با گروه کنترل؛* .اندبیان شده  mean±SE صورتها بهمترمربع شمارش شدند. دادههای تیره درهر یک میلینورون
 .Melمعنادار با گروه 

 

 
های عنوان مارکر اتوفاژی در بافت هیپوکامپ موش صحرایی به دنبال مصرف ملفالان و درمان با کریسین در تمامی گروهبه Atg6و  Atg8ژن  Real timeتحلیل  .3شکل 

 .Melنشان دهنده اختلاف معنادار با گروه  &نشان دهنده اختلاف معنادار با گروه کنترل؛* .اندبیان شده  mean±SE صورتهها ب. داده(n=8)مطالعه
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 های مطالعهگروهعنوان مارکر اتوفاژی در بافت هیپوکامپ موش صحرایی به دنبال مصرف ملفالان و درمان با کریسین در تمامی  به  Atg5,7,12ژن Real time: تحلیل 4شکل 

(n=8)صورتها به. داده mean±SE  نشان دهنده اختلاف معنادار با گروه  &نشان دهنده اختلاف معنادار با گروه کنترل؛* .اندبیان شدهMel. 
 
 بحث
پذیری مغز و دلیل نقش مهم هیپوکامپ در حفظ انعطافبه

در این بافت، هیپوکامپ کاندیدای مناسبی برای وجود نوروژنز فعال 
به همین منظور، مطالعه حاضر به بررسی  .تحقیقات انکولوژی است

عوارض تجویز سیستمیک ملفالان در پیدایش نورودژنراسیون 
های هیپوکامپ پرداخته و سپس نقش محافظتی کریسین بر آسیب
ی هاهیپوکامپ مورد ارزیابی قرار گرفت. بدین منظور، حضور نورون

 و Atg8،Atg6  ،Atg5، Atg7) و نیز بیان نشانگرهای اتوفاژی تیره
Atg12) در بافت هیپوکامپ مورد ارزیابی قرار گرفت. 

درمانی، دنبال شیمیاند که بهمطالعات متعددی نشان داده
های ، پاسخ(BBB) مغزی-اختلالاتی مانند آسیب به سد خونی

التهابی عصبی، افزایش استرس اکسیداتیو واکنشی و اختلال 
ساز های پیشسلولتواند باعث کاهش بقای عملکرد میتوکندری می

های جدید شود که منجر به عصبی اولیه و جلوگیری از تولید سلول
با توجه به  17, 16.گرددکاهش نوروژنز هیپوکامپ پس از درمان می

-کننده مانند ملفالان قادر به عبور از سد خونیاینکه عوامل آلکیله
های بررسی 3،مغزی و القای آسیب به بافت مغز هستند

هیستوپاتولوژیک این مطالعه بر روی هیپوکامپ، افزایش تراکم 
 .دنبال تیمار با ملفالان نشان دادرا به ی تیرههانورون

نوعی دژنراسیون سلولی است که در مطالعات  نورون تیره
شناسی با خاصیت هایپربازوفیلی و چگالی هایپرالکترون بافت

های عصبی به شود. این تغییرات در برخی از آسیبشناخته می
این احتمال وجود دارد که  18.هیپوکامپ مشاهده شده است

ه یکننده منجر به ارااسترس اکسیداتیو ناشی از عوامل آلکیله

در مطالعه  .19هایی در جهت نورودژنراسیون هیپوکامپ شودسیگنال
پیشین، پتانسیل بالقوه ملفالان را در بیان مارکرهای استرس 

های غیرسرطانی با اکسیداتیو و تخریب تعادل اتوفاژی در سلول
، در آن همچنین 20.شده است نشان داده گنادها راتکثیر بالا مانند  

 ی تیرههاافزایش تراکم نورون به این نتیجه رسیدیم که مطالعه
زدن تعدیل اکسیدان و بر همهای آنتیهمسو با اختلال در آنزیم

گیری در هیپوکامپ اتوفاژی و آپوپتوز، با بروز اختلال در حافظه و یاد 
. با این حال، مطالعات مربوط 4مبتلا به هیپوآندروژنی همراه است

دنبال مصرف این داروها های آسیب به هیپوکامپ بهبه مکانیسم
 .بسیار محدود است

در این مطالعه، این فرضیه مورد بررسی قرار گرفت که مواجهه 
های مرتبط با اتوفاژی و بروز با تغییر در بیان ژنبا ملفالان 

اتوفاژی مکانیسم  .دژنراسیون در بافت هیپوکامپ همراه باشد
سلولی است و آن را همچون شمشیر دولبه طبیعی تخریب داخل

ای که سطوح متوسط بیان آن نقش محافظ گونهکنند؛ بهتوصیف می
برنده مرگ ، پیشحد بیان آناز دارد، اما افزایش یا کاهش بیش

های فعالیت نرمال اتوفاژی برای ارتقای ظرفیت نورون .سلولی است
هیپوکامپ در تشکیل خارهای دندریتیک، افزایش قدرت سیناپسی 
و نهایتاً تشکیل خاطرات جدید و حافظه ضروری است. اما اتوفاژی 

شود که در نهایت شدن آبشارهای آپوپتوز میغیرطبیعی باعث فعال
 21.گرددها منجر مینورونبه مرگ 

نشان داد که  Real-Time PCR در مطالعه حاضر، نتایج حاصل از
 ،Atg8) های مرتبط با اتوفاژیتیمار با ملفالان با کاهش بیان ژن

Atg6 ،Atg5، Atg7 و Atg12) در همین راستا، در  .بود همراه

control mel
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5
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0
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ATG5 1.00 0.54 0.66 1.16 1.06 1.08

ATG7 1.00 0.52 0.72 1.19 1.08 1.09
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، نشان داد انجام شده استهای سرطانی ای که بر روی سلولمطالعه
درمانی، با به های سرطانی در طول شیمیکه القای اتوفاژی در سلول

کند و استفاده از تر میتأخیر انداختن آپوپتوز، بقای سلول را طولانی
اژی و القای آپوپتوز، کننده با توانایی اختلال در اتوفعوامل آلکیله

 22.شودهای سرطانی میمنجر به آسیب به سلول
ی هانورون افزایشدنبال تیمار با ملفالان، در این مطالعه، به

های مرتبط با اتوفاژی مشاهده شد که کاهش بیان ژنو   تیره
با  .دهنده اختلال احتمالی در تنظیم این مسیر باشدتواند نشانمی

پذیری بافت هیپوکامپ در مقابل تأثیرات مخرب توجه به آسیب
 .کننده ملفالان، نیاز به اقدامات محافظتی ضروری استعامل آلکیله

اند که اختلالاتی که در هیپوکامپ منجر دادهمطالعات بسیاری نشان 
خوبی با شوند، بهها، تغییر در حافظه و یادگیری میبه مرگ نورون

 23.یابندها بهبود میاکسیدانهایی بر پایه آنتیدرمان

ترین فلاونوئیدهای موجود در طبیعت یکی از فعال کریسین
آپوپتوتیک و ضدالتهاب اکسیدان، آنتیآنتیعنوان یک است که به

و سیستم  25نورودژنراتیو 24،های کبدیبرای درمان بیماری
که کریسین است  استفاده شده است. نشان داده شده  26تولیدمثل

طور مستقیم، عمدتاً از طریق کننده عصبی خود را بهاثر محافظت
 ،کند. همچنینو پراکسیداسیون لیپیدی اعمال می ROS کاهش

اکسیدان بر های آنتیطور غیرمستقیم با القای بیان آنزیمتواند بهمی
دلیل کریسین به  .سلولی تأثیر بگذارداسترس اکسیداتیو داخل

تواند با کاهش استرس د، میاکسیدانی و ضدالتهابی خوخواص آنتی
درمانی و مهار مسیرهای التهابی، اکسیداتیو ناشی از داروهای شیمی

طور فلاونوئیدها به 27.به بهبود عملکرد و بازسازی سلولی کمک کند
لولی، از جمله آپوپتوز، کلی با تنظیم مسیرهای سیگنالینگ س

اتوفاژی و التهاب، نقش مهمی در حفظ هموستاز سلولی ایفا 
 28.کنندمی

شده با کریسین، افزایش بیان های درماندر این مطالعه، در گروه
همزمان با  ( Atg12و Atg8،Atg6  ،Atg5، Atg7) های اتوفاژیژن

مشاهده  ی تیرههانفع کاهش تراکم نورونشناسی بهافتتغییرات ب
دهنده یک همبستگی بالقوه بین تغییرات ها نشاناین یافتهشد. 

های مرتبط با اتوفاژی و کاهش نورودژنراسیون است و بیان ژن
مطالعات  .تواند بازتابی از پاسخ سلولی به درمان با کریسین باشدمی

های مرتبط تواند بر بیان ژناند که کریسین میپیشین نیز نشان داده
از آنجا که در  با این حال، 7.با مسیرهای مرگ سلولی اثرگذار باشد

توان ارزیابی شد، نمی mRNA ها در سطحمطالعه حاضر تنها بیان ژن
های موجود درباره تغییر عملکرد اتوفاژی یا شار بر اساس یافته
 .گیری قطعی کرداتوفاژیک نتیجه

که دوزهای بالاتر   دهدنشان میهای حاضر همچنین داده
ی مرتبط با اتوفاژی هابا تعدیل بیشتر بیان ژنکریسین ممکن است 

و این امر با کاهش نسبی نورودژنراسیون  همراه بوده باشد
-هرچند برای اثبات یک رابطه علت؛ هیپوکامپ همزمان باشد

ای . در همین راستا، مطالعههای بیشتر نیاز استمعلولی به بررسی
های اثرات تنظیمی وابسته به دوز کریسین را در مدل نشان داد که

های طبیعی گزارش کردند که دوزهای بالاتر و سلول سلولی سرطان
 30, 29.شودهای مرتبط با آپوپتوز و اتوفاژی میباعث تعدیل بیان ژن

تواند به توجیه نتایج مطالعه حاضر کمک کند که دوز این توضیح می
با وجود  .گرم کریسین اثر محافظتی نسبتاً بهتری داشته استمیلی 50

 های مرتبط با اتوفاژی ومشاهده تغییرات همزمان در بیان ژن
شده توان نقش سایر مسیرهای شناختههای تیره، نمیکاهش نورون

اثر کریسین از جمله کاهش استرس اکسیداتیو، مهار التهاب یا 
گیری رو، مطالعات آینده با اندازهتنظیم آپوپتوز را رد کرد. ازاین

ها برای تعیین سهم نسبی هر یک از این همزمان این شاخص
 .مسیرها ضروری است

های توان به اتکا به نورونهای این مطالعه میاز محدودیت 
تنهایی قادر عنوان شاخص دژنراسیون عصبی اشاره کرد که بهتیره به

های تیره نورونهای آسیب عصبی نیست. به بازتاب تمامی جنبه
ممکن است تحت تأثیر شرایط پردازش بافت نیز قرار گیرند و لزوماً 

ناپذیر پذیر از مرگ نورونی برگشتشتقادر به تمایز آسیب برگ
تواند تمامی تنهایی نمیاستفاده از این شاخص به ،بنابراین .نیستند

های علاوه بر این، نبود آزمون. ابعاد نورودژنراسیون را نشان دهد
شده را رفتاری امکان ارزیابی پیامدهای عملکردی تغییرات مشاهده

یم بین تغییرات مولکولی و ارتباط مستق ،بنابراینکند. محدود می
پیامدهای عملکردی نظیر حافظه و یادگیری در این مطالعه قابل 

استفاده از حیوانات نر با هدف در این مطالعه  .گیری نیستنتیجه
حذف تغییرات هورمونی وابسته به چرخه فحلی و کاهش عوامل 

گر انجام شده است. با این حال، تعمیم نتایج به جنس ماده مداخله
. همچنین با توجه به نیازمند انجام مطالعات مستقل خواهد بود

های نابالغ انجام شده است، اینکه مطالعه حاضر بر روی موش
های مطالعه حاضر لزوماً قابل تعمیم به حیوانات بالغ یا انسان یافته

تواند بر پاسخ به ملفالان و های وابسته به سن مینبوده و تفاوت
های این مطالعه عدم از دیگر محدودیت .اشدکریسین تأثیرگذار ب

پیش از آغاز  انجام محاسبه رسمی حجم نمونه بر اساس توان آماری
تواند بر توان آماری مطالعه برای شناسایی برخی پژوهش بود که می

های عدم بررسی شاخص .ها تأثیرگذار باشداختلافات بین گروه
، تفسیر دقیق های پروتئینیاسترس اکسیداتیو و نبود داده
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که این   سازدهای زیربنایی دژنراسیون عصبی را محدود میمکانیسم
 های دیگر این مطالعه بود.امر از جمله محدودیت

 
 گیرینتیجه

این پژوهش اثرات سوء ملفالان شامل افزایش تراکم 
-بیان ژن دیده در هیپوکامپ و اختلال در تعادلهای آسیبنورون

شده با کریسین، های درمانمشخص شد. در گروه های اتوفاژی
 طور نسبی تعدیلهای مرتبط با اتوفاژی بهمشاهده شد که بیان ژن

دیده تا حدی بهبود یافتند. این شده و پارامترهای بافتی آسیب
دهنده یک ارتباط احتمالی بین فعالیت کریسین و ها نشانیافته

استنباط در مورد کاربرد  تغییرات بافتی هیپوکامپ است، اما برای
درمانی کریسین در انسان و کاهش عوارض جانبی داروهای 

 .های بالینی لازم استدرمانی، مطالعات بیشتر و بررسیشیمی
 

 هاقدردانی

نویسندگان از دانشگاه علوم پزشکی گناباد برای حمایت از اجرای این 
از منابع مالی پژوهش، فراهم نمودن امکانات آزمایشگاهی و تأمین بخشی 

 .کنندمطالعه صمیمانه قدردانی می

 
 پدیدآوران مشارکت

ها طراحی مطالعه، نظارت بر اجرای پژوهش، تحلیل داده :سمیرا ایزی
 .و بازنگری علمی مقاله

 .طراحی مطالعه، تفسیر نتایج، بازنگری انتقادی مقاله: مریم مقیمیان

نگارش و  هادادهگردآوری ها،  انجام آزمایش: زادهزهرا رجب
 .یس مقالهنوپیش

 .هاو تحلیل اولیه دادهگردآوری ها،  انجام آزمایش : امیرحسن عطاردی شهری

پردازی، طراحی مطالعه، نظارت بر اجرای پژوهش، ایده: ملیحه سلطانی
و  تأیید نسخه نهایی مقاله، ها، نگارش و ویرایش نهایی مقالهتحلیل داده

  .مسئول مکاتبات

اند و مسئولیت نویسندگان نسخه نهایی مقاله را مطالعه و تأیید کردهتمامی 
    .پذیرندمی ICMJE های پژوهش را مطابق با معیارهایتمامی جنبه

 
 منابع مالی

 .این پژوهش با حمایت مالی دانشگاه علوم پزشکی گناباد انجام شده است

 
 هاپذیری دادهدسترس

فعلی در صورت درخواست معقول از شده در مطالعه های ایجادداده
 گردد.ه مییپدیدآور رابط ارا

 
 تعارض منافع

کنند که این اثر حاصل یک پژوهش وسیله پدیدآوران اعلام میبدین
 .ها و اشخاص دیگری نداردگونه تضاد منافعی با سازمانمستقل بوده و هیچ
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