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Abstract 

Introduction: Glioblastoma multiforme (GBM) is one of the most common human brain 

tumors. The use of temozolomide drug can be mentioned among the treatment methods. 

Researchers are trying to use methods to overcome resistance to temozolomide. 

Regarding the anticancer effects of Prosopis farcta in traditional Iranian medicine, the 

present study aimed to investigate the effect of the fruit hydroalcoholic extract of Prosopis 

farcta on the toxicity induced by temozolomide in the GBM cell line. 

Method: The T98G cell line was treated with plant extract and temozolomide. The cell 

survival rate was evaluated by MTT assay. The type of interaction between herbal extract 

and temozolomide was evaluated using the MTT test and Compusyn software. In 

addition, the amount of nitric oxide production in cancer cells was measured. 

Furthermore, the expression of the O-6-Methylguanine-DNA Methyltransferase (MGMT) 

gene was evaluated by Real-time PCR. 

Results: Hydroalcoholic extract of the plant and temozolomide decreased cell viability 

in a concentration- and time-dependent manner. The combination of extract and 

temozolomide had a synergistic effect in reducing cell survival. The hydroalcoholic 

extract and/or temozolomide caused a significant decrease in nitric oxide production and 

secretion (P<0.05). Considering the expression of MGMT, the hydroalcoholic extract and 

temozolomide significantly decreased and increased the expression of this gene, 

respectively (P<0.05). Simultaneous treatment caused a significant decrease in MGMT 

expression compared to the group treated with temozolomide (P<0.05). 

Conclusion: The combination of Prosopis farcta fruit extract and temozolomide had 

synergistic antitumor potential in GBM cells. This extract could reduce cellular resistance 

to temozolomide through the downregulation of MGMT expression.
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 مجله دانشگاه علوم پزشكي خراسان شمالي

 1403بهار ، 1، شماره 16دوره 
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 چکیده

توان به استفاده از میاین بیماری های درمانروش. از انسان است مغـزی شایع از تومورهـای (فرم )مولتی گلیوبلاستوم: مقدمه

 هاییکه از روشبرآمدند این ن درصدد امحقق ،تموزولومیداشاره کرد. با توجه به مقاومت و عود تومور پس از تیمار با  داروی تموزولومید

( در طب سنتی کهورکبا توجه به اثرهای ضدسرطانی جغجغه یا  برای غلبه بر مقاومت به تموزولومید استفاده کنند

 است. ایران، هدف مطالعه حاضر بررسی اثر عصاره میوه گیاه کهورک بر سمیت القاشده توسط تموزولومید در رده سلولی 

وش های مختلف عصاره گیاهی و تموزولومید تیمار شد. میزان بقای سلولی با ر( با غلظترده سلولی گلیوبلاستوم ) :کار روش

 افزار و همچنین، نرم ارزیابی شد. نوع اینترکشن بین عصاره گیاهی و داروی تموزولومید با استفاده از نتایج تست  

بیان ژن  های سرطانی سنجیده شد.ارزیابی شد. همچنین، میزان تولید نیتریک اکساید در سلول

 ارزیابی شد. ( نیز با روش )

ترکیب عصاره و . دادند کاهش زمان و غلظت به وابسته روشی به را سلولی ماندن زنده تموزولومید و عصاره هیدروالکلی :هایافته

دار در تولید و اهش معنیمانی سلولی بود. عصاره هیدروالکلی و/یا تموزولومید باعث کافزا در کاهش زندهتموزولومید دارای اثرهای هم

 دار بیان ژن دار و تموزولومید باعث افزایش معنی(. عصاره هیدروالکلی باعث کاهش معنی05/0ترشح نیتریک اکساید شدند )

نسبت به گروه تیمارشده با تموزولومید  دار بیان ژن زمان عصاره و دارو باعث کاهش معنی(. تیمار ترکیبی هم05/0شد )

 (.05/0شد )

 مقاومت این عصاره. نشان داد  هایسلول در افزاهم ضدتوموری پتانسیل تموزولومید و عصاره میوه کهورک ترکیب :گیرینتیجه

 .داد کاهش طریق کاهش بیان  از را تموزولومید به سلولی

کلیدی واژگان

 گیاه کهورک

 تموزولومید

 فرمگلیوبلاستوم مولتی

 داروییمقاومت 

 سمیت سلولی

 MGMT ژن 

 

مقدمه

 ترینشایع ،به اختصار گلیوبلاستوم ، (GBM)فرمگلیوبلاستوم مولتی

 اولیه هاینئوپلاسم از درصد 16 که است اولیه مغزی بدخیم تومور

 بروز نرخ [. متوسط1شود ]می شامل را مرکزی عصبی سیستم و مغز

-2است ] جمعیت نفر 100000 هر سال در 2/3 سن با شدهتعدیل

 توانندمی شوند،می ایجاد مغز در منحصراً تقریباًها GBMاگرچه  [.4

 تمام از درصد 61. شوند ظاهر نیز نخاع و مخچه مغز، ساقه در

 ،(درصد 25) فرونتال: دهندمی رخ مغز لوب چهار در اولیه هایگلیوم

درصد(  3) سری پس و( درصد 13) جداری ،(درصد 20) تمپورال

 گلیال هایسلول از فقطها GBMبر این بود که  تصور ابتدا، در [.5]

 ممکن هاآن که دهندمی نشان شواهد حال،بااین شوند.می مشتق

 بنیادی هایسلول مشابه خواص با متعدد هایسلول انواع از است

 سلول از تمایز مختلف مراحل در هااین سلول. شوند ناشی عصبی

 مولکولی تغییرات توسط عمدتاً که فنوتیپی تغییرات با گلیا، به بنیادی

 درمان [.6قرار دارند ] شوند،می تعیین سیگنالینگ مسیرهای در

 پژوهشيمقاله 
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 1403، بهار 1، شماره 16مجله دانشگاه علوم پزشکی خراسان شمالی، دوره 

GBM دارد نیاز ایچندرشته رویکردی به شدهدادهتشخیص تازه .

 ایمن و جراحی برداشتن تومور با شامل کنونی استاندارد درمان

 (®Temodar) (TMZ) تموزولومید با زمانهم آن، پرتودهی دنبالبه

 درمانیشیمی سپس، و خوراکی( کنندهآلکیله درمانیشیمی )عامل

پرتودرمانی . [7است ] TMZ ( باAdjuvant Chemotherapy) کمکی

(RT) نتایج که تا زمانی بود، استاندارد درمان 2005 سال تا تنهاییبه 

 همراه به RTکه  کرد تأیید III فاز محوری کارآزمایی یک

  [.8،9است ] تنهاییبه RT از مؤثرتر TMZ درمانیشیمی

 قوی هایکنندهبینیپیش از دیگر یکی MGMTژن  متیلاسیون

 در کند کهمی کد را این ژن آنزیمی است. GBM با مرتبط پیامدهای

 متیله MGMT که در بیمارانی DNAترمیم . دارد نقش DNA ترمیم

 فعال MGMT آنزیم کههنگامی . افتدمی خطر به دارند،( نشدهفعال)

 درمانیو شیمی  RTکند. تداخل درمان اثرهای با ممکن است شود،می

 سمیت و DNAآسیب  ایجاد با را خود درمانی اثرهای کنندهآلکیله

 متیله MGMT بیان بنابراین، کنند؛می اعمال آپوپتوز تحریک و سلولی

 مطالعه در. است مفید RT و  TMZدرمانیشیمی تحت بیماران برای

 ایکنندهبینیپیش MGMT متیلاسیون ،(2009) همکاران و استاپ

 سنگ به TMZ. [10] گزارش شد  TMZپاسخ به درمان با برای خوب

 در کلیدی عاملی متأسفانه، اما است، شده تبدیل GBM درمان بنای

 بیماران از درصد 50 از بیش متأسفانه، است. تومور عود و مقاومت

GBM با درمان تحتTMZ  نشانگرهای اما دهند،نمی پاسخ درمان به 

 MGMT وضعیت از فراتر TMZ پاسخ برای محدودی کنندهبینیپیش

 واقعیت این با TMZ مقاومت با مبارزه و درک. [11-13دارد ] وجود

 خاص تومورهای مشخصه ذاتاً تواندمی مقاومت که شودمی ترپیچیده

 مانع TMZ [. مقاومت14آید ] دست به اولیه درمان از پس یا باشد

 GBM آمیزموفقیت درمان برای که است داریاساسی و معنی بالینی

 [. 15کرد ] غلبه آن بر باید

است و ارتفاع  Fabaceaeاز خانواده  Prosopis farctaکهورک یا 

متر است. این گیاه بومی آسیا است و از هند  3تا  2های آن درختچه

-به ایران آورده شده است. این گیاه دارای اجزایی مانند لکتین، ال

هیدروکسی کورستین )فلاونوئید(، تریپتامین )آلکالوئید( -5آرابینوز، 

اکسیدانی فلاونوئیدهای موجود در [. فعالیت آنتی16و آپیژنین است ]

آمده از ظرفیت دست[. نتایج به17کهورک گزارش شده است ]

 Prosopisشده زنبور عسل از آوریاکسیدانی عصاره گرده جمعآنتی

juliflora  حاکی از آن است که این گیاه منبع مهمی از فلاونوئیدها

های طبیعی در نظر گرفت اکسیدانتیها را آنتوان آناست که می

اکسیدان قوی باعث عنوان آنتی[. فلاونوئیدهای این گیاه به18]

آلدئید و همچنین، افزایش دیگلیسیرید، مالونکاهش کلسترول، تری

HDL-C های دچار مسمومیت کبدی ناشی از تتراکلرید در موش

چربی اکسیدانی و ضددارای فعالیت آنتی شوند؛ بنابراین، این گیاهمی

[ و ممکن است در درمان دیابت نیز مفید باشد. به این گیاه 19است ]

در کتب گیاهان دارویی ایران برای درمان سرطان اشاره شده است. 

های مرسوم در درمان درمانی و پرتودرمانی از روشجراحی، شیمی

-به شیمی GBMطور معمول، تومورهای ت. بهها اساغلب سرطان

درمانی دارای عوارض جانبی دهند. همچنین، شیمیدرمانی پاسخ نمی

های جدید همواره بسیار زیادی است. لذا، تلاش برای کشف درمان

اثر عصاره هیدروالکلی میوه  ادامه دارد. هدف تحقیق حاضر تعیین

( بر سمیت القاشده توسط تموزولومید  (Prosopis farctaگیاه کهورک

 است. GBMدر رده سلولی 

 کار روش

است که در آزمایشگاه کشت  تجربی و آزمایشگاهی نوع از مطالعه این

سلول گروه علوم تشریح دانشکده پزشکی دانشگاه علوم پزشکی 

 انجام شد. 1402تا تیر  1402کرمانشاه از اردیبهشت 

 ( (Prosopis farctaگیاه کهورکتهیه عصاره هیدروالکلی میوه 

( از فروشگاه گیاهان دارویی  (Prosopis farctaهای گیاه کهورکمیوه

ها را شناسایی کرد )کد شناس آنخریداری شد و از نظر گونه، یک گیاه

گرم پودر  15(. سپس، میوه گیاه خشک و پودر شد و A18255هرباریوم 

ساعت، در تاریکی  48 مدتدرصد به  70لیتر اتانول میلی 150در 

(، 42خیسانده شد. سپس، محلول از طریق کاغذ فیلتر )واتمن، درجه 

فیلتر و خشک شد تا امکان تبخیر الکل در دمای اتاق فراهم شود. 

( حل شد Gibco, Germanyسرانجام، پودر در محیط کشت بدون سرم )

 [.20]میکرومتر عبور کرد  22/0و از فیلتر 

 سلولی کشت

های چسبنده )انستیتوپاستور، ایران( که از نوع سلول T98Gرده سلولی 

 درصد محلول 1 ( وGibco, Germany) FBS درصد 10 با بود،

 درجه 37 دمای ( درGibco, Germany) استرپتومایسین/سیلینپنی

 و شدند داده کشت مرطوب اتمسفری در CO2درصد  5 با گرادسانتی

  EDTAتریپسین/ محلول از استفاده با مناسب، تراکم به رسیدن از پس

(Gibco, Germanyاز ) شدند جدا فلاسک کف. 

 هابودن سلول زنده سنجش

 کشت( چاهک هر در هزار سلول 15) چاهکی96 پلیت در هاسلول

 ،25 ،5/12 ،25/6) عصاره هیدروالکلی گیاه با ساعت، 24 از پس. شدند

 TMZ یا( لیترمیلی در میکروگرم 800 و 400 ،200 ،100 ،50

(Sigma, Germany) (56/1 ،12/3 ،25/6، 5/12، 25، 50، 100 200 و 

 ساعت، 96 و 72 ،48 ،24 از پس. شدند انکوبه( لیتر میلی در میکروگرم

 در گرممیلی MTT (5 محلول میکرولیتر 10 و شد ریخته دور محیط

ساعت،  4 از پس. شد اضافه هاچاهک به (Merck, Germany) (لیترمیلی

 هاچاهک به( میکرولیتر 150)DMSO (Merck, Germany ) محلول

 توسط نانومتر 570 موج طول در هانوری چاهک جذب. شد اضافه

. شد ( ثبتBIOTEK ELX800TS, Iran) الایزا دستگاه خوانشگر

برای  IC50مقادیر . کردند دریافت سرم بدون محیط کنترل هایسلول

 Graphpad Prism 5.0) 5افزار پریسم نسخه توسط نرم TMZعصاره و 
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 و همکاران تقدسی

software, USA) .محاسبه شد 

صاره ـع یبیرکـت ماریر تـاث یررسـبرای ـیانه بـم رـاث تحلیل

 و دارو اهیگ یدروالکیه

 (TMZعامل )عصاره هیدروالکلی گیاه و  دو ترکیب سلولی با تیمار

 IC50 مقدار از ترپایین غلظت دو و بالاتر غلظت دو در زمان،هم طوربه

زمان عصاره و همتیمار  گروه 5 از. شد تکرار MTT آزمون و شد انجام

 تموزولومید لیترمیلی بر میکروگرم 47/3244: 1 گروه شد: استفادهدارو 

 میکروگرم 94/6488: 2 گروه عصاره؛ لیترمیلی بر میکروگرم 11/811 +

 عصاره؛ لیترمیلی در میکروگرم 23/1622 + تموزولومید لیترمیلی در

 47/3244+  تموزولومید لیترمیلی در میکروگرم 76/2541: 3 گروه

 بر میکروگرم 52/5191: 4 گروه عصاره؛ لیترمیلی در میکروگرم

 گروه عصاره؛ لیترمیلی در میکروگرم 94/4688+  تموزولومید لیترمیلی

 88/12977+  تموزولومید لیترمیلی بر میکروگرم 103823: 5

 .(1 جدول) عصاره لیترمیلی در میکروگرم

 توسط (DRI) دوز کاهش هایشاخص و (CI) ترکیبی هایشاخص تعیین

 = CI معادله اساس بر CI شد. انجام CompuSyn افزارنرم

(D)1/(Dx)1+(D)2/(Dx)2 آن، در که شد تعیین (Dx)1 و(Dx)2  دوز 

 و 1(D) و کنندمی مهار درصد را x که هستند تنهاییبه TMZ و عصاره

(D)2 و عصاره مقادیر TMZ که همان میزان هستند تیمار ترکیبی در 

x کنند.می مهار درصد را CI<1 افزا،اثرهای هم دهندهنشان CI=1 

اثرهای آنتاگونیسم  دهندهنشان CI>1 و اثرهای افزایشی دهندهنشان

 و1= (Dx)1/(D)1(DRI) معادله  به توجه با  DRIبر این، علاوه. است

(DRI)2 = (Dx)2/(D)2 مقدار. شد محاسبه DRI غلظت کاهش درجه 

 یکسان اثربخشی حفظ برای دیگر داروی با ترکیب هنگام را دارو یک

( مرگ بدون) 0 که از است سلولی مرگ از کسری  Fa و کندمی تعریف

 .است متغیر( درصد 100 مرگ) 1 تا

 سنجش نیتریک اکساید

 چاهکی24 پلیتی هایچاهک سلول در هفتادهزاربدین منظور، 

 عصاره و/یا دارو IC50 غلظت دارای کشت محیط با و شد داده کشت

 کشت محیط از میکرولیتر 400 ساعت، 24 گذشت از بعد .شد تیمار

 منظوربه .شد منتقل میکروتیوب یک به آزمایش گروه هر رویی

 هر به پروتئینی تداخلات حذف و کشت محیط زداییپروتئین

 12 مدت به و شد اضافه روی سولفات پودر گرممیلی 6 میکروتیوب

 سانتریفیوژ گراددرجه سانتی 5دمای  و rpm  12000در دقیقه،

 یتراتـن دیمـس مولارمیلی 1 ذخیره ران( شد. محلولـهسان، ایـ)ب

 میکرومولار 200 و 100 ،50 ،25 ،5/12 ،25/6 ،125/3 هایغلظت

 الایزا، پلیت هایچاهک از هریک درون .شد تهیه استاندارد عنوانبه

 ریخته استاندارد و شدهزداییپروتئین هاینمونه از میکرولیتر 100

ӀӀӀ (Merck, Germany ) وانادیوم کلرید محلول میکرولیتر 100 .شد

 تبدیل نیتریت به هانیترات تا شد اضافه( لیترمیلی در گرممیلی 8)

 به را نیتریت که است گریس عامل کردن اضافه بعدی شوند. مرحله

 50 مرحله، این در. کندمی تبدیل بنفش رنگ با آزو ترکیب

NEDD (Merck, Germany ) میکرولیتر 50 و سولفانامید میکرولیتر

 .شد انکوبه گرادسانتی درجه 37 در دقیقه 30 مدتبه  و شد افزوده

 540 در هانوری نمونه جذب رنگ، تشکیل و واکنش انجام از پس

 از استفاده با .شد گیریاندازه الایزا دستگاه خوانشگر توسط نانومتر

 برحسب نیترات و نیتریت غلظت آمده،دستبه استاندارد نمودار

 هاینمونه با آمدهدستبه نتایج مقایسه با و شد محاسبه میکرومولار

 اثر تحت هاسلول اکساید نیتریک تولید در تغییر میزان کنترل،

 .شد محاسبه داروها

 مولکولی آنالیزهای

. شد انجام Real-time PCR روش با MGMT ژن بیان وتحلیلتجزیه

 ساعت، 24 مدتداروها به  ،IC50 غلظت ها باسلول تیمار از پس

RNA معرف با تیمارشده گروه و کنترل میلیون سلولیک از استفاده با 

TRIZol (Invitrogen, Life Technologies, UK) و خلوص. شد جدا 

  (Thermo Scientific, USA)نانودراپ از استفاده با RNA یکپارچگی

 Vivantis)کیت  روش طبق  (cDNA)مکمل DNAشد.  ارزیابی

Technologies, Malaysia) شد سنتز .Real-time PCR توسط 
(Vivantis Technologies, Selangor DE, Malaysia) SYBR 

Premix Ex Taq Technology شد انجام سازنده پروتکل طبق و .

از  .آمد دست به Ct (2-ΔΔct) ایمقایسه روش اساس بر تغییرات

GAPDH توسط پرایمر هایتوالی. شد استفاده داخلی کنترل عنوانبه 

 2 جدول در شد که طراحی 3.05 نسخه GeneRunner افزارنرم

 .اندشده فهرست

 وتحلیل آماریتجزیه

 SPSS25 افزارآمده، از نرمدستهای بهوتحلیل آماری دادهبرای تجزیه

آمده، از دستهای بهاستفاده شد. برای سنجش نرمال بودن توزیع داده

استفاده شد و بعد از تعیین نرمال بودن  K-S 1-sampleآزمون آماری 

( با ANOVAطرفه )ها، از آزمون آماری آنالیز واریانس یکتوزیع داده

برای بررسی وجود اختلاف در میانگین  >05/0Pداری سطح معنی

 ها استفاده شد. گروه
 

 توالی پرایمرهای مورد استفاده .1جدول

Genes Sequences Size 

MGMT 
F: 5´- CCTGGCTGAATGCCTATTTC-3´ 
R: 5´- TGTCTGGTGAACGACTCTTG-3´ 

bp 100 

GAPDH 
F: 5´-TCCCTGAGCTGAACGGGAAG-3´ 
R: 5´-GGAGGAGTGGGTGTCGCTGT-3´ 

bp 112 
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 هاافتهی

 مانیزنده سنجش

 1 شکل در سلول ماندن زنده بر تموزولومید و عصاره هیدروالکلی اثر

 عصاره دو هر ساعت، 96 و 72 ،48 ،24 از پس. است شده داده نشان

 به وابسته روشی به را سلولی ماندنزنده  تموزولومید و هیدروالکلی

 عصاره هیدروالکلی برای IC50 مقادیر. دادند کاهش زمان و غلظت

 و لیترمیلی بر میکروگرم 01/75و  2/395، 35/1255، 47/3244

 میکروگرم 34/34و  2/155، 97/543، 76/2541تموزولومید  برای

 CI مقادیر. ودب ساعت 96و  72، 48 ،24 برای ترتیببه لیترمیلی در

 اثر) 1 از کمتر آمدهدستبه مقادیر. است شده ارائه 1جدول  در

دوز  کاهش دهندهنشان که بود 1 از بیشتر DRI مقادیر. بود( افزاییهم

ها نسبت به هریک از آن معین درمانی اثر یک برای هریک از عوامل

توان نتیجه گرفت آمده، میدستهای بهCIبا توجه به  تنهایی بود.به

 CIکه دارای کمترین میزان  است 4گروه  یبیغلظت ترک نیبهتر که

 ( است.45/0)

 11/811+  دیتموزولوم تریلیلیبر م کروگرمیم 47/3244: 1گروه 

در  کروگرمیم 94/6488: 2عصاره، گروه  تریلیلیبر م کروگرمیم

عصاره،  تریلیلیدر م کروگرمیم 23/1622+  دیتموزولوم تریلیلیم

 47/3244+  دیتموزولوم تریلیلیدر م کروگرمیم 76/2541: 3گروه 

بر  کروگرمیم 52/5191: 4گروه  عصاره، تریلیلیدر م کروگرمیم

عصاره و  تریلیلیدر م کروگرمیم 94/4688+  دیتموزولوم تریلیلیم

 88/12977+  دیتموزولوم تریلیلیبر م کروگرمیم 103823: 5گروه 

 عصاره تریلیلیدر م کروگرمیم

 نیتریک اکساید سنجش

های حاصل از سنجش نیتریک اکساید نشان داد که هر دو عصاره داده

 8/30میزان  درصد( و تموزولومید )به 8/20میزان هیدروالکلی )به 

دار در تولید و ترشح خود باعث کاهش معنی IC50های درصد( در غلظت

زمان در (. همچنین، تیمار هم>05/0Pشوند )نیتریک اکساید می

درصد(  5/36میزان دار بیشتری )به باعث کاهش معنی IC50های لظتغ

در تولید نیتریک اکساید در مقایسه با هریک از تیمارهای جداگانه شد 

(05/0P<) (.2 )شکل 

 Real-time PCR سنجش

 Real Time PCR توسط مقاومت دارویی در دخیل MGMT ژن بیان

 یا/و عصاره هیدرالکلی تیمار سلولی با ساعت 24 از پس. سنجش شد

 23میزان دار )به عصاره هیدروالکلی باعث کاهش معنی تموزولومید،

درصد(  210میزان دار )به درصد( و تموزولومید باعث افزایش معنی

(. >05/0Pبیان این ژن نسبت به گروه کنترل بدون تیمار شد )

رصد( د 65میزان دار )به زمان باعث کاهش معنیهمچنین، تیمار هم

( >05/0Pنسبت به گروه تیمارشده با تموزولومید شد ) MGMT بیان ژن

 .(3شکل )

 

 
**  ،> 05/0Pدهنده نشان * است. مستقل آزمایش سه حاصل از  SEM±میانگین هایداده. GBM هایسلول ماندن زنده بر تموزولومید (B) و عصاره هیدروالکلی (A) اثرهای .1 شکل

 .کنترل است با مقایسه در >P 001/0دهنده نشان *** و > 01/0P دهندهنشان

 

 تموزولومید و عصاره هیدرالکلی ترکیب برای (DRI) دوز کاهش شاخص و (CI) ترکیبی شاخص ،(Fa) تأثیر تحت کسر مقادیر .2جدول

های تیمار ترکیبیگروه  

 Fa CI DRI extract DRI temozolomide )عصاره هیدروالکلی+تموزولومید(

1 39/0  ± 09/0  95/0  75/1  62/2  

2 56/0  ± 07/0  74/0  03/3  43/2  

3 74/0  ± 08/0  59/0  07/6  35/2  

4 88/0  ± 07/0  45/0  53/15  55/2  

5 91/0  ± 09/0  67/0  51/13  66/1  
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 و همکاران تقدسی

 
 *** است. مستقل آزمایش سه از حاصل SEM±میانگین هایداده. GBM هایدر سلول تولید نیتریک اکساید بر تموزولومید یا/و عصاره هیدروالکلی IC50های غلظت اثرهای .2شکل 

 .کنترل است با مقایسه در >001/0Pدهنده نشان

 

 
 ***است.  مستقل آزمایش سه از حاصل SEM±میانگین هایداده. GBM هایسلول در MGMTبیان ژن  بر تموزولومید یا/و عصاره هیدرالکلی IC50های غلظت اثرهای .3 شکل

 .با گروه تیمارشده با تموزولومید است مقایسه در >001/0Pدهنده نشان $$$کنترل و  با مقایسه در >001/0Pدهنده نشان

 

 بحث

در این پروژه، اثر سمیت عصاره هیدروالکلی میوه گیاه کهورک و 

بررسی شد. نتایج  in vitroصورت به T98Gتموزولومید بر رده سلولی 

تحقیق حاضر نشان داد که بعد از هر چهار دوره زمانی تیمار با 

تدریج ها با افزایش دوز تموزولومید، بهمانی سلولتموزولومید، زنده

مدت مانی بعد از تیمار با تموزولومید به کاهش زنده یابد.کاهش می

لیتر، بعد از میکروگرم بر میلی 200و  100های ساعت در غلظت 24

لیتر، میکروگرم بر میلی 200و  100، 50های ساعت در غلظت 48

 200و  100، 50، 25، 5/12، 25/6های ساعت در غلظت 72بعد از 

های مورد ساعت در تمامی غلظت 96لیتر و بعد از میکروگرم بر میلی

برای هر چهار دوره تیمار  IC50دار بود. در مرحله بعد، استفاده معنی

، 97/543، 76/2541تموزولومید  برای IC50 محاسبه شد. مقادیر
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 72، 48 ،24 برای ترتیببه لیترمیلی در میکروگرم 34/34و  2/155

 .بود ساعت 96و 

 144تموزولومید در دوره تیمار  IC50[، میزان 21ماسلر و همکاران ]

محاسبه کردند که  U87MGهای میکرومولار برای سلول 5/20ساعت را 

[، 22های زمانی تیمار ما تفاوت داشت. کانزاوا و همکاران ]دوره IC50با 

 U373MG،U251MGشامل  اثر تموزولومید را بر شش رده سلولی گلیوم

،GB1،U87MG ، A172  وT98G ها مشخص کرد که سنجیدند و نتایج آن

ها را در رفتاری وابسته مانی سلولساعت تیمار، زنده 72تموزولومید بعد از 

رده سلولی کمتر از  5شده برای محاسبه IC50دهد و به دوز کاهش می

نسبت به تموزولومید  T98Gکه رده سلولی میکرومولار بود. درحالی 200

تر از میکرومولار بود که بزرگ 1000تر از بزرگ IC50تر و دارای مقاوم

IC50 [، 23شده در مطالعه حاضر بود. باراسسکو و همکاران ]محاسبه

ساعت را معادل  72و  48تموزولومید در دوره تیمار  IC50میزان 

محاسبه کردند،  T98Gبرای رده سلولی  میکرومولار 56/163و  06/1328

[، 24شده ما است. پون و همکاران ]های محاسبهIC50این مقدار بالاتر از 

IC50  تموزولومید را بر رده سلولیT98G  میکرومولار پس  2/397معادل

شده ما است. نتایج محاسبه IC50ساعت گزارش کردند که بالاتر از  72از 

ها در تیمار با تموزولومید در توافق با مانی سلولا در مورد کاهش زندهم

ها IC50مطالعات ذکرشده است و از جمله دلایل اختلاف در میزان 

های زمانی تیمار و تفاوت در شرایط آزمایش توان به تفاوت در دورهمی

 اشاره کرد.

تیمار با  نتایج تحقیق حاضر نشان داد که بعد از هر چهار دوره زمانی

یابد. تدریج کاهش میها با افزایش دوز، بهمانی سلولعصاره، میزان زنده

ساعت در  24مدت  مانی بعد از تیمار با تموزولومید بهکاهش زنده

 48لیتر، بعد از میکروگرم بر میلی 800و  400، 200، 100های غلظت

بر  میکروگرم 800و  400، 200، 100، 50، 25های ساعت در غلظت

، 200، 100، 50، 25، 5/12های ساعت در غلظت 72لیتر، بعد از میلی

های مورد استفاده ساعت در تمامی غلظت 96و بعد از  800و  400

، 47/3244 عصاره هیدروالکلی برای IC50دار بود. در مرحله بعد، معنی

ترتیب پس از لیتر بهمیلی بر میکروگرم 01/75و  2/395، 35/1255

 دست آمد. به ساعت 96و  72، 48 ،24

در راستای تأیید اثرهای ضدسرطانی گیاه کهورک، مشخص شده است 

که آثار سمیت نانوذرات نقره سنتزشده با عصاره آبی کهورک بر 

صورت وابسته به غلظت و زمان و بر ( بهA549های سرطان ریه )سلول

ت. صورت وابسته به زمان اس( بهHT-29های سرطان کولون )سلول

های درصد در رده 50( به آپوپتوز بیش از Ag-NPشده )نانوذرات ساخته

درصد را در  100منجر شدند و آپوپتوز  HT-29و  A549سلولی 

 HT-29های لیتر در سلولمیکروگرم در میلی 400ی بیش از هاغلظت

های سنتزشده با استفاده از عصاره Ag-NPرسد که نظر میالقا کردند. به 

P. farctaتوانند از طریق ایجاد یا کشف اشکال دارویی جدید، ، می

ها نقش عنوان عاملی ضدسرطان در درمان بسیاری از سرطانهب

، نشان داده شد که 2020[. همچنین، در سال 25داشته باشند ]

با عصاره میوه  اثرهای ضدسرطانی نانوذرات اکسید زینک سنتزشده

معادل  IC50با  (MCF7) های سرطانی پستان کهورک در برابر سلول

ترین مطالعه به [. در نزدیک26لیتر است ]میکروگرم بر میلی 500

 HT-29های مطالعه ما، اثرهای عصاره متانولی گیاه کهورک در سلول

ارزیابی شد و مشخص شد که این عصاره از طریق تغییرات وابسته به 

کند که با افزایش میتوکندری، فعالیت ضدسرطانی خود را اعمال می

-HTهای سرطانی و مرگ سلولی در سلول Sirt3، فعالیت ROSسطح 

 [.27همراه بود ] 29

های اخیر در درمان سرطان، هنوز بهبودی در طول تبا وجود پیشرف

حاصل نشده است که  GBMعمر و کیفیت زندگی بیماران مبتلا به 

یکی از علل عمده این مسئله مقاومت دارویی است؛ بنابراین، توسعه 

تازگی، راهبردهای جدید برای غلبه بر این مشکل ضروری است. به

( پرکاربردترین روش Drug Combinationاستفاده از ترکیب دارویی )

( معرفی Aidsای مثل سرطان و ایدز )های کشندهدرمانی برای بیماری

افزا، کاهش شده است. هدف اصلی این راهبرد دستیابی به اثر درمانی هم

دوز مصرفی و سمیت و به حداقل رساندن یا تأخیر در ایجاد مقاومت 

دن مقاومت ممکن دارویی است. مزایای کاهش سمیت و به حداقل رسان

 [. 28افزا باشد ]کنش هماست نتیجه میان

صورت های مختلف بهامروزه، استفاده از چند داروی ضدسرطان از گروه

ها کاربرد دارد. مطالعات قبلی نشان داده وسیع، در درمان انواع سرطان

است که ترکیب تموزولومید با دیگر مواد ضدسرطان فعالیت این دارو 

برای مثال، مطالعات بالینی  دهد.افزایش می GBMرا در بهبود بیماری 

(Clinical Trials نشان داده است که اضافه کردن کلروکوئین )

(Chloroquine به درمان استاندارد )GBM دارای نتایج سودمندی است ،

( Carmustine. همچنین، ترکیب تموزولومید با کارموستین )[29]

( در بیماران Neo-Adjuvant Therapyعنوان درمان کمکی جدید )به

دهد بخش با سمیت قابل تحمل را نشان می، آثار رضایتGBMمبتلا به 

هم نشان داده است که اثر ضدسرطانی  In vitroهای [. بررسی30]

تموزولومید در ترکیب با بعضی از عوامل ضدسرطان طبیعی افزایش 

[. با این همه، مطالعات بالینی درباره کارایی این نوع 31-39یابد ]می

رکیبی تاکنون انجام نگرفته است. در مطالعه حاضر، اثر های تدرمان

زمان تموزولومید و عصاره هیدروالکلی میوه گیاه کهورک در تیمار هم

 بررسی شد.  GBMکشت دوبعدی 

 غلظت دو و بالاتر غلظت دو در عصاره و دارو زمانهم ترکیبی تیمار

هیدروالکلی میوه ( نشان داد که عصاره 1 جدول) IC50 مقادیر از کمتر

 96/0 و 45/0 بین CI با را تموزولومید سلولی سمیت گیاه کهورک

 ترکیبی هایغلظت تمام در افزاییهم اثر دهندهنشان که کرد تشدید

آمده دستبه  CIمیانگین مقادیر. است مطالعه این در استفاده مورد

 و عصاره ترکیب کلی افزاییهم اثر دهندهنشان که بود 68/0حدود 

 کاهش باعث تیمار ترکیبی این. است GBM هایسلول بر تموزولومید
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 کاهش عامل دو هر برای IC50 مقادیر بنابراین، شد؛ تموزولومید دوز

 بالینی دیدگاه از خاص اثری ایجاد برای تموزولومید دوز کاهش. یافت

 جانبی عوارض کاهش باعث دوز کاهش این زیرا است؛ ارزشمند بسیار

 ترکیب افزاییهم در این مطالعه، اثر. شودمی درمانیشیمی عمومی

 هایسلول ماندنزنده بر تموزولومید و عصاره هیدروالکلی میوه کهورک

GBM 52/5191ترکیبی  دوز بهترین و شد گزارش بار اولین برای 

 لیترمیلی در میکروگرم 94/4688+  تموزولومید لیترمیلی بر میکروگرم

 .داد نشان ( را45/0) CI کمترین ترکیب این زیرا بود؛( 4 گروه) عصاره

در این پروژه، نشان دادیم که تموزولومید و عصاره باعث کاهش معنادار 

شوند. علاوه بر این، می T98Gهای میزان تولید نیتریک اکساید در سلول

 زمان باعث کاهش بیشتری در تولید و ترشح نیتریک اکساید شد. تیمار هم

 تجمع مهار عروق، اتساع شامل نیتریک اکسید بیولوژیکی هایفعالیت

 التهابی عملکردهای تعدیل و عصبی پلاستیسیته عصبی، انتقال پلاکتی،

 (، آنزیمیNitric oxide synthaseسنتاز ) نیتریک اکسید. است ایمنی و

 هایرده و انسانی گلیوم هاینمونه در کند،می نیتریک اکساید تولید که

نیتریک  تولید. است شده شناسایی جوندگان و انسان گلیوم سلولی

 مانند پاتوفیزیولوژیک مهم فرایند چندین تواندمی گلیوم اکساید در

 تومور، متاستاز/تهاجم تومور، سلول آپوپتوز میزبان، موضعی ایمنی پاسخ

 طبیعی مغزی هایبافت و تومور هایسلول به آزاد رادیکال آسیب

 و عروق نفوذپذیری تومور، عروق شدن گشاد مجاور،

 درمانی راهبردهای از برخی اخیراً،. دهد تغییر را نئوواسکولاریزاسیون

 و اندشده نیتریک اکساید پیشنهاد کاریدست از استفاده با گلیوم برای

 ارزیابی اولیه بالینی هایآزمایش در غیرمستقیم، و تجربی صورتبه

 انکوژن اصلاح نیتریک اکساید برای کاریدست این موارد شامل. اندشده

 در ضدسرطان داروهای دادن قرار و تومور خون جریان تومور، سلول

 .[40] است تومور بافت

در قسمت دیگری از مطالعه ما، نشان داده شد که عصاره هیدروالکلی 

با تموزولومید را  MGMTیافته ژن تواند بیان افزایشگیاه کهورک می

اصلی  سممکانی DNAرسد که متیلاسیون نظر می کاهش دهد. به

-های سرطانی مسئول سمیت ایجادشده توسط تموزولومید در سلول

و بعد  شودمیوارد بدن ( Prodrug)دارو ورت پیشصباشد. تموزولومید به

متحمل  ،فیزیولوژیک pHاز ورود به گردش خون سیستمیک و در 

-متیل تریازن -3) -5و به فرم فعال خود ) شودمیتغییرات شیمیایی 

شود. ( تبدیل میMTICکربوکسی ایمید( )- 4-ایل( ایمیدازول -1

این  ،سازدی مناسب میکه این دارو را برای مصرف خوراک ایمشخصه

)در  استپایدار  طور کاملبه ،های اسیدیpHدارو در است که این پیش

د )خون شوبه فرم فعال تبدیل می ،7های بالای pHداخل معده(، اما در 

شدت هخودی با اثر آب بر کربن چهار بو بافت(. این تبدیل خودبه

اکسید حلقه باز ، دی تیشود. در اثر این فعالالکترپازیتیو حلقه آغاز می

. فرضیه اصلی این است که این [41]د شوتولید میMTIC  کربن آزاد و

اتفاق  DNA (Major Groove) اثر آب در محیط نزدیک شیار اصلی

و ثابت شده است که  استم بسیار مشکل ساین مکانی تأییداما  ،افتدمی

تبدیل  MTICنیز به سهولت به  DNA این دارو در محلول آزاد در غیاب

 Methyl)آزونیوم به کاتیون متیل دی MTIC. [42]د شومی

Diazonium )بهدهنده گروه متیل که انتقال DNA 5 -آمینو 4است و 

تبدیل  ،شود( که از طریق کلیه دفع میAICایمیدازول کربوکسامید )

و  RNA با تواندمی ،آزونیوم همچنین. کاتیون متیل دی[43]د شومی

رسد که نظر می . به[44] های سلولی محلول واکنش دهدپروتئین

یا متیلاسیون و کربامیلاسیون پروتئین نقشی در  RNAمتیلاسیون 

خودی بدیل خودبهد. تنداشته باشنتموزولومید  یفعالیت ضدسرطان

عمر تبدیل . مقایسه نیمهاستوابسته  pHبه  MTICتموزولومید به 

با ( pH=7/4و  h83/1= t1/2) تموزولومید به فرم فعال در بافر فسفات

بیماران مبتلا به سرطان بعد از  یشده در پلاسماعمر مشاهدهنیمه

وعی  ندهد که این تبدیلْنشان می( h81/1=t1/2دارو ) مصرف خوراکی

  .[41] استشده شیمیایی غیرآنزیمی واکنش کنترل

آدنین و  N3گوانین،  N7های را بر موقعیت DNAکردن آلکیله دارواین 

O6 اگرچه هر دو محصول  .دهدگوانین انجام میN7  متیل گوانین وN3 

متیل آدنین در فعالیت ضدسرطانی تموزولومید شرکت دارند، در بعضی 

متیل گوانین  O6. محصول [45] استبرانگیز ها بحثنقش آن ،هااز سلول

-کل محصولات متیلاسیون تموزولومید را تشکیل می درصد از 5که تنها 

دارو دارد. این نقش ین نقش را در فعالیت ضدسرطانی این تردهد، مهم

های سلولی سرطانی نسبت وسیله ارتباط مستقیم میان حساسیت ردههب

آلکیل گوانین آلکیل  DNA ،O6به تموزولومید و فعالیت پروتئین ترمیم 

( که MGMTنسفراز )اتر متیلگوانین  متیل O6یا  (AGTنسفراز )اتر

-حذف می گوانین O6های آلکیل را از موقعیت صورت اختصاصی گروهبه

های سلولی که سطح پایینی از بیان پروتئین ردهآن یید شده است. أت ،کند

AGT های رده ، آندر مقابل اند.به سمیت تموزولومید حساس ،دارند

دارو  در برابرسلولی که سطح بالایی از این پروتئین ترمیمی را دارند، 

فت اهای زنوگردر مدل ،مستقیم همچنین. این ارتباط [46] هستندمقاوم 

(Xenograft )[.47]شده است  هانسانی نیز مشاهد 

زمان عصاره میوه شده، تاکنون بررسی اثر سمیت همطبق مطالعات انجام

های سلولی سرطانی درمانی در ردهگیاه کهورک با سایر داروهای شیمی

افزایی این عصاره برای نخستین بار اثر هم انجام نشده است و این مطالعه

کند. همچنین، در درمانی را گزارش میو یک داروی استاندارد شیمی

اینجا برای نخستین بار، اثر سمیت عصاره میوه گیاه کهورک بر 

 گزارش شد. GBMهای سلول

 گیرینتیجه

 و کهورکعصاره میوه گیاه  تیمار ترکیبی که داد نشان مطالعه این هایداده

. است GBM هایسلول در افزاهم ضدتوموری پتانسیل دارای تموزولومید

طریق کاهش  از را تموزولومید به سلولی مقاومت است ممکن این عصاره

دهنده عصاره جداسازی اجزای تشکیل .دهد کاهش MGMTبیان 

منظور شناساسی و تخلیص جزء مؤثر در هیدروالکلی میوه گیاه کهورک به
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 1403، بهار 1، شماره 16مجله دانشگاه علوم پزشکی خراسان شمالی، دوره 

دهنده مقاومت به تموزولومید برای مطالعات آینده رطانی و کاهشاثر ضدس

 شود.پیشنهاد می

 سپاسگزاری

 .IR.KUMS.MEDمقاله فوق حاصل طرح تحقیقاتی با کد اخلاق 

REC.1401.257  است. از دانشگاه علوم پزشکی کرمانشاه که حامی مالی این

 شود.پروژه بوده است، تشکر می

 تعارض منافع

 تضاد منافعی بین نویسندگان وجود ندارد.گونه هیچ
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