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 تقدير و تشكر

 به نام يگانه لايق پرستش

اشد، و آخر است بى آنكه پس از او آخرى ى را كه اول است بى آنكه پيش از او اولى بيسپاس خدا

كنندگان از وصفش عاجز هاى توصيفان از ديدنش فرو مانده و انديشههاى بينندگى كه ديدهيخدا .باشد

 .اندهشد

آنچه كه امروز از زندگي  دليلي بودند براي هرو مادر مهربانم كه  عزيزقبل از هر مطلب و سخني از پدر 

همراه با سلامتي را برايشان  ،كنم و از خداوند رحمان طول عمري ميتشكر و قدردانخواهم، مي

خاضعانه ارزاني آرزوي من كرد  از همسر مهربان و فداكارم كه زيباترين روزهاي زندگيش را. خواستارم

 .گذارمسپاس

رگيري قرااي بود براي بيشتر دانستن و تجربهباشد،  كارشناسي ارشد نامهبيش از آنكه پايان اين پژوهش

مسير دانستن را توانستم من به تنهايي نمي. الهي بود كه بر من جاري گشت الطاف در اين مسير از

دم جناب آقاي استاد ارجمن. سوق دهدانديشه مرا در جهتي خاص نياز داشتم تا راهنمايي به . بيازمايم

دي ايشان را شكرگذارم گرنژاد راهنماي من در اين مسير بودند و من سعادت شادكتر محمد طاهر هركي

 .نمايممن ارزاني داشتند تشكر مي دريغي كه برو صميمانه از زحمات بي

من در امر هميشگي استاد ارجمندم جناب آقاي دكتر شهرام ننه كراني كه مشوق و همراه چنين از هم

 .نمايمادامه تحصيل بوده اند تشكر مي

و نماينده  معصومي رضا قاسميان و جناب آقاي دكتراساتيد محترم داور سركار خانم دكتر فروزان از 

از پرسنل . كمال تشكر و قدرداني را دارم مجيد شاهمراديمحترم تحصيلات تكميلي جناب آقاي دكتر 

دامي و پژوهشكده فيزيولوژي و بيوتكنولوژي دانشگاه زنجان جهت همكاري در  محترم آزمايشگاه علوم

نامه مرا ياري كردند، و در پايان از تمامي دوستانم كه در انجام اين پايان .ارمزنامه سپاسگپيشبرد اين پايان

 . نمايمتشكر مي

 
 
 
 
 



 
 

 
 

 چكيده
نكروز و از  چنينهم ،شيردهي حيواند تأثيري جدي بر نتوانگرمايي و استرس اكسيداتيو مي استرس

تليال پستان هاي اپيلبر روي رشد سلو  H2O2هدف اين پژوهش تأثير. دنها داشته باشبين رفتن سلول

كل مختلف جهت كشت در پژوهش حاضر چندين پروت .بود هادر اين سلول STAT5بيان ژن  و گاو

هاي مختلف، جهت هضم از آنزيم. تليال پستان گاو مورد آزمايش قرار گرفتهاي اپيخالص سلول

تليال پستان استفاده شد هاي اپيهاي متفاوت، در راستاي كشت خالص سلولآنزيمي بافت پستان و روش

تليال هاي اپيكشت خالص سلول) از جمله استفاده نكردن از فاكتورهاي رشد( ايولي به دلايل عمده

هاي به اين منظور سلول .ها به صورت مخلوط كشت داده شدندنتيجه بخش نبود و در نهايت اين سلول

ها پس از رشد و سلول. استفاده قرار گرفتبافت پستان گاو از كشتارگاه  تهيه و جهت كشت اوليه مورد 

هر چهار عدد فلاسك به عنوان يك تيمار . فلاسك پاساژ داده شد 16كف فلاسك به تعداد  پوشش كامل

 5مولار و در تيمار سوم ميلي 3 مولار، در تيمار دومميلي 5/0ار در تيمار اول مقد. در نظر گرفته شد

به عنوان  H2O2عدد فلاسك بدون افزودن  ضافه شد و چهارا) cm225 در فلاسك( H2O2مولار ميلي

ها توسط ساعت از اعمال تيمارها رشد سلول 20و  16 ،هشت بعد از گذشت  .شاهد در نظر گرفته شدند

نكروز  H2O2با افزايش غلظت  ،مشاهدات ميكروسكوپي نشان داد. ميكروسكوپ اينورت بررسي شد

ترين كه يكي از مهم STAT5بيان ژن  Real time PCRنيك سپس توسط تك .كرد سلولي افزايش پيدا

غلظت  بين STAT5بيان ژن . سي قرار گرفترمورد بر ،باشدمي هاي پستانتكثير سلول هاي دخيل درژن

 ميلي 5و  3اما بين گروه كنترل و غلظت . دار بودمعني درصد 95در سطح  گروه كنترل مولار وميلي 5/0

ميزان نكروز  H2O2نتايج نشان داد كه با افزايش غلظت  .داري مشاهده نشدمولار هيچ تفاوت معني 

هاي تواند خطري جدي براي سلامت سلولدهد استرس اكسيداتيو ميكه نشان مي، يابدمي سلولي افزايش

كاهش پيدا كرد با افزايش  STAT5، بيان ژن H2O2مولار ميلي 5/0در غلظت چنين هم .پستاني باشد

مولار افزايش بيان ژن ميلي 5تر شده و در غلظت مولار اين كاهش بيان ژن كمميلي 3 غلظت در سطح

STAT5 تفاوت داشت ،شد، كه با آنچه به عنوان نقش اين ژن متصور است مشاهده . 
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 مقدمه -1

معمولاً حاوي ( هااتم گروهي از هاي فعال يااتم ،هاي آزاد مربوط به روندهاي بيولوژيكراديكال

راديكال آزاد آنها  ساختار هاي فرد دروجود الكترون .هاي فرد هستندبا تعداد الكترون) اكسيژن يا نيتروژن

هاي بسيار فعال، اكسي راديكال ،هاي آزادراديكالترين خطرناك. سازدير ميپذبسيار واكنشو  را ناپايدار

تنفس  محصولات طبيعي زائدي هستند كه از ،هاي اكسيژن ناپايداراين مولكول. كوچك هستند متحرك و

 ;Goldfarb et al., 1999)شونددخيل است حاصل مي هانآ و ساير روندهاي متابوليكي كه اكسيژن در

Karlsson et al., 1997). 

 DNA ها وچربي ،هااي را آغاز و به پروتئينزنجيره هايواكنش ،هاي آزاد بعد از تشكيللراديكا

ها ميتوكندريDNA شود هاي آزاد تخريب مياولين قسمتي كه به وسيله راديكال .رسانندآسيب مي

هاي آزاد آسيب ممكن است به وسيله راديكال هاي سلول نيزديگر قسمت در موجود  DNA.باشدمي

كه درحالي ،باشدها ميو ممانعت از سنتز پروتئين خطاي ترجمه ،شبه صورت جه DNA آسيب .بينندب

 .شودها ميفعاليت آنزيمها و ها سبب تغييراتي در انتقال يونسيب به پروتئينآ

 دومين قسمت، آسيب به غشاي فسفوليپيدي سلول است كه موجب پراكسيداسيون ليپيدهاي غشا و

غذايي  تناسب موادتواند به صورت ماين صورت سلول نمي در ،شودها ميه سلولوارسخت شدن دي

هاي نظير تكانه( شودادر ميها براي اجراي يك عمل صهايي كه از ديگر سلولسيگنالمورد نياز و نيز 

نين چهم .گيردثير قرار ميهاي سلول تحت تأبسياري از فعاليتدريافت كند و بدين ترتيب را ) عصبي

0Fچگالهاي كمنيز موجب اكسيداسيون ليپوپروتئينهاي موجود در پلاسما راديكال

ديواره عروق و سخت  1

                                                 
 
1. LDL 
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اختلالات  ،يقيمع ،هاتخريب اسپرم در هاي آزادرود كه راديكالگمان مي. شوندمي هاشدن سرخرگ

به آسيب  ها و به خصوصبيماري و هاعفونتبرابر  دركاهش مقاومت  ،تخريب كبد ،دستگاه هاضمه

  .)1383، راداكو  1382زيمرمن، ( باشددخيل  سلول نيزهاي قسمت ديگرتخريب  ها وليزوزوم

زاي شرايط تنش. نواع مختلف استرس استهاي آزاد اافزايش توليد راديكال يكي از عوامل مهم در

عموماً به  زاششرايط تن. شودس اكسيداسيوني مياستر هاي آزاد ومختلفي سبب افزايش توليد راديكال

 .شوندسه دسته طبقه بندي مي

 با طوح بالاي اسيدهاي چرب غيراشباعسشامل  باشند كهاي ميهاي تغذيهها استرسآن دسته مهم

 A بالاي ويتامين مقادير ،بالاي آهن مقدار ،منگنز ياروي  ،سلنيوم ،E كمبود ويتامين ،هدوگان باند چند

 شرايط محيطي ،زادسته دوم فاكتورهاي استرس. هستند مختلف تركيبات سمي و )هايپرويتامينوزيس(

اكتورهاي ف ،دسته سوم .هستند ...صدا و وكمبود اكسيژن، تشعشع، سر  افزايش حرارت و رطوبت، نظير

 .دنباشهاي آلرژيك ميچنين پاسخهم هاي ويروسي و باكتريايي مختلف،زاي داخلي شامل بيمارياسترس

فسفريلاسيون  هاي آزاد را با كاهش جفت شدن اكسيداسيون وراديكال توليد ،بالا ردتمام شرايط مذكور 

راديكال  توليد بيش از حد به افزايش تراوش الكترون و كه منجر كنندميتوكندري تحريك مي در

 .(Lough et al., 2010; Zamora et al., 1997) دنشومي سوپراكسيد

 هايي است كه واحدهاي دامپروري را درجمله تنش مايي ازاسترس گر ،شده ذكرزاي ازعوامل استرس

ي توليد عموماً استرس گرماي .دهدمي قرارتابستان تحت تأثير  و فصل بهار بالاخص در ،بيشتر نقاط كشور

 تيودر گاوهاي شيري استرس اكسيدا .شودمي تيوو منتهي به استرس اكسيدارا زياد كرده  هاي آزادراديكال

 ،يهاي بدنسلول افزايش تعداد سبب افزايش بروز ورم پستان و مثل داشته و توليد يمني وا اثر منفي بر
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در نهايت اثر  از موقع و زايش زودتر ماندگي وافزايش جفت ،رويان مير افزايش مرگ و ،كاهش باروري

 شودكاهش سلامتي مي مير و ومرگ  ،هابر وزن زنده گوساله

 (Bach et al., 2007; St-Pierre et al., 2003; Weiss et al., 1990). يك  همه در تر ازاما مهم

عمده  دلايل كه تا به امروز يكي از گردد باعث افت توليد شير تواندگاوداري استرس گرمايي مي واحد

همكاران  زامير و .اندزمان استرس گرمايي دانسته كاهش مصرف خوراك حيوان در را شير افت توليد در

هايي مانند سايتوكين حقيقي عنوان كردند كه تحت شرايط استرس اكسيداتيو توليدطي ت )1994(

مصرف اسيدهاي تغيير  تواند منجر به كاهش ماده خشك مصرفي ومي TNFα و 6اينترلوكين ،1اينترلوكين

 اي درگير درهها در بافتبه سمت مصرف آن...) توليد گوشت توليد شير،(آنابوليكي آمينه از فرآيندهاي

1Fدر تحقيق ديگري مدوكس .هاي ايمني شودالتهاب استرس و پاسخ

اعلام كردند كه  )1999(همكاران  و 1

 .گرددتليال پستان ميهاي اپيها در سلولندگي نوترفيلتنش اكسيداتيو منجر به چسب

هاي بسياري براي كشف اقتصادي آن موجب شده است كه تلاشارزش  اي شير ونقش تغذيه

تليال هاي اپيسلول هاي شير توسطسنتز پروتئين. پستاني انجام شود كنترل كننده متابوليسمهاي مكانيسم

هاي سلول هايي كه باپپتيد و استروئيد به همراه تقابلهاي پليهورمون. يند پيچيده استپستاني يك فرآ

2Fهاي ماتريكس خارج سلولياستروما و پروتئين

 كنندميرا كنترل دارند تمايز سلولي پستان  2

(German and Barash., 2002). 

                                                 
 
1. Maddox 
2. ECM 
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ز تماي رسد، اين بافت داراي چرخه تكثير وكه پس از بلوغ به حداكثر رشد مي ه پستاني بافتي استغد

 كاري،( اي بافت پستان آلوئول استترين واحد عملي غدهشود، مهمبوده كه در هر آبستني تكرار مي

STAT53Fآلوئول پستان -رشد لوبول ثيرگذار درهاي مهم و تأيكي از ژن ).1389

 است 1

 (Fremy et al., 1981). هايپروتئين  STATون تشخيص داده براي اولين بار در سيستم اينترفر

يا  STATخانواده  .باشندها ميتمايز سلول و ءبقا ،مؤثري تنظيم كننده رشد ها به طوراين پروتئين. شدند

4Fكينازخانواده تيروزين كيناز مثل جانوساينترلوكين يا به وسيله  هايي مثل اينترفرون وبه وسيله سيتوكين

2 

فاكتور رشد اپيدرمال نيز هاي غير سيتوكيني مثل چنين به وسيله گيرندهها هماين پروتئين. شوندفعال مي

5Fدر پژوهشي كه ياماجي (Paul .and .Mark., 1998)شوندفعال مي

روي پستان  )2009(همكاران  و 3

چنين توليد هم ،در توسعه غده پستان نقش مهمي دارد STAT5كه  دادند گزارش كردنموش انجام د

تليال پستان در طول دوره هاي اپيماني سلولو زنده ءبقادر  STAT5 .كندآلوئول را تنظيم ميلوميناي 

  باشدميمؤثر  بسيار بعد از اوج شيردهي و (Cui et al., 2004) توليد مثل

(Lavnilovtch et al., 2002; Creamer et al., 2010). 

6Fفرمي

CPh2ژن گزارش كردند )1981(همكاران  و 4 7F

 .شودميSTAT3  و STAT5 موجب فعال شدن  5

STAT5  شودو باعث توليد شير مي آلوئول-موجب رشد خارجي لوبول .STAT3  در برگشت بافت

دهي ها در زمان شيرئولآلو-شد لوبولر CPh2 ژن خاموش كردنبا . پستان به حالت عادي نقش دارد

 .يابديشود و توليد شير كاهش ممي در شرايط آزمايشگاهي آلوئول-باعث تخريب لوبولو افتد، تفاق نميا

                                                 
 
1 . Signal Transducer and Activator of Transcription 5 
2. Janus Kinase 
3. Yamaji 
4. Fremy 
5. cytoplasmic tyrosin phosphatase 
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پرولاكتين نقش  و STAT5در تحريك   Cph2گزارش كردند كه ژن چنينهم )1981(فرمي و همكاران 

توليد پرولاكتين كاهش  ل پستان موشتلياهاي اپيدر سلول  ژناين خاموش كردن با چه چنان. دارد

 .يابدمي

باشد ولي بوليك در سطح مولكولي و سلولي مييندهاي متا، روشي براي آشكارسازي فرآكشت سلول

 مخصوصاً در جوندگاني مثل موش STAT5 ژن روي توسط كشت سلول برخلاف تحقيقات زيادي كه

 .در پستان گاو انجام نشده است STAT5روي   H2O2تأثير  بررسي تاكنون تحقيقي جهت ،انجام شده

 

 

 اهدف پژوهش -1-1

 تليال پستان گاوهاي اپيدر سلول STAT5 روي بيان ژن H2O2 تأثير -1

 تليال پستان گاوهاي اپيروي رشد سلول H2O2تأثير -2

 

 



 
 

 
 

 

 ��ل دوم

 �ر�ی �نا�ع
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 بررسي منابع -2

.  استرس اكسيداتيو -2-1  

8Fهاي اكسيژن بسيار فعالنهگو هاي يوكاريوتي به طور پيوستهسلول   

را به عنوان محصولات فرعي  1

 را توليد و ROSمقادير بيشتري از  ،هاي بدخيم مختلفكنند و سلولهاي انتقال الكترون توليد ميواكنش

در  .(Burdon., 1995) شوداحيا مي-كه منجر به تغيير حالت اكسيداسيون (OH-H2O2) كنندآزاد مي

كند و سلولي عمل ميسلولي و بينبه عنوان يك پيامبر داخل ،ROS ،مولاريهاي خيلي كم ميكروغلظت

 شوداما افزايش سطوح اين مواد به عنوان استرس اكسيداتيو در نظر گرفته مي. شودموجب رشد سلول مي

(Buttke and Sandstrom., 1994; Clutton., 1997). ROS اي هاي ويژهممكن است مستقيماً با گيرنده

 ،مانند پروتئين كينازها ،هاي انتقال سيگنال رشدداشته باشد و يا موجب اكسيداسيون مولكول تقابل

 . (Jacobson., 1996)هاي عامل رونويسي شودكنندهفاكتورهاي رونويسي يا مهار ،پروتئين فسفاتازها

هاي انتقال احيا و فعاليت پروتئين-ممكن است به صورت غيرمستقيم حالت اكسيداسيون H2O2 متناوباً 

 هاي اكسيد شده يا احيا شده تنظيم كندسيگنال را توسط تغيير سطوح سلولي گلوتاتيون

 (Kayanoki et al., 1996; Morel et al., 1999) .  

9Fايوان

رسد مرگ سلولي و تكثير سلولي دو به دو متناقض كه به نظر ميرغم اينعنوان كرد علي) 1998( 2

 .ند كه اين فرآيندها به هم مربوط هستنددهكمي نشان ميشواهد مح ،و ناسازگار باشند

 

                                                 
 
1. Reactive Oxygen species (ROS) 
2. Evan 
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 آسيب اكسايشي و استرس اكسيداتيو  -2-1-1

RS10Fتوليد  ،هاي هوازي سالمدر باكتري

اكسيدان متعادل شده است ولي اين با سيستم دفاع آنتي تقريباً ۱

به عبارت ديگر دفاع . افتدبه طور مداوم اتفاق مي RSهاي به هر حال برخي آسيب. كامل نيست تعادل

11Fاشرشياكلي Oxy-Rبه طور مثال سيستم . كندرا به جاي حذف كنترل مي RSسطوح  اكسيدان،آنتي

سطح  2

H2O2  را تقريباً حدودmm2/0 اكسيدان مازاد يك هزينه انرژي چرا؟ حفظ كردن دفاع آنتي. كندحفظ مي

 شوديب ديده استفاده ميهاي آستعمير يا جايگزين كردن بيومولكولباشد كه براي مي

(Halliwel., 2006).  

به عنوان مثال . را جدا كنند RSها ممكن است به آساني قادر باشند تا كسيداناآنتي ،علاوه بر اين

12Fراديكال هيدروكسيل

صورت كه با هر چيزي كه بدين  (Halliwell., 1995) پذير استبه شدت واكنش 3

به هر  .توانند آن را جدا كنندها مياكسيدانش دهد در صورتي كه آنتيا آن واكنتواند بكند، ميبرخورد مي

 RS. كنداساسي در بدن موجود زنده بازي مينقش  RSحال فاكتور ديگري كه وجود دارد اين است كه 

 باشدن ژن و ساير وقايع سلولي دخيل ميبيا ،كاهش-سيتم اكسايش در

(Nathan., 2003; Temple et al., 2005). 

 گرددميدان براكسيو آنتي RSاسترس اكسيداتيو به يك عدم تعادل جدي بين توليد  لغت

 (Sies., 1991). 13آسيب اكسايشي يك لغت مبهم ديگر است كه هاليولF

آن را به  )2004( همكاران و 4

 ،شودجزاي اصلي ارگانيسم زنده موجب ميبه ا RSكه به وسيله حمله  ،زيست مولكوليعنوان آسيب 

 .اندردهتعريف ك

                                                 
 
1. Reactive species 
2. Escherichia coli 
3. OH  
4. Halliwell 
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 +Kهاي آسيب برساند و فعاليت كانال Na+/k+-ATPaseتواند به سترس اكسيداتيو به طور مستقيم ميا

 اين امر به وضوح آسيب اكسايشي است ،كندآمينه تعادل پيدا مياسيد يبه وسيله واكنش شيميايي با مانده

(Gutterman et al., 2005). هر تغيير در تعادل يون به طوري كه  آيا. سؤالاتي در اين زمينه وجود دارد

 آوري مثل تغييرات حجم سلولي شودزياننتايج آن منجر به حوادث 

(Schliess and Haussinger., 2002)  آسيب اكسايشي است؟ بسياري از اثرات چشمگير استرس

 دآزاد درون سلول را افزايش ده Ca+2است كه تمايل دارد سطح  Ca+2اكسيداتيو روي متابوليسم 

(Perraud et al., 2005) .يكي از اثرات Ca+2 سازي ش پروتئوليز سلولي به وسيله فعالافزاي ،افزايش يافته

14Fكالپين

آيا بايد آسيب پروتئوليز حاصله را آسيب اكسايشي  .(Mcconkey and Orrenius., 1997) است 1

به  RSمستقيم به وسيله  بناميم؟ جواب اين سؤالات در اين بحث نمي گنجد به اين دليل كه اين امر

 . و اين نكته جاي بحث زيادي دارد  (Halliwel and Whiteman., 2004)وجود نيامده است

ها ف بر يك طيف گسترده از بيومولكولآسيب اكسايشي لغتي است كه به آسيب تصادفي بدون هد

به . شوديشگفت انگيزي به صورت خاص ظاهر ماغلب به طور  ،كند ولي هنوز هم هدفاشاره مي

 رسدبه نظر مي باشد كهمي سايشي افزيش يافتهاك آسيب ،DNAعنوان مثال در بيماري پاركينسون آسيب 

يداتيو تكنيك هاي در معرض استرس اكسدر سلول .(Alam et al., 1997) گذاردفقط بر گوانين تأثير مي

ه مكانيسم اين انتخاب گر چا. اندهها آسيب ديدازد كه فقط تعداد كمي از پروتئينسپروتئوميك آشكار مي

15Fكولايبراي مثال در اي. ماندقي ميا باهمعين در بيشتر حالتبه صورت نا

الكل  ،كه با آب تيمار شده 2

                                                 
 
1. Calpain 
2. E. coli 


