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 چکیده

موارد  نیتریاز جد یکی (Ischemia/Reperfusion)بیضه ریپرفیوژن/ایسکمی ای شچیپ: زمینه و اهداف

باعث صدمه به امر  نیشود. ایم ییو نوزادان شناسا اننوجوان ،در مردان  یاست که به طور کل یاورولوژ اورژانسی

در  .میگردددر مردان  ناباروری جادینادرست و درمان نامناسب منجر به ا صیشود که در صورت تشخیم ضهیب

مورد مطالعه  BAD ،BCL-X ژنهایبر میزان آپوپتوز و بیان  Fe3O4 ه مطالعه کنونی، اثرات کورکومین و نانوذر

 قرار گرفت.

 (I/R)پرفیوژنیگرم در دو گروه کنترل  و ایسکمی / ر 250هفته و وزن  20رت بالغ با سن  48 :روشهامواد و 

بیضه در گروه آزمون، هر دو گروه با کورکومین و نانوذره آهن در دوز  I/Rبیضه وارد مطالعه شدند. پس از القاء 

LD50  روز و به صورت زیرصفاقی تیمار شدند. سپس بیضه ها خارج گردیده و میزان زنده مانی و  10به مدت

 اندازه گیری شد.  BCLXو  BADو فلوسایتومتری ارزیابی گشته و بیان ژن های  MTTآپوپتوز سلول ها با آزمون 

واجهه مهای دچار آسیب ایسکمی/ریپرفیوژن مشاهده شد. های بافت بیضه رت: افزایش آپوپتوز در سلولیافته ها

را به همراه  BCLX کیآپوپتوت یژن آنت انیو کاهش ب  BAD کیژن پروآپوپتوت انیب شی، افزاه آهنبا نانو ذر

 (P< 0.05).را جبران نمود.  ذرهاثرات سوء نانو ذره آهنو نانو کورکومینهم زمانی مصرف  . داشت

در کاهش  نیهمراه با کورکوم Fe3O4 ههمزمان نانوذر زیکه تجو میرسدبه نظر :  یریگجهیبحث و نت

 . میشود نکروزبوده و باعث کاهش مؤثر  یدانیاکسیآنت اتیبه علت خصوص ضهیب چشیاز پ یناش آسیبهای

 آپوپتوز، نانوذره آهن، ژنبیان  ضه،یب چشی، پ BAD ،BCLX: یدیکلمات کل
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 مقدمه

 در زوج یک ناتوانی . در مقابل، اصطلاح ناباروری به(1)باروری به معنای توانایی برای ایجاد بارداری بالینی است 

از  یکی دتورشن بیضه/تورشن ای شچیپاشاره دارد.  نشده محافظت جنسی رابطه سال یک از پس شدن باردار

. (2)شود یم یینوزادان شناسا ان ونوجوان ،در مردان یاست که به طور کل یاورولوژ اورژانسیموارد  نیتریجد

باروری نا جادینادرست و درمان نامناسب منجر به ا صیشود که در صورت تشخیم ضهیباعث صدمه به بامر  نیا

 راتییدر اطراف خود منجر به تغ کیاسپرمات یو ساختارها کی. چرخش طناب اسپرماتدشویدر مردان م

خون  انی، جرضهیب چشیپ لیشود. به دلیم ضهیاختلال عملکرد ب جادی، اتیو در نها یبافت شناس ، ییایمیوشیب

( ATP) یاز انرژ یغن فسفات هایآن  یکه در ط شده یسکمیوقفه منجر به ا نیقطع شده و ا ضهیب بافتهایدر 

 بافتها، ضهیب دتورشن.بدنبال (3 )ابدییم شیافزا نیانتزپویآنها مانند ه بیو سطح محصولات تخر میشوند هیتخل

شود ، یم جادیا یسکمینسبت به آنچه توسط ا یدتریشد بیو آس میگیرندخون مجدد قرار  انیمجدداً تحت جر

 یسکمیدوره ا کیکه گردش خون پس از  میافتداتفاق  یمجدد هنگام خونرسانی‑ یسکمیا بی. آسمیگرددوارد 

 دگاهیاست که از د یمهم دهیپد ضهیمجدد( ب یرسان)خون دتورشن( و یسکمی)ا تورشن. (4)حاد برقرار شود 

 یالتهاب سیتوکین های، نوتروفیل هابا فعال شدن I/R 1نشده است.  شناختهبه طور کامل  نگیگنالیس یرهایمس

 دیداخل سلول و تول میکلسمقادیر بالایی از ، آزاد شدن کیترومبوژن شیبا افزا یچسبندگ مولکولهایو 

 سیتوکین های کیمنجر به تحر نیهمچن ضهیب I/Rدر ارتباط است.  ژنیآزاد حاصل از اکس رادیکالهای

. از میشود 4سنتاز دیاکس کیترین فعال سازیو 3بتا 1 نینترلوکیو ا 2، ترشح فاکتور نکروز تومور آلفایالتهابشیپ

                                                           
1 Ischemic/Reperfusion 
2 Tumor Necrosis Factor α (TNFα) 
3 Interleukin 1β (IL1β) 
4 Nitric Oxide Synthase (NOS) 
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، یعاد طیشرادر .(5)همراه است  RNSو  5های فعال اکسیژنگونه از حد  شیب دیبا تول I/R بیآس نیرو، ا نیا

که  ی. هنگاممیشودمتعادل  درون زا دانیاکس یآنت ستمیو اثرات آنها توسط س میشوند دیآزاد تول رادیکالهای

 بیو به آس میشود جادیا ویداتیشود، استرس اکس شتریکنترل ب یبرا یدفاع مکانیسمهای ییاز توانا ROS دیتول

 هیمردان تغذ یدرمان ناباروراز جمله عوامل مهم در . شودیم منجربرگشت  رقابلیغ ای ریسلول برگشت پذ

. دارد یمثل دیتول ستمیدر رشد و توسعه س یمهم اریاست که نقش بس اکسیدان ها یمناسب و مصرف آنت

منی را بهبود داده و  عیما یمردان را کاهش، پارامترها ینابارور ااکسیدان ه آنتیمطالعات نشان داده که مصرف 

شود و در گیاه پزشکی برای کورکومین از گیاه زردچوبه گرفته می . (6) دهدمی شیبرابر افزا4/1  ار ینرخ بارور

در برابر  قدرتمندی یعامل حفاظتتواند درمان بسیاری از بیماری ها کاربرد گسترده ای دارد. این ترکیب می

 (. 7) تواند آتروفی بافت را بهبود ببخشدمچنین میاز آن جلوگیری نماید ه ی بوده وسلول ویداتیاکس آسیبهای

و  اندامها، سلولهاعملکرد  یاست که هدف آن بازگرداندن و بازساز شگامیپ نهیزم کیکننده  ایاح یداروها

درمان  همنجر ب یا هیپا قاتینانو در توسعه تحق یاست. فناور یعیعملکرد طب جادیا یبرا دهید بیآس بافتهای

هستند،  یمنحصر به فرد ییایمیو ش یکیزیف ویژگیهای ینانوذرات دارا .کرده است فایا ینقش مهم ینیبال یها

. اندازه کوچک و نمیشود دهید ،میشوندمشتق  نانوذراتکه از  یدر مواد اتیخصوص نیا یحت کهیطوربه

 کیعنوان که به میدهدو اجازه  دهیگرد آنها ییایمیش تیفعال شینانوذرات، سبب افزا یبالا یمساحت سطح

از نانوذرات منجر به  یاریدر بس یکیزیو ف ییایمیش تیفعال شیافزا نی. اندیبالا عمل نما ییبا کارا ستیکاتال

 ،بیماریهااز  یدرمان انواع ای صیانتقال داروها، واکسن، تشخ رینظ ییندهایدر فرآ آنهاگسترده  یکاربردها

کم  یمواد در دوزها نیا ،یسلول یعبور نانوذرات از غشا ییبه توانابا توجه . است دهیگرد هو غیر یبافت یبازساز

مطالعات نشان داده اند که  نیعلاوه بر ا. میکنند دایپ یسم تیبالا خاص یو در دوزها یدانیاکسیآنت تیخاص

شده ها و بهبود عملکرد آن ها کلینانو پارت افزایاثرات همها باعث دانیاکس یها با آنتکلیمصرف همزمان نانوپارت

.  (3 )اثرات آنتی اکسیدانی داشته و باعث کاهش آسیب سلولی شوند و این مواد میتوانند در غلظت های پایین

ایسکمی  را بر کاهش ضایعات با کورکومین نانوذره آهن آنتی اکسیدانیهمزمانی در مطالعه حاضر، اثرات 

 .شددخیل در آپوپتوز میتوکندری بررسی  ژنهایبیضه ارزیابی نموده و بیان  رپرفیوژن

 مواد و روش ها

نخستین گام در هر پژوهش رعایت موازین اخلاقی است. تحقیق تجربی حاضر با رعایت توصیه های کمیته 

حیوانات، وارد نمودن حداقل شوک به حیوانات، رعایت اصول و پرورش حیوانات   لاخلاق شامل به کارگیری حداق

    انجام شد.   IR.IAU.TNB.REC.1399.021و با کسب مجوز اخلاق به کد 

                                                           
5 Reactive Oxygen Species 
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مدلینگ حیوانی در دانشکده داروسازی دانشگاه شهید بهشتی و بخش ملکولی در بیمارستان  در تحقیق حاضر

  .شد امام خمینی )ره( تهران انجام

( وهم چنین نکشور آلما)ساخت   Sigma Aldrich  ( را از شرکت>٪97)خلوص آهنبدین منظور ابتدا نانوذرات 

نانوذرات را تعیین نمودیم.  LD50و دوز  ( خریداری نموده آلمانساخت کشور )  مرکرا از شرکت  کورکومین

، 0.02، 0.01، 0.005بر این اساس، غلظت های  .شد موشهاغلظتی است که باعث مرگ نیمی از  LD50دوز 

 معادل   LD50و در نهایت ، دوز  میلی گرم بر کیلوگرم وزن بدن به موش ها داده شد 0.05و  0.04، 0.03

 میلی گرم بر کیلوگرم وزن بدن تعیین شد.0.04

پاستور تهران  ستیتوانگرم از  250-300هفته با وزن تقریبی  20رت نر بالغ  48برای انجام مطالعه کنونی، 

درجه  25±2ساعت تاریکی در دمای  12ساعت نور و  12خریداری شد. حیوانات تحت شرایط استاندارد 

قرار داده شدند. کلیه حیوانات از نسبت یکسان ذرت، گندم و جو تغذیه  ٪50±٪10و رطوبت نسبی  سانتیگراد

ای یکسان و دسترسی آزاد به آب قرار گرفتند و برای انجام آزمایشات و سازگاری با شدند و تحت شرایط تغذیه

 روز در حیوان خانه نگهداری شدند.  10محیط 

با کتامین  موشهاو کنترل  تقسیم شدند. سپس  مونآزبه دو دسته  احیوان هروز سازگاری با محیط  10پس از 

( بیهوش شدند. در هر دو گروه برش در ناحیه میلی لیتربر  میلیگرم 20( و زایلازین )میلی لیتردر  میلیگرم 10)

درجه در خلاف جهت عقربه های ساعت  720ها به میزان  با پیچاندن بیضه آزموناسکروتال داده شد.  در گروه 

انجام شد. در گروه کنترل ,دتورشن  –ساعت و سپس برگشت بیضه ها به وضعیت اول تورشن  1.5و به مدت 

دتورشن صورت نپذیرفت.پس از تایید پاتولوژیک الیگوآستنوتراتوزوسپرمی  –صرفا جراحی انجام شد و تورشن 

گروه و  4. هر دسته شامل (8)از نانو ذرات تیمار شدند  LD50روز با دوز  10شدید، رت ها در دو دسته به مدت 

 موش بود.  6هر گروه شامل 

 گروه ها عبارت بودند از: 

( گروه 4 کورکومین(گروه کنترل دریافت کننده 3ذره آهن( گروه کنترل دریافت کننده نانو2( گروه کنترل،  1

شن دریافت دتور -( گروه تورشن6دتورشن  -( گروه تورشن5 ورکومینو ک ذره آهنکنترل دریافت کننده نانو

دتورشن دریافت کننده  -( گروه تورشن8 ورکومیندتورشن دریافت کننده ک -( گروه تورشن7ذره آهنکننده نانو

  نانوذره آهن و کورکومین

بیهوش  %2و زایلزین  %10موش ها را با استفاده از کتامین  ه آهن و کورکومینرذروز تیمار با نانو  10بعد از 

ریل با ایجاد برش در ناحیه تحتانی شکم، اپیدیدیم و بافت بیضه را خارج نمودیم و نموده، سپس در شرایط است
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حاوی آنتی بیوتیک از خون و چربی عاری و شستشو داده RPMI-1640 در شرایط استریل در محیط کشت 

 (.9) شد.

 MTTارزیابی زنده مانی با رنگ آمیزی 

میلی لیتر بافر  1دی فنیل تترازولیوم بروماید( )سیگما آلدریچ( در  5و 2)  MTT میلی گرم 5برای این منظور 

تا 10 .میلی گرم بر میلی لیتر تهیه و برای استفاده در یخچال نگهداری شد 5فسفات حل شد و محلول با غلظت 

د به مدت درجه سانتیگرا 4توسط هموژنایزر لیز شد و سپس در دمای  PBS میلی گرم از بافت بیضه در بافر 20

 .به لوله ها اضافه شد MTT محلول رمیکرو لیت 50سپس  .دور در دقیقه سانتریفیوژ شد 12000دقیقه در  12

 500ساعت انکوباسیون،  2درجه سانتیگراد انکوبه شدند. پس از  37ساعت در دمای  2لوله ها سپس به مدت 

 .تا تمام کریستال های فرمازون حل شوند به هر لوله اضافه شد و به خوبی تکان داده شد DMSO رمیکرو لیت

و طول موج نانومتر  560 موج ساعت بعد جذب در طول1تایی انتقال و  96های محلول به چاهک سپس

  (.10گردید )قرائت    Multi plate reader به وسیله 99/1 با کالیبرسیوننانومتر  630رفرانس

 ارزیابی نکروز و آپوپتوز با فلوسایتومتری

برای نشان دادن آپوپتوز و رنگ آمیزی همزمان با پروپیدیم  Annexin V-FITC روش از رنگ آمیزی در این

بافر اتصال  میکرو لیتر100بدین منظور  .به عنوان نشانگر برای تمایز بین نکروز و آپوپتوز استفاده شد (PI) یدید

 Annexin V-FITC میکرو لیتر 5با  و سانتریفوژ PBSبه سلول های تیمار شده اضافه نموده پس از شستشو با 

انکوبه شد. پس از شستشو و  درجه سانتیگراد 4در تاریکی و دمای  دقیقه 15به مدت  )شرکت سیگما آلدریچ(

به رسوب   شرکت سیگما آلدریچ()(  PBS میلی لیتر 100میلی لیتر / 10)   PI  میکرو لیتر 10سانتریفیوژ مجدد

،آلمان( انجام Partec PA S)     Partec GmbH سلولی اضافه شد و فلوسیتومتری با استفاده از فلوسیتومتر

 (.10)شد

 cDNAو سنتز  RNAاستخراج 

)یکتا تجهیز آزما، تهران، ایران( و RNA جاستخراتوسط کیت   cDNAاز بافت بیضه و سنتز  RNAاستخراج 

 زما، تهران، ایران( طبق دستورالعمل سازنده انجام شد. لازم به ذکر است که )یکتا تجهیز آ cDNAکیت سنتز 

RNA  سپس استخراج شده توسط نانودراپ )شرکت آرتین آزما مهر( مورد ارزیابی قرار گرفته  cDNA   سنتز

 شد.

 ارزیابی بیان ژن
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ارائه  1توالی پرایمر در جدول (.11)طراحی شدند مربوطه پرایمرهای  Bcl-x و    Bad ابتدا جهت ژن های هدف

با استفاده پرایمرهای فوق و از ژن ساختمانی    Real Time PCR به منظور بررسی تغییرات بیانی ،  .شده است

β-Actin  .جهت کنترل داخلی و با روش سایبرگرین )شرکت تاکارا ( انجام شد 

 تحلیل آماری

و آزمون  (ANOVA) طرفهو آنالیز واریانس یک 22نسخه  SPSS داده های بدست آمده  با استفاده از نرم افزار

 تجزیه و تحلیل شدند.   >05/0Pتوکی با سطح معنی دار 

 نتایج

 ارزیابی زنده مانی -1

بیشترین میزان زنده مانی در گروههای نرمال دریافت کننده آنتی اکسیدان کورکومین و نرمال بدون دریافت 

 p )ورکومین به طور معنی داری زنده مانی را نسبت به گروه نرمال افزایش دادکورکومین بود. آنتی اکسیدان ک

گروه ایسکمی زنده  نو همچنی. تیمار با نانو ذره دی اکسید آهن به طور معنی داری در گروه نرمال  (0.05>

باعث افزایش .  اما افزودن کورکومین به این گروه آسیب سلولی را جبران نموده  (p <0.05 )مانی را کاهش داد

ملاحظه می گردد که در موارد آسیب سلولی مانند ایسکمی بیضه آنتی اکسیدان کورکومین . زنده مانی گردید

باعث افزایش زنده  متعاقباًباعث بهبود تاثیر نانوذره دی اکسید آهن شده و مرگ سلولی را کاهش می دهند و 

  .مانی میشود

 ارزیابی میزان  نکروز و آپوپتوز -2

معنی جهت ارزیابی میزان  نکروز و آپوپتوز از داده های فلوسایتومتری استفاده گردید. شواهد حاکی از افزایش 

 (.P<0.001های مبتلا به ایسکمی بیضه بود )میزان نکروز در سلول های بیضه رت دار

ها شد. نانو ذره دی اکسید آهن در گروه ایسکمی باعث کاهش و در گروه نرمال باعث افزایش نکروز در این سلول

و قوی در کاهش نکروز سلول های بیضه بعد از فرآیند  معنی دارهمچنین، آنتی اکسیدان کورکومین تأثیر 

تی اکسیدان کورکومین باعث کاهش مرگ ایسکمی رپرفیوژن نشان داد. تجویز همزمان نانو ذره آهن همراه با آن

(. می توان چنین نتیجه گیری نمود که نانو P<0.001سلول های بیضه به علت نکروز در گروه ایسکمی بیضه شد)

با خاصیت آنتی اکسیدانی باعث هدایت مرگ سلولی از نکروز به سمت آپوپتوز شده   LD50ذره فوق در دوز 

 است.
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تومتری تایید کننده افزایش آپوپتوز در گروه نرمال و کاهش آپوپتوز در گروه همچنین نتایج حاصل از فلوسای

بود. بر اساس نمودارهای زیر مشخص گردید که تیمار هم زمان  ذره آهنایسکمی رپرفیوژن متعاقب تیمار با نانو

 (.9-2)نمودارهای باعث کاهش آپوپتوز شده استکورکومین با آنتی اکسیدان  ذره آهننانو

 

                     

 

 

  BCLXو  BADارزیابی بیان ژن های   -3

در گروه رت های BCLXبیشترین میزان بیان ژن و  BADکمترین میزان بیان ژننتایج این بررسی نشان داد که 

و کمترین میزان بیان ژن  BADسالم دریافت کننده آنتی اکسیدان کورکومین  و بیشترین میزان بیان ژن 

BCLX افزایش بیان ژن   باعث آهن ذره نانو و ایسکمیک با نرمال های رت تیمار  .در گروه ایسکمی بیضه بود

BAD  کاهش بیان ژن  وBCLX .ژن بیان داری معنی طور به ایسکمی هدر گرو کورکومین تجویز شد  BADرا 

 کاهش به منجر داری معنی طور به ذره آهن نانو و کورکومین مصرف زمانی هم .را افزایش دادBCLX کاهش و

BAD و افزایش BCLX در هر دو گروه شد(  .P = 0.0000.) 

در گروه ایسکمی بیضه دریافت کننده نانوذره آهن و کمترین  BAD/BCL-X هم چنین بیشترین نسبت بیان ژن

به کاهش منجر  همزمان با نانوذره آهن و کورکومین آن در گروه نرمال دریافت کننده کورکومین بود. تیمار

 (. 12 -10)نمودارهای سالم شدرت های  ایسکمی رپرفیوژن بیضه و  هایدر رت BAD/BCL-X نسبت بیان

 بحث

که  یدر غلظت ه آهنرو نانوذ نیبا استفاده از کورکوم ضهیب IR یدرمان یکردهایرو افتنیبا هدف  یمطالعه کنون

 یهارت ضهیبود که در بافت ب نیاز ا یحاک جیشد. نتاد انجام نرا نشان ده یدانیاکسیاثرات آنت رفتیانتظار م

 هو نانوذر نیحال، کورکوم نیاست. با ا هالولاز نکروز س یناش شتریب یشده مرگ سلول ایسکمی/ریپرفیوژن

 4O3Feه ب .شوند ضهیب سلولهایدر نکروز و پیشرفت به سمت آپوپتوز منجر به کاهش  یادیتوانستند به مقدار ز

همزمان با  LD50که در بافت های آسیب دیده مثل بافت ایسکمیک نانوذره آهن در دوز  دیدیمعبارت دیگر 

ث بهبودی پارامترهای مورد مطالعه شده و مرگ سلولی را از نکروز به سمت آپوپتوز آنتی اکسیدان کورکومین باع

 میبرد.
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که به سرعت باعث مرگ و میشود  جادیا ضهیبه ب یرسانقطع خون لیبه دل ضهیبایسکمی/ریپرفیوژن  بیآس

آزاد،  رادیکالهای(، ROS) ژنیاکس فعال یهاگونه شیافزا مثل یادیز ی. فاکتورها (12)شود یها مسلول بیآس

 بیاز آس یناش یدر مرگ سلول یخون یهابه رگ بیو آس یالتهاب سیتوکین های شی، افزادیپیل نپراکسیداسیو

خون در  انیتوقف جر ای کاهششده است که  در مطالعه ای گزارش. (13)هستند  لیدخ ایسکمی/ریپرفیوژن

منجر به کاهش  ROS تهاجمات نیبنابرا .(14) میشودها ضهیدر ب ژنیفعال اکس یهاگونه دیها باعث تولضهیب

آزاد و  رادیکالهای دیبا تول ایسکمی/ریپرفیوژن بیبه دنبال آس یشود. مرگ سلولیمردان م یبارور

رساندن به  بیآزاد علاوه بر آس رادیکالهای. (15)دارد  کیاز آن ارتباط نزد یچرب ناش یدهایاس نپراکسیداسیو

 سیتوکین ها .میشوند زین سیتوکین هابه بافت، منجر به ترشح  ویداتیاکس بیعروق و آس الیاندوتل دیواره های

 ی. اگرچه درمان قطع(16 )میشوند کیستمیو س یکل بیباعث آس تیدر نها که هستند یالتهاب پیش سازهای

، مانند مسدود کردن بیکاهش آس یبرا ریمداخلات اخ ینشده است، اما برخ افتی بیآس نیاز ا یریجلوگ یبرا

مبدل  میآنز مهارکننده هایضد التهاب، استفاده از  یآزاد، استفاده از داروها رادیکالهای دیتول یرهایمس

اند که مطالعات نشان داده. (17)شده است  شنهادیها پنیو استات نمورفی، نیمانند آدنوز یو مواد نیوتانسیآنژ

 .(2 )دارند ریپرفیوژنایسکمی/ بیبر آس یآزاد اثرات محافظت رادیکالهایو مهارکننده  یدانیاکسیآنت باتیترک

به  نی. کورکومهستندآزاد  رادیکالهایاز  یناش ویداتیدر برابر استرس اکس یمهم یها عامل دفاعدانیاکسیآنت

 ی،دانیاکسیآنت رهیزنج قیراز ط آن ژهی. ساختار واست یدانیاکسیاثرات آنت دارای ساختار منحصر به فرد لیدل

و  DNAبه  ویداتیاکس بیدر برابر آس یاثرات محافظت دارای داشته وا رآزاد  رادیکالهایبه دام انداختن  ییتوانا

در  یقو دانیاکس یآنت کیممکن است به عنوان  نی، کورکومنیبنابرا. (18) استانسان  یاتههستک یهاسلول

کمالی و همکاران در سال  .باشد دیها مفضهیدر ب ویداتیاز استرس اکس یعمده ناش ناهنجاریهایاز  یریشگیپ

از اثرات مثبت آن  رچشمگیر تدر بررسی سمیت سلولی نانو ذرات بیان داشتند که اثرات منفی نانو ذرات  2013

ها است. ولی به طور کلی صرف نظر از اثرات دوگانه نانو ذرات، عملکرد آن ها تا حدودی مشابه بنظر می رسد. 

در جنبه های منفی به عنوان افزاینده و در جنبه های مثبت به عنوان کاهنده رادیکال های آزاد عمل می کنند 

منحصر به  ویژگیهایباشند که یانواع نانومواد م نیپرکاربردتر و نیاز مهمتر یکی یسینانوذرات مغناط(. 19)

 اصلی فرم دو در آهن اکسید. میشودنانوساختارها  ریخاص آنها نسبت به سا یها ییکارا جادیفردشان موجب ا

به  منحصر مغناطیسی خواص دلیل به آهن اکسید نانوذرات میباشد. 3O2Feو ماگمیت  4O3Feمگنتیت 

 مهندسی و داروسازی پزشکی، در ، استفاده  (in vivo)بدن داخل تشخیصی امکانات در استفاده برای فردش

را به  یاریتوجه بس اهانی، سنتز سبز نانوذرات توسط گریاخ سالهایدر .(20)پتانسیل بالایی است  دارای زیستی

در . (21)سنتز نانوذرات در نظر گرفته شده است  ییایمیش روشهای یبرا ینیگزیاخود جلب کرده و به عنوان ج

برای پوشش ذرات نقره استفاده شد. سپس اثرات نانوذرات نقره تولید شده به روش سبز مطالعه ای از کورکومین 

مورد بررسی قرار گرفت و طبق نتایج مشخص گردید که  A2780ده وبر القای آپوپتوز در سلولهای سرطانی ر
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 وجود یلدلبه  ممکن استکه  هستندنانوذرات با پوشش گیاهی قادر به مهار تکثیر سلولی سلولهای سرطانی 

افزایش اثرگذاری نانوذرات باشد ولی این فرضیه نیاز به بررسی های بیشتر  متعاقباً کورکومین بر سطح نانوذرات و 

که آپوپتوز یا مرگ برنامه ریزی شده سلولی روند مهمی در جهت کنترل تکثیر سلول ها، حفظ  چرا دارد

کاسپازها از واسطه های مهم   ( .22) هوموستاز طبیعی بدن و از بین بردن سلول های مضر و سرطانی میباشد

فعال میشود سپس این  3در فرآیند آپوپتوز هستند. در طی فرآیند مرگ سلولی برنامه ریزی شده ابتدا کاسپاز 

میشود که این کاسپاز ها مسئول آغاز  9و  8کاسپاز با شکست های پروتئولیتیک منجر به فعال شدن کاسپاز 

نتایج مطالعات تولید نانوذرات با پوشش  .(23)دیگر برای پیشرفت روند آپوپتوز هستند ملکولیعوامل فعالیت 

از طریق مسیر درونی  که ر سلول های سرطانی را نشان میدهدمهار تکثیر و افزایش میزان آپوپتوز د ،گیاهی

 (. 25-24) انجام میشود آپوپتوزمیتوکندری 

از آن جا که آپوپتوز فرآیندی فعال و وابسته به انرژی است و اعمالی نظیر فعالیت آنزیم ها، تراکم کروماتین و 

رژی است لذا انتظار می رود در طی فرآیند تشکیل وزیکول های آپوپتوتیک کاملا تنظیم شده و نیازمند صرف ان

درون سلولی مشاهده نگردد. محققین عنوان می کنند که میزان انرژی  ATPآپوپتوز کاهش شدید در میزان 

 ATPدرون سلولی، عامل مهم و تعیین کننده نوع مرگ سلولی می باشد. به طوری که در آپوپتوز گرچه میزان 

کاهش می یابد و لیکن انرژی مورد نیاز فرآیندهایی که فعالانه در طی آن رخ می دهد کماکان در سلول موجود 

مطالعات  (.26است و در صورتی که کاهش شدید انرژی صورت گیرد، سلول علائم نکروز را نشان خواهد داد )

باعث  ینیمع یذرات در دوزها اینت که نانوذرات بر لوله های اسپرم ساز نشان داده اس تاثیرانجام شده روی 

 کاهشو با القاء مسیر استرس اکسیداتیو سبب  زایا شده سلولهایبه  آسیبو وارد شدن  بیضهتغییرات بافت 

 . (27) میشونداز ژنها  برخی بیان شدید

 این خانواده به سه زیر خانواده تقسیم میشود:در پاسخ به آپوپتوز نقش دارند.  Bcl-2 پروتئین های

  BCL2و  BCLXشامل  pro-survivalزیر خانواده  -1

 BIM و  BADشامل  BH3زیر خانواده  -2

 BAK (28) و BAXشامل  زیر خانواده واسط پروآپوپتوتیک -3

که  ی( ضد آپوپتوز هستند، در حالBcl-XLو  Bcl-2)مانند  هانیپروتئ نیاز ا یبرخهمانطور که اشاره شد، 

 کیآپوپتوت یهاها به محرکسلول تیآپوپتوز هستند. حساسپرو( Bid ای Bad  ،Bax)مانند  گرید یبرخ

 (.29)داشته باشد  یبستگ Bcl-2 آپوپتوتیک خانوادهآنتیی پرو و هانیتواند به تعادل پروتئیم

بعد از آسیب ایسکمی/ریپرفیوژن بیضه مشاهده  Bcl-Xو کاهش بیان  Badدر مطالعه کنونی افزایش بیان ژن 

شدن  مریمتصل شود و د Baxنسبت به  Bcl-xLبه  یشتریب لیبا م میتواند Badنشان داده شده است که شد. 
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Bad  باBcl-xL ییمنجر به جابجا Bax  ازBcl-xL کاهش قابل توجه سطح . میشودBad  شرایط آسیب در

I/R انیبر ب یاثر مهار کورکومیندهد که  ینشان م بیضه و دریافت کننده کورکومین Bad تجویز  با .(30 )دارد

که حاکی از اثرات ضدآپوپتوز کورکومین به علت خاصیت  افتی شیافزا یبه طور قابل توجه Bcl-xL، کورکومین

 یبر رو کورکومین یاثرات محافظت ناشی از Bcl-xL سطح شی، احتمالاً افزانیبنابرااکسیدانی است. آنتی

آپوپتوز از پرو ی( عضوBAD) یمرتبط با مرگ سلول ستیآگون .دیآیبه حساب م دهایها و اسپرماتتیاسپرماتوس

اعتقاد بر .(31) است BH3از خانواده  یعضو BADاست که در شروع آپوپتوز نقش دارد.  Bcl-2 ژنهایخانواده 

بتواند به داخل  c توکرومیس میشودباعث  یتوکندریم یخارج یمنافذ در غشا لیبا تشک Bax/Bakاست که  نیا

 کیضد آپوپتوت پروتئین هایآپوپتوز را آغاز کند. و را فعال  pro-apoptoticشود و آبشار کاسپاز  رها توپلاسمیس

Bcl-2  وBcl-xL توکرومیاز انتشار س c از فعال شدن  نیکرده و همچن یریجلوگ یتوکندریمنافذ م قیاز طر

 Bcl-xLو  Bcl-2با  BAD شدن لهیورسفدف. میکنند یریجلوگ c توکرومیتوسط س یتوپلاسمیآبشار کاسپاز س

 جادیا Bax/Bakاز  یتا آپوپتوز ناش میدهداجازه  نیبنابرا ،میکند رفعالیآنها را غ و میدهد لیتشک مریهترودا کی

 شده لیتشک BAD نیپروتئ مریروداته ،شودیم لهیفسفر B نازیک نیپروتئ/Aktتوسط  BADکه  یشود. هنگام

ضد  BAD ونیلاسیفسفور نیبنابرا (. 32)را مهار کند Baxاز  یکند تا آپوپتوز ناش یرا آزاد م Bcl-2امر  نیا که

 . شودمیآپوپتوز منجر به فعالیت پرو BAD ونیلاسیآپوپتوز است و دفسفور

، در کیفاکتور مهم ضد آپوپتوت کی، Bcl-x انیدر ب یقابل توجه شیافزا نیکورکوم تیمار بادر مطالعه حاضر، 

 و Bad ژنهای انیب زیآنال .میباشداین امر حاکی از اثرات ضدآپوپتوزی کورکومین  موش را نشان داد. ضهیبافت ب

Bcl-X ژن انیبود که ب نیاز ا یحاک Bad بیمبتلا به آس یهادر رت I/R زانیاز م یول شیبه شدت افزا ضهیب 

منجر به  نیحال، کورکوم نیاست. با ا ضهیدر بافت ب مرگ سلولی شیکاسته شد که نشانگر افزا Bcl-X انیب

 بهاثر  نیاست و ا نیکورکوم کیآپوپتوتیاز اثرات آنت یشد که حاک Bad انیو کاهش ب Bcl-X انیب شافزای

 BAD انیب شیافزا تیخصوصآهن نانوذرات  نینسبت داده شد. همچن نیکورکوم بیترک یدانیاکسیآنت تیخاص

افزایش داده  مرگ سلولی بر اثر نکروز را است که نانوذرات نیاز ا یحاکرا نشان دادند که  BCLX انیو کاهش ب

 .را نشان دادند آنتی اکسیدانی تیخاص با تجویز همزمان کورکومین و

 یباعث بهبود پارامترها دمیتوان Fe3O4هبا نانوذر همراه نیکورکوم ،ضهیب I/R بیسآ القا احاضر بدر تحقیق 

بیشتری بر اساس کاربرد همزمان این  ینیبال شاتیرو، آزما نی. از ادشو بافت بیضه و کاهش آپوپتوز در موردنظر

سنتز سبز نانوذرات ،  مقرون به صرفه است اریسنتز سبز نانوذرات بسبا توجه به اینکه . شودیم هیتوص دو ماده

4O3Fe شودیم هیتوص ضهیب یسکمیمبتلا به ا مارانیدر ب نیو استفاده همزمان از کورکوم. 

 تقدیر و تشکر
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Background and Aims: Testicular ischemia / reperfusion is one of the most serious urological emergencies 

that is generally identified in men, adolescents and infants. This causes damage to the testicles which, if 
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misdiagnosed and treated improperly, can lead to infertility in men. In the present study, the effects of 

curcumin and Fe3O4 nanoparticles on the rate of apoptosis and expression of BAD, BCL-X genes were 

studied. 

Materials and Methods: 48 adult rats aged 20 weeks and weighing 250 g in the control and ischemia / 

reperfusion (I / R) groups were included in the study. After induction of testicular torsion in the 

experimental group, both groups were treated with curcumin and iron nanoparticles at a dose of LD50 for 

10 days and subcutaneously. Then the testes were removed and the survival and apoptosis of the cells 

were assessed by MTT and flow cytometry and the expression of BAD and BCLX genes was measured. 

Results: Increased apoptosis was observed in testicular tissue cells of rats with ischemia / reperfusion 

injury. Exposure to iron nanoparticles increased BAD proapoptotic gene expression and decreased BCLX 

anti-apoptotic gene expression. Co-administration of curcumin and iron nanoparticles offset the adverse 

effects of nanoparticles. (P <0.05) 

Discussion and Conclusion: It seems that co-administration of Fe3O4 nanoparticles with curcumin is 

effective in reducing the damage caused by testicular torsion due to its antioxidant properties and reduces 

necrosis. The synthesis of green nanoparticles can also be considered. 

Keywords: BAD, BCLX, testicular torsion, gene expression, apoptosis, iron nanoparticles 
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 جداول و نمودارها:

 Real Time PCRزمان و دماهای بکار گرفته شده در . 1جدول 

 Step (ċ) زمان تعداد سیکلها

 Initial Denaturation 95 15 دقیقه 1

 

40 

 Denaturation 95 15ثانیه

 Annealing 60 30ثانیه 

 

 

 ..(H&E x 200)افت بیضه گروه ایسکمی    .B. بافت بیضه گروه کنترل A. 1شکل

 (Entezari, M et al, 2019). توالی پرایمرها 2جدول 

Genes  Sequence [3’-5’] 

rat-Bad-F  GGAGCATCGTTCAGCAGCAG 

rat-Bad-R  CCATCCCTTCATCTTCCTCAGTC 

rat-Bcl-x-F  GCTGGTGGTTGACTTTCTCTCC 

rat-Bcl-x-R  GGCTTCAGTCCTGTTCTCTTCG 
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rat-β-Actin-F  CGGTTCCGATGCCCTGAGGCTCTT 

rat-β-Actin-R  CGTCACACTTCATGATGGAATTGA 

                                                          

 

 

 

 

 

 

 

 

.ارزیابی زنده مانی در دو گروه نرمال و ایسکمی رپرفیوژن بیضه تیمار شده با نانو ذره دی اکسید آهن و آنتی اکسیدان 1نمودار 

   کورکومین 
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 فلوسایتومتری در گروه سلول های نرمال بافت بیضه: 3نمودار        . فلوسایتومتری در سلول های نرمال بافت بیضه تیمار شده با نانو ذره آهن:2نمودار

 

 

 

                                        

                   فلوسایتومتری در سلول های نرمال بافت بیضه :   5نمودار    فلوسایتومتری در سلول های نرمال بافت بیضه تیمار شده با آنتی اکسیدان کورکومین:  4نمودار 

 تیمار شده با نانو ذره آهن و کورکومین

 

 

                        

                    فلوسایتومتری در سلول های ایسکمی رپرفیوژن بیضه:   7نمودار فلوسایتومتری سلول های ایسکمی بیضه رپرفیوژن تیمار شده با نانو ذره آهن    :  6نمودار 
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فلوسایتومتری در سلول های ایسکمی رپرفیوژن بیضه تیمار : 9نمودار      رپرفیوژن بیضه تیمار شده با کورکومینفلوسایتومتری در سلول های ایسکمی : 8نمودار

 .      شده با نانو ذره آهن و کورکومین

 

 

 

 کورکومینو آهن نانو ذرات  تیمار شده با ایسکمی رپرفیوژن بیضههای سالم و مبتلا به رت در BADبیان ژن  .10نمودار 

 

 کورکومینو آهن نانو ذرات  تیمار شده با ایسکمی رپرفیوژن بیضه های سالم و مبتلا بهرت در BCLX. بیان ژن  11 نمودار
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در رت های سالم و ایسکمی رپرفیوژن بیضه تیمار شده با نانوذره آهن و  BAD / BCLX. بررسی مقایسه ای نسبت 12نمودار

 کورکومین
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