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 هچكيد
 سابقه و هدف 
اسدت  سدوراینیب بده     شدده  اثباتها  سرطان از بسیاری در آن ضد سرطانی ای است که اثرات ماده ،کورکومین

بقدای  ثر و کلیددی در  ؤیکی از مسیرهای مد  شود ها میرگزایی مانع ایزایش حیات در سلول عنوان مهارکننده
بررسی اثر ترکیبی کورکومین و سدوراینیب بدر    ،است  هدف این مطالعه AKT ژن یعالیتهای سرطانی،  سلول
 بود  AKT بیان ژن

 ها روش مواد و
با کورکدومین و   KG-1و  U937 جهت بررسی تکثیر دو رده سلولی MTTاز آزمایش حاضر،در مطالعه تجربی 

های زمانی مختلد  اسدتداده گردیدد  میدزان آپوپتدوز بدا         به صورت تک و ترکیبی در دوزها و بازه سوراینیب
  از سدنجیده شدد   Real Time PCRتوسد    AKT  یلوسایتومتری ارزیابی شد  در نهایت میزان بیان ژنآزمایش 
 برای تجزیه و تحلیل اطلاعات استداده شد   Graphpad Prism5وMann–Whitney U test آماری آزمون 

 ها يافته
IC50 برای داروی سوراینیب در رده سلولی KG-1   برابدر بدا µM 7   و در رده سدلولیU937 ،Mµ 1   و بدرای

دست آمد  ترکیب داروها اثرکشندگی بیشتری در ه ساعته ب 24در بازه زمانی  µM 44کورکومین در هر دو رده 
بده  KG1  به دنبال تیمار با ترکیب کورکومین و سدوراینیب در رده  AKTهر دو رده سلولی نشان داد  بیان ژن 

  (>p *** 441/4)% کاهش معناداری داشت14به میزان  U937 % و در رده14مقدار
 ينتيجه گير

چنین کاهش تکثیر سلولی در  منجر به ایزایش آپوپتوز و هم ،که ترکیب دو داروی مذکور داداین مطالعه نشان 
در ارتباط باشد   AKT شده است و این کاهش تکثیر ممکن است با کاهش بیان U937و-KG  1 های سلولی رده

 برای تایید این نتایج، بررسی بیشتر در سطح پروتئین لازم است 
 سوراینیبکورکومین، ، دی حادلوسمی میلوئی: ات كليديكلم
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 راضیه پازهر و همکاران                                                                                                         AKTبیان ژن و کورکومین و سورافنیب 

 

 

 

  مقدمه 
    AML   کلونـال  اخـتلال  يـک  ،)لوسمی میلوئیدی حـاد 

اسـت  ايـن    خونسـاز  سیسـتم  در نابـال   های سلول بدخیم
های تمايز نیافته که فاقد عملکرد طبیعـی   در سلوللوسمی 

 خـون  سـرطان  دومیناين بیماری،    1)دهد هستند رخ می

 در کشـنده  خـون  سـرطان  سـومین  % و5/19با میزان  شايع

رغم شـیمی درمـانی بـا دوز     علی   2)آيد شمار می به ايران
 اخیر های هايج، شايع است  مطالعبالا، عود پس از درمان ر

می بسیار نـاهمگون  سلو مبتلا به دهد که جمعیت نشان می
های  دنبال افزايش زير جمعیتی از سلوله است و بیماری ب
ــام ه لوکمیــک بـ ـ روی  Leukemic Stem Cell (LSC)ن

های هدفمند علیـه   در اين راستا طراحی درمان   3)دهد می
تواننـد مفیـد   می،  LSCمسیرهای اختصاصی حفظ و بقای 

هايی که بـه  از جمله مسیرها و مکانیسم   4، 5)واقع شوند
توان بـه فعالیـت يـا مهـار     کنند میها کمک می LSCبقای 

کینــاز  3-هــای مــرتب  بــا مســیر فســفواينوزايتید پــروتئین
(PI3K ــد مســیر ســیگنالی    6، 7)اشــاره کــرد AKT  مانن

PI3K/AKT  ،     کلید تنظیمـی بقـا در طـی اسـترس سـلولی 
   9)است
ی و بقـا  منجر به افـزايش رشـد   AKTفعالسازی مسیر     

در نهايت منجر بـه   و و بدخیم سالم های سلول درسلولی 
 آنژيوژنز و مقاومت به درمان های سرطانی، در سلول تکثیر

بنابراين، اين مسـیر پیییـده بـه عنـوان       شود می و آپوپتوز
 عوامـ  دارويـی   ترين اهداف برای توسـعه  يکی از جذاب

سـورافنیب از جملـه      8، 11)توجه قرار گرفته است مورد
وارد بازار دارويی جهـان   داروهای جديدی است که اخیراً

دلی  داشتن مکانیسم عم  چنـد  ه ب ترکیباين  است  شده
 ی را در درمـان سـرطان بـه   هـای بسـیار  پیشرفت، آنزيمی

ســورافنیب بــه عنــوان يــک داروی  .اســت همــراه داشــته
-ترين مهار کنندهکند به طوری که از مهمهدفمند عم  می

زايی است که گرايش های اصلی تیروزين کینازی ضد رگ
زايی داشته و اخیراً بـرای  بالايی به اتصال به کینازهای رگ
پیشــرفته اســتفاده  هــایدرمـان بیمــاران مبــتلا بــه سـرطان  

هـای   در سـلول  آپوپتـوز شود  اين دارو از طريق القـای   می
 اخیـراً    11)کنـد  عم  می آنژيوژنزسرطانی و پیشگیری از 

 ،موضـعی  کیناز مولتی بازدارنده سورافنیب ،بیماری اين در

 و عمـر  طـول  افزايش در توجهی قاب  بهبود القای به قادر
بــرای کــاهش دوز داروی     12)اســت بیمــاران بقــای

اثـرات شـیمی    یسورافنیب و به منظور دستیابی بـه ارتقـا  
 ـبـا  هـای درمـانی جديـد     درمانی، بايد روش کـارگیری  ه ب

ترکیبی داروها با روند تاثیرگذاری مشابه مثـ  ممانعـت از   
هـا،   هـای سـرطانی و يـا القـای مـرگ در آن      تکثیر سـلول 

طراحی شود تا هم باعـ  افـزايش رونـد بهبـودی و هـم      
    13، 14)ندگردباع  کاهش اثرات مضر شیمی درمانی 

 Curcumaيک ماده طبیعی است که در گیاه  کورکومین    

longa زنجبی  است وجود داشـته و   هکه عضوی از خانواد
 بـا   شـود  شايع تحت عنوان زردچوبه شـناخته مـی   به طور
 ايـن  از خاصـی  سـمی  و جـانبی  عـوار   کـه  اين به توجه

به  وردهآاين فر مصرف ،است نشده گزارش طبیعی فرآورده
 در دارويـی  مکمـ  و عنوان يـک عامـ  ترکیبـی مشـهور     

  است  توجه مورد سرطانی بیماران در درمانی های رژيم
هـای ناشـناخته موجـب     کـه بـا مکانیسـم   اين فرآورده     

در طیف وسیعی از آپوپتوز  یو القاسرکوب تکثیر سلولی 
و شـود، فعالیـت ضـد سـرطانی      هـای تومـورال مـی    سلول

ــا  ــود را ت ــی خ ــادی   داروي ــد زي ــا ح ــیرهای  ب ــار مس مه
  NF-κB  ، PPAR-y،Cyclin –D1رسـانی دفـاعی    سـیگنال 

البته مسیرهای ديگـری هـم در     دهد انجام می PI3/AKTو
و  KG-1دو رده ســلولی    15)ايــن رونــد دخالــت دارنــد

U937       به عنوان دو مـدل مقـاوم و حسـاس بـه درمـان در
 LSCs  (Leukemiaبه عنـوان مـدل   تحقیقاتی  های همطالع

Stem Cell  از مشتق شده AML  16)شدنداستفاده   
سورافنیب و  حاضر، بررسی اثر ترکیبیهدف از مطالعه     

استراتژی جديد بـا خـواض ضـد     به عنوان يک کورکومین
و القـای آپوپتـوز     AKTسرطانی منحصر به فرد در بیان ژن
هـای سـلولی سـرطانی     در محی  آزمايشگاهی بر روی رده

KG-1 وU937   ــه ــتلا ب ــاران مب ــه   AML در بیم ــبت ب نس
 باشد  مد میآداروهای شیمی درمانی متداول و ناکار

 

 ها مواد و روش
 کشت سلولی:

 U937 های سلولی انسانی ردهحاضر،  در مطالعه تجربی    
لوســـمی میلوئیـــدی حـــاد  از بانـــک ســـلولی ( KG-1و
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هـای سـلولی در    ايران)انستیتو پاستور  تهیه شدند  اين رده
ســرم گــاوی % 21% و 11 بــا همــراه RPMI-1640 محــی 
(FBS)   غیر فعال شده با گرما به ترتیب بـرای رده سـلولی 
U937 و  KG-1  همراه با U/mL111 سـیلین و  پنی  μg/mL 
ها در دمـای   استرپتومايسین نگهداری شد  تمام سلول 111
 کشت داده شدند % Co2 5 گراد و فشار درجه سانتی 37

 
 -MTT (3- (4,5 گیری تکثیر سلولی با آزمون اندازه

dimethylthiazol- 2-yl) -2,5- diphenyltetrazolium 

bromide:  
 )سانتاکروز، آمريکـا  اثر مهاری سورافنیب برای بررسی    

بـرروی فعالیـت متـابولیکی     )سیگما، آمريکـا  و کورکومین
و  49 ، 24در   MTTبـه روش    U937و KG-1هـای  سلول
ــاعت 72 ــودر ،سـ ــک   MTT از پـ ــده از نمـ ــتق شـ )مشـ

ــا  ــیگما، آمريک ــول  و تیازول )س ــ   DMSOمحل )دی متی
الايـزا   استفاده و جـذب نـوری بـا دسـتگاه      سولفواکسايد

هـايی کـه   وانده شد  سلولخ nm 579در طول موج  ريدر
خانـه بـه    86هـای  در پلیـت  ،بودنددر فاز لگاريتمی رشد 

  ندکشـت داده شـد   μL /well 111سـلول در   5111مقدار 
 37 ،هـا در هـر خانـه   ريخـتن سـلول  و بعد از انکوباسیون 

سـاعت در محـی  کشـت     24بـه مـدت    گراد سانتی درجه
ها به کـف هـر   تا سلول شده انکوبه و دار ساخته شده سرم

هــای هــا بــا غلظــتخانــه متصــ  شــوند، ســ س ســلول 
  بــه µM 111-1و کورکــومین)  µmoL 12-2)ســورافنیب

 MTTند  محلـول  شـد ساعت تیمـار   72و  49 ، 24مدت 
(mg/mL 5/1 هـا اضـافه   میکرولیتر به سـلول  11  به مقدار

 درجــه 37هــا بــه مــدت چهــار ســاعت در و ســلول شــد
متـابولیزه کننـد     راتا اين محلـول   ندانکوبه شدگراد  سانتی

 DMSOمیکرولیتـر   111رسوب فرمازان تشـکی  شـده بـا    
و جـذب پلیـت در    و محلول بنفش رنگی ايجاد هح  شد

 خوانده شد نانومتر  571طول موج 

 

   :بلو های زنده با روش تري ان آزمايش تعیین درصد سلول
در اين روش، بـرای شـمارش سـلولی از لام نئوبـار و         

آمیـزی بـه ايـن     استفاده شد  اسـاس رنـگ   بلو رنگ تري ان
نـاتراوا نسـبت    یهای زنده که غشاسلولصورت است که 

هـای مـرده کـه     رنگ و سـلول  بی ،بلو دارند به رنگ تري ان
ــگ وارد     ــد و رن ــگ ندارن ــرای ورود رن ــابی ب ــیا انتخ ه

شود به رنگ آبی ماي  به بنفش ديـده  ها میسیتوپلاسم آن
 µL 15-11های زنده، میزان برای شمارش سلول  شوندمی

از  µL 11بلو حـ  کـرده و    سلول را با مقدار مشابه تري ان
 شود  شده و زير لام  ريخته میاين محلول برداشته 

 
 های زنده = درصد زنده ها/تعداد سلول تعداد ک  سلول×  111
 

ــابی  ــايش ارزي ــوز آزم ــا آپوپت ــیتومتری روش ب ــا فلوس  ب
   : Annexin/PI دوگانه آمیزی رنگ
بـه تنهـايی يـا در     داروهـا  القـايی  اثر به منظور ارزيابی    

بر فعالیت کشندگی و مشخص شدن اين کـه   همترکیب با 
اين اثر با واسطه آپوپتوز و يـا بـا واسـطه نکـروز سـلولی      

انجام شد و )روُش، آلمان   Annexin/PIآمیزی  است، رنگ
 بعد از گذشـت های آپوپتوتیک تعیین گرديد   درصد سلول

-KG های سلولیتیمار نمودن رده ساعت پس از 49 و 24

کورکومین و نیـز ترکیـب کورکـومین بـا     توس  U937 و 1
ابتـدا  ، خانه کشـت داده شـده   24های سورافنیب در پلیت

آوری شـده و  جمع يی که با دارو تیمار شده بودندهاسلول
دقیقه در دمـای اتـاق سـانتريفوژ     5مدت ه ب g 611با دور 
شسـته   PBS 1Xبـار توسـ     يـک هـا  سـلول ند  س س شد

از رنـگ   µL 1 ی کـه از قبـ ،  هاي لوله کدام از به هر شدند 
Annexin    با غلظت اسـتوmg/mL 5/1 و  µL1  ازPI   بـا

 از µL 111شـده بـود،    ريخته mg/mL 1/1غلظت استو  
Binding buffer 1X مخلـو  هـا بـه آرامـی    و لولـه  ضافها 

دور از تـابش  دقیقـه   11-15ت مده ها بلولهس س  شدند 
جهـت  و سـ س   گذاشـته و در دمـای اتـاق    نور خورشـید 
داده فلوسـیتومتری  دسـتگاه   و بررسـی بـه   تجزيه و تحلی 

 بـا  FlowJO افـزار  نتـايج فلوسـیتومتری توسـ  نـرم     شدند 
  قرار گرفتند تجزيه و تحلی و  مورد بررسی (7.6.1)ورژن
 

و ارزيابی میـزان تیییـرات     cDNA ، ساخت RNAاستخراج 
 Real-Time PCR:بیان ژن با روش کمی 

    RNA اده از محلـول  ـاستف ـا ـول بـسلTriPure ،روُش( 
  RNAآلمان  طبق دستورالعم  کیت استخراج شد  غلظت 
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 Real-Time quantitative PCR: توالی آغازگرهای به کار گریته شده در روش 1جدول 

 

 Accession ژن
number 

 (’5-’3آغازگر معکوس) (’3-’5آغازگر ریت)
سایز 
(bp) 

 منابع

HPRT 111184 AATTACTTTTATGTCCCCTGTTGACTGG GCTATAAATTCTTTGCTGACCTGCTG 141 (17  

AKT 111114431 CTTAATGTGCCCGTCCTTGT TCTATGGCGCTGAGATTGTG 113 (19  

 
گیـری   ها با استفاده از دستگاه نانودراپ)آلمان  اندازه نمونه

ســنتتاز  cDNAبـا اسـتفاده از کیـت     cDNA شـد  سـاخت  
 )تاکــارا ، ژاپــن  انجــام شــد و میــزان بیــان ژن در ســط 

mRNA  با دستگاهlight cycler ٌروشوش، آلمان  و بـا  )ر  
Real-Time PCR  برای لازم مواد مورد بررسی قرار گرفت 

 µL میکرولیتـر شـام    21 حجم در Real-time PCR انجام
 )تاکـارا ، ژاپـن  و   SYBR Green master mix از رنگ 11
µL 2  ازcDNA آوران، ايـران   از آغـازگر)ژن فـن   و µL 1 
(pmol11و   µL 6  گرديــد مخلــو بــا هــم اســتري  آب  

برای فعـال   Real-time PCRبرنامه دمايی و زمانی دستگاه 
ــه شــام  ــه 31کــردن اولی درجــه  85زمــان در دمــای  ثانی

 واسرشتگیمرحله چرخه برای  41ادامه در  بودگراد  سانتی
ثانیـه و بـرای    5به مدت گراد  سانتیدرجه  85 دمای درکه 

 درجـــه  61دمـــای  درآنیلینگ/اکستنشـــن کـــه مرحلـــه 
 باشد   می ،ثانیه خواهد بود 21گراد سانتی
اختصاصـی  آغـازگر   دو عدد، ژن مورد نظرتکثیر  برای    

آغـازگر پـیش برنـده و     که شـام  گرديد برای ژن انتخاب 
 افـزار  بـا نـرم   آغازگرهـا بود  اختصاصیت تمـامی   معکوس
 بررسـی و    NCBI)وب سـايت  Primer-BLAST آنلايـن 

بــودن چنــین بــرای بررســی اختصاصــی    هــمشــد یــدائت
میـزان  شـد   از منحنی ذوب اسـتفاده  شده،  PCR محصول

داروها   های تیمار شده باتیییرات بیان ژن در شراي  سلول
2بــر طبــق روش  ، HPRT بــا توجــه بــه ژن داخلــی

-∆∆Ct 
محاسبه شد و نتايج به دست آمده در قالب نمودار سـتونی  

   1)جدول با يکديگر مقايسه شدند
 

  :آزمون آماری اطلاعات وروش تجزيه و تحلی  
و  آزمون مسـتق  انجـام   سهه شک  ـب ها ام آزمايشـتم    

 اند  هـم  شده قید± Mean  SE زارش شده به شک گ مقادير
 Mann–Whitney U چنین برای محاسبات آماری از روش

test  وGraphpad Prism 5  شـد  تفـاوت آمـاری     اسـتفاده
، >P*  15/1ورت در مقايسه با گروه کنترل به صمعناداری 

11/1P< ** 111/1 وP<  ***   نمودارهای ارزيـابی گرديـد(
   2و  1

 
ها يافته

 :MTT بررسی تکثیر سلولی با استفاده از آزمون
بـا   U937 و  KG-1هـای  رده در مهـار تکثیـر سـلولی       

-µM 12)کورکومین و  µM 111-21)های مختلف غلظت
اسـتفاده از   بـا  داروهـا  چنین اثر ترکیبی هم سورافنیب،  2

ساعت بررسی  72و  49، 24های زمانی بازه درMTT روش
سـاعت تفـاوت معنـاداری مشــاهده     72و  49بـین  و  شـد 
نتايج نشان داد که در رده سلولی  . 2و  1)نمودارهای نشد

KG1  ،میکرومـولار   111تا  41 اثر کورکومین در دوزهای
میکـرو مـولار و در رده    12تا  7و سورافنیب در دوزهای 

ــلولی  ــای  U937س ــومین در دوزه ــر کورک ــا  41 اث  111ت
میکـرو   5-12میکرومولار و اثـر سـورافنیب در دوزهـای    

 IC50   2و  1)نمودارهـای   3مولار قاب  توجه بوده است)
بـرای هـر دو رده    µM 41 بـا دوز  کورکومینبرای داروی 

 میکرومـول  7و  5 سـورافنیب برای داروی  IC50و سلولی 
انتخـاب شـد     U937و KG1بـرای رده سـلولی    ترتیـب ه ب

کورکومین ،  µM41دوز  در تیمارسازی ترکیبیچنین با  هم
سـورافنیب  میکرومول  7و  5 دوز وKG1 برای رده سلولی 

، کشــندگی ســلولی و کــاهش تکثیــر ســلولی U937بــرای 
ــی ــومین و  دهــد و بیشــتری را نشــان م ــب کورک ــا ترکی ب

های تیمـار شـده نسـبت بـه     سلول بقایدرصد  ،سورافنیب
 *** 111/1)يابـد کاهش میطور چشمگیر ه بگروه کنترل 

P< بقـای   درصـد  ،طبق نمودارهـای فـوق     2 و 1 )نمودار
کورکومین در يک روند سورافنیب و های تیمار شده با سلول

    يابدمی نسبت به گروه کنترل کاهشو زمان وابسته به دوز 
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 مهاری سوراینیب اثرو بقا ب( نمودار ستونی بر رشد  (µM 144-24های مختل ) با غلظت کورکومینمهاری  نمودارستونی اثر) : ال 1 نمودار
با استداده از  KG1 در رده سلولیکورکومین و سوراینیب  ترکیبمهاری اثر و بقا ج( نمودار ستونی ( بر رشد µM 12-2های مختل ) در غلظت
نتایج از نظر نمایش داده شده و  SE±meanبه صورت با سه بار تکرار در نمودار  نتایج  ساعت 72و  44 ، 24زمانی  های در بازه MTTآزمون 

  باشد میدار امعن، ***  >441/4P و ** >P< ،41/4P* 41/4صورت  به کنترل نمونهآماری در مقایسه با 
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 سوراینیببر رشد و بقا ب( نمودار ستونی اثر مهاری  (µM 144-24های مختل ) با غلظت کورکومینمهاری  ستونی اثر نمودار: ال ( 2نمودار

با استداده از U937 سلولی در رده سوراینیب و کورکومینترکیب  مهاری اثرو بقا ج( نمودار ستونی ( بر رشد µM 12-2) های مختل  در غلظت

 نتایج از نظرنمایش داده شده و  SE±mean به صورتبا سه بار تکرار در نمودار    نتایجهساعت 72و  44و  24زمانی  های در بازه MTTآزمون

  باشد میدار امعن،  ***  >441/4p و ** >p< ،41/4p* 41/4صورت  به کنترل نمونهآماری در مقایسه با 

 
بررسی آپوپتوز به روش فلوسیتومتری با اسـتفاده از روش  

 : Annexin/PIآمیزی  رنگ
 ـ تايید نتايج برای کار در ادامه      روشاز دسـت آمـده   ه ب

MTT کورکـومین بـه    القائی داروی اثر بررسیبه منظور  و
مهار  ،ها مرگ سلول رویتنهايی يا در ترکیب با سورافنیب 

آپوپتـوز   از طريـق  مـرگ اين که اين  تعیینسلولی و  تکثیر
 انجـام  Annexin/PIآمیزی  نکروز، رنگبا و يا انجام گرفته 

ــذيرفت ــتفاده از  پ ــا اس ــیتومتریروش و ب ــد  ،فلوس درص
 ـ گرديـد  در   مشخص ز شدههای آپوپتو سلول ه آزمـايش ب

و يـا  ها مثبت  آن Annexinهايی که  تنها جمعیتعم  آمده 
Annexin  وPI اهمیـت بـوده و    دارایباشـند   ها مثبـت  آن
از نکـروز سـلولی   نشـان  به تنهـايی  مثبت  PIهای  جمعیت

اهمیـت  بوده که روندی پاتولوژيک و ناخوشـايند و فاقـد   
 باشد   می
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بـا   Annexin/PI آمیـزی  از رنـگ تجزيه و تحلیـ   نتايج     
اثرات القای آپوپتوزی بـا داروهـا را    ،دستگاه فلوسیتومتری

 U937و KG1 هـای سـلول  ،هـا طبـق نمودار دهد   نشان می
هـای ترکیبـی کورکـومین و سـورافنیب     تیمار شده بـا دوز 

يـک افـزايش آپوپتوتیـک قابـ       ،نسبت بـه گـروه کنتـرل   
توجهی را نسبت به دوزهای کورکـومین و سـورافنیب بـه    

ترکیب چنین  هم   4و  3های )نموداردهدتنهايی، نشان می
هـای   داروهای کورکومین و سورافنیب با يکديگر در سلول

KG1 وU937   بیشـترين میـزان    ،در مقايسه با گـروه کنتـرل
و حـداق   يا آپوپتوز کام   Lateآپوپتوز القا شده تا مرحله 

در مقايسه با  KG-1 و U937 میزان نکروز را در هر دو رده
    2و  1 های )شک شوند باع  می نمونه کنترل

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 آمیزی رنگ باآپوپتوز سلولی در القای کورکومین، سوراینیب و ترکیب آن دو با یکدیگر  داروینتایج بررسی تیمارسازی با  :1 نمودار

Annexin/PI در رده سلولیKG-1 ساعته  24در بازه زمانی 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

های پس از تیمار با غلظت KG1های  برای بررسی آپوپتوز در سلول  Annexin/PIآزمایشپراکنش یلوسایتومتری حاصل از  بررسی: 1شکل
µM 44 و غلظت  کورکومینµM 7 هساعت 24ها دربازه زمانی  سوراینیب و مقادیر ترکیبی آن 
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طبق نمودار ترکیب داروهای کورکـومین و سـورافنیب       
در مقايسه بـا گـروه کنتـرل      KG1های  با يکديگر در سلول

بیشترين میزان آپوپتوز القا شده تا مرحلـه   %8/61 به میزان
را باعــ    Q2بخــش )يــا آپوپتــوز کامــ   Lateتــیخیری)

تـا  % 1/28 به میزان  µM 41)شوند  دوز تک کورکومین می
 به میزان )7 (µMو دوز تک سورافنیب  earlyاولیه) مرحله

 دهد  را نشان می آپوپتوزاز  early تا مرحله % 4/11
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

بدنبال تیمار سازی با  هساعت 24در بازه زمانی  U937دررده سلولیAnnexin/PI آمیزی  سلولی حاصل از رنگ نتایج بررسی آپوپتوز :4نمودار 
 با یکدیگر سوراینیب و ترکیب آن دو µM 1کورکومین و µM 44غلظت های 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 پس از تیمار با غلظت های U937های  برای بررسی آپوپتوز در سلول  Annexin/PI: نمودار پراکنش یلوسایتومتری حاصل از تست 2شکل 

µM44  کورکومین و غلظتµM 1  هساعت 24سوراینیب و مقادیر ترکیبی آنها در بازه زمانی 
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طبق نمودار ترکیب داروهـای کورکـومین و سـورافنیب        
در مقايسه بـا گـروه کنتـرل      U937های يکديگر در سلول با

بیشترين میزان آپوپتوز القـا شـده را باعـ      %8/68به میزان
 شوند  می
 

 AKTژن  بیـان اثر کورکومین و سورافنیب بر  نتايج ارزيابی
 : KG1در رده سلولی mRNAدر سط  

در  AKTبیـان ژن  دهد  نتايج نشان میطبق نمودار فوق     
 ـ  µM 41تیمار شده در غلظـت   KG1سلول ه کورکـومین ب
 11/1صـورت  ه سورافنیب ب µM 7و  * >p 15/1 صورت

p< ** 15/1صـورت  ه و با ترکیب اين دو دارو ب p< *  در
يابـد  در ترکیـب دو دارو    مقايسه با گروه کنترل کاهش می

بـه   بوده و ايـن احتمـالاً   چشمگیر ،صورت جزئیه نتايج ب
 KG1هـــای مقـــاومتی در رده ســـلولی  دلیـــ  مکانیســـم

    5 نمودار)باشد می

 
 
 
 
 
 
 
 

 

داروی کورکومین و  با  KG1سلول  یج بررسی تیمارنتا : 1نمودار 
به روش   AKTژن بیان ترکیب آن دو با یکدیگر بر و سوراینیب

Real time PCR با سه بار آزمایش نتایج   ساعته 24در بازه زمانی
 نظر نتایج از و اند شدهداده  شاننSE±mean به صورتو  مستقل
 >p<  ،41/4p* 41/4 صورت به کنترل نمونهدر مقایسه با  آماری

  باشد میدار امعن، ***  >441/4p و **

 
 AKTژن  بیـان اثر کورکومین و سورافنیب بر  نتايج ارزيابی
 : U937در رده سلولی mRNAدر سط  

در سلول  AKTدهد بیان ژن  طبق نمودار نتايج نشان می    
U937     تیمار شده بـا غلظـت تـکµM 41  ـ  ه کورکـومین ب

صـــورت ه ســـورافنیب بـــ µM 5و  >p** 11/1صـــورت

15/1*P<  ـ    >p***111/1صـورت ه و درترکیب دو دارو ب
يابـد  در دوز ترکیبـی    می در مقايسه با گروه کنترل کاهش

 AKTکاهش چشمگیر و قاب  قبـولی در بیـان ژن    ،دو دارو
     6 نمودار)شود ديده می

 
 
 
 
 
 
 
 
 

و  کورکومین داروی با U937سلول تیمار نتایج بررسی :6نمودار 
به  AKT روی بیان ژن آن دو با یکدیگر بر ترکیب و سوراینیب
با سه بار ساعته  نتایج  24در بازه زمانی Real time PCRروش 

نتایج و اند  شدهداده  شاننSE ± mean به صورت و آزمایش مستقل
، >p* 41/4صورت  به کنترل نمونهدر مقایسه با  آماری نظر از
41/4p< ** 441/4 وp<  *** ،باشد میدار امعن  

 
 بحث
ی همـاتولوژيک  يک اختلال شايعلوسمی میلوئیدی حاد     

داروهای  دلی  ناکارآمد بودنه ببیماران بوده که در آن اکثر 
ها پـايین   در آنطولانی مدت زندگی شانس  ،رايج امروزی

دهـد کـه    های اخیـر نشـان مـی   در سال ها همطالع باشد  می
باشـند و ايجـاد    بسیار هتـروژن مـی  های لوکمیک  جمعیت

 ـ هـای  دنبـال افـزايش زيـر جمعیتـی از سـلول     ه بیماری، ب
يکـی از   بـه عنـوان   دهـد  روی مـی  LSCلوکمیک به نـام  

فعالیـت يـا    تـوان بـه   می ها، LSCبقای ثر در ؤمسیرهای م
از يک سو اشاره کرد   AKTهای مرتب  مانند مهار پروتئین
 / PI3K / PTENو  Ras / Raf / MEK / ERK آبشـارهای 

AKT / mTOR  هـای   اغلب با تیییرات ژنتیکی در مولکـول
هــای تیــروزين   ســیگنالینگ بالادســت ماننــد گیرنــده   

کـه توانـايی از    یترکیبـات    18)شوند فعال می (RTK)کیناز
 VEGF مسـیر  ضرا دارند و به طور خا ها LSCبین بردن 

را هـدف   Ras/ Raf/ MEK/ ERK, PI3K/AKT/mTOR و
   دهند شام  کورکومین و سورافنیب هستند می قرار
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 MTTآزمـايش  ارزيـابی اولیـه توسـ      ،در اين مطالعـه     
دهد که کورکـومین و سـورافنیب در هـر دو رده     نشان می

انـد و   ها داشته سلولی، اثرات معناداری بر مهار رشد سلول
در حالی است  کـه ترکیـب داروهـا دارای کشـندگی     اين 

سلولی بیشتر در مقايسه کورکومین و سورافنیب به تنهـايی  
آپوپتـوز نیـز نشـان     آزمـايش چنـین نتـايج    باشد و هـم  می
دهد که میزان چشمگیری از درصد کشندگی سلولی که  می
ريزی  آپوپتوز يا مرگ برنامه ،مشاهده شد MTT آزمايشدر 

يـن میـزان چشـمگیر نیـز پـس از ترکیـب       سلولی بوده و ا
داروها باع  میزان بالاتری از آپوپتـوز در مقايسـه بـا هـر     
يک از داروها به تنهايی بوده است  بنـابراين ايـن مطالعـه    
علاوه بر نشان دادن تاثیر چشمگیرکورکومین و سـورافنیب  

 ، AMLهای سرطان خون  در از بین بردن بقا و رشد سلول
 ـ تمالاًدهد که اح نشان می واسـطه ترکیـب ايـن دو دارو    ه ب

چنـین   توان به نتايج بهتری برای درمان دست يافت  هم می
ــوکمی KG-1و U937تیمــار رده ســلولی  ، توســ   AMLل

 ها باع  مرگ سلولی کورکومین و سورافنیب و ترکیب آن
شود  س س بـه جهـت يـافتن     القاء آپوپتوز می و چشمگیر

رفتـیم   AKTن بیـان ژن  علت آپوپتوز به سراغ بررسی میـزا 
را علـت  AKT و تحقیقات، کـاهش بیـان    ها هزيرا در مطالع

دانند  بنابراين برای اولین بار اثر دوزهـای   القاء آپوپتوز می
به  AKTها را بر میزان بیان ژن  انتخابی داروها و ترکیب آن

گیری کـرديم، نتـايج    اندازهReal time PCR  وسیله آزمايش
در تمـامی  U937 و  KG1هـای   دهـد در سـلول   نشـان مـی  

 AKT دوزها نسبت به نمونه کنترل، شاهد کاهش بیـان ژن  
های  توان مسئول آپوپتوز را در اين رده می ايم، احتمالاً بوده

دانسـت زيـرا آبشـار بـه راه      AKT کاهش بیان ژن ،سلولی
بیشــتر  یباعــ  بقـا  ،ســازی ايـن ژن  افتـاده پــس از فعـال  

در دوز ترکیبـی دو   KG-1یشود  در رده سـلول  ها می سلول
ايم ولی اثرش خیلی  بوده AKTشاهد کاهش بیان ژن  ،دارو

هـای   بـه دلیـ  مکانیسـم    باشـد کـه احتمـالاً    نمی چشمگیر
دوز ترکیبی  U937باشد  در رده سلولی  مقاومتی سلولی می

ــک ســورافنیب  ــه دوز ت باعــ    µM 5)دو دارو نســبت ب
 شده است    AKTکاهش بیان بیشتر ژن 

ه نشان داد AMLبر روی بیماران  گذشته های همطالع در    
منجـر بـه   ،  AKTرسـانی  که بلوکه کـردن مسـیر پیـام    شده

دهـد کـه    له نشان مییشود  اين مس می P53افزايش فعالیت 
از طريق اين مسیر  P53ژن ،  AMLدر مبتلايان به بیماری 

ــام ــن مســیر رســانی تنظــیم مــی پی ــزايش  شــود و اي ــا اف ب
ــیون  ــان ژن  ، Mdm2فسفريلاس ــاهش بی ــا P53 ک  یو الق

باعـ  افـزايش مقاومـت     توانـد  ، میفعالیت ضد آپوپتوزی
  دارويی باشد

کـه فعالیـت محـور    نشان دادند  ها هین در مطالعنچ هم    
MEK1/MEK2/ERK   ــت ــا فعالیــ ــرتب  بــ  در AKTمــ

بــوده و نقــش مهمــی در بقــای  U937وKG1 هــای ســلول
کومین و يا ترکیـب  در مقاب  کورAML های بنیادين  سلول

همبستگی قاب  تـوجهی بـین    و کنند با سورافنیب بازی می
-AKT/mTOR/PTEN/ βهـای  با ژن RAF/MEKهای  بیان ژن

Catenin سـاير  ها بعد از درمان ديده شد  در  در اين سلول
در سـط  پـروتئین    AKTروی  اثر کورکومین بـر ها   همطالع
دهنده افـزايش   نشان ها هگیری شده است و اين مطالع اندازه

آپوپتوز سلولی، توقف چرخه سلولی و يـا کـاهش میـزان    
هـای   به دنبال درمان با کورکومین در سـلول  AKTبیان ژن 

U937   دهـد   نشـان مـی  حاضـر  لوکمی بوده است  مطالعـه
 یچنـین القـا   کورکومین باع  مهـار تزايـد سـلولی و هـم    

شود و نیز باعـ    می AML های لوکمیک آپوپتوز در سلول
برنـده   )که به عنوان يک عامـ  پـیش   AKT ش بیان ژنکاه

  گـردد  مـی هـا   شـود  در ايـن سـلول    سرطان شـناخته مـی  
داروی سـورافنیب   ،گذشـته  های هبر اساس مطالعچنین  هم

شـناخته   B-Rafو  C-Rafکه در ابتدا به عنوان مهار کننـده  
بـر روی تیـروزين کینازهـای ديگـر کـه در       تواندمی ،شد

بسیار حائز اهمیت هستند نیز نقش داشته  سرطانپیشرفت 
يـک ترکیـب    کورکـومین جـايی کـه    نآاز    21، 21)باشد

 ـ ،باشد گیاهی می ه در مقايسه با شک  تک داروهای رايج، ب
اثرگـذاری بهتـر و   بـا  توانـد   مـی  صورت ترکیبـی احتمـالاً  

 در بیمـاران کارآمدتر و عوار  جانبی و سـمیت کمتـری   
 ورد استفاده قرار گیرد   م AMLمبتلا به 

نشـان دادنـد کـه     2115و همکـارانش در سـال    ژانگ    
ای اثــرات رترکیـب دو داروی ســورافنیب و کورکـومین دا  

باشـد    ضد سرطانی در بیماران مبتلا به سرطان تیروئید می
 ـ   چنین آن هم طـور  ه ها بیان داشتند کـه ترکیـب دو دارو ب

ــوز   ــای آپوپت ــ  الق ــوجهی باع ــ  ت ــط   و قاب ــاهش س ک
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هـای سـرطانی    در رده سـلول  ERKو  AKTهـای   پروتئین
FTC133 22)شود در مقايسه با درمان تک دارويی می     

نشان دادند که انتقـال   2115و همکارانش در سال کائو     
وســیله ه زمــان دو داروی ســورافنیب و کورکــومین بــ هــم

هدفمند کردن ذرات نانو، اثرات درمانی را در کارسینومای 
   23)دهد کبدی افزايش می

در بخشــی از مطالعــه  2111و همکــاران در ســال رُوآ     
خود نشان دادند که کورکومین باع  مهار تزايد سـلولی و  

لــوکمی  KG-1 و U937 هــای  آپوپتــوز در ســلول یالقــا
   24)شود می AMLمیلوئیدی حاد

نشــان دادنــد کــه  2111و همکــارانش در ســال هــاب ر     
سلولی، کـاهش   تواند منجر به توقف چرخهسورافنیب می

چنین افزايش آپوپتوز در بیمـاران بـا    مقاومت دارويی و هم
 و هـم  VEGFسرطان خون مزمن هم از طريق مهار مسـیر  

   25)های ديگر شوداز مسیر
ــن      نشــان دادنــد کــه  2111و همکــارانش در ســال چ 

در کارسـینومای   PI3K/AKTرسـانی   فعالسازی مسیر پیـام 
 ـ    دسـت آمـده   ه کبدی به واسطه مقاومـت بـه سـورافنیب ب

                                                                                                                     26)است
ای بـالینی، در سـال   در مطالعـه صفائیان و همکـارانش      

داری  AMLنشان دادند که سـورافنیب بـر بیمـاران     2118
ــش  ــالقوه   ،  FLT-3جه ــرطانی ب ــد س ــیت ض  ای راخاص

نشان داده اسـت  در تحقیـق حاضـر نیـز دوز سـورافنیب      
در رده سـلولی   AKTبیـان ژن   موجب کاهش قابـ  قبـول  

KG1 27)مطابقت داردصفائیان که با تحقیق  شد   
اين تحقیق که مهار دارويـی   های محدوديتبا توجه به     

انجـام   in vitroسـانی و درسـط     ر بر روی يک مسیر پیـام 
هـای   طراحـی مهارکننـده  رسد در صـورت   به نظر می ،شد

 کـه های نانو با ساختارو  AKTمسیر  انتخابی و اختصاصی
 ـؤنتـايج م ـ  بـه  توانمی ،باشد in vivoدر سط   رای ثرتری ب

  دست يافت درمان سرطان خون
 

گيري نتيجه
های ايـن تحقیـق و نقـش اثـر ترکیبـی       با توجه به يافته    

اثـر سـینرژيک در مهـار    که دارای کورکومین و سورافنیب 
ــان ژن  القــایتکثیــر ســلولی،  ــوز و کــاهش بی  AKTآپوپت

باشد، ترکیب دو داروی فوق با در نظـر گـرفتن نتـايج     می
تواند در درمان سـرطان   ، میها هموجود و نتايج ساير مطالع

 اشد ثر بؤم خون
 

 تشکر و قدردانی
وسیله از مرکز تحقیقات هماتولوژی، انکولوژی و  بدين    

مین یهای بنیادی بیمارستان شريعتی به جهت ت پیوند سلول
 گردد  قدردانی میبودجه طرح، تشکر و 
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Abstract 
Background and Objectives 

Acute myeloid leukemia is a heterozygous hematologic malignancy that is manifested by the     

accumulation of hematopoietics stem cells in peripheral blood and bone marrow. Anticancer 

effects and  cryotoxic activity of curcumin have been proven frequently in many cancers. 

Sorafenib is known as an inhibitor of angiogenesis which prevent cells’ survival. In the present 

study, the effects of curcumin and sorafenib and their combination were evaluated on AML 

cells. 

 

Materials and Methods 

In this experimental study, U937 and KG-1 cells were treated with different concentration of 

curcumin and sorafenib and their combination.  MTT assay was applied to assess the viability 

of cells.  Percentage of apoptotic cells was evaluated by annexin PI staining. Also Real Time 

PCR was performed to investigte the level of  AKT mRNA expression.  

 

Results 

Our data showed that the percentage of apoptotic cells significantly increased in response to 

treatment with  curcumin (40µM in KG-1 and U937 cell lines), sorafenib (5 µM and 7 µM in 

U937 and KG-1, respectively) and their combination. Moreover, the mRNA level of AKT gene 

was downregulated in KG-1 and U937 cells. 

 

Conclusions   

Our results suggest that combination of curcumin and sorafenib could lead to promote 

apoptosis. Furthurermore, downregulation of AKT gene shows that these agents can be 

considered as effective agents on AML cells.   
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