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Abstract 
Objective : Crocin, an important saffron ingredient, showed anticancer activity in a 
variety of cancer types, particularly breast cancer. However, little information is available 
on the mechanism of its action. Previous studies indicate apoptosis induction by crocin in 
some cancer cells. This study aims to investigate the effect of crocin on the MDA-MB-
468 breast cancer cell line in order to investigate its effect on caspase 9 (Cas9) and 
cleaved-Cas9, expression and splicing of XBP1, and accumulation of LC3-II. 
Methods : We used the MTT assay to investigate the cytotoxic effect of crocin on MDA-
MB-468 breast cancer cells. Next, Cas9 and cleaved-Cas9 levels were evaluated by 
Western blot analysis. Splicing of XBP1 mRNA and expression of the spliced protein 
(XBP1s) was investigated by RT-PCR and Western blot, respectively. The accumulation 
of LC3-II was also evaluated by Western blot. The obtained results were analyzed and 
reported by Image J software. 
Results : The results showed a time and dose-dependent cytotoxic effect of crocin in 
MDA-MB-468 cells. The expression of Cas9 and its cleavage, therefore, the ratio of 
cleaved-Cas9/Cas9 significantly increased. Crocin treatment led to a noticeable increase 
in splicing of XBP1 mRNA, expression of XBP1s, accumulation of LC3-II, and increased 
the LC3-II/LC3-I ratio in these cells. 
Conclusion: The data have shown induction of apoptosis in these breast cancer cell lines 
after crocin treatment. Because of the observed changes in UPR markers and autophagy, it 
seems that these pathways are possibly involved in this process and in intracellular 
regulations. 
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 25/56/36پذیزش مقبله:  31/55/36دریبفت مقبله: 

 چكيذٌ
ٖ  ٣ا٘ٛاف ٢سٚ  آٖ ٣فلبسٜ صففشاٖ اػت وٝ خٛاف ضذ ػشعب٘ جبت٥اص تشو ٥ٗوشٚػ ٞذف: ٝ   اص ػرشعب ػرشعبٖ سؼرنبٖ    ظ٤ٜر ٚ ٞرب ثر

ٔٛجرٛد اػرت. ٔغبِقربت     ت٥ر تشو ٤ٗر اثش ا ؼ٥ٓاص ٔىب٘ ٣وٕ بس٥حبَ، اعلافبت ثؼ ٤ٗذٜ اػت. ثب اؿ ٘ـبٖ دادٜ  ش٥دس ٔغبِقبت اخ

سرظٚٞؾ ثرب    ٤ٗر اػرت. دس ا  سا ٘ـربٖ دادٜ   ٥ٗوشٚػر  ب٤ر تحت دسٔبٖ ثب صففرشاٖ   ٣ػشعب٘ ٢ٞب ػَّٛ ش٤دس ػب آسٛسنٛص ٢اِمب ،٣لجّ

ِٛ  ٠ثرش سد  ٥ٗاثش وشٚػر  ٣ٞذف ثشسػ ، 9ٚ ؿىؼرنٗ وبػرزبص    ب٥ٖر اػرت ترب ث  ػرشعبٖ سؼرنبٖ، دس ٘ؾرش     MDA-MB-468 ٣ػرّ

 ؿٛد. ٣ػثشس ت،٥تشو ٤ٗؿذٜ ثب ا ٕبس٥دس ت LC3-II ٥ٗٚ تجٕـ سشٚتئ XBP1 ٗ ٥سشٚتئ ب٥ٖٚ ث ؾ٤شا٥س

اًد ي  ٖ             MTTػٙجؾ : َب ريشم   ثرشا٢ ثشسػر٣ اثرش ػر٣ٕ وشٚػر٥ٗ ثرش سدٜ ػر٣ِّٛ ٘ربٔجشدٜ اػرنفبدٜ ؿرذ. ػرزغ س٥رشا٤ؾ ط

XBP1  دس ػغحmRNA ث٥بٖ سشٚتئ٥ٗ س٥شا٤ؾ ؿ ٚ( ٜذXBP1sٝث )  تشت٥ت ثب RT-PCR     ث٥ربٖ   .ٚ ٚػرنشٖ ثرلات ثشسػر٣ ؿرذ

٥٘ض ثب سٚؽ ٚػنشٖ ثلات ثشسػ٣ ؿذ٘ذ. ٥ٔرضاٖ ث٥ربٖ ا٤رٗ سبسأنشٞرب ثرب اػرنفبدٜ        LC3-II، وبػزبص ؿىؼنٝ ؿذٜ ٚ تجٕـ 9وبػزبص 

 كٛست و٣ٕ ٌضاسؽ ؿذ. ثٝ Image Jافضاس  اص ٘شْ

ؿرذ. ت٥ٕربس ثرب وشٚػر٥ٗ، ت ٥٥رش       MDA-MB-468ٔٛجت ٔشي سدٜ ػ٣ِّٛ  كٛست ٚاثؼنٝ ثٝ دٚص ٚ صٔبٖ، وشٚػ٥ٗ ثٝ :جیوتب

داؿرت. س٥رشا٤ؾ طٖ    Cleaved-Cas9/Cas9ؿىؼرنٗ آٖ، دس ٘ن٥جرٝ افرضا٤ؾ ٘ؼرجت      ٚ 9فقبَ ؿرذٖ وبػرزبص   لبثُ تٛج٣ٟ دس 

XBP1  ٥٘ض سغ اص ت٥ٕبس افضا٤ؾ ٤بفت. ٕٞچ٥ٙٗ افضا٤ؾ ٔقٙر٣   ٗ ٕرـ  تجٚ XBP1 (XBP1s )س٥رشا٤ؾ ؿرذٜ     داس ث٥ربٖ سرشٚتئ٥

 .ٞب ٔـبٞذٜ ؿذ دس ا٤ٗ ػَّٛ LC3-II/LC3-Iٚ افضا٤ؾ ٘ؼجت  LC3-IIسشٚتئ٥ٗ 

ؿرذ. ثرب تٛجرٝ ثرٝ       آسٛسنرٛص ٞب٢ ػشعبٖ سؼنبٖ سغ اص ت٥ٕبس ثب وشٚػر٥ٗ داربس    ا٤ٗ سدٜ اص ػَّٛ وٝ ٘نب٤ج ٘ـبٖ داد :یريگ جٍيوت

شٞب٢   جشد ػرَّٛ ثرٝ ػرٕت ٔرشي ػر٣ِّٛ ٚ      دس س٥ـر ٚ اتٛفربط٢، احنٕرب ا ا٤رٗ دٚ ٔؼر٥ش ٥٘رض       UPRٔؼر٥شٞب٢  ت ٥٥شات ٘ـربٍ٘

 تٙؾ٥ٕبت دسٖٚ ػ٣ِّٛ، ٘مؾ داس٘ذ.
 

 LC3-II، تجٕـ XBP1، س٥شا٤ؾ ٘ذٚسلاػ٣ٕاؿجىٝ ، تٙؾ ؿىؼنٝ ؿذٜ 9وبػزبص  سؼنبٖ، ػشعبٖ :گبنياژکليذ
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 مقذمٍ
سؿذ ػَّٛ، تىث٥ش، ثمب، ٟٔبجشت ٚ حفرؼ ػرغح ٔٙبػرت    

بط ثؼ٥بس ٘ضد٤ه ثرٝ ٞرٓ   ا٘شط٢ دسٖٚ ػَّٛ فشآ٤ٙذٞب٢ ثب استج

ٞب٢ خبسج٣ ٔب٘ٙذ دػنشػ٣ ػرَّٛ ثرٝ    ٞؼنٙذ. ثؼ٥بس٢ اص س٥بْ

اُٛٔ سؿذ ٤رب ٥ٔرب٘ج٣   اٛد غزا٣٤، ف ٔ    ٝ ٚػر٥ّٝ   ٞرب٢ اِنٟربث٣ ثر

ٖ ػ٣ِّٛ سٔضٌـب٣٤ ؿذٜ ٚ اص عش٤ك ٔؼ٥شٞب٢   ثبٖ د٤ذٜ ٞب٢ دسٚ

دٞٙرذ. ٕٞچٙر٥ٗ    دسخٛس ػ٣ِّٛ، ف٥ض٤ِٛٛط٢ ػَّٛ سا ت ٥٥ش ٣ٔ

-ٞب٢ سؿذ٢؛ ٔؼ٥شٞب٢ آ٘بث٥ِٛؼ٣ٕ حشنٞب دس سبػخ ثٝ ٔ ػَّٛ

اٚوٙؾ ػبخت ٔبوشِٚٔٛىَٛ خٛد سا -ا٢ ٞب٢ تجض٤ٝ ٞب ٚ ٟٔبس 

وٙٙذ. ثؼ٥بس٢ اص فشآ٤ٙذٞب٢ ػ٣ِّٛ اص لج٥رُ آسٛسنرٛص،    فقبَ ٣ٔ

ٚػ٥ّٝ ٔؼ٥ش  اتٛفبط٢، تشجٕٝ، ػٛخت ٚ ػبص ا٘شط٢ ٚ اِنٟبة ثٝ

( Endoplasmic reticulum stress٘ذٚسلاػر٣ٕ ) ؿجىٝ ا تٙؾ

ٝ >1=ؿٛد  ٣ٔوٙنشَ  ٘فرـ    . دس ػشعبٖ ا٤ٗ فشآ٤ٙذٞب٢ ػ٣ِّٛ ثر

٥ٕٞٗ ٔٙؾرٛس   سٚد ثٝ ٞب٢ ػشعب٣٘ س٥ؾ ٣ٔ س٤ٚٝ ػَّٛ تىث٥ش ث٣

ٞب٣٤ اػرت   اٞذاف دسٔب٣٘ دس دسٔبٖ ػشعبٖ اػنفبدٜ اص ساٞىبس

 ػبصد.  س٤ٚٝ سا ٔنٛلف ٣ٔ وٝ ا٤ٗ سؿذ ث٣

ٖ   خـه ؿرذٜ  ٞب٢ صففشاٖ ولاِٝ  Crocus) ٥ٌربٜ صففرشا

sativus L.ٛٔ ثٝ( ٚ تشو٥جبت ٖ اٛف  جٛد دس آ د٥ُِ داسا ثٛدٖ خ

اٖٚ ٔٛسد تٛجٝ ثؼ٥بس٢ اص سظٚٞـٍشاٖ دس دٞٝ ٞب٢  ص٤ؼن٣ فشا

اٛف ثؼر٥بس ٟٔرٓ تشو٥جربت      . >2=اخ٥ش ثٛدٜ اػرت   ٤ىر٣ اص خر

صففشاٖ وٝ ٔٛسد ٔغبِقرٝ لرشاس ٌشفنرٝ اػرت آثربس دسٔرب٣٘ ٚ       

. اص ِحبػ تبس٤خ٣ ػبثمٝ >3=وٙٙذٜ س٢ٚ ػشعبٖ اػت  س٥ـ٥ٍش٢

كٛست تشو٥ت ثشا٢ دسٔربٖ ثرذخ٣ٕ٥ ثرٝ     اػنفبدٜ اص صففشاٖ ثٝ

اٛف  .>4=ٌشدد  لشٖ دْٚ ثقذ اص ٥ٔلاد ثش٣ٔ اٖ صففرش ص٤ؼرن٣  خ

ؿبُٔ  ٞب٢ آ٥ٖذ٤وبسٚت٤ٚٛٙظٜ  ثٝ آٖ ٟٔٓ ٤ٝثب٘ٛ ٢ٞب ت٥ثٝ ٔنبثِٛ

ٗ ، (Crocin) وشٚػ٥ٗ ٗ ٚ  (Crocetin) وشٚػرن٥  س٥ىشٚوشٚػر٥

(Picrocrocin) ٚس ٝ  جبت٥تشو ٤ٗا ٢استجبط داسد ٚ أشٚصٜ ٔغبِق

اص . >2= اص سظٚٞـٍشاٖ لشاس ٌشفنرٝ اػرت   ٢بس٥ٔٛسد تٛجٝ ثؼ

٘مغٝ ٘ؾش ف٥نٛؿ٥ٕ٥ب٣٤ فلبسٜ صففشاٖ ٔخّرٛع٣ اص ٔجٕٛفرٝ   

ٞرب٢   تشو٥جبت ثب٤ٛ٘ٝ عج٥ق٣ اػت. سً٘ صففشاٖ وٝ دس ٔحَّٛ

ثؼ٥بس سل٥ك ٞٓ لبثُ ٔـبٞذٜ اػت، ٘بؿ٣ اص تشو٥رت وشٚػر٥ٗ   

اػت وٝ ٤ى٣ اص وبسٚت٥٤ٛٙذٞب٢ ٘بدس ٔحَّٛ دس آة اػت. دٚ 

ٖ دس خبك٥ت ٟٔٓ ضذ افؼشد٣ٌ ٚ ضذ ػشعب٣٘ فلبسٜ صففشا

ٚ ٕٞچٙر٥ٗ دس   ٞب ٚ وـٛسٞب٢ ٔخنّف  ٔنٖٛ ف٣ّٕ اص فشًٞٙ

 .>5=ٞب٢ ف٣ّٕ اٙذ د١ٞ اخ٥ش ؿٙبخنٝ ؿذٜ اػت  سظٚٞؾ

ػشعبٖ سؼرنبٖ   ،ٞب دس ٥ٔبٖ ص٘بٖ تش٤ٗ ػشعبٖ ٤ى٣ اص ؿب٤ـ

ٞب٢  اػت ٚ ؿٙبخت ص٤ش ٌشٜٚ ٘بٍٕٖٞٛاػت وٝ ٤ه ث٥ٕبس٢ 

آٌرب٣ٞ ٚ   ٝ سٚص دس حبَ ث٥ـنش ؿرذٖ اػرت ٚ سر٥ؾ   آٖ سٚص ث

 ٝ اٛٔرُ    د٥ِرُ تریث٥ش   ػجت ؿٙبػ٣ ا٤ٗ ث٥ٕبس٢ ثر سرز٤ش٢ آٖ اص ف

ثؼ٥بس ص٤بد٢ ٔب٘ٙذ ػٗ ٚ ٘ظاد ٔٛجرت س٥چ٥رذ٣ٌ ث٥ـرنش ا٤رٗ     

اٚ٘ر٣ دس ساػرنب٢    ٥ٕٞٗ د٥ُِ تلاؽ ؿٛد. ثٝ ث٥ٕبس٢ ٣ٔ ٞب٢ فشا

بٍ٘شٞب٢ فٕذٜ ثب٣ٙ٥ِ، ٤بفنٗ ساثغٝ ث٥ٗ  ٟٔبس سؿذ ٚ ؿٙبخت ٘ـ

ٞب دس حربَ ا٘جربْ    ٞب ٚ وـف اعلافبت جذ٤ذ دس ٔٛسد آٖ آٖ

نرش اص داسٚٞرب٢ دس     اػت. ٞذف ٕٞٝ ا٤ٗ تحم٥مبت اػرنفبدٜ ثٟ

ٞرب٢   دػنشع ثشا٢ دسٔبٖ ٚ ا٤جبد ٤ب ت٥ِٛرذ داسٚٞرب ٤رب سٚؽ   

  َ ٞرب٢ جذ٤رذ اسا٤رٝ ؿرذٜ ثرشا٢       دسٔب٣٘ جذ٤ذ ثش اػربع ٔرذ

ػشعبٖ سؼرنبٖ  . >6=ٞب٢ دخ٥ُ دس آٖ اػت  ػشعبٖ ٚ ٔىب٥٘ؼٓ

سغ اص ػرشعبٖ  دس ث٥ٗ ص٘بٖ ا٤شا٣٘ اػت ٚ  تش٤ٗ ثذخ٣ٕ٥ ؿب٤ـ

٥ٔٗ فبُٔ ٔشي ٚ ٥ٔش ٘بؿ٣ اص ثذخ٣ٕ٥ دس ثر٥ٗ ص٘ربٖ   س٤ٝ، دٚ

ٖ  ػٗ ؿ٥ٛؿ  اػت.ا٤شا٣٘  دس ا٤رشاٖ، ثقرذ اص اٟرُ     ا٤رٗ ػرشعب

آٖ اٝ اػت وٝ دس جٟربٖ ٌرضاسؽ   تش اص  ػبَ سب٥٤ٗ 10 ػبَ ٚ

  .>8 ،7=اػت  ؿذٜ

٘ذٚسلاػرر٣ٕ جب٤ٍرربٜ ػرربخت، رخ٥ررشٜ ٚ ثّررٛك   اؿررجىٝ 

ٞب٢ تشؿح٣ اػت. ؿشا٤ظ ف٥ض٤ِٛٛط٤ه ٚ سبتِٛٛط٤ى٣  سشٚتئ٥ٗ

وٙرذ، ٔٙجرش ثرٝ     ٞب سا ٔخنُ ٣ٔ وٝ تب خٛسد٣ٌ كح٥ح سشٚتئ٥ٗ

ٜ ٞب٢ ثبص ؿذ فقبَ ؿذٖ ٔؼ٥شٞب٢ ػ٣ِّٛ ثٝ ٘بْ سبػخ سشٚتئ٥ٗ

(Unfolded Protein Response: UPR٣ٔ )   ؿٛد. ا٤ٗ سبػرخ

ٞٓ دس ثمب ٚ ٞٓ دس ٔشي ػ٣ِّٛ تیث٥ش داسد ٚ ا٤ٗ دٌٚب٣ٍ٘ دس 

ث٣ٛ ؿٙبخنٝ ؿذٜ ٥٘ؼت ٔىب٥٘ؼٓ اثش ثٝ ا٤ٗ سبػخ ٕٞبًٞٙ ٚ  .خ

ٞرب٢ دسٖٚ غـرب٣٤ دس ؿرجىٝ     ٚػ٥ّٝ سشٚتئ٥ٗ س٥چ٥ذٜ ػ٣ِّٛ ثٝ

ٞب٢ دسٖٚ ػر٣ِّٛ   ؿٛد وٝ ثب ا٘نمبَ س٥بْ ا٘ذٚسلاػ٣ٕ ؿشٚؿ ٣ٔ

ٚ اتلبَ ثٝ فٙبكش ٔٛجٛد دس  ُ س٤ٛ٘ٚؼ٣  اٛٔ ٝ ٚ ا٤جبد ف ثٝ ٞؼن

DNA ٗؿٛد وٝ ثٝ دٚ كٛست دس  ٞب٣٤ ٣ٔ ٔٙجش ثٝ ث٥بٖ سشٚتئ٥

وٙرذ   ؿشا٤ظ ٔخنّف، ػَّٛ سا ثٝ ػٕت ثمب ٤ب ٔشي ٞذا٤ت ٣ٔ
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=9< . ٗ  IRE1 (Inositol-requiring ٞررب ٤ىر٣ اص ا٤ررٗ سررشٚتئ٥

enzyme 1)   س٤جٛ٘ٛوّئربص٢  فقب٥ِرت  اػت ورٝ ثرب mRNA ٢

ذٜ   تجذ٤ُ XBP1s ثٝ ٘ٛؿ ٤ٚشا٤ؾ ؿذٜ سا ٤ٚXBP1uشا٤ؾ ٘ـ

XBP1s (X-box binding protein 1 ) سررشٚتئ٥ٗ وٙررذ. ٔرر٣

ُ س٤ٛ٘ٚؼ٣ ث٥بٖ ثٝ اٖٛ ٤ه فبٔ  دس وٙذ وٝ ٣ٔ فقبَ سا ٞب٣٤ طٖ فٙ

ٔق٥ٛة ٚ ٔؼ٥ش اتٛفبط٢  ٞب٢ سشٚتئ٥ٗ حزف فشآ٤ٙذ سد٣ٌ،تب خٛ

 .>10=٘مؾ داسد  ػَّٛ

ٝ  ػ٣ِّٛ ٞب٢ ٔىب٥٘ؼٓ اص ٤ى٣ ْ  دس ور ترٙؾ ؿرجىٝ    ٍٞٙرب

ٝ  اػت (Autophagy) اتٛفبط٢ ؿٛد ٣ٔ تٙؾ٥ٓ ٣٘ذٚسلاػٕا  ور

اٛ٘ذ ٣ٔ ٥٘ض فشآ٤ٙذ ا٤ٗ  تٛجٝ جبِت عٛس ثٝ  ثشا٢ ٔىب٥٘ؼٓ ٤ه ت

 سب٤رذاس  ٘ٛػربص٢  فشآ٤ٙذ ٤ه ؿٛد. اتٛفبط٢ ػَّٛ ٔشي ٤ب بثم

 ػ٣ِّٛ آػ٥ت ؿشا٤ظ دس وٝ اػت عج٥ق٣ ؿشا٤ظ دس تٛلف ثذٖٚ

ٓ  اص ٞرب٣٤  فشآ٤ٙذ ثخرؾ  ا٤ٗ دس ؿٛد، ٣ٔ تـذ٤ذ  ٤رب  ػ٥نٛسلاػر

 اتٛفربٌٛصْٚ  ٘بْ ثٝ اٚوٛئ٣ّ ٚ ثشٌشفنٝ دس غـب دٚ سا ٞب ا٘ذأه

(Autophagosome) ُب٤ت ٚ دس ؿٛد ٣ٔ تـى٥  ٕٔرضٚ   بث ٟ٘

ؿرٛد   ٣ٔ ٞضٓ آٖ دسٖٚ تشو٥جبت ٥ِضٚصْٚ ثب اتٛفبٌٛصْٚ ؿذٖ

 ا٤جربد  ثرشا٢  اتٛفربط٢  فشآ٤ٙرذ  آغبص دس اك٣ّ . ٘مؾ>12 ،11=

 Beclin1 ٚ ULK1 سررشٚتئ٥ٗ دٚ ٚػرر٥ّٝ ثررٝ جذاوٙٙررذٜ غـرب٢ 

 ؿجٝ ذفشآ٤ٙ ٤ه ٚػ٥ّٝ ثٝ ػبص٢ ع٤ُٛ ٔشحّٝ ٚ دس ؿٛد ٣ٔ ا٘جبْ

ثٛ  اتبَ٘ٛ فؼفبت٥ذ٤ُ ثٝ اتلبَ ثب LC3-I سشٚتئ٥ٗ ؿذٖ ٥ٝٙن٥ىٛئ٥ث

اٖٛ ثٝ LC3-II ثٝ ؿذٖ تجذ٤ُ ٚ آ٥ٔٗ  ػبخنبس٢ سشٚتئ٥ٗ ٤ه فٙ

ٖ  س٥ذا أنذاد ثشا٢ فؼف٥ِٛز٥ذٞب ا٘نمب٣ِ ٚ  لؼرٕت  دس غـرب  ورشد

 سشٚتئ٥ٗ ا٤ٗ تجٕـ ٥ٌشد، ٣ٔ لشاس اتٛفبٌٛصْٚ ث٥ش٣٘ٚ ٚ دس٣٘ٚ

اٖٛ ثٝ ػَّٛ دس بٍ٘ فٙ  . >13=اػت  اتٛفبط٢ جش٤بٖ ثشا٢ ش٢٘ـ

بٖ دادٜ اػت وٝ ثؼ٥بس٢ اص داسٚٞب ٚ تشو٥جربت   ٔغبِقبت ٘ـ

ٖ اص عش٤ك ت ٥٥ش دس ث٥بٖ طٖ ب٢ٞ  ضذ ػشعب ٚ فقبَ وشدٖ ٔؼ٥ش ٞب 

( ٚ اتٛفبط٢ آثبس Apoptosis) آسٛسنٛصٔشي ػ٣ِّٛ اص عش٤ك 

اٛد ٔررثشٜ آٖ ٥٘رض اص جّٕرٝ     ضذ تٛٔٛس٢ داس٘ذ. صف فشاٖ ٚ ٔر

اٛف ضذػرشعب٣٘، ثرش ث٥ربٖ       تشو٥جبت٣ ٞؼنٙذ وٝ ثب داؿرنٗ خر

 .>18-14 ،2= ٌزاس٘ذ  ٞب٢ ٔخنّف اثش ٣ٔ طٖ

اٖٛ ٤ىر٣   دس ا٤ٗ ٔغبِقٝ، احنٕبَ دخ٥ُ ثٛدٖ وشٚػ٥ٗ ثٝ فٙ

ٖ دس اِمب اص ٔنبث٥ِٛت ٖ صففشا ، ٕٞچ٥ٙٗ آسٛسنٛص٢ ٞب٢ ضذ ػشعب

-MDA-MBٚ اتٛفربط٢ دس سدٜ ػر٣ِّٛ    UPRدس ٔؼ٥شٞب٢ 

د٥ِرُ ٔنبػرنبص٢ ثرٛدٖ ا٥ٕٞرت داسد، ثشسػر٣ ؿرذ.        وٝ ثٝ 468

ؿىؼرنٝ ؿرذٜ    9 ٚ ٘ؼجت وبػزبص 9ثٙبثشا٤ٗ، فقبَ ؿذٖ وبػزبص 

ٝ Cleaved-Cas9/Cas9) 9ثٝ وبػزبص  ربٍ٘شٞب٢    ( ثر اٖٛ ٘ـ فٙر

ؼرر٣ )ت٥ِٛررذ  دس دٚ ػررغح س٤ٛ٘ٚ XBP1 ، ث٥رربٖ طٖآسٛسنررٛص

mRNA  ٗ( ٚ ث٥رربٖ طٖ )ت٥ِٛررذ سررشٚتئ٥XBP1sٝاٖٛ  ( ثرر فٙرر

رربٍ٘شٞب٢  -LC3ٚ افررضا٤ؾ ٘ؼررجت  LC3-II ، تجٕررـUPR٘ـ

II/LC3-I ٝبٍ٘ش ث اٖٛ ٘ـ  ت٥ٕربس  ٞب٢ ػَّٛ دس اتٛفبط٢ ٔؼ٥ش فٙ

 وشٚػ٥ٗ ثشسػ٣ ؿذ. ثب ؿذٜ

 

 َب ريش ي مًاد

زعفاران ي تخلاي     مُا   ترکيباب   استخراج

  کريسيه
وشٚػ٥ٗ اص ػب٤ش اجضا٢ صففرشاٖ ثرٝ   ػبص٢  جذا ٚ خبِق

 .>19=ا٘ذاص٢ ٚ ؿشح دادٜ ؿذٜ ثٛد ا٘جبْ ؿذ  سٚؿ٣ وٝ لجلاا ساٜ

عٛس ٔخنلش فلبسٜ آث٣ صففشاٖ سغ اص ؿؼنـٛ س٢ٚ ػنٖٛ  ثٝ

 ٘رٛس٢  فقبَ ثرشدٜ ؿرذ ٚ جرزة    -9 آ٥ٙ٥ِْٔٛٛ  وشٚٔبتٌٛشاف٣

 ػٙج ٘ٛس٢ ع٥ف اص اػنفبدٜ ثب ٔحلٛ ت خبس  ؿذٜ اص ػنٖٛ،

اٛ٘ذٜ ٘ب٘ٛٔنش 440  ٔٛ  عَٛ دس  دس جزة داسا٢  ثخؾ. ؿذ خ

 خرلا،  تحت تجخ٥ش اص ثقذ( ٞب وشٚػ٥ٗ) ٘ب٘ٛٔنش 440 ٔٛ  عَٛ

ٝ  ٥ِٛف٥ّ٥ضوٙٙرذٜ  دػنٍبٜ تٛػظ ُ  سرٛدس  ثر وشٚػر٥ٗ  . ؿرذ  تجرذ٤

 IR (Infrared ػرٙج٣  ع٥رف  ٞرب٢  ثرب سٚؽ  ؿرذٜ   اػرنخشا 

Spectroscopy )ٚ ُثشسػ٣ ٚ تی٥٤رذ   فٙلش٢ تجض٤ٝ ٚ تح٥ّ

ب٤ت سٛدس حبكُ .ؿذ وـت فبلذ ػشْ حُ ؿذ  ٔح٥ظ دس دس ٟ٘

 ؿذ. اػنفبدٜ تحم٥ك، ع٣ ٚ

 

 MDA-MB-468 سلًل کطت
ٔشوض رخب٤ش  ػر٣ِّٛ ثب٘ه اص MDA-MB-468ػ٣ِّٛ  سدٜ

 وـرت  ٔحر٥ظ  اس٢ ؿرذ ٚ دس ص٤ؼن٣ ٚ ط٘ن٥ىر٣ ا٤رشاٖ خش٤رذ   

DEMEM-F12 (Dulbecco's Modified Eagle Medium: 
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Nutrient Mixture F-12) (Gibco ثرب ، آٔش٤ىرب ،)  10 غّؾرت 

ثٛبتٛس ثٝ ٚ وـت T25 ػَّٛ وـت فلاػه دس ػشْ دسكذ  ا٘ى

ا٢ٛ ثب  . ؿذ ٔٙنمُ CO2 دسكذ 5 غّؾت ٚ ٔشعٛة ٞ

 

 IC50 سميت ي تعيايه  بررسی ؛MTT سىجص

 کريسيه
ٗ  ٥ٔضاٖ ثشسػ٣ ٙؾٛسٔ ثٝ ٗ  ٚ ػ٥ٕت وشٚػر٥  اص IC50 تق٥ر٥

MTT =-2,5-yl)-2-Dimethylthiazol-(4,5-3 آصٔرررررررررٖٛ

diphenyltetrazolium bromide < ٝ  اػررنفبدٜ ص٤رش  كرٛست  ثر

َ  اثنرذا . ؿذ ٝ  96 س٥ّرت  دس MDA-MB-468ٞرب٢   ػرّٛ  خب٘ر

 ٥ٌرشد،  لشاس ػَّٛ 15000-12000ابٞه  ٞش دس وٝ كٛست٣ ثٝ

ٖ  اص ثقرذ . ؿرذ٘ذ  دادٜ وـرت  وبُٔ ٔح٥ظ دس  سؿرذ  ٚ اؼرج٥ذ

ٓ  ٚ ٞب ػَّٛ  48 ترب  24) دسكرذ  75-70 حرذٚد  ػر٣ِّٛ  ترشاو

 دس ػرربفت، 72 ٚ 48 ،24، 12 ٔررذت ثررٝ ٞررب ػررَّٛ ،(ػرربفت

 دس ٌرشْ  ٥ّٔر٣  5-1 ث٥ٗ ٞب٢ غّؾت ثب وشٚػ٥ٗ تشو٥ت ٔقشم

رذٜ  ت٥ٕربس  ٞب٢ ػَّٛ آصٔب٤ؾ ا٤ٗ دس. ؿذ٘ذ ت٥ٕبس ٥ِنش ٣ّ٥ٔ  ٘ـ

اٖٛ ثٝ ٖ  ٌزؿرت  اص سرغ  .ؿرذ٘ذ  اػرنفبدٜ  وٙنشَ فٙ  ت٥ٕربس  صٔرب

 MTT (5حرررب٢ٚ وـررت  ٔحررر٥ظ ٥ٔىش٥ِٚنررش  100 حررذٚد 

ٝ  ٔجذداا ٚ ؿذ اضبفٝ ابٞه ٞش ٥ِنش( ثٝ ٌشْ/٣ّ٥ٔ ٣ّ٥ٔ  ٔرذت  ثر

ثٛبتٛس  ثٝ ػبفت 4 . ؿرذ٘ذ  دادٜ ا٘نمبَ ٌشاد دسجٝ ػب٘ن٣ 37ا٘ى

 ٚ تخ٥ّٝ ٞب ػَّٛ س٢ٚ وـت ٔح٥ظ ػبفت، 4 ٌزؿت اص سغ

 ٞررش  ثررٝ٥ٔDMSO (Dimethyl sulfoxide )ىش٥ِٚنررش  100

ٝ  ابٞره  ٝ  س٥ّرت . ؿرذ  اضربف ٝ  10 ٔرذت  ثر دس ِشصا٘ٙرذٜ   دل٥مر

(Shaker  لرشاس دادٜ ؿرذ )  ترب  ٖ  ا٤جربد  (Formazan) فٛسٔربصا

اٛ٘ؾ  دػرنٍبٜ  وٕه ثٝ ػزغ. ؿٛد حُ وبُٔ عٛس ثٝ ؿذٜ  خر

. ؿرذ  ثجت ٘ب٘ٛٔنش 570 دس ابٞه ٞش ٞب٢ ٔحَّٛ جزة ا ٤ضا

َ  ٢ ثمب ٥ٔضاٖ آصٔب٤ؾ ا٤ٗ دس َ  ٞرب٢  ػرّٛ رذٜ  بست٥ٕر  وٙنرش  ٘ـ

 دس ٞب ػَّٛ ثمب٢ ٥ٔضاٖ ادأٝ دس. ؿذ ٌشفنٝ ٘ؾش دس دسكذ100

َ  دسكرذ  كرٛست  ثٝ ت٥ٕبس، حبِت ٞش  آٖ دس ص٘رذٜ  ٞرب٢  ػرّٛ

ذٜ ت٥ٕبس ٞب٢ ػَّٛ ثٝ ت٥ٕبس حبِت ( دسكرذ  100 ثمرب٢  ثب) ٘ـ

ٗ  ػ٥ٕت ٥ٔضاٖ تق٥٥ٗ ثشا٢ IC50دٚص . ؿذ ٔحبػجٝ  ثرش  وشٚػر٥

ٛداس اػبع  آصٔب٤ؾ ا٤ٗ دس دٚص ثٝ اٚثؼنٝ ٚ صٔبٖ ثٝ اٚثؼنٝ ٕ٘

 ؿذ. ٔحبػجٝ

 

 ترکيا   بب MDA-MB-468سلًلی   ردٌ تيمبر

 مًلكًلی َبی بررسی مىظًر بٍ کريسيه
 XBP1sٞرب٢   سشٚتئ٥ٗ ث٥بٖ ثش وشٚػ٥ٗ اثش ثشسػ٣ ٔٙؾٛس ثٝ

-LC3سرشٚتئ٥ٗ   تجٕـ ٚ 9 وبػزبص سشٚتئ٣ٙ٥، ٚ RNA ػغح دس

II، َّٛٞب٢  ػMDA-MB-468 ٔنرش٢  ػرب٘ن٣  6 ٞب٢ س٥ّت دس 

 ثرب . ؿذ٘ذ دادٜ وـت DMEM-F12 وبُٔ وـت ٔح٥ظ ٢حبٚ

ٛدٖ حُ ثب  ٞب ػَّٛ دسكذ٢، 70 تشاوٓ ٔـبٞذٜ  دس وشٚػ٥ٗ ٕ٘

ت٥ٕربس   (٥ِIC50نرش )  ٌشْ دس ٣ّ٥ٔ ٣ّ٥ٔ 3غّؾت  ثب وـت ٔح٥ظ

 ثب ٞب ػَّٛ ت٥ٕبس، اص سغ ػبفت 24 ٚ 12 ،6 ٞب٢ صٔبٖ ؿذ. دس

PBS (Phosphate buffered saline )ثررب ٚ ؿؼررنٝ خٙرره 

 س٤زررب ثرربفش ٥ٔىش٥ِٚنررش 200 تررب 150 ٚ اػررىبِزش اص فبدٜاػررن

(Radioimmunoprecipitation assay buffer) ـ   آٚس٢ جٕر

 12000 ٌشاد ٚ دسجٝ ػب٘ن٣ 4 دس دٔب٢ ػب٘نش٤فٛط اص ثقذ ؿذ ٚ

اٖٛ ثٝ س٣٤ٚ دل٥مٝ، ٔحَّٛ 10 ٔذت ثٝ دٚس دس دل٥مٝ  فلبسٜ فٙ

 اػنفبدٜ ؿذ. ثلات تح٥ُّ ٚػنشٖ ا٘جبْ ثشا٢ ػ٣ِّٛ

 

ٍ  -پليماراز  ای زوجيارٌ  ياکاىص   بارداری  وساخ

  (RT-PCR) معكًس
  ب٢ٞ ػَّٛ آٚس٢ جٕـ اص ثقذ ،RNAاص  cDNA ا٤جبد ثشا٢

 -EDTA (Trypsin -تش٤زؼررر٥ٗ تٛػرررظ ؿرررذٜ ت٥ٕررربس

Ethylenediaminetetraacetic acid)، ثرب  ٞب ػَّٛ ؿؼنـ٢ٛ 

PBS ٚ ٝاػنخشا   ػَّٛ، سػٛة ت٥ٟRNA ٝتشت٥رت  ث  ُ  ٔشاحر

 اثنرذا  Ltd.CoBiotechonolgy  GeneAll . تو٥ر  دس ؿذٜ ٤بد

 ٚ ٞرب  ٔحَّٛ اص اػنفبدٜ ثب ٚ ٥ِض( Trizol) تشا٤ضَٚ ٥ِنش ٣ّ٥ٔ 1 ثب

 حرب٢ٚ  آة ٥ٔىش٥ِٚنش 50 دس ٞبRNAو٥ت،  دس ٔٛجٛد ػنٖٛ

DEPC (Diethyl pyrocarbonate )ثرشا٢  ٚ ؿذ آٚس٢ جٕـ 

 فش٤ضس ثٝ ػشفت  ثٝ ثقذ٢ ٞب٢ ٚ آصٔب٤ؾ RNAو٥ف٥ت  ثشسػ٣

ُ  ٌرشاد  سجٝ ػب٘ن٣د -80 ٗ . ؿرذ  ٔٙنمر  RNA و٥ف٥رت  ٕٞچٙر٥

 ثررشا٢ دسكررذ 8/0 آٌرربسص طَ اص ثررب اػرنفبدٜ  ؿررذٜ اػرنخشا  
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ؿرذ. دس ادأررٝ   ثشسػرر٣ 18sRNA  ٚ28sRNAآؿىبسػربص٢  

 عَٛ دس RNA ٘ٛس٢ جزة ٘ب٘ٛدساح، ٘ؼجت دػنٍبٜ ٚػ٥ّٝ ثٝ

ٝ  ٘رب٘ٛٔنش  260 ٚ ٘ب٘ٛٔنش 280 ثٝ ٘ب٘ٛٔنش 260 ٞب٢ ٔٛ   230 ثر

ٛ٘رٝ اص. ؿذ ػٙجؾ ٘ب٘ٛٔنش  ٘رٛس٢ جرزة ٘رؼجت ٞرب٣٤ وٝ ٕ٘

 ٘رٛس٢  جرزة  ٚ ٘ؼجت 2/2 ترب 8/1 ٥ٔربٖ ٘رب٘ٛٔنش 280/260

230/260  ٖ ٝ  داؿررنٙذ  9/1 ترررب 7/1 ٥ٔررب  ؿررذٖ ثرررشا٢ ػربخن

cDNA ٜثرشا٢  .ؿذ اػنفبد  ْ ٝ  ،RT-PCR اٚورٙؾ  ا٘جرب ٛ٘ر ٕ٘ 

RNA ٝاٖٛ ثٝ لجُ ٔشحّٝ دس آٔذٜ دػت ث ٛ فٙ  ٌشفنٝ ٘ؾش دس اٍِ

 HyperscriptTM RT Mastermix و٥رت  نفبدٜ اصٚ ثب اػ ؿذ

Kit ؿشوت GeneAll ٜث٣ٛ وش ا٘جربْ ٚ   RT-PCR اٚورٙؾ  جٙ

cDNA .ٔٛسد ٘ؾش ػبخنٝ ؿذ 

 

 PCR ياکىص
اٚورٙؾ   اػنفبدٜ (Primersآغبصٌشٞب٢ )  ثرشا٢  PCRؿذٜ 

ٛ  ثٝ cDNAثب اػنفبدٜ اص  XBP1ٞب٢  طٖ ث٥بٖ ثشسػ٣ اٖٛ اٍِ فٙ

 (.1 َٚٚ آغبصٌشٞب٢ ص٤ش ا٘جبْ ٌشفت )جذ

 
 ٞب آغبصٌشٞب٢ ٔٛسد اػنفبدٜ ٚ ٔـخلبت آٖ ٥ِؼت 1 جذيل

 
 سيتًزیه-درصذ گًاويه گراد( دمب )درجٍ سبوتی اوذازٌ محصًل )جفت ببز( تًالی آغبزگر ژن

XBP1 
 TTACGAGAGAAAACTCATGGCC UXBP1 :283 4/58 45/45ج٣٤ّٛ: 
 GGGTCCAAGTTGTCCAGAATGC sXBP1 :257 72/61 55/54ثشٌـن٣: 

 

 يسترن بلا 
-SDSدس ا٤رٗ ثخررؾ اص ٔغبِقرٝ، دس ٞررش ابٞرره اص طَ   

PAGE (Sodium dodecyl sulfate- Polyacrylamide 

gel electrophoresis) (12  فلبسٜ ػ٣ِّٛ حب٢ٚ )20دسكذ 

 (Bradford) ٥ٔىشٌٚررشْ سررشٚتئ٥ٗ وررٝ ثررٝ سٚؽ ثشادفررٛسد   

 ٥ٌش٢ ؿذٜ ثٛد، ثبسٌزاس٢ ؿذ ٚ سغ اص ا٘جبْ اِىنشٚفٛسص ا٘ذاصٜ

ِٚت، ٤ه تب ٤ه ٚ ٥٘ٓ ػبفت(، فُٕ ا٘نمبَ سرشٚتئ٥ٗ اص   110)

ثرشا٢  PVDF (Polyvinylidene fluoride )طَ ثٝ س٢ٚ غـب 

ٔذت ٤ه تب ٤ره ٚ ٘ر٥ٓ    آٔزش ثٝ ٣ّ٥ٔ 400ا٘جبْ ٚػنشٖ ثلات )

ػبفت(، ا٘جبْ ٌشفت. سغ اص اع٥ٕٙبٖ اص ا٘نمبَ سشٚتئ٥ٗ، غـرب  

PVDF        ٣5 دس ثربفش ٔؼرذٚد وٙٙرذٜ )ؿر٥ش خـره ثرذٖ اشثر 

-XBP1 (scثبد٢ ا٥ِٚٝ  دسكذ( ٚ سغ اص آٖ دسٖٚ ٔحَّٛ آ٘ن٣

7160-1:1000 ،)LC3-II (ab48394-1:2000 ،)Cas9 

(C3465-1:500 ،)Cleaved-Cas9 (9502S-1:1000 لرررررشاس )

ثب٤ٛ٘ٝ ٔنلُ ثٝ   ثبد٢ دادٜ ؿذ. سغ اص ؿؼنـٛ ٚ اتلبَ ثٝ آ٘ن٣

HRP (Razi Biotech ،ٖررب٣٤ 1:10000، ا٤ررشا (، ؿؼنـرر٢ٛ ٟ٘

ب٤رت غـررب     ثرب اػرنفبدٜ اص و٥ررت    PVDFا٘جربْ ٌشفرت. دس ٟ٘

Amersham ECL AdvancedTM  ّٓفررررر٥ ٚX-Ray 

-βساد٤ٌٛشاف٣ ؽبٞش ؿذ. دس ا٤ٗ آصٔرب٤ؾ اص ث٥ربٖ ثنرب اونر٥ٗ)    

actin( )ab189073–1:4000ٝاٖٛ وٙنشَ داخّر٣ ٚػرنشٖ    ( ث فٙ

 ثلات اػنفبدٜ ؿذ.

 

 آمبری تحليل
ٛ٘ٝ ٞش ثٝ ٔشثٛط ٞب٢ آصٖٔٛ . ؿذ ا٘جبْ دٚتب٣٤ كٛست ثٝ ٕ٘

ب٤ؾ mean±SD كٛست ثٝ ٞب دادٜ ُ  ٚ اػت ؿذٜ دادٜ ٕ٘  تح٥ّر

 One Wayآصٖٔٛ  ٚ SPSS 19.0 افضاس ٘شْ اص اػنفبدٜ ثب ٞب دادٜ

ANOVA (Post Hoc-Tukey HSD) ْػررغح. ؿررذ ا٘جررب 

ٝ  ٘ؾش دس( >05/0P) 05/0 اص وٕنش ٞب، دادٜ داس ٔق٣ٙ . ؿرذ  ٌشفنر

 ثرب  ثرٛدٜ  داس ٔقٙر٣  آٔربس٢  ش٘ؾر  اص ٞب آٖ اخنلاف وٝ ٞب٣٤ دادٜ

 .اػت  ؿذٜ ٔـخق( ***ٚ  ** ،)* ػنبسٜ فلأت

 

 وتبیج
 تخلي  کريسيه

ثرشا٢ جذاػرربص٢ وشٚػرر٥ٗ اص ػررب٤ش اجررضا٢ صففررشاٖ اص   

. >19=ٞب٣٤ وٝ لجلاا ساٜ ا٘رذاص٢ ؿرذٜ ثرٛد اػرنفبدٜ ؿرذ       سٚؽ
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ٚ تق٥٥ٗ ػبخنبس وشٚػ٥ٗ اص سٚؽ ثٝ ٞب٢  ٔٙؾٛس ثشسػ٣ خّٛف 

ٚ تجض٤ٝ ٚ تح٥ُّ فٙلش٢ اػنفبدٜ ؿذ. ٘نب٤ج  IR ع٥ف ػٙج٣

بٖ دٞٙذٜ خّٛف ثب ٢ وشٚػ٥ٗ ٚ ٕٞچ٥ٙٗ ػربخنبس ٔرٛسد    ٘ـ

 (.1ا٘نؾبس دس سٚؽ ٔٛسد اػنفبدٜ ثٛد )ؿىُ 

 

 
 

 
 

 ج

 C H N O فٙلش
ٝ )دسك  8/36 - 7/6 49/56 ذ(٥ٔضاٖ فٙبكش ثش ٔجٙب٢ فشَٔٛ ثؼن

 - - 01/7 74/56 ٥ٔضاٖ تجشث٣ فٙبكش )دسكذ(
 

 وشٚػر٥ٗ؛  دس فرب٣ّٔ  ٞب٢ ٌشٜٚ تق٥٥ٗ ثشا٢ IR ػٙج٣ ع٥ف ٘نب٤ج( ة) ؿذٜ؛ اػنخشا  وشٚػ٥ٗ جزث٣ ع٥ف( اِف) صففشاٖ ؿٙبػب٣٤ ثشا٢ تی٥٤ذ٢ ٞب٢ آصٔب٤ؾ 1 ضكل
 فٙلش٢ تجض٤ٝ ٚ تح٥ُّ ٘نب٤ج(  )

 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 m

jm
s.

m
od

ar
es

.a
c.

ir
 o

n 
20

24
-0

5-
05

 ]
 

                             7 / 15

https://mjms.modares.ac.ir/article-30-3873-en.html


‏ي‏َمکاران‏درزادٌیح‏دیحم
‏
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کريسيه بار   لفمخت َبی غلظت سميت سلًلی

  MDA-MB-468 َبی سلًل
 ٔرشي  ٔٛجرت  وشٚػ٥ٗ وٝ اص ٔرثش٢ غّؾت ثشسػ٣ ثشا٢

ٖ  اص ؿٛد ٣ٔ( IC50) ٞب ػَّٛ اص ٣ٕ٥٘ دس ػ٣ِّٛ  MTT آصٔرٛ

َ  آصٔرب٤ؾ  ا٤ٗ دس. (2ؿذ )ؿىُ  اػنفبدٜ ٖ  ٞرب٢   ػرّٛ  ػرشعب

 ٖ ٗ  ثررب MDA-MB-468 سؼرنب ٔنفرربٚت  ٞررب٢ دٚص دس وشٚػر٥

 دس ٕٞچٙرر٥ٗ ٚ ٥ِنررش ٥ّٔرر٣ دس ٌررشْ ٥ّٔرر٣ 5-1 ثرر٥ٗ وشٚػرر٥ٗ

ٗ  ثٝ. ؿذ ت٥ٕبس ػبفت 72 ٚ 48 ،24 ،12 ٔنفبٚت ٞب٢ صٔبٖ  ا٤ر

ٝ  كٛست ثٝ ٞب ػَّٛ ت٥ٕبس ثب MTT آصٔب٤ؾ تشت٥ت، ٝ  اٚثؼرن  ثر

 ا٘جرربْ MDA-MB-468 ػررَّٛ س٢ٚ وشٚػرر٥ٗ دص ٚ صٔرربٖ

ذٜ ت٥ٕبس ٞب٢ ٚ ػَّٛ ٌشفت اٖٛ  ثٝ ٘ـ َ  ٌشٜٚ فٙ  ٘ؾرش  دس وٙنرش

 .ؿذ ٌشفنٝ

 

 
 

دٖ ص٘ذٜ ٕ٘ٛداس ٥ٔضاٖ 2ضكل  ٗ  اص ٤ره  ٞش ٔرثش دٚص تق٥٥ٗ ثشا٢( 72 ،48 ،24 ،12) ٔنفبٚت ٞب٢ صٔبٖ ٚ وشٚػ٥ٗ ٔخنّف ٞب٢ غّؾت دس MDA-MB-468  ػَّٛ ثٛ  ا٤ر
د. ٌشْ دس ٣ّ٥ٔ ٣ّ٥ٔ 3ػبفت، ثشاثش  48 صٔبٖ وشٚػ٥ٗ دس IC50 غّؾت اػت. ؿذٜ دادٜ ٘ـبٖ تشو٥جبت  ٥ِنش ثٛ

 

 
 

 وشٚػ٥ٗ ثب ؿذٜ ت٥ٕبس MDA-MB-468 ٞب٢ ػَّٛ اص ؿذٜ  اػنخشا RNA ٞب٢ ٕ٘ٛ٘ٝ آٌبسص طَ 3ضكل 
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َابی   در سلًل RNA سطح در XBP1 ژن بيبن

MDA-MB-468  تيمبر ضذٌ بب کريسيه 
ٗ  دس ادأٝ ثرشا٢  ٗ  فّٕىرشد  تق٥ر٥  طٖ ٤ٚرشاؽ  ثرش  وشٚػر٥

XBP1s ٝاٖٛ ث بٍ٘ش فٙ  ٞب٢  ػَّٛ دس سلاػ٣ٕ ا٘ذٚ ؿجىٝ تٙؾ ٘ـ

 3ت٥ٕربس ثرب    اص ثقرذ  ٞب ػَّٛ ،MDA-MB-468سؼنبٖ  ػشعبٖ

اٛكُ دس ٥ِنش وشٚػ٥ٗ، ٌشْ ثش ٣ّ٥ٔ ٣ّ٥ٔ  24 ٚ 12 ،6 ٞب٢ صٔبٖ ف

ٞب اػنخشا  ؿرذ. ثشسػر٣    آٖ RNA ٚ ؿذٜ آٚس٢ جٕـ ػبفت

 ثب٘ررذٞب٢ حبكرُ ا٘جرربْ ؿرذ. ٚجررٛد   RNAوٕر٣ ٚ و٥فرر٣  

RNA18 س٤جٛص٣ٔٚ ٞب٢s ٚ 28s ٖب  RNA ثٛدٖ ػبِٓ دٞٙذٜ ٘ـ

ٛ٘ٝ اػت. ذٜ تجض٤ٝ) ٘خٛسدٜ دػت ؿ٥ٕ٥ب٣٤ ٘ؾش اص ٞب ٕ٘  ٚ( ٘ـ

 .(3 ؿىُ)ثٛد٘ذ  داسا سا  صْ و٥ف٥ت ص٤ؼن٣ ٘ؾش اص

 ٕٞچ٥ٙٗ ٚ ؿذٜ اػنخشا  ٞبRNA٢ غّؾت تق٥٥ٗ ٔٙؾٛس ثٝ

ٛ٘ٝ سشٚتئ٣ٙ٥ آِٛد٣ٌ فذْ اص اع٥ٕٙبٖ حلَٛ  تٕب٣ٔ جزة ٞب، ٕ٘

ٝ٘ٛ اٛ٘رذٜ  ٘ب٘ٛٔنش 280 ٚ 260 ٞب٢ ٔٛ  عَٛ دس ٞب ٕ٘ . ؿرذ  خ

 تشو٥جربت  ت٥ٕبس اص ثقذ ٚ لجُ ؿذٜ اػنخشا  ٞبRNA٢ غّؾت

ٛ٘ٝ تٕب٣ٔ ثشا٢ 280/260 ٘ؼجت. ؿذ ٥ٌش٢ ا٘ذاصٜ صففشاٖ  ٞب ٕ٘

بٖ وٝ ثٛد 2 تب 8/1 ث٥ٗ تمش٤جبا  آِرٛد٣ٌ  ٚجرٛد  فرذْ  دٞٙرذٜ  ٘ـ

 .اػت سشٚتئ٣ٙ٥

  ٝ ٝ  دس ادأرٝ ثر  RNAثرب لرشاس دادٖ    RT-PCR سٚؽ ٚػر٥ّ

رٛ ٚ ػربخت     اػنخشا  ؿذٜ ثٝ اٖٛ اٍِ  طٖ ٤ٚرشاؽ ، cDNAفٙر

XBP1 ذٜ ت٥ٕبس ٞب٢ ػَّٛ ؿذ. ثشسػ٣ اٖٛ ثٝ( كفش صٔبٖ) ٘ـ  فٙ

 .ؿذ٘ذ ٌشفنٝ ٘ؾش دس وٙنشَ

بٖ ،(4 ؿىُ) حبكُ ٘نب٤ج ٗ  ٘ـ َ  دس داد وٝ وشٚػر٥  ػرّٛ

MDA-MB-468 ٤ٚشا٤ؾ 24 ٚ 12 ،6 ٞب٢ صٔبٖ دس XBP1  ٚ

 افضا٤ؾ سٚ٘ذ ٚ وشد اِمب سا RNA ػغح دس XBP1sت٥ِٛذ فشْ 

 .صٔبٖ ٔـبٞذٜ ؿذ عَٛ دس ؿذٜ ٤ٚشا٤ؾ فشْ

، 9وبػرزبص  ، XBP1s َابی  ريتئيهپا  بررسی بيبن

 LC3-II پريتئيه تجمع ي کبسپبز ضكستٍ ضذٌ

تيمبر ضاذٌ باب    MDA-MB-468 َبی در سلًل

  کريسيه
 9 وبػرزبص  سشٚتئ٥ٗ ؿذٖ ؿىؼنٝ ثش وشٚػ٥ٗ اثش تق٥٥ٗ ثشا٢

بٍ٘ش ثٝ اٖٛ ٘ـ ٗ   ،آسٛسنرٛص  داخ٣ّ ٔؼ٥ش فٙ  XBP1s ث٥ربٖ سرشٚتئ٥

بٍ٘ش ثٝ اٖٛ ٘ـ ٝ  تٙؾ فٙ ٚ  ؿرجى  ـ ٚ سلاػر٣ٕ  ا٘رذ ٗ  تجٕر  سرشٚتئ٥

LC3-II ٝبٍ٘ش ث اٖٛ ٘ـ  سؼنبٖ ػشعبٖ ٞب٢  ػَّٛ دس اتٛفبط٢ فٙ

MDA-MB-468، ٞررب ثررب وشٚػرر٥ٗ دس ت٥ٕرربس ػررَّٛ اص ثقررذ 

ٖ  ػبفت ثب 24 ٚ 12 ،6 ٞب٢ صٔبٖ  ؿرذ.  ثشسػر٣  ثرلات  ٚػرنش

ذٜ ت٥ٕبس ٞب٢ ػَّٛ اٖٛ ثٝ( كفش صٔبٖ) ٘ـ  ٌشفنٝ ٘ؾش دس وٙنشَ فٙ

 .ؿذ

بٖا 5 تحم٥ك )ؿىُ اص حبكُ ٘نب٤ج ورٝ   دٞرذ  ٣ٔ ِف( ٘ـ

 سشٚتئ٥ٗ ث٥بٖ داس٢ ٔق٣ٙ عٛس ثٝ 24ٚ  12 ،6 ٞب٢ صٔبٖ دس وشٚػ٥ٗ

XBP1s ػَّٛ دس MDA-MB-468 ٕٞچٙر٥ٗ   .داد افرضا٤ؾ  سا

ٞب٢ ت٥ٕربس،   دس صٔبٖ 9 وبػزبص ٘نب٤ج حبكُ اص ثشسػ٣ سشٚتئ٥ٗ

بٖ ؿىؼرنٝ   9/وبػزبص 9وبػزبص داس ٘ؼجت  دٞٙذٜ افضا٤ؾ ٔق٣ٙ ٘ـ

 24ٚ  12ٞب٢  ( دس صٔبCleaved Caspase9/Caspase9ٖ) ؿذٜ

ة(.  5ػبفت ثٛد، )ؿىُ  6ٞب٢ كفش ٚ  ػبفت ٘ؼجت ثٝ صٔبٖ

ُ اص ثشسػ٣ تجٕـ ب٤ت ٘نب٤ج حبك اص ٤ه  LC3-II سشٚتئ٥ٗ دس ٟ٘

بٍ٘ش افرضا٤ؾ   LC3-II/LC3-Iعشف ٚ ٘ؼجت  اص عشف د٤ٍش ٘ـ

ٖ كفش  24ٚ  12، 6ٞب٢  داس ا٤ٗ ٘ؼجت دس صٔبٖ ٔق٣ٙ ٘ؼجت ثٝ صٔب

ذٜ ت٥ٕبس ػَّٛ آصٔب٤ؾ، ا٤ٗ دس ثٛد. ٖ  ثٝ( كفش صٔبٖ) ٘ـ اٛ  فٙر

اٖٛ ثٝ اون٥ٗ-ثنب سشٚتئ٥ٗ ث٥بٖ اص. ؿذ ٌشفنٝ ٘ؾش دس وٙنشَ  وٙنشَ فٙ

 . ( 5ؿذ )ؿىُ  اػنفبدٜ ثلات ٚػنشٖ دس داخ٣ّ
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وشٚػ٥ٗ ثش س٥شا٤ؾ ٚ تجرذ٤ُ ؿرذٖ    اثش آٌبسص طَ( اِف)ٞب٢ ٔخنّف؛  دس صٔبٖ MDA-MB-468 ػَّٛ دس وشٚػ٥ٗ تٛػظ XBP1 طٖ mRNA س٥شا٤ؾ اِمب٢ 4ضكل 
XBP1 ( ٜس٥شا٤ؾ ٘ـذXBP1u ٝث )XBP1 ( ٜس٥شا٤ؾ ؿذXBP1s دس ػغح )mRNA ٝ٘ؼجت ٕ٘ٛداس( ة)كٛست ٚاثؼنٝ ثٝ صٔبٖ؛  ثmRNA  س٥شا٤ؾ ؿذٜ ثٝ س٥شا٤ؾ
( ٚ P;565/0) 12ثب  6(، **: ت ٥٥شات ث٥ٗ صٔبٖ P;000/0م٥ٝ صٔبٖ ٞب )؛ *: ت ٥٥شات ث٥ٗ صٔبٖ كفش ثب ثImage J افضاس ٘شْ ٚػ٥ّٝ ثٝ آٔذٜ دػت ثٝ XBP1( طٖ S/U٘ـذٜ )

 (P;888/0) 24ثب  12(، ***: ت ٥٥شات ث٥ٗ صٔبٖ P;245/0) 24ثب  6
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تٚئ٥ٗ 5ضكل  سٛنٛص، اتٛفبط٢ ٚ UPRٞب٢ ٘ـبٍ٘ش دس  ثشسػ٣ سش ٗ       MDA-MB-468دس ػَّٛ  آس تٚئ٥ ، XBP1s ،Cas9ٞرب٢   ت٥ٕبس ؿرذٜ ثرب وشٚػر٥ٗ؛ )اِرف( ث٥ربٖ سرش
Cleaved-Cas9 ،LC3-II  ٚLC3-I ٗتٚئ٥ ٖ و٣ٕ سش (، **: P;000/0اون٥ٗ )وٙنشَ داخ٣ّ( =*: ت ٥٥شات ث٥ٗ صٔبٖ كفش ثب ثم٥ٝ صٔبٖ ٞب )-٘ؼجت ثٝ ثنب XBP1s، )ة( ث٥ب

ثرشا٢   9ؿىؼنٝ ثرٝ وبػرزبص    9) ( ٘ؼجت و٣ٕ وبػزبص  (>،P;002/0) 24ثب  12(، ***: ت ٥٥شات ث٥ٗ صٔبٖ P;001/0) 24ثب  6( ٚ P;982/0) 12ثب  6ت ٥٥شات ث٥ٗ صٔبٖ 
سٛنٛصثشسػ٣ فقبَ ؿذٖ وبػزبص ٚ   12ثرب   6 ٥ٗوٝ ث ٢ػبفت؛ ثٝ عٛس 24ٚ  12ػبفت ثب  6صٔبٖ  ٥ٗداس ث ٣ٔقٙ شات٥٥**: ت ، (P;0000/0=*: ت ٥٥شات ث٥ٗ تٕبْ صٔبٖ ٞب ) آس

د. P; 05/0ػبفت  24ٚ  6 ٥ٗٚ ث P;  001/0ػبفت  (، **: P;000/0ٞب ) ٚ فقبَ ؿذٖ اتٛفبط٢ =*:ت ٥٥شات ث٥ٗ صٔبٖ كفش ثب ثم٥ٝ صٔبٖ LC3-II/I >، )د( ٘ؼجت و٣ٕثٛ
(>؛  صْ ثٝ روش اػت وٝ ٘نب٤ج اسا٤ٝ ؿرذٜ دس ٕ٘ٛداسٞرب٢ ة   P;000/0) 24ثب  12(، ***: ت ٥٥شات ث٥ٗ صٔبٖ P;05/0) 24ثب  6( ٚ P;001/0) 12ثب  6ت ٥٥شات ث٥ٗ صٔبٖ 

 ٞبػت. س تىشاس آصٔب٤ؾتب   ٥ٔب٥ٍ٘ٗ حذالُ ػٝ ثب
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 بحث
ع٣ ا٤ٗ سظٚٞؾ، اثش ػ٥ٕت ػ٣ِّٛ وشٚػ٥ٗ ثش سدٜ ػَّٛ 

وٝ ثشا٢ ٔغبِقٝ ٔنبػنبص ٚ ٟٔبجشت  MDA-MB-468ػشعب٣٘ 

ٖ دادٜ ؿذ. ػٙجؾ ٔف٥ذ ٞؼنٙذ،  ب ٚ فقبَ ؿذٖ وبػزبص  MTT٘ـ

 ؿىؼرنٝ ؿرذٜ   9/وبػرزبص  9وبػرزبص  ، ٕٞچ٥ٙٗ افضا٤ؾ ٘ؼجت 9

بٖ ٜ اِمب٢  ٘ـ بٍ٘ش آٖ  ا٤ٗ ػَّٛدس  آسٛسنٛصدٞٙذ ٞب ثٛد. ٘نب٤ج ٘ـ

اٚثؼنٝ ثٝ دٚص ٚ صٔبٖ ثٝ اػت وٝ وشٚػ٥ٗ ثٝ عٛس لبثُ  كٛست 

سا وربٞؾ داد. دس   MDA-MB-468ٞرب٢   تٛج٣ٟ ثمب٢ ػَّٛ

بٍ٘شٞب٢ دٚ ٔؼر٥ش    UPRف٥ٗ حبَ، ثشا٢ ا٥ِٚٗ ثبس ت ٥٥شات ٘ـ

بٖ ٔر٣  ٞب ٌضاسؽ ٣ٔ ٚ اتٛفبط٢ دس ا٤ٗ ػَّٛ دٞرذ   ؿٛد وٝ ٘ـ

ٜ اص ػَّٛ آسٛسنٛصٚ ٔؼ٥ش دس فشآ٤ٙذ احنٕب ا ا٤ٗ د ٗ سد ب٢ٞ  دس ا٤

 ػشعبٖ سؼنبٖ دخ٥ُ ٞؼنٙذ. 

ٞب٢ دسٔرب٣٘ صففرشاٖ    دس دٚ دٞٝ اخ٥ش، ثؼ٥بس٢ اص ٤ٚظ٣ٌ

٤ٚظٜ آثبس ضذ ػشعب٣٘ آٖ ثؼ٥بس ٔٛسد تٛجٝ ٔحممربٖ لرشاس    ثٝ

ذد٢ ثشا٢ اثش ٟٔبس٢ ٞب٢ ٔنق ٔىب٥٘ؼٓ. >18-14 ،2=ٌشفنٝ اػت 

وشٚػ٥ٗ ثش سؿذ تٛٔٛسٞب س٥ـٟٙبد ؿذٜ اػت وٝ ثخـر٣ اص آٖ  

، ٟٔربس سؿرذ   >23-20 ،3=ؿبُٔ اِمب٢ آسٛسنٛص ٚ ٔشي ػ٣ِّٛ 

ٟربس  ، ٔ>20 ،15=ػَّٛ ثب ٟٔبس ٘مبط و٥ّذ٢ دس اشخٝ ػر٣ِّٛ  

 ٞرب  ٚ تٙؾ٥ٓ سب٥٤ٗ دػرن٣ ٔنبِٛسشٚتئ٥ٙربص   >18=فقب٥ِت تّٛٔشاصٞب 

(Metalloproteinases)  فشآ٤ٙذ ٔنبػنبص سا تحت تیث٥ش ٝ اػت و

بٖ دادٜ ؿذ،  . ٕٞبٖ>17=دٞذ  لشاس ٣ٔ عٛس وٝ ع٣ ا٤ٗ تحم٥ك ٘ـ

عٛس لبثُ ترٛج٣ٟ   ثٝ ٥ٔMDA-MB-468ضاٖ ثمب٢ سدٜ ػ٣ِّٛ 

٥ِنش وبٞؾ ٤بفت. دس  ٌشْ دس ٣ّ٥ٔ 3٣ّ٥ٔٞب٢ ثب تش اص  دس غّؾت

ٗ حبَ ٘نب٤ج ػٙجؾ  بٍ٘ش MTTف٥ افضا٤ؾ ا٘ذو٣ دس تقذاد ، ٘ـ

ٗ   ٞب٢ ص٘ذٜ دس غّؾرت  ػَّٛ  5/1-1ترش وشٚػر٥ٗ )   ٞرب٢ سرب٥٤

٥ِنش( اػت وٝ ثب ٘نب٤ج لج٣ّ اسا٤ٝ ؿذٜ دس سدٜ  ٌشْ دس ٣ّ٥ٔ ٣ّ٥ٔ

٥ؼرٓ  . ٔغبِقبت لج٣ّ ٥٘ض، ٔىب٘>18=تـبثٝ داسد  HepG2ػ٣ِّٛ 

س٤ض٢ ؿذٜ دس ػرب٤ش   اك٣ّ ثشا٢ وشٚػ٥ٗ سا اِمب٢ ٔشي ثش٘بٔٝ

ٌرشْ دس   ٥ّٔر٣  3ٞرب٢ ثرب تش اص    ٞب٢ ػشعب٣٘ دس غّؾت ػَّٛ

بٖ دادٜ اػت  ٣ّ٥ٔ دس ف٥ٗ حبَ تٕرب٣ٔ ٔغبِقربت    .>14=٥ِنش ٘ـ

اٛف٣ اص سدٜ ٞب٢ ػر٣ِّٛ   ٌزؿنٝ اثش غ٥ش ػ٣ٕ وشٚػ٥ٗ سا دس ا٘

اٛ٘ربت آصٔب٤ـرٍب٣ٞ ػرربِٓ   >21 ،20=غ٥شػرشعب٣٘    >15=، ٚ ح٥

بٖ دادٜ اػت.  ٘ـ

دس  آسٛسنرٛص ٔغبِقبت س٥ـر٥ٗ ٘مرؾ وبػرزبصٞب دس اِمرب٢     

بٖ دادٜ ػَّٛ اػرت   ٞب٢ ػشعب٣٘ تحت ت٥ٕبس ثب وشٚػ٥ٗ سا ٘ـ

. ٘نب٤ج حبكُ اص ا٤ٗ ثشسػ٣ ٥٘ض دس تی٥٤ذ ٘نب٤ج لجّر٣  >24 ،21=

ربٖ داد   دس ػب٤ش ػَّٛ َ   ٞب٢ ػرشعب٣٘، ٘ـ ٞرب٢   ورٝ دس ػرّٛ

MDA-MB-468 َتحت ت٥ٕبس ثب وشٚػ٥ٗ فقب  ٖ ٗ  ؿرذ  سرشٚتئ٥

 ؿىؼرنٝ ؿرذٜ   9/وبػرزبص  9وبػرزبص  ٚ افضا٤ؾ ٘ؼجت  9وبػزبص 

ػبفت ثقذ اص ت٥ٕبس اتفبق افنبد. ثرٝ ا٤رٗ    24ٚ  12تشت٥ت دس  ثٝ

اٖٛ ثٝ 9وبػزبص  سشٚتئ٥ٗ ؿذٖ تشت٥ت، ثب فقبَ فبُٔ ٔشوض٢ ٚ  فٙ

ٗ  تٛػظ آسٛسنٛص اِمب٢ ٣،داخّ آسٛسنٛص ٔؼ٥ش اك٣ّ دس  وشٚػر٥

اٖٛ فبُٔ ٔشي ػ٣ِّٛ تی٥٤ذ ؿذ ٞب ثٝ دس ا٤ٗ ػَّٛ  . فٙ

ٞب٢ تحت تٙؾ، ٚلرٛؿ فشآ٤ٙرذ ٤ٚرشا٤ؾ     فٕٛٔبا دس ػَّٛ

XBP1 ٝبٍ٘ش ٔؼ٥ش  ث اٖٛ ٘ـ  LC3IIٚ تجٕرـ سرشٚتئ٥ٗ    UPRفٙ

بٍ٘ش فشآ٤ٙذ اتٛفبط٢ ثٝ ثٝ اٖٛ ٘ـ عٛس ٚػ٥ق٣ ٌرضاسؽ ؿرذٜ    فٙ

٥ٕٞٗ د٥ُِ ع٣ ا٤ٗ ثشسػ٣، اثش وشٚػر٥ٗ ثرش    . ثٝ>25-27=اػت 

ٚ سرشٚتئ٥ٗ اص   mRNAدس ٞش دٚ ػغح  XBP1فشآ٤ٙذ ٤ٚشا٤ؾ 

 LC3-II/LC3-Iٚ ٘ؼرجت   ٤LC3-IIه عشف ٚ تجٕـ سشٚتئ٥ٗ 

ٞب٢ تحت ت٥ٕبس ثشسػر٣ ؿرذ. ثرشا٢     اص عشف د٤ٍش دس ػَّٛ

سػرذ ورٝ    ٘ؾش ٔر٣  ، ثٝٞب٢ ا٤ٗ تحم٥ك ا٥ِٚٗ ثبس ثش اػبع ٤بفنٝ

ٔنقّرك ثرٝ    mRNAعٛس ٔرثش٢ دس تٙؾ٥ٓ ٤ٚرشا٤ؾ   وشٚػ٥ٗ ثٝ

XBP1   ٝاٚثؼنٝ ثٝ صٔبٖ ٘مؾ داسد. ثٝ ا٤ٗ تشت٥ت ور دس ؿشا٤ظ 

رذٜ دس ػرغح     ٘ؼجت فشْ ٞب٢ ٤ٚشا٤ؾ ؿذٜ ثٝ فشْ ٤ٚرشا٤ؾ ٘ـ

mRNA ػربفت ثقرذ اص    24ٚ  12، 6ٞب٢  ثٝ تذس٤ج دس ػبفت

٘نب٤ج ٚػرنشٖ ثرلات ثرب     .ا٢ داؿت  ت٥ٕبس افضا٤ؾ لبثُ ٔلاحؾٝ

ربٍ٘ش افرضا٤ؾ فرشْ ٤ٚرشا٤ؾ ؿرذٜ        تی٥٤ذ ٘نب٤ج ٔشحّٝ لجرُ ٘ـ

   ٞب٢ ت٥ٕبس ثٛد. دس صٔبٖ XBP1sسشٚتئ٥ٗ 

ربٖ داد ورٝ ٘ؼرجت      اص عشف د٤ٍش؛ ٘نب٤ج ثٝ دػت آٔرذٜ ٘ـ

LC3-II/LC3-I  ٖػبفت ثقذ اص ت٥ٕبس افرضا٤ؾ ٤بفرت    6دس صٔب

ادأرٝ ٤بفرت.    ػبفت ثقذ اص ت٥ٕبس ٕٞچٙبٖ 24ٚ ا٤ٗ افضا٤ؾ تب 

بٖ داد  ا٤ٗ ٤بفنٝ ٗ دس اِمب٢ فشآ٤ٙذ اتٛفبط٢ سا ٘ـ ٞب ٘مؾ وشٚػ٥

ٞب٢ ػشعب٣٘ سٚدٜ ثضسي سا  ٚ ٘نب٤ج ٔغبِقبت س٥ـ٥ٗ دس ػَّٛ

 . >24=وشد  تی٥٤ذ 
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ٝ   ٞب٢ ثٝ ثش اػبع ٤بفنٝ ٘ؾرش   دػت آٔذٜ ع٣ ا٤ٗ تحم٥رك، ثر

٣ٔ   َ -MDAٞرب٢   سػذ وشٚػ٥ٗ آثبس ػ٥ٕت ػ٣ِّٛ ثرش ػرّٛ

MB-468      ؿىؼررنٗ آٖ  9سا اص عش٤رك فقربَ ورشدٖ وبػرزبص ٚ

ٞب٢ ثب دػن٣ ٕٞچرٖٛ فقربَ ورشدٖ فبٔرُ      وٙذ. س٥بْ افٕبَ ٣ٔ

احنٕب ا  (،ٚ سشٚتئ٥ٗ mRNA)دس دٚ ػغح  XBP1sس٤ٛ٘ٚؼ٣ 

اٚثؼنٝ ثٝ  آسٛسنٛصدس اِمب٢  . دس ٘مرؾ داسد  UPRدس ٤ه ٔؼ٥ش 

ٕٞشاٜ ثب افضا٤ؾ ث٥ربٖ   LC3-II/LC3-Iف٥ٗ حبَ افضا٤ؾ ٘ؼجت 

فقبَ ؿذٖ ٔؼر٥ش   ث٥بٍ٘شػبفت( احنٕب ا  12)تب صٔبٖ  9وبػزبص 

، دس آسٛسنرٛص اتٛفبط٢ اػت. اثجبت استجبط دل٥ك ا٤ٗ دٚ ٔؼ٥ش ثب 

اُٛٔ ٔشتجظٔغبِقبت ثقذ٢ اص عش٤ك ث وٙٙذٜ ثب٤رذ   شسػ٣ ػب٤ش ف

 ثشسػ٣ ؿٛد.

 

 قذرداوی ي تطكر
ٝ  تخللر٣  دونرش٢ سػربِٝ   اص ثخـ٣ حبضش ٔغبِقٝ  سؿرن

ن٥جب٣٘ ثب وٝ اػت ثب٣ٙ٥ِ ث٥ٛؿ٣ٕ٥ بٍٜ ب٣ِٔ سـ ٚ  ٔذسع تشث٥ت دا٘ـ

 ٜ ٔلٛة ٔشوض تحم٥مبت  94-03-51-30362عشح تحم٥مبت٣ ؿٕبس

ٜ فّْٛ  ـٍ٘ب ْ خ٣ٙ٥ٕ، دا ٖ أب ٖ ث٥ٕبسػنب  ا٘جبْ سضؿى٣ تٟشاٖػشعب

 اص سا خرٛد  لرذسدسا٣٘  ٚ تـرىش  ٔشاتت ٤ٛ٘ؼٙذٌبٖ. اػت ؿذٜ

ٍبٜ سظٚٞـ٣ ٔقبٚ٘ت  .داس٘ذ ٣ٔ افلاْ ٔذسع تشث٥ت دا٘ـ
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