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اگزالي پلاتین و ديكلوفناک بر بیان  داروهای ترکیب

سرطاني در رده سلولي  9و  8کاسپاژ  های ژن

  (SW480کولورکتال)
 7 ، رحیم احمدی*1يطاهره ناج ،1 همونا هاشم زاد

واحد همدان،  گروه فیزيولوژی،3، ، دانشگاه آزاد اسلامي، تهران، ايرانگروه علوم پايه، دانشكده داروسازی و علوم دارويي، علوم پزشكي تهران1

 دانشگاه آزاد اسلامي، همدان، ايران

 72/14/1041 تاريخ پذيرش:        14/11/1399تاريخ وصول: 

 چكیده

ارزيابي ارتباط بین داروهای ضدالتهاب غیر  كي از اهداف اساسي در تولید داروهای ضدسرطان است.ي القای آپوپتوز: زمینه و هدف

ترکیب داروهای اگزالي لذا هدف از اين مطالعه تعیین های سرطاني امیدوار کننده است.  آپوپتوز در سلول ( وNSAIDاسترويیدی)

 Real Time( با استفاده از دستگاه SW480در رده سلولي سرطاني کولورکتال) 9و  8های کاسپاژ  پلاتین و ديكلوفناک بر بیان ژن

PCR .بود 
  

ی مختلف ها غلظت اب SW480کولورکتال رده های سرطاني  سلولانجام شد،  1399که در سال  تجربي تحقیقدر اين  روش بررسي:

 ها از جهت بررسي زنده ماني سلولشدند. تیمار و اگزالي پلاتین  ناکفاز ديكلو مأتو چنین ترکیبي همو  و ديكلوفناک اگزالي پلاتیناز 

و Caspase8  های و جهت ارزيابي بیان ژنآمد گروه به دست  برای هر ( IC50و غلظت مهار میانه)استفاده شد  MTTروش 

caspase9 افزار  اوری شده با استفاده از نرم های جمع . دادهآر استفاده شد سي از روش ريل تايم پيSPSS  روشآزمون آماری و 

 . ندشدتجزيه و تحلیل  يطرفه و آزمون ت کي انسيوار
 

داری باعث  لیتر به طور معني گرم بر میليومیكر 744و  144، 54، 75های غلظت ،SW480 یاه سلول ردر تیمار اگزالي پلاتین ب ها: يافته

لیتر محاسبه شد. در  میكروگرم بر میلي 55و غلظت مهار میانه  (>441/4p)نسبت به کنترل شدندسلولي ماني اين رده کاهش زنده

ماني داری باعث کاهش زنده لیتر به طور بسیار معني میكروگرم بر میلي 1444و  544، 754 هایها با ديكلوفناک نیز غلظت سلولتیمار 

لیتر از اگزالي پلاتین در  میكروگرم بر میلي 744و  144، 54، 75، 17، 5 هایغلظت .(>441/4p)نسبت به کنترل شدند سلولي اين رده 

نسبت به کنترل سلولي ماني اين رده اری باعث کاهش زندهد میكروگرم از ديكلوفناک به طور بسیار معني 754ترکیب با 

 .یتر محاسبه شدل گرم بر میليومیكر 37معادل با ، ديكلوفناکشده با همراه لي پلاتین  اگزغلظت مهار میانه ا و (>441/4p)شدند

که  طوریبه  .(>441/4p)شد 9و 8ز کاسپادار بیان ژن معني بسیار منجر به افزايشلي پلاتین اگزک و ايكلوفناتیمار توام د چنین هم

 نسبت به کنترل در اين آزمايش افزايش يافت.برابر  8/1حدود  9ز کاسپا و  2/3حدود  8ز کاسپابیان ژن 
 

وجب اثرات سايتوتوکسیک بیشتری در مقايسه با استفاده از اگزالي پلاتین مديكلوفناک به همراه اگزالي پلاتین مي تواند گیری:  نتیجه

همراه بوده  9و 8م ديكلوفناک و اگزالي پلاتین با افزايش بیان  ژن کاسپاز أترکیب تو. شود SW480های سرطاني  در سلول به تنهايي 

 ز اهمیت است.يبر اين اساس بررسي احتمالي کاربرد داروی ديكلوفناک به همراه اگزالي پلاتین در درمان سرطان کولون حاو 
 

 ، کاسپازسرطان کولورکتال ،ديكلوفناک ،پلاتیناگزالي  ،زآپوپتوکلیدی: های  واژه

 

 گروه علوم پايهدانشكده داروسازی و علوم دارويي، دانشگاه آزاد اسلامي، علوم پزشكي تهران، تهران،  طاهره ناجي،نويسنده مسئول: *
 Email: tnaji2002@gmail.com  
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 مقدمه

ــومین  ــال( سـ ــرطان روده بزرو)کولورکتـ سـ

ــا  و دومــین علــت مــرو ناشــي از  ســرطان شــايع دنی

علـت دییـق بـروز سـرطان کولورکتـال       .سرطان است

نشان داده است عوامل ها  پژوهشولي  ،ناشناخته است

ــرطان     ــه س ــراد را ب ــتلار اف ــانس اب ــر خاصــي ش خط

(. خاصـیت ضدسـرطاني   1دهند)کولورکتال افزايش مي

هاسـت کـه شـناخته شـده     داروهای ضدسرطاني سال

است و بـه همـین دلیـل اسـتفاده از داروهـای مناسـب       

ــاايي برخــوردار    ــت ب ــان ســرطان از اهمی جهــت درم

 (.7)باشد مي

با توجه بـه ايـن کـه تغییـرات ژنتیكـي زيـادی       

مورد نیاز است تا فرم سرطاني يک سلول ايجاد شـود  

هـا جنبـه    که ايجـاد بسـیاری از سـرطان    علت اين و به

ــي دارد ــد فر  ارث ــه بتوانن ــوادی ک ــتفاده از م ــد آ، اس ين

 يعني اگر ،باشد متاستازی را مهار کنند مورد توجه مي

، ولـي  ردتوان از ايجاد تومور اولیه جلوگیری ک چه نمي

يند متاستازی که علت اصلي مرو و آجلوی فرتوان  مي

 (. 3)را گرفت است بیماران سرطانيبسیاری از میر 

اسـت کـه از   نوعي خودکشي سـلولي   آپوپتوز

شود. اين رويداد خصوصیات ذاتي سلول محسوب مي

و هرگونـه   دباش ـ مستلزم بیان يک برنامه ژنتیكـي مـي  

ــن فر ــتلال درايـــ ــاری  آاخـــ ــب بیمـــ ــد موجـــ ينـــ

ريـزی   های سرطاني از مـرو برنامـه   (.سلول0شود) مي

که يكي از دايـل   گريزند ميشده سلول يا آپوپتوزيس 

در تنظــیم ايــن هــايي اســت کــه  آن تغییــر در بیــان ژن

بیشتر عوامـل ضدسـرطاني آثـار     .دارند تلافرآيند دخ

ريـزی   درماني خودشان را با القای مرو سلولي برنامه

ريزی شده يكـي   کنند. القای مرو برنامه شده اعمال مي

ــین بــردن ســلول  تــرين روش از مهــم هــای  هــا در از ب

بررسـي مـرو    از طرفي بـه منظـور                             (.5سرطاني است)

بررسـي   ؛چونهای مختلفي  سلولي آپوپتوزی از روش

هــای تحــت درمــان،    تغییــرات مورفولــوژی ســلول  

های دخیـل   فلوسايتومتری، فعال شدن کاسپازها و ژن

شـود.   در القای آپوپتوز و میزان بیان آنها استفاده مـي 

ــوز  ــايع آپوپت ــه وســیله وی سیســتئین ز ای ا هخــانوادب

ــوان  ا،پروتئازهــ ــا  مــي تحــت عن ــد.  کاســپازها اتف افت

آپوپتوز و هماهنگ  ترين عضو کاسپازها به عنوان مهم

ــروتئین   ــب پ ــث تخري ــرو، باع ــده مســیر م ــا  کنن ــا ي ه

  .(5)شوند مي فعالسازی کاسپازهای ديگر

اب غیـر اسـترويیدی   هديكلوفناک داروی ضدالت

ضـد التهـاب اسـتفاده     و است کـه بـه عنـوان ضـددرد    

 ضـدالتهاب  داروهـای  اصـلي  اثـر  مكانسـیم  .شـود  مـي 

 تولیـــد مهـــار كلوفنـــاکيجملـــه د از غیراســـتروییدی

 خود ضدالتهابي اثر داروها نيا .ستا ها نيپروستاگلاند

ــدن در ــزيم سیكلواکســیژناز   را ب ــار آن ــا مه و  7و  1ب

 ــ ــنتتازاعمال مـ ــتاگلاندين سـ ــد يپروسـ ــنتز  کننـ و سـ

ــا نيپروســتاگلاند ــل  A2 و ترومبوکســان ه ــه عام را ک

ديكلوفنـاک  از طرفـي   .کنـد  ي، مهـار م ـ باشند يالتهابي م

  C  آزاد شدن سـیتوکروم  ويايي رآسیب میتوکندباعث 

ــیتوزول     ــه س ــدری ب ــايي میتوکن ــین غش از فضــای ب

و کاسـپاز   شـدن  فعـال  سببشود، که به نوبه خود  مي

                شود. مي متعایب آن فاز اجرايي آپوپتوز
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 پلاتینوم استپلاتین داروی نسل سوم  اگزالي

سـرطاني و کنـد کـردن     یهـا  که با از بین بردن سـلول 

کند. اگزالـي پلاتـین بـرای درمـان      رشد تومور عمل مي

ه پیشرفته روده بزرو يـا راسـت روده ب ـ   یها سرطان

اگزالي پلاتین يـک داروی شـیمي درمـاني     .رود يکار م

در درمان سرطان کولون متاسـتاتیک   FDAيید أمورد ت

پلاتـین کـه بـا     هـای  که از طريق تشكیل کمپلكس  است

از تكثیر  ،کراس لینک بریرار مي کنند DNA های مولكول

ايـن دارو   کننـد.  و نسخه برداری سلولي جلوگیری مـي 

ــوزيس در     ــد آپوپت ــای فراين ــلولي و الق ــمیت س در س

يكـي از   .نقـش دارد  هـای سـرطاني کولورکتـال    سـلول 

های  پلاتین رشد سلولهايي که داروی اگزالي مكانیسم

کنــد، آپوپتــوزيس  ســرطاني روده بــزرو را مهــار مــي

است. آپوپتوزيس مرو فیزيولوژيک سلولي اسـت کـه   

هـای پیـر، آسـیب     در شرايط طبیعي سبب حذف سلول

شود و بـرای تكامـل و هوموسـتازی     ديده و مضر مي

بافتي ضروری است. آپوپتوزيس در ترمیم و نوسازی 

گـر نقـش   خـود واکـنش   Tهای  بافتي و نیز حذف سلول

هرگونه اختلال در روند آپوپتـوزيس، منجـر بـه     .دارد

توانـد ناشـي از کـاهش مـرو      شود کـه مـي   بیماری مي

های  منجر به ايجاد و رشد سلولخود سلولي باشد که 

                                                                                                                                         .(2)شود سرطاني و يا اختلاات خود ايمني مي

شـیمي   هـای معمـول سـرطان    از جمله درمـان 

های صورت گرفتـه شـیمي    درماني است. طبق پژوهش

ــو ــاني ت ــه أدرم ــادی از جمل ــا عــوارا زي ــو  ؛م ب  ،ته

تواند بـر   آنمي و آلوپسي است و مي ،خستگي ،استفراغ

ثیر منفي زيادی بگذارد. امـروزه  أزندگي بیمار تکیفیت 

ســرطان در جســتجوی عوامــل هــای  وهشپــژمراکــز 

بـرای بیمـاران    یضدسرطان با ضريب اطمینان بیشتر

توان در ترکیب با عوامل  (. علاوه بر اين مي8باشند)  مي

ــت ضــد    ــرای فعالی ــاني سايتوتوکســیک ب شــیمي درم

ترکیــب از عوامــل سینرژيســم و يــا  ر،ســرطاني بیشــت

استفاده کرد و به دنبال راهـي بـرای    داروهای مختلف

 .(9)ثیرگذاری بیشتر بودأکاهش عوارا داروها و ت

از آنجايي که امروزه سرطان کلورکتال يكي از 

 هـای   پـژوهش  در و های شايع در جهان اسـت  سرطان

هر کدام از داروها به تنهايي مورد بررسـي یـرار   یبلي 

دو داروی  کــه مكانیســم بــا توجــه بــه ايــن گرفتنــد و

، باشند ديكلوفناک و اگزالي پلاتین در القای آپوپتوز مي

ــذا  ــن ل ــه هــدف از اي ــین و مطالع ــب بررســي تعی ترکی

هـای   داروهای اگزالي پلاتین و ديكلوفناک بـر بیـان ژن  

در رده ســـــــلولي ســـــــرطاني  9و  8کاســـــــپاژ 

 Real Time( با اسـتفاده از دسـتگاه   SW480کولورکتال)

PCR .بود 

 

 يروش بررس

در  1399کــه در ســال   تجربــي تحقیــقدر ايــن 

علوم پزشكي دانشـگاه آزاد  واحد  دانشكده داروسازی،

ــال ،انجــام شــدتهــران   رده ســلولي ســرطاني کلورکت

LS174T    ــه ــران ب ــک ســلول انســتیتو پاســتور اي از بان

و در شـرايط   صورت ويال فريز شـده خريـداری شـد   

 تكثیر داده شـدند. استاندارد مطابق با پروتكل، کشت و 

ــاده   ــلولي و آمـ ــت سـ ــس از کشـ ــازی آن پـ ــا سـ                       ، هـ

 نظـر  در بـا  .گرفـت بر روی آنهـا انجـام    تي تي ام تست
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ــافي کشــت محــیط گــرفتن ــرای ک ــا ســلول رشــد ب                   ،ه

                                اضـــــافه شـــــد. ســـــپس  پلیـــــت  بـــــه داروهـــــا

ــت ــا پلی ــاتور درون ه ــه انكوب ــدت  ب  ســاعت 27و 08 م

 درون معـین  دوران گذرانـدن  از شـدند. پـس   داری نگه

      رنـگ  و شـده  تخلیـه  پلیـت  از رويـي  سـو   انكوباتور

MTT 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-Yl)-(2,5-DiphenyltetrazoliumBromide) )

 تـه  ای خانـه  95 پلیت از روش  شد. در اين اضافه آن به

آماده  یها صورت که سلول نيبه اشد.  استفاده صاف

تحـت   شـد و  ختهير ای خانه 95 تیكروپلیشده درون م

)شـرکت سـبحان   نیپلات يمختلف اگزال ـ یدوزها ماریت

)شــرکت كلوفناکي( و د03145 اليدارو، شــماره ســر 

ها  م آنأتو بی( و ترک71543اليالبرز دارو، شماره سر

ــت. غلظــت  ــرار گرف ــم ی ــا ه ــف از طر ب ــای مختل ــه  قي

از داروهــــــای  ياليــــــ ســــــر یســــــاز ریــــــت

در  كروگـرم یم 5/57، 175،  1444،544،754)كلوفناکيد

، 144، 54، 75، 5/17، 75/57)نیپلات ـ ي( و اگزالتریل يلیم

در  يي( هـر کـدام بـه تنهـا    تریل يلیدر م كروگرمیم 744

هـا   سلول یشده و بر رو هیته لياستر یها  و یكروتیم

به  کيهر  یبرا انهیشد. سپس دوز غلظت مهار م ماریت

 بی ـبه دسـت آمـده ،ترک   جيدست آمد  و با توجه به نتا

از  كروگـــرمیم 754 یدارو) بـــه غلظــت هـــا  دو نيـ ـا

( بـر   نیپلات ـ يمختلـف اگزال ـ  یو غلظت هـا  كلوفناکيد

 يت ـ يشده و مجددا تسـت ام ت ـ  ماریت یسلول ها یرو

به طور مجزا در نظـر   زین يانجام شد. گروه کنترل منف

تــوام  بیــترک یبــرا انــهیگرفتــه شــد و غلظــت مهــار م

 اسـاس . آمـد بـه دسـت    زین نیپلات يو اگزال كلوفناکيد

 سـلول  بـرروی  ماده يک سمیت اثر بررسي MTT تست

 يـک  اول روز اسـت. در  روزه سه کار اصول باشد. مي

 پاساژ و و جداسازی کرده انتخاب سلول از پر فلاسک

 مسـاوی  مقـدار  بـه  هـا  چاهـک  در داده، انجـام  را سلول

 اسـتفاده  با ابتدا کار اين برای ريخته شده است. سلول

 هـر  در سـپس  کـرده  شمارش را ها سلول نئوبار ام از

 معـادل  تعـداد  ايـن کـه   ريختـه  سـلول  اندا 144 چاهک

 انكوباتور درون را پلیت سپس باشد. سلول مي 14444

co2کـف  بـه  هـا  سـلول  تـا  ساعت گذاشته 70مدت  به دار 

 در ها را پرکنند. درصد حجم چاهک 54بچسبند و  پلیت

بـه وسـیله    چاهک هر از را رويي محیط ابتدا دوم روز

دو از  انـدا  144 سـپس  و کـرده  خارج استريل سرنگ

ريخته شد و برای هر ریت هشت  چاهک هر رویدارو 

 انكوباتور داخل دوباره ته شد. سپسرفچاهک درنظر گ

 به  ها پلیت تحقیق اين آزمايشگاهي کار برای داده یرار

داده  یـرار  انكوبـاتور  داخـل  سـاعت  27و 08، 70 مدت 

  شد.

 آب در محلـول  تترازولیـوم  نمک يک MTTرنگ 

 حـل  رد فنـل  فاید کشت محیط در ترکیب است. اگر اين

 ايـن  اسـاس  کنـد.  مـي  ايجـاد  را رنگي زرد ترکیب شود

 سوکسـینات  آنـزيم به وسیله  MTT نمک شكستن تست

 .باشـد  مـي  زنـده  های سلول میتوکندريايي دهیدروژناز

 فورامـازان  نـامحلول  بلورهـای  ايجاد فعالیت اين نتیجه

ــوه ــگ یهـ ــت ای رنـ ــه اسـ ــیله  کـ ــه وسـ ــل  دیبـ متیـ

 هـر  آيند. مي در محلول صورت ( بهDMSOسولفاکسايد)

 میـزان  باشـد  تر بیش فعال و زنده یها سلولتعداد  چه

. سـپس  خواهـد بـود   تـر  بـیش  شده ايجاد ای رنگ یهوه

شـده در سـو     ظاهر ای یهوه میزان جذب نوری رنگ
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 بـا  نـانومتر  554 تـا  524 مـوج  طـول  ها در رويي پلیت

 ELISA  (BioTec ELx 800)دســــتگاه از اســــتفاده

 ،ها اساس جذب نوری نمونه گاه بر گیری شد. آن  اندازه

 ها در هر گروه محاسبه شد. ماني سلول درصد زنده

( Applied Biosystem)دستگاه Real time-PCR روش در

واکـنش   شـد. در  انجام ای صورت دو مرحله به واکنش

ــه ــخه ای دو مرحل ــرداری نس ــوس ب ــر و معك  در تكثی

جهت ارزيـابي بیـان    گرفت. صورت جداگانه های تیوب

پس از مشـخ  شـدن غلظـت      9و  8های کاسپاز  ژن

IC50  هـا بـه    سلولداروهای ديكلوفناک و اگزالي پلاتین

 75میكروگـرم ديكلوفنـاک و    754سـاعت بـا    70مدت 

ــلوليمیكروگـــرم اگزالـــي پلاتـــین   بـــر روی رده سـ

سـپس بـا اسـتفاده از کیـت     و  کولورکتال اثر داده شد

 .استحصال گرديد Rosch ، RNA))شرکتRNAاستخراج 

 مولكـول  Real time PCR الگوی مورد نظر در واکـنش  

cDNA  کیـت مـورد اسـتفاده در سـنتز      .باشد ميcDNA 

اسـتخراج   RNA از cDNA رای سـاخت ب کیت تاکارا بود.

به همراه پرايمر اختصاصي طراحـي شـده   cDNA  ،شده

به  9و  8کاسپاز  یها توالي ژن ،یرار گرفتدر دستگاه 

بــه عنــوان ژن  GAPDHعنــوان ژن هــدف و تــوالي ژن 

ــرنس از ســايت  ــذ   http://www.n cbi-nlm.nih.govرف اخ

مستقیم و معكوس بـرای هـر ژن از    یمرهايگرديد. پرا

مقاات مربوطه استخراج شد و بـرای انتخـاب بهتـرين    

پرايمرهــا شــامل؛       ارزيــابي گرديــد.  BLASTپرايمــر بــا 

5’-GAT CAA GCC CCA CGA TGA C-3’  پرايمر مستقیم 

 ’CCT GTC CAT CAG TGC CAT AG-3-’5،  8کاسپاز  ژن

 CAT TTC ATG GTG-’5،  8کاسپاز  ژن معكوس پرايمر

GAG GTG AAG-3’    5، 9کاسـپاز   ژن پرايمـر مسـتقیم’-

GGG AAC TGC AGG TGG CTG-3’ ژن معكوس پرايمر 

                    'ACCCACTCCTCCACCTTTGA-3-'5، 9کاســــــــــپاز 

ــتقیم ژن  ــر مســــ ــه دار  پرايمــــ -'GAPDH ،5خانــــ

CTGTTGCTGTAGCCAAATTCGT-3' ــر ــوس پرايم  معك

 . GAPDH خانه دار ژن

 دییقـه، 14 درجـه   95در شرايط دمايي سپس  

 54ثانیـه و   15درجـه   95سیكل با چرخه هـای   04در 

 مـورد  رنـگ  تـرين  متـداول د. يگرد تكثیردییقه  1درجه 

 باشـــد. مـــي ســـايبرگرين تكنیـــک ايـــن در اســـتفاده

 بـه  است که فلورسنت و اينترکاله سايبرگرين يک رنگ

 بـا  و شـده  متصـل   cDNAهـای  رشته کوچک شیارهای

 کنـد  مـي  ساطع نانومتر 577 ، نور098 موج طول جذب

 به سايبرگرين. شود مي اايزا ثبت دستگاه به وسیله که

ــای ــک الگوه ــته ت ــل ای رش ــي متص ــود نم ــذا در  ،ش ل

کـه    و فقـط زمـاني   دردگ ـ ها نور ساطع نمي ای رشته تک

ای داشته باشیم متصل شـده و نـور    الگوهای دو رشته

 دو محصــول PCR هــای چرخــه طــي در گــرددســاطع 

 سايبرگرين بـه  بنابراين رنگ شود و مي تولید ای  رشته

شود. هرچه شـدت تـابش فلوروسـنت     مي متصل ها آن

دهنــده ايــن موضــو  اســت کــه  تــر باشــد نشــان بــیش

 افـزايش  تر است، بنابراين ای بیش دو رشته  DNAمیزان

ــنت  ــابش فلورســــ ــدت تــــ ــا شــــ ــت بــــ                                      غلظــــ

ds DNA (Double strain DNA) اســــت،  متناســــب

 بـرای  لـذا  ،اسـت  غیراختصاصـي  رنگ يک سايبرگرين

 يمامــت .دشــاب يمــ هدافتســا لبــای اهــ آزمــايش تمــامي

                                 .تسا هدش ماجنا راركت 3 رد اه شيامزآ
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 ،افـزار  وسـیله نـرم   بهپايان روند تكثیر پس از 

نتـايج  در نهايـت   ها مورد ارزيـابي یـرار گرفتـه و    داده

  9و 8از لحـا  بیـان ژن کاسـپاز     گروه کنترل و تیمـار 

 بیـان  نحـوه  از حاصل نتايج .گرفتمورد مقايسه یرار 

 ΔΔCT فرمـول  با کمي نیمه روش آنها به آنالیز و ها ژن

  .شد انجامTime PCR  Real دستگاه با و

آوری شــده بــا اســتفاده از    جمــع هــای داده

 انسي ـوار روشهای آمـاری   و آزمون  SPSSافزار  نرم

 تجزيه و تحلیل شدند. يطرفه و آزمون ت کي

 

 ها يافته

داروی  به بررسي اثرات ،سلوليه مطالعاين در 

م أبه تنهايي و به صورت توديكلوفناک و اگزالي پلاتین 

              نتـايج حاصـل از مطالعـه     .پرداخته شـد  MTTبه روش 

ــر  سلولي  ردهلي پلاتین بر اگزاسايتوتوکسیک اثـــــــ

SW480    لي پلاتیناگزنشان داد که بـا افـزايش غلظـت ا ،

 طـوری ه . ب ـيافتکاهش  SW480سلولي ماني رده زنده

ــت  ــه غلظ ــای ک ــرم ومیكر 744و  144، 54، 75ه ــر گ ب

داری باعــث کــاهش  معنــيبســیار لیتــر بــه طــور  میلــي

ــده ــن رده   زنـ ــاني ايـ ــرل  سلولي مـ ــه کنتـ ــبت بـ نسـ

اين اثر به صورت وابسته بـه غلظـت    (،>441/4p)شدند

گـرم بـر   میكرو 5/17و  75/5 های در غلظت بوده است.

لیتر از داروی اگزالي پلاتین نسبت به گروه کنترل میلي

 ــ ــر معن ــار تغیی ــد يدچ ــودار (<45/4p)داری نش  (.1)نم

معـادل بـا   لي پلاتین اگزا IC50 چنین نتايج نشـان داد  هم

لیتـر اسـت. بـه عبـارتي، میـزان       گرم بر میليومیكر 55

لي اگزلیتـر ا  میكروگـرم بـر میلـي    55کشندگي سـلولي  

 .(7)نمودار باشددرصد مي 54معادل با پلاتین 

ــر   ــه اث ــايج حاصــل از مطالع سايتوتوکسیک نت

ــا  SW480سلولي رده بر ک يكلوفناد نشـــان داد کـــه بـ

سلولي مـــاني رده ک، زنـــدهيكلوفناافـــزايش غلظـــت د

SW480  754هـای  کـه غلظـت   طـوری ه ب  ،يافتکاهش ،

لیتـر بـه طـور بسـیار      میكروگرم بر میلي 1444و  544

سلولي مــاني ايــن رده داری باعــث کــاهش زنــده معنــي

. درصـد زنـده   (>441/4p)کنترل شـدند گروه نسبت به 

 175هـا در زمـان تیمـار شـدن بـا غلظـت        ماني سـلول 

لیتر از داروی ديكلوفناک نزديک بـه  گرم بر میليمیكرو

لیتــر گــرم بــر میلــيمیكــرو 5/57و غلظــت  درصــد 80

ها نسبت به  بوده که در اين غلظت درصد 95نزديک به 

ــروه   ــگـــ ــر معنـــ ــار تغییـــ ــرل دچـــ داری  يکنتـــ

ک يكلوفناد  IC50چنـین  هـم  (.3)نمـودار  (<45/4p)ندنشد

ــا  ــادل ب ــي  582مع ــر میل ــرم ب ــر  میكروگ ــبه لیت محاس

 .(0)نمودار شد

ــر   ــه اث ــايج حاصــل از مطالع سايتوتوکسیک نت

 SW480سلولي رده لي پلاتین بر اگزک و ايكلوفنام دأتو

بـه همـراه   لي پلاتین اگزنشان داد که با افزايش غلظت ا

 ،يافتکاهش  SW480سلولي ماني رده ديكلوفناک، زنده

 744و  144، 54، 75، 5/17هـای  کـه غلظـت   طـوری ه ب

لیتر از اگزالي پلاتـین در ترکیـب بـا     میكروگرم بر میلي

ــیار   754 ــور بسـ ــه طـ ــاک  بـ ــرم از ديكلوفنـ میكروگـ

سلولي مــاني ايــن رده زنــدهداری باعــث کــاهش  معنــي

. آنالیز آمـاری نشـان   (>441/4p)نسبت به کنترل شدند

لیتـر از اگزالـي    میكروگرم بر میلـي  75/5داد در غلظت 
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میكروگـرم ديكلوفنـاک سـبب     754پلاتین در ترکیب با 

در مقايسـه بـا    درصد 74ها به میزان  مهار رشد سلول

گروه کنترل شده که اين اخـتلاف نیـز از نظـر آمـاری     

چنین نتايج نشان  هم(. 5)نمودار(<45/4p)دار است يمعن

ــه  لي پلاتین اگزا IC50داد  ــاک ب ــراه ديكلوفن ــه هم ــه ب ک

لیتر است. بـه   گرم بر میليومیكر 37معادل با ، کاررفته

میكروگـرم بـر    37عبارتي، میزان کشندگي سـلولي در  

 754م  بـا  أتو 1لیتر از اگزالـي پلاتـین در ترکیـب     میلي

ــرم د ــا  يكلوفنامیكروگــ ــادل بــ ــد  54ک معــ درصــ

 .(5)نمودار باشد مي

لي اگزک و ايكلوفنام دأتوات ثرجهــت ارزيــابي ا

هـــــای  در ســـــلول 9و   8ز کاسپان ژن پلاتین بر بیا

SW480 میكرو گـرم   75غلظت  ها با پس از تیمار سلول

میكروگـرم بـر    754اگزالـي پلاتـین و   لیتـر از   بر میلـي 

و  8های کاسپاز  ژنلیتر از ديكلوفناک میزان بیان  میلي

منجـر بـه   کـه  د ش ـآر تعیین  سي با تست ريل تايم پي 9

ــي  ــیار معنـ ــزايش بسـ ــان ژن افـ  9و  8ز کاسپادار بیـ

 8ز کاسپاکــه بیــان ژن  طــوریه بــ ،(>441/4p)دگرديــ

حـدود   9ز کاسپاو نسـبت بـه کنتـرل     برابر 2/3حدود 

در ايـن آزمـايش افـزايش     برابر نسبت بـه کنتـرل   8/1

 .(2)نمودار يافت

 ( Melt Curve )  منحنـي ذوب  9و  8 های نمودار

. نمـودار بـا   باشد مي  9و  8ز کاسپاهای  مربوط به ژن

دهــد کــه بیــان ژن بــه صــورت  يــک یـــــله نشــان مــي

 .اختصاصي بوده است

 

 

 

 

 sw480در رده سلولي  پلاتینلي اگزا ماریسلول در ت ينسب يدرصد زنده مان :1نمودار 

 (>441/4p)باشد يبا گروه کنترل م ماریگروه تحت ت نیب  یدار نينشان دهنده اختلاف مع***
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 میلی گرم ـ اگزالی پلاتین/ غلظت برحسب میکروگرم 
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*** 
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  SW480 سلوليرده  بر اگزالي پلاتین ماریتدر  IC50 :7 نمودار

 

 SW480 سلوليرده  بر کيكلوفناد ماریسلول در ت ينسب يدرصد زنده مان :3 نمودار

 (>441/4p)باشد يبا گروه کنترل م ماریگروه تحت ت نیبداری  نينشان دهنده اختلاف مع***

 

 SW480 سلوليرده  بر کيكلوفناد ماریت یبرا IC50 :0نمودار
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 غلظت لگاریتمی
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میلی گرم ـ دیکلوفناک/ غلظت برحسب میکروگرم   
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 SW480رده  بر پلاتین لياگزو ا کيكلوفناد مأتو ماریسلول در ت ينسب يدرصد زنده مان: 5نمودار

 (>441/4p)باشد يبا گروه کنترل م ماریگروه تحت ت نیب یدار نينشان دهنده اختلاف مع***

  (>45/4p)باشد يبا گروه کنترل م ماریگروه تحت ت نیب دار نينشان دهنده اختلاف مع*

 

 

 SW480سلولي رده لي پلاتین بر اگزک و ايكلوفنام دأتوتیمار  در IC50: 5نمودار

 

 

 

 

 

0

20

40

60

80

100

120

control 1,5625 3,125 6,25 12,5 25 50 100 200

ها
ل 

لو
س
ی 

ان
 م

ده
زن

  
ی

سب
 ن
صد

ر
د

 

 میلی گرم ـ اگزالی پلاتین در تیمار توام/ غلظت برحسب میکروگرم 

*** *** 
*** 

*** 

*** * 
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 مقابل کنترل در پلاتین لياگزو ا کيكلوفناد مأتو ماریر تد 9و  8 زکاسپاژن  انیب : 2 نمودار

 (>441/4p) باشد يبا گروه کنترل م ماریگروه تحت ت نیب داری ف معنينشان دهنده اختلا***

 

 

 در متن جايگاهش مشخ  نیست  9و  8نمودار  

 

 
 8منحني ذوب کاسپاز : 8نمودار 
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 9 منحني ذوب کاسپاز :9نمودار 

 بحث

ــزرو   ــرطان روده ب ــال)س ــوم( کولورکت  ینس

اسـت و در مـردان    يرانا ینچن و هم یادن يعسرطان شا

 یهادارد. در سرطان کولورکتال سلول یشتریب یو ش

 بـوده و بـدون کنتـرل و    یعـي طب یـر رکتوم و کولون غ

بـروز سـرطان    یـق دی . علـت شـوند يم ـ یمنامنظم تقس ـ

نشـان داده  ها  پژوهش يول ،کولورکتال ناشناخته است

شـانس ابـتلار افـراد را بـه      ياست عوامل خطـر خاص ـ 

(، لذا هدف از اين 1)دهد مي يشسرطان کولورکتال افزا

داروهای اگزالي پلاتین  ترکیببررسي تعیین و  مطالعه

در رده  9و  8هـای کاسـپاژ    و ديكلوفناک بـر بیـان ژن  

( بــا اســتفاده از SW480ســلولي ســرطاني کولورکتــال)

 بود. Real Time PCRدستگاه 

هـای   نتايج اين مطالعه نشان داد کـه در سـلول  

سرطاني کولورکتال تیمار شـده بـا ترکیبـي از اگزالـي     

سايتوتوکسیک بیشتری نسبت پلاتین و ديكلوفناک اثر 

به استفاده از اگزالي پلاتـین بـه تنهـايي مشـاهده شـد.      

م دو دارو منجر به افزايش بیان ژن أچنین ترکیب تو هم

شد. ديكلوفنـاک يـک داروی ضـدالتهاب     9و 8کاسپاز  

باشـد کـه مكانیسـم عمـل آن مهـار       غیراسترويیدی مي

 سیكلواکسیژنازهاست. 

ی کلیـدی در تبـديل   آنزيم ها سیكلواکسیژنازها

هــا هســتند و  آراشــیدونیک اســید بــه پروســتاگلاندين

 1 باشـند. آنـزيم   مي COX1, COX2دارای دو ايزوآنزيم 

Coxشود و در  طور پیوسته بیان ميه ها ب در اکثر بافت

عملكردهــای فیزيولوژيــک دخیــل اســت، در حــالي کــه 

هـای التهـابي در    به عنوان جزیي از واکنشCox 7آنزيم 

به تحريكات خارج سلولي القار شده و در اعمـال  پاسخ 

بـا التهـاب،    Cox 7پاتولوژيكي دخالت دارد. در حقیقت، 

  (.14ارتبــاط دارد)آلزايمــر درد، رگزايــي، ســرطان و 

 ؛عنــوانتحــت ای  و همكــاران مطالعــه گــومزـ   لچــون

هـا بـا    ديكلوفناک باعث ايجـاد آپوپتـوز در هپاتوسـیت   



 مونا هاشم زاده و همكاران

 (157شماره پي در پي )1041ـ مرداد و شهريور 3ـ شماره 72ـ دوره  مجله ارمغان دانش                                                      513

 
 

هـای آزاد   تولیـد راديكـال  تغییر عملكرد میتوکنـدری و  

نشـان   هـا  داده  تجزيه و تحلیل .گردد را انجام دادند مي

حـداکثر   9و   8 زمان کاسپازهای داد که فعال شدن هم

ساعت یرار گـرفتن در معـرا ديكلوفنـاک     17پس از 

 توانـد  مـي  نشان داد که ديكلوفنـاک  نتايجافتد.  اتفا  مي

ديگـــر، نـــد. از ســـوی کمنافـــذ میتوکنـــدری را بـــاز 

هــا یــادر بــه جلــوگیری از فعــال شــدن  اکســیدان آنتــي

کـه   دادنشان  نیز بودند وديكلوفناک به وسیله کاسپاز 

 استرس اکسیداتیو در سطح میتوکندری در مبدا القـار 

MPT  گیـرد  صورت مي کاسپازی و فعال شدن آبشار .

انجــام  بیــد فعــال شــدن کاســپازی بــه وســیله بــرش

 که مسیر گیرنده سـلولي  دهد اين نشان مي و شود نمي

درگیر نیست. با اين حال، آزادسـازی وابسـته بـه دوز    

دهد  از میتوکندری مشاهده شد، که نشان مي 8کاسپاز 

های مرو سـلولي   تواند مستقل از گیرنده مي 8کاسپاز 

بــه احتمــال زيــاد    9و  8پــردازش شــود. کاســپاز   

کاسپازهای اساسي در آپوپتـوز ناشـي از ديكلوفنـاک    

 علاوه بر ايـن، افـزايش دوزهـای اولیـه بـروز      هستند.

BCLXL   اکسـیژن در   فعـال  هـای  موازی با تولیـد گونـه

ها يافت شد. در نتیجـه، مسـیر میتوکنـدری     میتوکندری

ــااً ــیر  احتم ــا مس ــرتبط  تنه ــي از  م ــوز ناش ــا آپوپت ب

مكانیســم  همكــاران و اينــووی(. 11)اســت ديكلوفنــاک

ــک را    ــي از ديكلوفن ــوز ناش ــولي آپوپت ــي مولك بررس

متوکسي استراديول، يک  ـ7که  دادنتايج نشان  .نمودند

مهــار کننــده سوپراکســید ديســموتاز، بــه طــور یابــل  

ناشـي از ديكلوفنـک را سـبب     توجهي افزايش آپوپتوز

متوکسـي  ــ  7؛ يعنـي ديكلوفنـاک همـراه بـا     شده اسـت 

استراديول ممكن است در درمـان لوسـمي انسـان اثـر     

آپوپتـوز  ينـد  آفربالقوه درماني داشته باشـد. در وایـع   

بـا تولیـد    HL 54هـای   سـلول  بـر ناشـي از ديكلوفنـک   

را   Akt فعالیتافتد که  مي فعال اکسیژن اتفا های  گونه

و القار آزادی  8کاسپاز  سازی فعال و با سرکوب کرده

(. 17د)گردي 9سازی کاسپاز   فعال موجب C سیتوکروم

بنابراين در مطالعه حاضر احتمااً ديكلوفناک بـا مهـار   

توانـد   پروستاگلاندين و فاکتورهايي که مي، cox2آنزيم 

را باعث رشـد و تـرويج تومورهـای سـرطاني شـوند      

هــای ســرطاني و ســبب آپوپتــوز ســلول مهــار کــرده

القـای مـرو   کولورکتال گرديده اسـت. بـه طـور کلـي     

ريزی شده سلولي يكي از رويكردهای جذاب در  برنامه

(. مسیر مـرو  13و  10رود) حوزه پزشكي به شمار مي

ــي  ــلولي م ــال  س ــامل فع ــد ش ــدادهای   توان ــازی روي س

پروآپوپتوتیک اندامک میتوکندری در سلول باشد که با 

راستا  هم .شود از آن آغاز مي cآزادسازی سیتوکروم 

ريـزی شـده    القـای مـرو برنامـه    ،تحقیـق ايـن  با نتايج 

مختلـف مـورد بررسـي یـرار     هـای   پژوهشسلولي در 

نشـان داد   ديگـر  ای گرفته است. برای مثال، در مطالعه

و هـم بـر روی    8ديكلوفناک هم بر روی کاسپاز اولیه 

، در سـلول سـرطاني خـون تأثیرگـذار     9کاسپاز اولیه 

ه اســت و از ايــن طريــق ســبب القــای آپوپتــوز گرديــد

اثـرات سـمیت    و همكـاران زنـک  چنـین ،  هـم . (15است)

سلولي داروی اگزالي پلاتین بـر رده سـلولي سـرطان    

های آپوپتوزی کاسـپاز  ( و آنالیز بیان ژنHT29کولون)

را مورد مطالعه یرار دادند. نتايج آنها نشـان داد   9و  3

میكروگـرم در   144که داروی اگزالي پلاتین در غلظـت  
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اثـر سـمیت سـلولي را دارد. نسـبت      لیتر بیشترين میلي

بـه ژن مرجـع    9و  3های آپوپتوزيس کاسپاز  بیان ژن

تیمار شده بـا اگزالـي پلاتـین بـه      HT29در رده سلولي 

(. تـاکنون  15افزايش يافـت)  7/3و  2/7 ترتیب به میزان

ــژوهش ــای  پ ــتفاده از داروی  ه ــت اس ــي در جه مختلف

ام شـده  هـا انج ـ  اگزالي پلاتین در درمان انوا  سـرطان 

سـو   هـم  حاضربا مطالعه  ها پژوهشاست که نتايج اين 

ــت  ــوده اسـ ــرات    .بـ ــابي اثـ ــه، ارزيـ ــک مطالعـ در يـ

ــي ــانوژل آنت هــای حــاوی  اکســیداني و ضدســرطاني ن

هـــای ســـرطان  داروی اگزالـــي پلاتـــین روی ســـلول

( را بررسـي کردنـد. نتـايج ايـن پـژوهش      HT29کولون)

درصـدی   39/15هـا در کـاهش    پتانسیل باای نـانوژل 

 .زنده ماني رده سـلولي سـرطان کولـون را نشـان داد    

 کـه   مختلـف نشـان داده اسـت   هـای   پـژوهش چنـین   هم

تــوان در ترکیــب بــا عوامــل شــیمي درمــاني       مــي

سايتوتوکسیک برای فعالیت ضـد سـرطاني بیشـتر، از    

عوامل سینرژيسم و ترکیـب داروهـای ديگـر اسـتفاده     

سـلولي  و همكـاران  اثـرات سـمیت     شیشـنگ  (15)کرد

متیل آدنین  ـ3داروی اگزالي پلاتین را به همراه ترکیب 

مورد بررسي یرار دادند. در اين مطالعه با اسـتفاده از  

الـذکر را   ، اثرات سمیت سـلولي داروی فـو   MTTروش

مورد مطالعه یرار دادند. نتايج اين مطالعه نشان داد که 

 هـای فعلـي بـا     افزودن يک مهار کننده اتوفاژی به رژيم

بـه افـزايش اثـرات درمـاني شـده      اگزالي پلاتین منجـر  

و همكـاران اثـرات سـمیت سـلولي      تكسـیرا (. 12است)

ــدينیل     ــراه پیريـ ــه همـ ــین را بـ ــي پلاتـ داروی اگزالـ

-NCIبر روی رده سلولي سـرطان ريـه)   کربوکسامايد،

H1299      مورد مطالعه یـرار دادنـد. نتـايج ايـن مطالعـه )

وابسته به دوز  نشان داد که سمیت سلولي ترکیب فو 

 در مطالعـه  .(18آپوپتـوز را دارد)  راست و توانايي القا

میكروگرم از ديكلوفناک بـه همـراه    754ترکیب ،حاضر

ثـر سايتوتوکسـیک   ا، از اگزالي پلاتیندوزهای مختلف 

به تنهايي بـر   را  بیشتری نسبت به تیمار اگزالي پلاتین

بـوديم و غلظـت مهـار    شـاهد   SW480های  روی سلول

میكروگرم بـر   55میانه اگزالي پلاتین در اين حالت از  

در  لیتر کاهش يافت. میكروگرم بر میلي 37به  لیتر میلي

میزان ديكلوفناک را ثابت در نظر گرفتـه و  اين مطالعه، 

 .  شدهای مختلف اگزالي پلاتین ترکیب  با غلظت

 ايـن اسـت کـه   هـای ايـن تحقیـق،     از محدوديت

هــای متفــاوت ديگــری از  دو دارو نیــز بــا       غلظــت 

و از  یــردهــای مختلــف مــورد بررســي یــرار گ نســبت

هـای متفـاوت ديگـری بـرای ترکیـب دو دارو       الگوريتم

توان دو دارو را به صـورت   چنین مي استفاده گردد. هم

ها تیمار کرد  جداگانه و با فاصله زماني بر روی سلول

بـه   بررسـي یـرار داد.   و آثار و نتايج آن را  نیز مورد

های بیشـتری بـرای شـناخت     بررسي دنبال اين مطالعه

الگوی بیان اين ژن هـا و اثبـات ايـن کـه آيـا پروفايـل       

تواند مدرکي باشد برای نقـش   اين ژن مي mRNAبیاني 

پیشـنهاد   ،صورت گیرد آن در پاسخ سرطان به درمان 

هـای موجـود بـرای     . همچنین علاوه بـر تسـت  شود مي

های مربـوط بـه    تست RNAبیان ژن در سطح   ارزيابي

های مرتبط بـا آپوپتـوز نیـز مثـل      گیری پروتیین اندازه

BAX  وBID وAkt   گرددبررسي نیز و غیره                     . 
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 گیری نتیجه

کـه ديكلوفنـاک    داد نتايج ايـن پـژوهش نشـان   

ــي ــرات     م ــب اث ــلولي موج ــت س ــیط کش ــد در مح توان

شـده،   SW480هـای سـرطاني   سايتوتوکسیک در سلول

ک و اگزالي پلاتین اثـرات  يكلوفنام دأچنین ترکیب تو هم

مهاری بیشتری نسـبت بـه اگزالـي پلاتـین بـه تنهـايي        

و  دارد SW480 سـرطاني کولورکتـال   هـای  روی سلول

گرديده   caspas9وcaspas8 باعث افزايش بیان ژن های 

در نتیجه با توجه به نتايج به دست آمـده ترکیـب    است

ــه    ــری نســبت ب ــايج بهت ــن دو دارو  ممكــن اســت نت اي

استفاده از اگزالـي پلاتـین بـه تنهـايي داشـته باشـد و       

بتوان دوز کمتری از اگزالي پلاتـین را بـه کـار بـرد و     

بنـابراين درصـورتي کـه    . بـود شاهد عوارا کمتری 

توانـد   يید شود، ميأپروسه بالیني اين ترکیب دارويي ت

در موارد بالیني برای بیماران مبتلا به سرطان کولـون  

ايـن اسـاس بررسـي احتمـالي      کار گرفته شوند. بر به

کـــاربرد داروی ديكلوفنـــاک در درمـــان ســـرطان     

             .ز اهمیت استيکولورکتال حا
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Abstract: 
Background & aim: Apoptosis induction is one of the basic goals in the production of anticancer 
drugs. Evaluation of the relationship between non-steroidal anti-inflammatory drugs (NSAID) and 
apoptosis in cancer cells is promising. Therefore, the aim of the present study was to determine the 
combination of oxaliplatin and diclofenac drugs on the expression of caspase 8 and 9 genes in 
colorectal cancer cell line (SW480) using Real Time PCR. 
 
Methods: In the present experimental study conducted in 2019, SW480 colorectal cancer cells 
were treated with different concentrations of oxaliplatin and diclofenac, as well as a combination of 
diclofenac and oxaliplatin. The MTT method was used to check cell viability and the median 
inhibitory concentration (IC50) was obtained for each group, and the real-time PCR method was 
used to evaluate the expression of Caspase 8 and Caspase 9 genes. The collected data were 
analyzed using SPSS software and one-way variance statistical test and t-test. 
 
Results: In oxaliplatin treatment with SW480 cells, concentrations of 25, 50, 100 and 200 μg / ml 
significantly reduced the viability of this category compared to the control (p<0.001). And median 
inhibition concentration of 65 μg / ml was calculated. In the treatment of cells with diclofenac, 
concentrations of 1000,500,250 μg / ml significantly reduced the viability of this category compared 
to controls (p<0.001), concentrations of 12.5, 25, 50, 100 and 200 μg / ml. Oxaliplatin in 
combination with 250 μg of diclofenac significantly reduced the viability of this class compared to 
the control (p<0.001) and the median inhibition concentration calculated with diclofenac equivalent 
to 32 μg / ml.Also, the combined treatment of diclofenac and Oxaliplatine led to a very significant 
increase in the expression of genes caspase8 and caspase9. (p<0.001) so that the expression of 
Caspase 8 gene increased about 3.7 times and Caspase9 expression increased about 1.8 times 
compared to the control in this experiment. 
 
Conclusion: Diclofenac in combination with oxaliplatin can cause more cytotoxic effects compared 
to oxaliplatin alone in sw480 cancer cells. And if these two drugs are combined, a lower dose of 
oxaliplatin is needed to achieve this goal. The combination of diclofenac and oxaliplatin is 
associated with increased expression of caspase 8 and caspase 9 genes.As a result, it is essential 
to investigate the possible use of diclofenac with oxaliplatin in the treatment of colon cancer. 
 
Keywords: Apaptosis, Caspase, Colorectal ancer, Diclofenac, Oxaliplatin  
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