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در دو دهه اخير متوجـه      و  شود    ميها در جوامع انساني محسوب       سرطان كولوركتال از مهمترين سرطان    : زمينه و هدف  
العـه   هدف از اين مط    .شود  مي باعث پسرفت تومور     (Cox-2) 2-هاي انتخابي آنزيم سيكلواكسيژناز    نندهك ه مهار كاند   شده

  .ولي مهار آنژيوژنز توسط داروي سلكوكسيب بودكي مسير موليشناسا
هاي سرطان و   مدلهاي پژوهشز ك مر در1393 تا 1391هاي   سالدر فاصله زماني حاضر تجربيمطالعه : روش بررسي
ينوماي جـدا شـده از آدنوكارس ـ      (HCT-116رده سـلولي     . انجـام شـد    انـسر ايـران   كولي انستيتو   ك مول كآزمايشگاه ژنتي 

 (C50) ميكرومولار 50سلكوكسيب در دو غلظت فارماكولوژيكي  شت و پاساژ، با ماده فعال    كپس از   ) كولوركتال انساني 
 HIF-1 alphaاليگونوكلئوتيـد ژن  .  ساخته شدcDNA استخراج و RNAسپس . ، تيمار گرديد(C100) ميكرومولار 100و 
نتـرل،  ك در سه گـروه  Real-time PCR توسط دستگاه HIF-1 alpha ژنساخته شده و ميزان بيان ) ژن آغازگر آنژيوژنز(

C50  وC100مورد ارزيابي قرار گرفت .  
 ـ     C100در گروه تيمار با سلكوكـسيب و در غلظـت    HIF-1 alpha بيان ژن :ها يافته طـور   هدر مقايـسه بـا گـروه كنتـرل ب
  .د تغييري ديده نشC50اما در غلظت . )>001/0P( اهش يافتكداري امعن

 In vitro در محـيط رطان كولوركتـال   در بافـت س ـ آنژيوژنزكاهش با كاهش بيان ژني موجب سلكوكسيب : گيري نتيجه
  .گرديد

  .HIF-1 alpha ژن ، آنژيوژنز،Cox-2ننده انتخابي ك  مهار،سرطان كولوركتال :ليديك لماتك

 
  

 از مهمترين (Colorectal Cancer, CRC)سرطان كولوركتال 
دهد در ايالات متحده  هاي انساني بوده و آمارها نشان مي سرطان

ا پس از تومورهاي ريوي، سرطان كولوركتال دومين عامل مرگ كآمري
 اگرچه در ايران آمار دقيقي از اين 1.باشد ها مي و مير ناشي از سرطان

 CRCدهند  سرطان در دست نيست، اما برخي از مطالعات نشان مي
ي و ك غير از عوامل ژنتي2.چهارمين سرطان شايع مردان ايراني است

 زندگي باعث شده است رخداد اين بيماري در كارثي، تغيير در سب
  ترين درمان اين بيماري   در حال حاضر جراحي اصلي2.ايران بالا برود

  
ي كمكهاي  درماني و پرتودرماني نيز از درمان محسوب شده و شيمي

هاي هدفمند   درمانتازگي به. روند شمار مي هجراحي ب از پسقبل و 
(Targeted therapy) نيز به رژيم درماني اين سرطان اضافه شده و 

 مربوط CRCولي در كاثربخشي اين داروها به شناخت مسيرهاي مول
ه ك بوده Bevacizumab (Avastin®)ي از اين داروها كي. گردد مي

  3.باشد يداراي اثرات ضد آنژيوژنز توموري م
ي از عوامل مهم در القاي اين ك ي(IBD)هاي التهابي روده  بيماري

 IBDه كدهند  سرطان محسوب شده و مطالعات متعددي نشان مي
 از طرفي 4.روند شمار مي ههمراه كوليت اولسراتيو از عوامل خطر ب به

مدت طولاني از  ه بهكاند افرادي  ي نشان دادهكمطالعات اپيدميولوژي

 مقدمه
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اند،   استفاده نموده(NSAIDs)يدي ي ضد التهاب غير استروداروهاي
 مطالعات 5.اهش يافته استكداري اصورت معن ه بCRC به يخطر ابتلا

 2-هاي مربوط به آنزيم سيكلواكسيژناز ه بيان ژنكبعدي نشان داد 
(Cox-2)همچنين استفاده . باشد هاي كولوركتال بالا مي  در اغلب سرطان

 سبب بهبودي نسبي در Cox-2هاي انتخابي  ندهنك و مهارNSAIDsاز 
 داروي سلكوكسيب 6. پيشرفته نيز شده استمواردسير درماني 

(Celecoxib)ننده انتخابي ك مهمترين داروي مهارCox-2 بوده و شواهد 
 سوده درمان با اين دارو به كاي زيادي در دسترس است  باليني و پايه

ولي كولي آن و مسيرهاي مولكمولانيسم ك اما م6.باشد  ميCRCبيماران 
  7. نشده استكخوبي در همهار تهاجم و متاستاز توسط اين دارو ب

ها معتقدند اثر ضد توموري اين دارو مربوط به مهار  برخي
 بوده و اثرات Cox-2 در چرخه سنتز آنزيم E2 (PGE2)-پروستاگلندين

 و (Anti-angiogenesis)ي يزا ، ضد رگ(Anti-proliferative)ضد تزايد 
 در حال 8.دهند  نسبت ميك پاتولوژيPGE2القاي آپوپتوز را به مهار 

ي آن ناشناخته بوده و يزا ولي ضد رگكهاي مول انيسمكحاضر م
اطلاعات چنداني در مورد مهار مسيرهاي آنژيوژنز ناشي از اين دارو در 

ي از اثرات ضد كه يكافي وجود دارد كاما شواهد . دسترس نيست
  9.ن دارو مهار آنژيوژنز استتوموري اي

عنوان  هب Hypoxia-inducible factor -1 alpha (HIF-1 alpha)ژن 
ي بوده و كي و پاتولوژيك عامل مهم در روند آنژيوژنز فيزيولوژيكي

سيژن به كاهش اكهاي رونويسي محسوب شده و در پاسخ به   ژنوجز
 مسير آبشاري از  اين ژن سبب به راه افتادن10.گردد ميزان زياد بيان مي

تور رشد كه در نهايت فاكشود  هايي مي ينيها و ساخته شدن پروت ژن
 در 10.هاي جديدي جوانه بزنند  ساخته شده و رگ(VEGF)اندوتليالي 

ي اثر ضد آنژيوژنز ك بيولوژياين مطالعه تلاش شده است مسير
 در سرطان كولوركتال مطالعه شده و Cox-2ننده انتخابي ك مهار

هاي   در غلظتHIF-1 alphaولي آن بر روي ژن كم مولانيسكم
  .فارماكولوژيك متفاوت مورد بررسي قرار گيرد

  

  
ليه مراحل مطالعاتي آن كاين مطالعه از نوع مطالعات تجربي بوده و 

 نيو همچن هاي سرطان ز تحقيقات مدلكشت سلولي مركدر آزمايشگاه 
انسر ايران و در فاصله زماني ك انستيتو يمولكول كي ژنتشگاهيآزما

اين مطالعه در دو فاز طراحي و اجرا .  انجام گرفت1391-93هاي  سال
  .شد

 HCT-116رده سلولي : شت سلولي و تيمار آن با سلكوكسيبك
در  Cox-2جدا شده از آدنوكارسينوماي كولوركتال انساني با بيان ژن (

ها در  سلول.  خريداري شد(NCBI)ران  سلولي ايكاز بان) حداقل ميزان
.  داده شدندكشت FBS همراه با DMEM (high glucose)شت كمحيط 

 ,Penicillin-Streptomycin (Gibcoها از براي جلوگيري از رشد پاتوژن

Grand Island, NY, USA) پس از انكوبه شدن در دماي. استفاده شد 
C 37 س لاكها در داخل هود  ، سلول%90 و رطوبتII با PBS 

 Tripsin-EDTAها از هم از  شستشو داده شده و براي جدا شدن سلول
وپ كروسكها در زير مي پس از سانتريفيوژ شدن، سلول. استفاده شد

 شمارش Inverted Microscope (Olympus, Tokyo, Japan) اينورت
 cm2 25 هزار سلول به ازاي هر 400ه چگالي سلولي به ك شده و زماني

اين عمل .  جديد منتقل شده و پاساژ يافتندكها به فلاس  سلولرسيد،
  .رار شدك بار تچهار

 Celecoxib (Tehran سلكوكسيب (Active substance)ماده فعال 

Darou Pharmaceutical Co., Tehran, Iran)50 هاي غلظت.  تهيه شد 
شت تهيه كو محيط  DMSOوسيله محلول  ه از اين دارو بµm 100 و

شت فاقد سلكوكسيب كو محيط  DMSO براي گروه پلاسبو از .گرديد
 µm 50 (C50)  غلظتبا نترلكها در سه گروه  سلول. استفاده شد

هر دو غلظت . تيمار شدندآن  µm 100 (C100) سلكوكسيب و غلظت
 پلاسماي انساني بوده و مطالعه در كولوژيك شده در محدوده فارماياد

دهي  دكها پس از  نمونه. و اجرا شدين و غلظت بالا طراحي يغلظت پا
  .ولي فرستاده شدندك مولكبه آزمايشگاه ژنتي

 از RNAاستخراج : Real-time PCR تا آناليز نتايج RNAاستخراج 
 CinnaPure RNAيت استخراج كوسيله  ههر سه گروه اين مطالعه ب

Purification Kit (CinnaGen Co., Karaj, Iran)® و مطابق با بروشور 
 محاسبه و Optimal Density (OD)در ادامه . ت سازنده انجام شدكشر

 با استفاده HIF-1 alphaپرايمر ژن . چگالي ماده استخراجي ارزيابي شد
 طراحي و اليگونوكلئوتيد ®Primer-BLASTافزار   و نرمNCBIاز سايت 
 DNAبراي سنتز  ).1جدول (تكاپوزيست سنتز شد ت كتوسط شر
-Tag DNA Polymerase از كيت ،RNAز روي  ا(cDNA) آزمايشگاهي

KBC® (Kawsar Biotech Co., Tehran, Iran)پروسه   استفاده شد و
  . ت سازنده انجام گرفتك مطابق بروشور شرcDNAسنتز 

  بررسيروش
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براساس پرايمر پيشنهادي  HIF-1 alphaتوالي اليگونوكلئوتيد ژن سنتز  :1 جدول
  زير

 Forward: 5’- TCATGAATGTTTCCCTGCAA-3’ 
HIf-1 alpha gene  
 Reverse: 5’- GGGGACACCATTAGCATGAC-3’ 

  
روتيوپ قرار داده شد و توسط دستگاه كدر نهايت هر نمونه در سه مي

Real-time PCR و با استفاده از Master mix EvaGreen® (Biotium 

Inc., Hayward, CA, USA) سنجي شد روتيوپ سه بار طيفكهر مي .
سازي با استفاده از ژن  دست آمده و نرمال ه ب(CT)انه ميانگين چرخه آست

 Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (GAPDH)دار  خانه
منحني استاندارد رسم شده و ميزان بيان ژن با استفاده از . انجام گرفت

-Oneدر نهايت توسط آزمون آماري . دست آمد ه بΔΔCT 2- فرمول

way ANOVAميلي آماريك محاسبه و از آزمون تداري آنا سطح معن 
Bonferroniهاي   براي ارزيابي ارتباط غلظتC50 نترل، ك با گروهC100 با 

هدف از اين تست مقايسه . دست آمد ه بC100 با C50نترل و رابطه كگروه 
 . تعيين شد>05/0Pداري اسطح معن. ها با هم بود نتايج گروه

  

  
 در هر سه HCT-116 در رده سلولي HIF-1 alphaيان ژن ميزان ب

در  .)1نمودار  ( نمايش داده شدC100 و غلظت C50گروه پلاسبو، غلظت 
 HIF-1 alphaنترل، بيان ژن كگروه تيمار با سلكوكسيب، نسبت به گروه 

ميلي كنتايج آماري ت. )>001/0P(اهش يافت كداري اصورت معن هب
نترل مشاهده كداري با گروه ا واريانس معنC50ه در غلظت كنشان داد 

ه در ك در حالي. ردكداري نامعن تغيير HIF-1 alphaنشده و بيان ژن 
 C50مقايسه دو غلظت  .)=03/0P( دار بودا از نظر آماري معنC100غلظت 

، اثر مهاري بيان (C100)ه در غلظت بالا ك سلكوكسيب نشان داد C100و 
داري اطور معن ه، ب(C50)ين يبا غلظت پامقايسه  در HIF-1 alphaژن 

  .)=04/0P(د ومتفاوت ب
  

  
  

  ال نشانج مطالعه حاضر بر روي رده سلولي سرطان كولوركتـنتاي

  
  
  
  
  
  
  
  
  

 با استفاده mRNAبيان  .HIF-1 alphaوكسيب بر رونويسي ژن كاثر سل: 1نمودار 
Real-time- PCRگيري  سازي و اندازه  در سه گروه پس از نرمالCT با استفاده ژن 

GAPDH. ميزان بيان ژن : محور عمودي، گروه دارويي سلكوكسيب:محور افقي HIF-1 alpha  

  
ننده انتخابي آنزيم ك  در مواجهه با مهارHIF-1 alphaه بيان ژن كداد 

Cox-2) اهش يافته كداري اطور معن هب) ي بالاكولوژيكدر غلظت فارما
ه در پاسخ به كند ك د ميكيني را ي پروتHIF-1 alphaژن . است

هيپوكسي آزاد شده و استارت آبشار آنژيوژنز توموري زده شده و در 
. گيرد ل ميكهاي توموري ش نهايت عروق جديدي براي تغذيه سلول

ها اضافه  هاي درماني سرطان لكامروزه مهار آنژيوژنز به برخي از پروت
ا ك ميلادي از سوي سازمان غذا و دارو آمري2004در سال شده و 
(FDA)بادي مونوكلونال  ، آنتيBevacizumab (Avastin, Genentech, 

San Francisco, CA, USA)  مجوز مصرف را در سرطان كولوركتال
اين دارو بسيار گرانقيمت بوده و هزينه . متاستاتيك دريافت نمود

 طرف و عوارض ك بالاي آن از ي(Cost-effectiveness)اثربخشي 
شورهاي كاربرد آن در كه كجانبي آن از سوي ديگر سبب شده است 

داروي سلكوكسيب دارويي ارزان  11.متر توسعه يافته محدود شودك
ه استفاده از اين دارو در كبوده و شواهد زيادي در دسترس است 

تي اگرچه اثر محافظ. نفع بيماران بوده است  بهCRCمتاستازهاي 
NSAIDs در سرطان كولوركتال مشخص شده و نقش درماني آنها نيز 

در پسرفت تومور مشاهده شده است، اما مهمترين محدوديت آن، 
ه كدر حالي. باشد مدت مي هاي طولاني عوارض جانبي در مصرف

متري بوده و ك داراي عوارض جانبي Cox-2هاي انتخاب  نندهك مهار
  . مطرح باشدCRCتواند در پيشگيري و درمان  مي

 بحث

 هايافته



  
               و همكاران ريسمانچيزسانا                   446

  448 تا 443 ،7، شماره 72، دوره 1393 مهري تهران، كي، دانشگاه علوم پزشكده پزشكمجله دانش 

Thakkar و Kimه سلكوكسيب باعث كاران نشان دادند ك و هم
 Sunborn 13و12.شود ان ميكودكهاي آدنوماتوز در  اهش تعداد پوليپك

 فاميلي به CRCه درمان با سلكوكسيب در كاران نشان دادند كو هم
   14.باشد نفع بيماران مي

Aghiliباليني اثربخشي پژوهشه تنها ك مطالعه كاران، طي يك و هم 
سلكوكسيب بر روي سرطان كولوركتال در ايران است، به اين نتيجه 

همراه  ، سلكوكسيب بهStage II-IIIه در سرطان كولوركتال كرسيدند 
ي كامل پاتولوژيك پاسخ يدرماني و پرتودرماني باعث ارتقا شيمي

(Pathological complete response) قبل از ( در درمان نئوادجوانت
ي از دلايل پسرفت ك ي15.شود مي) اهش حجم توده بدخيمكراحي براي ج

ي يزا ، به اثرات ضد رگCox-2هاي انتخابي  نندهك تومور در درمان با مهار
 مطالعه بر روي مدل كاران در يك و همKlenke. شود آن نسبت داده مي

اهش آنژيوژنز كه سلكوكسيب باعث كتجربي سرطان ريه نشان دادند 
 در سرطان لوزالمعده ،ارانكو هم Hada همچنين 16.واهد شدتوموري خ

   17.به چنين نتيجه مشابهي دست يافته بودند
Liuپسرفت تومور پستاني و تومور ريه مدل تجربي را ،ارانك و هم 

 ،ارانك و همNinomiya 18.به اثر ضد آنژيوژنز سلكوكسيب نسبت دادند
سلكوكسيب سبب ه كدر مدل زنوگرافت سرطان كولون، دريافتند 

اهش آنژيوژنز ك گرديده و (VEGF)تور رشد اندوتليالي كاهش فاك
ه كاران نشان دادند كو هم Dovizio 19.باشد توموري از آن طريق مي

ه ميزان آنژيوژنز كشود   باعث ميCox-2هاي انتخابي  نندهكمهار
ته ك ن20.اهش يابدكداري اصورت معن ههاي آدنوماتوز فاميلي ب پوليپ

گردد، شناخت  ه در مطالعات مشابه بر روي آن تأكيد ميكمهمي 
هاي درگير در اين فرايند بوده كه سلكوكسيب  ولي و ژنكمسيرهاي مول

ولي، توانسته است آنژيوژنز توموري را كوسيله مهار اين مسيرهاي مول هب
  .كاهش دهد

 آبشار كهدف ما در مطالعه حاضر، ارزيابي ژن آغازگر و محر
ه كشواهد زيادي در دسترس بوده . در سرطان كولوركتال بود آنژيوژنز

 باعث اختلال در مسير آنژيوژنز HIF-1 alphaين يمهار ژن و يا پروت
 و Feng. ابدي اهش ميك رشد تومور دنبال آن بهتوموري شده و 

هاي ركتوم با افزايش   بيان بالاي اين ژن را در سرطان،ارانكهم
اهش ميزان بقا در بيماران در ارتباط كاهش آپوپتوز و كآنژيوژنز، 

هاي  انيسمك با افزايش اين مطالعه در راستاي بررسي م21.دانستند
ولي اين دارو بر روي سرطان كولوركتال بوده و نتايج آن نشان كمول

 سبب كاهش بيان C100داد كه سلكوكسيب در غلظت فارماكولوژيكي 
 C50 نشان داد كه در از طرفي نتايج اين مطالعه.  شدHIF-1 alphaژن 

. دار استا رابطه معنC100 و C50هاي  تأثيري نداشته اما بين غلظت
اي در فارماكولوژي، ناشي از وابسته بودن پاسخ دارو  دليل چنين پديده
 داروي (Low dose)ين يدهد مصرف دوز پا نشان مي به دوز بوده و

نژيوژنزي ننده آك رطان كولوركتال، فاقد اثرات مهارسلكوكسيب در س
 نسبت به ساير Cox-2هاي انتخابي  نندهك طور كلي مهار هبه دارو ب. است

NSAIDsه انتخاب كبا توجه به اين. ، داراي عوارض جانبي كمتري است
ي در كهاي فارماكولوژي دوزهاي درماني در اين مطالعه برحسب غلظت

نظر تحقيقات  از از اين رويپلاسماي انساني انتخاب شده است، 
- ، نتايج اين مطالعه قابليت تعميم(Translational research)اي  مهترج

  .پذيري را به فاز انساني دارا است 
هاي  ولكي از مولكي ييبا عنايت به نتايج مطالعه حاضر و شناسا

نترل آنژيوژنز توموري، لازم است در مطالعات كهدف اين دارو در 
ي يآنژيوژنز شناساهاي ديگري در مسير مهار  ولكها و مول بعدي ژن

امل مسيرهاي مهم تأثيرگذار اين كي يرود با شناسا اميد مي. شوند
عنوان داروي خط اول ضد  هب Cox-2هاي آنزيم  نندهكدارو، از مهار
هاي  درماني استاندارد در سرطان نار ساير داروهاي شيميكتوموري در 

يش قدرت اي در راستاي افزا اين مطالعه پايه. كولوركتال استفاده شود
 براي اثرات ضد توموري (Evidence-based)اي  پايه كمدار

  .شدسلكوكسيب انجام 
عنوان بخشي از پروژه انجام يافتـه        هنتايج اين مقاله ب    :سپاسگزاري

انسر ايران دانشگاه علـوم   كهاي سرطان انستيتو     ز تحقيقات مدل  كدر مر 
نامـه   پايان و اين مقاله از )91-02-51-18258د ك( ي تهران بودهكپزش

  .دكتراي عمومي ساناز ريسمانچي استخراج شده است
نويــسندگان از دكتــر احــد محمــدنژاد و دكتــر صــمد محمــدنژاد 

عنوان مجريان اين طرح پژوهشي، دكتر رضـا شـيركوهي مجـري و              هب
. نمايند ر مي كي اين پروژه تحقيقاتي صميمانه تقدير و تش       كمشاور ژنتي 

 Real-timeهـاي    زحمـت آزمـون  همچنين از دكتر مجتبي صفاري كه

PCR      از خانم حدادي، خانم اخوان     . گردد  را بر عهده داشتند تقدير مي
. شـود  اري با اين طرح قـدرداني مـي       كتر عبدالملكي در هم   كو خانم د  

 و مدير عامل محترم آن كه       "تهران دارو "ي  يت دارو كلازم است از شر   
ژوهشي قرار دادند   ماده فعال سلكوكسيب را به رايگان در اختيار تيم پ         

  .تشكر گردد
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Background: Colorectal cancer is a major cause of morbidity and mortality throughout 

the world, and its treatments include surgery, chemo-radiotherapy. Despite improve-

ments in clinical outcomes of patients with this tumor over the past decades, prognosis 

remains poor with a 5-year survival rate of <10%. Angiogenesis inhibitor agents have 

been recently added to the treatment regimen of this disease. In the past two decades, it 

has been recognized that selective inhibitors of the cyclooxygenase -2 (Cox-2) enzyme 

result in the regression in the size of colorectal tumor, and one of its reasons is attrib-

uted to angiogenesis inhibition. The present study aimed at identifying the molecular 

pathways of angiogenesis inhibition by celecoxib. 

Methods: HCT-116, which is one of the cell lines of Colorectal cancer (separated from 

human colorectal adenocarcinoma) was provided by the National Cell bank of Iran 

(NCBI) affiliated to Pasteur Institute. It was then cultured in DMEM (high glucose) cul-

ture medium containing 10% FBS, and then treated in the active substance of celecoxib 

at pharmacological concentrations of 50 mM (C50) and 100 mM (C100). Afterwards, 

RNA was extracted and cDNA was prepared. The oligonucleotide of HIF-1 Alpha gene 

(angiogenesis initiator) was prepared and the level of HIF-1 alpha gene expression was 

assessed with a real-time PCR device in three control, C50 and C100 groups. 

Results: HIF-1 alpha gene expression significantly decreased in the celecoxib treatment 

group (compared with control group) with the concentration of C100 (P< 0.001), but no 

change was observed in the concentration of C50. 

Conclusion: Angiogenesis is a key factor in the carcinogenesis process and FDA today 

approved bevacizumab as a first-line treatment for patients with metastatic colorectal 

cancer. The results of this study showed one of the causes of angiogenesis reduction in 

celecoxib-treated colorectal cancer. According to clinical findings and basic studies, 

celecoxib will be hopefully used as a first-line therapy along with chemotherapy in the 

near future in colorectal cancer. The advantages of this treatment method include its 

low cost and low side effects. 
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