
Semnan University of Medical Sciences 
 
 

 

Journal of Semnan University of Medical Sciences

Volume 20, Issue 4 (Autumn 2018), 603-807 

 
ISSN: 1608-7046

Full text of all articles indexed in: 
Scopus, Index Copernicus, SID, CABI (UK), EMRO, Iranmedex, Magiran, ISC, Embase 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 k

oo
m

es
hj

ou
rn

al
.s

em
um

s.
ac

.ir
 o

n 
20

24
-0

8-
05

 ]
 

                             1 / 10

https://koomeshjournal.semums.ac.ir/article-1-4415-fa.html


  9312 پائيز(، 20)پياپی  4، شماره 02جلد  -كومش

 

 

 

 

 

1مقدم  يشاکر دهيفر
(M.Sc)، 2مائده دژم فکر(M.Sc) ، 3سيد حميدالله غفاري

(Ph.D)، 4 انياحمد نيشه
(Ph.D) ،1 انيخالق يعل

(Ph.D)
* 

 ده يچك



NB4

Real Time PCR

NB4

Atg7, Bclin1LC3



 

 

 مقدمه
حفاظت شده است که باعث  کيتيپروتئول سميمکان ياتوفاژ

شاود    يهاا ما   ها و سلول درون ارگانل يتوپلاسميمواد س هيتجز
  تيها اهم مدت آن يطولان يها و بقا در هموستاز سلول ياتوفاژ
 [ 1] دارد ياديز

اسات کاه در    زوزوميدر ل يسلول باتيترک هيتجز نديفرا نيا
کناد    يما  فايا ييها نقش بسزا يمارياز ب ياديتعداد ز يپاتولوژ
 يبارا  ياناد کاه اتوفااژ    مختلف نشان داده يکيمورفولوژ ليدلا
قرار گرفته اسات و آناالو     يبار در مخمرها مورد بررس نياول
از  يمختلفا  يهاا  اکنون در گروه هم نديفرا نيموثر در ا يها ژن
شده  افتيشامل نماتودها و مگس سرکه و پستانداران  واناتيح

 يبرا يندي( فراي= خودخواريوناني)به زبان  ي  اتوفاژ[2]است 
 يهاا  در سالول  يتوپلاسام يس اتيا محتو تيفيو ک زانيکنترل م

 يهاا  نيو هضام پاروتئ   بيا است کاه شاامل تخر   کيوتيوکاري
چاون   يالعمار  ليطو يها بدشکل گرفته و ارگانل اي دهيد بيآس
 ،يعااد  طي  در شارا [3]باشاد   يزوم ما  يو پراکسا  يتوکندريم

انجام  ينييپا ريبه منظور حفظ هموستاز سلول، در مقاد ياتوفاژ
 تيا زا مانناد  محروم  اساتر   طيدر شرا که يشود  در صورت يم
مانناد   کيا پاتولوژ طيرشاد و شارا   يکمبود فاکتورهاا  ،ييغذا

باه سارعت القاا     کيتوکس يها ماکروملکولها و تجمع  عفونت
 ناه، يآم يدهايمقادار اسا   ژهيا باه و  ،يي  ماواد غاذا  [4]شود  يم
( ي)اتوفااژ  يماکرواتوفااژ  يبرا يمهم کيولوژيزيکننده ف ميتنظ

 طيها در محا  نهيآم يدهايشوند  در زمان فقدان اس يمحسوب م
 [ 5]شود  يالقاء م يسلول اتوفاژ

 نديفرااند که در شروع  شده ييژن شناسا نيمخمرها چند در
شاوند  در   يما  دهيا نام Atg شرکت دارند و به اختصار ياتوفاژ

*khaleghian.ali@gmail.com
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 همکارانو  مقدم فريده شاکري                                        

 

 

  [6]شاود   يبرقرار ما  Atg 5 و Atg 12 نيمرحله نخست اتصال ب
شود   يمتصل م يبه کمپلکس قبل Atg 16 ييمتعاقب آن فرم دوتا

ها  کروتوبوليبا م طمرتب نيپروتئ 3سبک  رهيزنج گر،ياز طرف د
باشاد، باه عناوان     يما  Atg 8 همولاو  ، در پستانداران LC3 اي

 ناليترم C هياز ناح Atg4 توسط توزوليساز در س شيپ نيپروتئ
  شاااااود يمااااا جااااااديا LC3-I شکساااااته شاااااده و 

 LC3-I  توسط Atg 3 و Atg 7 ليديبا فسافات  تاًيفعال شده و نها 
 نيپروتئ LC3-II  سازد يرا م LC3-II شود و يمتصل م نياتانول آم

باشاد   يهمراه اتوفاگوزوم م ژهيو همتصل شده به غشاء است که ب
[7 ] 

 Bcl-2 اتصال دهاياسنويدهند که آم ينشان م قاتيتحق راًياخ

ژن مهارکننده تومور وابسته  نيکنند  اول يم ميرا تنظ Beclin 1 به
 ياتصاال  کيشار  کيا است به عناوان   Beclin 1 که يبه اتوفاژ

 ليديرا باا فسافات   يکمپلکسا  Beclin 1  باشاد  يما  Bcl-2 يبرا
دهد  يم ليتشک Vps34 (نازيک PI3) III کلا  نازيک 3-تولينوزيا

 Beclin 1 باه  Bcl-2 شود  اتصاال  يم ياتوفاژ شيکه سبب افزا
را  يشده و اتوفااژ  Beclin1 همراه نازيکPI3  تيسبب مهار فعال

 [ 8] کند يمهار م
در  ياز اهاداف درماان   يکا ي سيهمانند آپوپتاوز  ياتوفاژ

 باات يباشد  ترک يها م ختلف از جمله انواع سرطانم يها يماريب
هاا   که در درمان سارطان  يدرمان يميمورد استفاده در ش ييدارو

 ياتوفااژ  ايآپوپتوز  جاديا قياز طر رنديگ يمورد استفاده قرار م
 ختهيرشد افسارگسا  يوجل گر،يد يها سميفعال کردن مکان ايو 

 [ 9،11] رنديگ يرا م يسرطان يها سلول
 ياز لاوکم  يا گوناه  ريا ، ز(APL) حاد يتيلوسيپروم يلوکم

 يکروموزوم ييجا هوجود جاب باشد که توسط يحاد م يديلوئيم
t(15-17) ماذکور،   يکيتوژنتيسا  يشاود  ناهنجاار   يمشخص م

 يواقاع بار رو   (PML) يتيلوسا يپروم يسبب اتصال ژن لاوکم 
واقع   (RARα)دياس کينوئيآلفا رت رندهيبه ژن گ 15کروموزوم 
 [ 11]شود  يم 17کروموزوه  يبر رو

 يهاا  از ژن يباردار  حاصل، باعث مهار نسخه نيانکوپروتئ
 شيافازا  جاه يسلول و در نت يو خود نوساز يآپوپتوز ،يزيتما
( در خاون و مزاز اساتخوان    تيلوسا يناباال  )پروم  يهاا  سلول
 [ 12]گردد  يم

 کيآرسان  يضاد سارطان   ييبار تواناا   يمبن ياديز شواهد
 يهاا  يمياز بادخ  ياناواع مختلفا   هيا بر عل (As2O3) دياکس يتر
 As2O3اند که نشان داده In vitro يها وجود دارد  مطالعه يانسان

 شيپا  يهاا  نيپاروتئ  يساز چون فعال هم يگوناگون يها از راه 
 ديا تول شيفزاا ،يضد آپوپتوز يها نيسرکوب پروتئ ،يآپوپتوز
غشااء   لي، کاهش پتانسا  (ROS)ژنياکس ريپذ واکنش يها گونه

 يزير کسپازها، سبب بروز مر  برنامه يساز و فعال يتوکندريم
 [ 13] شود يم کيلوکم يها شده در سلول
 مااران يموثر در بهبود ب يبه عنوان تنها دارو As2O3 امروزه
گشاته اسات،    يحاد معرف کيتيلوسيپروم يلوکم صيتازه تشخ

% از 91، در mg/kg 11/1-15/1 دوزباا   As2O3 کاه  يطاور  هب
 حيبااه تصااح يابياا ، ساابب دسات APL صيماوارد تااازه تشااخ 
 نيا شود  باا اساتفاده از ا   يم يکيتوژنتيس اي يمشکلات مولکول

و گاذرا باوده و    فيا عوارض گزارش شاده خف  تر شيب لظت،غ
ساردرد،   ،يعضالان  -ياسکلت يهادرد ،يپوست يها شامل راش

 ،يکباد  يهاا نازيترانس آم شيافزا ن،ينيکرات شيافزا جه،يسرگ
 [ 14]است  يموارد مر  ناگهان يو در برخ يقلب يتميآر

 يمشخص کردن چگاونگ  يکه برا ياديوجود مطالعات ز با
انجاام شاده اسات، کاه      يلوکم يها بر سلول As2O3 ياثرگذار
را ماوثر بار گارفتن     يکيژنت ياپ راتييها آپوپتوز و تز غالب آن

 نيبه عنوان دوما  ياتوفاژ ي  بررس[15] دانند يارزشمند م جينتا
 ريمسا  نيا ا يگشاا  تواند گاره  يم يشده سلول يزير نامهمر  بر
اطلاعات ما در مورد نحاوه برخاورد    شيباشد تا با افزا يدرمان
کاه   يعاوارض جاانب   ميبتاوان  باتيترک نيبا ا يلوکم يها سلول
  تر شود ها روبرو هستند کم با آن مارانيب

 
 هامواد و روش

 NB4 

از باناک   ،يمطالعه تجربا  نيمورد استفاده در ا NB4 سلول
رده  دييا شد  تا هيته اليو به شکل و رانيپاستور ا تويانست يسلول
 و باا روش  PML-RARα وجاود رونوشات   يبا بررسا  يسلول

 RT-PCR يهاا    سلولرفتيانجام پذ NB4  کشات  طيدر محا 

RPMI-1640 ساااارم11 يمحتااااو % (FBS)، U/mL 111 
 ييدماا  طيدر شارا  نيسا ياستروپتوما µg/mL 111 و نيليس يپن
کشات داده شادند     CO2 % گاز5و فشار  گراد يدرجه سانت 37
 2و  5/1، 5/1، 1) يمختلفا  يهاا  رقات  ،يمطالعه تجرب نيدر ا
دارو( در  ناي)سا  دياکسا  يتار  کي( از آمپاول آرسان  کرومولاريم
  شد هيته FBS فاقد RPMI-1640 کشت طيمح

دارو، از  نيا ا IC50 مقادار  نياي و تع تياثر سم يبررس يبرا
 يبر مبناا  شياستفاده شد  اسا  آزما MTT يسنج روش رنگ

و  ديا بروما وميا نمک تترازول يايزنده در اح يها سلول ييتوانا
 111منظاور،   نيآن به رسوب فورمازان اسات  باه هما    ليتبد
  يهاا  عادد از سالول   5×113 يحاو ونيسوسپانس تريکروليم

NB4 96 تيچاهک از پل بودند به هر يتميکه در فاز رشد لگار 
  µMيهاا  نتقل شد، سپس باه هار چاهاک، از رقات    م يا خانه
 48اضافه گشت  به دنباال   دياکس يتر کيآرسن يدارو 5/1-2
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  1397 پائيز(، 72 ي)پياپ 4، شماره 21جلد                                     کومش

 

 

( باا غلظات   گماي)س ديبروما وميساعت مواجهه با دارو، تترازول
 هار و باه   هيا ته RPMI-1640 طيدر محا  mg/mL 5/1 يينهاا 

کشات   طيساعت در شارا  3-4چاهک اضافه گشت و به مدت 
 يابيا ناانومتر ماورد ارز   571انکوبه شد و سپس در طول موج 

  قرار گرفت

 بلاو  پاان يزنده از رناگ تر  يها سلول زانيم يابيارز جهت

(TB)  به روش Trypan Blue Dye Exclusion     اساتفاده شاد
زنااده در  يهااا ساالول يتوانااا يباار مبنااا شياسااا  آزمااا

تعاداد   شيآزما نيانجام ا يباشد  برا يم TB رنگ يساز خارج
 يها تيپلهزار سلول در هر چاهک( در  21ها ) از سلول يبرابر
 يزناده ماان   يابيا کشت داده شدند و شامارش و ارز  يا انهخ 6
باا   دياکس يتر کيآرسن يبا دارو ماريساعت ت 24ها پس از  آن

  رفتيانجاام پاذ   يناور  کروساکو  ياستفاده از لام نئوبار و م
از  يمرباو  باه هار دوز باه شاکل درصاد       يماان  درصد زنده

 2 دارمحاسبه و در نماو نشده(  ماريت يها کنترل )سلول يمان زنده
 ( 2در آمده است )نمودار  شيبه نما

 ماريپس از ت ،ياتوفاژ يها فاگوزوم جاديا يمنظور بررس به
 وژيفيها با ساانتر  سلول د،ياکس يتر کيبا آرسن NB4 يها سلول

و  ديا رسوب داده شدند و سپس توساط محلاول پاارافرم آلده   
 4 يماولار در دماا   1/1% و باافر فسافات   5/2 ديگلوتارآلده
از  هاا  سالول  تيتثب يانکوبه شدند  سپس برا گراد يدرجه سانت
محلول در بافر فسفات استفاده شاد  پاس از    ومياسم ديتتروکس

درجه  61 يدر دما نيو پختن رز نيها با رز انکوبه کردن سلول
 کروتاوم يم باه دسات آماده توساط     يهاا  بلاو   گاراد،  يساانت 
 يعباور  يالکترونا  کروساکو  يشاده و توساط م   يريگ برش

Hitachi قرار گرفتند يمورد بررس   
RNA 

 High Pure RNA Isolation تيتوسط ک RNA استخراج

Kit   مطابق دستورالعمل شارکت ساازنده(Roch Cat. No. 11 

  انجام شد (001 665 828
 RNA

باراي ارزياابي    و يا تکروياز هار م  RNA از استخراج بعد
از دساتگاه ناانودرا     cDNA شدن  قبل از ساخته RNA محتوا

نانومتر  261و  281 يها موج  استفاده شد  در اين دستگاه طول
 نانومتر براي محاسبه غلظات  261موج   شود  طول خوانده مي

RNA   نااانومتر 281بااه  261رود و نساابت  بااه کااار مااي 
   

   

   
  ديگرد نييتع  

cDNA

 تيا توساط ک  cDNA سااخت  يبارا  RNA از µg1 مقدار
cDNA Synthesis Kit (634925Takara) استفاده شد  

 

و  Gene Runnerافازار   زگرها با استفاده از نرمآغا يطراح
انجاام گرفات     Primer-Blastافازار تحات وب    آن با نرم دييتا
 Comparative Ctباا روش   mRNAدر ساطح   ياسيق راتييتز

 نيپااوگزانتيمنظااور از ژن ه نيااا يمحاساابه گشاات کااه باارا 
 انيا کاردن ب  زهينرماال  ي( بارا HPRTترانسفراز ) ليبوزيفسفور
  نشده به عنوان نمونه مرجع استفاده شد ماريها و نمونه ت ژن

 

 Real Time PCRاستفاده شده در  يمر هايپرا يتوال . 1جدول 

Antisense Sense ژن 
AGGCTTGGTTAGCATTGAGC CCGAACCTTCGAACAGAGAG LC3 
ACTGCCTCCTGTGTCTTCAATCTT AGCTGCCGTTATACTGTTCTG Beclin1 
GGGTGATGCTGGAGGAGTTG AGATTGCCTGGTGGGTGGT Atg 7 

 

RT-PCR

 ، از دستگاهRT-PCR ها به روش ژن انيب يکم يبررس يبرا

Step One Plus تيو ک SYBER Green Precision TM 2X 

qPCR Mastermix يهاا  استفاده شد  واکنش PCR   در حجام
آغاازگر   µL 1 کس،يما  µL17  شاامل  تار يکروليم 21 يينهاا 

مربوطه انجاام گرفات     cDNA از µL2 ( وکوموليپ 1)غلظت 
گراد به مادت   يدرجه سانت 95مرحله  کي لشام ييچرخه دما

 ييچرخه دما 45و متعاقب آن  ميآنز يساز فعال يبرا قهيدق 11
 61(، ي)واسرشتگ هيثان 15گراد به مدت  يدرجه سانت 95شامل 

)اتصال آغازگر باه هادف(،    هيثان 15گراد به مدت  يدرجه سانت
  ( انجام شدري)تکث هيثان 15گراد به مدت  يدرجه سانت 72

شد  انجام (Melting Curve) ذوب يدما ياز آن منحن پس
  حاصل شود نانيهدف، اطم DNA رشته ياختصاص ريتا از تکث

ها به شکل سه آزمون مستقل  شيآزما يمطالعه، تمام نيا در
( SD) اريا مع انحراف ± نيانگيبه صورت م جيانجام گرفته و نتا

 ،يو رسم منحنا  يمحاسبات آمار يداده شده است  برا شينما
 one-wayو Student s t-testو روش  SPSS 13افازار   از نارم 

ANOVA رياستفاده شد  مقاد p در نظر  عنادارم 15/1تر از  کم
  گرفته شدند

 
 نتايج

NB4کيمختلاف آرسان   يهاا  ها با غلظت سلول مارياز ت پس 
شاد  ساپس باا     يبررسا  MTTاثر به روش  زانيم د،ياکس يتر

 ي، مقادار غلظات مهاار   Graphpad prismافزار  استفاده از نرم
51( %IC50 بعد از )ماريساعت ت 48 µM 1   باا   به دست آماد
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 همکارانو  مقدم فريده شاکري                                        

 

 

  دياکس يتر کيآرسن µM 1به دست آمده غلظت  جيتوجه به نتا
  ديادامه کار انتخاب گرد يبرا

دهاد کاه    ينشاان ما   MTTبه دست آمده از آزماون   جينتا
منجر به کااهش وابساته باه دوز و     دياکس يتر کيآرسن يدارو

ها  سلول ماريشود  ت يم NB4 يها سلول يکيمتابول تيزمان فعال
را پس  يکيمتابول تيفعال زاني( مµmol2دوز دارو ) نيتر شيبا ب

(  1 شااکلدهااد ) ي% کااهش ماا 93ساااعت تااا  72از گذشات  
 2تااا  5/1دوز از  شيمشااخص شااد کااه بااا افاازا  نيچناا هاام
در زمان  که يطور هب ابدي يم شيافزا زين ياثر مهار کرومولار،يم
 IC50 فيا تعر يبارا  طيشارا  نيبهتار  ماريساعت پس از ت 48
 %53در حادود   µmol 1 آن در دوز يکاه طا   ديا آ يدست م هب

 اند  خود را از دست داده يکيمتابول تيها فعال سلول
 

 
 يکيمتابول تيد سبب مهار فعالياکس يک تريآرسنمار با يت .1 شکل

ت يزان مهار فعاليد مياکس يک تريش دوز  آرسنيشود. با افزا يم

 کند. يدا ميپ يريگ به صورت وابسته به زمان کاهش چشم يکيمتابول

 ماااريسااعت ت  72و  48، 24از  پااس
ها با رناگ   از سلول تريکروليم 21ها با دوز انتخاب شده،  سلول
هاا، درصاد    بلو مجاور شدند و پاس از شامارش سالول    پانيتر
 جيرفت نتاا  يطور که انتظار م ها محاسبه شد  همان آن يمان زنده
 با ماريها به دنبال ت سلول يمان زنده ريدهنده کاهش چشمگ نشان
  بودند دياکس يک تريآرسن

ساه ران کااري   ميانگين و انحراف معيار نتاايج حاصال از   
به دسات آماده ) ،    p value( محاسبه و mean ± SDمختلف )

 باودن  معنادار گر( نشان>11/1P انگري،   ، ب>15/1P انگريب
 با نمونه کنترل بود  سهيدر مقا ياز نظر آمار جينتا

زناده   يها دهد که تعداد سلول يبه دست آمده نشان م جينتا
باا گاروه    سهيدر مقا دياکس يتر کيشده با آرسن ماريت يها گروه

اسات   افتاه يکنترل، به صورت وابسته به دوز و زماان کااهش   
از  کروماولار يم 1و  5/1 يهاا دوز کاه  ني(  با وجود ا2 شکل)

بار رده   ويا فراتيرولپ يقادر به اعمال اثر آنت دياکس يتر کيآرسن
 يهاا بارا   سالول  ماار يباشد، ت يساعت نم 24 يط NB4 يسلول
هاا   سالول  ريا از تکث يريساعت باعاث جلاوگ   72و  48زمان 

 شيزنده با افازا  يها روند کاهش تعداد سلول نيچن شود  هم يم
 کرومولاريم 1دارو در دوز  نيا که يطور هب ابدي يم شيدوز، افزا
 کشد  يها را م لول% س75از  شيساعت ب 72و در زمان 
   

 

 
مختلف    يمار با دوز هايتحت ت NB4 يها سلول يزان زنده مانيم. 2شکل 
سفه بفا   يسفاتت. در ماا  22و  24، 22 يد در زمان هفا ياکس يک تريآرسن

به صورت وابسته به دوز و وابسته به زمان کفاهش   يانمزان زنده يکنترل، م
   داشته است. يريگ چشم
 

پس از  ،ياتوفاژ يها فاگوزوم جاديا يمنظور بررس به
هاا باا    سالول  د،ياکسا  يتار  کيبا آرسن NB4 يها سلول ماريت

رسوب داده شدند و سپس توساط محلاول پاارافرم     وژيفيسانتر
ماولار در   1/1% و باافر فسافات   5/2 ديو گلوتارآلده ديآلده
 تيا تثب يانکوباه شادند  ساپس بارا     گراد يدرجه سانت 4 يدما
محلول در باافر فسافات اساتفاده     ومياسم دياز تتروکس ها سلول

در  نيا و پخاتن رز  نيا ها با رز شد  پس از انکوبه کردن سلول
به دسات آماده توساط     يها بلو  گراد، يدرجه سانت 61 يدما
 يالکترونا  کروساکو  يشاده و توساط م   يريگ برش کروتوميم

 75×  51111بااا ولتاااژ ( Hitachi H 600گااذاره ) يعبااور
  قرار گرفتند يبررس مورد لوولتيک

 کروساکو  يم ريتصااو  ساه يباه دسات آماده از مقا    جينتا
 48زماان   يطا  رت وابسته به دوزنشان داد که به صو يالکترون

 د،ياکسا  يتار  کيبا آرسن NB4 يها سلول ماريساعت پس از ت
 يهاا  زوزوميا فعال شادن ل  جهيکه نت ياتوفاژ يها ظهور واکئول

 کاه  يطور ه  بابدي يم شياست، افزا يخوارو شروع خود يسلول
 کيدوز آرسان  نيتر با کم ماريکه مربو  به ت B کروگرافيدر م
 نيا عادد از ا  کيباشد، فقط  ي( مکرومولاريم 5/1) دياکس يتر

تعاداد   کروماولار يم 1وجود دارد و در دوز  يهضم يها واکئول
 2و در دوز  دهيعاادد رساا 11از  شيهااا بااه باا  واکئااول نيااا
ظااهر   کيفاژات يها واکئول نياز ا يشمار يتعداد ب کرومولاريم
  (3)شکل  برند يم شيشوند و سلول را به سمت مر  پ يم
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د ياکس يک تريمار شده با آرسنيت NB4 يها در سلول ياتوفاژ .3شکل 

ک يدهد که آرسن ينشان م يکروسکوپ الکترونير ميدهد. تصاو يرخ م

ها شده و با  ن سلوليدر ا ياتوفاژ يها د باتث ظهور واکئولياکس يتر

 گردد يافزوده م يبيتخر يها ن واکئوليزان ايش دوز بر ميافزا

مار يسلول کنترل ت -A .با فلش مشخص شده است( ياتوفاژ يها )واکئول

 1مار با غلظت يت -Cکرومولار، يم 5.0مار با غلظت يت -Bنشده، 

 کرومولار،يم 2مار با غلظت يت -Dکرومولار، يم

 
RQ-PCR يکما  يبررسا  يبارا 

و  Step One Plus، از دساتگاه  RQ-PCRها باه روش   ژن انيب

 SYBER Green Precision TM 2X qPCR Mastermixتيک
 تار يکروليم 21 ييدر حجام نهاا   PCR يها استفاده شد  واکنش

 µL( و کوموليپ1آغازگر )غلظت  µL 1 کس،يم µL 17شامل 
 کيا  لشاام  ييمربوطه انجام گرفت  چرخه دماا  cDNAاز  2

 يساز فعال يبرا قهيدق 11گراد به مدت  يدرجه سانت 95مرحله 
درجااه  95شااامل  ييچرخااه دمااا 45و متعاقااب آن  ميآنااز
درجااه  61(، ي)واسرشااتگ هيااثان 15گااراد بااه ماادت  يسااانت
 72)اتصاال آغاازگر باه هادف(،      هيثان 15گراد به مدت  يسانت

  ( انجام شدري)تکث هيثان 15به مدت گراد  يدرجه سانت
 انيا دهد که به صاورت وابساته باه دوز ب    ينشان مر يتصاو

 کيآرساان ماااريتحاات ت LC3و  Beclin 1, Atg 7 يهااا ژن
 شي(  افازا 4 شاکل ) ابدي يم شينسبت به کنترل افزا دياکس يتر
 يشاده بارا   ايا مه طينشان از شارا  LC3و  Atg 7 يها ژن انيب
و  Beclin 1ژن  انيا ب شيدهد و افزا يرا مها  اتوفاگوزوم جاديا

دهناده   نشاان  سيژن باا عناصار آپوپتاوز    نيارتبا  تنگاتنگ ا
بااا  سيو آپوپتااوز ياتوفاااژ نااديدو فرا يو همکااار يهمراهاا

      باشد يم گريد کي

 ,Beclin 1 يان ژن هفا يف د بفر ب ياکس يک تريمار آرسنير تيتاث . 2شکل 

Atg 7  وLC3 يدر رده سففلول NB4. کرومففولار يم 1هففا بففا دوز سففلول
مفار شفدند و پفز از    يسفاتت ت  24مدت زمان  يبراد ياکس يک تريآرسن

مورد نظفر   يهاان ژنيب يبه منظور بررس cDNAو سنتز  RNAاستخراج 
ميفانيين و انحفرام معيفار    قفرار گرفتنفد.    Real-time PCRتحت آزمون 

 .  شد ( محاسبهmean ± SD  )نتايج حاصل از سه ران کاري مختل
 

 

 گيريبحث و نتيجه
در پاسخ باه   افتهي تطابق کيکاتابول نديبه عنوان فرا ياتوفاژ
 يفقدان فاکتورها ،ييغذا تيمانند محروم کيمتابول يها استر 
سبب  ميعظ يبيتخر نديفرا نيشود  ا يفعال م يپوکسيرشد و ها

 يانرژ ديتول تاًيچرب و نها يدهايآزاد و اس يدهاينواسيآم ديتول
بقااء در طاول    زميمکاان  نوانبه ع ي  نقش اتوفاژ[16]شود  يم

نشاان داده شاده    يبه خاوب  دهاينواسيمدت کمبود آم دوره کوتاه
  [17]است 

 يناوع مار  سالول    کيا  انگريا ممکن اسات نما  ياتوفاژ
مار    ايا و  کيا اتوفاژ يشده به نام مار  سالول   يزير برنامه
 ک،ياتوفاژ باشد  مر  سلول زين 2شده نوع  يزير برنامه يسلول
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 همکارانو  مقدم فريده شاکري                                        

 

 

شاود و از   يمشاخص ما   کيا اتوفاژ يها کوليتوسط تجمع وز
اسات    زيآپوپتوز متماا  اي 1شده نوع  يزير برنامه يمر  سلول

تواند منجر به مر   يکنترل نشده م يشده است که اتوفاژ حمطر
 باات ياز حد ترک شيب بيبه خاطر تخر شود، که احتمالاً يسلول
  [18]است  يسلول

 يمعرفا  ناه يگرفته در زم انجام يها شرفتيپ رقم يعل امروزه
ضاد سارطان    يدرمان باا اساتفاده از داروهاا    د،يجد يداروها

چنان  هم دياکس يتر کيمثل آرسن کيتوتوکسيس يشامل داروها
اعماال   يچگاونگ  يمطالعاه باه بررسا    نيبخش است  در ا ديام

د ياکسا  يتر کيشده با آرسن ماريت NB4 يها در سلول ياتوفاژ
 کاه  نيا بار ا  يوجاود دارد مبنا   يشاواهد محکما   پرداخته شد 

را متااثر   يمتعادد  يرساان  اميا پ يهاريمس دياکس يتر کيآرسن
شود به  يکرد سلول م گسترده در عمل راتييساخته و منجر به تز

همچون بروز آپوپتوز، توقاف رشاد و مهاار     يکه آثار يا گونه
   [19]گذارد  يم يرا بر جا وژنزيآنز

 بيا تخر قيا از طر ينشاان کاه اتوفااژ    يمتعادد  مطالعات
کند  باه   يخود را القا م ياثرات درمان PML-RAR نياتکوپروتئ

 ATRAعنوان مثال ساکساون و همکاارانش نشاان دادناد کاه      
 قياز طر يباعث القا اتوفاژ دياکس يتر کي( و آرسنA نيتامي)و
 کي  آرسان [21] شوند يم APL يها در سلول نيسيراپاما ريمس
( UPSپروتئاازوم )  -نيتيکاو  ياوبا  ستميس قياز طر دياکس يتر

استفاده  قياز طر ريمس نيشوند  ا يم PML-RAR هيباعث تجز
را  PML-RAR هيا تجز يپروتئازوم که جلاو  يها از مهارکننده
کند مشخص شاده   يسد م دياکس يتر کيو آرسن ATRAتوسط 
  [21،22]است 

Breitenbach    و همکارانش مشخص کردند کاه در حضاور
که از  ديآ يبه وجود م PML يا اجزاء هسته دياکس يتر کيآرسن
 نيتيکاو  يکننده کوچک شبه اوب ليو تعد RNF4و  UPS بيترک
(SUMOتشک )هار چناد نقاش    [23]شده اسات   لي  UPS  در

مشاخص شاده    يبه خاوب  PML-RAR هيتجز قيدرمان از طر
هناوز   نيانکاوپروتئ  نيا ا بيا در تخر يتوفااژ است اما نقاش ا 

  [21] مشخص نشده است
متفاوت از آپوپتوز است که  يمر  سلول سميمکان ياتوفاژ

شناساند و   يما  IIشاده ناوع    يزير را به عنوان مر  برنامه آن
را  ياجازا سالول   هيا است کاه تجز  يزوزوميشامل اتوفاگوزوم ل

 ياتوفااژ دهاد کاه    ينشان م يادي  شواهد ز[24]دهد  يانجام م
کناد   يما  فايا يميبدخ يها سلول اتيدر کنترل ح ييسزابنقش 
 کياا تياافعال يبااار توسااط بررساا نياولاا قااتيحق نياا  ا[24]

گار در   که پس از اجزا مداخلاه  Beclin Iنام  هتومورساپرسور ب
  [25]قرار گرفت  ياست مورد بررس يشروع اتوفاژ

 يهاا  نيپاروتئ  انيا نشاان داد کاه کااهش ب    هياول مطالعات
 ريساا  ايا و  نهيسرطان سا  شرفتيممکن است باعث پ ياتوفاژ

در و آپوپتاوز   ياتوفاژ نيچند ارتبا  ب   هر[26]تومورها شود 
هنوز مشاخص   يتومور يها سلول اتيو ح ييزا کنترل سرطان

 بيا در تخر يدهد که اتوفااژ  ينشده است اما مستندات نشان م
PML-RAR [27،28]کنااااد  يمداخلااااه ماااا  Goussetis  و

 ريمسا  قيا از طر دياکس يتر کيهمکارانش نشان دادند که آرسن
MEK/ERK ها  کند  آن يالقا م يلوکم يها را در سلول ياتوفاژ

 beclinمثل  ياتوفاژ ياتيح يها نيبا استفاده از مهارکننده پروتئ

I  وAtg خود را  يدرمان راث  دياکس يتر کيآرسن نشان دادند که
  [29] دهد ياز دست م
از  %41-75در  Beclin I يگاار در اتوفاااژ  مداخلااه ژن
دچاار   ي، تخمدان و پروستات به صورت تک آللا نهيسرطان س

 يباعث القا اتوفااژ  دياکس يتر کي  آرسن[31]حذف شده است 
و  Ren  [18]شااود  يماا يانسااان T کيتيلنفوساا يدر لااوکم

 کيشااده بااا آرساان ماااريت NB4 يهااا همکااارانش در ساالول
 ي( جلاو MA-3) نيآدنا  ليا مت-3اساتفاده از   باا  دياکسا  يتر

( RAPA) نيسا يرا سد کردناد و باا اساتفاده از راپاما    ياتوفاژ
  [31]شدند  يباعث القا اتوفاژ

سالول   طيکننده و بر اسا  شرابر اسا  عامل القا ياتوفاژ
عمال   يميبادخ  يها در سلول يمحافظت سميمکان کيبه عنوان 

 ديا تول شيبا نشاان دادن اثار مخاالف باعاث افازا      ايکند و  يم
 دياکس يتر کي  آرسن[34-32]شود  يم ينئوپلاژ يآنت يها پاسخ
درماان   رد  Invivoو  Invitroدر مطالعاات   بيا ترک نيتار  مهم
  هار چناد   [35،36]باشاد   يالقاء آ  پتاوز ما   قياز طر يلوکم

 کيدرباره نحوه القااء آپوپتاوز توساط آرسان     يادياطلاعات ز
به دست آمده است اما اطلاعاات   رياخ يها سال يط دياکس يتر

 نيا آن توساط ا  ميتنظ يو چگونگ يدرباره القاء آتوفاژ يچندان
 وجود ندارد  بيترک

در  دياکس يتر کيآرسن ييتوانا يمطالعه ما به بررس نيا در
و  ميپارداخت  يتيلوسا يپروم يلاوکم  يها در سلول يالقاء اتوفاژ
 يابيا را مورد ارز نديفرا نيدر ا ليدخ يها ژن يبعض انيسپس ب
کننده  القا دياکس يتر کيما اثبات کرد که آرسن جي  نتاميقرار داد

 نيباشد و ا يم يتيلوسيرومپ يلوکم يها در سلول ياتوفاژ يقو
 LC3و  Beclin 1, Atg 7 يها ژن انيب شيافزا قيکار از طر هرا

 دهد   يانجام م
تحت  NB4 يها سلول يمورفولوژ يمطالعه به بررس نيا در

نشاان داد کاه    جي  نتاا ميپارداخت  دياکسا  يتر کيبا آرسن ماريت
شاوند و باا    يهاا ظااهر ما    سلول نيدر ا ياتوفاژ يها کوليزيو
گردد  يم تر شيب يهضم يها واکئول نيا زانيدوز دارو م شيافزا

 ( 2)شکل
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زماان باا القاا آپوپتاوز، القاا       که هم ميما نشان داد نيچن هم
رخ  يتيلوسا يپروم يلاوکم  يهاا  سلول ماريدر اثر ت زين ياتوفاژ
 کياثار آرسان   يبه بررسا  ياست در مطالعات بعد ازيدهد  ن يم
حااد   يلاوکم  يهاا  سالول  ريدر سا يدر القاء اتوفاژ دياکس يتر
  ميزبپردا يلوکم يها گونه ري( و ساAML) يتيلوسيم

 ياثار درماان   يتواند با القاء اتوفااژ  يم دياکس يتر کيآرسن
کار گرفته شود تا  هب ديها با و تلاش [37،38]خود را اعمال کند 

کوچک مشابه کاه بتوانناد باه صاورت      يها مولکول يبا طراح
ا بر مقاومات  کار گرفته شود ت هب دياکس يتر کيزمان با آرسن هم

 غلبه کنند  يلوکم يها سلولبه دارو 
سه ژن  يانيسطح ب راتييتز يمطالعه انجام شده به بررس در
از  يناش يمورفولوژ راتييتز يو بررس ياتوفاژ ريدر مس ليدخ
فهم  ياست برا ازيپرداخته شد اما ن ياتوفاژ يها واکئول ليتشک
 يو بررسا  يميتوشا يبا اساتفاده از مطالعاات س   نديفرا نيبهتر ا
باه طاور    يدر اتوفااژ  ليا دخ يهاا  نيپروئ انيسطح ب راتييتز
ماورد   راتييا تز نياعمال ا سميشروع و مکان يتر چگونگ قيدق
  رديقرار گ يابيارز
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Introduction: Autophagy is a survival pathway required for cellular viability during starvation through catabolic 

self digestion of damaged proteins and organelles; however, autophagy may result in cell death if it proceeds to 

completion. Although the exact mechanism of this process is not clear, it seems that proper regulation of autophagy 

can potentially contribute to the therapeutics of cancers. The aim of this study was to determine the role of Arsenic 

trioxide (As2O3) in the induction of autophagy in human acute promyelocytic leukemia. 

Materials and Methods: In this study, the role of autophagy in the As2O3-induced death of NB4 cells was 

assessed using electron microscopy. Also, quantitative real-time PCR method was used for expression of autophagy 

related genes in dose and Time dependent manner. 

Results: Our results showed that autophagy induces death in NB4 cells treated with arsenic trioxide. It was also 

found that the Atg7, Bclin1 and LC3 genes, which are essential genes for induction of autophagy, are the target of 

arsenic trioxide invasion. 

Conclusion: This study showed As2O3-induced autophagy plays an important role in eliminating leukemia cells 

and treatment of cancer. 
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