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   )���" 6 �	�c'$ �.53 !" .�
� :2@� pZ@$ �"	� !"

  ����$�% D��6�8 )��>� �� u8 !( ����..s� o.B% �
��"

�$ )6� :2�% R.
� �/�" )6� �
��" !" ��.� <23%   )��3

 ���$ ���g	V	��8	���-.3    �.��'A ���
� �&�2��" .2����"

M6� ,2$ )6� ���=V�P$ )�3   �B ����-�� )��3   Y��_�� D�"

  ��
� ���	.T ,2$ n� !" ��.� <�	c'$ ��� )��" 6 �-.�

       )g	V	���8 ��c� �� J�3 6 ���[0$ ��/�" ��c� �� J3 !(

.2��" !���% )��.-" �3�4� 1�-�� !" <������	
�
�  

        D���% o���9� <:2�$� D�5� !�" ���=V�P$ o�4* �"

) �������
�62� J�2����
 	����'$ ������[0$MIA  ������  

Monosodium iodoacetate,2��$ �% ( )���3  ���	��.T

      ����..s� %��_�� !�" ��_'$ <(����E�F M	$ 1	i53)

�$ 1�-�� �% ������	
�
� !"�@$ ���g	V	��8 ) %	�3.(  

  :2��''( ����&$ <�����
�62� J�2��
 	��'$  ���-.�I )  

 2��������.v2V�3-   ���g6�2��������.3% ��0��������-/  

)phosphate dehydrogenase-3-Glyceraldehye (

�.
6�2'( w�$ !" �_'$ 9.V	�.�I ��&$ �" 6 �
� <�3 

,	�"��� 12� ����$   �6��4./ �" :��53 ���	Z�
� )�3

�
�(	
�
� 7��9/� 6 ,	�"��� D.�@� <�3  2�2> )�3

�-.( 6  U�
 )�3 �$ ,��2'( ) %%�I3.( 

  o�.aE� <�/�I ���B :���� %�	$ !A 1� !" !>	� �"

 !�=V�P$ \23 �" �S�T  )    6% ��$��=� 6 !���I�2> ��W�

     n�� D$��� ��2�" ��.V�=/ �'=� J&$ D$��:�6% ) 4 

!���03   D��5�$ \���[$ 6 j��
	�$ �2��� ���" �'��� )�

    M	�$ )	���� ������	
��
� %	�4&" �" �.�
�	(   )��3

 ���-�6 �� ����EF–     	��	$ ���[0$ D���% o����� �"

��%	$�� )	��� �% ���
�62� J�2
 �3- 2� Y�_��.  

  

��� 	
  

   �	�c'$ ���� )��" !( %	" �"�_� ;	� �� �S�T o.aE�

30    %�l�� ��� ����EF M	$ �
    ��	�F !�" ����-�6

 !" �/%�[�5  :6�I6   :6��I D$��� �����  )��3   23���

 �'� + �.�
�	( 9.� 6 �'� <�.�
�	( <!��8 23�� <JV�


 ��	F !" ����	.T .2�2� J.-a�3u0B �% ����  )�3

)����$% ����" ����P.E$ �% <d	���[Z$ Cº 2 ± 22 6 

!��A ) ���'�6� !" ������ 12:12 ���
 6 �"	*� 

)�	3 5 ± 50 2F�% )��2&?� 2�2� 6 %��	$  z�2�'$ 

�% ".��.! ) Helsinki �%  d	�[�  ���(  ��" T. �����	 

�$���3�?@� �% %�	$ 1��� ����� 2�.  

��%	$�� )�f]    �(��� ,	�[E$ <736l8 ��� )�3

{��	� Y�%       ���.��� �% !��%��� �	�* !�" !�( %	" �6�|&"

�.'i53 .�/�I ���B ����	.T U� %�	$ ��.� �3 1�	.T 

!"  ��	�F %��� �%   )��P"ml 500  :l��6 )  �����	.T 

�3�?��@��$�� �% ����.��� 1� ���3 �����B :%�% D��4B .2��� �� 

)��>� D��6�8 <�'��5� ��%	$�� �3 !"  �2�$  2�'A �6� 

�" :	E�  ) Y�_�� �.V�=/  1�I2��	> d	[Z$ �Z�
� �% 

�'��   �% �'�� D$�� 736l8 ��� �'��5� D��6�8 .2�2�

!iS	T     )��$% ��" 1�I2��	> d	[Z$ )Cº 32  ��" <

 ���
m/s 5/4 -3  �2$ !"15   6 !�-�> �3 �% !a.B%

 )��"28 %	" �6� )32.(  

M	$ )	��� �% ������	
�
� %�_�� �	c'$ !"   )��3

    J�2��
 	���	$ ����[0$ 16�% o����9� �� <����E��F

     ��" 1�	�.T �2��"� <��&> ��2" .2� :%�0�
� ���
�62�

�.$�����( �B�0���F ������ o�����9� )mg/kg 50-30(  6

 �������)mg/kg 5-3( �$ M	&."     !�" u|�
 6 2��
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��� ��� � 	�
� �
�� ������� �� ����������� ��� ����� ���� ���	 �
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�� ��	� +	��,!- . 

�$ ���B �@8 �/�I    !��6�� �% ��c� %�	�$ )	��� 6 ) 

º90 �$ ���B 12� J� �@( 162��� .�/�I� ��� �% �

    o���9� !�" Y�2�B� u|
 6 2� u5V n�@( 1�	Z�
�

) ���
�62� J�2
 	�	$ �6% n�Sigma-Aldrich  ��" (

 J_Tµl 50   ��c�] 6mg 1     }���
 �� :%�0��
� ��")

 �.V	-��100-U     !�" .��/�I ��	�F !�.T�� ��� �% (

   <��%	�$�� ~�A )	��� �% D�� �.53µl 50   �.V��


) 2�%�I o��9�34-33.(  

     <����
�62� J�2�
 	��	$ o���9� �� u8 �6� n�

!$���"    �% :�6% Y��5�� �� u�8 6 2�%�I ��]� �'��5� )

 �6�28< Y�5� :6�I �3 �"  j�����  !"��@$ 6 �%   j�����

!��8 �" o��9� ��� �B�0F  :%��$ )  ���	&."  ��4.(�� �� 

�.$��( 6 ������� !�@( 6 M	&." 2�2�.  

�5> )��" !�	5� )�6�    6% ��3 )	���� D�F�0$ <�3 

)���8 ��%	��$�� ���3 !��.T�� D$����) )  6 1�� ,����-�%

(�� ���% ,�5.-(6�8 j
	� �i.B d	[Z$  �2�> 

�/�" 6    ��3 <:��I 1� .2� !���%�" �B% �" 1� Y�� )�3

  D���% �% !���I�2> ��	F !" 	���   ,���6CC 50   ��"

 �.V�$�/ ,	�E$ )6�T ��%2( R-A�"10  ���B 2F�%

.2� :%��
�/ )g	V	��8 :�?@��$�� !" 6 �/�I  

 }��� j
	� :2� !.&� �*�a$   �.�.�-(	��53 )9�.$� - 

     ����B ��
��" %�	�$ )�	�� �	�
6��.$ j
	� ���	v�

 p���� .2'�/�I      ���� �% ���g	V	��8	��-.3 J�&$ )��3

7��$��    ���
� ��" �3   �.�" ��5_�� D5=V��	��
%   ����5V�

 ������	
�
� ��a.aE�)OARSI(    o�5� �4�-� D$��� <

) !=��SDepth ratio of lesions  !�.T�� D�( ��� <(  )

  ) :2�� R���Z�Total degeneration width  ���� 6 (

!���.T��     ����'=$ �	���* !���" :2���� R�����Z� )  ��%  

)Significant degeneration width   o�5� �4�-� .%	" (

 1�9.$ <!=��S   �T�	�� D$���) \6��] 1	.
���g% o5�

:2��� R����Z� �.��
6�2'( ) 1����.�I	
�6�8 6 ���3  (���3

�$  !�Pa� �� !( 2��"      6 ,��.>��
 M��" 6% ��3 j�
6 )

    ��$ ��
% !�" ��� ���% �� ,���6�/     D�( ���� .2���

!.T��       !�.T�� D�( ���� 1��53 <:2�� R���Z� )  �� )�

       	�.����g% ����..s� ���A% !�( ��
� ���[0$ \6��]

4./ /R��Z�) <1��.�I	
�6�8 R��Z� <u�����$ 1	.
���

.�
� :2� (�.
6�2'( w�$ 162" �� �" :��53  

!.T�� ��� <�.'i53      �	�* !�" :2�� R���Z� )

�'=$ :��2�� 9.� ��%  �
� �� ���% \6��] ��� )

 1�9.$ !" 1� �$�ZS !(50    �	�* !�" <��@." �� 2F�%

) ���
� !���@I R����Z� )2��>35 1�9��.$ !��" !���-" .(

�3 !" <��$2F p��� �� n� 7.8 )�3 !�0I ����5� <

  ��$ o��=� ��$6��.$ R-T �"      ���� 1�	��" ��� ��/�I

     �.?���.$) ��5( ��	�F !�" �� ����*�±   \���E��

      �% �� ��a.B% )���$� 9.V���� 6 %	�5� 1��." (%��2�%��
�

) %�( !���� ���g	V	��8 ��$2F D( 1�9.$ %�	$34.(  

�5-B �3) q��Z$  D�[0$ 6  :	�E� )  !4�
�E$ 6 

����"�� p��� �3) 3.g	V	��8	�-�n  �8.7  <!��0I �% 

$	���	/.\��I6�� ���3) !���/�I :2��� !��" ��
6.!� ) 

$.�	�
6�� �	�) ��  �*��a$  }��� $� �.9)  :2��  ��" 

-(	��53.�.�-�	v��<� �% D�� 1 :2$� �
�.  

 1	$�� �� <DF�T G���� )��$� D.�E� 6 !�9_� �	c'$ !"

One-way ANOVA )One-way analysis of variance( 

 �%���'=$ �P��
  )��%050/0 < P  ���&> u|��
 6

:6�I Y�2( �.?��.$ !( 1� �..=�  )���% �?�2�� �" �3

�'=$ �6�0�     ��4.a=� 1	�$�� �� <2'��-3 ��%Tukey 

!.�( .2� :%�0�
�  6 )��$� D.�E� 6 !�9_� DT��$ )

   Y����� j���
	� ����3��%	5� J���
�  ��9���/�SPSS   

 !Z�-�  )16 )version 16, SPSS Inc., Chicago, IL (

.2� Y�_��  
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 ���1���	 . ��
��� � ���� � �������������� ���  

���� (!�" :$"%&'%������( )* �+��,� �-�� !.�/� ��� S )Synovial membrane �� (�,1� 2���3�
 4AC )Articular cartilage (

 45.67� $'%81 ��EP )Epiphysis (5�" ��   49"�/�
" :�(MP )Metaphysis(  49"�/�
" :�(��� ��DP )Diaphysis9"�/�
" :�(��* �� ( 

;��
)�< ���� �'%& 5	*��=> �- ?.@�� $"%&'%������( (A ��)* �- 5���	 2/3 %-"%- �< ���	 �  �@��E ?�F %�< �� ���	 5-��=)" 9�,	 ")

5�  ��G�	 ?�F H��I� =" �@��E ?�F ���	 J+�* �  K�G %- $'%81 (?�F) ���/E %- K�%/�µm 5� �
* �- �@��E ?�F .+�> 

)Degeneration depth �� DD) $'%81 ?�F 4(CD  ��Cartilage depth) �@��E ?�F ���	 ' (DD/CD  ��

Degeneration depth ratioJ(  *+F �L %��+�> �
* �-  *+F �-1 ��*:	 +��- %�4  %�,�- �@��E M+�.�
"  

 (N���� +��� �'%& 5	*��=> �- ?.@�� $"%&'%������(  �<9�,	 �+3�* � �="+	" ��3�� 5� �@��O� ;�" )* ��%�)>�P�
" ���%��")�� �%�& +��- 

)Q):-  5���	2/3  J(%-"%-TDW )Total degeneration width (��G�	 �< R%F � K�%/� �+� �="+	" $'%81 5.S" TO
 =" �<  �%�&

5� *�� 	 �< ���� ') .�
" ��,& K�%/� �	�& %� )�L* �< �
" ��G�Significant degeneration width��G�	 R%F ( �  �+� K�%/�

53@� M)�S �-  %U	�,	 �< )"*R%F  9> )* �< �
" 5.67� $'%8150 .�
" ��() ;�- =" 5.67� $'%81 ���/E %�,�- �� +S)*  

  

���
	 	
  

 ?�F ���	�@��E  

      D�5�$ \��[$ ��W� %�	�$ �% )���$� D.�E� 6 !�9_�

   !�( %�% 1��@� !=��S o5� �4-� p��� �" �.�
�	(

   !����8 23���� :6���I ���" �.���
�	( D��5�$ :6���I �.��"  

)002/0  =P) �'� :6�I <(022/0  =P  R�.(�� :6�I 6 (

) �.�
�	( D5�$ 6 �'�040/0  =P�'=$ �6�0� (  )��%

.���% %	>6      �4�-� p���� ��" �'�� �W� �" !P"�� �%

  !����8 23���� :6���I ���" �'��� :6���I �.��" !=����S o��5�  

)001/0  =P�'=$ �6�0� (   �.�" �$� <���% %	>6 )��%

 �6�0� �'� :6�I �" �.�
�	( D5�$ 6 �'� R.(�� :6�I

�'=$ ) 2@� :23�@$ )��%050/0 < P.(  

89� : 
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   :6��I ��" �.�
�	( D5�$ 6 �'� R.(�� :6�I �."

 !��8 23��  ��'=$ �6��0� ) )��%001/0  =P  :23��@$ (

 D��) 2�2.(   

  

  
 ���2 ;�U	���) �������� M"%�	 .±  ���� (*)"+	��
" $"%�	"

 K�G %- �@��E ?�F ���	mµ�+3�* 9�,	 %�X�- M"%�	 .  �

5� %�,�- M��+S .+��-  
* �+3�* 9�,	 53@� $Z��" *�[' �  ' �3� + ;��
)�< �'%& �- )"*

�3� �'%&  '.�
" ;��
)�< �'%&  

  

��G�	 �< R%F ���� �+� K�%/� �  

     D�5�$ \��[$ ��W� %�	�$ �% )��$� D.�E� 6 !�9_�

    !�.T�� D�( ���� p���� �" �.�
�	(   R���Z� )

 �" �.�
�	( D5�$ :6�I �." !( �
� ��� �?��." <:2�

 ) !�����8 23����� :6����I001/0  =P  �'���� :6����I <(  

)012/0  =P   �.��
�	( D�5�$ 6 �'� R.(�� :6�I 6 (

)001/0  =P���'=$ �6���0� (  �% .�����% %	��>6 )��%

     ��" �'�� :6��I �.�" !( %�% 1�@� G���� �'� �W� �" !P"��

) !��8 23�� :6�I001/0  =P   6 �'�� R�.(�� :6�I 6 (

 ) �.��
�	( D5�$001/0  =P  ��'=$ \����� <(  )��%

     D�5�$ 6 �'�� R�.(�� :6��I �.'i53 .���% %	>6

  ��'=$ �6��0� �.�
�	( ) )��%001/0  =P   :6��I ��" (

 D��) ���% !��8 23��3  .(  

  
 ���3 ;�U	���) �������� M"%�	 .±  ���� (*)"+	��
" $"%�	"

��G�	 �< R%F  K�G %- �+� K�%/� �mµ 9�,	 %�X�- M"%�	 .

�+3�* 5� %�,�- M��+S � .+��-  
* �+3�* 9�,	 53@� $Z��" *�[' � )"*  ' �3� + ;��
)�< �'%& �-

5� �3� +��-.  
** �+3�* 9�,	 53@� $Z��" *�[' �  �3� + ;��
)�< �'%& �- )"*

5� +��-.  

 
  �]�G�	 R%]F ����      )�]^ �]- �+]� K]�%/� �

53@� )"*  

     D�5�$ \��[$ ��W� %�	�$ �% )��$� D.�E� 6 !�9_�

!.T�� ��� p��� �" �.�
�	(    !�" :2�� R��Z� )

�'=$ �	*  %�% 1�@� ��%  �.��
�	( D5�$ :6�I �." !(

    6 �'�� R�.(�� :6��I 6 �'� :6�I <!��8 23�� :6�I �"

   ��'=$ �6��0� <�.��
�	( D5�$    ����% %	�>6 )��%

)001/0  =P   !�( %�% 1��@� G���� �'� �W� �" !P"�� �% .(

   ��'=$ �6��0� !���8 23�� :6�I �" �'� :6�I �."  )��%

) ���% %	>6001/0  =P  �'�� R.(�� :6�I �." �$� <(

   ��'=$ \����� <�'�� :6�I �" �.�
�	( D5�$ 6  )��%

) �����2� %	��>6050/0 < P  :6���I !��( 1� ,���T .(

     <!���8 23��� :6��I ��" �.�
�	( D5�$ 6 �'� R.(��

������'=$ \��������� )���% ) %	�����" ��%001/0  =P (  

 D��)4.(  

0

50

100

150

200

 �
<�

�=
 >

$?
 �

@A
�

)
��

��
�2

��
(

*
0

200

400

600

800

 &
�6

 D
��

E

 

��
F�

� 1
� 

G
�?

)
��

��
�2

��
(

*

* 

* **  



 

  

  

www.mui.ac.ir  

 ���� ������ �	
�� 
�	����–  ���32  
���
 /288 ���� /��� � �!� 1393 811 

��� ��� � 	�
� �
�� ������� �� ����������� ��� ����� ���� ���	 �
��  �
�� ��	�+	��,!- . 

  
 ���4 ;�U	���) �������� M"%�	 .±  R%F (*)"+	��
" $"%�	"

��G�	  �+� K�%/� �53@� )�^ �-  K�G %- )"*mµ %�X�- M"%�	 .

�+3�* 9�,	 5� %�,�- M��+S � .+��-  
* �+3�* 9�,	 53@� $Z��" *�[' �  ' �3� + ;��
)�< �'%& �- )"*

5� �3� +��-. 

 
  )* �+]]� �+��]],� ������()����]]��� M"%]]��`�

$"%&'%������( ��  

\��I6��.$	�	/  �	�
6��.$ j
	� :2� !�/�I )�3

 �� )�	�}�� �*�a$     �.�.�-(	��53 ��" :2�� )9�.$�- 

!53 !" �	"�$ ���	v� :6�I ) D�� �% �3  )�35   ���9 

.�
� :2� !����  

  

  
 ���5 J���� +��� �'%& 5	*��=> �- a�-%� $"%&'%������( .

2�.
 ;�() ;�- =" �- ��%�)>�P�
" M�@��E  *�b�" ' 5('%81 ���

��)* 9"�/�
" $'%81 TO
 )* 5U�()'%( ��   5	 �+�*

5� :�%� c	) �- .*��- ��%( ��* �@��E ��� 5�)�S�� +

Q):-)  5���	10 .(%-"%-  

  
 ���6 JH��
 +��� �'%& 5	*��=> �- a�-%� $"%&'%������( .
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Abstract 
Background: Osteoarthritis is the most prevalent musculoskeletal disorder leading to chronic pain and 
severe disability and its prevalence is predicted to raise significantly in the future as the population ages.  

Methods: Thirty male Wistar rats (weight of 173 ± 1 g, age of 8 weeks) were randomly divided into 5 
equal experimental groups: 1. Intact control, 2. Osteoarthritis, 3. Quercetin 4. Swimming, and  
5. Quercetin + Swimming. Intra-articular injection of 50 µl of monosodium iodoacetate (MIA) was 
applied on right knee of rats; similarly, saline was injected in left knees. The used training program was 
swimming in moderate intensity for 28 days. After the completion of the protocol, rats were killed and 
both knees of the animals were assessed histopathologically. One-way analysis of variances (ANOVA) 
and post-hoc Tukey tests were used for statistical analysis, at the significant level of P < 0.05. 

Findings: Results indicated a significant difference between quercetin, swimming and quervetin + 
swimming groups with the osteoarthritis group (P = 0.001). 

Conclusion: Regarding results of the study, it can be concluded that swimming exercise at moderate 
intensity and quercetin supplementation, either alone or in combination, have a positive effect on 
improvement of osteoarthritis symptoms of rat’s knee. But, it seems that separate effect of quercetin 
supplementation and its combination with swimming exercise does not excel the effect of swimming 
exercise alone. 

Keywords: Swimming exercise, Quercetin, Rat’s knee osteoarthritis 

 
Citation:  Hajizadeh-Moghaddam A, Mirkarimpour SH, Alizadeh MH, Kordi MR, Fallah-
Mohammadi M. Separate and Concomitant Effect of Swimming Exercise and Quercetin 
Supplementation on Rat’s Knee Osteoarthritis. J Isfahan Med Sch 2014; 32(288): 805-17 

 

Original Article  



 

  

1- ������	 
���� 
��� 
��������� 
������ � 
��������� 
� ���� !�"# ����� $��%� 
$��&� 
$��&�  

2- 
��()� 
��� 
��������� 
������ � 
��������� 
� ���� !�"# ����� $��%� 
$��&� 
$��%�  

3- 
��%��()� 
��� 
��������� 
������ � 
��������� 
� ���� !�"# ����� $��%� 
$��&� 
$��&�  

4- ������	 ���� 
$�, -��. � ��� �%�/01 ��������� 
��� 
��������� 
������ � 
��������� 
� ���� !�"# �����  
�&�/ 
�&�/$��%� 

5- 
������� 
��� 
��������� 
������ � 
��������� 
� ���� !�"# ����� $��%� 
$��&� 
$��%�  

������� 	
��� 
: ����� ��	
 ���
  Email: a.kazemi@iums.ac.ir   

  

  

www.mui.ac.ir  

 ������ �	
�� 
�	���� ����–  ���32  
���
 /288 ���� /��� � �!� 1393 818 

������ �	
�� 
�	���� ����  :������ 	���
7/1/1393 

�� ��� �� �� 
���
/288 ��� /��� ���!�  
��1393  :���
� 	���
25/3/1393 

  

����� ��	 � ��
����
�	 ����	 ����
� 
�� ���
�  ������ �
� ������ ����
 
�

���� ���
 �� 
 � �	� �!���
"�#�
� � #!$�� 4NB  

  
����� ���	1� �
�� ��	� �
��	2����� ��	� � �������3� �
��  ���1� �!�"�# ��$1%���&%  '��� �1 �  

���& (%")*4�  ��	��,��
-# �$�%,�5  
  
  

�����  

:����� 	
� �
�
���
���� ����� ����� �� ��� ��
� �
  !	" �#
$��
� � .&�� '(� �)
�"	 �
*�#+, �� !	
-��� �
$�.
+" /)��+  #
��� 0
� "	  �
 

 #�
12� ��+ �
.�"3 �
4���  .#�
*#
�� �
$�.
+" /)��+ 	"��� �4�* "	  �
.�"3 � 5
�"	 6* &��
7� 89
* :
);
* ��	 "	, .&�� ���  <�� �� =# 

6>�
?�,  �@� ��"�*,<
�
12��A	 !	" �* � ����� 	
� �
�
���
���� 4NB �� �
.�"3 �;
* ��	 ��� C��@� <��
2 &(D #�
*.  

��� :�� "	  �
E�+ � &F2 �� #>* 6>�
?� <��!	" �  �����4NB, 0��� 
* 
   G��H� �
 ��	<
�
12��A	 )50 ,100  �200 0�����
�( �  <
�
� ��	

�
.�"3 )5/0 0�����
� G��H� �
 ��	 
* L
2�+ "	 (<
�
12��A	 )50 ,100  �200 0�����
�( .#)#� "
�
+ 0��� M"
�� �� /�  ,
  &
�
>A

 M�" 
* �
��*
��MTT ]3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide [!#)� #P"	 �  ��* 5
Q��+ M�" 
* �)
�

.#�	�R <

>+  ��5���3 t � S�) "�:A� Excel !	�	 ��"�* ���* #� !	
-��� 
 . 

����� :�� 0���  G��H� �
 ��	 
* !#� "
�
+ �
 <
�
12��A	 � ��
(.+ 6*  
* L
2�+ "	�
.�"3, !#)� #P"	 T 
2 � �)
�  ����� &
�
>A T 
2

� ��	 6* 6�1*��  5
�� �".#)	�	 5
F)  �
.�"3 �U
2�+ ��	5/0 0�����
�  <
�
12��A	 �200 0�����
� !#)� T 
2 "	 �" �@� <���F
*  &
�
>A � �)
�

 ��	 � ��
��*
��50 0�����
� !#)� "	 �" �@� <����2 <
�
12��A	 #)	�	 5
F) ��
��*
�� &
�
>A � �)
�. 

����� :����  62 	�	 5
F) 6>�
?� <��<
�
12��A	 �* �(D�+ V*
W �FH*�@� !#)� �)
� !	" �  �����4NB 	"�	  89
* <
.X�  � &
�
>A T 
2

�� ����� 	��.  

:����� ������ �
.�"3 ,	
� �
�
���
���� ����� #�
12� ��+<
�
12��A	 ,  

  

: �!�� ,'Y
2 �"
-Z 5
U>� !	�:
�9 ,#��� ��Y
2, ,��9 ���
W ,M�.(* �U
[ ,\
U9 ���
[�W ,�#) ��
.
� 
]"#�^� �)��]".  "#���
 �$� "%��&

'���� (�� � '���)����� �����  ���)�� ��
 *�+%�,-��( ��.�� �& "��� ��/� � -�� �0�%��1�2��� � 20�%" 4NB . 6�_�

 5
(-P� ���:� !#�F)�	1393 `32 )288 :(827-818  

  

  

  

�&'�(� )#�*
 



 

  

  

www.mui.ac.ir  

 ������ �	
�� 
�	���� ����–  ���32  
���
 /288 ���� /�!� ��� � 1393 819 

 �������	
���
� ��� ��� ����� 4NB �� ��	� ������ ��� �����  ����� ���	����/
0 1 

�����  

 ) �������� ��	�����
��	
��� �������
��APL  �������  

Acute promyelocytic leukemia ���� (3AML-M 

)3M-Acute myeloid leukaemia ( ������� �� �����

��
�� ���� �� �
�  �	!��	
 ���  �" 10 ���� 

  ���% &� �& ����
'%��	
 ����� (�)���
 ���% (����'�*
 ��

�
 ��	+ )1( &��	% ,�� &� .�  .���
 /�01   ��	2  ��" 

  (��3 ��4	*)   ��% ���
    5��6
 &� ��	�
��	
��� ��+7��

(��8�
��   &��	% ,�� .�
� 9��2 ��� 	
   ��% .���4


 �
���
���  &�0:"��)21q<22q) (17<15(t   ��3�:�?

�
 @��? &� ��  �� A	%98  �����    D�"��E
 (�&���	%

�
  ���
)2(.  

%�F ,��� @���F (G D���	+  �"   α  H	!�:	1& �	
�

)RARα(  �PML )Promyelocytic leukemia( �& 

  I���
���  �& 9�	1�1 �% ��    ��"q17  �q15  &���J 

��K�+ @��� �
 LM�
 .�:�   @D��? ���0�� �J�N�� ,	O1��� 

 ��� &� ���P
 AQ��  ��G��
APL   ��
 ��R��    ��� ��:�

D����   �
� D�? SJ��
 (T &� 5���1 )3(.  

 ��U�� V�) ��@     �% �J��N�� ,	O1���� ,��� �  (���:W

 �&��  ��% D���	+ ) �	
� H	!�:	1& X���1ATRA  ��

All trans retinoic acid (.�
�  &�P
 YW�% �&�� ,��

  �������
���T � �J������N�� ,	O1�������� RAR α   

)Retinoic acid receptor alpha (�
 ��? �0	�� ��   

  ��
�  ��	!��	
 5���1 (T )4(.   ���
�� ,	�% &�    ��"

@ �	!��	
 APL  �%ATRA     (��E� ��[��% �	�
�\�

      9�F�
 ����
&� ��	�? ��% 9�	��1 &� �� �
� D���

�
 �J�
 �:	��%  ��*P%       ��K��&� ��% &���	% ��
� @���?

ATRA  ��
 I��Q
 (T �% ��E	%  ���?   ���W 9�F�
 � 

)Relapse( �
  &��	% ���+ )5(.  

&�  ��  �&��
 ���W   &���	%  �&�� ���F�@   �&��

 �\��  �1 H	:
&T��� )ATO   ���Arsenic trioxide( 

�
 �*
�:
  �&�� .�?�%  �% ,	���  �"��� &� H	:
&T

��� ���P:1 ���1�  [�%  �"��� &� � ��? ������T YW�%

�]� 5	� �K�%  �& ��
 �&�� ^��
  �" )6(.  

� �� ���
ATO    &���	% ��% ���P:1 �%APL   5���01

�
  &� ��*P% YW�% @��?70  ��
 (�&��	% �`&�   <����+

     ��% 9�	��1 a&��` &� ��� ���� &�ATRA  Y�W�% @

 &� ��*P%90 �
 (�&��	% �`&� ��?.  ��0	�� �b �+�   

 (���
&�APL  ���%ATRA  ���� �ATO  ���% 9��	��1 &�

�
  &��	% ��*P% YW�% ���
&� ��	?  �"�&��   @���?

  ��% ���&�� �
��Q
 � ��W �
�ATRA   ��� �ATO  &�

�
 �1�	� a'�E
 �� ��� (�&��	% �3�%  �?�%)7(.  

,	
���\���K� )DFO  ����Deferoxamine  �&�� (

 ��������
 (��79/656����	� @  ����W  6  ���% @�W���


�d	"�
 L3�� @ ��&� L3�� @ ��F L3�� a&�`   �

�
 5��01 ���"� �       �	R�
  &���� a&��` ��% .���?

  ���	�	��������? &��3���������
  �&�� � e���������&  

S3O4CH8O6N48H25C �
  �?�%)8(. DFO   (���:W �%

 D��::� �1'? � ���
&�  �&�� H�      (��
&� &� ,�"T

�
 D��R�
� ,"T  &�*���+  ���? )9( .DFO    (���:W ��%

�
 f�g
 5	�  &�
�1 �h  �&�� H� .�?�% T  &� ,�"

  ) &��
�1 ����?Tumor initiator   ���0�� H���N1 � (

&�
�1 )Tumor promotor(   .�&�� A�Q�  ��g3  �*�\�

     ^��G& � ,��R�\���1 ��*�?� A��5�K� �% ���K� &� &�
�1

 �� �:2 ���i2T�
 A��5K� ," �%�� )10(.  

    ��� ��
� D��� (��E� a�4��g
 .���
  D�&  ��"   

   ��% j��\� I��
'%�&��DFO  ��
  �?�%: .�DFO  &�

(���
� � ��� ���% k���*1&�@  D����� A"���� 9*��
 �����
 

)Viability (.��
 D�&  �"    ��
 I��
'%�&��  .���? 

���� 90 �`&� D��� &� A"��   ����
  .���
 ,���   ��"  



 

  

  

www.mui.ac.ir  

 ������ �	
�� 
�	���� ����–  ���32  
���
 /288 ���� /�!� ��� � 1393 820 

 �������	
���
� ��� ��� ����� 4NB �� ��	� ������ ��� ����� ����� ���	 ����/
0 1 

96    ��% &���	1 �� �4% �W�
DFO    ��
� D��? D���� 

)11( A"���� H��� . 80-50   ���`&�D�����  �����


L
�
�1�l"   ��% &��	1 &� �"DFO     D��? D��� (��E� 5�	�

�
� )12(.  

^\	���
 .��
 �?& &�P
  �"  m
�1  &�
�1  �"

DFO � � D�	d	� 9�2  ��
 ��3�:�?��    n8�E
 .��?�%

 D�? �
� ��T������& �	1�O�����*�& ^�5�@  H�T ^�5�

 �% ��\%��T     ��% �"��	1�O�����*�& L���*1 9*�
 �� ,"

���
 �"���	1�O�����*�& ���\��� ����?@ ��"� �� ������ V�

DFO �
 �?�%<  �& ,��� ��    o���) ,��� ��DFO   H��

 5�:
 &� .'�3�DNA  ��
 ��0��  ��:� )13( .DFO  ��

^\	���
 o��)  �"  �U��     �������T  ��Q�� 9*�
 5	�

�
 ?�+� .�� ^\	���
 ,�� �b % �" � n8E
 o	J� &�)

�\	�@ ^\	���
 �p4% �
�   �"T  ��
� D�? ��3�:? (

���F �� ��   T(  � �"��l
�� (��� .�4K �"T^�5�    ��"

�g��
�� ���� H��	�	��O1���   �:���\" ��������T  ���Q��@ 

�
 .�?�% DFO   �"��l
�� �
� &��J8 � 9  ��l
�� �

3 �:� .�4K �& )14(.  

���
 .�������  ��&DFO  o����) �����	�81  ,��"T    

)Iron depletion (   .���? �������T 9F�
 @�& ,��� �� 

.��
 �U�\%�� A��5K�     ��%  &��
�1  ��"T   ,��� ,�"

 �& 9�g
�
 ��P:E	� �	�81 �� �:�   T    (���:W ��% ,�"

    &��
�1 ��?& (���� ���N
 &� ���
&�  71���
� H�

    ��	�81 ,��� ��� @��?�% f�g
   T    �1'�? m�
�1 ,�"

D�::�   �"T ���F �� ,"DFO .�
� ��i� (��
�  

�%  �% �F�1�*��g
    ��? ���q ��� @   ��4��g
 ,��� &�

 �4
  �����+   &� H	:�
&T ,	���� ��� ��]�    ��% 9�	��1

DFO &D�&  �    ������
4NB  �� ���1 ����? ���
&�%

� H	:
&T  [�% ��� �p
 a��]�    (T a'��E
 ����


     ���
�� ,	���� ��� &� H�	1�����T �	�`�3 I�W Lr


��?       �����Q1 ��]� (���% �&�� a&��` &� ,	�:d�" �

��:4
�   �& &��  � .����
 ��	��%����
 ���	��4K A"����

D��� (T ���
@ D�:�T &� (���%  a��4��g
 I�0�� �� X� � 

����	��1    (���
&� &� �&�� �� ,���� 9��	��1 ��APL 

D�P% �? �:
.  

  

��� 	
  

���� ���  

&� D�& �4��g
 ,��    ����
4NB  .���
)    ���
��  ��"

(��� H	�	
��	
���  @��? �	P1 (���� &��
�� ��	�\�� �� �� 

&��J �4��g
 �&�
 .�K�+ .��
   m	�N
 &� �"1640RPMI 

)1640Roswell Park memorial institute ()Gibco (

  ���� �� 10     )  ���+ ,	�:F I��
 ��`&�Gibco(@ 

^��
 a�:%��	% )Invitrogen� ( lµ 100 ,	�	
 �:�- 

gµ 100 ,	\��
�����
� )Bioidea�
 (  ��?�%@   ��E�

.���? D���  

  ��
� &� �	P1 ���4% �E� m	N
 Cº 4    &���PU�

� �? m	N
  �
� �% D��R�
� �� L*J )Cº 24  D����
& (

.���? .����
 ���E�  ���" ���% &�1���%���� &� D���? D���   

5 �`&� 2CO �  �
� Cº 37 .���?  &��PU�  

����� ���� ���� ���� �
 ��  

.��
  �"����
 &�      ,����P% &� ��� ����&��U� ��?&  

�
 �
 �% ��3 �	4h�     �� A	�% ��
� ,���
 � ���%

90 .��
 �`&� @�:?�% ^	\Q1 .�� &� �"     ��"��� ��%

 S�����8
DFO )lµ 50 @00  �200 ( � ������P:1 ����%

 �% �*	��1ATO )lµ 5/0(  &��	1���?.  ,�� &� ,���%�:%

�����
 ��������
  (�����? �����%��% �� (�����
� (������1  

)Doublication time.��
 ( .��� �*
�N
 5	� �& �"  

.��
 �&�
 &�   �"4NB   (��? �%��% �� (�
�24 

   H	:�
&T � ,	
��\���K�  �&�� .�? �*
�N
 �W�
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m	����������N
 &� 1640RPMI  (������������%FBS   

)Fetal bovine serum  .����? o�	J& (   &��s:
 ,���%@ 

t��
� ,	
�\���K�  �&��  �s�2 �%µM 10000  &�

  ���? ����K�+ ���s� ���" .M 1   ���%��% ,	
���\���K�  

g/l 79/656 �����
  .�����?�%Mµ 100 DFO  �����%��%

065679/0  &�l 1 ����
  &� � ����?�%CC 500  ����%��%

032/0 �
  .��?M 1      ����� ����\��  ��1 H	:�
&T  

g/l 200 �
  .�?�%M 1   ��%��% H	:
&Tg 2  &�ml 10 

�
  .�?�%g 2  .��4
 H	:
&Tmg 2000    ���% .��
� 

,������ &������ �� .�����l
T   �����"mg 10  &�ml 10 

)ml10/mg10( ATO D��R�
� �?.  

ATO &� .�l
T �"  �&�� �s�2 µM 5000 �
� .

�4��g
 ,�� &� ��E	% �J�  ��%@ ATO  o	J& ��?  �� �

 ���s�2µM 50  D��R���
�������+,���%���:% .@ µl 10  ��

 �&��&� µL 990  (��% m	N
FBS �? L�  �s�2 �1

Mµ 5/0 .��? �	P1 H	:
&T  

�	�� �� �	��� &��	1  ��%   �"12 ���3   ^�0� �  �

 ���P�lµ 1000    D��R��
� H�"�b �" &�  .��?  �� X��

.��
 �`&� &��	1 ��`�K �% D���  �"    ���
�24@ 48 

 �72  �% �W�
��	
�   .�? �*
�N
 ��% (�l��1  

���� ����
 ���� ���    :���
 ���"#�� �
 ��    ���%

D����� ���
&�% @�����
 lµ 50 ������
 (�	��\��l
�
 �� 

 u�	1���	
 L3����8�&  �?�   (��l��1 (�5	
 (��" �%

��% )Sigma   �K��h� (T ��% (  �����+�    a��
 ��%2-1 

 �%���� v�1�  �
� &� �Q	J��?.  Xl
lµ 10 ��  .��


.��
 &�%�O� I[ �%   .�����+ w&���? D��
 � D���  �" 

.��
   ��i���� q�R� ��% (�l��1 e�& �% �*\� D���  �"

�% � �
 D��� e�& ���? . .���
 &�     e��& D���
  ��"

 ^
'���	
 �&���
 ��? .��
 �   L���
 �%T e�& �% �"

�
 D��� AR:% �% .���?  

���� �$�%�
�&  ��%�'( ����
  �
 ��MTT assay  

lµ 100  ����
 (�	\��l
�
 �� &�H"�b   ��	��  �"

96 ���3  ��8�&  � �   �&�� Xl�
DFO )Sigma ( �

ATO H"�b �%  �K�h� �" .��?     ��
 ��?i+ �� X��

(���
� 24 @48  �72 �W���
(���
�T @ MTT )Sigma( 

.�K�+ &��J �4��g
 �&�
  

 &���MTT )Microculture tetrazolium test (�% 

�s�2 mg 5 &� ml 10  m	N
RPMI   ��J�KFBS   ���

 �K�% m
�1PBS � �? L�  V�4
MTT  �	P1���+.� 

 Xl
lµ 100  V�4
 ��MTT     �K��h� H�"�b ��" �%

�? �    a��
 ��%3-2   &�1��%���� &� �W��
 Cº 37 �   

5  �`&�2CO  .��? D��� &��J     (��
� ��?i+ �� X��

@(�	
�%���� �% �	�� &�� g 520  a�
 �%7    ��% ��Q	J�

G�	R�������
 ���	�� @&���3 G�	R�������
  .���?lµ 100  ��

 �����3 �����& .����N
��? (T ���% � �lµ 100  .����N


DMSO )Dimethyl sulfoxide) (Sigma ( �K����h�

����+ � ���?�� �
�	:	
��T L��K �% �	��D  ��? �   ��%

 a�
15  �%���� &�1�%���� L3�� �Q	J� �����+.   Xl�


 D�U����������
� m���������
�1ELISA reader   

)Dynex technologies (  ui�F  ������  &���   &� ��"

x�
 .�) nm 570  D����3.�?  

�*
�N
  &��Q
  P .��
 w&��?  ��%  @�" �	��4K

�	��%��
� D��� �`&� �  ���
 ��%  (��
�T t �  I���  &�5�K� 

Excel ����+ I�0��.  

  

���
	 	
  

 )���*���+ ����  ,��4NB    	�./��  ���0�� 	


 ,���� �
DFO �  1����DFO   ��
ATO   	�� ��

	���( , ��� �  

.��
 w&��? A"��   � ���% (�
� � ��� �% ��\%�� �"
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    ��*	��1 ��� &� .���
 ����41 ,�����200 DFO  ��% 

5/0 ATO  �)72    D�"��E
 �&�� ��% a&��0
 �W�


 � �"���? D����+ &� .����
 �����41 ,�����E	% � ������+  

50 DFO  �)24   ��? D�"�E
 �&�� �% �PF��
 �W�


 .��F)1.(  

�\��Q
 �
&�%    ���`�K ��
 &� ����&�� &��	1  �   

 ���
�24 @48  �72   L�%�J A"�� �� ��� (�E� �W�


�s�'
  .���
 ���41 &�  �   &� ��"72    �� ��4% �W��


     ����41 A"��� ,����E	% .��?�� ��F� ���&�� &��	1

 �*	��1 ��� �% k�%�
 .��
200 DFO  ��% ATO 5/0 

��`�K �
 &� .��% ���
�    

  ��% �"���   S���8
DFO     ��"��� 9�	��1 �

DFO ���%  ���µM 5/0   ���% �����\��  ���1 H	:��
&T

 .����
 w&����? ���" ���4% �� 24 @48  �72 �W���
   

050/0 < P .�
T �
� �%  

���� )���     ��
 	�./��  �� ���� DFO   1����� �

DFO  �
ATO ��� �� ��� 	� �� 

��� µM 50 DFO � �����P:1 ���% ��� ���% 9��	��1 &�   

µM 5/0 ATO       ��]� (��
� ��% ���\%�� ����� H� &�

D���  �& ���  ���
@�?��    ��"��� �
�100 � 200 

DFO   ���% 9��	��1 &�ATO    L��%�J A"���� Y��W�%

�'
s� D��� (�5	
 &�  � .�? ���
  D���� ,�����   ����


  ��*	��1 ��� &� .��
200 DFO   ��%5/0 ATO   ��)

72  �������+ D�"����E
 �&�� ����% a&�����0
 �W����
  

 L�?)1(.  

 �%.��
 (��% D��� �`&� ��� .�
�K �� D��R�
�  �"

:�? �*
�N
  

(���
 D��� �`&�=
.��
 ,	U��	
 D���  �"

.��
 ���0
 ,	U��	
 D��
 � D�1�  �"
× 100 

 L�? o*) �%1    ��% ����P:1 �% ,	
�\���K�  �&��

D���     ��
 ��]� .���
 ����
      ��% 9�	��1 &� ��
� <�&�i�+

�� �
� ��PE
 &�	\% (T �E8%�]� @H	:
&T �
   (���1

^" �]� �&�� �� ,�� �� �K�+ �0	��  H�G�:	
 � ���5K�

.��&�� ^" �% 9	��1 &�  

 &��Q
P  S��8
  �"���DFO   �"��� 9	��1 �

DFO ���%  ���µM 5/0  ����% �����\��  ���1 H	:��
&T

D���  .���
 ���
  ��"  ��4%  ��24 @48  �72  �W��
   ��%

 (�5	
050/0 < P .�
T �
� �%  

  
 ���/1 �� 34 �%��� *���+ .24 �48  �72 ���� �
 	./��  �9��  

���� �����  
���� �����  

72 ��	�  48 ��	�  24 ��	�  

103000  168000  345000  DFO 50  

91000  140000  329000  DFO 100 

79000  111000  283000  DFO 200 

66000  95000  267000  DFO 50/ATO 5/0 

54000  80000  256000  DFO 100/ATO 5/0 

38000  72000  248000  DFO 200/ATO 5/0 

200000  302000  464000  ���
 

DFO: Deferoxamine; ATO: Arsenic trioxide 
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 :$+1. 	;#�<  ����
 ���� ,� ���� ���  �� 34 ��
 ��"#�� �
 �� 24 �48  �72 ���� �
 	./��  �9��  

  

  
 :$+2. 	;#�<  ����
 ���� =�%�
�&  ��%�'( ,�  �
 ��MTT assay  �� 3424 �48 � 72 ���� �
 >���?  �9��  

  

���� �$�%�
�&  ��%�'( )���  ,��4NB   ���0�� 	


 ,���� �
 	./�� DFO �   1�����DFO   ��
ATO 

 	� ��	���( , ��� �  

 H	��%��
 �	��4K �
&�%  ��%  A���
�T �� @����


e�&  �0:
MTT (�
� &�  �" 24 @48  �72   �W��


.�? D��R�
�    ui�F ��% S��8
  �"���  &�� uiF

  &���"�? �? �\��Q
  �    ��	��%���
 ��	��4K ��`&�

  (��
� �
 �) ��� �"24@ 48  �72    �*�
�N
 �W��


.����+  �*	��1 ��� &� ��	��%��
 �	��4K ,�����200 

DFO  �%5/0 ATO  �)72    �&�� ��% a&���0
 �W�


   ��� &� ��	��%���
 ��	��4K ,���E	% � ����+ D�"�E


DFO 50  �� X�24     ��? D�"��E
 a&���0
 �W�


 L�?)2(.  

 �s�2 �b �"DFO  �+�::� &�P
 �]� @�?�% ��E	%

     .��
� ���E	% .���
 ��	��%���
 �	��4K �%DFO  &�

      &��P
 ��]� ,����E	% ����\��  ��1 H	:
&T �% 9	��1
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 �� (���E� ���� �&�� �& H��	��%��
 ���	��4K ���% �+���::�

 m
�1 H	:
&T �]� ���Q1DFO �
 .�?�%  

 &��Q
P  S��8
  �"���DFO   �"��� 9	��1 �

DFO ���%  ���µM 5/0  ����% �����\��  ���1 H	:��
&T

 ��	��%��
 �	��4K�4%  ��24  �W�
050/0 < P  ��4% @

� �48  .��4
 �W�
003/0 < P  �� �4% �72   �W��


008/0 < P �:4
 �� �? �*
�N
 .����% &�� 

  

 !"  

�4��g
   ��
 (��E� �h��      ��� ��"�DFO  ��
   �����1

D��� A"�� YW�%      .���
 ��	��%���
 ��	��4K � ����


4NB   �1 H	:
&T �% �*	��1 ��� &� ,	:d�" � ��?

    j��
� ��% .��:� ���Q1 �& H	:
&T �E8%�]� @���\��

��K��       9�	��1 ����
&� ��� ,����P% @��4��g
 ,���  �"  

200 DFO  �%5/0 ATO  �� X�72   a&���0
 �W�


   .��� (���E� �&  &�i��+�]� ,�����E	% ���� ����% �&�� ���%

 9	��1 ���
&� ��� ,	:d�"200 DFO  �%5/0 ATO 

 �� X�24    &�i�+�]� ,���P% @�&�� �% a&��0
 �W�


 D�1�� (�
� &� �&24 .�?�� �W�
  

 ��� &�200 DFO     A"��� @.���
 ����41 A"��

D���      {�h�� &�	�\% ��	��%���
 ��	��4K A"�� � ���


�4��g
 |���� V'�3� .��%      &��
T }��N� �� ��h��  

�:4
 �
 &�� ) �?�%050/0 < P�
 .����� .(  ��&DFO 

 �:��
 �%ATO ^\	���
  �&��    �P%��E
 �������
  �"

    D���� � �����
 ��	��4K A"��� YW�% �� �?�%   ����


�
 .��
 �
 �	`�1 .��?     � ���	��1 a��4��g
 ����+

    ��]� ^�\	���
 �&��
 &� ������
DFO    .���? I��0��

�4��g
 ,���%�:%  �� ��� (�E� �h��  DFO  9	��1 &�

 �%ATO  �% �\��Q
 &�ATO :1 �%   �1�]~�
 &�	�\% ���P

�
 � �
�   ��� �K�+ �0	�� (��1DFO  ��
   &� �����1

 (�
&�APL    �*���F �&���W � �	�
 A"�� YW�%

ATO .���+  

Zhang �4��g
 �% @(�&���" �  �& D�&      �����


60-HL (�E� ����� �� H	:
&T &� @^� ���  L�%�J �]� 

�PF�1 &�  �Q��   �& �������T  ,���  .���
  ��"   �&����

)16(  �:	�!�
���
 Y��W�% ^	Q���\
 &���) ���% H	:��
&T .

)Sumoylation  (����������? ����������:��O�	%�� � (

)Ubiquitination () S	1�
Motif  ,	O��\	
 �� �:2 (

 ,	O1���PML �
     ���501 Y�W�% ��0	�� &� � ���?   

�
 (T .�
���O1���   ���?)6(  H	:�
&T ,	�:d�" . &� 

��� ^��� ���% �����P:1  �&  ���]� ���	r�1 D����� �  �����


.��
  .�&��� �" 9	��1ATRA  �ATO  A"��� YW�% 

���J�N�� ,	O1� PML–RAR α   (�&���	% ��E	%  �Q% �

 �%APL �
 ��? )17(.  

 a�4��g
 &�Ex vivo  �� �? D��� (�E�DFO   ��%

 ��
 f�g
 �	R
  &�
�1 �h  �&�� H� (��:W   .��?�%

 ,	:d�".��
 &��	1  �% �
��
'%�&��  �"DFO  9*


D��� A"��   ���
90  ��`&�  .���
 ,���     �� ��4% ��"   

96 .�? �W�
  ��4��g
 &�     .���
  �& ��% ��h��  

4NB D��� A"�� 5	�   ��*	��1 ��� &� ���
200 DFO 

 ���%5/0 ATO  �� X���72  �&�� ���% a&����0
 �W���


�
 �	��1 �& �U���� �� �? D�"�E
 �.�:  

Tanaka  ����� �������� (����E� (�&������" �DFO   

.������
 �����?& &�����P
 9*����
 ^	3�����%  �����"   

embryonal carcinoma cells 9F   ���Q�� o����) ��

�
 (�?5���1 ��? )18(    ��Q�� ,	�:d�" .T��  &� �����

.��
  D�&  ��"   1ML- )Myeloblastic leukemia (

� Raji )Burkitts lymphoma (  ���% &����	1 &�DFO 

.�
� D�? D��� (�E� .��
 �?& SJ�1 H	����  �" 

���% �   ����% (����
&� .����*��DFO   �������� H���� &�
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Abstract 
Background: Acute promyelocytic leukemia (APL) is one of the most prevalent myeloid lineage 
leukemia. Currently-available treatment options for these patients are using all trans-retinoic acid 
(ATRA) and, recently, arsenic trioxide (ATO). All trans-retinoic acid may cause treatment resistance 
in some cases; and arsenic trioxide, in high doses, has cytotoxic effects. In our study, we determined 
the ability of deferoxamine (DFO) in reducing the cytotoxic effects of high doses of arsenic on NB4 
cell line in the acute promyelocytic leukemia.  

Methods: The NB4 cell line cultured, expanded and then treated with different doses of deferoxamine 
(50, 100, and 200 µM) alone, and low dose of arsenic trioxide (0.5 µM) in combination with different 
doses of deferoxamine (50, 100, 200 µM). Proceeding cells were counted, metabolic activity was 
measured using the MTT [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide] reduction 
assay and cell viability was determined via trypan blue exclusion assay. The data were analyzed using 
the Student’s t-test method and the Excel software. 

Findings: Cells treated with different doses of deferoxamine, alone and in combination with arsenic 
trioxide, showed decrease in viability and cell activity in a dose- and time-dependent manner. 
Treatments with combination of 0.5 µM arsenic trioxide and 200 µM deferoxamine showed the 
maximum effect in decreasing viability and metabolic activity of NB4 cells; and treatments with 
deferoxamine alone showed the minimum effect in declining viability and metabolic activity. 

Conclusion: This study shows that deferoxamine has a significant effect on viability of NB4 cell line 
and also causes decrease in cell activity. It seems that deferoxamine is an appropriate agent for 
inhibition of tumor cells. 
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  ��� ��9 (2@� :���V�5 
�+���� �	 3�� ���&W2B9

   �B��� H�@�* ����,� �?LD %'&�� ���* ���0i 

  ���@�9 ��B�L� �� �B�2� ���,� �?LD %'&�� 9,�I

 ��9)27(.  


�� �	  ���
��� ,�09 f�- + �	���� ���   I9 I���

����   ���ND #���- #.9�j'�9 �k� ��B�� l��� 	,� ���

3�� 9�G ��,6 +  �B9)28(���� (�9 .��� I9 .  ���#   ��k�

�� ,'4�� .9�j'�9    ���9 ��'�,X �9,�� ����,� 	� # �	

���$   �	 �,'�4�� ���9�� ��9 (2@� ��,6 ���� ��

 ���� �'�9	 .9�j'�9 �k� �� �&��P�)29( 
���� .   ����

 I9 3���� 9���G �	������  ����,6 ������ )ADSCs  ����

Adipose derived stem cells �I���B 	�0 ���B9�* (

.��	+	 �� ���@* +      �@��4B9�� ����� n��'j� ���� 9�

) �B�9	31-30(. 
��� (�9 �� ��  ,'4�� 	9��* �	 ��B9�*

    ��B�9	 ��K��� ,��o2* + ��� ���B9�* + �B�� /9,j'�9

)32(� # �
��� ��9��� 3+gD   I9 3��� 9�G �	���� ���

     ��N�� + ����6 #1��G #(�� f�9��9 �� ��,6 ����

���@��     ,D ����@�� + ������ �������B ���B�� ��  ���+

�@B ,��k*  ���)33(.  

f���I5 �3	9	 .�4B � 
��� �� �B9   9��G �	���� ���

  ���,6 ����� I9 3��#   H��9�D 
���+,*+��B BDNF 

)Brain derived neurotrophic factor( #NGF 

)Nerve growth factor(# GDNF   
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)Glial derived neurotrophic factor ( +H���9�D 

   3����	 	��?=� �?�LD ���    �	 9� (����� �I���I�� �

�� ����* 3��	 Q��5 \�LD9  I�'-�-5 �� �?&B + ����

A+�P�   ) ��'�&� ,�*37-34.(  
��2���    12�,*��� ����

3�����+	 ������* �	 (������K H���?� I9 ������� /����0 � 

�B�9	 fPB QLD  +3	9	 .�4B ���G :����[�   ��� �B9


��� (�9 �� .��� 9� (����K ��   ��� ��� ����   �	 ��B9�*

p��  (����K OPB �9�9	 ���H`�$  #.9�� 
��� I9

    	��?=� + .��� ������� #.�&�5 f�9�5 _�,&* QG��

 	�� 	,2�@D)38( . 
��2���     ���B�� 
��B���VB5 ����

H�����D   7+,���D 
���*+����B9 ������ )VEGF  �����  

Vascular endothelial growth factor   q�D�� ��� (

9+I ��� f�9��9� ��� ����B �      K��� .9���� ��� #�B���


��� ���*  .��� ��,6 ���� I9 3�� 9�G �	���� ���

��  	��)40-39(.  

f���I5 ���  3	9	 .��4B ,�09    
���� ��� ��B9   ����

�� ��,6 ���� I9 3�� 9�G �	���� �XV�+ ��B9�*   ����


����� r���0   ������ .����� 9� 
�����X + �?��LD �����  

)42-41# 303�� ,�s ���9�� �� �G�* �� .(#  ���   .9��*

   /9,j'��9 ���,6 ���� I9 �	���� 
��� ���� 	9��* ��

'�9 �2����� 	�9�� �	 +.	�@B 3	�8  


��� ���9�� �� �G�* ��  ���� I9 Z'4� �	���� ���

�XV�+ + ��,6   
�+����� 
�&W� 	,� �� ,L��� ���

 
���� ���@* + ,�o2* �	 :���V�5   .5 I9 + �	����� ���� 


��� �?LD ���@* .����* �� �G     I9 Z'�4� �	����� ����

.��I �	 :���V�5 
�+���� �	 ��,6 ����    n��'j� ����

3�4B ���,�   
���� (��9 �� �'�,X %�@L* #��9   �	 ���

 .����� + �B���� ���4� :�����V�5 
�+������EB���4B ���,

GFAP )Glial fibrillary acidic protein#( Nestin + 

2MAP )2Microtubule-associated protein ( 1��-

�@* I9�� ?LD� ��,��   3+,�X �� + ����� �P�� ��&   .	���

9 �� ,RB�( � �	 ���%'& ?LD� ,*���12 /��0  ������ 

&����  �@��  	��G+ #	�9	 V�5� :���  ���     .9���D ��� ��B9�*

,*���12 /��0  ������  H�@D  ���� + �	  *���`�  ��� 


��� ��� ���	�� Z'4� I9 ���� �,6� �	 V�5�:��  ��@*�� 

?LD� ���[�� �'�9	 #�����  ���  9 I9 .9��* ��(  ��&��9	 

�=G -��B� �	 ����@� ��� *9,B�	+��B�� 3	�8'�9 	�@B.  

  

��� 	
  

 ������� 	
���
� ���� ���� 
� 	����� 	��  

�B�@B  I9 Z�P�* (�9 �	 3�� 3	�8'�9 �B�&B9 ��,6 ���

   + ����J� A,�� H�@2* I9 1- #%B�0 �� ��,6 ����

   I9 1�- ���`��g� ��,6 ���� .�� ��=* (��9�� H@D

  �+������$ t,�����a �	 ������$9,G H�����@DPBS   

)Phosphate buffered saline ( 3�E���4���I5 ����� 

����  �����    t,�a 39,�@� ��� ��,6 ���� .�� HP'��

  ��� ��� ��6 �B�@B #	�� ,�I .�� .I+ .5PBS   �'�&�

     �� .	��� 9��G ���,6 ����� I9 .�0 + �,�	 �* �� �

����+  �    ����� #����- H�,'��9 1�- + HW��2�9 l�*

   ���[� ���[� I9 1- + �� 9�G �B�0 7+,D + I+,?��

.	,�#  .�2��� �� ��,6 ����ml 50 .�� HP'�� 


��� ���  I9 3�� 9�G �����,6�  HP'�� t,a ��

 +3���+	 �+9 .I+ I9 .5 .	,� %� �� + �� .I+�#�  .I+

�,6� �* 3�� 3	�8'�9��( 9I9 �� .��� �,6 A,X ,��# 

ml 5/0 ���B5�%  I���B�g�A 01/0 ���`�	 ���� .�2����� 

���J9 ��    ��B5 .	,�� d���j� I9 1�- .�%   ��,6 ����# 

 :�� �� .�2���30 �	��P ��*���2B9 �	   .��� 3	9	 �9,�

,���9,� ���� ���B5 %��F$�#% ������ ���4� +���$� FBS   

)Fetal bovine serum (10 �`�	 �� .�2���  +��$� 

�,6� �=G o�0�  .	,��  ��B5�%  ����J9 +  1W��   ���
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 :��10 �	� ��P   �+	 ���rpm 1600  ,'B������8   .���

���_ +��� �j*�� + ��� 	�,E ���� �4�  ���  \���� 

����� ���J9 + -��W �� + �B�@B �� :�� 5 �	��P  ��� 

�+	 rpm 1600 ,'B�����8 �� .1- I9 �j* ��� �  ����_ 

+�����# ��&B�W����.� ������� ���=G ���4�  ����


���g� ����� ���'��� ������  ���4�12F/DMEM 

)Dulbecco's Modified Eagle's Medium +��$ (� 

FBS 10  �`�	+ �-� ����(/���'-,'�9�&�( 1   ��`�	

HP'�� .��  

���� ���� 
� �� ! "��#� 	�$%� 	 �&����'  

����� p��@� A�FB9 I9 1- #,8�+��B H�24* �=G 

106 × 1  f������	 �,�����'- ������� 
�������� ml 5   

 �+�����������$µl 2 Heparin #ml 5 12DMEM/F #

��- (����/(�&����'-,'�9 1  #�`�	µl 100 27B )x1 (

 +µl 10 hEGF )Human epidermal growth factor (

 +µl 10 bFGF )Basic fibroblast growth factor( 

�� HP'��.  

 H���9�DbFGF #hEGF #27B  +Heparin  ���� ,���

.�� ���J9 ���+9 ���� �� ��?2� I+�  

(�')���' "��#� 	�$%�  

  ����� #�P�9 I9 1- %'8� I+� �	 ��,8�+��B H�24* ��

.�2��� �� ,8�+��B �+�$ ml 15   ��=G + �� HP'��

   .���� 3	9	 �9,��� ��*�����2B9 �	 ��,8���+��B \�����


��� ��4'&�    ��� f��	 �,�'- n� �� 3��?&6 ��� 

ml 5/1 PBS  .���� A���FB9 ml 1  (���&W�,* %����B5-

EDTA )Ethylenediaminetetraacetic acid ( �����

 
���� .�� 9�G �=G + �� ���J9 f�	 �,'-   I9 ���

f�	 n�#   .��� 3	9	 �9,�� ��*���2B9 �	 �P��	 ��   ���

I9 3	�8'�9 A,� ��'�� �4� ����#  %��B5 �o�0.�� 

 .�2��� �� f�	 �,'- ��'�� �+�$  H�P'�� ,8�+��B

1��- +   #.	,��� ���W�- ����� ����6 I95  �+	 ���� ���P��	  

rpm 1600 
��� �+� ���� .�� ��8�,'B��  ���j* ��

+ ml 1  	,8�� ���,8�+��B �� 
9I��+��B �4� ����

 ���J9 3����	,X   ,�� A��FB9 �=G . f����I5   	9���*

     ����&W2B9 ��=G + ��� ��'�,X ,RB �	 
��� Q����


��� .	,�  #:���V�5 
�+���� �	 ��106 × 1   
����

�� ml 1 .�� HP'�� :���V�5  


��� ��K 
* �4� ��� � �9 �,X .9��D+ 3���� 


��� +   �� :����V�5 
�+���� �	 3�� ���&W2B9 ��� �

.�� �'�,X ,RB �	 :���V�5 3+,X .9��D  ���=* �=G � 

ml 20  �?��������LD ����������P�9 A������������#  I9  

ml 18 Neurobasal medium #ml 1 FBS #µl 200 

��- (����/ (��&����'-,'�9 1   #��`�	µl 200 NEAA 

)Non-essential amino acid #(µl 200 L-Glu #µl 

400 27B )x1 #(µl 200 Nystatin  +µl 200 2N 

�� 3	�8'�9.  

*�+' 	    ���,� -��,. �%�,/01'�    �)��
,�� �� �,�

2���3%4  

  ,�� �9,�� + �� A�FB9 ����� p��@� ml 1   
�����

 :���V�5 
�+����106 × 1  �	 
���  .��� �'�,X ,RB


��� wB,� �� �� ml 5 �+�$ ml 1  :���V�5 
����

�� HP'���B
��� �+�$ :���V�5 
���� .  �	���� ���

� �����+  �� wB,� �Gage 22 
��6 �	   ����- ���� 

well 24  
���������� ��������'��2CaCl# mM 102 

3,[� .�� ��9]X      ��� :����V�5 ������� ���'�� ���-

   
����� .��� 3	9	 �9,� ��*���2B9 �	 �D�� %�B :��

2CaCl  ,��� �� ��� +	 ����� + �� t]$ ����� �+� I9

mM 20 Tris 
� +     .��� �'�&� ��4� ���� �� ���


��6 �� �?LD ��P�9 �4� ����     + ��� ����J9 ���

���-  �9,� ��*���2B9 �	 ��.��,X 
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 	)�%����5 ����� ���,�     6,��� �%�,/01'� 	�,�

SEM )Scanning electron microscopy(  

���������  
���� ����   V�5 �	 3��� ����&W2B9� :���  ��� 

�+���� �� x�2��+,2  �B+,'2�9�  ���,��  ��� .� ������ 

V�5�:�� �	 �����,�9��-�� 4  �`�	��?o* �� + p,�  ���� 

	�@FB9� )reichert, JUNG, Germany 1800 Cryocut (

=*�� p,� .����� µm 9    1W�� + ��� 3	9	 g> f��-  

� �������x�2�����+,2 ����B+,'2�9� ������,�� 	,X����� �  

)India# 2500 Seron Technology AIS.( 

9��5
4 MTT   -�",�5 :��;� ���  � �,�<1�  	�,$�

�%���  

9,�� ��,�� ��.9� o2*�, + �P�� 
��� ���   ����&W2B9

� �	�
�+�� V�5�:�� 
��� + ���  3+,X���� 9 I9 ��( 

f���I5    
���� + :����V�5 ������� .�� 3	�8'�9   ����

 3+,X����     ��� ����@* I9 1�- %�	��=6 I+� �	PBS 

 .�B�� �'&�PBS + �� t]$ µl 200  �4� ����

12DMEM/F  + A,�� ���� µl 20   
�����MTT   ���

 �D���� ����=6 :���� ���� + ���� �����J9 
����6 ,���  

 �9,��� ��*�����2B9 �	����,X  �+���$ ���4� ������ .  

 
�����������MTT ]�������$+ t µl 200 DMSO   

)Dimethyl sulfoxide (     
���6 ,�� ��� �2����* �	

��6 .�� ���J9  
���� ���      ��W�- 
����� (��9 �	 ���


��6 �� 
���� 1W� + �B��    ����- ����llwe 96 

���� H��P'���B   3�E'���	 ���� 
������ �����B \]��G .

Microplate reader  /�� 
�> �	nm 540   �����I�9

.��  ��� �� �B�@B ,� �9,�f���I5 .�� �9,2*  

�#�=�>����#�� (��1�  


��� �?LD ���@* .9��� ����I�9 �9,�   ����&W2B9 ���


��� + :���V�5 
�+���� �	 3��   3+,�X ��� ����� #

.�� 3	�8'�9 �@���'����@�9 p+� I9  

wB� 
��� ����5 �'��� ���@* ��� �  3+,X �����  +

�	�� �'B5 ���D :���V�5 ������  ���Nestin ))*+,- (�


��� ���* �� �������� ���g�� f�- ���  �?LD I��

�� .��� 	��#( GFAP )   ��� ��������� ���g�� (�)*+,-


����� ���� .����� 9� .5 
�����X ����� ������(  +2MAP 

)   
����*+,2�� ��� 39,�@� �� ���)*+,-   ��� ���    + �����

EB�4B
��� , ��9 l��� �?LD ���(  ���� .�� A�FB9

�B�@B �+� 
��� + t]$ ��  3+,X ��� �����   ���� +	

 ��PBS   ,���� �� ��� +	 :���V�5 ������ +Tris   �'�&�

 �9,� .�����y  ��B�@B .	,�  I9 ��� µl 350   ,�'��+,2��

 �������,�9��-4  �`�	�� :�� 30    7��*9 ����	 �	 �P��	

 ���������,�9��- .���� 3	�8'���9 �2�����* �	 +4  ���`�	I9 

�+� �B�@B �� t]$ + �� ,��� >��,��  �'�&�  ��� . �9,�� 

 .	,�� ,�]- s�8B  ���4^  #������ I9 100 -Triton X  ���

 :��30 .�� 3	�8'�9 7�*9 ���	 �	 �P��	  

100-Triton X �B�@B �+� I9  �4'&� + t]$ ��

   .��� A��FB9 ,���� ��   �	��� ��'B5   ) ����+9 ����1:300 (

Nestin) #1:600( GFAP ) +1:300( 2MAP  ��������

�B�@B �� ���J9 ��.  9�'�92  ��*���2B9 �	 �D��C◦ 37 

  .��� ����2B9 7�*9 ���	 �	 Q� 
� :�� �� 1W� + 

�	�� �'B5      A��FB9 ,���� ��� ��4'&� + t]$ ���+9 ���

.���� ���� ���X+VB�� �����B�y �	���� ���'B5 +  ����FITC 

)Fluorescein isothiocyanate ( �R�^ ��1:500   ���

�B�@B   + ��� ���J9 ��2    ��*����2B9 �	 �D���C◦ 37 

.�� 3	9	 �9,�  

���B�y �	�� �'B5 t]$ I9 1-#   A��FB9 ,��� �� �4'&�

.���� DAPI )phenylindole -2 -diamidino -6,'4(  ����

 �R�^1:1000  :�� ��2   ��=G 7�*9 ���	 �	 �P��	



 

  

  

www.mui.ac.ir  

 ������ �	
�� 
�	���� ����–  ���32  
���
 /288 ���� / �!���� � 1393 833 

���� ���	 
��
� ���� ���� ������ ����� ������� ������  ���	
 ��
� ��
�$�� � 

wB� �5��� �'&� � 
���   ��� �4'&� .�� ���J9 ��

 A�FB9 d��,� ,���	,X��+�$ H�K .�  ��B�@B# +�� 

� �� + �� HP'�� AK�x�2�+,2  ���,� �������� 

	,X�+�L* .��,  
����     A,�B I9 3	�8'��9 ��� ���   �9���9

ImageJ   
���� ��`�	 + �� p��@�  ����   ��?o�

9,���� �I ���� �	 ���B�@B ,�������� � ^���,  .�����W@�

.�� �?���� 

	��54 ?��+�  

A,��������B I9  �9����������9SPSS �j��������&B  �18   

)version 18, SPSS Inc., Chicago, IL(   .���I5 +

ANOVA one-way )One-way analysis of variance( 

��� :��g'09 ���,� �=G� 3+,X (�� �9	   3	�8'��9 ��

3	9	 (�EB��� tg'09 .��    :���` �	 ���050/0 < P 

���� �B�� \�&�� �9	.  

  

���
	 	
  

���� 	)�%����5 ����� ��  

48 �+9 �4� I9 1- �D�� ��� �  
����  ���� �� ��	�� 

Z'��4� I9 ������ ���,6�# 9���( 
����� +���L* �	 �����, 

��x�2�+,2 ��$,� � �@G :��` �� ��9,'��� �'� 

.�+,'� I9 
��� ���  ��+	�  	 H2�� ��3�   �	 .�B���

 ����-3-2 ���� %�9,* +� 90-80   
���� #��`�	   ���

9�5���f 
��* K���� 9� � +�����g�+,?  ��'���9	 H2���  

 H2�)a1.(  

   ���������� �	 ,���k* #�?LD ��P�9 f�- ���� �	


��� _@G H��� �� 9+I H�24* + %�g-�'�� �X�� �� �

 .	����48 -24 3	���* ����� �D���� ����� +,����  A���B ����

24* ,8�+��B�H  ��+ 9�( 3	�* ��� +,�� ��  ���]X 

.��I �� ��D 	�G+ H�9�D -�f 3�B,� � o2* ��,  ������ 

��B�� bFGF + hEGF �	 ���� �4�  9���9�f  3I9��B9 

B���� �����9�0 ����9	  H2���)b1(. 1��- I9 ���
 ���'8� 

��,8�+��B�   �9�9	 �?�LD ��P�9 ���� �	 3�� 	,8��

9+I� H2�) ��'�9	 �'���B	 �?� + �B�&�5 �?� �c1(. 

  x�2���+,2�� ,���I :�����V�5 ������������$,� � 

� ��9,'�� �3	�* :��`   H���	 �� + �B	�� �+,� ���

  
���� :����V�5 
�+���� t�8� �����    + 	,�X ����

9I .+���3� � H��� .5 �	 	�G�� �|  H2��) �B	�� ��

d1(. �	  ,�+��L*    
�+������ ��B+,'2�9 x�2��+,2��

�2?��� :����` ���� :�����V�5 3���0 �9   �+���$ ����B��


��� 9I .+�� + H2� �+,� ����H2�) 	�� 3�  ���� 

b#a 2(.  ������� x�2�+,2�� ,�+�L*��B  (�9 ��}�

H2�) ��9 Q�[� ��� e #d #c2(.  

 -�"�5 ����� � ��<1����� 	�$� ��  

 (���* �=G + ,�o2* .9���  
���� ���P�    �	����� ����

  ��� 
�P'B9 + �?LD ��P�9 I9 1- #��,6 ���� I9 Z'4�

 :����V�5 
�+���� #MTT assay  I+� �	14   I9 1�-

.���� A���FB9 �����@*  (���9#f�����I5  �9,��� ���P� .9�����


��� 3�� �P�9 ��� �  3+,X����   9� :����V�5 3+,X +

) Q���*,* ����13/0 ± 72/0 (+ )02/0 ± 28/0 (.���4B 

	9	 .����B5 ����5 :+�8* ����  ��P� .9��� (�� 9� ��9	� 

 3+,����X��������  	9	 .�����4B :�������V�5 3+,����X +  

)001/0 < P(.  

�#�=�>����#�� �����  

9,�� I�9���� �@*�� ?LD� + �*��( � ��EB��(  ��`�	 


����� ����� Nestin )EB���4B��- ,�f ?��LD I����� #(

GFAP )EB�4B�+,'�5 ,��   + (���2MAP ) EB��4B ,

�?o� (l��� .+��B# 9�( ��I5�f 9,��  3+,X �����  +

V�5 3+,X�:��  I+� �	14  ��@* I9 1-��    .��� A��FB9

8�� 
,'���   �'B5 t]�$ ���  	���� �+9 ���    ��� A��FB9

 H2�)3.(  
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 ?1=1���� 	)�%����5 ����� .  .2���3%4 �)��
�� �� -��. �%�/01'� � �� ! 	�$%� 
� BC ���� ���� 
� *
= �
� 	����� 	��a ����  	��

�� *
= �D. ���� ���� 
� *
= �
� 	�����  �D. 6�+512DMEM-F .b ����  F��
5 �� *
= �D. ���� ���� 
� *
= �
� 	����� 	��

 2
5 �� �� ! 	�$%�7  .�&����' ?�1D� � 
��c �D. ��H (� ���� 	�  .*
= �$%� ���� ���� 
� *
= �
� 	����� 	��d ����  �%�/01'� 	��

����� .2���3%4 �)��
�� �� *
=  I�1���1�5 �� (�)�%����5 	����J�5  	 ���K F�L'� ����>�.)M�"�  �� ���#'a Nb � d µm 200  �  

 ��c µm 50(.  

  

  
 ?1=2 ��� 
� �'��>1%� I�1���1�5 ���� � .���� 	��J 2���3%4 	��
�� 	��#L'� �$%� ���� ���� 
� *
= �
� 	����� 	��  *
=)a  �b ( �

�1�= ������� I�1���1�5 ���� � *"Q 	� ���� 	��J ?1= 	�  ��� -�D' �� 	��. 	��)c Nd  �e( )M�"�  ���#'c Nd  �e µm 200.(  
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?1= 3S'� .  	��� ���������#�� 	"�54T'�D' �� ! 	���GFAP )Glial fibrillary acidic protein( N

Nestin  �2MAP )2Microtubule-associated protein (���� ��  .2���3%4 �)��
�� �� �%�/01'� 	��

)M�"�  ���#'µm 50(.  

  

  
?1= 4�/��$5 . 	 ���� 
V�� :�T'��5 	�� Nestin NGFAP )Glial fibrillary acidic protein ( �

2MAP )2Microtubule-associated protein ( *��K �� 2���3%4 �)��
�� �� �%�/01'� ��<5
��=  
�� ��

14 ���� 
V�� :�T'��5 ."��#� 
� BC �%�/01'� 	�� 	 Nestin �;5 2��&� ��<5�  *��K �� ��/' �� 	���
��= 

) ��� -�D'001/0 < P***���� 
V�� :�T'��5 :��Y#� N(  	��2MAP  *��K �� �/��$5 �� �%�/01'� ��<5
��= 

�;5 2��&�� ) �=�� 	���050/0 < P*) (SE ± Mean.(  

 
  
���� ��`�	 (�EB���   ����&W2B9 ���� � Nestin 

) �?o�84/1 ± 90/91 �`�	 (�� ��>  ����� ��9	 �	 

���&��P� ���� 3+,��X ������ )73/3 ± 03/29 ���`�	 (

f�9��9 ���� )001/0 < P .( #3+gD �� �`�	 (�EB���


��� ���&W2B9 ��� � GFAP  ) ��?o�30/7 ± 75/56 

�`�	 (�	  ��&��P�  ���  3+,�X  ����� )09/6 ± 23/35 

���`�	 (f�9����9 .������ (����e@� (�EB����� ���`�	 


��� ��� 2MAP 
��� �	 �?o�     ��� ����&W2B9 ����

��� ��>�     3+,�X ��� ��&��P� �	 ��9	 �����   f�9���9

) ���������81/1 ± 96/78 �	 ������`�	 H�������P�   

30/13 ± 20/47  ���������������`�	) (050/0 < P (  

)H2� 4(.  

***

*
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���  

����[� ~��'B �   :����V�5 
�+���� �� 	9	 .�4B ,J�$

 �?LD ���@* + �4� �9,� 9� �?���� ���� �� ����


���       %�9,�� ���,6 ����� I9 3��� 9��G �	���� ���

���� ,��X9 .�����  ���6 ����P� + ,���o2* .9������	 ������� 

     ��`�	 (�EB���� #	,�� 9���- f��� :���V�5 
�+����


������ ������ Nestin #GFAP  +2MAP  �	 ����?o�

 3+,X �� �&��P�����   .���� f�9��9  


����� I9 ���8�'j� �9���B9 ����'��  
�+������ �	 ����

� �*+�8'� ~��'B + 3�� ���,� :���V�5 �   3���5 ���	

 ��9)43(�� ~��'B (�9 .    r��0 ���B �� d��,� �B9�*

   ����&W2B9 ��=G 3�� �'�,X ��� �� p+� �� + 
���


��� .	,�  ���� ��)44(  H�@D H09�* :���V�5 .�6 .


��� #	�9�B �����     �2?�� ��� .��?�&6 ��� �	�� �� � 

  9,�� 
���� �X��?&6 .��'&�B :���V�5   #,��o2* #��P� �


��� Q�^9 .� .��� + ���@*  ��9 ��+,J ��)45(.  

,�^ ���?> 3��?&6 �    H09��* :����V�5 
�+����


��� H@D- �� ���@$ 9� 
���  �8$ �=G �� ���

�XV�+ ���P* + 
��� ��P� 
��� �	,2�@D ���   ���

 ��9 ��@�9 �9�9	)46(.  


���   :����V�5 �	 3��� �4� ���#   ����������

,X9 + �B�9	 �+,�      
���� (��9 ,��o2* .9���� ��6   ���

�� f���  #������9 
���      3��BI 
�+����� (��9 �	 ���

��  ��B��)43(* �	 .  �	���'� :��P�P�#    ,��o2* f����


��� �9�B9    :����V�5 
�+����� �	 3�� ���&W2B9 ���

 ) ����9 3���� p�9���X47-46# 25 ,���o2* f����� .(

    ��� �'�&�9+ ���9 (2@� :���V�5 
�+���� �	 �����

) :���V�5 (���- �BI+ �`�	1 �`�	 ( 	����  3	�8'��9 

���� )48(. 

Banerjee 
��� .9��2@� + �� ����	��  9� �?LD

	9	 �9,������ :��������V�5 
�+��������� �	������B  �	 +  

  �����4� ��������12DMEM/F  ������'��2FGF   

)2Fibroblast growth factor ( I9 1- + �B	9	 �4�

7  .����� I+�,EB���4B  (�������* ���'� �?��LD ���III + 

Nestin     (������* ��'� .���� f�9��9 + �B	,� ���,� 9�

III  �B	,� 3���4� 9�)49( .Ashton  .�4B .9��2@� +

 ���� ���B	9	BDNF f��PB   + H����2* �	 ���@=� �����

	�9	 ���k� �'���&�'�g-+��Bi  #�?��LD ����P� (����e@�

���� %���R�* 9� �?��LD ����� + �B�+����B  �����)50(  +

fPB    3	� +	 ����@* %��R�* �	 ���@2� ��� �   ������

.+��B 
��� + ��  	�9	 
���X ���)51(.  

����[�  
���� �� ��9 3	9	 .�4B �9    �	����� ����

9 �?LD   ���,* ��� �	�� :���V�5 
�+���� �	 ���&W2B

BDNF   .����� (����e@� +GFAP  +Nestin  ��'��&�

)48(. ��� �3+g��D# f�����I5 ~����'B Z��?>  �����,���09# 


���      ����B9�* ���,6 ����� I9 3��� 9�G �	���� ���

  ,*+���B �����*(��+  �����BDNF #NGF  +GDNF  9�

) �B�9	37-36.5 I9 .(   
���� ��� ���G    �	����� ����

  +	 ��4� ����� �	 ��,6 ���� I9 3�� 9�G   �����

BDNF �� ��,*  .	,� ���&W2B9 �� ��9 (2@� #����


��� (�9 :���V�5 
�+���� �	 ��#   I9 �,'�4�� ,�	�P�

 (�9H��D      ����@* .9���� f�9���9 ��� ���� 3�� ��,*


��� �?LD    9� ���,6 ����� I9 3�� 9�G �	���� ���

 3+,X �� �?&B ������ ��G�* .��� 

Ashton 
��� .9��2@� + ��� -�f   �?�LD I�� :�

 :���V�5 
�+���� �	 9�1   ��`�	 39,�@�   ���PLGA-Al 

)Poly(lactid-co-glycolide) alginate lyase(  :�� ��

7 ��� f�9��9 + �B	9	 �4� I+��  �D,� �	 9� ��9	


��� (�9 ,�o2*  �B	,� 3���4� ��)50( �����[� �	 . � 


��� ,J�$      ���,6 ����� I9 3��� 9��G �	���� ���
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    �?�LD ���P�9 f��- ����� �	 3�� �4� �B�&B9#   ���

 :���V�5 
�+����2/1   ��`�	 H�P'��  ��� + 7 I+� �	 

���� �?LD �4� �� .�D,� ,�o2* (�9 
���  ��� �	 

�&��P� �� 3+,X ���� �� ��> ���� ��9	 f��� ����. 

������[� �	  �Ashton  ����9 (��2@� .9����2@� +

 ����N$PLGA-Al  ���� :�����V�5 
�+������ ������ �	

���F* 
,'�� �     �D,�� f�9���9 q�D�� 
�+���� (�9


��� ,�o2*  f��- ���    �?�LD I���:�   ����� 3���. 


��� ��B (��e@�   3��� 3	�8'�9 :���V�5 �R�^ + ��

 ����[� +	 �	) ��9 :+�8'�50.(  

Xie 
��� .9��2@� +  ����     I9 3��� 9��G �	�����

 ��,6 ����:�    ����� �	 + ����'W- 
�+���� �	 9�

 .���B	9	 ���4� �?��LD ����P�910  �����@* I9 1��- I+�

  (���9 ���� 	9	 .���4B �@�����'����@�9 ������B5 #�?��LD


���  ��Nestin )EB�4B f��- ,    + (�?�LD I���Brdu 

)EB�4B�	 9� (����� ,�o2* ,  3	��* ��,�    ������ ����

 �B	,� .��� 3�� H�24*)52(� ~��'B . �  I9 3���5 ��	

 ����� f�9����9 %��� ,��J�$ Z���P�*�  .����� �	 9� ��9	

Nestin 
��� �	��� ���	�� 9�G  3��� I9  �����  ��,6� 

���&W2B9 �	 � ��
�+�� V�5� :��� 14   ��@* I9 1�- I+��� 

?LD�  .	9	 .�4B�	  ,�� +	 P�* ��#Z  ���  ���D  3	�8'��9 

�=����� ���4� 9��9�f ��.� Nestin  3����4�  ���  ,�X9 .

     :+��8'� �����[� +	 �	 3��� 3	�8'��9 �&��9	 ��B �6

 ��J+ ��9 (2@� #��9�� � ���+�����2�  ���  ,�� +	 

�&��9	 9�	�F �� ����# 9 �	�	�F �'B�~ .���� ,y}� ���4�  

Read    3	� ��� ��B	9	 .��4B .9��2@� + �  ������ 

C4BT  I9:�   �	 ������&W2B9 ��������X ������@�� �����

 :���V�5 
�+����5/1 �`�	 �4� 3��  ���  :���` 

In vivo �� ,�o2*   + ����� 
����   .5 ����  ����������

���B�9	 �+,���.  (����e@�4  3���BI ���4� I9 1��- 3����

��  ��� ,RB �� + ��B��    ��� ���� �����    
�+����� ��k�

�� H@�* ���0 �� 9� :���V�5 �� �� �)9(. �	  ����$   ���

f���I5 �	  ���,�09# 
���     I9 3��� 9��G �	����� ���

 :���V�5 
�+���� �	 ���&W2B9 ��,6 ����2/1  ��`�	 

 :��` �� 3�� �4�In vitro o2*�, @�� .��'�9	  

 :+�8*
��� ��B �	     	���� :����V�5 ��R�^ + ��

 ��9,� (��e@� #3	�8'�9In vivo  �����[� �	 � Read 

 .9��2@� +)9 (     �� :+��8'� ~���'B �	 ���9 (�2@� �

.���� ,y}� Z�P�* +	 �	 3��5 ��	  

 ������[� ~���'B   
�+������ ���� 	9	 .��4B ,��J�$ �


��� �?LD ���@* + ,�o2* :���V�5    9��G �	����� ���

 ���� I9 3���� �9,� ,�y�* ��* 9� ��,6  .��	  .9����

��P� + ,�o2* 
���      ����� I9 3��� 9��G �	����� ���

   ����> ���� :�����V�5 
�+������ �	 �����&W2B9 ����,6

���� ���� f��� ��9	. �	 ���$  (�9 �?LD ���@* ��


���    
��@'$9 .����� f�9���9 ��  ���  	+�  
�+�����

   ���0 12�,*��� ��� ���4� �[�9,� 	�F�9 �� :���V�5 /

 ��,* %�R�* + �����H�9�D 
��+,*+��B#  ���   ��B9�*

     �������� .����� 3��� �?�LD ���@* f�9��9 �� ,F��

%&�B�2�    3I9��B9 + �?�LD ����@* ���2��� ���   �,��X

H�9�D      
���� (��9 I9 3��� ���,* 
���+,*+��B  ���# 

����  �	 3	�8'���9 ���=G 9� ����I�9�� :���Dg>9 ���B9�*

 :����[� + ���� ����=�In vivo ��� %�9,�.  

  

������� � ����  

(���  �����+ I9  (��+}�&�  A,�'��  ��B+��� P�*� :��P + 

�+���� 3�E4B9	 A��D 2��-� .�=8`9 + B ��� I9  :��@$I 

���,� %B�0 �D� ,?�9� 
+}&� ��I5�3�E4 �4�  ������ 

�� �	 �I��� � A�FB9 f�+V-  ,�J�$  ���2@��  #��B	�@B 


�@� �P*�, + ,24* 	�0 9� I9,�9 �� �@B��%.  
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Abstract 
Background: Hydrogels provide appropriate three-dimensional environment for culture of a variety of 
cells and cell encapsulation in hydrogels is a promise plan for tissue engineering applications. Alginate 
is an attractive biocompatible hydrogel that provides a supportive system for the encapsulated cells. 
Moreover, human adipose derived stem cells are mesenchymal stem cells that might be a suitable 
source of cells for use in autologous cell therapy.  

Methods: In this study, we examined the fate of human adipose derived stem cells encapsulated in 
alginate hydrogel that cultured in neural induction medium for 1 week. Using MTT  
[3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide] assay and immunocytochemical 
analysis, the proliferation rate, and viability and neural differentiation of human adipose derived stem 
cells were evaluated. 

Findings: We observed a significant increase in the mean percent of Nestin, glial fibrillary acidic 
protein (GFAP) and microtubule-associated protein-2 (MAP2) positive cells and significant reduction 
of proliferation rate and viability in encapsulated cells versus monolayer induced cells. 

Conclusion: These findings showed that alginate hydrogel can provide a suitable environment for 
neural differentiation of human adipose derived stem cells. 
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��_� �	�� R/ D	� %��!8�

%�?	�   ��!�� �	 D���!�'	 �� �N  ����   D �$ 9�j��/  �

 �������  $��. 0�8� �	��  �%�?	� %�	   0�� ����� ��

M�" 0��' ���� � � c��# G�/ ��9�� �   �	 D���!�'	

�� ��    ������ ��� �� ���" ��;� (�5�� ��    %��?	� 0�?

    T���$ 0!J��' 0���' ��� �'��!�  	� �������   �� �>�

��  �? )6(.  

 %�V���"2M  0? 0���' ��   ]�
!e� ����   ������

    D �$ 9�j��/ ������ 	
�	�
���	 9�'T    %�V����" O��

0��
���L�
# ����b �����Cb	�� �  �����3 ����  0��?  ��$��

��     \���� %��?	�  ��1�� �	�� �*'��� �	 � ��?  �	��

 . $�� 	
�	�
���%�	  %�V���"  0�?    �� ���	�	�H �	
��� 0��

�Cb� G�
' ����')"      ����� ������ 0�� D���1� ���

�� ��$T ��	     Y�'�!� ���E 0��) �� �	 ��? �	 _� Y_H
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20-6 0� (G�L1�� �� K>
� �'���� 6	�l ��$T  O�

   ��� RL�$ 	� ����� G���?      �� ���8� M�_� 0�?  ���

M$�" 0�1�	 R/	�� �� ����� ��	��� � 9���-  ��	�

�� ���	 �� . �?  

  D����e� 9�'� %�V���" � 2M     O�� 6���4 0��

�� ��	�!����    R�I!� ����	� 9�� O� R��$ 0?  $��

 ��  ����" K��E �	 0? 9'	 m� 0�     m�� 0�� � ��1��'

!�D $ RI  �	.  ������ �� �� �	3   D �$ R�LC� Me�

9'	:  Me� �1�
' o��J R��$ 0?24  �'	  0����� � 

 ����� ��8!�	 � 9�'	 e2M   ��� D �����    M�e� .���$

 �� ���Cb	��19  �'	       G����? 9��1�:H �	��� 0�? 0�����

���� ������p ������  M��e� �  ��$��C  0��? G��������  

54  �'	   ��� R���$ 	� 0����     ���8� M�_� � ���$ ��

   ��� 	
�	��
��� ������ ��� �h � ���' �����   D �8-

%���!����� � %���!���� �'����  p �����	� .��	�  ��

0�
-  %�V���" %�	R�- ��	� ��  ��$.  0? %�	 ���� ��

 q�'�"    ��p ��4�I!J	 ������	 �����2M  9�����- ��

    9�'	 D�	� ���C� �� �:!� 6�:1�Q� T9'	 m? �:�*E

  ��/�� 0�? �4�I!J	 ���� �!�� 0?0    �1�
�' o���J �

�� ���'��$ 	� %�V���" c�� �*�� ��E 0� T �?   	� ���

+�� M1�h ��	�� ��  ��� 9rH�>� �'���� ���   . �����

 0Q�'	� 0�  ��$ TD � " %�	   G�
�' 9��4�J �   ��C?

�� 6��4 ���� �!�� 0� 0!��	�  ���#)9-7(.  

��	�5� �	 �L� D����� �� %�?	� �  �	
�	��
��� ��� 

A 0��" �� � %�V���" 2M �����	 �	
�� T    �� �>� ���	�

�� �� �� �	�� �t�	�!'	 %� �h . $��   R�����!" M�	
H	

����	 %�?	� ��	� 0��" �� 0? ���� �  Oh�? ��� �!u"

����	 �r� �	 ]�:p �  D �$ �/	�E ��	�    ����� T ��	

G�' �� .��	� %�V���" T��J	 ���   ����	�/ a��$ ��� 

)HSP  ��Heat shock proteins( � 0  9��	���	 �	��-

�!�� ��� �!u" D	��� 0� 0p�- �	��  D $ ��8�C�" ��N

 .9'	%�V���"      ���v-	 �	 ��L� ����	�/ a��$ ���

D�	���J � ���"�h  �1�L1�� ���9'	   ���N ��!J�' �

      .9�'	 D �$ 9�j��/ ������ R���L� �E �� ��  %��	

%�V���" ��  0?�� 0�� � m����#�	   ��!?��� �	 D �� ���

   ��� 9�H�� �����	 ��  ��$�    ��
b	 � ���   ��� ���'	

(�� �1�L1�� �� ��	U#  ��$ T0�1�	 m!��' O� �  ��H�

 �1�
' �  �!�� G�
�'    ��!�'	 ���	�� �� 	� ���   ����

�� 9rH�>� D��b � ���# RW� �Q�>� ]
!e� �? �� �  

 w��L�' 0� mL>� G�I�	 K��E �	   � ��!u" ����   D����


!�'  D $   T(x;��� %�V����") �	 \����    ���b � \��^�

 � $ ���L
�-�� �� ��  ��$)11-10(.  

 %�V���"70HSP  �� �	0�/�� �  �
4	R��$  0��/��  �

) �����  9��1�:H �	�	�ATPase ( � 0��/��  R���?���? � 

)0�/�� �  �!u" 0� G�I�	�� R�LC� (  ��$)12(.  

0��:1�Q� %���	 ���N �	 ���Ce� T 70HSP  �������C�1

D ��?  ?) ��N�� 0���	  �'	 �  ���221  ��604�N 0� ( 

2M  �	
�P������ ������� 1N1H/A   ��$ R��I!�  �

%�V���"  �����?���� 70HSP  ����? �70HSP-2M 

  ����� ������?��" m!��' �� . ����#  %�V����"   �����?

D $  �1��T ��      O�� �	���- 0�� x��
e� �	 w"  �	��

    �$ 0�!H�# ��r� �� %��?	�  � ��?�  6��:1�Q� �� � �

G � �� D ��� ���# �	�; ������	 ���� ��	��/ ���.  

  

��� 	
  

�N �	 0�����:1�Q� %������	 �� 2M 0�������' )1N1H (

99/20/A/NewCaledonia  0? �	   D�5�C����� �� R�*;

    ���!?� �� �	���	 ��!�'�" �!�!��	 �	
�	�
��� 6�_�_>�

pcDNA    �$ D���!�'	 T��� D $ ��
? )13(.  �N2M 

 Y��'��PCR )Polymerase chain reaction ( ����



 

  

  

www.mui.ac.ir  

 ������ �	
�� 
�	���� ����–  ���32  
���
 /288 ���� /��� � �!� 1393 844 

����� ����	
��
� �����
� 2 M��
�� ��������� ������� 	
��� 1�/�4�) 
 

 9��' �� 9H�� ��WL� �4�I!J	 ������	�" �	 D���!'	

 �N ��8!�	 �� �� �'��� ���
�� ` � ��^�	 �� ? �

  .����# `U/ �N %�	 ��8!�	 �	 0���J  ���r�� %� ��T 

�	 R��$ 0? �������	�" �N ��8!�	 � 	 !2M   D	���� 0�

0�/�� �4�I!J	 `�	�� �  m�
�� c��BamHI  T ����

 �/	�E ���#.  

'3 ATGAGTCTTCTAACGGATCCTC '5 :
Forward  

'3 CTTCAACTCTATGCTGACGGATCC 

'5 :Reverse  

��	�" �	 D���!'	 ��M�" ���� 0!�#  � ����� ���� �	��T 

�N ��WL� 2M  c�� 0�PCR  .9�H�# 6��4   9�r
b

 ���� ���� �	�� � �����	�"PCR   R���$10 pM   ��� �	

  T��������	�" �	 O����ng 50 DNA T����51	 mM 5/1 

2MgClT mM 5/2 dNTP mix 

)Deoxyribonucleotide triphosphates� ( O�  /	� 

m�
�� Taq DNA �	���
" ���m^/ .     ��� M��?	� ����8�

 0� D
����� d�lµ 25 . $ D ��'� 0����� �   ����� �����

  R����$ ������5  ������ �� 0��_�;� Cº 95 T35  0��J�h  

)1 ���� �� 0_�;� Cº 95 T1   ����� �� 0�_�;� Cº 55  �

30  ����� �� 0���< Cº 72 � ( �� 9���8�T 10   �� 0�_�;�

���� Cº 72  G�I>� .���PCR  GN ��� ��2    �4��

w������ �H����� �� ������#� - O�������  ����'	 - EDTA 

)Ethylenediaminetetraacetic acid ( N�!1� ��80  0� �

 6 �40 -30 . $ ���H��!L1	 0_�;�  

 0�^�!� �'��� 98� �     ��� ����#� GN T����H��!L1	

y��  ������ (�� ��	 G�
>�    �	 D���!�'	 ��� �  $ �
���

D�5!'�  9?�$) ��'��L$�Viber Lourmat(   G��E ��

o�� nm 260 . ���# D ��C� � �	�� %��&��  x�e�C

D�	 �	 �   G��I>� �1�L1��PCR  �	  �5���C�bp DNA 

100  9?�$Fermentas )1153SM (  . $ D���!'	  

 ���� �� �	
���
pGEM-T Easy   

      ��� D �$ ���WL� ��� ����V
?�� ��
" T��r�� %�	 �	��

 o	�e!'	 ���#� GN �	 (�N��? 9?�$) 9�? �	 D���!'	

 R����;�� �� wu����' �pGEM-T Easy  9?�����$)

Promega  �� �  ����# ��
? D $ 0!�# c�� K��Q� (

 ��!?��E.coli 0��' � f'10Top ��	 �����  . �$ (�  ���

��
? ��51���b c�� �	 D���!'	  ���� ���-   ���'  ��

   ����������/ 9�������C? Y��������>�IPTG/Xgal 

)thiogalactopyranoside-1-D-Sopropyl β T(

��
?   ��� G���!/	 0?  ��' ���     ���')"  ��	� ���

 9��8� . ��� ���# d���e!�	 T ������ ���r� ��������=  ���

 ����
? c�� 0��' �	 Ty������
?PCR  ��������	�" ����

�4�I!J	���
�� mv� T  ��BamHI  � %���:�   �1	���

 . $ D���!'	 ��?����  ��')"  

�����  �
���� ����a28pET    

O� ��
? O� �	 ��!?��  �	�   ���')" a28pET �� 

ml 5 Y�>� \��� LB )Luria-Bertani (z�_
�   �$ � 

0��� 6 ��� O��� ���$ �� ������ Cº 37 �� ��������L�	 

�	��L�$ �	�; D�	�  $ . ��')" a28pET  ���  D���!�'	 

�	 9�? ) 9?��$  ����!��	 ( o	�e!�'	   �$ �  w�" �	 

%����:� T9��r
b �� ����v/ m�
���� ����� �<P	�� ��>� 

BamHI � HindIII mv� ���
��  6���4  9�H�# � 

0� 6��4 �QJ D $ ���� D���!'	 �	�; 9H�# .  

�

���� �
���� ���� 70HSP-2M-a28pET   

�	�� 9J�' D��' �  ������   ��	� 2M  �70HSPT 

  D ���?  �? �N 	 !�	 � HSP    ���')" ��a28pET 

����� �����'  �����# .%� ��� T����r�� �	 D����' � 

70pGEM-HSP �	���� ����!��'� 0��� �N 70HSP 

D���!��'	  �����# )12(	 .���% m�
���� ���� D����'  �����

BamHI � HindIII   0���:Q; �  ������# m���v� � 
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1152  9��� �����   �?  D ���? � 70L.major HSP 

)1812 -661 nt ��v/ �� GN �	 o	�e!'	 �	 w" (

     D �$ ��QJ  ���')" 0�� ���5�1 m�
�� � a28pET 

 ��'  :!�� ��!?�� RJ	� 0� � RI!��0 � f'10Top 

��	����  %���������?  �	� 9C? Y�>� �� �  $ (�

��
? . $ D�	� 9C?    Y��>� �� D ��� 9'� 0� ���

  �	 D �$ 	 � ��� ��')" �  � $ D�	� 9C? \���

  ����� ���
�� mv� �� �N ���� ( - �� ���� �r�

. �!H�# �	�; �'���  

0����
/�� ��  ������?����  ������')" � ����:� �  

a-HSP28pET  ������ 9���8�  �N ������'2M  ��

�N 9'�P�� HSP m�
�� �	 D���!'	 �� TBamHI  �QJ

  ��')" . $2pGEM-M   � m�v� m�
�� %��� �� 
��

 �N2M  0��� ����5�1 m�
���� ����v/ �� D ��$ x���
e�

D $ �QJ  ��')"  � a-HSP28pET   . ����# RI!�

  �	��� m�
�� O� �	 Y_H 0
/�� %�	 �� 0? ���� �� �	

���   0�� T $ D���!'	 ` � �N ���'   M���? ���r��

  ���')" T�4�I!J	 ��b G�I�	 a-HSP28pET   R�*;

      . �$ 0
�����H� ` �� �N ��� � �$ ���^� �	  �	���

m�
����� �	  �����')" ������? 0
�������H� ������ SAP   

)Shrimp alkaline phosphatase %��&�� � ( CIAP  

)Calf intestinal alkaline phosphatase K����Q� (

 D ���' 9?�$ R�:1	��!'� D���!'	 $  ��� ��   %!�$	���

 6���H'5  ���8!�	DNA   ��QJ  ��')" �1�I�	 ��� �	

 ���#�
� D $ 98� .���#��=   c�� �	 Ty�����
?  ��

 ��
?PCR � �4�I!J	 ������	�" �	 D���!'	 ��   m�v�

�����
��  m�
���� ����v/ ��  �����BamHI � HindIII 

  . ���$ D���!���'	 9�����8� �� �����?����  �����')"   

70HSP -2M -a28pET  � �����V
?�� �1	���� %����:� ����

. ���#  ��=�  

"
#�$�� %�
& ��' �

����   

 �������')" ��� �������?����70HSP-a28pET  �

70HSP-2M-a28pET ��� 0   :!���� ��!?���� R��J	�

D ���$ � E.coli 0�����'  �21BL ��	�������. ���$ (� 

��!?�� ��  ��Y�>� 9C? LB \��� ���/ ml/gµ 50 

%�����������? 9���C? D�	�  ���$ � �� ������� Cº 37 

��	U#���#  $ �� �����  0�?  �	
���  dU��  0����� �� 

G�E o�� nm 600 0� 5/0  '��.    ���_1	 �	��� wu'

 )  �����!?P�# ����� R���"��"�
�	 T�N ������IPTG ���� (

9r
b ]
!e� ��� mM 1 T5/0  �2/0 	 0H��p   �  �$

G�
'  6 � 0� ��3  9-�'  ��5�� ����� �� Cº 37  ��

 �	�; ������L�	�!H�#G�
' d�'� .   �� �����!?�� ���

���� ��� 1 T2  �3   \��� T��_1	 �	 w" 9-�' �� ��� 

0!���	� � �� !Lu'	 �� ��� (�
:� �!����H����#.   

"
#�$�((� %�((
& )((���&  �((

���� ��((' *$� �((&  
SDS-PAGE  

    0����� T%�V����" ����� ��'��� 98�    ��� ������ GN 

 ��� R��?� 12 ���H��!L1	  4��   d��'� 	 !�	 . � $

��!?�� \�� ���  �H�� �� ]
!e� 6�-�' �� D $ ����

) 0�������Sample buffer � {����
e� (10  0���_�;�

 . � $ D ��$��  y��� ��� ���V���" ��� ���    ��� �
����

  ��
� �'���? G�
>�250-R  . ����# ��L�$� T   �	���

���D�	 �	 ��� �  �	 %�V���" �5���C�  ����V���"   9?��$

 ��!���H. $ D���!'	  

�+,  %�(
& "
#�$�� �
    -�(& %�.(�$ *$� �(& ��(/ 

)Western blot(  

%�V���"    GN ��� ��� D �$ O��L�� ���    R���?� ��
"

   ����!L1	 D�5!�'� �	 D���!�'	 ��� T ���	   ��� 0�� �����

���Cb�  . ��$ R��_!�� 
1�
��'��!��%�V�����" ������  �����

70HSP -2M  �70HSP  ��!?�� ��21Bl  �	 D���!'	 ��
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 0�
- G���
?���� ���� �!��01�*��   6���4 ��� �!��� �

    �	 ���C� �	 ���?	�" m�
��� �� 0? ���� �!�� %�	 .9H�#

 9;� �� T��� D $3000/1  ��PBS  �  $ 0�8� ��� ���

   �� �	�!����' �	 D���!�'	 �� ���V���"� �����  %� ��
�� 

)DAB  ��Diaminobenzidine -'3,3 (�. $ ��L$    

  

���
	 	
  

T0:1�Q� %�	 ��  �	 G�E�N R��? 2M   	
�	��
��� �����

0��' � 1N1H  R��$ 0?300 �� ��� 9��  �  �$��  �N

70HSP ��N�� �����C�1  0?1152  T��	� ��� 9�� 98�

. $ D���!'	 ��?����  ��')" 9J�'  

    ������?����  ������')"  �����1�� ������r�� 0�����  

HSP-2M-a28pETT �� 	 !�	 �N 2M    �	 D���!�'	 ���

 c�� 0� �4�I!J	 ������	�"PCR   . �$ D�	� ��WL�

0^�!� �  0:Q; ���H��!L1	� 300  ���� 9���  �N2M 

�� �� 0?�  ���#� GN2 �� T $ (�^�	  4��   RL�$1 

D �� .9'	    

  

  
 �2/1. 56
.� �  %7 �
82� ���9$�.2:;2M%�.� < 1 $ 25=>� : � 

2M 300 ���& �AB%�.� < 3 : �C��D�DNA bp 100  

  

 �N2M    ���')" �� ���#� GN �	 ���'	 � �	 w"

pGEMTeasy �����     G���_!�	 �	 w��" �  ��$ �����'

 ��!?�� 0� �� G�I>�E.coli 0��'  �f'10Top  �	��� T

   ���
? c�� �	 T��r� ���� ��
? d�e!�	PCR   D���!�'	

 RL$ �� �� }��!� 0?  $2 .9'	 D ��  

 

  
 �2/2 )	�
 E+�.� . Polymerase chain reaction  

)PCR ( �
+,� �FB��B  %7 ����2M  ��pGEMT vector  

%�.� 1-6 : -H�IJ�PCR )	�
 ��/ K�&�L �
A� ��' )5=>� � 

2M%�.� <( 7 : �C��D�DNA  bp100  

   

D ��C� �	 w" 0:Q; � 0!H�� ��WL� �   T��r� ���� �

   ���')" T $ D�	� 9C? \��� Y�>� �� {���� ��
?

 m�
�� �� �  ���# o	�e!'	 ��BamHI  ��# m�v� ��  

0:Q; O� ���'	 � 0� �^�� 0? � 300    ����� 9���

. ���# ��')" �	  

0���  �N y������
? ����r��HSP  T�������  ����')" ��

  ��')"70pGEM II-HSP     ��N��� ������C�1 �N  ��	�

m�
�� ����� BamHI � HindIII  0�:Q; �  ���# mv�� 

1152 9������  ? D ��?� 70HSP    ����# 	 � �� �	

0^�!� 0?� ���H��!L1	 �� �� RL$ 3 D �� 9'	.  

 D ���?  ? �N  �HSP    �� GN �	 o	�e!�'	 �	 w�"

  ��')"a28pET  ����      R�J	� 0�� �  ����# ����'

  :!���� ��!?����0����' � f'10Top ��	������ (� �� �

 ��v/ . $ D�	� 9C? %��������?  �	� 9C? Y�>�

 �NHSP    ����
�� m�v� �� D $ 	 � ��� ��')" ��

7        6       5       4       3        2       1 

1000 bp 

500 bp 
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    RL�$ .9�H�# �	��; �'��� ����4    %��	 �	 ��	 �:�

      �	��;  ���=� ����� ����
�� m�v� �� 0? 	� �� ��')"

�� ��C� T �!H�# �� .   

    T�����?  ���')" %!J��' �	�� �N2M   m�v� �	

  ����')"2pGEM-M m�
���� ���� BamHI  . ��$ 0���8�

 ��?����  ��')" %��&��70pGEM II-HSP   ��� 
��

M�" m�
��  �	 w" � ���J c�� 0!�# $ 0
�����H� �

   ��� 9�C# ���^� ` � �N �� T��5�1 m�
�� ��v/ ��

 �� �N 9'� P��70HSP  ��
? d�'  .����#  ��!J��'

    ��!?��� R�J	� 0��  � � � ��')"E.coli  0���'  �  

  

  
 �2/3 �
���� MN' .70pGEM II-HSP M+O�� �&  ��'

BamHI  $HindIII 5=>� ����;�B $  �1152  ���& �AB

70HSP )70Heat shock proteins ( ��	
 �� �
���� �;

 �C��D� Kbp1  

  

  
 �2/4 ��'�
���� MN' .a28pET M+O�� �& �

����  ��'

BamHI  $HindIII5=>� <  �1152  ���& �AB70HSP 

)70Heat shock proteins ( �C��D� ��	
 ��Kbp 1   

)� ��+� .��/   

f'10Top ��	���� $ (� � � �	  :�=  �N �����  ��  

 ��
? Y'��PCRT   ���')"   �	 ���?���� ���
?   ����

 o	�e!'	 9*W� ���� �!'�� �  �N ����'   ���  Y�'��

�m��v� �����
�1�� ��	 D���!��'	 ���� �����
� �m�
���  �����

BamHI � HindIII  RL$)  ���#  ��=�5.(  

����     ��� D ��� ����I� �� 0�? ��E  � T���$ 
�1��� 

�
���� 	�%     ���C� 	� ���r!�	 �����  ��� �� �� ��')"

)  ����	�300  �1152 ����� 9�����8� �� .(���9 :�����% 

1	����� ���')"�  ?�������� (���
:�  ����	��# 0��? �N 

70HSP 0� 6��4 z�>4 ��  0�1�*�� � �N 2M  �� �

01�*�� �� �� �	�J d�; O� �    ���')" �� ��� �!���

a28pET ��� ���' D $ 9'	.  

  

  
 �2/5. 56
.� $� �& �

���� �
���� )�+O�� MN' �  M+O��

BamHI  $HindIII%�.� < 1 :)�+O�� MN' K�IJ�  

-�=>�) bp 300 $ bp 1152%�.� <( 2 :����  <��D� MN' �

%�.� 7 : �C��D�bp 100  

  

  ���')" T%�V���" ���� �'��� �	�� ���  ���?����

  ` �� �N  �	�)70HSP -a28pET  �70HSP -2M -

a28pET ( ��!?�� ��E.coli 0��' � 21BL ��	���� (�

 ���# ��_1	 �	�� .%�V���" ���� 9r
b �	   ]�
!e� ���

IPTG     0������ ]��
!e� 6�-���' �� �  ��$ D���!��'	

 GN ��� �� �  $ 9$	���12      ���� R���?�  �4�� ��
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١         ٢     
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 6��1���' R���'��� m� ��' ����v/. ��$ �����H��!L1	 

0^�!� � RL$ �� ����- ���H��!L1	 ��� 6  �7   ���C�

.9'	 D $ D�	�        0�? �	� ���C� D ��� 9�'� 0�� }���!�


�� %���P��    ��� ��_1	 �	 w�" 9-�' �� %�V���"  �1�� �	

IPTG mM 5/0 �� R4�/ .���#  

 

  
 �2/656
.� .  "
#�$�� %�
& )���& �70HSP-2M K��� ��  ��'

21BL  �& �R:; �; �=& $ �S�IPTG  �T�L)mM 5/0 K7 �$� (

 %�.� .�
�� �+�
�1 %�.� <)	
#�$�� �C��D� :7-25���� :  5/0 <1 <

2 <3 <4  $5  %�.� <�R:; �; �=& �V��85���� : �R:; �; �S� �  

  

  
 �2/756
.� .  "
#�$�� %�
& )���& �70HSP K��� ��  ��'

21BL  �& �R:; �; �=& $ �S�IPTG  �T�L)mM 5/0 K7 �$� (

 %�.� .�
�� �+�
�1 %�.� <)	
#�$�� �C��D� :25���� :  �; �S� �

 %�.� <�R:;6-3 5���� :1 <2 <3  $4 �R:; �; �=& �V��  

  

 %�V����" ������$�L�
�H 6��4�IJ �'���   ����

 ��?����HSP  �HSP-2M    �	 D���!�'	 ��� (���   �	
�H	

Expasy )http://expasy.org (  0���� �� . ���# (�^�	

����� R��>� 0���   ����')" �� �N �����'a28pET  �

  0�1�*�� � �$ D��
H	 �     `��E �� ��� �� ��� �!����

%�V���" D�	 �	 T��?���� ���   ���r!�	 ���� �1�L1�� �

)kDa 59  � ����? %�V���" �	��kDa 48  �	��HSP (

 ��� ��. ���# D ��C� ���#� GN  

0����      GN ��� ����H��!L1	 ��� 0�? ����V���" ���  

12     D �$ O��L�� �5� ��� �	  ��� R��?	 �
"  4��

 ����T �Cb 0��  $ R_!�� 
1�
'��!�� �   D���!�'	 �� �

t�� G���
?���� ���� �!�� �	D �  0�1�*�� �  ��� �!���� 

 $ (�^�	 y���)� ��!'� M�����  RL$)8.( %�V���" 

 ��?����2M      � ���
- Y�'�� R�*; 6��:1�Q� �� 0?

    ���� D �$  ���=� � 0!J�' D�5C����� %�	 �� �	��L��

�� D �� RL$ �� 
�� ��$ )14(.  

  

  
 �2/8 .56
.� � �	
��& %�.�$ "
#�$��  �

���� ��' ���A.�; �&

 %�.� ."+�
.W
' �X ���& ).�� �;1 <)	
#�$�� �C��D� :  

 %�.�2"
#�$�� : 2M %�.� <3 "
#�$�� :HSP %�.� <4 "
#�$�� :

 ��+�
HSP-2M  %�.� $5)A	� �'�/ :  
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���  

0:1�Q� ��   %�V����"  �	� ����? %�V���" �p�/ �2M 

 %�V�����" �)604-221(70HSP  ��������?��" m!����' ��

 . ���# ���� %�V���"2M  0? ~��� 9>� %�� ��   ����

9'	 D $ 9j��/ ����� ����� ]
!e� T 9���- ��

q'�" �:�*E  ����	 ������:p   ��� ���^�	   ��? )15(. 

D�	� ��C� 6�:1�Q� 0?  �	 D	� �	 �	q'�" �    �����	 ����

 %�	 0�
- ��%�V���" �'����T  ���     9�j��/ 0��  ��	��

 ���
�� �*�� ��	�� �� �	��	����� 	
�	�
��� ���  �^��

.��$ Slepushkin  %�V���" 0?  ��	� ��C� �	��L�� �

2M ������ D ��$ �� G�
��' ����� T6	���C/ ����  ���	�� 

c�� �� 	� �� ��	�� M1�h �� 9>� ~��  ����  ]�
!e� 

����� 9rH�>�  ���� )16(.  

� %��&�Okuda    R���? G��E 
��^� �� �	��L�� �

�N 2M  �1M  %�?	� �1�; ��DNA    ��!��  �!���	��

���� q'�" %��&�� � �4�I!J	 ���  �� 	� �1�
' ���

c��     ���� ���C� D $ 0���?	� ���)17(.    ���r�� 0��

0��8� q'�" ���'  %�V���" T�4�I!J	 ����	 ���2M  �

0�/�� ��  ) �� �1�
�' o��J �e2M   6��*�?�� ����? �� (

     0�!H�# �	��; ��'��� ����� 9�	���	 �	��- 0� ��
!e�

 w��L'  �h G�I�	 0
�� �	 .9'	 0!�'��" � e2M   0��

����?���� %�V�����" volvulus Onchocerca )OV- (1 

Asp T1826 CPG-ODN  ���� �2STF   ����^�	 ,��-��

q'�"       �p ��4�I!J	 G	������ � �1�
�' ����	 ���

e2M �$�� G � ��   ���#)18(.  

9�	���	 �	 �L�  �� 0�? �'��� ��� ,�-  
�H	M�	 

����	  %�V���" ��	�  ` �� ���  ���$   a��$ %�V����" T

���	�/ )HSP�� (     ��� ����	�/ a��$ %�V���" . $��

 ��� �!u" 0� ��J ����"�h ��L
�-�   R�I!� ���N �!�

��  ��$� �� 9�'���1 0� 0p�- �	�� 	� ��  ���!J	 �� ��

MHCI )Major histocompatibility complex(   �	��;

��  ��     � ���	l �����	 �� ���  ��1�� � O��>� �� � 

 �	 ����8� M��e� %�V�����" %���	 .��	� M��_� ������!?	

    y�� �1�H �	��� �1�
�' D�5!'�  z�>�4 %�V����"   ���

��  �1�� O��>� 0� ���; �  $�� %��?�!��'   M��" ���

�������8!1	   D ������� �������L� R������-  ��������� �  

)Tumor necrosis factor%�?�����1�!��	 T( ������� 

)Interleukin( 1 T6  �12  %���?��? ���'��� �   ����

NO � C-C  9���'���� Y��'�� ����T  � ����N�H��?��

G�
'  ����� �� O�!�� . $��  

6	�<	 %�V���" a�$ ���	�/  �	���- 0�  9��	���	 

�� %���?	� ����� � ��/	� ����� �����V���" � ����N �� 

M��t" ��� ]
!e� ����   ���=�  �	��;  0�!H�#  9�'	 .

6���:1�Q� ����C� D�	� 9��'	 0��? 
����^� �����
�� 

��� ��')"   �?  D ���? � HSP �  ��� ���')"   �? 

D ��? � �!�� �N � �� 
��^�  ��� ���')"  �����?  0�? 

R��$ �N HSP � �N ` � �� T $�� ��   ��	��  ,�-�� 

9��_� ����	 �1�
' ��C� )19(.  

�� 0:1�Q� �	 ���	��"  �1�� %�?	� ��N ��   �p 

�����  T����!��� Li �  �	���L��  ���C�   ���	�  0�? 

%�?	� ����? R��$ �N ���  ? D ��? �  0�:Q; � S 

����� � �N HSP ��  �	�� 0� ��E ��<��  ,�-�� 

M�	
��H	 q��'�" ����� ������	 �1�
��' � G	�������   

���# )20(.  

%�V���" a�$ ���	�/ �� 0��8� ���' %�?	�  ���� 
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��� 
��   ���? 0��  0�!H�#  D �$  9�'	 . �����	��	 � 
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 ����
? 	� {������ %�V�����" �G�
��' �� ����e� ����� 

H71KM Pichia Pastoris �  ����  ����? )21(. ��   ���

 	� %�V���" %�	 %��&��    
��� 6�����?��" m!���' ��

 ��!?� �	 ��? %�	 �	�� �  ���? ����60PQE   D���!�'	

  �����)22(.  

 %�V���"  �	� ����? %�V���" M��t" %�	 ��2M 

 %�V���" �)604-221(70HSP   m!���' �� ��N�� �����C�1

  � ��!H�� . ����# ���� ������?��"  �	���L��   6��:Q;

 %�V���" 6���!�70Lm.HSP     �	��; ��'��� ����� 	�

   0��/�� 0�?  ���	� ��C� �  ��	�   D ���?  �? �    ��'	 �

0����   ����221   ���604      ��� 0����_� �� %�V����" %��	

 6�:Q;C  �N q'�" �!8� ��_1	 ,-�� �� G������  ���

�� G	����� ����	   d��
Q� �����C�1 ���� �� 0? ��$

 ��*�)12( q�'�" T	
�	�
��� ���� �� 0? �1�/ �� �   ����

Dt�� ���� �!��  �2M     �	����J�� ��4�J 9����	 �	

    �	 0���/�� %���	 T0��:1�Q� %���	 �� �� %���	 �	 .9��'	

70Lm.HSP  %�V���" R��?���? ��8!�	 0�2M  RI!�

�� . $  0��C� T��?���� ����? %�V���" �� T91�/ %�	

  %�V����" %��� ��8!�	 �:�*E 91�/2M   � 9�'	 �	��

��     �	���- 0�� � ���; �N�����	 O� 6��4 0�  �	��

  �? R�- � /	� ��� %�?	�)23(.  

%�?	� T� /	� ��� ���   �h �� O� ���/�  ��!�

 x1�J �N � �������  ;�H   ���	�  �!���    �	���- 0�� �

%�?	� �� ���  �	 �	 ��" � �<�� T�QJ  O���N �!�� �r�

�� ���$ 0� � ,-�� 0?  ��� 0 �����  �����	 q'�" � �

 6 ��� ��P���E � ���'��� T�<���� G	������ � �1�
��'

��  ��$�    0�? G��/ %�- ��  ���	�H  ��  ��1��    
��� ���

 0H�4 0� ���_� ��  $��.  

    �� %�V����" ����� ���r�� 0� 0? �'��� ����� R;��

G�
'     ��� ���? 0�� 6�����?��" ���    ���� T��� �	�	�

�#t��    ����� ����� 6���L�	  �	�!� ��  $�� �4�J ���

    m�	��H 	� ` �� �N ����� � 0���� T������� 98�

(�'�� �	 �L� . �?      TD���!�'	 ����� ������!?� %����

 ��')" D��# ���pET  ���  �$��� .    ���')" %��	 ��

���C�� �	�	�=    m!�����' �� ����'��� ������' �����

 6����?��" �!��  D ����U" ��!?�� � � ��  ���  ����; T

      ��1�� 	� ���?����  ���')" ������ ����_� 0? 9'	

 0Q��'	� 0��� %����&�� . ������  ��������" ������ 	�	� �

 N�H���!?��7T    %����" �� 0�? 	� �H �� �N 9'	 ���; T

   ������ ��	���? �� T9'	 0!H�# �	�; ������" %�	 9'�

. ���� ���� P��  

m!��' %�	 ��T  ���� �� %�V���" ���
H	IPTG   ��_1	

�� .��$  M��t" ��	 �p�/ ��!?� �a28pET   9�8�

%�?	�  �1��    . �$ D���!�'	 � /	� ��� ���  	 �!�	 ��

D ��?  ? �N 0����  �'	 �   ����221   ���604 70HSP 

  ����')" �� ��N���� �������C�1a28pET �����  �����'

0��
/�� �� . �����#  �N T� ��:� �2M  9��'� P���� ��

�NHSP �� ����� �� ����	�J d����; O���� �� �0���1�*  �

����� ��� �!�����   R��/	�� (����� �� . �����# �����'

 Ty������
? ����')"���  ����?���� �1	���� %����:� ����

   ����� �	��� . � ���#  ��=� � ���V
?�� %�V����"  ���� 

��?���� HSP ����? � HSP-2M  �	  ��!?���E.coli 

0����' � 21BL  . ��$ D���!��'	0����' �������!?�� ����� 

21BL  ? �N �	�	� D ��? �  m���
��1 7T  ���   . ��$��

��8� m���
�1 %�	 D ��? � RNA �	���
" 7T ��    �$��

�� O�? �  �������" �	 ����� ��� ��  �?7T   6���4

 0? ����� �� ���5�IPTG  .��$ 0H�p	%�	�����  w�" �	 

G�_!�	 T ��')" %�	 ��!?�� ��  ���   ���	��  �������� � 

���� �N  ̀  �� 	�  0�? ��  %����"  9�'�  �������" 7T 

��� ���' D $ T9'	 M�	
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Abstract 
Background: Influenza is a major cause of morbidity and mortality in the world. Permanent antigenic 
variation of influenza virus A causes a major concern to develop influenza vaccine. Now, some 
researchers are focusing on conserved antigens. The M2 protein is a proton-selective ion channel, 
integral in the viral envelope of the influenza virus A and allows the virus to enter and cause an 
infection in the host cells. This protein is conserved among all types of influenza virus A and an 
appropriate target for the development of influenza vaccine with broad-spectrum protection. In this 
study, Leishmania major heat shock protein-70 fused to M2 protein to prepare an effective vaccine 
against influenza virus A.  

Methods: Lm. HSP70 gene was cloned into BamHI and HindIII sites of pET28a vector. Influenza 
virus M2 gene was amplified via polymerase chain reaction (PCR) using specific primers and cloned 
into dephosphorylated linear pET28a vector upstream of Leishmania major HSP70 gene. The 
confirmed construct was transformed into Escherichia coli BL21 and protein expression was induced 
using isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG). 

Findings: The recombinant plasmids were confirmed via colony PCR, restriction enzyme analysis and 
sequencing. The result of sequencing revealed that the M2 gene was properly cloned into pET28a-
HSP70 in the right frame to 6xhis tag. The protein expression was determined using Western blot 
analysis. 

Conclusion: Binding of HSP to the desired antigen induces increased level of immune responses. 
Hence, the chimer protein prepared in this study, could be an appropriate vaccine candidate to prevent 
influenza infection. The immunogenicity of this chimer protein with different formulation is going to 
evaluate in animal models. To investigate the effect of HSP on M2 immunogenicity, this chimer 
protein will be evaluated in future projects. 
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Abstract 
Background: Ubiquitin first time was known at 1975, as an 8.5 KDa protein, existing in the cell. 
Ubiquitin protein has been highly preserved and it has 96% homology gene sequencing between 
human and yeast. This peptide has been identified as an index of cell mark for removing it via 
“proteasome”. But, other functions such as participating in the apoptosis, differentiation and etc. have 
been considered for ubiquitination. In the present study, we tried to concentrate on role of ubiquitin-
proteasome system in spermatogenesis process.  

Methods: Literature search in Entrez PubMed database, as well as other data sources related to ISI 
Web of Knowledge. 

Findings: Ubiquitin is secreted through epithelial cells of epididymis during sperm maturation, and 
placed on surface of abnormal sperm that is deleted. It is possible that some of this sperms escape 
from deletion in epididymis and appear in ejaculate. 

Conclusion: Some researches indicated that ubiquitination may increase as a physiological 
phenomenon during the sperm capacitation which is a positive marker to confirm sperm quality. 
Therefore, addition to role of ubiquitination in removing abnormal sperm, it can be involved in sperm 
capacitation process. 
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