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  ران ي، تهران، ايارزم، دانشگاه خويمولكول يگروه علوم سلول2، ران ي، تهران، ا مي، دانشگاه خوارز يگروه علوم جانور1

  

  17/4/1395 :تاريخ پذيرش                     29/1/1395: تاريخ وصول

  

  دهيچك

 يبرا و ها قارچ رشد از يريجلوگ يبرا كه هستند يقارچ ضد عوامل ها ازوليديميا اي ها آزول يتر شامل ها كونازول :و هدف زمينه

 كه است كيستميس كش قارچ كي قراردارد ها كونازول تهدس در كه زين كونازوليپروپ .شوند مي استفاده يقارچ يها عفونت درمان

 از كش قارچ نيا .شود مي استفاده برنج خصوصه ب غلات يها دانه ييزدا سم جهت كشورها ريسا و رانيا در يا گسترده طوره ب

 وسنتزيب در ياصل مرحله كي كه كند مي عمل P450 ،  CYP 51  (Lanosterol – 14α- demethylase)خاص توكروميس كي مهار قيطر

حاضر اثر قارچ كش  يق تجربيلذا در تحق ،است ها قارچ يسلول وارهيد يريگ شكل يبرا ازين مورد دياستروئ كي آرگوسترول،

  .قرار گرفت يوم مورد بررسيسلن ياحتمال يو اثرحفاظت زپوپتوآند يآغازگر فرآ به عنوان 9كاسپاز ان ژن يبكونازول بر يپروپ

  

كنترل،  ؛ارتند ازيها ع ن گروهيا. م شدنديتقس ييتا 4 گروه 10ه ب ياسپراگ داول نژادرت  40 مطالعه تجربي در اين :بررسيروش 

 ، وميسلن لوگرميكبر  گرم يليم 5/0 افت كنندهيدر گروه 1،)نينرمال سال : وميحلال سلن( 2شم، )آب مقطر: كونازوليحلال پروپ( 1شم

سه در  كونازوليپروپافت كننده يدرگروه  3و  لوگرميكبر  گرم يليم 75و  50،  10دوز  سهدر  كونازوليپروپافت كننده يگروه در 3

 ير حفاظتيثأت يجهت بررس(وميلوگرم سلنيكبر  گرم يليم 5/0 همراه باكونازول يلوگرم پروپيكبر  گرم يليم 75و   50،  10دوز 

 و برنامه RT-PCRروش سپس  با استفاده از . انجام شد يصورت درون صفاقه ان بيك روز در ميهفته،  2ق به مدت يتزر .)وميسلن

Total Lab هاي آماري توصيفي تجزيه  ها با استفاده از روش داده .قرار گرفت يمورد بررسها  گروهتمام ضه يدر ب 9كاسپاز ان ژن يب

   .و تحليل شدند

  

 يها گروهسه با يدر مقا )وميكونازول با سلنيل و پروپكونازويپروپ يگروه ها( يتجرب يدر تمام گروه ها 9كاسپاز ان ژن يب: ها افتهي

دوز وم، يلوگرم سلنيكبر  گرم يليم 5/0كه  دنباش نيانگر ايبند نتوا مي ها افتهي نيا. دادرا نشان  يدار يش معنيافزا كنترل و شم

  .باشد ميق نين تحقيدر ا ظتفاحجاد يا يبرا يمناسب  يمصرف

  

و انگر فعال شدن آپوپتوز يسه با گروه كنترل بيدر مقا يتجرب يها گروهتمام ر د 9كاسپاز ان ژن يبدار در  يش معنيافزا: يريگ جهينت

  .است القا شده  يها بيدر برابر آسضه يحفاظت ب يبراوم ير سلنيثأعدم ت

  

   9كاسپاز  وم ،يسلن،  SDكونازول، رت نژاد يپروپآپوپتوز ، : ي كليديها واژه

 گروه علوم جانوري دانشگاه خوارزمي، دانشكده علوم زيستي، تهران،وچصفهاني، هما محسني ك: نويسنده مسئول*

 Email:kouchesfehani@yahoo.com 
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  مقدمه

 ها ازوليديميا اي ها آزول يتر شاملها  كونازول

 رشد از يريجلوگ يبرا كه هستند يقارچ ضد عوامل

 يهـا  عفونـت  درمـان  يبـرا  دارو عنـوان ه ب و ها قارچ

 در كـه  زي ـن كونـازول يپروپ .شوند مي استفاده يقارچ

 كيستميس كش قارچ كي، دارد قرار ها كونازول دسته

 كشورها ريسا و رانيا در يا گسترده طوره ب كه است

ــت ــم جه ــيزدا س ــه  ي ــا دان ــلات يه ــ غ ــوصه ب                           خص

ــرنج ــتفاده بـ ــي اسـ ــو مـ ــا .دشـ ــارچ نيـ ــش قـ                                            از كـ

ــطر  ــار قيـــ ــ مهـــ ــ كيـــ ــاص توكروميســـ                                   خـــ

 P450 ، CYP 51  ) ( Lanosterol – 14α- demethylase 

 وسـنتز يب در ياصـل  مرحلـه  كي ـ كـه  كنـد  مـي  عمـل 

 يريگ شكل يبرا ازين مورد دياستروئ كي آرگوسترول،

 يهـا  سـتم يس در ).1(اسـت  هـا  قـارچ  يسـلول  وارهي ـد

 از ياريبس ـ كونـازول يپروپ بـر  عـلاوه  پسـتانداران 

 نيكلوبوتـال يما و مفونيادي ـتر جملـه  از هـا  كونـازول 

 رت و مـوش  در را P450 توكروميس ـ زوفرميا نيچند

  ).2(كنند مي القا

 يزهايآنال از استفاده با شده انجامهاي  همطالع

 سـنجش  يهـا  روش و وسـترن بـلات   ، mRNA اني ـب

  CYP3A1(23)/2 و  CYP 2B1/2توكروميس دو انيب يعملكرد

 و مفونيادي ـتر يهـا  كـش  قارچ يالقا تحت رت در را

 هـا  كونازول از يبرخ .)3(دان داده نشان نيكلوبوتاليما

 القـاء  مـوش  كبد در را P450 از ييها زوفرميا نيچن هم

 و CYP2b10/20 ، CYP3a11 ها آن نيتر متداول كه كنند مي

CYP3a13  يهـا  و باعث سرطان در سـلول ) 3(باشند مي 

 . سـت يزا ن كـه در رت سـرطان   يدر حال ،شود مي يكبد

 ني ـا بـه  كونـازول يپروپ يـي زا سـرطان  عمل سميمكان

 كـه  را يخاص ـ يهـا  رنـده يگ تيفعال كه است صورت

 P450 ( SCYP ) يها  توكروميس از يكسري القاء به منجر

 باعـث   SCYP سـطوح  شيفـزا ا .كند مي كيتحر شود مي

 منجر كهشده  (ROS)فعال ژنياكس از ييها گونه شيافزا

 كونازوليپروپ .شود مي ويداتياكس استرس شيافزا به

 القاء موش به كيژن ترانس كبد در را ييها ونيموتاس

 ني ـا كـه  دهـد  مـي  نشـان  هي ـاول شـواهد  و كنـد  مـي 

 DNA بـه  ويداتياكس ـ بيآس شيافزا جينتا ها ونيموتاس

 شيافـزا  باعـث  SCYP  ني ـا سـطوح  شيافـزا  .ندهسـت 

 كـه  شود مي دهاياس كينوئيرت ترانس ساز و سوخت

 دياس ـ كي ـنوئيرت ترانس سطح كاهش باعث تينها در

 همـراه  يسـلول  ري ـتكث شيافـزا  با خود كه شده يكبد

  ).4ـ7(است

ــواع  ــپازها انـــ ــز از يكاســـ ــا ميآنـــ                          يهـــ

ــتئيس ــپارتات ـ نيس ــوط م آس  ــرب ــه مس ــوز يب ر آپوپت

آپوپتـوز   يم و اجـرا يدر تنظ ـ  مـي باشند كه نقش مه مي

كاسپازها بـر اسـاس عملكردشـان بـه دو     . كنند ميفا يا

 يـي و اجرا 10و  9، 8 يكاسـپازها  ؛نوع آغازگر شـامل 

. شــوند مــي يبنــد دســته 7و  6، 3 يكاســپازها ؛شــامل

ر يو مســ 10و  8 يكاســپازها ؛شــامل يرونــير بيمســ

ر يباشـند كـه هـر دو مس ـ    مـي  9پاز ـ  كاس ـشامل  يداخل

 ندينما مياستفاده  يياجرا يهمگرا بوده و از كاسپازها

فعـال شـده و منجـر بـه انهـدام       يكه بـه طـور آبشـار   

ك يتوان آن را به عنوان  مين يبنابر ا ؛شود ميها  سلول

  ).8( كردمطالعه انتخاب  يد مناسب برايژن كاند



   ثير پروپيكونازولأدر بيضه موش تحت ت 9كاسپازـ بيان ژن
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در اب در بدن اسـت كـه   يك عنصر كميوم يسلن

ــ يســلامت ــار اهميبس ــدي ــلنوپروتئيت دارد، چن ن ين س

 ــ  ــه همگ ــد ك ــود دارن ــو  يوج ــد و تك ــم يدر رش ن مه

ن يشتريضه بيب يمثل ديتول ين اندام هاياز ب ،)9(هستند

 يش ـيز پي ـاز كبـد ن  يوم را داراسـت و حت ـ يمقدار سـلن 

دان ياكس ـ يآنت يها ميآنز يوم از اجزايسلن. گرفته است

رود كـه در   مـي ز به شمار دايون پراكسياز جمله گلوتات

آزاد و رفــع اســترس   يهــا كــاليراد يســاز يخنثــ

 ينقش محـافظت ). 10(پردازد ميفاء نقش يو به ايداتياكس

ان شده است كه از يمختلف ب هاي قيدر تحق ن عنصريا

وم يكـادم  ير آن بر نقش مهاريثأتوان به ت ميآن جمله 

 ).11(ضه اشاره كرديب يرو

وابسته بـه دوز   وم به شدتيسلن ينقش حفاظت

 يهـا  كـه در دوزهـا و مـدت زمـان     يطوره ب ،باشد مي

جـاد  يا يتوانـد اثـرات متفـاوت و گـاه منف ـ     مـي مختلف 

مشخصـي بـر    هاي تاكنون تحقيقاز آنجا كه  .) 12(دكن

نقش حفـاظتي سـلنيوم در برابـر تغييـرات بيـان ژنـي       

ذا هـدف  ل ـ، ناشي از پروپيكونازول گزارش نشده است

گرم  يليم 5/0اثر دوز  ياضر بررسح يق تجربياز تحق

جـاد شـده   يا  يان ژنيرات بييوم بر تغيلوگرم سلنيكبر 

  .بودضه يكونازول بر بافت بيقارچ كش پروپ به وسيله

  

   بررسي روش

ســر مــوش  40تعــداد تجربــي ن مطالعــه يــدر ا

از موسســـه  ينـــر نـــژاد اســـپراگ داولـــ ييصـــحرا

 10شـد و بـه مـدت     يداري ـكـرج خر  يراز يساز سرم

ــروع تزررو ــل از شـ ــز قبـ ــرايـ ــت شـ ط يق دوز، تحـ

ط خـود را  ينگه داشته شـدند تـا بـا شـرا     يشگاهيآزما

كربنـات تحـت    يپل ـ يهـا  ها در قفس ن رتيا. وفق دهند

، يكيساعت تـار  12، ييساعت روشنا 12 يچرخه نور

ــا ــرل شــده  يتحــت دم ــراد و  يدرجــه ســانت 22كنت گ

شـدند و سـپس    يآسان به آب وغذا نگهـدار  يدسترس

 1كنتـرل،  شـم   ؛به شرح ذيل بودند ييتا 4گروه  10به 

وم، يحلال سلن( 2شم، ) كونازول، آب مقطريحلال پروپ(

ــال  ــال س ــروه تجربـ ـ 7و ) نينرم ــروه    يگ ــام گ ــه ن ب

 يها ، گروه)وزن بدن لوگرميكبر  گرم يليم 5/0(وميسلن

بــر  گــرم يلــيم 75و  50،  10ســه دوز (كونــازوليپروپ

كونــازول بــا يروپپ يهــا و گــروه) وزن بــدن لــوگرميك

 لـوگرم يكبر  گرم يليم 75و   50،  10سه دوز ( وميسلن

بـر   گـرم  يل ـيم 5/0كونازول همـراه بـا   يپروپ وزن بدن

ر از يبه غ(ها  ه گروهيبه كل. )وميسلن وزن بدن لوگرميك

در ان ي ـك روز در مي ـروز  14بـه مـدت   ) گروه كنتـرل 

صـورت   يبه صـورت درون صـفاق  ق يتزرصبح  وقت

    . گرفت

 )LD50(ن  دوز كشنده يين مطالعه پس از تعيا در

بــر  گـرم  يل ـيم 100ق بـالاتر از دوز  ي ـن تحقي ـكـه در ا 

 75، 50،  10 يدوز تجرب ـسـه   ،دسـت آمـد  ه لوگرم بيك

ش انتخـاب  يوآزمـا  يجهت بررسلوگرم يكبر  گرم يليم

بر  گرم يليم 100ق دوز ين صورت كه با تزريبد. شدند

سـاعت دچـار    24وانـات بعـد از گذشـت    ي، حلوگرم يك

در حركت شدند و بعد  ييو عدم توانا يعضلان يسست

ســر  2،  لــوگرميكبــر  گــرم يلــيم 150ق دوز يــاز تزر

ن دوز كشـنده در  يـي تع يكه برا ييتا 4موش  از گروه 

سـاعت تلـف    24بعـد از گذشـت    ،نظر گرفت شـد بـود  
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 100ن تـر از  ييش پـا يمـورد آزمـا   يشدند، لذا دوز ها

   .انتخاب شدندلوگرم يك بر گرم يليم

ــدر ا ــازول از يق قــارچ كــش پروپيــن تحقي كون

به صورت  يوم مصرفيوسلن )رانيا( مييا شيشركت آر

ــلن ــديس  ــ Na2Seo3)(ميت س ــركت س ــان(گماياز ش  )آلم

ن بــه عنــوان حــلال يشــد و از نرمــال ســال يداريــخر

كونـازول  يوم و آب مقطـر بـه عنـوان حـلال پروپ    يسلن

  . استفاده شد

م ين ـ يط ين مدت برايا( روز 28پس از گذشت 

وم يــتليدوره از رونــد اســپرماتوژنز و دو چرخــه از اپ

از  يجنس ـ يهـا  ساز و دو چرخـه عبـور سـلول    اسپرم

وانـات  يقات حياز شروع تزر .)13)(م استيديديق اپيطر

كلروفـرم   يهوش ـيوزن شده و  بـا اسـتفاده از مـاده ب   

 يجاد شكافيل با ايط استريسپس در شرا ،كشته شدند

د و جهـت  ش ـضه آنها خـارج  يشكم، ب يتحتانه يدر ناح

ــ ــتغ يبررس ــرات بيي ــان ژي ــتفاده از روش  ين ــا اس                   ب

RT-PCR ن منظـور ابتـدا   يبه ا .مورد استفاده قرار گرفت

total RNA  ت اسـتخراج  يبا استفاده از كRNA يداري ـخر 

ــا(اطوس يــشــده از شــركت آر ضــه ياز بافــت ب، )راني

گـراد   يدرجـه سـانت   ـ ـ70 يدمـا  در عيسراستخراج و 

              ارزــــ ـآگ ژل ورزــــ ـالكتروف از استفاده و با منجمد

دو  پس از مشـاهده . شد يبررس RNA تيفيكدرصد  1 

اسـت بـا    cDNAمرحله بعد كـه سـنتز    s  28و s  18باند

 شــــركت cDNAت ســــنتز رشــــته يــــاســــتفاده از ك

ول ت رشته ايك هاي بيترك .نجام شدا )رانيا(اطوسيآر

cDNA)وبي ـكروتيم كي ـ به ب يبه ترت )1جدول RNase 

free  شد ضافها.  

دقيقـه در   10سپس نمونه مورد نظر بـه مـدت   

گراد قرار داده شـد تـا سـاختار     درجه سانتي 65دماي 

RNA بعد بلافاصله در يخ قرار داده شد . از هم باز شود

به   RT Premix ( 2x )  از محلول  ميكروليتر   10  و بعد

 20 حجـم نهـايي مخلـوط كـه بـه      اضافه شد، حـال آن 

رسـيده پيپتـاژ شـده سـپس دو بـار پشـت         ميكروليتر

درجـه   25دقيقه در دمـاي   10سرهم، يك بار  به مدت 

دقيقـه در دمـاي    60گراد و يك بار هم به مـدت   سانتي

  . گراد قرار داده شد درجه سانتي 50

 10نمونـه بـه مـدت     در آخرين مرحلـه مجـدداً  

گـراد گذاشـته شـد تـا      درجه سانتي 70دماي دقيقه در 

د و پـس از  شـو آنزيم ترنسكيپتاز معكوس غيـر فعـال   

درجـه   ـ ـ20هـا در دمـاي    اتمام زمان تعيين شده نمونه

  .قرار گرفتند  PCR گراد براي استفاده در سانتي

به منظـور سـاختار رشـته دوم و     PCRواكنش 

در  پرايمرهـاي بلاسـت شـده،   اسـاس   بـر   cDNAتكثيـر 

ــدتول ــته  DNAي ــان   ي دو رش ــت تشــخيص بي اي، جه

بـدين منظـور از كيـت    . گيرد ميهاي خاص صورت  ژن

به طور كلي بيان ژن  .)2جدول (آرياطوس استفاده شد

شـود كـه بيـان     مـي و كيفي تقسـم    ميك ؛به دو صورت

تقسـيم  )  مينيمه ك( مطلق و نسبي  ؛خود به دو نوع ميك

 سبت به ژنن 9كاسپاز در مطالعه حاضر ژن . شود مي

β- actin نسـبي   حاضرلذا روش بررسي  ،بررسي شده

                    باشـد كـه بـراي ايـن كـار از برنامـه       مـي   مـي يا نيمه ك

 Total Lab كنـد  مـي را انـدازه گيـري     ميكه بيان نيمه ك، 

دست آوردن تراكم  مربوط بـه  ه پس از ب. شداستفاده 

تفاده از باند مـورد نظـر در تيمارهـاي مختلـف بـا اس ـ     
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، بـا  β- actin  و 9كاسـپاز   برنامه مذكور براي هر دو ژن

                            .دشاستفاده از رابطه زير ميزان بيان محاسبه 

 × ميزان تراكم باند  β- actin ÷ 9كاسپاز  ميزان تراكم باند 

   9كاسپاز  ميزان بيان ژن =100

ــ ــادير ب مــده را در جــدول آدســت ه ســپس مق

مـده بـراي    آدسـت  ه طبق مقادير ب ـ .دشوارد  3 شماره

 100از تيمارهاي مختلـف، تيمارهـايي كـه بيـان بيشـتر     

اند، افزايش بيان و تيمارهايي كـه بيـان كمتـر از     داشته

ــته 100 ــان ژن  داش ــدم بي ــد ع ــپاز  ان ــان  9كاس را  نش

را طبق  β- actinدهند زيرا ما در واقع ميزان بيان ژن  مي

  .ايم در نظر گرفته 100رابطه زير برابر 

ميــزان  β- actin   ÷ β- actinميـزان تـراكم بانـد     

   β- actinميزان بيان ژن  =×  100 تراكم باند

پس از اضافه نمودن تركيبات كيت به ترتيب به 

 هـا و قـرار گـرفتن آنهـا در دسـتگاه      داخل ميكروتيوب

PCRتحت برنامه ، PCR)هاي مربوطه تكثيـر   ژن) 3جدول

هـا بـر روي ژل    نمونه  PCRاتمام مراحلپس از . يافتند

  . آگارز جهت الكتروفورز بارگيري شدند

براي بررسي تغييرات بيان ژن هاي مورد نظر، 

ــه از هــر ــدام از نمون ــدار PCR هــاي محصــول  ك  4مق

 Loading dye از   ميكروليتر 2برداشته و با  ميكروليتر 

هـا تزريـق شـدند و     مخلوط شـده و بـه درون چاهـك    

درون يكـــي از  DNA Ladder از  ميكروليتـــر  6 مقـــدار

ها جهت تخمين وزن مولكولي باندهاي مشـاهده   چاهك

تانك الكتروفورز به دستگاه مولد برق . شدشده تزريق 

ــاژ   ــس از . اســتفاده شــد  v90  متصــل شــده و ولت پ

، جريـان  درصـد  1 رسيدن رنگ بـه انتهـاي ژل آگـارز   

ــد   ــع گرديــ ــرق قطــ ــتگاه . بــ ــپس ژل در دســ                             ســ

 Uvitec GELDOC     ساخت كشـور ژاپـن قـرار داده شـد .

                  دســت آمــده از ژن هــدف بــا كنتــرل داخلــي  ه بانــد بــ

د و بــا گــروه كنتــرل خــود شــنرمــاليزه )   β-actinژن (

  .دشمقايسه 

  
  cDNA رشته اولت يبات كيترك: 1جدول

 ��� Component 

5 µg total RNA or 0.5µg poly (A) + mRNA    مكمل RNA 

1µl upstream primer(F)  & 1 µl downstream primer(R) پرايمر 
UP to 10 µl DEPC – treated water 

  

  بتا اكتين به عنوان كنترل در مطالعه حاضر و ژن  9كاسپاز مربوط ژن  يمرهايپرا: 2جدول

Gene Primer forward (5'–3') Primer reverse (5'–3') 

Casp -9 AGCCAGATGCTGTCCCATAC CAGGAGACAAAACCTGGGAA 


ل(��) ژن  β-actin TTGCTGACAGGATGCAGAAG ACATCTGCTGGAAGGTGGAC 

  

  و بتا اكستين 9هاي كاسپاز  براي تكثير ژن PCR برنامه: 3 جدول

Terminal Extension PCR cycles ( 35 cycles ) Initial Denaturation 

 

72 ◦C 

5 min. 

Extension 

72 ◦C 

1 min. 

Annealing 

36 ◦C 

2 min. 

Denaturation 

95 ◦C 

30 Sec. 

 

95 ◦C 

10 min. 
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  ها  يافته

 يهـا  د آن روشيي ـأجهت ت RNAبعد از استخراج 

ها الكتروفورز  ن روشياز ا يكيوجود دارد كه  يمتعدد

RNA ل يبه دل .باشد ميژل آگارز  ياستخراج شده بر رو

 tRNA و rRNA، mRNA يج شـده حـاو  اسـتخرا  RNAكـه   نيا

اد ي ـار زيدر سلول بس ـrRNA  كه نيباشد و نظر به ا مي

دهـد و   ميل يرا تشكRNA  درصد كل 85است و حدود 

 يبانـدها ن وجود ين است، بنابراييار پايبس mRNAزان يم

rRNA s18  وs28  ل بر صـحت اسـتخراج   يتوان دل ميرا

RNA 1شكل(دانست(.  

هـاي   مـده از نمونـه  دسـت آ ه ب هايcDNAتكثير 

هـاي مختلـف    كنترل و تجربي اجازه بيان متمايز توالي

تلاش بر اين  ،در جستجوي ژن هدف. دهد ميرا نشان 

بـراي  . بود كه بيان متمايز در نمونه ها بررسـي شـود  

هـاي سـنتز شـده از    cDNAاطمينان از كميـت و كيفيـت   

 از خـانواده  β-actinژن هاي كنترل و تجربي، بيان  نمونه

)housekeeping( هــــا مــــورد آزمــــايش قــــرار     ژن

هايي هسـتند   ژن Houskeepingدر واقع .  )2شكل(گرفت

زيـرا   ،شـوند  مـي هـا بيـان    كه هميشه و در همه سـلول 

كنند كه بـراي سـلول ضـروري     ميهايي را كد  پروتئين

هـاي   ثير وضـعيت أها تحـت ت ـ  باشند و بيان اين ژن مي

ت شـناخته  عنـوان كنتـرل مثب ـ  ه باشند كه ب ـ ميسلول ن

مشـخص اسـت از    2طور كه در تصوير  اند، همان شده

هــاي تجربــي مختلــف  در گــروه β- actin نظــر بيــان ژن

ــاوت محسوســي     ــرل تف ــروه شــم و كنت ــه گ نســبت ب

در كار حاضـر از كنتـرل منفـي نيـز در     . مشاهده نشد

جـز  ه مرحله تكثير استفاده شد كه شامل تمام مـواد ب ـ 

ــه ــده   RNA  نمونـ ــان دهنـ ــت و نشـ ــت اسـ ــن اسـ                                  ايـ

ــر    ــه تكثيـ ــه در مرحلـ ــري   cDNAكـ ــر تكثيـ ــا ، هـ                                 هـ

ــه رخ  ــيكــ ــه    مــ ــوط بــ ــد مربــ ــاي cDNAدهــ                                   هــ

و يـا آلـودگي ديگـري      ميژنـو  DNA سنتز شده است و

  .نبوده است

دهــد كــه ژن  مــينتــايج تحقيــق حاضــر نشــان 

هاي آغازگر مسير آپوپتوز است در  كه از ژن 9كاسپاز 

انـد و نسـبت بـه     بيـان شـده   7الـي   2هاي تجربي  گروه

اند، از آنجايي كه بيـان   گروه كنترل افزايش بيان داشته

ــا  ــدف در تم ــروه  ميژن ه ــا    گ ــار ب ــي تيم ــاي تجرب ه

ــروه ــازول و گـ ــا   پروپيكونـ ــار بـ ــي تيمـ ــاي تجربـ هـ

وم مشــاهده شــد و تفــاوتي در ســلني+ پروپيكونــازول 

تـوان   ميلذا   ،)4جدول ( )3شكل(بيان آنها مشاهده نشد

كيلـوگرم   بـر گـرم   ميلـي  5/0شود كـه   مينتيجه گرفته 

                         ســــلنيوم نتوانســــت نقــــش محــــافظتي در برابــــر 

آسيب ناشي از پروپيكونازول ايفاء نمايد كـه بـا نتـايج    

ــاي هحاصــل از مشــاهد ــافتي ه ــاي  ب بيضــه و آناليزه

ــق     ــپرماتوژنيك منطبـ ــاي اسـ ــلول هـ ــمارش سـ شـ

  .)19(شدبا مي
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 PS10كونازول و اعداد يمختلف قارچ كش پروپ يانگر دوز هايب بيبه ترت P75و  P10  ،P50اعداد (استخراج شده RNAالكتروفورز ژل آگارز  :1شكل

 ،PS 50   وPS75  باشد ميو ستون آخر نمونه كنترل ) باشد ميوم يسلن+ كونازول يمختلف قارچ كش پروپ يانگر دوز هايب بيبه ترت.  
  

    
  

قارچ كش  75دوز  4ستون , 50ستون سوم دوز , 10ستون دوم دوز  DNA Ladderستون اول از سمت چپ :  β- actinان ژن  يب :2شكل 

،  2شم  10كنترل ، ستون  9، ستون 1 شم 8وم ، ستون يسلن+75دوز  7ستون, وميسلن+50دوز  6ستون , ومينسل+ 10ستون پنجم دوز , كونازوليپروپ

  وميسلن 11ستون 

  

  

  
ژن ، هاي اسپراك واولي هاي مورد مطالعه در موش كش پروپيكونازول در گروه بعد تز تيمار با قارچ 9كاسپازژن الكتروفورز محصولات  : 3شكل

 75و  50و 10 يكونازول و دوزهايقارچ كش پروپ 75و  50و  10 يدوزها و سپس  DNA Ladderستون اول ب از چپ به راست يبه ترت 9 كاسپاز

ازدهم نمونه كنترل و ستون ي، ستون 1، ستون دهم نمونه شم  2شم وم ، ستون نهم نمونه يهشتم نمونه سلنوم و ستون يسلن+ كونازول يپروپ

  يل منفدوازدهم نمونه كنتر

١٠ P ٥٠P ٧٥P ١٠PS ٥٠PS ٧�PS Control 

 نمونه كنترل منفي

١٠ P 

١٠ P 

٥٠P 

٥٠P 

٧٥P 

٧٥P 

١٠PS 

١٠PS 

٥٠PS 

٥٠PS 

٧�PS 

٧�PS 

Con Sh 1 Sh 2 Se 

Sh 1 Sh 2 Se Con 
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  β- actinنسبت به   9كاسپاز هاي مربوط به بيان نسبي ژن داده :4جدول 

  

  

  بحث

ثير قارچ كـش پروپيكونـازول،   أدر اين تحقيق ت

زدايـي محصـولات    اي جهـت سـم   كه استفاده گسترده

 ــ ــاورزي ب ــاير   ه كش ــران و س ــرنج در اي ــوص ب خص

ــير      ــازگر مس ــان ژن آغ ــر روي بي ــورها دارد ، ب كش

و  50، 10ر بافت بيضه در سه دوز د 9كاسپازآپوپتوز 

ــر گــرم ميلــي 75 كيلــوگرم و اثــر حفــاظتي احتمــالي   ب

صـورت  ه گرم بر كيلوگرم ب ـ ميلي 5/0سلنيوم در دوز 

و هفتـه يـك روز در   تزريق درون صـفاقي بـه مـدت د   

هـاي نـر نـژاد اسـپراوگ داولـي مـورد        ميان در موش

ــت  ــرار گرف ــي ق ــدهاي حاصــل از  . بررس ــه بان مقايس

ــروهPCR محصــولات  ــا   در گ ــار ب ــي تيم ــاي تجرب ه

سـلنيوم بـا   + پروپيكونازول و تيمار با پروپيكونازول 

دار ژن مــذكور را در بافــت  بيــان معنــي ،گــروه كنتــرل

  .دل نشان دابيضه نسبت به گروه كنتر

 يتجرب ـ يهـا  گـروه   ميهـدف در تمـا   ان ژنيب

 وميكونـازول بـا سـلن   يكونـازول و پروپ يمار بـا پروپ يت

وم يلـوگرم سـلن  يكبـر   گرم يليم 5/0ست كه ا انگر آنيب

مورد استفاده قـرار گرفتـه    يكه به عنوان ماده محفاظت

ب يدر برابـر آس ـ  يمـوثر  ير حفـاظت يثأبود نتوانست ت

ه ج ب ـينتـا  .دي ـجـاد نما ياكونـازول  يبـا پروپ  ييقاال يها

كونـازول در  يبـر نقـش پروپ   يل قـاطع ي ـدست آمده دل

 ازومكو جيضه است كه با نتايوز در بافت بجاد آپوپتيا

 و همكــاران در رابطــه  بــا اشــنايدر زيــو همكــاران و ن

ــ ــوزولير ويثأت ــوع ينكل ــه ن ــارچ ين ك ــش ق ــگ ك  ياهي

ش القـاء آپوپتـوز مطابقـت    يدر افـزا  ك اسـت، يستميس

 بـه وسـيله  ز ي ـن يج مشابهين نتايچن ، هم)14و  15(اردد

بـر   يو همكـاران مبن ـ اينواكـا  از جملـه   يگرين ديمحقق

و  واردز ي ـن و نينكلـوزول يو بـه وسـيله  القاء آپوپتـوز  

بـر اثـر    يمبن ـ و همكـاران  هستر ن يچن مهمكاران  و ه

متعلق  ين كه همگيكلوبوتاليمفان و ماياديك تريآپوپتوت

دست آمـده اسـت كـه    ه ها هستند ب زولايبه خانواده تر

ــا ــا ب ــينت ــده در اه ج ب ــدســت آم ــروژه ي ــت ن پ     مطابق

  . )16 ـ18(دارند

Apaf-1 صـورت  به سلول در عادي حالت در 

 آپوپتوز پروسه در و داشته حضور غيرفعال و اثر بي

 فعـال  ميتوكنـدري  سـيتوكروم از   cرهـايي  سـبب  به

 دالتون لوكي 130 پروتئين اين مولكولي وزن .دشو مي

 و CARDدمـين   ياراد آميني انتهاي ناحيه در و بوده

از  يبخـش تكـرار   چنـدين  داراي كربوكسيلي انتها در

ن يفعـال شـدن پـروتئ    يبـرا . باشد مي WD-40ف يموت

Apaf-1 توكروم ين و سين پروتئين ايان كنش بيجاد ميا

c مشـخص   يكه به درست ميسيبا مكان. است يضرور

گـومر  يباعـث ال  dATP/ATP و  c توكروميسـت ، س ـ ين

بـا   9پروكاسپاز  CARD يتوال. گردند مي Apaf-1شدن 

متصـل   Apaf-1در  CARDه ي ـك بـه ناح يك به ينسبت 

كاسـپاز  شود و  مي 9كاسپاز  گشته و سبب فعال شدن

ل ي ـاز قب يـي اجرا يفعال باعث فعال شدن كاسپاز ها 9

Con  Se   Sh2  Sh1   PS٧٥  PS٥٠  PS١٠  P٧٥  P٥٠  P١٠  

٣٧/٢٤٤  ٠٢/١٨٨  ١٧/١٩٥  ٧٦/٥٠٧  ١٥/١١١  ٢٧/١١٩  ٥٠  ٦٠/٩٩  ٩٠/٩٣  ٦٤/٧٢  
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،  Apaf-1ن يمجموعـه پـروتئ  . شـود  مـي  7و  3ـكاسپاز  

. نامنـد  ميرا آپوپتوزوم  9-و پروكاسپاز cروم توكيس

كاسپاز آغازگر  ييايتوكندرير ميا مسي ير داخليدر مس

فعـال سـبب فعـال شـدن      9كاسپاز .باشد مي 9كاسپاز 

گـردد و در   مي)  7و  6،  3كاسپاز( يياجرا يكاسپازها

خـود   يسوبسـتراها  يرو يـي اجرا يجه كاسـپازها ينت

در  ).19(رديگ ميورت ند آپوپتوز صيو فرآ كند ميعمل 

در  9كاسـپاز   ان ژن آغازگر آپوپتـوز يبتجربه حاضر 

 يبررس ـدسـت آمـده از   ه ج ب ـيبا نتا يتجرب يها گروه

نــد اســپرماتوژنز مطابقــت كامــل يآفر ضــه و يبافــت ب

ق نشان داده شد كه قـارچ كـش   ين تحقيدر ا .)20(دارد

 ــيپروپ ــدون ت ــازول ب ــيثأكون ــر ســطوح  يدار ير معن ب

ــون ــا هورم ــادوتروپگ يه ــرك  ( FSHن ين ــاكتور مح ف

ــوليفول ــوتئ( LHو ) كـ ــاكتور لـ ــده ينيفـ ــو ن) كننـ ز يـ

ــا دار ســــلول يتستوســــترون، كــــاهش معنــــ  يهــ

ــا را موجــب شــده اســت  ك و اســپرمياســپرماتوژن . ه

 يش فضـا يساز، افزا يمن يها در ساختار لوله  مينظ يب

ساز و كـاهش ضـخامت    يمن يها لومن در درون لوله

ــتل ياپــ ــي  يهــا جــه كــاهش ســلولينتكــه ســاز  يوم من

ن دارنـد كـه   ي ـت از اي ـحكا يك است همگ ـياسپرماتوژن

م بـر بافـت   ير خود را بـا اثـر مسـتق   يثأكونازول تيپروپ

 يهـا  دار آپوپتـوز در سـلول   يش معن ـيضه و با افـزا يب

مـار هـم   يو ت كنـد  مـي اعمال  يك و سرتولياسپرماتوژن

وم در دوز و مـدت زمـان اسـتفاده شـده     يزمان با سلن

ــاظت نتوا ــش حفـ ــت نقـ ــته اسـ ــوگ ينسـ از  يريدر جلـ

  . دكنفا يل آنها ايا تعديجاد شده و يا يها بيآس

  

  يريگ جهينت

ــب ــان ژن آپوپتوتيـ ــاز  كيـ ــام  9كاپسـ در تمـ

انگر القاء بـروز آپوپتـوز   يذكر شده ب يتجرب يها گروه

م با آن عـدم  أو توكونازول يپروپر قارچ كش يثأتحت ت

دار آپوپتـوز   يوم در كـاهش معن ـ يسـلن  ير حفـاظت يثأت

  .باشد مي

  

  تشكر تقدير و 

 ينامـه مقطـع كارشناس ـ   انين مقاله حاصل پايا

 يجـانور  ينيتكـو  يسـلول  يست شناسيارشد رشته ز

ن دانشگاه يا يت ماليكه با حما است ميدانشگاه خوارز

  .انجام شد

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  
 



و همكاران را رشيدي پويايسم  
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Abstract 
 
Background & aim: Conazoles including imidazoles or triazoles are anti- fungal agents widely 
used to prevent fungal growth and their infections. Propiconazole placed in this group is a systemic 
fungicide used widely for detoxification of cereal seeds especially rice in Iran and other countries. 
This fungicide were designed to inhibit a specific cytochrome P450, CYP51 (lanosterol-14-α- 
demethylase), a critical step in the biosynthesis of ergosterol, a steroid required for the formation of 
the fungal cell wall. In the present experimental study, the effect of propiconazole on Caspase 9 
gene expression profile as an initiator of apoptotic process and protective effect of selenium were 
investigated. 
 
Methods: Forty SD rats were divided into 10 groups of 4,  including : control , sham1 (solvent of 
propiconazole, distilled water), sham 2 (solvent of selenium, normal saline) and 1 group received 
0.5 mg/kg selenium ,3 groups received propiconazole in doses of 10,50,75  mg/kg and 3 groups 
received propiconazole in doses of 10,50,75 mg/kg propiconazole with 0.5 mg/kg of selenium. 
Injections were intrapritoneal for two weeks in alternate days. Then, using RT-PCR and Total Lab 
program gene expression of caspase-9 testicular of all groups were studied. Data were analyzed 
using descriptive statistics. 
 
Results:  A significant increase of caspase 9 expression were observed among all experimental 
groups compared to control and sham groups. These findings indicated that 0.5 mg/kg selenium is 
not a suitable dose to create protection in this experimental study.   
 
Conclusion: The significant increase in Caspase 9 gene expression profile observed in all 
experimental groups as compared to control suggests activation of apoptosis and inefficacy of 
selenium to protect the testis against induced damages. 
 
Keywords: Apoptosis, CASP 9, Propiconazole, SD rat , Selenium 
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