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Abstract 
Objective: The anti-cancer properties of curcumin, a poliphenol extract from the rhizome 
of curry, has been confirmed by many investigators. However, low levels of uptake, tissue 
distribution and rapid metabolism has limited its application as an anti-cancer drug. This 
study is aimed at increasing curcumin's water solubility due to a biodegradable, neutral 
and non-toxic micellar nano-carrier called dendrosome. This study intends to evaluate the 
role of dendrosomal-curcumin (DNC) in bladder cancer cell growth. 
Methods: We performed the MTT assay, flow cytometry and Annexin V-FLUOS (as an 
apoptosis detection kit) to evaluate cell death. The genetic mechanism of DNC-induced 
apoptosis was accomplished by a study of the relative expressions of OCT4A, OCT4B1, 
SOX-2 and Nanog using real-time PCR. 
Results: DNC-induced cell death complied with a time and dose-dependent paradigm in 
the 5637 cell line. Cell cycle analysis revealed that the number of cells increased in pre-
G1 and gradually decreased in G1 and S phases. This showed the inhibitory property of 
dendrosomal-curcumin on DNA synthesis. Data from real-time PCR determined that 
expressions of OCT4A, OCT4B1, SOX-2 and Nanog could be related to 5637 cancer cell 
growth. Dendrosomal-curcumin significantly suppressed mRNA expression of the above 
mentioned genes (p<0.01).  
Conclusion: The data showed that DNC induced apoptosis by suppression of 
pluripotency genes in 5637 bladder cancer cells, which confirmed the useful characteristic 
of nano-drug in bladder cancer therapy.  
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  29/02/92 :پذيرش مقاله  10/11/91 :دريافت مقاله
  چكيده

 اگرچه خواص ضد سرطاني كوركومين، پلي فنل به دست آمده از ريـشه گيـاه زرد چوبـه، مـورد تأييـد بـسياري از                          :هدف
محققان است، با اين حال جذب و توزيع بافتي پايين در بدن، فعاليت كم و متابوليـسم سـريع از جملـه معـايبي اسـت كـه           

در ايـن مطالعـه   . امروز با محدوديت رو بـه رو كـرده اسـت       استفاده از كوركومين را به عنوان يك داروي ضد سرطان تا به             
پذير، خنثي و غير سمي تحت عنوان دندروزوم افزايش و نقـش             هاي ميسلي تخريب   حامل حلاليت كوركومين به واسطه نانو    

 . هاي توموري مثانه بررسي شد مهاري آن بر رشد سلول
براي ) كيت اختصاصي تشخيص مرگ سلولي (Annexin V-FLUOS، فلوسيتومتري و MTTهاي    روش:ها مواد و روش

هـاي دخيـل     بررسي مرگ سلولي و مكانيسم ژنتيكي مرگ القاء شده توسط نانوكوركومين دندروزومي به واسطه مطالعه ژن               
  .  انجام گرفتReal-Time PCR با استفاده از روش Nanog و OCT4A ،OCT4B1 ،SOX-2در پرتواني سلول شامل 

يانگر القاي مرگ سلولي به واسط نانوكوركومين دندروزومي به صورت وابـسته بـه غلظـت و زمـان در رده                     ها ب   يافته :نتايج
ها در فاز     و كاهش سلول   Pre-G1بررسي چرخه سلولي بيانگر افزايش جمعيت سلولي در         .  مثانه بود  5637سلولي توموري   

G1   و S         همچنـين  .  مثانه اسـت   56367هاي رده توموري     لسازي سلو   بود كه نشان دهنده نقش مهاري كوركومين بر همانند
هـا    بيانگر نقش تومورزايي اين ژن     Real-Time در تجزيه و تحليل      Nanog و   OCT4A  ،OCT4B1  ،SOX-2مشاهده بيان   

ها را كـاهش داد       اين ژن  mRNAداري بيان    تيمار با نانوكوركومين دندروزومي به طور معني      . در رشد تومورهاي مثانه است    
)01/0P<(.  

هاي دخيل در تكثيـر،   دهد كه نانوكوركومين دندروزومي با تغيير بيان ژن      هاي مذكور نشان مي     به طور كلي يافته    :گيري نتيجه
كند كه بيانگر نقش كـاربردي نـانودارو در درمـان            ريزي شده سلولي هدايت مي     هاي توموري را به سمت مرگ برنامه       سلول

  . سرطان مثانه است
  

   هاي پرتواني ريزي شده سلولي، سرطان مثانه، ژن ومين، دندروزوم، مرگ برنامه كورك:واژگان كليد
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  هاي پرتواني القاي مرگ سلولي با مهار ژن
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  مقدمه
هاي اخيـر توجـه    ها در سال افزايش رو به رشد نرخ سرطان   
كارهـايي در راسـتاي توليـد        بسياري از محققين را به يـافتن راه       

داروهاي ضـد سـرطان معطـوف كـرده اسـت و در ايـن ميـان                 
گياهي به علـت داشـتن آثـار جـانبي كمتـر از             تركيباتي با منشأ    

) Curcumin(كوركـومين   . ]1[اي برخوردار است     اهميت ويژه 
تاريخچـه  .  مستخرج از گياه زردچوبه اسـت      آب گريز پلي فنلي   

 وسيعي از خواص دارويـي  درماني اين گياه در طب سنتي طيف 
، ضـد   آنتـي اكـسيداني   نقش  . كند را براي كوركومين پيشنهاد مي    

هاي اخير بـه اثبـات       التهاب و ضد سرطاني كوركومين طي سال      
نا محلول بودن، جذب و توزيع بـافتي پـايين،          . ]2[رسيده است   

فعاليت كم، متابوليـسم سـريع و غيـر فعـال بـودن محـصولات               
حاصل در بدن، استفاده از كوركومين را به عنـوان يـك دارو بـا         

هــاي  طراحــي آنــالوگ. ]3[محــدوديت رو بــه رو كــرده اســت 
هـاي فـسفوليپيدي    هاي متابوليسمي و ناقل ساختاري، مهار كننده  

كارهاي پيشنهادي در راستاي مرتفع كردن مشكلات        از جمله راه  
ــت   ــومين اسـ ــدروزم. ]4[كوركـ ــا  دنـ ) Dendrosomes(هـ

 و  اسـت سـيد   منشعب مـشتق از اولئيـك ا      هاي پليمري    ناقل نانو
سـنتز   براي اولين بار توسط دكتر سربلوكي و همكاران در ايران         

پايداري، عدم سميت، خنثي بودن بـار الكتريكـي، زيـست           . شد
، تهيه آسان و هزينه اندك      )Biodegradability (پذيري تخريب

ذرات در مقايسه با نـاقلين فـسفوليپيدي         توليد از مزاياي اين نانو    
هــا در انتقــال ژن بــه  ي بــالاي دنــدروزوميتوانــا. ]6، 5[اســت 
ها بـه عنـوان       اين فرضيه كه دندروزوم    به پيدايش منجر   ها سلول

هـاي سـرطاني در نظـر        ين به سـلول   م انتقال كوركو  برايحاملي  
 كارايي داروي نانوكوركومين دندروزمي براي      .شدگرفته شوند،   

ــدل  ــار در م ــين ب ــا اول ــاركوما   ه ــه فيبروس ــتلا ب ــي مب ي موش
)Fibrosarcoma (همچنــين نــشان داده شــد كــه . تأييــد شــد

اي  طـي مطالعـه   . ]7[ها به تنهايي فاقـد سـميت اسـت           دندروزم
هاي  ديگر، نقش ضد سرطاني نانوكوركومين دندروزمي در مدل       

. ]8[يـز گـزارش شـد       آم موشي مبتلا به سرطان كولون موفقيـت      
هـاي   هـاي مـشترك سـلول      خاصيت تكثير و پرتواني از ويژگـي      

سرطاني و بنيادي است بنابراين امروزه دانشمندان بر اين باورند          
هاي بنيـادي     از سلول  تواند يك بيماري برخواسته    كه سرطان مي  

هاي  هاي اختصاصي سلول   افزايش بيان بسياري از ژن    . ]9[باشد  
ها گزارش شـده اسـت و بـه          دي در طيف وسيعي از سرطان     بنيا

هـا و    رسد كه رابطه مستقيمي بـين افـزايش بيـان ايـن ژن             نظر مي 
هاي  سلول) Invasion(و تهاجم   ) Progression(رشد، پيشرفت   

افـــزايش بيـــان و نقـــش تومـــورزاي . ســـرطاني وجـــود دارد
)Oncogene(هــاي   ژنOCT-4 ،SOX-2 و Nanog كــه زيــر 

هاي  كليدي در برقراري چرخه تكثير و پرتواني سلول       واحدهاي  
ها نظيـر مثانـه، ريـه،        بنيادي هستند، در طيف وسيعي از سرطان      

بنـابراين طراحـي    ]. 13-10[كولون، سينه گـزارش شـده اسـت         
هـاي درگيـر در      داروهايي با پتانسيل هدف قرار دادن چنـين ژن        

هـا   مسيرهاي تكثير، روشي مطلوب در راسـتاي درمـان سـرطان          
سرطان مثانه به عنوان يكي از تومورهاي مقـاوم بـه           . خواهد بود 

جراحي ناحيه  . هاي رايج درمان سرطان شناخته شده است       روش
-30توموري روش مرسوم در درمان سرطان مثانه است كـه در            

 درصد موارد با بازگشت مجدد تومور در فرد بيمـار همـراه             85
نقش ژنتيـك و وراثـت در بـروز تومورهـاي مثانـه            . ]14[است  

ها بـه    ثابت شده است و اختلال در عملكرد طيف وسيعي از ژن          
عنوان عوامل مستعد كننده براي اين بيماري گزارش شده اسـت           

 و  OCT-4  ،SOX-2هـاي    هايي مبني بر نقش ژن     گزارش. ]15[
Nanog           16[ در رشد و تكثير تومورهاي مثانه ارايه شده است-

هـا و در ادامـه تحقيقـات نـانوكوركومين           بر پايه اين يافتـه    . ]19
 و  OCT-4  ،SOX-2هـاي    دندروزمي، مطالعه حاضر بر بيان ژن     

Nanog     هـا بـا      مثانه پس از تيمـار سـلول       5637 در رده سلولي
  .نانوكوركومين دندروزومي استوار شد

 

  ها وشمواد و ر
  OA400هاي پليمري  سنتز حامل
 :Polyethylenglycol (پگيله شده  هاي ها ميسل  دندروزوم

PEG (   يد چـرب اوليئـك اسـيد اسـت و          مشتق از واحدهاي اس
براي اولـين بـار در ايـران و در گـروه تحقيقـاتي دكتـر مجيـد                  
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  و همكارانمريم طهماسبي ميرگاني
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. اسـت  در دانشگاه تربيت مدرس طراحي و سنتز شده       زاده   صادقي
، پلـي اتـيلن گليگـول    )، آمريكـا Sigma Aldrich(د اولئيل كلري

)Sigma Aldrich( كلروفرم ،)، آمريكاMerck و تـري  )، آلمـان
بـه صـورت تجـاري خريـداري و         ) ان، آلم ـ Merck(اتيل آمين   

هـاي   حامـل . سازي بيشتر پس از تهيه، استفاده شد       بدون خالص 
ــدروزومي  ــيون  OA400دنــ ــنش استريفيكاســ ــي واكــ  طــ

)Esterification( ل كلريد    اولئي)پلي اتيلن گليكول   و  )  گرم 3/0
و كلروفـرم   )  گـرم  2/1(در حضور تري اتيل آمـين       )  گرم 4 (400

در نهايــت حــاملين دنــدروزومي . بــه عنــوان حــلال ســنتز شــد
OA400 سازي نمك تري اتيل آمـين هيدروكلريـد از     پس از جدا

گـراد و در      درجـه سـانتي    40فاز آلي و تبخير كلروفرم در دمـاي         
  . آمد ساعت، به دست4لأ به مدت شرايط خ

  

  سازي كوركومين در فرمول دندروزومي آماده
  درصـد  95كوركومين مورد استفاده در اين تحقيق با خلوص         

  O-400هاي دندروزم. يداري شد خر)آلمان (Merckت از شرك
هــايي پليمــري بــراي افــزايش حلاليــت  حامــل بــه عنــوان نــانو

سـازي نـانوكوركومين     آماده.در اين تحقيق استفاده شد كوركومين  
دندروزومي مطابق دستورالعمل بهينه شده در آزمايشگاه صـورت         

به طور خلاصه طيف غلظتي از كوركـومين و دنـدروزوم           . گرفت
به منظور انتخاب نسبت مناسـب از       ) 1:10 تا نسبت    1:50نسبت  (

كوركـومين و دنـدروزوم توســط اسـپكتروفتومتري بررســي و در    
.  بـه عنـوان نـسبت بهينـه انتخـاب شـد            1:25نهايت نسبت وزني    

 ميكرومولار تهيه و در     2700نانوكوركومين دندروزومي با غلظت     
. ]7[گـراد نگهـداري شـد         درجـه سـانتي    4شرايط دور از نـور و       

سازي دارو پيش از استفاده در هر روش با استفاده از محـيط              رقيق
  . گرفتكشت كامل انجام 

  

  كشت سلولي
 سـرطان مثانـه از بانـك سـلولي انـستيتو            5637رده سلولي   

ــداري شــد  ــران خري ــا در محــيط كــشت  ســلول. پاســتور اي ه
RPMI1640   درصد سرم جنين گاوي و يك درصد        10 حاوي 

-Penicillin( استرپتومايـــسين -ســـيلين بيوتيـــك پنـــي آنتـــي

Streptomycin(      گـراد    درجه سانتي  37 و در شرايط انكوباسيون
 روز  3ها پس از گذشت      سلول.  درصد رشد داده شدند    CO2 5و  

 EDTA - درصـــدTrypsin (25/0(بـــا اســـتفاده از تريپـــسين 
)Ethylenediaminetetraacetic acid (02/0 ــاژ  درصــد پاس

 آمريكـا   Gibcoتمامي مواد كشت سـلول از شـركت         . داده شدند 
  .خريداري شد

  
ركـومين  بررسي بقاي سلولي پس از تيمار با كو       

 MTTدندروزومي با استفاده از روش 
هـاي مثانـه بـه داروي نـانوكوركومين          ميزان حساسيت سـلول   

 -MTT ]3-(4,5-dimethythiazolدندروزمي با استفاده از روش 

2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide[ بررسي شـد  .
 بـه   MTTاساس اين روش بر پايه احياي سوبستراي زرد رنگ          

هاي  به واسطه آنزيم  ) Formazan(رنگ فورمازان   تركيب بنفش   
شدت رنگ  . هاي زنده است   ميتوكندريايي دهيدروژناز در سلول   

هـاي   توليد شده پس از حل نمودن رسوب فورمـازان در حـلال        
ــسيد   ــل سولفوك ــر دي متي ــي نظي   :Dimethyl Sulfoxide(آل

DMSO (      گيـري   با استفاده از روش اسپكتروفوتومتري قابل اندازه
بـه طـور    . هـاي زنـده دارد      و رابطه مستقيمي با تعداد سلول      است

هـاي   خلاصه بيست هزار سلول سرطاني در هر چاهـك از پليـت           
براي رشـد   ساعت 24 خانه رشد داده شدند و پس از گذشت     96

ــا غلظــت   ــار ب ــت، تحــت تيم ــصال در پلي ــاي مختلــف  و ات ه
 72 و 48، 24نــانوكوركومين دنــدروزومي در ســه بــازه زمــاني 

تيمار با دندروزوم تنها براي بررسي سميت       . ت قرار گرفتند  ساع
. اين حامل بر رده سلولي مورد مطالعه نيز مـد نظـر قـرار گرفـت               

پس از طي زمان مورد نظر، محيط كـشت حـاوي دارو حـذف و               
  :Phosphate Buffered Saline(ها با بافر نمكي فـسفات   سلول
PBS (      شستشو داده شدند و سوبسترايMTT  گرم  ميلي 5ت   با غلظ 

 ميكروليتـر بـه هـر       20ر حجم    تهيه و د   PBSرليتر د  در هر ميلي  
 ســاعت در 4 مربــوط بــه مــدت افه شــد و پليــتچاهــك اضــ

 ميكروليتـر   200. گراد نگهـداري شـد      درجه سانتي  37انكوباتور  
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DMSO           براي حل كردن رسوب فورمازان اضافه شد و شـدت 
در طول ) ELISA plate reader(رنگ با استفاده از دستگاه الايزا 

هـاي گـروه     نسبت جذب در سـلول    .  نانومتر برآورد شد   570موج  
هـا در   ميزان بقاي سلول) غلظت صفر از دارو(تيمار به گروه كنترل    

 از   درصـد  50غلظتـي كـه در آن       . هر غلظت را نـشان خواهـد داد       
ها توسط دارو كشته شدند تحـت عنـوان غلظـت كـشنده              سلول

)LD50 :Lethal Dosage(هاي حاصـل   داده.  در نظر گرفته شد
  انحـراف اسـتاندارد  ±ميـانگين   آزمايش مجزا بـه صـورت        3از  
)Mean ± SD (شدهاراي  .  

  

هاي  بررسي ورود نانوكوركومين دندروزومي به سلول     
  با استفاده از ميكروسكوپ فلورسنتسرطاني 

خاصيت فلورسنت ذاتي مولكول كوركومين ايـن امكـان را          
هـا قابـل رديـابي        ورود اين مولكول به سـلول      كند كه  فراهم مي 

 سـاعت بـا غلظـت       4ها به مدت     بدين منظور سلول  . ]20[باشد  
كوركومين دنـدروزومي تيمـار شـده، سـپس           ميكرومول نانو  20

ها بـا    محيط كشت حاوي دارو خارج و بعد از شستشوي سلول         
PBS، برداري با ميكروسكوپ فلورسنت انجـام گرفـت         عكس .

هـاي دنـدروزومي در      به منظور بررسي كارايي عملكـرد حامـل       
يش حلاليت و دسترسـي زيـستي كوركـومين، يـك           راستاي افزا 

ها كه با غلظت مساوي از كوركومين تيمار         گروه كنترل از سلول   
  . برداري شدند شده بودند، نيز عكس

  
  مطالعه چرخه سلولي با استفاده از روش فلوسيتومتري

هـا در چرخـه      تأثير نانوكوركومين دندروزمي بـر توزيـع سـلول        
 )flow Cytometry(يل فلوسيتومتري سلولي به واسطه تجزيه و تحل

ــگ ــد  و رن ــزي پروپيديوميدي ) Propidium Iodide: PI(آمي
 در  3×10 5هـا بـه تعـداد        طبق دستورالعمل، سـلول   . بررسي شد 

ــت ــاي  پلي ــا غلظــت 6ه ــشت و ب ــه ك ــر از    خان ــد نظ ــاي م ه
 سـاعت تيمـار     36 و   24،  12نانوكوركومين در سه بـازه زمـاني        

آوري و بـا   هـا جمـع   نظـر، سـلول  پس از طي زمان مورد  . شدند
PBS      هـاي   سـلول .  درصد تثبيت شـدند    70شستشو و در اتانل

گـراد    درجـه سـانتي    -20تثبيت شده بـه مـدت يـك شـبانه روز در             
  ميكروليتـر  400 شستـشو و     PBSها مجدداً با     سلول. نگهداري شدند 

، سديم سـيترات  PIليتر   ميكروگرم در ميلي  50 شامل   PIمحلول  
 تهيـه و  PBS درصـد در بـافر      100X 1/0يتون   درصد و تر   1/0

ها  نمونه.  سلولي به هر نمونه اضافه شد      DNAآميزي   براي رنگ 
ها   سلولسپس  .  دقيقه در دماي اتاق نگهداري شدند      15به مدت   

وص شـده و داخـل      هاي مخص  تيوب ارد  براي تجزيه و تحليل و    
 در دسـتگاه فلوسـيتومتر همـه      . گرفتنـد  دستگاه فلوسيتومتر قرار    

طيفي ) زنده(و رنگ نشده    ) هاي مرده  سلول(ها رنگ شده     سلول
كنند و جاذب دستگاه ايـن تشعـشات         از فلورسنس را ساطع مي    

اسـاس    دستگاه را بر   .كند هاي مختلف جذب مي    را در طول موج   
هاي مختلف كه رنـگ      هاي بدون رنگ كاليبره كرده و نمونه       سلول
بـدين ترتيـب درصـد      . شـود  شود، خوانـده مـي     ها اضافه مي   به آن 
هـاي مـرده درون نمونـه        هاي رنگ شده كه نماينـده سـلول        سلول

هاي خـام بـه دسـت آمـده از دسـتگاه             داده. شود هستند تعيين مي  
 كه قـادر    WinMDIافزار   فلوسيتومتر براي بازيابي اطلاعات با نرم     

هـاي   در هيـستوگرام  . هـا اسـت، خوانـده شـد        به تفسير ايـن داده    
نگر ااوليـه بي ـ  ) Peak(، قلـه    WinMDIافـزار    دست آمده از نرم    به

جمعيت سلولي قبـل از     .  است G1جمعيت سلولي موجود در فاز      
 را نـشان    )Sub-G1(هاي وارد شده به فـاز مـرگ          اين قله، سلول  

 و  G2/Mقله دوم بيانگر جمعيت سلولي موجود در فـاز          . دهد مي
 را نـشان  Sهـاي قـرار گرفتـه در فـاز      فاصله بـين دو قلـه سـلول      

 ±آزمايش مجزا به صورت ميانگين       3هاي حاصل از     داده. دهد يم
  . ارايه شدانحراف استاندارد 

  
بررسي مرگ سلولي پس از تيمار با كوركومين        

 دندروزومي
ريـزي   يـا مـرگ برنامـه   ) Apoptosis(به طور كلي آپوپتوز     

بـا ايجـاد تغييراتـي    ) Cell Programmed Death(شده سلول 
انتقال فسفوليپيد فسفاتيديل سرين    . ستدر غشاي سلول همراه ا    

از سطح سيتوپلاسمي غشاء به سطح خارج سلولي آن به عنـوان       
. شـود  ريزي شده سلول در نظر گرفته مـي        شاخص شروع برنامه  
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ريزي شده سلول القاء شده به واسطه        براي تشخيص مرگ برنامه   
ــانو  ــا ن ــار ب ــگ  تيم ــت رن ــدروزومي، كي ــومين دن ــزي  كورك آمي

Annexin-V-FLOUS   و PI    از شركت Roche   آلمان خريداري 
عدم تقـارن ايجـاد شـده در سـطح غـشاء بـه واسـطه انتقـال               . شد

فسفوليپيد فسفاتيديل سرين از سطح سيتوپلاسمي به سطح خـارج          
در ايـن   . دهد سلولي غشاء اساس عملكرد اين روش را تشكيل مي        

 PI و   AnnexinVها با اسـتفاده از       آميزي دوگانه سلول   روش رنگ 
هـاي دچـار مـرگ       سلولهاي سالم از انواع      جداسازي سلول امكان  

ــه  ــلولي برنام ــده   س ــزي ش ــروزي ) Apoptotic Cells(ري و نك
)Necrotic cells ( نمايـد  پـذير مـي   را امكـان.Annexin-V  يـك 

هاست كه تمايل بالايي براي      پروتئين متصل شونده به فسفوليپيد    
ر حـضور يـون     ايـن اتـصال د    . اتصال به فسفاتيديل سرين دارد    

 نيز تركيبي با پتانـسيل قرارگيـري در         PI. شود كلسيم كاتاليز مي  
ــاي  ــين بازهـ ــت DNAبـ از ). Intercalating Agent( اسـ

AnnexinV-FLUOS  بـــه عنـــوان يـــك پـــروب )Probe (
شناسايي فـسفاتيديل سـرين در نيمـه خـارجي          فلورسنت براي   

 بـراي  PIريـزي شـده و از       هاي دچار مرگ برنامـه     غشاي سلول 
هــاي نكــروزي كــه يكپــارچگي و   در ســلول DNAشناســايي
انـد، اسـتفاده     غشايي خود را از دست داده     ) Integrity(تماميت  

هاي دچار مـرگ     شود كه در نهايت موجب جداسازي سلول       مي
بـر طبـق    . شـود   و نكـروزي از يكـديگر مـي        ريزي شـده   برنامه

 خانه كشت و در     6هاي   ها در پليت   ، سلول Rocheدستورالعمل  
با نانوكوركومين دندروزومي     ساعت 36 و   24،  12هاي زماني    بازه

آوري شدند و    ها جمع  پس از طي زمان مدنظر، سلول     . تيمار شدند 
هر  به Annexin-V- PI ميكروليتر از محلول نشانگر حاوي 100

 در دماي اتاق نگهـداري       دقيقه 20نمونه سلولي اضافه و به مدت       
 فلوسـيتومتر    دسـتگاه  سپس تجزيه و تحليل با استفاده از      . شدند

اساس شدت نور سـاطع شـده        دستگاه فلوسيتومتر بر  . انجام شد 
هـاي   توسط هر سلول، ميزان تشعـشع نـور فلورسـنت از رنـگ            

AnnexinV-FLUOS   و PI     يلترهاي مختلـف    را با استفاده از ف
هاي خام به دست آمده از دستگاه توسط         داده. سازد از هم جدا مي   

بازيـابي   )Dot Blot( بـه شـكل دات بـلات    WinMDIافزار  نرم

 آميـزي  هايي بـا رنـگ     در نمودار چهارگانه دات بلات، سلول     . شد
)AnnexinV+/PI-(، )AnnexinV+/PI-(، )AnnexinV+/PI+ ( و
)AnnexinV-/PI+ (هــاي ســالم،  ب بــه عنــوان ســلولبــه ترتيــ

هاي قرار   هاي قرار گرفته در فاز اوليه مرگ سلولي، سلول         سلول
هـاي نكـروزي     گرفته در فاز تـأخيري مـرگ سـلولي و سـلول           

  . شدند  شناسايي
  

 RNAاستخراج 
RNA ــنش ــتفاده از واكـ ــا اسـ ــلولي بـ ــزول   سـ ــر تريـ گـ

)Invitrogene غلظــت و . هـا اسـتخراج شـد    از سـلول ) ، آمريكـا
ــه خلــو ــا روشRNAص نمون و  اســپكتروفتومتري UVهــاي   ب

هـا    نمونـه   جذب نوري   با محاسبه  Nanodropاستفاده از دستگاه    
. د ش ـ بررسـي  نانومتر به طور كمي      280 و   260هاي   در طول موج  

 ميكروگـرم از  1، مقـدار  RNAهمچنين به منظور بررسـي كيفـي      
  درصـد بررسـي    1نمونه توسط الكتروفورز افقي روي ژل آگـارز         

 RNA احتمـالي موجـود در       DNAدر ادامـه بـراي حـذف        . شد
به منظور ممانعت از تكثيـر احتمـالي قطعـات از           استخراج شده و    

 RNAهـاي    اي پليمراز، نمونه   هاي زنجيره  در واكنش  DNAروي  
ــزيم    ــار آن ــت تيم ــده تح ــتخراج ش ، DNaseI )Fermentasاس

نـه  نموبدين منظور مخلوط واكنـشي شـامل        . قرار گرفت ) آمريكا
RNA) 20-50 ميكروگرم (    بـافر ،DNaseI x10 )5  ميكروليتـر ( ،
 20(و مهــار كننــده ريبونوكلئــازي )  واحــدDNaseI) 10آنــزيم 
 ميكروليتر رسانده   50به حجم نهايي     DEPCآب  تهيه و با    ) واحد
 درجـه   37 دقيقه در دمـاي      30-20به مدت   مخلوط واكنشي   . شد

ــانتي ــه شــد  س ــراد انكوب ــال . گ ــر فع ــراي غي ــا ب   ، DNaseIزي س
هـا    مولار به هر نمونه اضافه و نمونـه        EDTA 5/0 ميكروليتر   5/2

گراد انكوبه شد و در نهايـت         درجه سانتي  80 دقيقه در    2به مدت   
ــتفاده از آب     ــا اســ ــول بــ ــايي محلــ ــم نهــ  DEPCحجــ

)Diethylpyrocarbonate ( ميكروليتر رسانده شد100به  .  
  

 )cDNA Synthesis(برداري معكوس  واكنش نسخه
 PrimScriptTM RTالعمـل    بر طبق دسـتور cDNAسنتز 
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reagent kit) TAKARAــن ــت)، ژاپ ــام گرف ــوط .  انج مخل
  واكنـــشي مطـــابق دســـتورالعمل كيـــت و در حجـــم نهـــايي 

 بـا اسـتفاده از آغازگرهـاي        cDNA ميكروليتر آماده و سنتز      10
صـورت  ) Random Hexamer( و رانـدوم هگزامـر   dTاليگو 
 درجـه   37بـرداري معكـوس در دمـاي         واكـنش نـسخه   . گرفت
در پايـان آنـزيم     .  دقيقـه انجـام گرفـت      15گراد به مـدت      سانتي
گـراد بـه      درجه سانتي  85بردار معكوس در شرايط دمايي       نسخه
   . ثانيه غير فعال شد5مدت 
 

 Nanog  و OCT-4  ،SOX-2هاي   بررسي بيان ژن  
  Real-Time PCRبا استفاده از روش 

ــا اســتفاده از  واكــنش پليمــراز زنجيــره  SYBRاي كمــي ب

Premix Ex Taq TM II) TAKARA و آغازگرهـاي  ) ، ژاپـن
ــصاصي ژن ــاي  اخت  و OCT4) A,B,B1( ،SOX-2 ،Nanogه

GAPDH)  هـاي   نام و تـوالي آغـازگر     . انجام گرفت ) ژن مرجع
بـدين منظـور،    .  خلاصه شـده اسـت     1مورد استفاده در جدول     

ــت ژن  ــوالي رونوش ــر از پايگـ ـ   ت ــورد نظ ــاي م ــي ه اه اينترنت
www.ncbi.nlm.nih.gov    دريافت و آغازگرهاي اليگونوكلئوتيدي  

) Reverse Primer(و معكـوس  ) Forward Primer(مستقيم 
لازم به ذكـر  .  طراحي شد،Primer Express 3افزار  توسط نرم

 ژن  هـاي  است كـه طراحـي آغازگرهـاي اختـصاصي واريانـت          
OCT4   شامل OCT4A  ،OCT4B   و OCT4B1       بـا توجـه بـه 

ــردازش ژن   ــي حاصــل از پ ــوآرايي اگزون .  انجــام شــدOct4ن
 مطابق دسـتورالعمل كيـت   Real-Time PCRمخلوط واكنشي 
  اجرا چرخه40 در Real-Time PCRواكنش . مذكور تهيه شد

 واسرشتگي اوليـه، واسرشـتگي و       و مراحل دمايي و زماني براي     
   ثانيـه،   10 -گـراد   درجـه سـانتي    95گسترش به ترتيب    اتصال و   

 ثانيـه   34 -گراد  درجه سانتي  60 ثانيه و    5 -گراد  درجه سانتي  95
 به منظور تجزيه و تحليل منحنـي ذوب، هـر مرحلـه             .بهينه شد 

 درجـه   95 توسط يك مرحله تفكيـك كـه شـامل           تكثيري كامل 
  مـدت  گـراد بـه       درجـه سـانتي    60 ثانيه،   15گراد به مدت     سانتي

 ثانيـه بـود ادامـه       15گراد بـه مـدت        درجه سانتي  90 و    دقيقه 1
هاي هدف و مرجـع پـس از انجـام هـر             كارايي تكثير ژن  . يافت

 LinregPCRافـزار   نرم با استفاده از Real-Time PCRواكنش 
هـا بـا اسـتفاده از تجزيـه و تحليـل             تعيين و تخمين تغيير بيان ژن     

اسـاس چرخـه آسـتانه     بر Real-Time PCRهاي حاصل از  داده
 .ΔΔCt-2هاي هدف و مرجـع و محاسـبه          به دست آمده براي ژن    

، Oct4Aميانگين كارايي عملكرد آغازگرها بـراي       . انجام گرفت 
OCT4B  ،OCT4B1  ،SOX-2  ،Nanog   و GAPDH   به ترتيب 

  .  درصد به دست آمد80 و 87، 79، 87، 88، 78برابر 
  

  Real-Time PCRاستفاده در  نام و توالي آغازگرهاي مورد 1ل جدو
  

طول قطعه   توالي  آغازگر  ژن
  تكثيري

  TCGCAAGCCCTCATTTC 131  جلويي
OCT4A برگشتي  CCATCACCTCCACCACCT    

  AGATTGATAACTGGTGTGTTTATGTTC 191  جلويي
OCT4B  برگشتي  GCTGAATACCTTCCCAAATAGAAC    

  GGTTCTATTTGGTGGGTTCC  130  جلويي
OCT4B1  برگشتي  TTCTCCCTCTCCCTACTCCTC    

  AAGACTAGGACTGAGAGAAAGAAGAG  171  جلويي
SOX-2  برگشتي  AAGAGAGAGGCAAACTGGAATC    

  AATACCTCAGCCTCCAGCAGATG  149  جلويي
Nanog  برگشتي  TGCGTCACACCATTGCTATTCTTC    

  GTGAACCATGAGAAGTATGACAAC  123  جلويي
GAPDH  برگشتي  CATGAGTCCTTCCACGATACC    
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  آماريتحليل تجزيه و 
 آناليز  آزمونآماري   تجزيه و تحليل     نتايج حاصل با استفاده از    

 :One- way Analysis of Variance( يـك طرفـه  واريـانس  

ANOVA( آزمون و T )Student t-Test(افزار  با استفاده از نرم 
Graphpad prisms انحراف استاندارد ± و به صورت ميانگين 

  . گزارش شد
  

  
  

  
  

  
  

    
 بررسي تأثير نانوكوركومين دندروزومي و دندروزوم تنهـا بـر بقـاي رده              1 شكل

 سـاعت بـا     72 و   48،  24هاي توموري به مدت      سلول) الف( مثانه؛   5637سلولي  
، 24ي بـه مـدت      هاي تومور  ل سلو )ب(هاي مختلف نانودارو تيمار شدند       غلظت

 نتـايج بـه     . هاي مختلف دندروزوم تنها تيمـار شـدند         ساعت با غلظت   72 و   48
داري   بيـانگر معنـي    ***.  اسـت   انحراف استاندارد بيان شـده     ±رت ميانگين   صو

  . در مقايسه با گروه كنترل است001/0<نتايج با ارزش آماري 

 نتايج

هـاي سـرطاني مثانـه توسـط         مهار تكثير سلول  
  نانوكوركومين دندروزومي 

 مثانه به واسطه    5637هاي توموري    بررسي حساسيت سلول  
هـاي   ها با نانوكوركومين دندروزومي در غلظت      اين سلول تيمار  

 سـاعت و بـا      72 و   48،  24مختلف اين دارو و سه بازه زمـاني         
نتايج به دست آمده نشان     .  انجام گرفت  MTTاستفاده از روش    

داد كه نانوكوركومين دندروزومي به شكل وابسته بـه غلظـت و            
شكل (ود  ش هاي سرطاني مثانه مي    زمان موجب مهار رشد سلول    

و اين در حالي است كه دندروزم به تنهايي فاقد سميت           )  الف 1
دهـد    و اين داده نشان مي     ) ب 1شكل   (بر اين رده سلولي است    

هاي مثانه به واسطه كوركـومين       كه مرگ مشاهده شده در سلول     
انجام گرفته است و دندروزوم با افـزايش حلاليـت كوركـومين            

شـكل  (هيل كرده است     تس هاي سرطاني  اين رسانش را به سلول    
دل غلظتي اسـت كـه در       كه معا ) LD50(دوز مؤثر كشنده    ). ج 1

، 24اند در سه بـازه زمـاني         ها دچار مرگ شده    آن نيمي از سلول   
 ميكرومولار به دسـت آمـد       5/12 و   15،  20 به ترتيب    72 و   48

ــازه زمــاني  ارزش معنــي(  0001/0<داري آمــاري در هــر ســه ب
  .).محاسبه شد

  
 بـه   كوركـومين ليت و دسترسي زيستي     افزايش حلا 

  هاي دندروزومي هاي سرطاني توسط حامل سلول
برداري فلورسنت براي بررسي ورود كوركـومين بـه          عكس

هاي سرطاني و بر پاية فلورسنت ذاتي اين مولكول انجـام            سلول
 نــشان داده شــده اســت، 2همــان طــور كــه در شــكل . گرفــت
دنـدروزومي بـه واسـطه      هاي تيمار شده با نانوكوركومين       سلول

ورود كوركــومين در نتيجــه افــزايش حلاليــت كوركــومين، در  
برداري با ميكروسكوپ فلورسـنت بـه رنـگ سـبز ديـده              عكس

هـاي تيمـار شـده بـا         شوند و اين درحالي است كه در سلول        مي
كوركــومين آزاد و بــه دليــل نــامحلول بــودن ايــن مولكــول در 
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نـامحلول و سـبز در      هاي آبي، كوركومين به شكل ذرات        محيط
  . فضاي بين سلولي قابل مشاهده است

  

  
  

 
  

  
  

  
  

 مثانـه بـا   5637 مطالعه ورود نـانوكوركومين دنـدروزمي در رده سـلولي    2شكل  
استفاده از ميكروسكوپ فلورسنت و بر پايه خاصيت فلورسنت ذاتي كوركـومين           

نـدروزومي   ميكرومولار نانوكوركومين د   5/17 ساعت تيمار با غلظت      4و پس از    
ــايي ــومين آزاد، بزرگنم ــف. (×100: و كورك ــوري  ) ال ــصوير ميكروســكوپ ن ت

تـصوير ميكروسـكوپ    ) ب(هاي تيمار شده با نانوكوركومين دنـدروزومي         سلول
ــلول ــوري س ــومين   ن ــا كورك ــده ب ــار ش ــاي تيم ــصوير ميكروســكوپ ) ج(ه ت

بـه  هـا    سـلول : هاي تيمار شده با نانوكوركومين دنـدروزومي       نورفلورسنت سلول 
تــصوير ) د. (شــود هــا بــه رنــگ ســبز ديــده مــي دليــل ورود كوركــومين بــه آن

بـه علـت    : هاي تيمار شده بـا كوركـومين آزاد        ميكروسكوپ نورفلورسنت سلول  
عدم حلاليت كوركومين، اين تركيب در فضاي بين سلولي باقي و به رنـگ سـبز                

  .شود ديده مي

 Pre-G1ها در فاز     القاي افزايش جمعيت سلول   
  سلولي توسط نانوكوركومين دندروزوميچرخه 

هـا در    تأثير نـانوكوركومين دنـدروزومي بـر توزيـع سـلول          
بدين . چرخه تكثير با استفاده از روش فلوسيتومتري بررسي شد        

 سـاعت و بـا      36 و   24،  12ها در سه بـازه زمـاني         منظور سلول 
 ميكرومـولار تحـت تيمـار دارويـي     20 و   5/17،  15هاي   غلظت

هاي حاصل از تجزيه و تحليـل فلوسـيتومتري          داده. قرار گرفتند 
ــدول  ــت  2در ج ــده اس ــشان داده ش ــي  .  ن ــر م ــه نظ ــد  ب رس

) 3شـكل   (نانوكوركومين دندروزومي به شكل وابسته به غلظت        
هاي تومـوري مثانـه ايجـاد     ، مرگ را در سلول  )4شكل  (و زمان   

 در هـر سـه بـازه        ؛ بدين معني كه با افزايش غلظـت       كرده است 
 ساعت، ميزان مرگ القا شده در سـلول بـه           36 و   24،  12زماني  

-P(داري آمـاري     ارزش معني [يابد   داري افزايش مي   ميزان معني 

value (12 24داري آمــاري  ، ارزش معنــي01/0 ســاعت برابــر 
 ساعت برابـر    36داري آماري     و ارزش معني   006/0ساعت برابر   

ــشان داده شــد كــه در غلظــت ثابــت  ]. 02/0  5/17همچنــين ن
ومولار دارو با افزايش زمان، ازدياد جمعيت سلولي در فـاز      ميكر

Pre-G1     داري آمـاري برابـر      ارزش معنـي  ( مشاهده خواهد شد
 در  G1اگرچه روند كاهشي در جمعيت سلولي فـاز         ). 0462/0

هاي متفـاوت    ساعت پس از تيمار با غلظت      24 و   12بازه زماني   
دار  كاهش معنـي دار نبود اما  از نانوكوركومين دندرروزومي معني  

ارزش آمـاري   ( مشاهده شد    G2/M و   Sجمعيت سلولي در فاز     
سـازي و    كه بيانگر تأثير دارو در فاز هماننـد       ) 05/0< ساعت 12

 سـاعت پـس از تيمـار        36در بـازه زمـاني      . تقسيم سلولي است  
ش ارز (Pre-G1هـا در فـاز    دار سـلول  دارويي نيز افزايش معني  

 در  هـا   سـلول  ا كاهش تدريجي  ب) 002/0داري آماري برابر     معني
 G2/Mو ) 0143/0داري آمــاري برابــر  ارزش معنــي (G1فــاز 

اسـاس   بـر . همزمان بود )  006/0داري آماري برابر     ارزش معني (
ــت     داده ــده، غلظ ــت آم ــه دس ــاي ب ــا  5/17ه ــولار ب  ميكروم

ترين درصد القاي مرگ در هر سه بـازه زمـاني و تـأثير               مطلوب
 چرخه سـلولي بـه عنـوان غلظـت          دار خود در هر سه فاز      معني

  .انتخابي براي ادامه مطالعات مد نظر قرار گرفت
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 و 5/17، 15، )كنتـرل (هاي صـفر    ساعت تيمار با غلظت 36 و   24،  12 مثانه پس از     5637 نتايج حاصل از تجزيه و تحليل فلوسيتومتري در رده سلولي توموري             2جدول  
  .ها گزارش شده است در اين سلول) ريزي شده سلول تأخيري مرگ برنامه( پاية درصد ميانگين مرگ القا شده ها بر  از نانوكوركومين دندروزومي؛ داده20
  

   ساعت36   ساعت24   ساعت12  )ميكرومولار(غلطت 
  3±004/0  18/5±01/0  16/7±009/0  صفر
  76/34±06/0  86/24±02/0  55/16±04/0   ميكرومولار15
  52±08/0  30±04/0  25±05/0   ميكرومولار5/17

  28/81±01/0  59±1/0  24/33±03/0   ميكرومولار20
  
  الف

                      

                        

  ب

                      

                        
هـاي    ساعت تيمار با غلظـت 24سلولي پس از درصد ) الف( مثانه؛ 5637تأثير وابسته به غلظت نانوكوركومين دندروزومي بر چرخه سلولي رده سلولي توموري     3شكل  

تأثير نانوكوركومين دندروزومي بـر     ) ب. ( در مقايسه با گروه كنترل شد      Pre-G1ميكرومولار نانوكوركومين دندروزومي منجر به افزايش جمعيت سلولي          20 و   5/17،  15
 انحـراف  ±نتـايج بـه صـورت ميـانگين     . يكرومـولار نـانوكوركومين دنـدروزومي   م 20 و 5/17، 15هاي    ساعت تيمار با غلظت    24پس از   هاي مختلف چرخه سلولي      فاز

  . در مقايسه با گروه كنترل است05/0 < آماري داري نتايج با ارزش بيانگر معني* . استاندارد بيان شده است
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 ميكرومـولار از    5/17 سـاعت تيمـار دارويـي بـا غلظـت            36 و   24،  12وزومي بر رده سلولي توموري مثانه پس از        تأثير وابسته به زمان نانوكوركومين دندر      4شكل  
 در مقايـسه بـا گـروه    05/0 <داري نتايج بـا ارزش آمـاري    بيانگر معني. *  انحراف استاندارد بيان شده است±نتايج به صورت ميانگين  كوركومين دندروزومي؛    نانو

  .كنترل است
  
هـاي تومـوري مثانـه توسـط         رشد سـلول  مهار  

ــا القــاي مــرگ  ــانوكوركومين دنــدروزومي ب ن
  ريزي شده مرگ سلولي برنامه

هاي تومـوري   به منظور بررسي نوع مرگ القا شده در سلول   
 و Annexin-V- PI، آزمـون  )مـرگ سـلولي يـا نكـروز    (مثانه 

تيمار با نانوكوركومين دندروزومي به شكل وابـسته بـه غلظـت            
)  سـاعت  36 و   24،  12(و زمـان    )  ميكرومولار 20 و   5/17،  15(

هـا بـه سـمت       در اين آزمـايش قرارگيـري سـلول       . انجام گرفت 
طور كه در شـكل      همان. راست نمودار بيانگر مرگ سلولي است     

 القـا شـده     ريزي شده   برنامه  نشان داده شده است، ميزان مرگ      5
مين  ساعت تيمار با نـانوكوركو     36 و   24،  12ها پس از     در سلول 

، 17/34 ميكرومـولار بـه ترتيـب        5/17دندروزومي بـا غلظـت      
هـاي    درصد به دست آمد كه نـسبت بـه سـلول           16/49 و   22/35

بـه طـور كلـي نتـايج        . دار به دست آمد    معني) كنترل(تيمار نشده   
حاصل نشان داد كه نانوكوركومين دندروزومي به صورت وابـسته        

 القـاء    مثانه 5637 به غلظت و زمان مرگ سلولي را در رده سلولي         

  ). >05/0P(كند  مي
  

ــاهش ــان ژن ك ــاي  بي ، OCT4A ،OCT4B1ه
SOX-2  وNanog  توســـط نـــانوكوركومين 

 دندروزومي
 OCT4A نــشان داد كــه Real-Timeهـاي حاصــل از   داده

 مثانـه   5637 فاقـد بيـان در رده سـلولي          OCTBبيان ضعيف و    
  و OCT4B1  ،SOX-2هـاي    است و اين در حالي است كـه ژن        

Nanog      تواند بيانگر دخالت ايـن       بيان نسبتاً بالايي دارند كه مي
ــه باشــد   ژن ــاي مثان ــر توموره ــا در رشــد و تكثي ــا . ه ــار ب تيم

 ساعت با   36 و   24نانوكوركومين دندروزومي در دو بازه زماني       
هـا   دار بيـان ايـن ژن    ميكرومولار دارو با مهار معني  5/17غلظت  

). 6شكل  (مان مشاهده شد    همراه بود كه به صورت وابسته به ز       
  وOCT4B1 ،SOX-2داري آماري به ترتيب براي  ارزش معني (

Nanog محاسبه شد01/0 و 008/0، 002/0، 006/0 برابر .(  
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كرومـولار   مي5/17 و پـس از تيمـار بـا          AnnexinV-FLOUS/PIآميـزي     مثانـه بـا اسـتفاده از رنـگ         5637 مطالعه القاي مرگ سلولي در رده سـلولي تومـوري            5شكل  

و ) +AnnexinV-/PI-( ،)AnnexinV+/PI-( ،)AnnexinV+/PI(آميــزي  هــاي بــا رنــگ  ســاعت؛ ســلول36 و 24، 12نــانوكوركومين دنــدروزومي در ســه بــازه زمــاني 
)AnnexinV-/PI+ (    ي قـرار گرفتـه در فـاز تـأخيري مـرگ            ها ريزي شده سلول، سلول    هاي قرار گرفته در فاز اوليه مرگ برنامه        هاي سالم، سلول   به ترتيب به عنوان سلول

  .شوند هاي نكروزي شناسايي مي ريزي شده سلول و سلول برنامه
  

                     
 

                      
 ميكرومولار  5/17با غلظت   هاي درگير در مسيرهاي تكثير و پرتواني پس از تيمار وابسته به زمان رده سلولي توموري مثانه                    در ژن  mRNA كاهش بيان در سطح      6شكل  

 و  001/0داري نتايج با ارزش آمـاري كمتـر از           رتيب بيانگر معني    به ***و   *. ن شده است   انحراف استاندارد بيا   ±رت ميانگين   نتايج به صو  از نانوكوركومين دندروزومي؛    
  . در مقايسه با گروه كنترل است05/0
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  بحث
ت اصـلي   هـا يكـي از موضـوعا       مطالعه پايه وراثتـي سـرطان     

رسد كه اختلال در بيـان       به نظر مي  . تحقيقات پزشكي امروز است   
هـاي   بررسـي . هـا باشـد    تواند عامل بروز فنوتيپ سرطان     ها مي  ژن

 ژن دچار تغييـر     300ها بيان بيش از      دهد در سرطان   اخير نشان مي  
هـاي درمـاني تنهـا       شده است و اين در حالي است كه اكثر روش         

كنـد كـه در كنـار بـازدهي كـم،            ر مي يك هدف را در سلول درگي     
يـافتن  بـراي   عوارض جانبي و هزينه بالا، سبب تـلاش محققـان           

هاي نوين با پتانسيل تحـت اثـر قـرار دادن چنـدين هـدف                روش
كوركــومين . ]21[درون ســلولي در درمــان ســرطان شــده اســت 

 اسـت بـدين   )Pleiotropic Molecule(ي پليوتروپيـك  مولكول
معني كه قادر است اهداف مختلفي را در سـلول شـامل عوامـل           

ها و عوامـل رشـد شناسـايي كنـد و            ها، آنزيم  رونويسي، گيرنده 
تمايـل  . ]22[هـا داشـته باشـد     پتانسيل بالايي در درمان سـرطان  

هاي سرطاني نسبت به انواع طبيعي، نقـش         كوركوومين به سلول  
؛ ]23[تر كرده است     اين مولكول را در تحقيقات سرطان برجسته      

هرچند عدم حلاليت، جذب ضعيف و متابوليسم سريع، استفاده         
از اين تركيب دارويي را تا به امروز با محدوديت روبه رو كرده             

هــاي ســاختاري كوركــومين و توســعه  طراحــي آنــالوگ. اســت
مله ها از ج   هاي رسانش فسفوليپيدي نظير ليپوزوم و ميسل       حامل
ماندگاري اين   كارهاي مورد مطالعه در راستاي افزايش زيست       راه

داروي نانوكوركومين دندروزومي مورد    . ]3[مولكول بوده است    
هـايي بـا سـاختار ميـسلي         استفاده در اين تحقيق بر پاية حامـل       
نقش اين حامل در راستاي     . تحت عنوان دندروزوم طراحي شد    

افزايش حلاليت كوركومين به واسطه مقايسه نقش ضد سرطاني         
نانوكوركومين دندروزومي و كوركومين آزاد بـر مـدل سـرطاني       

هـاي موشـي تأييـد       ركوما در سطح كشت سلول و مدل      فيبروسا
 تأثير نانوكوركومين دندروزومي    MTTنتايج حاصل از    . ]7[شد  

 مثانه روندي وابسته بـه غلظـت و         5637بر رده سلولي توموري     
؛ بدين معني كه با افزايش ايـن دو متغيـر،           دهد زمان را نشان مي   

 مثانـه مـشاهده     5637افزايش مرگ سلولي رده سلولي توموري       
   و 48، 24در سه بازه زماني ) LD50(دوز مؤثر كشنده . شود مي

. ت آمــد  ميكرومــولار بــه دســ5/12 و 15، 20 بــه ترتيــب 72
همچنين نشان داده شد كـه دنـدروزوم بـه تنهـايي فاقـد تـأثير                

 مثانـه اسـت كـه نـشان       5637ه بـر رده سـلولي تومـوري         كشند
هـاي مثانـه بـه واسـطه         دهد مرگ مـشاهده شـده در سـلول         مي

كوركومين انجام گرفته است و دندروزوم بـا افـزايش حلاليـت            
هاي سـرطاني تـسهيل كـرده        كوركومين اين رسانش را به سلول     

افـزايش غلظـت نـانوكوركومين دنـدروزومي بـا كـاهش            . است
 و ورود G2/M و S و G1عيــت ســلولي در فــاز تــدريجي جم

افزايش زمان تيمـار    .  همراه است  Pre-G1ها به فاز مرگ يا       سلول
 و  Pre-G1ها نيز با افزايش ميزان مـرگ القـا شـده در فـاز                سلول

ايـن  .  همـرا بـود  G1دار جمعيـت سـلولي در فـاز         كاهش معني 
ه مهار   ب دهد كه نانوكوركومين دندروزومي قادر     ها نشان مي   يافته

.  مثانـه اسـت    5637رشد، تكثير و تقسيم رده سـلولي تومـوري          
بررسي نوع مرگ القا شده توسـط نـانوكوركومين دنـدروزومي           

ريـزي   ها را به سمت مرگ برنامه      نشان داد كه اين تركيب سلول     
كند كه اين ويژگي در كنار تمايل كوركومين بـه    شده هدايت مي  

ــلول  ــ   س ــواع طبيع ــه ان ــسبت ب ــرطاني ن ــاي س ــسيل ه ي، پتان
نانوكوركومين دندروزومي را به عنوان دارويـي بـا آثـار جـانبي             

تر نيـز تـأثيرات مهـاري وابـسته بـه            پيش. دهد كمتر افزايش مي  
هـاي   غلظت و زمان كوركومين بر رشـد و تكثيـر طيفـي از رده             

 نـشان  T24 و   EJهاي سـلولي     سلولي توموري مثانه همانند رده    
 كـه كوركـومين تـأثير مهـاري         رسد داده شده است و به نظر مي      

ــان ژن  ــزايش بي ــه واســطه اف هــاي دخيــل در مــرگ  خــود را ب
 و كاسـپازها يـا    C-myc  ،P53ريـزي شـده سـلول نظيـر          برنامه

القا ) Survivin( و سوروايوين    Bcl2هايي نظير    كاهش بيان ژن  
 نيز پـس    PI3K/AKTسازي مسيرهاي انتقال پيام      فعال. كند مي

مطالعـه  ]. 26-24[ارش شـده اسـت      از تيمار با كوركـومين گـز      
ژنتيكي مكانيسم عملكرد كوركومين در القاي مـرگ سـلولي در           

، OCT4هـاي     مثانـه بـا انتخـاب ژن       5637رده سلولي توموري    
SOX-2   و Nanog- هاي شاخص در حفظ حالت پرتـواني         ژن
هـا از دو     انتخـاب ايـن ژن    .  صورت پذيرفت  -هاي بنيادي  سلول

هـاي   يـت كه امـروزه جداسـازي جمع      جنبه اهميت دارد؛ اول آن    
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هاي بنيـادي از بـسياري از        سلولي با خصوصيات مشابه با سلول     
اي برخواسـته از     هاي توموري اين ايده كه سرطان بيمـاري        توده
بيـان ايـن   . ]27[هاي بنيادي باشد را تـرويج كـرده اسـت        سلول

هـا   هاي بنيادي در طيـف وسـيعي از سـرطان          نشانگرهاي سلول 
هـا از    رسد كه ايـن ژن     نيزگزارش شده است، بنابراين به نظر مي      

هاي سرطاني، مقاومت به درمان يـا        عوامل دخيل در رشد سلول    
توانـد هـدف مناسـبي بـراي         عود مجدد تومورها باشد، پس مي     

، از طرفـي؛ مطالعـات      ]28[ها در نظر گرفتـه شـود         مهار سرطان 
هـا از    هاي كد شـونده توسـط ايـن ژن          پروتئين دهد كه  نشان مي 

ــروري  ــاي ض ــه فاكتوره ــاتين،  جمل ــت كروم ــيم فعالي  در تنظ
همانندسازي، رونويسي، پردازش و ترميم سـلول اسـت كـه در            
كنار نقش مهاري بـر فرآينـد مـرگ سـلولي در تكثيـر و حفـظ                 

بنابراين با توجـه بـه      . ]29[ها دخالت دارد     حالت پرتواني سلول  
اين مشاهده كه كوركومين تأثير مهاري خـود را در رده سـلولي             

دهد،   انجام مي  DNA مثانه به واسطه مهار تكثير       5637توموري  
. مين در نظـر گرفتـه شـود    تواند هدف مناسبي بـراي كوركـو       مي

 مثانـه   5637نتايج حاصل از اين تحقيق در رده سلولي توموري          
 داراي بيـان نـسبتاً      Nanog و   OCT4B1  ،SOX-2نشان داد كه    

توان اين شـدت     بالايي در اين رده سلولي توموري است كه مي        
ها در رشد و تكثيـر تومورهـاي مثانـه           بيان را به اهميت اين ژن     

ــسبت داد ــش تو. ن ــورزاي نق  در Nanog و OCT4 ،SOX-2م
ــتاز     ــايز و متاس ــد تم ــت آن در رون ــه و دخال ــاي مثان توموره

)Metastase (           تومورهاي مثانه، قـبلاً نيـز گـزارش شـده اسـت
هاي حاصل از تأثير نـانوكوركومين دنـدروزومي         داده. ]31،  30[

ها نشان داد كه اين فورمولاسيون به شيوه مؤثري          ان اين ژن  بر بي 
دهـد و از ايـن ميـان دو ژن           هاي مذكور را هـدف قـرار مـي         ژن

OCT4A   و SOX-2 توانـد   پذيري بيشتري نشان داد كه مي       تأثير

هـاي   بيانگر نقش كليدي اين دو عامل در رشد و توسعه سـلول           
كـه كوركـومين    رسـد    ن بـه نظـر مـي      بنابراي. باشدسرطاني مثانه   

هاي پرتواني عمل كند و      تواند به عنوان تنظيم كننده منفي ژن       مي
ها، سلول سـرطاني را بـه سـمت مـسيرهاي            با مهار بيان اين ژن    
نقـش مهـاري كوركـومين بـر مهـار تكثيـر            . مرگ هدايت كنـد   

هـا نظيـر     هاي بنيادي سرطاني در طيف وسيعي از سرطان        سلول
و كولــون بــه اثبــات ) Glioblastoma(مــري، گلــي بلاســتوما 

هـاي   هاي سـلول   رسيده و نشان داده شده است كه بيان شاخص        
 پس از تيمار با كوركومين      44CD و   1A1ALDHبنيادي نظير   
كاهش فعاليـت مـسير انتقـال       . يابد داري كاهش مي   به طور معني  

 از مسيرهاي درگيـر     Notch و   wnt/β-catenin  ،STAT3پيام  
، پـس از تيمـار بـا كوركـومين يـا            هاي بنيادي  در پرتواني سلول  

همچنـين نـشان    . هاي ساختاري آن گزارش شـده اسـت        آنالوگ
هـا بـه     داده شده است كه كوركومين قادر به مهار رشد سـرطان          

-32[هاي سـرطاني بنيـادي اسـت         واسطه القاي تمايز در سلول    
با اين حال تا به امروز گزارشي مبني بر هدف قرار گرفتن            . ]34

 در دست نيـست و      Nanog و   OCT4  ،SOX-2عوامل پرتواني   
اين مطالعه براي اولـين بـار نقـش مهـاري كوركـومين بـر رده                 

هاي درگير در    سلولي توموري مثانه را به واسطه كاهش بيان ژن        
  .  استپرتواني سلول بنيادي ارايه داده

  

  تشكر و قدرداني
هاي مالي اين پروژه توسط معاونت       كليه امكانات و حمايت   

محترم پژوهشي دانشگاه تربيت مدرس تأمين شده اسـت و بـه            
نبــي ســربلوكي، اســتاد گرانقــدر مركــز  زنــده يــاد دكتــر محمــد

  . شود تحقيقات بيوشيمي و بيوفيزيك دانشگاه تهران تقديم مي
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