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  چكيده
ير پيام رساني درون سلولي قادر به القاي مـرگ   كوركومين جز فعال گياه زردچوبه است كه با مهار چند مس    :هدف
با اين حال حلاليت بسيار ضعيف آن در محيط آبي باعث محدوديت استفاده از اين . ريزي شده سلولي است برنامه

خاطر حلاليت در آب، داشتن ابعاد نانو و عدم سـميت             در اين مطالعه از دندروزوم به     . تركيب ارزشمند شده است   
  .قال كوركومين به سلول استفاده شده استسلولي براي انت
، AGS  ،HT3  ،5637هـاي    ها در رسانش كوركومين به سلول       در اين پژوهش، قابليت دندروزوم     :ها مواد و روش  

hBMSC   و U87   هاي مختلف   براي انتخاب بهترين غلظت دارويي و رده سلولي، غلظت        .  مورد مطالعه قرارگرفت
سـپس ميـزان القـاي مـرگ     . هاي سلولي تأثير داده شد فته در دندروزوم بر ردهكوركومين در حالت آزاد و قرار گر      

 نيمـه كمـي     RT-PCR بـه روش     Baxريزي شده سلولي به كمك رنگ پروپيديوم آيودايد و ميزان بيان ژن              برنامه
  .بررسي شد

 در  گريـز   فرمول بندي دندروزومي كوركومين باعث افـزايش قابـل توجـه حلاليـت ايـن مـاده شـديداً آب                    :نتايج
 سـاعت  18ريزي شده سلولي بعـد از   طوري كه به روش فلوسايتومتري القاي مرگ برنامه  به.  شد AGSهاي   سلول

 درصـد بـا     20 درصـد و بـا كوركـومين آزاد          48هاي تحت تيمار با فرمول بندي دندروزومي كوركومين          در سلول 
 نيمـه كمـي افـزايش    RT-PCRنين بـه روش    همچ. مشاهده شد ) ليتر ميكروگرم در هر ميلي   20(غلظت بهينة دارو    

  .نشان داده شدفرمول بندي دندروزومي  در  Baxسطح بيان ژن القاي كننده مرگ برنامه ريزي شده سلول 
تر و بيشتر كوركـومين در مقايـسه بـا            براساس نتايج، دندروزوم باعث افزايش حلاليت و القاي سريع         :گيري نتيجه

هاي تحت تيمار نيـز ايـن مـسئله را            در سلول  Bax درصدي   50كه افزايش بيان    طوري   به. شود كوركومين آزاد مي  
  .تأييد نمود

  
  ريزي شده سلولي ، مرگ برنامهAGSهاي   سلول دندروزوم، كوركومين، نانوكوركومين،:واژگانكليد

  

   مقدمه-1
   با نام علمي دي فرولوئيـل متـان         (Curcumin)كوركومين  

  
(Diferuloylmethane)  ل زردرنگ و جز فعال اصـلي       ، پلي فن
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  و همكاران نجمه رنجي  ريزي شده در رده هاي سلولي  بر القاي مرگ برنامهني كوركومري تأثبررسي
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 ]2، 1 [ اسـت (Curcuma longa)گياه هميشه بهار زردچوبـه  
هـايي از قبيـل مثانـه، گـردن          كه آثار ضد سرطاني آن در سرطان      

 با وجود   .رحم، تخمدان، مغز، پوست و غيره مشاهده شده است        
ــلال  آن ــه در ح ــسايد     ك ــل سولفوك ــر دي متي ــي نظي ــاي آل ه

(Dimethylsulfoxide: DMSO)،  ــل ــتون ح ــانول، و اس  ات
ناپـذير و در     اما در آب، در شرايط اسـيدي انحـلال        ] 3[شود   مي

  ].4[شود  شرايط خنثي و قليايي سريعاً تجزيه مي
امروزه براي افزايش حلاليت اين ماده ارزشمند در مايعـات          
بدن و به تبع آن افزايش آثار ضد سرطاني كوركومين، از نـاقلين      

هـا   دنـدروزوم . شـود  سـتفاده مـي   مختلفي بـراي رسـانش دارو ا      
 با سـاختار  (Copolymer) هم بسپار خانوادة جديدي از ناقلين

دار و خـود متجمـع هـستند كـه در تحقيقـات              كروي، فرادندانه 
هاي يوكاريوتي   گذشتة اين گروه براي انتقال ژن به درون سلول        

 (In vitro) و آزمايـشگاهي  (In vivo)صـورت درون بـدني    به
در مقايسه با ساير نـاقلين  ]. 6، 5[ قرار گرفته است  مورد استفاده 

ــوزوم  ــل ليپ ــي از قبي ــا  داروي ــانوذرات ]11-7[ه ، ]15-12[، ن
هـا از مزايـاي متعـددي از قبيـل           فسفوليپيدها و غيره، دندروزوم   
، 5[پـذيري برخوردارنـد      تخريب پايداري، عدم سميت و زيست    

ه اسـتفاده از    اي، نشان داده شد ك     در يك بررسي مقايسه   ]. 16،  6
ــدروزوم ــل ژن وحــشي  دن ــاي حام ــه تركيــب P53ه ــسبت ب ، ن

ريـزي    سبب وقوع مـرگ برنامـه      (Lipofectamine)ليپوفكتامين  
 شــــديدتري در رده ســــلولي (Apoptosis)شــــده ســــلولي 

همچنين در بررسي سـميت،     ]. 17[شود   اريترولوكمياي انساني مي  
رده  (CCRF-CEMهـاي   ليپوفكتامين سميت بيشتري بـر سـلول      

رده  (MOLT-4و  ) سلولي از لوسمي لنفوبلاستيك حاد انساني     
در مقايـسه بـا     ) سلولي از لوسـمي لنفوبلاسـتيك حـاد انـساني         

ــشان داد  ــدروزوم ن ــي  ]. 18[دن ــا ميكروســكوپ اتم ــه ب مطالع
(Atomic Force Microscopy)هـا   دهد، دنـدروزوم   نشان مي

هاي سـميت    بررسي نانومتر هستند و     100 تا   10نانوذراتي با ابعاد    
. هـا نـسبت بـه ليپوفكتـامين اسـت          نشان دهندة برتري دندروزوم   

هاي حامـل    ها با دندروزوم   همچنين نشان داده شد كه تيمار موش      
ــه HBsAg (Hepatitis B Surface Antigen)ژن  ــر ب  منج

  ].6[تري نسبت تيمار ساير ناقلين شد  زايي طولاني مدت ايمني

دنـدروزومي، در ايـن مطالعـه از        با توجه به مزاياي نـاقلين       
بــراي رســانش كوركــومين بــه ] 6، 5 [0400دنــدروزوم نــسل 

هـدف از ايـن     . هاي سلولي سرطاني و جنيني اسـتفاده شـد         رده
مطالعه بررسي حلاليت فرمول بنـدي  دنـدروزومي كوركـومين           

 ريـزي شـده    نسبت به كوركومين آزاد و ميزان القاي مرگ برنامه        
با توجه به حلاليت آبـي فرمـول        .  بود هاي تحت تيمار   در سلول 

هاي سلولي تحـت     بندي  دندروزومي كوركومين، در تمامي رده      
بنـدي در مقايـسه بـا كوركـومين آزاد القـاي             تيمار با اين فرمول   

. ريزي شده سلولي مـشاهده شـد       تر مرگ برنامه   شديدتر و سريع  
 به دليل عدم القاي مرگ شديد و        AGSهمچنين در رده سلولي     

 بـه روش  Baxها، افزايش بيان ژن      درصد مناسبي از سلول   بقاي  
RT-PCRنيمه كمي تأييد شد .  

  

  ها  مواد و روش-2
   كشت سلولي-2-1

هاي سلولي مورد مطالعه از بانك سلولي انستيتو پاستور          رده
ــداري شــد  ــران خري ــاي ســلولي  رده. اي رده ســلولي  (AGSه
و ) ثانــهرده ســلولي تومــور م( 5637، )آدنوكارســينوماي معــده

U87 )در محــيط كــشت كامــل ) رده ســلولي گلايومــاRPMI 
رده  (NT2رده سـلولي    .  درصد سرم كشت داده شـد      10حاوي  

) رده سلولي تومـور مثانـه     ( HT3و  ) سلولي كارسينوماي جنيني  
 درصد  10 با گلوكز زياد حاوي      DMEMدر محيط كشت كامل     

ت عنوان كنتـرل مثب ـ     به NT2سرم كشت داده شد و رده سلولي        
 hBMSCهمچنـين رده سـلولي      . هاي مربوط اسـتفاده شـد      ژن

در محـيط كـشت     ) هاي بنيادي مزانشيمي مغز اسـتخوان      سلول(
  . با گلوكز كم، رشد داده شدDMEMكامل 
  

سازي و تهيه فرمول بنـدي دنـدروزومي          آماده -2-2
  كوركومين

 Sigmaكوركومين استفاده شده در اين پژوهش از شـركت          
ندي  دندروزومي آن مطـابق دسـتور ذكـر          خريداري و فرمول ب   
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  .  تهيه شد6 و 5شده در منبع 
  

ــومين   -2-3 ــف كورك ــادير مختل ــزودن مق  اف
هـا و انتخـاب ردة       دندروزومي و آزاد به سلول    

  سلولي مناسب
براســاس مقــالات منتــشر شــده، بــراي انتخــاب بهتــرين و 

 100 و   40،  20هـاي    ترين غلظت و رده سلولي، غلظـت       مناسب
هـاي سـلولي      از كوركـومين بـر رده      ليتـر  در هر ميلي  ميكروگرم  

AGS ،HT3 ،5637 ،hBMSC و U87 ــد ــأثير داده ش لازم .  ت
هاي مختلـف دارو     ها به غلظت   به ذكر است كه حساسيت سلول     

در امكان بررسي روند تأثيرات تيمار بر چرخـه سـلولي و بيـان              
بـراي بررسـي تـأثير      . ها از اهميت بـالايي برخـوردار اسـت         ژن
 سلول به 2×105ها تعداد   كومين دندروزومي و آزاد بر سلول     كور

.  خانه به همراه محيط كشت كامل منتقـل شـد          6هر خانة پليت    
ــلولي   ــراكم س ــيدن ت ــس از رس ــدود (Confluency)پ ــه ح    ب

هاي مختلف دارو با فواصل       درصد و تعويض محيط، غلظت     70
رخه براي تجزيه و تحليل چ    . زماني معين به هر خانه اضافه شد      

 12 تـا  8 پس از گذشت ريزي شده سلولي سلولي و مرگ برنامه  
ــلول  ــي، س ــار داروي ــروع تيم ــاعت از ش ــديوم   س ــا پروپي ــا ب ه

ــد ــزي و در دســتگاه   رنــگ (Propidium Iodide)آيوداي آمي
  .فلوسايتومتر، بررسي شد

  
بـرداري بـا     ها بـراي عكـس      تثبيت سلول  -2-4

  ميكروسكوپ فلورسنت
ــلولي  ــاب رده سـ ــس از انتخـ ــب پـ ــلولي ( مناسـ رده سـ

ــده  ــينوماي معــ ــة دارو ) AGSآدنوكارســ   و غلظــــت بهينــ
هـا بـا مقـادير مـساوي         ، سـلول  )متر  ميكروگرم در هر ميلي    20(

ــومين و      ــدروزومي كورك ــدي دن ــول بن ــومين آزاد، فرم كورك
 سـاعت تيمـار شـده، سـپس محـيط           4مدت   دندروزوم خالي به  

كشت محتـوي دارو خـارج شـده و بعـد از شستـشوي سـطح                

هـا   ، سـلول PBS (Phosphate Buffered Saline)ها با  لولس
 درصد تثبيت و براي عكسبرداري بـا        4آلدهيد   به كمك پارا فرم   

  .ميكروسكوپ فلورسنت آماده شد
  

 تجزيه و تحليل چرخه سلولي بـا كمـك          -2-5
  تكنيك فلوسايتومتري

 همچنــين در (AGS)رده ســلولي آدنوكارســينوماي معــده 
 ت داده شده و پس از رسـيدن بـه تـراكم    خانه كش6هاي  پليت

 درصد، با كوركومين آزاد و فرمـول بنـدي دنـدروزومي      60-70
 18 و   12،  10،  8،  6،  4هاي زماني    سپس در بازه  . دارو تيمار شد  

ــد طبــق    ــديوم آيوداي ــه كمــك پروپي ســاعت پــس از تيمــار، ب
آميـزي و مـورد تجزيـه و          رنـگ  Sigmaالعمـل شـركت      دستور

دستگاه فلوسيتومتر براسـاس    . ي قرار گرفت  تحليل فلوسايتومتر 
اندازه نور فلورسانس سـاطع شـده توسـط هـر سـلول واحـد،               

دست آمـده از     هاي به  داده. نمايد  آن را تعيين مي    DNAمحتواي  
.  تفسير شـد   FlowMaxافزار   دستگاه فلوسايتومتر به كمك  نرم     

دست آمده از دستگاه فلوسايتومتري هنگام       هاي به  در هيستوگرام 
طـور معمـول     افزار، قلة ابتدايي از سمت چپ به       تفسير آن با نرم   

 معرفـي   G1هـاي موجـود در مرحلـه         عنـوان نماينـدة سـلول      به
هـاي   عنوان نمايندة سلول   همين ترتيب قلة دوم نيز به      به. شود مي

 و فاصـلة بـين دو قلـه    M (G2/M) و G2موجـود در مراحـل   
 .شود  در نظر گرفته ميSعنوان مرحله  به

  
ــان ژن -2-6 ــي بي ــلولي Bax بررس  در رده س

AGS با استفاده از روش RT-PCRنيمه كمي   
، در دو زمـان     Bax در مطالعة حاضر تفاوت سطح بيـان ژن       

  نيمـه  RT-PCR روشقبل و پس از تيمار دارويـي بـه كمـك            
-GAPDH (Glyceraldehyde 3كمــي و بــا اســتفاده از ژن 

Phosphate dehydrogenase) داخلي بررسـي  عنوان كنترل هب 
بـا   تـام سـلولي      RNA ابتـدا    Bax براي بررسـي بيـان ژن        .شد

، قبـل و در  CinnaGen شـركت  RNX plus كيـت استفاده از 
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40  

. اسـتخراج شـد    هـا  هاي معيني بعد از تيمار دارويي از سـلول         زمان
 درصـــد 1 ي اســـتخراج شـــده در ژل آگـــارز RNAخلـــوص 

. ار گرفـت   مورد بررسـي قـر     NanoDrobالكتروفورز و با دستگاه     
و  Oligo-dT آغـازگر  به كمك ،  سپس واكنش رونويسي معكوس   

 (AccuPower TM RT-PreMix)  يcDNA سنتزةكيت ليوفليز
بــه ايــن منظــور آغــازگر و . صــورت گرفــت Bioneer شــركت

RNA   هاي ليوفيليزه سنتز     ي الگو به تيوبcDNA    اضافه و حجم 
مـدت    مخلوط واكنش بـه    سپس. واكنش به ميزان مورد نظر رسيد     

  بـراي انجـام واكـنش و       گـراد   درجه سانتي  42 دقيقه در دماي     60
ــ ــدت  هب ــاي 10م ــه در دم ــانتي70 دقيق ــه س ــراد،   درج ــرايگ  ب

-RNA شـدن كمـپلكس      واسرشـت  و   RTسازي آنـزيم     غيرفعال

cDNA   منظور تكثير قطعة     به .ه شد سايكلر انكوب   در دستگاه ترمال
 PCRواكنش  مورد نظر پس از انجام واكنش رونويسي معكوس،         

 Titan بـدين منظـور از كيـت    . انجام گرفـت RTروي محصول 

HotTaq 10X PCR Mix از شركت BioAtlas  اسـتفاده شـد  .

cDNA     عنـوان     ي توليد شده بـهDNA         الگـو بـه همـراه جفـت 
 Gene runnerافـزار    كه با نرمGAPDH و Baxهاي  آغازگر ژن

نـه بـه    طور جداگا  شد، به  سنتز   Bioneerطراحي و توسط شركت     
كـنش  وا). 1جدول  (مخلوط واكنش طبق دستورالعمل افزوده شد       

PCR     در ابتـدا مخلـوط واكـنش       :  طبق برنامه ذيل صورت گرفت
. گـراد گرمـادهي شـد       درجه سانتي  95 دقيقه در دماي     15مدت   به

ــپس در  ــه  31س ــه ب ــر چرخ ــه و در ه ــاي    چرخ ــب در دم   ترتي
  گـراد   سـانتي  درجـه    65، در دمـاي      ثانيـه  45گراد    درجه سانتي  95
 واكـنش انجـام    ثانيـه 60گراد   درجه سانتي72ه و در دماي   ثاني 45

مـدت   منظور تكميل سنتز قطعات نيمه كامل بـه        در پايان به  . گرفت
سـپس  . گـراد قـرار گرفـت       درجـه سـانتي    72 دقيقه در دماي     10

 اتيـديوم   بـا  تفكيك و     درصد 1 روي ژل آگارز     PCR تمحصولا
 كمـي  بـراي . آميـزي شـد    رنگ(Ethidium Bromide) برومايد

تبديل باندهاي مشاهده شده در ژل آگارز به اعـداد          (ها   هكردن داد 
  .شد استفاده UVtechافزار  از نرم) گيري قابل اندازه

  
  RT-PCRكار گرفته شده در واكنش   ترادف و ساير مشخصات آغازگرهاي به1جدول 

  
  دست آمده بهطعة طول ق (Annealing)اتصال دماي   ترادف  رآغازگ  ژننام 

F TCCACCAAGAAGCTGAGCGAG 64 
Bax 

R CTGATCAGTTCCGGCACCTTG 64 
260 

F CCCACTCCTCCACCTTTGAC 54 
GAPDH 

R CATACCAGGAAATGAGCTTGACAA 54 
380 

  

  
  

 حلاليـت كوركـومين درآب؛ تفـاوت ميـزان حلاليـت فرمـول بنـدي               1شكل  
آزاد در سمت راسـت در      دندروزومي كوركومين در سمت چپ و كوركومين        

  .آب نشان داده شده است

   نتايج-3
   انتخاب رده سلولي و غلظت مناسب دارو-3-1

هـا   هاي ذكـر شـده در مـورد دنـدروزوم          با توجه به وبژگي   
عنوان نـاقلين نـانو، انتظـار بـر ايـن بـود كـه ايـن نـانوذرات                    به

دار، از قابليـت مناسـبي بـراي افـزايش         سـازگار و شـاخه     زيست
.  از قبيـل كوركـومين برخـوردار باشـد         گريـز  مـواد آب  حلاليت  

، 0400هـاي نـسل      بنابراين كمپلكس كوركـومين بـا دنـدروزوم       
حلاليت آن در آب را به شدت افزايش داده و محلـولي همگـن           

): 1شـكل   (ماندگاري دارو ايجاد نمـود       با قابليت افزايش زيست   
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41  

هاي سلولي مورد مطالعـه بـا كوركـومين در فرمـول بنـدي               رده
 ميكروگـرم در هـر      100 و   40،  20هـاي    دندروزومي با غلظـت   

 ساعت جهـت    12 و   8هاي زماني    ليتر تيمار شده و در بازه      ميلي
بررسي چرخه سلول و ميزان مـرگ و بقـاي سـلولي تجزيـه و               

 ميكروگـرم در    20در نهايت غلظـت     . تحليل فلوسابتومتري شد  
ماي بـا منـشا آدنوكارسـينو      (AGSليتـر و ردة سـلولي        هر ميلي 

علـت  .  بعـدي انتخـاب شـدند    هـاي  جهت انجام آزمايش  ) معده
انتخاب اين رده سلولي، عدم القاي مرگ شديد و بقـاي درصـد            

در سـاير   .هـا بـه هـدف بررسـي بيـان ژن بـود          مناسبي از سلول  
هـاي اسـتفاده شـده از دارو         هاي سلولي مورد بررسي، غلظـت      رده

هاي بعـدي    سبب القاي شديد مرگ سلولي شد كه خود در بررسي         
عامـل محـدود كننـده بـود و         ...) گيري بيان ژن و      اندازه(تأثير دارو   

. ساخت امكان بررسي روند تغييرات در اثر تيمار دارو را دشوار مي          
 بـا  U87هـاي    درصدي مرگ در سـلول 84القاي  ) 2شكل  (مطابق  

   ساعت از زمان تيمـار بـا غلظـت          8منشا گلايوماي انساني پس از      
تـوان بـه    اين امر را مـي .  مشاهده شدليتر  هر ميلي   ميكروگرم در  20

ها به دارو و تأثير بـيش از حـد           علت حساسيت مختلف اين سلول    
  .هاي مورد آزمايش نسبت داد شديد غلظت

  

  
  

ها   درصد سلول  84؛  U87ريزي شده در ردة سلولي        القاي مرگ برنامه   2شكل  
  .ندا  متوقف شدهG1  ساعت از زمان تيمار در پيش8پس از 

  

هاي سلولي با كوركـومين آزاد        تيمار رده  -3-2
و قرار گرفته در دندروزوم و تجزيـه و تحليـل           

  فلوسايتومتري چرخه سلولي
   هـاي   غلظـت  ،ثير كوركومين بر چرخه سـلولي     أتبراي بررسي   

 از كوركومين آزاد بـه پليـت حـاوي          ليتر  ميكروگرم در هر ميلي    20
  فلوسـايتومتري  بـراي ف  د و در فواصل زماني مختل     شسلول اضافه   

 مختلـف چرخـه سـلولي       مراحلثير دارو بر    أ و بررسي ت   )3شكل  (
نتايج نـشان داد كـه تيمـار        . )4شكل   (برداري صورت گرفت   نمونه
ثير قابل تـوجهي بـر      أ ساعت ت  4مدت   بهكوركومين آزاد   ها با    سلول

كه با افزايش زمـان   ، در حالي)الف-3شكل  (چرخه سلولي نداشت  
 چرخـه   G2/M ةت، توقـف چـشمگيري در مرحل ـ       ساع 8 و   6به  

، )هاي تيمـار شـده بـا آب        سلول(كنترل  ة  سلولي در مقايسه با نمون    
تيمار بـه   اين  با افزايش بيشتر زمان     ). ه و   ج-3شكل   (دشمشاهده  

هـاي تجمـع يافتـه در         ساعت، به تـدريج از سـلول       18 و   12 ،   10
 G1 پيش و   G1 مرحلههاي    كاسته شده و به سلول     G2/M مرحله

(Sub-G1)    تيمـار  كه   ؛ در حالي  )ص و   س ، ز-3 شكل(افزوده شد
  در هـر    ميكروگرم 20هاي كشت داده شده با مقادير مساوي         سلول
 سـاعت از زمـان      4، پـس از     فرمول بندي دنـدروزومي   ليتر از    ميلي

د ش ـ G2/M ةتيمار، منجر به ايجاد توقف چرخه سلولي در مرحل ـ        
، 8،  6 با افزايش زمـان بـه        طور مشابهي،  همچنين به ).  ب -3شكل(

هاي متوقف شده در ايـن        ساعت، به تدريج از سلول     18 و   12،  10
پـيش   و   G1 مرحلـه هاي موجود در      كاسته شده و به سلول     مرحله

G1ض و ش، ژح، -3شكل  ( افزوده شد.(  
  

دنـدروزوم  ( تأثير دندروزوم فاقد كوركومين      -3-3
 (AGS)بر رده سلولي آدنوكارسينوماي معده ) خالي

با توجه به مشاهدات ذكر شده، مـشخص شـد كـه در اثـر               
 G2/Mها با فرمول بنـدي دنـدروزومي، توقـف در            تيمار سلول 

شود؛ در    پس از تيمار دارويي القا مي      4چرخه سلولي در ساعت     
 8 تا   6حالي كه اين پديده در مورد كوركومين آزاد، بين ساعات           

اطمينان از عـدم    منظور حصول    به. شود پس از تيمار مشاهده مي    
هاي  مشاهده تأثير فوق به علت حضور ناقل دندروزومي، سلول        

 بـراي   4تيمار شده با مقادير مساوي دندروزوم خالي در ساعت          
. تجزيه و تحليل فلوسايتومتري چرخـه سـلولي بررسـي شـدند           

 ساعت 4 با مقادير مساوي از دندروزوم،       AGSهاي   تيمار سلول 
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42  

هـا در    اي بر توزيع سلول    ل ملاحظه پس از شروع تيمار، تأثير قاب     
در حـالي كـه شـباهت       . مراحل مختلف چرخه سلولي نداشـت     

قابل توجهي در توزيع سلولي اين گروه با گروه تيمار شـده بـا              
  ).ت- الف-5شكل (شود  كوركومين آزاد مشاهده مي

  

  
  

 6،)ب-الـف  (4هـاي زمـاني      بر مراحل مختلف چرخه سلولي در بـازه       ) رسينوماي معده با منشا آدنوكا   (AGSهاي    هيستوگرام فلوسايتومتري از تأثير تيمار سلول      3شكل  
  ). سمت راست(و فرمول بندي دندروزومي كوركومين ) سمت چپ(ساعت پس از تيمار با كوركومين آزاد ) ض-ص (18و ) ش-س (12،) ژ-ز(10، )ي-ه (8، )د-ج(
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43  

  
  

ريـزي شـده     مـه مـرگ برنا  هـاي وارد شـده بـه          درصد سـلول   ة مقايس 4 شكل
افـزايش قابـل توجـه مـرگ سـلولي در           . تحت تيمار با كوركومين    )G1پيش(

هاي تيمار شده با فرمـول بنـدي دنـدرزومي كوركـومين در مقايـسه بـا                  سلول
  . ساعت مشهود است18ن آزاد پس از كوركومي

 مشاهده جـذب و ورود كوركـومين بـه          -3-4
  ها به كمك ميكروسكوپ فلوئورسنت سلول

ــراي ــلول    مطالب ــل س ــه داخ ــذب و ورود دارو ب ــه ج از ع
بدين منظور  . خصوصيت فلورسنت ذاتي كوركومين استفاده شد     

رده سلولي آدنوكارسينوماي معـده     تيمار  شروع   ساعت پس از     4
(AGS)   ميكروسـكوپ فلورسـنت صـورت      بـا   ، تصويربرداري
ورود كوركـومين دنـدروزومي بـه        )6شـكل   ( كه مطابق    گرفت

اندن كوركـومين آزاد در محـيط خـارج         ها و باقي م    درون سلول 
  .سلولي مشاهده شد

  

    
  

    
  

ها با مقادير مـساوي       ساعت پس از تيمار سلول     4ها در مراحل مختلف چرخه سلولي؛        توزيع سلول ) د(اي   و دياگرام مقايسه  ) ج-الف( هيستوگرام فلوسايتومتري    5شكل  
به شباهت قابل توجه توزيـع سـلولي در دو          ). ج(وزومي كوركومين   و فرمول بندي دندر   ) ب(، كوركومين آزاد    )الف(از دندروزوم خالي    ) ليتر  ميكروگرم در هر ميلي    20(

  .گروه تيمار شده با دندروزوم خالي و كوركومين آزاد در اين ساعت توجه نماييد
  

  

   قبل و بعد از تيمار داروييBax بررسي بيان ژن -3-5
 بر ميزان   دروزوميندمين  تيمار كوركو تأثير  منظور بررسي    به

هاي تحت تيمار پس از       از سلول  RNA، استخراج   Baxبيان ژن   
 ساعت صورت گرفت و واكنش رونويسي معكوس و سـپس           8

رهاي طراحـي شـده صـورت       آغازگ با استفاده از     PCRواكنش  

 در ژل آگـارز     دست آمـده   هنتايج براساس شدت باند ب    . پذيرفت
 قـرار   تجزيـه و تحليـل      مـورد  Uvtechافـزار     با نـرم   )7شكل  (

ــزايش .گرفــت ــر  50 اف ــشانگر اث ــان ايــن ژن ن  درصــدي در بي
 فرمـول بنـدي دنـدروزومي    (Apoptotic Effect)آپوپتوتيـك  

  .)8 شكل (كوركومين است
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 ـ AGSهاي    تيمار سلول   و ميكروسكوپ نوري؛    ميكروسكوپ فلورسنت   با  تصويربرداري 6 شكل تجمعـات درخـشان    ) ب،  الـف ( سـاعت بـا كوركـومين آزاد         4از   س پ
) بـا پيكـان   ( را   ورود كوركومين به داخـل سـلول       ،)ج، د  ()2/3×بزرگنمايي   ( دندروزومي كوركومين  فرمول بندي با   و   ها كوركومين موجود در محيط كشت خارج سلول      

، قـدرت   شناسي ريخت، از لحاظ    )20× بزرگنمايي ()، ي ه (ي تيمار شده با دندروزوم فاقد دارو      ها  مشاهدات نشان داد كه سلول     همچنين. )10×بزرگنمايي   (دهد نشان مي 
  . دهند ، تفاوتي را نشان نمي)20×بزرگنمايي  (])ز، ژ (كنترل منفي[  با آبهاي تيمار شده تكثير و رشد با سلول
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  1390 تابستان 2 شماره 14دوره   شناسي زيستي آسيب:  مدرس پزشكي علوممجله
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آدنوكارسـينوماي   ( AGSهـاي   در سلولBaxبيان ژن پروآپوپتوتيك  7 شكل
 ميكروگرم در 20( ي بعد از تيمار با كوركومين دندروزومBax بيان ژن ؛)همعد

  .دهد افزايش چشمگيري را نسبت به بيان قبل از تيمار  نشان مي) ليتر هر ميلي
  

  
  

فرمـول   قبل و بعد از تيمار سلولي با         Baxاي بيان ژن      دياگرام مقايسه  8 شكل
 بيـان ايـن ژن نـشان     درصـدي در 50؛ افـزايش  دروزومي كوركـومين  ن د بندي

  .دهنده اثر آپوپتوتيك فرمول بندي دندروزومي كوركومين است
  

   بحث-4
مشخص شده است كـه بيـشتر        (Omics)اُميكس  در عصر   

 500ها از جملـه سـرطان، نتيجـه اخـتلال در عملكـرد               بيماري
 مهار تنها يك محصول ژني      و] 19[است  محصول ژني مختلف    

. ]20[ نباشـد رمـان سـرطان      قادر به جلوگيري يا د     ممكن است 
اســتفاده از داروهــاي  روش فعلــي در درمــان ســرطانبنــابراين 

 كــشف  وتركيبــي هوشــمند و در مرحلــه تحقيقــات، طراحــي 
از جملـه ايـن داروهـا       . ]22،  21[ اسـت  منظورهداروهاي چند   

 كه قادر به مهار چندين مـسير        اشاره نمود  كوركومين   توان به  مي
 از تكثير سلولي، تهاجم، متاسـتاز       پيام رساني سلولي، جلوگيري   

؛ اما حلاليت بسيار ضـعيف آن در آب و          ]20 [زايي است  و رگ 
ها، كاربرد اين ماده ضد سرطاني مهـم را   جذب كم توسط سلول   

  .سازد با مشكل مواجه مي
هايي كه در سه دهه اخير در زمينـه جـذب، توزيـع،          بررسي

 ن دهنـده  نـشا متابوليسم و دفع كوركومين صورت گرفته است،        

 .اسـت جذب ضعيف و متابوليسم سريع ايـن تركيـب دارويـي            
 و همكـارانش در اولـين       (Wahlstrom) والستروم   كهي  طور به

هاي صحرايي، جذب بـسيار پـايين آن         بررسي خود روي موش   
 شي افــزايبــرا .]23[نــشان دادنـد   گـوارش را  ه دســتگاتوسـط 

از  پـس   و همكـارانش (Li)لـي   ،نيكومر كوتي و حلال  يداريپا
ــي ــت بررس ــوزومي روي  ضــد فعالي ــومين ليپ ــوري كورك  توم
 كه كوركـومين    مشخص كردند هاي كارسينوماي پانكراس     سلول

 دشـو  يهاي تومـوري پـانكراس م ـ      ليپوزومي مانع از رشد سلول    
هـاي ميـسل و      كمـپلكس ناقليني از جـنس      گري د ياز سو . ]17[

 و در  دارو بوده  نياي ا   قادر به افزايش جذب روده     زيفسفوليپيد ن 
نتيجه مقادير پلاسمايي دارو را افزايش و سـرعت حـذف آن را             

در تحقيقـات پيـشين    علاوه بر اين ناقلين،     . ]12[دهد   كاهش مي 
 بـراي يي آهـا نـاقلين كـار    اين گروه نشان داده شد كه دندروزوم   

در ايـن مطالعـه نيـز از        ]. 6،  5[ هستندنسفكشن  اانتقال ژن و تر   
حلاليــت و جــذب ســلولي ناقــل دنــدروزومي بــراي افــزايش 

خنثـي بـودن از     هايي از قبيـل      كوركومين به دليل داشتن ويژگي    
پذيري، عـدم    تخريب زيستلحاظ بار الكتريكي، ساختار كروي،      

در رسـد    نظـر مـي    به. استفاده شد  ]16،  6،  5[سميت و ابعاد نانو     
هاي تيمار شده با كوركومين دنـدروزومي در مقايـسه بـا             سلول
 توقف   وقوع زود هنگام   ،شده با كوركومين آزاد   هاي تيمار    سلول

تــر دارو بــه واســطه افــزايش  جــذب ســريع و G2/Mدر مــرز 
  . صورت پذيرفت سلولي توسط دندروزومينفوذپذيري غشا

مـرگ   يطور انتخابي سبب القـا   كوركومين، به  از آنجايي كه  
هاي پر تقسيم و به شـدت        شديدتري در سلول  ريزي شده    برنامه

 در  ريـزي شـده    مرگ برنامه  وقوع   بنابرايند،  شو يتكثير شونده م  
بيـشتر  ) هـاي طبيعـي    در مقايسه بـا سـلول     (هاي توموري    سلول

ــده اســت   ــشاهده ش ــن در.]24[م ــاوت در  علــت اي ــأثير  تف ت
 غــشاي  در ايجــاد شــدهبــه تغييــراتتــوان  را مــي نكوركــومي

 كه منجـر     نسبت داد   چرخه سلولي  ي اجزا هاي توموري و   سلول
 دشـو   مـي  (Neoplasia) يژ قابل كنتـرل و نئـوپلا      به تكثير غير  

 به مهار تكثير سلولي و      ، دارويي كوركومين  آثاربخشي از   . ]25[
كوركومين در واقع   . شود مربوط مي  ريزي شده  مرگ برنامه  يالقا
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مهار كننده مراحل مختلف در شـبكه رونويـسي بـوده و بـدين              
دارويي اين تركيب   . نمايد صورت از تكثير سلولي جلوگيري مي     

هاي توموري از قبيل سـرطان كولـون، سـينه،           در بسياري از رده   
 ريـزي شـده    مرگ برنامه  يمثانه، مغز، ريه و تخمدان، سبب القا      

 مـرز همچنين توقف چرخه سـلولي در       . دشو  مي p53وابسته به   
G2/M  صـورت وابـسته بـه     توسط كوركومين، به   چرخه سلولي

p53  وابسته به    و غيرp53     در ]. 27،  26[ت  مـشاهده شـده اس ـ
 آثـار اين تحقيق نيز توقف چرخه سلولي و كاهش رشـد كـه از             

هاي آدنوكارسـينوماي معـده     ، روي سلول  است كوركومين   نوعي
 ي،تيمار رده سلولي فوق با كوركومين دنـدروزوم . دشمشاهده 

 ـ        چرخـه سـلولي از قبيـل        ي در به تدريج منجر به ايجـاد تغييرات
ها در    تجمع تدريجي سلول   هاي تيمار شده و    كاهش رشد سلول  

رسـد كـه مهـار رشـد         نظر مي  به. دشنقاط كنترل چرخه سلولي     
 دندروزومي كوركومين ابتدا به شكل       بندي سلولي توسط فرمول  

هـا را در نقـاط كنتـرل چرخـه           بوده و تنها سلول    يتواستاتيكاس
كه با افزايش زمان تيمـار، بـه    نمايد، در حالي   سلولي متوقف مي  

مـرگ   وارد مـسير  ايـن نقـاط  ي متوقف شده در  ها تدريج سلول 
هـاي متوقـف     با گذشت زمان، سلول   . دشون  مي ريزي شده  برنامه

در ) 1 : را طـي نماينـد     يـر  از دو مـسير ذ     يك ـيبايـستي    شده مي 
ريـزي   مرگ برنامه  وقوع   برايصورت وجود فاكتورهاي مناسب     

ند و در   شـو   مـي  ريزي شده  دچار مرگ برنامه  ها   ، اين سلول  شده
هـاي عبـوري، سـلول       غير اين صورت، با فعاليت ساير مكانيسم      

 مرحلـه  در نهايـت از      ،ي كنترل ةقطپس از توقف موقت در اين ن      
G2         بـا تـداوم    . ردي ـگ ي خارج شده و تقسيم ميتـوز صـورت م ـ

حضور كوركومين در محيط كشت و ورود بيشتر آن بـه داخـل             
قطـه كنترلـي    ن چرخه سلولي، يعنـي      يسلول، دومين نقطه كنترل   

G1    مرحله عبور سلول از     هار كننده هاي م   فعال شده و مكانيسم 
G1    توقـف در    و   مرحلـه  در اين    ها  سبب تجمع تدريجي سلول
  در ادامـه، افـزايش زمـان تيمـار و تـأثير            . دشـو   مـي  G1/Sمرز  

  

هـاي   علامـت  و مهـار     ]28[كوركومين بر مسيرهاي آپوپتوتيـك      
ريـزي شـده در      مـرگ برنامـه    يباعث القا  ،]29 [آپوپتوتيك آنتي
  .شود  مييهاي متوقف شده در نقاط كنترل سلول

كوركومين قـادر بـه     در مطالعات مختلف مشخص شده كه       
 Bcl-2 (B cellآپوپتوتيـك خـانواده    كاهش بيان اعضاي آنتـي 

lymphoma 2) هــــاي  و افــــزايش بيــــان ژنp53 ،Bax ،
ــپازهاي  ــروتئي. اســت، 9 و 8، (Procaspase 3) 3پروكاس ن پ

p53،  دست خـود از قبيـل        هاي پايين   رونويسي ژنp21WAF1  و 
Bax      اسـت  ريزي شـده سـلولي   مرگ برنامهرا كه القاگر فرايند ،

هـاي دچـار آسـيب     افزايش داده و بدين ترتيب از رشـد سـلول     
DNA  30[آورد   عمـل مـي    ههاي سرطاني جلوگيري ب     و سلول[ .

هاي  اري از رده در بسي p53 بيان ژن    يكوركومين نيز قادر به القا    
، 31[ اسـت  و سـرطان پروسـتات       (Glioma) توموري گلايوما 

ــار رد ]. 32 ــس از تيم ــلولي ةپ ــول AGS س ــا فرم ــدي، ب   بن
  ، افــزايش Bax ژن ةدنــدروزومي كوركــومين، ســطح بيــان پايــ

 فعال شدن تـدريجي مـسير       نشانگر كه   داد درصدي را نشان     50
افـزايش  . اسـت  ريـزي شـده سـلولي      مرگ برنامه ميتوكندريايي  

ــلول  ــدريجي درصــد س ــه   ت ــده ب ــاي وارد ش ــهه ــرگ  مرحل م
 اين روند احتمـالي را  ة به بعد، ادام   8 از ساعت    ريزي شده  برنامه

  .نمايد پيشنهاد مي
  

   تشكر و قدرداني-5
يـاد دكتـر محمـدنبي سـربلوكي، اسـتاد           اين مقاله بـه زنـده     

گرانقدر مركز تحقيقات بيوشيمي و بيوفيزيـك دانـشگاه تهـران           
(Institute of Biochemistry and Biophysics: IBB) 

همچنين از معاونت پژوهـشي دانـشگاه تربيـت         . شود تقديم مي 
مدرس و معاونت پژوهشي و مديريت پژوهـشي دانـشگاه آزاد           

هـاي ايـن     اسلامي واحد رشت بابت تـأمين امكانـات و هزينـه          
  .شود تحقيق كمال تشكر و قدرداني مي
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