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  در حضور كوئرستين MCF-7هاي سلولدر  مرگ سلولياتوفاژي و القاي ي  مطالعه
  2سان عرفاني و آي *1شاهرخ صفريان

  شناسي، گروه علوم سلولي و مولكولي ايران، تهران، دانشگاه تهران، پرديس علوم، دانشكده زيست 1
  ده علوم زيستيايران، تهران، دانشگاه آزاد اسلامي ايران واحد تهران شمال، دانشك 2

  27/08/1400 :تاريخ پذيرش  06/04/1400 :تاريخ دريافت

  چكيده

 در. مورد بررسي قرار گرفته است MCF-7هاي  به روي سلولدر حضور كوئرستين وقوع اتوفاژي مرگ امكان  مطالعه،در اين 
 M 220 معادلمشخص و  MTTروش  استفاده ازبا ) LC50(  ها درصد از سلول 50براي نابودي  كوئرستينغلظت موثر از ابتدا 

استفاده  PIو  Annexin-FITC شامل آني  ويژه نشانگرهاي و براي تعيين نوع مرگ سلولي از روش فلوسيتومتري. تعيين شد
 .تشخيص داده شد% 54درصد آن معادل  وآپوپتوز  ،كوئرستينها با  در تيمار سلول سلولي مرگ اصلي براين اساس، نوع. گرديد

. در رابطه با مسير آپوپتوز مورد توجه قرار گرفت casp-3و  p53 ،Bax ،Bcl-2 هاي ژن real time RT-PCRروش  در
نمايانگر افزايش  ،، با توجه به نقش ضدآپوپتوزي آنBcl-2بيان مشاهده شده در كاهش معنادار مطالعات ما نشان داد كه 

 مربوط به افزايش مقدار عددي .باشدمي ور كوئرستيندر حض نسبت به مرگ آپوپتوزي ي سرطاني پستانهاحساسيت سلول
 نسبت به آپوپتوزها افزايش حساسيت سلول ،Baxدر بيان ژن  اهده شدهشم رغم ثبات دهد كه علي نشان مي Bax/Bcl-2نسبت 

، mTOR، LC3 يها ژن ،اتوفاژيمنظور بررسي اثرات كوئرستين در القاي مسير ب .باشد پذير مي امكان Bcl-2از طريق كاهش بيان 
Beclin-1 و DRAM كاهش سطح بيان ژن .  ييرات بيان آنها در حضور كوئرستين مورد مطالعه قرار گرفتتغو  ندانتخاب شد

mTOR ،بيان ي كه در در كنار افزايش شديدLC3 اين موضوع با .رساند اثبات ميبرا اتوفاژي شود، مجموعا وقوع  مشاهده مي
كه  دادهاي ما نشان  يافته .مورد تاييد قرار گرفتنيز سيتوشيمي روش ايمونوگيري از  بهره و LC3IIبادي از آنتياستفاده 

  .باشد هاي سرطاني پستان را از طريق اتوفاژي مرگ دارا مي كوئرستين توانايي نابودي سلول

 MCF-7كوئرستين، اتوفاژي، آپوپتوز، سرطان پستان،  :واژه هاي كليدي

  ssafarian@ut.ac.ir: ، پست الكترونيكي021 61113312: نويسنده مسئول، تلفن* 

  قدمهم
هستند كه ي ياههاي گ فنول ئيدها گروهي از پليفلاونو

. گذارند اثرات زيستي بسيار متنوعي را از خود به نمايش مي
توان به اثرات  مياثرات مهم فلاونوئيدها جمله از 

 آنهاضدسرطاني  و زايي ، ضدالتهابي، ضدجهشپاداكسايشي
 .)59، 49، 41، 40، 39، 29، 28، 25، 20(  اشاره نمود

با منشا  فلاونوئيدها مهمترين گروه از تركيبات ضدسرطان
اثرات درماني خود را از طريق توقف در هستند كه  گياهي
هاي سرطاني  در سلولو يا القاي آپوپتوز سلولي تكثير 

با وئيد فلاوون نوعي كوئرستين  .)38، 14( سازند ظاهر مي

ميزان فراوان در چاي سبز، به  كهاست اثرات ضدسرطاني 
چاي سياه، پياز، اسفناج و بروكلي خام و پوست سيب 

اثرات ضدسرطاني كوئرستين  .)44، 37، 23(  وجود دارد
كولون، سر و گردن، پستان،  مختلف مانند هاي در سرطان

، 50، 42، 16، 8، 7( معده و تخمدان گزارش شده است
هاي سرطاني  ابودي سلولسازوكار كوئرستين در ن. )62، 52

اثرات ضدسرطاني بخشي از . )14(وع است نبسيار مت
انجام بايشي هاي اكس تنشبروز از  جلوگيري با كوئرستين

كوئرستين با رهاسازي  .)60، 58، 32، 22، 21، 15( درس مي
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p- گليكوپروتئين سبب افزايش اثرات ضدسرطاني
شود  سرطان سينه مي MCF-7هاي  آدريامايسين در سلول

 از گسترشبا القاي آپوپتوز تواند  مين كوئرستي). 47(
در رابطه با  .)65، 64، 57، 55، 2( جلوگيري كندسرطان 

سرطان مثانه گزارش شده است كه كوئرستين قادر است با 
هاي سرطاني  سبب افزايش حساسيت سلول p53مهار بيان 

  ).4(شود  نسبت به آپوپتوز 

اثرات بروز در رابطه با سلولي يكي از سازوكارهاي 
 باشد مياتوفاژي  اندازي مسير القا و راه، داروها يضدسرطان

زيستي  فرايندهاياتوفاژي يكي از . )56، 54، 35، ، 12(
براي حفظ هموستازي سلولي است كه نقش خود را با 

و يا ) ها مانند ميتوكندري(هاي آسيب ديده  حذف اندامك
مطالعات . )63، 17، 3( كند هاي بدتاخورده ايفا مي پروتئين

ه اتوفاژي داراي نقشي دوگانه در اخير نشان داده است ك
هاي پيشرفته،  در سرطان. باشد مورد گسترش سرطان مي

اتوفاژي با تنظيم سوخت و ساز سلولي و همچنين افزايش 
از  .)13، 3( شود مقاومت دارويي سبب گسترش سرطان مي

ي نقش مهمي كه در مهار  واسطهسوي ديگر، اتوفاژي ب
هاي ژني و ايجاد  آسيب هاي اكسيداتيو دارد از بروز تنش

عزم سلول در گزينش  بين  ).13( كند سرطان جلوگيري مي
ي اتوفاژي، بستگي كامل به ميزان پيشرفت  دوگانه  نقش

پيش از سرطاني شدن در مراحل بيماري دارد به شكلي كه 
ي بروز سرطان، با ممانعت از ايجاد  و يا در مراحل اوليه

در جهت جلوگيري را ي هاي اكسيداتيو، تلاش بيشتر تنش
نشان هاي سرطاني  سرطان و يا بدخيمي در سلول بروزاز 
ي سرطان،  در حالي كه در مراحل پيشرفته دهد مي

اتوفاژي،  استفاده ازد تا با نكن سرطاني تلاش مي هاي سلول
از سوي . )13( دندر جهت گسترش بيشتر بيماري گام بردار

كوئرستين نايي هاي متعددي در رابطه با توا گزارشديگر، 
 ، از جملهيهاي سرطان در سلول مرگ القاي اتوفاژي در

از اين طريق سبب تواند  كه ميدارد وجود كولون  سرطان
   .)36( شودهاي سرطاني  سلولو نابودي مرگ 

 در ينكوئرست نقشبا  رابطه دقيقي در گزارش تاكنون
هاي سرطان پستان  مرگ در سلولمسير اتوفاژي  اندازيراه
در عنوان محور اصلي مطالعه اين موضوع بكه  ه نشدهارائ

  .قرار گرفته استما پژوهش مورد توجه اين 

  مواد و روشها
 مطالعهدر اين مورد استفاده رده سلولي  :مواد مورد نياز

MCF-7  انسان درهاي سلولي سرطان پستان  از رده كهاست
ر  تهيه و د ايران اين رده سلولي از انيسيتو پاستور.باشد مي

 همراه با )RPMI-1640 )Gibcoمحيط كشت انتخابي  
FBS 10 ه استدرصد كشت داده شد.  

 x100استرپتومايسين - اين مطالعه از محلول پني سيليندر 
  Gibco شركت ساخت x5(Trypsin – EDTA(محلول و 

و كيت سنجش  PIرنگ ، FBS سرم .استفاده شده است
 Sigmaشركت  از MAK138Autophagy assayاتوفاژي 

شركت  از Annexin Vآپوپتوز  كيت و )آمريكا(
eBiosciences )استخراج  .تهيه گرديد )آمريكاtotal RNA 

و  )ايران(شركت سينا كلون   RNX-Plus با استفاده از كيت
توليد   NG dART RTكيت  با استفاده از cDNAساخت 
پرايمرهاي ساخت . انجام شد )لهستان(  EURx  كمپاني

افزار  پس از طراحي در نرم RT-PCRانجام لازم براي 
Beacon designer  صورت  )ايران(شركت پيشگام  توسط

كيت با استفاده از  real time RT-PCRمطالعات . گرفت
RealQ PCR 2x Master Mix Green   محصول

 Appliedدستگاه و  )دانمارك(  Ampliqonشركت

Biosystem )انجام شد )آمريكا. 

 RPMI-1640ها از محيط  سلول كشتي برا: كشت سلولي
% FBS 10و   كربنات سديم ، بيگلوتامين -Lحاوي 

هاي شش خانه  ها در درون پليت سلول. استاده شده استف
و رطوبت  CO2% 5 و تحت شرايط C37°انكوباتور  در
 .مورد تيمار دارويي قرار گرفتو   كشت داده شد 90%
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محلول  ساخت: ها آماده سازي دارو و تيمار سلول
 Bioceraشركت كوئرستين  با استفاده از محلول ،دارويي

هاي  غلظت. انجام شد ml5μg/50با غلظت  )جنوبي رهكُ(
درصد سرم  10دارو در محيط كشت حاوي از مورد نظر 

 22/0فيلتر غشايي  توسطساخته و پس از استريل كردن 
 .گرديد افزوده به چاهك هاي پليت شش خانه ،ميكرون

براي انجام  :MTT ها با د زيستايي سلولتعيين درص
هر به هزار سلول  700تعداد ، سنجش مرگ و مير سلولي

 تراكم رسيدن بهو پس از  منتقلپليت شش خانه از چاهك 
هاي مورد  كوئرستين  با غلظتداروي ، درصد 60 سلولي

ساعت،  48گذشت  پس از .گرديدها اضافه به چاهكنظر 
از  µl 400و به هر چاهك  تخليهمحيط كشت از  ها چاهك

ساعت  3 افزوده شد و پس از) MTT )g/l 20محلول 
توليد شده، فورمازان بلورهاي ، C37° دمايدر انكوباسيون 

جذب  براي خوانش. حل گرديد DMSO حلال ml 2در 
 ، بهبدست آمده رنگي از محلول µl 100، مقدار نوري

 .انتقال داده شد) چين( Raytoريدر  دستگاه پليت

-RNXبا استفاده از كيت  RNAاستخراج  :RNAاستخراج 

Plus Solution For Total RNA Isolation  محصول
طبق دستورالعمل شركت سازنده  )ايران(شركت سينا كلون 

ساعت،  48پس از گذشت بر اين اساس، . صورت گرفت
جداسازي پس از محتويات هر چاهك از پليت شش خانه 

بر روي يخ  RNAاستخراج براي ها،  و شستشوي سلول
  .قرار داده شد

از  µl 100 -50 مقدار ميزان رسوب سلولي،ه ب با توجه
ريخته و  ها سرد به روي سلول RNX-Plusمحلول 

ريزي محتويات  برونفروپاشي ساختار غشايي به منظور 
براي . سلولي با استفاده از ورتكس انجام شددرون 

نجام سانتريفوژ ا و كلروفرم سرد µl 40 از RNAجداسازي 
اين كار موجب جداسازي . استفاده شد rpm 12000در 

RNA توان آن را با افزودن  شود كه مي در فاز رويي مي
  . رسوب دادل سرد وايزوپروپان

 µl 20در ، 70%اتانول پس از شستشو در  RNAرسوب 
 براي ارزيابي كمي) l 2( و بخشي از آن حل  DEPCآب 

مورد استفاده قرار نودراپ دستگاه نادر  RNA و كيفي
در فريزر  RNA ي استخراج شده محلول باقيمانده .گرفت

°C80- نگهداري شد. 

براي كمي كردن و بررسي  :RNAارزيابي كمي و كيفي 
و شد از دستگاه نانودراپ استفاده  RNAخلوص 

ي  در بازه 230به  260 يا و 280به  260جذبي  هاي نسبت
همچنين با  RNAبي كيفي ارزيا .تعيين گرديد 2 ± 1/0

صورت %  5/1ژل آگارز الكتروفورز بر روي  استفاده از
 .گرفت

 NG dARTكيت  با استفاده از cDNAسنتز  :cDNAسنتز 

RT  توليد كمپاني EURx  )در حجم نهايي  )لهستانµl 20 
در ) RNA )g 1هاي آماده شده از  نمونه. صورت گرفت

يك انجام راي ب) l 1(حضور پرايمر رندوم هگزامر 
در  دمايي معرفي شدهي  برنامه، تحت ي ساخت چرخه
اين برنامه دمايي . ي دستورالعمل كيت قرار گرفتند برگه

دقيقه  C˚25  ،60در دماي  min 10: شامل مراحل زير است
 ،در پايان. C˚70در دماي   min 10 و  C˚42در دماي 
-real time RT  فرايند تا زمان استفاده در cDNAمحصول 

PCR ، در فريزرC˚20- نگهداري شد.  

با  real time RT-PCR: real time RT- PCR واكنش
  RealQ PCR 2x Master Mix Greenاستفاده از كيت 

رنگ  محتوي )دانمارك(  Ampliqon محصول شركت
براي انجام  .شد انجام l 10 و در حجم نهايي سايبر گرين

مجموع  از l 1 همراهب cDNAمحلول  l 1كار، 
به حجم  ديونيزهآب  l 3 توسط پرايمرهاي پيشرو و پسرو

l 10  رانده در دستگاه تحت برنامه دمايي زير و رسانده
  :شد

 C˚95 ،40 در دماي min 15 مدتدناتوراسيون اوليه ب
 C˚95 ،30ثانيه در دماي  15 :مراحل شاملچرخه تكثير 
در  .باشد مي C˚72 در دماي min 1و  C˚60ثانيه در دماي 
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 )NTC )No Template Controlنمونه ، هر بار رانده شدن
براي هر پرايمر در نظر گرفته شد  باشد مي cDNAكه فاقد 
 .اطمينان حاصل گردد PCRكرد صحيح واكنش  تا از عمل

گيري از روش  سنجش آپوپتوز و نكروز با بهره
 :)PI و Annexin-FITCرنگ آميزي (فلوسايتومتري 

در  يو نكروز يزهاي آپوپتو اد سلولمنظور تعيين تعدب
آميزي هر چاهك از پليت شش  ، رنگيك جمعيت سلولي

-Annexin هاي رنگاز هر كدام از  µl 5با استفاده از ، خانه

FITC  و پروپيديوم يديد)PI (پردازش براي  .انجام گرفت
. استفاده شد FlowJoهاي فلوسايتومتري از نرم افزار  داده

تا  Q1ي  حني دوبعدي به چهار ناحيهنقاط ثبت شده در من
Q4 ي  ناحيه. تقسيم شدQ1 هاي نكروزي با  نمايانگر سلول

نمايانگر  Q2ي  ، ناحيه+PIو  -Annexin-FITCويژگي 
و  +Annexin-FITCي پير با ويژگي  هاي آپوپتوز شده سلول

PI+ي  ، ناحيهQ3 ي جوان  هاي آپوپتوز شده نمايانگر سلول
نمايانگر  Q4ي  و ناحيه -PIو  +Annexin-FITCبا ويژگي 

  .باشد مي -PIو  -Annexin-FITCهاي سالم با ويژگي  سلول

در  :سنجش اتوفاژي با انجام مطالعات ايمونوسيتوشيمي
چاهك از يك چمبر اسلايد به تعداد  2ها در ابتدا سلول

ي  عدد كشت داده شدند و پس از فراهم شدن لايه 10000
  يي با افزودن كوئرستين سلولي مناسب، تيمار دارو

)M 220 (در اينجا، از كيت . صورت پذيرفت
MAK138Autophagy   براي سنجش اتوفاژي استفاده شد

عنوان بهترين ب LC3IIبادي نشاندار عليه  كه حاوي آنتي
آميزي  رنگ. باشد ها مي شاخص براي تشكيل اتوفاگوزوم

هر محلول رنگي به ازاي  l 100ها با استفاده از  سلول
در (دقيقه  45مدت ب C˚37چاهك و انكوباسيون در دماي 

 .صورت گرفت) تاريكي

به  MTTنتايج حاصل از آزمون  :چگونگي تحليل نتايج
افزار  به كمك نرم  real time RT-PCRهمراه نتايج 

Microsoft Office Excel قرار  آماري مورد تجزيه و تحليل
 Flowjuنرم افزار با استفاده از فلوسيتومتري  نتايج .گرفت

لازم به ذكر است كه  .قرار گرفتتجزيه و تحليل مورد 
به صورت سه بار تكرار انجام شده و سطح  ها آزمايش

  .در نظر گرفته شد   P<0.05معني داري زير 

  نتايج
براساس معمولا  MTTسنجش نتايج  :MTTنتايج سنجش 

ها در  تيمار دارويي سلول درنسبت جذب نوري ثبت شده 
يستايي كه معرف ز ي كنترلنمونهس با جذب نوري قيا

 در نموداربر همين اساس، كه شود  ميگزارش است نسبي 
. شده استهر غلظت از دارو نشان داده به ازاي  1شكل 

غلظت توان  مي MTTبدين ترتيب، با استفاده از نمودار 
ها  را كه باعث مرگ نيمي از سلولستين كوئر از يا كشنده

انجام و در بدست آورد  LC50 عنوانتحت  شود مي
مطالعات ما با استفاده از . تنظر گرفمطالعات بعدي در 

 براي كوئرستين LC50 غلظتنشان داد كه  MTTنمودار 
ها در باقي آزمايشباشد كه اين غلظت  مي M 220 معادل

 .در نظر گرفته شده استبه عنوان مبنا 

 

. تلف از كوئرستينهاي مخ در غلظت MTTنمودار سنجش  -1شكل
ز كوئرستين توانايي كشتن ا M 220 براساس اين نمودار، غلظت

 M 220براي كوئرستين معادل  LC50. ردها را دانيمي از سلول
  .باشد مي

ساز و براي بررسي و تعيين  :نتايج حاصل از فلوسيتومتري
هاي كوئرستين به روي سلول گياثر كشندمربوط به  كار

MCF-7 شكل (ه است سيتومتري استفاده شداز روش فلو
-Q1چهار ناحيه  درنقاط ثبت شده در منحني دوبعدي . )2

Q4 ي  ناحيه .باشد مي پراكندهQ1 هاي  نمايانگر سلول
ي  هاي آپوپتوز شده نمايانگر سلول Q2ي  نكروزي، ناحيه
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و ي جوان  هاي آپوپتوز شده سلول نمايانگر Q3ي  پير، ناحيه
درصد  .استهاي سالم  لولنمايانگر س Q4ي  ناحيه
شكل نشان داده شده هر بخش از هاي هر ناحيه در  سلول

و  Q2هاي موجود در نواحي  از جمع درصد سلول .است
Q3 هاي آپوپتوزي را مشخص  توان درصد كل سلول مي

  . نمود

  
هاي مرتبط با هر منطقه در شكل نشان داده د سلولدرص .با كوئرستين MCF-7سلول هاي مربوط به تيمار نتايج فلوسيتومتري نموار دوبعدي  -2شكل

مقدار بروز آپوپتوز براي كنترل  .آپوپتوز روي داده است در آنهاهايي است كه سلولتعداد نمايانگر  Q3و   Q2در مناطق  ثبت شدهنقاط .  شده است
نمايانگر كنترل و تيمار،  هاي نمونه، در Q3ي موجود در منطقهنقاط . دباش مي% 54ي تيمارشده با كوئرستين برابر با  و براي نمونه% 9/0تيمار نشده برابر 

   .دباش ميسالم هاي سلول ي دهنده نشان Q1ي منطقهموجود در و نقاط  هاي نكروزيسلول

  

نمودار ستوني مربوط به درصد مشاهده شده از انواع مرگ 
 3ها با كوئرستين در شكل  سلولي ناشي از تيمار سلول

نمودار ستوني براساس اين رسم . ه شده استنشان داد
. فلوسيتومتري صورت گرفته استهاي  دادهنتايج حاصل از 

هاي ستون مربوط به سلولشود  همانگونه كه مشاهده مي
يمار كوئرستين معرف مجموع درصد در ت آپوپتوزي

وقوع  است كه Q2+Q3 نواحيموجود در  هاي سلول
مرگ سلولي در صلي اعنوان سازوكار مكانسيم آپوپتوز ب
  .آنها ثبت شده است

  
با  در تيمار MCF-7هاي  درصد مرگ سلولستوني نمودار  -3شكل 

در تيمار كوئرستين كه با رنگ خاكستري  O2+Q3ستون  . كوئرستين
از % 54در ي وقوع مكانسيم آپوپتوز دهندهنشاننشان داده شده است 

  .باشد ميها  سلول
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 real timeكنش وا :real time RT-PCRنتايج حاصل از 

RT-PCR  آپوپتوزي هاي ژن بار تكرار براي سهبا حداقل
انجام  Bcl-2و ژن ضدآپووپتوز  p53, Bax, Casp3شامل 

به  GAPDH منظور تعيين سطح بيان هر ژن، ازب. شده است
 اختلاف معنادار بودن .ه استشد ستفادهاعنوان ژن مرجع 

 آماري حوسط در ي كنترلبين تيمار و نمونهآماري 
P<0.05  وP<0.01 به روي   **و   * ئمترتيب با علا به
براساس نتايج  .هر ژن نشان داده شده استمربوط به ستون 

 ,p53هاي  شود كه سطح بيان ژن بدست آمده مشاهده مي

Bax, Casp3  كنترل  ي نمونه نسبت بهتغيير معناداري را
اهش ك Bcl-2سطح بيان ژن در نقطه مقابل،  نداشته و
 و  بياني افزايش نسبتمعمولا  . يافته استشديدي 
با توجه به نقش   )  ( از واحد شدن آن بزرگتر

 برايعنوان شاخصي ب ،در بروز آپوپتوز دارد Baxمهمي كه 
آپوپتوز در نظر گرفته  به انجامها  تمايل سلولنشان دادن 

تواند  مي افزايش  اما بايد در نظر داشت كه. شود مي
-Bcl  باشد كه با توجه به نقش Bcl-2 بيان ناشي از كاهش

القاي آپوپتوز  در Bax، سبب افزايش توان Baxدر مهار  2
و يا حتي بروز تغيير عدم زمان در اين موضوع .شود مي

در  .باشد قابل بسط دادن مينيز  Baxژن  در بيانكاهش 
ي كاهش بيان  بر پايه نسبت افزايش  نيز مطالعات ما

Bcl-2  مقدار عددي بدست آمده و صورت گرفته است
دليل مناسبي براي اثبات وقوع ) (براي آن 

   .باشدبا كوئرستين مي MCF-7هاي آپوپتوز در تيمار سلول

ثابت باقي  p53ژن  شود كه بيان مشاهده مي 3در شكل 
  در كنترل بيان آنه به نقش تنظيمي مانده است كه با توج

هاي  بيان  ژنبا ثبات در بايست  مي، Casp-3و  Baxهاي  ژن
Bax  وCasp-3  براساس نتايج آورده شده در . همراه باشد

در زمان تيمار  Casp-3و  Baxهاي  ژنسطح بيان ، 3شكل 
و ثابت باقي داده ها با كوئرستين تغييري را نشان ن سلول
-real time RTهاي  نمايانگر صحت يافتهكه  استمانده 

PCR باشد مي.  

  
هاي  نمايش نمودار ستوني مربوط به تغييرات نسبي بيان ژن -4ل شك

 لوليس در رده  كوئرستيندر حضور  و آپوپتوزمسيراتوفاژي مرتبط با 
MCF-7 . در قياس با نمونه كنترل  ها بيان ژنتغييرات ثبت شده در

 اختلاف وجود نمايانگربه ترتيب ** و *  هاينماد .آورده شده است
و  P<0.05 ح آماريوكنترل در سط و تيمار ي  نمونهبين  آماري

P<0.01  باشند مي.  

، mTORهاي انتخاب شده در ارتباط با اتوفاژي شامل ژن
LC3 ،Beclin-1 ،DRAM  و همچنينBcl-2 باشد كه  مي

. ددخالت داردر آپوپتوز و اتوفاژي  Bcl-2 در بين آنها،
افزايش بيان  راستا با هم Bcl-2و  mTORكاهش سطح بيان 

LC3 ها با كوئرستين  در زمان تيمار سلولشكل معناداري  به
هاي  در سلول وقوع اتوفاژيمويد اتفاق افتاده است كه 

MCF-7 4شكل ( باشد مي.(   

به نام  LC3سيتوسلي  شكلدر زمان اتوفاژي، دانيم كه مي
LC3-I هاي نول آمينبا فسفاتيديل اتا )PEs(  موجود در
-LC3-PE )LC3 كمپلكس تركيب شده و  فاگوفورها غشا

II( هاگيري غشاي اتوفاگوزومسازد كه براي شكلرا مي 
، افزايش شديد هاي اتوفاژياز ميان ژن .باشدنياز ميمورد 

را  روشنيشود دليل  مشاهده مي LC3 ي كه درو چشمگير
تيمار شده با كوئرستين هاي قوع اتوفاژي در سلولدر و

 هايژنبيان در بروز تغيير عدم . )4شكل( دهد ارائه مي
DRAM و Beclin1 اي بيان زمينه كافي بودني دهندهنشان
  .)4شكل (باشد  ميها  تشكيل اتوفاگوزوم درها اين ژن

نتايج حاصل از ايمونوسيتوشيمي و ميكروسكوپ 
اي  ويژه براي تاييد وقوع اتوفاژي از كيت :فلورسانس

اين . باشد مي LC3IIبادي عليه حاوي آنتي كه شداستفاده 
. كند ها را رصد ميشكيل اتوفاگوزومتواند ت مي كيت
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شكل گيري  كنيم مشاهده مي 5در شكل همانگونه كه 
نشان داده شده در دو ميدان ديد مختلف ها  اتوفاگوزوم

ها با  ان تيمار سلولها در زم تشكيل اتوفاگوزوم. است

را  real time RT-PCRخوبي نتايج حاصل از وئرستين بك
  .كند راه افتادن اتوفاژي تاييد ميبه در خصوص 

  
و  M 220غلظت كوئرستين .  تيمار شده با كوئرستين با استفاده از ميكروسكوپ فلورسانس MCF-7هاي ي اتوفاژي در سلولمطالعه -5شكل 
  .ها نشان داده شده است ها توسط پيكان تشكيل اتوفاگوزوم .انجام شده است LC3IIبادي عليه ي آنتيحاو يآميزي با استفاده از كيت اتوفاژرنگ

  بحث و نتيجه گيري
 كوئرستينظهور اثرات كشندگي هاي ما نشان داد كه  يافته

 M 220در غلظت ) MCF-7 )LC50هاي  به روي سلول
در اين  اثرات كشندگي كوئرستين ).1شكل ( گردد مي ظاهر

غالبا از طريق آپوپتوز و اندكي نيز از طريق نكروز  غلظت،
در مطالعات ما با وقوع آپوپتوز و نكروز . دوش اعمال مي

 روش فلوسيتومتري مورد اثبات قرار گرفته گيري از بهره
آپوپتوز  تامبراين اساس، درصد ). 3و  2هاي  شكل(است 

% 12 معادل هاي نكروزيو درصد سلول%  54معادل 
كه مجموعا درصد كل مرگ و مير  آمده استبدست 
اين ميزان از مرگ و مير . دهد نشان مي%  66تا  را سلولي
در مرگ و مير تعيين شده % 50با  تقريبا معادل سلولي

توانايي كوئرستين در ). 1شكل ( باشد مي MTTسنجش 
 HL-60 هاي سلولي مختلف از جمله ردهالقاي آپوپتوز در 

 و 9 يا 3هاي كاسپاز سازي فعالبا اثبات رسيده است كه ب
صورت  Bax از روي Bcl-XLهمچنين حذف اثر مهاري 

نقش كوئرستين در بروز آپوپتوز و . )27، 26( گيرد  مي
ي  رده(هاي  سرطان كبد  ي سلولي در سلول توقف چرخه

ات ما مطالع). 55(نيز گزارش شده است ) HepG2سلولي 
 مشتمل برزي هاي مهم آپوپتوسطح بيان ژن در خصوص

p53 ،Bax  وCasp-3 ي عدم بروز تغييرات  نشاندهنده
ها با  زمان تيمار سلولها در  بيان اين ژندر  معنادار

ترين پروتئين  مهم p53 .)4شكل ( باشد ميكوئرستين 
 آپوپتوزي از جمله هاي است كه كنترل بيان ژن آپوپتوزي

Bax  وCasp-3 اس بنابراين، بر اس. )18( را برعهده دارد
راستا  كه هم Bakو  Baxعدم بروز تغيير در بيان ، 4شكل 

 گردد، مشاهده مي p53با عدم بروز تغيير در بيان ژن 
-real time RT ما در هاي يافتهميان  تطابقي  دهنده نشان

PCR باشد ميهاي قبلي  با گزارش .  
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  ،p53هاي   در بيان ژن ي كه تغييريزماندر  وقوع آپوپتوز
Bax  وBak كاهش بياناز طريق بيشتر  شود، هده نميمشا 

Bcl-2 گردد اعمال مي .Bcl-2  يك پروتئين ضدآپوپتوزي
 ياست كه اثرات خود را در رابطه با افزايش توان زيست

 مانند هاي پروآپوپتوزي از طريق اتصال به مولكول ها سلول
Bak  وBax كاهش ).  48(سازد  ظاهر ميBcl-2  موجب

ي  فراهم شدن زمينه در نتيجه، و  نسبت بياني  افزايش
). 4شكل (شود  مي Bax آپوپتوزيرات براي بروز اث مناسب

ي  رده انجام شده به روي در تيمارهاي Bcl-2كنترل بيان 
در حضور نيز  HT-29هاي  و زنوگرافت HepG2سلولي 

  ).42 و 18(گزارش شده است كوئرستين 

نقش مهاري  تواند با كاهش همچنين مي Bcl-2كاهش بيان 
اتوفاژي اندازي  راه به كه شودهمراه  Beclin1 ه رويآن ب

و وقوع  Bcl-2كاهش بيان . )61 و 24( گردد مي منجر 
). 4شكل (است  شدهنيز مشاهده ات ما مطالعاتوفاژي در 

Beclin1 اتوفاژي است كه مهار آن  مسيرترين پروتئين  مهم
بروز  .)53( شود ر اتوفاژي ميسبب مها Bcl-2توسط 

علاوه بر كاهش  توان را مي كوئرستينحضور اتوفاژي در 
تشخيص نيز  LC3 بيان افزايش شديد روي از ،Bcl-2بيان 
است  لزوسيتودر پروتئين محلول  يك LC3). 4شكل ( داد

پس از اين پروتئين . شود  ساخته مي LC3-I كه به شكل
غشاي  هاي موجود در آمين اتانول فسفاتيديل اتصال به

گيري براي شكلكه  گردد تبديل مي LC3-II فاگوفورها به
مطالعات ما با . )31( است ها ضروري غشاي اتوفاگوزوم

ظهور ، LC3-IIبادي نشاندار شده بر عليه  استفاده از آنتي
مورد در تصاوير ميكروسكوپ فلورسانس را ها  اتوفاگوزوم

استفاده از تصاوير . )5و  4شكل (  تاييد قرار داده است
ها  ي اتوفاگوزوم ميكروسكوپ فلورسانس به منظور مشاهده

انواع  اتوفاژي در وقوع دقيق براي اثبات اخصبهترين ش
  .)31( باشد هاي سلولي مي تنش

هاي  در كنار تمام دلايلي كه براي وقوع اتوفاژي در سلول
MCF-7  ارائه گرديد، كاهش بيانmTOR  نيز دليل ديگري

هاي موجود  گزارش). 4شكل (باشد  بات اين مدعا ميبر اث
كه كاهش فعاليت  داده استنشان در منابع علمي نيز 

mTORC2 9( همراه گردداتوفاژي  اندازي تواند با راه مي ،
10 ،46 ،51(.  

DRAM  يك پروتئين مستقر در غشاي ليزوزومي است كه
كرد  احتمالاً با عمل DRAM .در انجام اتوفاژي مهم است

ها را به  ، الحاق ليزوزوميشاي ليزوزومخود در غ
تسهيل  ها ها جهت تبديل به اتوفاگوليزوزوم اتوفاگوزوم

قرار  p53 پروتئين تحت كنترل DRAMژن  ).11( كند مي
در ما عدم بروز تغيير نتايج  .)43، 34، 33، 19، 11( دارد
 DRAMژن  بيان درعدم بروز تغيير با راستا  را هم p53بيان 

هاي محققين ديگر در رابطه با  هبا يافت كه داده استنشان 
شكل ( همخواني دارد DRAMدر كنترل بيان  p53نقش 

4 .( 

چه در زمان وقوع مسيرهاي  اگرلازم به ذكر است كه 
 هاي انتظار افزايش بيان ژن ،كلاسيك آپوپتوز و اتوفاژي

Casp3 ،Beclin1  وDRAM  عدم بروز تغييروجود دارد اما 
و  قوع آپوپتوزو دررا  مشكلي ها اين ژناي  زمينهدر بيان 
ها  اين ژناي  زمينه توليدات زيرا كند ايجاد نمي اتوفاژي

براي انجام را  هاي مربوط پروتئينمقادير كافي از تواند  مي
آپوپتوز و اتوفاژي  در ضمن،. توليد كندآپوپتوز و اتوفاژي 

مسيرهاي طريق از توانند  ميهايي هستند كه  پديده
 رت غيروابسته به كاسپاز و ياغيركلاسيك و به صو

، 1( اندازي شوند راهنيز  DRAMو  Beclin1 غيروابسته به
5 ،6 ،48 ،66(.   
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Abstract 

In this study, induction of death autophagy in the presence of quercetin was investigated 
in MCF-7 cells. At first, the effective dose of quercetin, resulting in 50 percent death in 
cellular population (LC50), was determined as 220 �M using MTT assay. Ascertaining 
of the main type of cellular death was carried out using flow cytometry and its usual 
probes including Annexin-FITC and PI. Accordingly, the main type of cellular death 
mechanism in quercetin treatment was apoptosis with total percent value of 54%. 
Determination of effective mechanisms for cell death induction was performed using 
real time RT-PCR. Selected apoptotic genes in this study were p53, Bax, Bcl-2, Casp-3. 
Significant decrease in Bcl-2 expression, with respect to its anti-apoptotic effects, 
showed that the breast cancer cells were being sensitized for apoptosis in the presence 
of quercetin. Increasing the Bax/Bcl-2 ratio shows that, despite of the constant 
expression of Bax gene, the increased sensitivity of the cells for apoptosis is occurred 
via decreasing of the expression level of Bcl-2 gene. Study of quercetin effects for 
autophagy induction was carried out after nominating of mTOR, LC3, Beclin1 and 
DRAM genes and analysing their expression variations in the presence of quercetin. 
Decreased expression of mTOR alongside rigorous increase in LC3 expression totally 
supports autophagy induction. This notion was also confirmed by LC3II antibody and 
immunocytochemistry investigations. Our results showed that quercetin is able to 
induce death autophagy to kill breast cancer cells. 

Key words: quercetin, autophagy, apoptosis, breast cancer, MCF-7 

 


