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Abstract 

Introduction: The crucial and vital player in tumor recurrence is the tumor-

initiating cells (TICs). OCT4 is a widely appreciated non-cell surface for TICs, 

dedicating detrimental properties to these cells, including self-renewal, 

epithelial-mesenchymal capacity, and drug resistance. OCT4 and its partners 

Sox2 and Nanog are up-regulated in stem cells; on the other hand, normal stem 

cells are more resistant to various herbal remedies like curcumin. Based on 

these facts, the main objective of the present study was to investigate the 

alteration of the mentioned genes expression after curcumin treatment in breast 

cancer cell, human bone marrow mesenchymal stem cells (hBM-MSCs), and 

non-tumor fibroblast cells (HSFPI3).  

Materials and Methods: MTT assay and AnnexinV/PI were performed to 

calculate the effective concentration of curcumin. To assess the expression 

level of OCT4 and Nanog, real-time PCR was performed to quantify the 

alteration of the mRNA expression of the mentioned genes after treatment in 

MDA-MB231, hBM-MSCs, and HSFPI3.  

Results: Curcumin could not induce significant apoptosis in hBM-MSCs and 

HSFPI3 even after 24 and 36 hours after treatment in a toxic concentration for 

cancer cells. After 36-hour treatment with DNC, the mRNA expression of 

Oct4-B1 in both normal cells enhanced significantly compared to untreated 

samples. Furthermore, in HSFPI3 cells, the Nanog mRNA expression increased 

after this treatment.  The expression of both genes decreased in the MDA-

MB231 after treatment with DNC. 

Conclusion: Non-tumor cells are more resistant to the curcumin treatment 

compared to cancer cells. The reason is at least partially due to the different 

expression pattern results in these cells after treatment with this reagent. 

Pluripotent markers, including Oct4-B1 and Nanog are proposed to play a vital 

role in these non-tumor cells resistant to curcumin. 
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Introduction 

The cancer stem cells (CSCs) theory is 

controversial yet and it is still developing 

since the time of being put forth. In this 

theory, it is proposed that some crucial 

characteristics of tumors are related to the 

specific subpopulation of CSCs in the 

tumor, which are renamed differently. In 

some reports, they are called CSCs 

because of their ability to renew and 

produce differentiated progenies. In the 

other reports, they are called tumor-

initiating cells (TICs) due to their ability to 

produce new tumors after transplantation 

[1, 2]. Oct4 belongs to the POU (Pit-Oct-

Unc) transcription factor family, which 

regulates the expression of their target 

genes by binding to the octameric 

conserved DNA sequence AGTCAAAT. It 

is not transparently demonstrated what 

signals are responsible for the 

oligomerization and the subsequent 

function of the Oct4; however, it is 

approved that this gene expression confers 

main properties to the TICs, including the 

self-renewal, epithelial to mesenchymal 

transition (EMT), and drug resistance. 

Together with the Oct4, Sox2 and Nanog 

are other stem cell markers which are 

essential  in pluripotency maintaining in 

stem cells [3].   

Curcumin is a polyphenol extracted from 

the rhizome of the plant Curcuma longa 

with approved anticancer properties. Its 

preferential uptake into the cancer cells 

besides the pleiotropic feature of curcumin 

to target multiple signaling pathways 

considered it a potent anticancer agent. 

Although there is still very little data to 

explain why curcumin exerts cytotoxic 

effects, especially in cancer cells, it seems 

different membrane protein composition 

between cancer and non-tumor cells plays 

an essential role in this media. The 

glutathione (GSH) content of the cells is 

also another parameter affecting the 

sensitivity of the cells to curcumin [4].  

 

 

 

Materials and Methods 
Dendrosomal nano-curcumin (DNC) 

preparation 

Dendrosomal nano-curcumin was synthesized 

in our lab based on an optimized protocol [5, 

6] and stored at 4°C in a light-protected 

condition until utilization. For in vitro 

experiments, the drug was diluted in a 

complete culture medium. 

 
Cells treatment with DNC 

We previously examined the sensitivity of 

cancer cells and mesenchymal cells to DNC 

using an MTT assay. We found that at a 

concentration of 17.5µM cancer cells were 

affected while no harmful effect was 

connected to non-tumor cells[10]. Considering 

available data and regarding the aim of the 

study, we treated the hBMSC cells with 

anticancer concentration (17.5µM) for 36h 

before the genetic analysis (trypan blue 

staining and counting was performed to 

confirm that the above DNC dose does not 

significantly induce cell death in non-tumor 

cells) (Unloaded nano used in the control 

groups). 

 
Real-time polymerase chain reaction (Real-time 

PCR)  

Real-time PCR was performed using the 

SYBR® Premix Ex Taq™ II (Takara) using 

specific primers[10] for Oct4-B1 and Nanog 

(Table1). Relative gene expression was 

calculated as 2
−ΔΔCt 

after normalization with 

GAPDH. The real-time PCR process program 

was performed as follow: Holding Stage: 95 

°C/30 s; Cycling Stage: denaturing step: 

95°C/5 s, followed by annealing/extension step 

60 °C/35 s (Number of Cycles: 40). 3- Melt 

curve analysis stage. 

 

Results 
Apoptosis induction in non-tumor cells by DNC  

To determine whether DNC induces apoptosis 

in non-tumor cells, both hBMSC and HSFPI3 

cells were treated with DNC for 24 and 36h. 

As illustrated in Figures 1 and 2, no significant 

change in cell death was observed after DNC 

treatment in hBMSC or HSFPI3 (P>0.05) 

compared to untreated cells. In hBMSC, the 

percentage of apoptosis after 24 and 36h post-

treatment with 17.5μM DNC was 4.39% and 

7.19%, respectively. Treatment of HSFPI3 

cells with 17.5μM of the DNC induced about 
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10.41% apoptosis after 24h and 11.03% 

apoptosis after 36h (Figure 1). 

 
Alteration in the OCT4B1 and Nanog mRNA 

expression level after DNC treatment 

Real-time PCR results revealed that the 

treatment of hBMSCs with 17.5µM DNC 

induced OCT4B1 mRNA up-regulation. 

Following 36h after treatment with DNC, 

OCT4B1 was upregulated 2.19-fold in 

comparison to untreated cells. On the other 

hand, after this treatment, the Nanog mRNA 

level did not alter statistically compared to the 

untreated/control group. Similar to hBMSC, 

OCT4B1 upregulated in HSFPI3 cells after 

treatment with DNC; however, in contrast to 

hBMSC, after treatment with DNC, the mRNA 

expression level of Nanog increased in 

HSFPI3. As shown in Figure 5, OCT4B1 and 

Nanog were up-regulated approximately 7.73 

and 5.2-fold, respectively after 36h treatment 

(Figure 2). 

 

 

 
Figure1: Annexin-V-FLUOS/propidium iodide staining to assess apoptosis induction in hBM-MSCs (A) and 

HSFPI3 (B) after 24 and 36h post-treatment with DNC. Viable cells (Annexin-V−/PI−), early apoptotic cells 

(Annexin-V+/PI−), late apoptotic cells (Annexin-V−/PI+), and necrotic cells (Annexin-V+/PI+) are located in 

the lower left, lower right, upper right, and upper left quadrants, respectively. Numbers in each quadrant 

represent the percentage of cells. 

 
Figure 2: The real-time PCR results revealed that, the expression level of OCT4-B1 and Nanog increased after 

treatment of hBM-MSCs and HSFPI3 cells with DNC. However, this treatment induced downregulation of the 

mentioned mRNA genes in the MDA-MB231 cells. 
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Discussion 
In addition to OCT4B1, in fibroblast cells, the 

stem cell marker, Nanog, was significantly up-

regulated at the effective concentration of 

DNC. This finding maybe supports the 

involvement of Nanog in stress responses. 

There is little evidence showing the anti-

apoptotic role of Nanog. Suppression of this 

gene promotes apoptosis in mouse migrating 

primordial germ cells [7]. Up-regulation of 

Nanog seems to play a role in hypoxia stress, 

and knockdown of Nanog in hypoxic tumor 

cells decreases tumor resistance to CTL-

dependent killing . 

In a study performed by Igor Matic et al., they 

revealed that the expression level of the OCT4 

and Sox2 is much higher in cancerous cells 

like A1235 (a glioblastoma cell line) and 

HepG2 (liver cancer cell line) [8].  

Here for the first time, we showed that after 

treatment of non-tumor cells with curcumin, 

the mRNA expression level of the OCT4-B1 

and/or Nanog increased in these cells. As 

discussed above, these genes play an essential 

role in physiological processes, including 

stemness and self-renewal in tumor cells as 

well as non-tumor cells. 
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به عنوان یک فااتوور تییا د  ر    OCT4B1بررسی تنظیم میزان بیان 

هاد سرطانی پسوان باه   هاد نرمال و سیول تعیین حساسیت موفاوت سیول

 تورتومین  
 

، 4حوید سعفزاًی اراًی، 3سعیدُ قیبسًَد، **2، هحود اهیي جبٍیدی1هزین طْوبسبی بیزگبًی

 6فزَّد ًجفی ،5، سید جَاد هَلی*5سادُ هجید صبدقی

 

 طاىیقاپَض اَّاظ، ا یجٌس یزاًكگاُ علَم پعقک ،یزاًكکسُ پعقک ،یپعقک کیگطٍُ غًت 1
 ،یؾطعاى پؿتاى، پػٍّكکسُ ؾطعاى هعتوس جْاز زاًكگاّ قاتیهطکع تحقگطٍُ پػٍّكی عة فطاگیط زض ؾطعاى،  2

 طاىیتْطاى، ا
 غًتیک هَلکَلی، زاًكکسُ علَم پایِ، زاًكگاُ هلایط، هلایط، ایطاى -گطٍُ ظیؿت قٌاؾی 3

 تاقگاُ پػٍّكگطاى جَاى ٍ ًرثگاى، علَم پعقکی تْطاى، زاًكگاُ آظاز اؾلاهی، تْطاى، ایطاى 4
 گطٍُ غًتیک، زاًكکسُ علَم ظیؿتی، زاًكگاُ تطتیت هسضؼ، تْطاى ایطاى 5

 ّا، هَؾؿِ پػٍّكی علَم ٍ فٌاٍضی ضًگ ٍ پَقف، تْطاى، ایطاى گطٍُ پػٍّكی ضظیي ٍ افعٍزًی 6

 

 چکیده 
 OCT4( ّؿتٌس. TICsّای آغاظگط تَهَض ) ًقف هْن ٍ حیاتی زض عَز هجسز تَهَض، ؾلَل سهیٌِ ٍ ّدف:

تَاًس ذَال هضطی اظ جولِ ذَز ًَؾاظی، ظطفیت هعاًكیوی اپیتلیال ٍ  غًی اؾت کِ هحهَل آى هی

ًیع زٍ غى اؾاؾی ّؿتٌس کِ  OCT4 ،Sox2  ٍNanogزّس.  اذتهال هی TICsهقاٍهت زاضٍیی ضا تِ 

تطاتط ّای تٌیازی عثیعی زض  قًَس. اظ ؾَی زیگط، ؾلَل ّای تٌیازی تٌظین هی زض ؾلَل OCT4علاٍُ تط 

زاضٍّای گیاّی هرتلف هاًٌس کَضکَهیي هقاٍهت تیكتطی زاضًس. تط ایي اؾاؼ ّسف انلی ها زض ایي 

ّای ؾطعاًی پؿتاى،  ّای هصکَض پؽ اظ زضهاى تا کَضکَهیي زض ؾلَل هغالعِ تطضؾی تغییط تیاى غى

غیط تَهَضی ّای فیثطٍتلاؾت  ( ٍ ؾلَلhBM-MSCsّای تٌیازی هعاًكیوی هغع اؾترَاى اًؿاى ) ؾلَل

(HSFPI3.اؾت ) 
 

تطای هحاؾثِ غلظت هَثط کَضکَهیي اًجام قس. تطای  MTT  ٍAnnexinV/PIتؿت : رٍش بزرسی

هَضز اؾتفازُ قطاض گطفت؛ اظ ایي تؿت تطای  real-time PCR، ضٍـ OCT4  ٍNanogاضظیاتی ؾغح تیاى 

ٍ  MDA-MB231 ،hBM-MSCsّای  ّای هصکَض زض ؾلَل غى mRNAتعییي هیعاى تغییط تیاى 

HSFPI3  .پؽ اظ تیواض تا کَضکَهیي اؾتفازُ قس 
 

-MDAّای ؾطعاًی  زضنس هطگ زض ؾلَل 50تاعث القای  μM 5/17ًاًَکَضکَهیي زض غلظت : ّب یبفتِ

MB231  ّای ًطهال  ؾاعت قس. تیواض ؾلَل 36ٍ  24پؽ اظhBM-MSC ّای  تا ایي غلظت ٍ زض ظهاى

 %03/11% ٍ 41/10عَض هیاًگیي  تِ HSFPI3% ٍ زض 19/7 ٍ %39/4تیة گفتِ قسُ تِ عَض هیاًگیي تِ تط

زض ّط زٍ ؾلَل عثیعی زض  Oct4-B1ی mRNA، تیاى DNCؾاعت تیواض تا  36گعاضـ قس. پؽ اظ 

ی mRNAتیاى  HSFPI3ّای  عَض قاتل تَجْی افعایف یافت. زض ؾلَل ّای تیواض ًكسُ تِ هقایؿِ تا ًوًَِ

، هیعاى تیاى DNCتا  MDA-MB231ّای  ًاًَگ پؽ اظ ایي تیواض افعایف یافت. پؽ اظ تیواض ؾلَل

 کاّف یافت. 54/0ٍ  7/0عَض هیاًگیي  تِ تطتیة تِ Oct4-B1 ٍ Nanog ّای غى
 

ّای ؾطعاًی تِ زضهاى کَضکَهیي هقاٍم تط ّؿتٌس.  تَهَضی زض هقایؿِ تا ؾلَلّای غیط ؾلَل: گیزی ًتیجِ

ضؾس ًكاًگطّای  ّاؾت. تِ ًظط هی ّا زض ایي ؾلَل حساقل تا حسی تِ زلیل الگَی تیاى هتفاٍت غىایي 

 تَهَضی تِ کَضکَهیي زاضًس.غیط  ّای هقاٍهت ایي ؾلَلًقف هْوی زض  Oct4-B1  ٍNanogپطتَاًی قاهل 

 Nanog ّای ًطهال، ّای تٌیازی ؾطعاًی، ًكاًگطّای پطتَاًی، ؾلَل ؾلَل :ی کلیدیّب ٍاصُ
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 مقدمه

( همچنان بحثث  CSCsهای بنیادی سرطانی ) نظریه سلول

 است برانگیز بوده و از زمان ارائه آن تاکنون در حال توسعه 

شثثود کثثه برخثثی از  . در ایثن توثثوری، پیشثثنهاد مثی  (1-3)

هثای خثاص    های مهم تومورها مربوط به زیرجمعیت ویژگی

CSC  های متفاوتی دارند. به دلیثل   در تومور است که نامها

هثای   توانایی آنها در خودنوسازی و در عین حال تولیثد رده 

های شروع کننثده تومثور    سلولی تمایز یافته، به آنها سلول

(TICsمی )   هثا توانثایی ایجثاد     گویند؛ به علاوه ایثن سثلول

ود مجثدد  تومورهای جدید پس از پیوند را نیز دارند و در ع

 .(5، 4)کنند  تومور نقش اساسی ایفا می

گزارشات بسیاری وجود دارد که حاکی از آن است که عود 

تومورها و مقاومت دارویی قابل توجهی که پثس از درمثان   

باشثثد.  هاا  TICشثثود، ممکثثن اسثثت ناشثثی از  مشثثاهده مثثی

های مختلفی برای این مقاومت دارویثی پیشثنهاد    مکانیسم

 MDRهثثای  بیثان بثثیش از حثثد ژن  شثده اسثثت، از جملثثه 

ها.  )ژنهای ایجاد کننده مقاومت به چند دارو( در این سلول

های دیگری نیز برای ایثن   ، مکانیسمMDRعلاوه بر ژنهای 

توان به الگوی  امر پیشنهاد شده اند که از مهمترین آنها می

ها، به ویژه نشانگر غیر سطحی  خاص بیان ژن در این سلول

Oct4  درTICاشاره کرد.  (7، 6) هاOct4  متعلق به خانواده

است که بیثان   POU (Pit-Oct-Unc)فاکتورهای رونویسی 

حفث  شثده    DNAهای هدف خود را با اتصال به توالی  ژن

کند. تاکنون به روشنی  تنظیم می AGTCAAATاکتامری 

هثثایی مسثثوول  نشثان داده نشثثده اسثت کثثه چثثه سثیگنال   

هستند. با این حال،  Oct4الیگومریزاسیون و عملکرد بعدی 

هثای اصثلی از    مشخص شده است که بیان این ژن ویژگثی 

( EMTجمله خود نوسازی، تبدیل اپیتلیال به مزانشثیمی ) 

، Oct4دهثد. همثراه بثا     مثی  ها TICو مقاومت دارویی را به 

Sox2  وNanog  هثثای بنیثثادی   دیگثثر نشثثانگرهای سثثلول

های بنیادی اهمیثت   هستند که در حف  پرتوانی در سلول

 .(0)به سزایی دارند 

ها بثه عنثوان تکریثر کنتثرل      دانیم سرطان همانطور که می

شوند، به همثین خثاطر هثدف قثرار دادن      نشده تعریف می

مسیرهای تکریر اخیراً به عنوان یک رویکثرد جدیثد بثرای    

. با ایثن  (9)های بدخیم پیشنهاد شده است  سلول مبارزه با

حال، مسیرهای تکریر طبیعی باید از این اثرات درمانی دور 

ای بثه   های گذشته، دانشثمندان توجثه ویثژه    بماند. در دهه

هثای سثرطانی داشثته     های گیاهی برای تیمار سلول عصاره

هثا   اند، یکی از دلایل این امر جذب ترجیحثی ایثن عصثاره   

های غیرتوموری  های سرطانی نسبت به سلول لتوسط سلو

. کورکومین، یک پلی فنول اسثتخرا  شثده   (14-10)است 

بثا خثواص سدسثرطانی     Curcuma longaاز ریثزوم گیثاه   

. جثذب ترجیحثی آن بثه    (17-15، 12)تأیید شثده اسثت   

های سرطانی در کنار ویژگی پلیوتروپیک کورکثومین   سلول

نال دهثی متعثدد، آن   برای هدف قرار دادن مسیرهای سیگ

را به عنوان یک عامل سد سرطانی قوی معرفی کرده است 

های بسیار کمی برای توسثیح   . اگرچه، هنوز داده(19، 10)

اینکثثه چثثرا کورکثثومین اثثثر سیتوتوکسثثیک بثثه ویثثژه در  

، به (21، 20)کند وجود دارد  های سرطانی اعمال می سلول

ن رسثثد ترکیثثب پثثروتوین غشثثایی متفثثاوت بثثی  نظثثر مثثی

های سرطانی و غیثر تومثوری نقثش مهمثی در ایثن       سلول

( GSH. محتثثوای گلوتثثاتیون )(20)کنثثد  مثثورد ایفثثا مثثی 

هثا   ها نیز پارامتر دیگری است که بر حساسیت سلول سلول

. در میان انثواع مختلثف   (21)گذارد  به کورکومین تأثیر می

بثثه عنثثوان گونثثه جدیثثدی  Oct4 ،Oct4-B1هثثای  واریانثثت

پیشنهاد شده است که ممکن است نقش مهمی در خواص 

، 22)های سرطانی داشته باشد  بنیادی برخی از انواع سلول

به طثور   Nanogو  Oct4 ،Sox2های  . از آنجایی که ژن(23

شثوند، مثا فثر      های بنیثادی بیثان مثی    معمول در سلول

هثای   ولهای متفاوت بین سثل  کردیم ممکن است این پاسخ

های مذکور، پس از  مختلف ناشی از الگوی بیان متفاوت ژن

تیمار با کورکومین باشثد. بنثابراین، هثدف اصثلی مطالعثه      

در  Nanogو  Oct4-B1هثثثای  حاسثثثر ارزیثثثابی بیثثثان ژن

های بنیادی مزانشیمی مشتق از مغثز اسثتخوان، رده    سلول

گانثثه منفثثی  سثثلولی فیبروبلاسثثت و سثثلول سثثرطانی سثثه

MDA-MB231   پس از تیمار با نانوکورکومین دنثدروزومی

(DNC.است ) 
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 ها مواد و روش

 (DNCتهیه نانو کورکومین دندروزومی )

نانو کورکثومین دنثدروزومی در آزمایشثگاه مثا بثر اسثاس       

سثنتز شثد و تثا زمثان      (26، 25، 24)پروتکل بهینه شثده  

گراد و به دور از نثور قثرار    درجه سانتی 4استفاده در دمای 

های مختلف آزمایشثگاهی، ایثن    داده شد. برای انجام تست

 ترکیب در محیط کشت کامل رقیق شد.

 های سلولی و شرایط کشت لاین

های بنیثادی مشثتق شثده از مغثز اسثتخوان انسثان        سلول

(hBMSCو سلول ) ست انسانی غیثر تومثوری   های فیبروبلا

(HFSF-PI3و سثثلول )   هثثای سثثرطانیMDA-MB231  از

بانک سلول ملی انستیتو پاستور، تهثران، ایثران خریثداری    

ها در محیط کشت کامثل شثامل محثیط     شدند. این سلول

(، و FBS% سرم جنین گاو )10غنی شده با  DMEM کشت

سیلین و استرپتومایسین( )تمامی  ها )پنی آنتی بیوتیک 1٪

 (Life Technologies, CA, USA) مواد ذکر شده از شرکت

 37ها در دمثای   تهیه شدند( کشت داده شدند. تمام سلول

داده شثدند. پثس از    رشد CO2درصد  5گراد  درجه سانتی

هثا پاسثاژ    % رسید، سثلول 00ها به  آنکه میزان تراکم سلول

روز یکبار  3ها هر  شدند. محیط کشت رویی سلول میداده 

های  کلیه تست شد. با محیط کشت کامل تازه جایگزین می

انجام شده بثا رعایثت اصثول اخلاقثی و حرفثه ای کثار بثا        

های سلولی و زیر نظر آزمایشگاه  های سرطانی و لاین سلول

سلولی و مولکثولی دانشثگاه تربیثت مثدرس و پژوهشثکده      

 اند. ه انجام رسیدهسرطان معتمد ب

 DNCها با  تیمار سلول

هثثای سثثرطانی و  در مطالعثثات گذشثثته حساسثثیت سثثلول

 MTTرا با استفاده از روش  DNCهای مزانشیمی به  سلول

مورد بررسی قرار دادیم. نتایج کسب شده نشثان دادنثد در   

، مرگ قابثل تثوجهی در   DNCمیکرومولار از  1775غلظت 

غلظت های سرطانی رخ داد در حالی که هیچ اثر این  سلول

. (25)توموری مرتبط نداشت  های غیر تأثیر مضری به سلول

هثثا و بثثا توجثثه بثثه هثثدف مطالعثثه،  بثثا توجثثه بثثه ایثثن داده

را بثثا غلظثثت سثثد    HFSF-PI3و  hBMSCهثثای  سثثلول

ورد ساعت م 36و  24میکرومولار( به مدت 5/17سرطانی )

های مربثوط   قرار گرفتند. پس از انجام تست DNCتیمار با 

 36های تیمار شده با این غلظت در زمان  به آپوپتوز، سلول

هثا مثورد    ساعت جهت بررسثی میثزان تغییثر در بیثان ژن    

بررسی قرار گرفتند. قبل از آنالیز ژنتیکی تحت درمان قرار 

ر دوز ذکثر  دادیم )در این مطالعه برای تأیید بیشتر اینکه د

به طور قابل توجهی باعث مرگ سلولی در این  DNCشده، 

آمیزی تریپان بلو و شمارش سلولی  شود، رنگ ها نمی سلول

های کنترل استفاده  نیز انجام شد( )نانوی بدون بار در گروه

 شد(.

 سنجش آپوپتوز

-Annexin-Vتشخیص آپوپتوز توسط کیت رنثگ آمیثزی   

FLUOS  وPI (Roche Applied Science   طبثق )آلمثان ،

دستورالعمل شرکت سازنده انجام شثد. بثه طثور خلاصثه،      

های شش خانه قرار  سلول در هر چاهک از پلیت 175×106

بثه   DNCمیکرومثولار   5/17داده شدند؛ پس از یک روز با 

هثا تریپسثینه    ساعت تیمثار شثدند. سثلول    36و  24مدت 

دور در دقیقثثه  1200دقیقثثه در  5شثثدند و بثثه مثثدت   

سثلول(   2×106هثا )حثداقل     سانتریفیوژ شدند. این سثلول 

دقیقاً به همان روشی که در دستورالعمل کیت ذکثر شثده   

 FACSCaliburتهیه شثده و سثپس توسثط فلوسثایتومتر     

 مورد تجزیه و تحلیل قرار گرفتند.

time polymerase chain reaction-Realواکنننش 

time PCR)-(Real 

RNA     تثام سثلول توسثطTRIZol (Life Technologies) 

 استخرا  شد. DNCاز    μM 5/17ساعت تیمار با  36پس از 

بثا اسثتفاده از    cDNAتام قبثل از سثنتز    RNAسپس این 

DNase I (Thermo Fisher Scientific USA)   .تیمار شثد

DNA  مکمل با کمک کیتPrimeScript™ RT (Takara 

Bio Inc  میکروگثرم   1، ژاپن( و با اسثتفاده ازRNA   از هثر

 نمونه سنتز شد.

 ®SYBRاز کیثت   Real-time PCRبرای انجثام واکثنش   
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Premix Ex Taq™ II (Takara)    و پرایمرهثای اختصاصثی

(. میثزان  1استفاده شد )جدول   Nanog و  Oct4-B1برای 

2بیان نسبی با استفاده از فرمثول  
−ΔΔCt    محاسثبه شثد و از

GAPDH      به عنوان کنترل داخلثی اسثتفاده شثد. واکثنش

real-time PCR :با کمک برنامه زیر انجام شد 

Holding Stage: 95 °C/30s; Cycling Stage: 

denaturing step: 95°C/5s, followed by 

annealing/extension step 60 °C/35s (Number of 

Cycles: 40). Melt curve analysis stage. 

توالی پرایمرهای اختصاصی مورد استفاده برای انجام  :1جدول 

 داخلی کنترل عنوان به time PCR-real (GAPDHواکنش 

 گرفت(. قرار استفاده مورد

Sequences Gene 

F: GGTTCTATTTGGTGGGTTCC 

R: TTCTCCCTCTCCCTACTCCTC 

OCT4-B1 

F: AATACCTCAGCCTCCAGCAGATG 

R: TGCGTCACACCATTGCTATTCTTC 

Nanog 

F: GTGAACCATGAGAAGTATGACAAC 

R: CATGAGTCCTTCCACGATACC 

Gapdh 

 

 
 

 تحلیل آماری

ها حداقل در سه تکرار انجام شد. برای تجزیه  تمام آزمایش

GraphPad Prismافزار  و تحلیل آماری نرم
®
-tو آزمثون   8 

test     مورد استفاده قرار گرفت. در صورتی کثه تفثاوت بثین

از نظر آماری بود، این تفاوت   p value<0.05ها دارای  گروه

 ده است.دار گزارش ش معنی

 

 ها یافته

هننای  القننای آپوپتننوز و مننری سننلولی در سننلول 

 DNCغیرتوموری توسط 

باعثثث القثثای آپوپتثثوز در  DNCبثثرای تعیثثین اینکثثه آیثثا 

و  hBMSCشثود، هثر دو سثلول     های غیرتوموری می سلول

HSFPI3  ساعت با  36و  24به مدتDNC    .تیمثار شثدند

نشان داده شده اسثت، در مقایسثه    1همانطور که در شکل 

های تیمار نشده، هیچ تغییر قابل توجهی در مثرگ   با سلول

 HSFPI3یثثا  hBMSCدر  DNCسثلولی پثس از تیمثار بثا     

 آپوپتوز، درصد hBMSC(. در p value>0.05مشاهده نشد )
 
 

ساعت  36و  24پس از  MSCs-hBMجهت ارزیابی میزان القای آپوپتوز در  FLUOS/propidium iodide-V-Annexinتست  -1شکل 

، Annexin)-(+V+/PI، آپوپتوز دیرهنگام Annexin)-(−V+/PI، آپوپتوز زود هنگام Annexin)-(−V−/PIهای زنده  . سلولDNCتیمار با 

های  ( نتایج مربوط به این تست در سلولAهای آن هستند.  اعداد هر چارک نشان دهنده درصد سلول. Annexin)-(+V−/PIو نکروز 

MSCs-hBMها با  ، نشان داد که پس از تیمار این سلولDNC  19/7% و 39/4ساعت به طور میانگین به ترتیب  36و  24به مدت %

ها پس از  نشان دادند میزان القای آپوپتوز در این سلول HSFPI3های  لول( نتایج مربوط به تست در سBها القا شد.  آپوپتوز در این سلول

 % محاسبه شد.03/11% و 41/10به ترتیب  DNCساعت تیمار با  36و  24
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 DNCاز μM 5/17ساعت پس از تیمار بثا   36و  24پس از 

 HSFPI3هثای   % بود. تیمار سلول19/7% و 39/4به ترتیب 

 24درصثد پثس از   41/10، حثدود  DNCا همثان غلظثت   ب

ساعت القثا شثد )شثکل     36درصد پس از  03/11ساعت و 

1.) 

بینیم، نتایج تریپان بلثو نشثان    می 2همانطور که در شکل 

 DNCمیکرومثولار   5/17بثا   hBMSCداد که پس از تیمار 

های  ساعت، مرگ سلولی قابل توجهی در سلول 24پس از 

درصثد   10ها حدود  تیمار شده رخ نمی دهد. در این سلول

های زنده( رخ داد که  درصد سلول 90مرگ سلولی )حدود 

هثای تیمثار    از نظر آماری این اختلاف در مقایسه با سثلول 

ها با غلظت ذکر شده  نشده معنی دار نبود. تیمار این سلول

DNC  15ساعت منجر به مرگ سلولی حثدود   36پس از %

 (.2های زنده( شد )شکل  % سلول05~)
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% و 10ساعت به ترتیب  36و  24پس از  DNCمیکرومولار از  5/17با غلظت  MSCs-hMهای  . تیمار سلولنتایج تست تریپان بلو -2شکل 

های کنترل تیمار نشده معنی دار نبود )سمت چپ(. نتایج  که، تفاوت آن با سلول ها القا کرد؛ در صورتی % مری سلولی در این سلول15

مری نسبت به گروه  نیز تفاوت معنی داری در القای DNCمیکرومولار از  5/17با غلظت  HSFPI3های  تست تریپان بلو برای تیمار سلول

 % محاسبه شد(.15% و 17ها به ترتیب  ساعت ایجاد نکرد )میزان مری سلولی القا شده در این سلول 36و  24های  کنترل در زمان

  

 24نیز سثنجش تریپثان بلثو در     HSFPI3های  برای سلول

میکرومثثولار  5/17سثثاعت پثثس از تیمثثار بثثا  36سثثاعت و 

DNC ساعت تیمثار،   24ها پس از  انجام شد. در این سلول

سثاعت درمثان،    36درصد مرگ سلولی و پس از  17حدود 

درصد  03درصد مرگ سلولی رخ داد )به ترتیب  15حدود 

 (.2های زنده( )شکل  درصد سلول 05و 

 

، hBMSCرا در  Nanogو  DNC ،OCT4B1تیمننار بننا  

HSFPI3  وMDA-MB231 کند تنظیم می 

بثا   hBMSCsآشکار کرد کثه تیمثار    real-time PCRنتایج 

5/17μM   ازDNC  باعثثثثث افثثثثزایش بیثثثثانmRNAی 

OCT4B1 سثثاعت پثثس از تیمثثار بثثا  36شثثود. پثثس از  مثثی

DNC ،OCT4B1  هثای نرمثال تیمثار     در مقایسه با سثلول

برابر افزایش یافت. از سوی دیگر، پثس از ایثن    19/2نشده 

قایسثه بثا گثروه تیمثار     نانوگ در م یmRNAتیمار، سطح 

 (.3دار نبود )شکل  نشده/کنترل از نظر آماری معنی

پس از  HSFPI3های  در سلول hBMSC ،OCT4B1مشابه 

افزایش بیان پیدا کرد. با این حال، بر خلاف  DNCتیمار با 

hBMSC  پثثس از ایثثن تیمثثار در ،HSFPI3   سثثطح بیثثان

mRNA  5طثور کثه در شثکل     نانوگ افزایش یافت. همثان 

بثثه ترتیثثب  Nanogو  OCT4B1ان داده شثثده اسثثت، نشثث

سثاعت افثزایش    36برابر پس از درمان  2/5و  73/7تقریباً 

 (.3یافتند )شکل 
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و  MSCs-hBM ،HSFPI3 در Nanog و B1-Oct4ی ژنهای mRNAجهت بررسی میزان بیان  time PCR-realنتایج تست  -3شکل 

MB231-MDA ساعت تیمار با  36. پس ازDNC میزان بیان .mRNA یB1-OCT4 های  در سلولMSCs-hBM  وHSFPI3  افزایش

داری نسبت به گروه کنترل  تفاوت معنی MSCs-hBMهای  در سلول Nanogی mRNAکه، پس از این تیمار میزان بیان  یافت؛ درحالی

داری نسبت  افزایش بیان معنی Nanog ، میزان بیان DNCبا  HSFPI3های  ساعت تیمار سلول 36. پس از )p value (0.9274 =پیدا نکرد 

ی هر دو ژن کاهش پیدا mRNA، میزان بیان DNCها با  پس از تیمار سلول MB231-MDAهای  به گروه کنترل پیدا کرد. در مورد سلول

 (.)p value (0.026 =دار بود  از لحاظ آماری معنی Nanogکه، کاهش  رصورتیدار نبود؛ د در مقایسه کنترل معنی B1-Oct4کرد )کاهش 

 

 5/17با غلظثت   MDA-MB231های سرطانی  تیمار سلول

مربثوط   یmRNAباعث کاهش بیثان   DNCمیکرومولار از 

طثور میثانگین ایثن     شد. به Nanogو  OCT4B1های  به ژن

 (.  3به دست آمد )شکل  54/0و  7/0کاهش بیان به ترتیب 

 بحث

کورکثثومین دنثثدروزومی یثثک نانوفرمولاسثثیون جدیثثد     

. (24)کورکومین برای بهبود اثثر سثد سثرطانی آن اسثت     

هثای   کورکومین در چنین آماده سازی به طور موثر سثلول 

و  (20)، پسثتان  (27)، کولثون  (25)سرطانی گلیوبلاستوما 

کند. علیزاده و همکثاران   را سرکوب می (26)فیبروسارکوم 

 31نشان داد که دندروزوم بثه تنهثایی حتثی بثا دوز      (29)

خطر است. تحقیقثات مثا    گرم بر کیلوگرم در موش بی میلی

هثای   نشان دادند که کورکومین در غلظت موثر برای سلول

و های غیر توموری ندارد  سرطانی، هیچ اثر مضری بر سلول

دهثد )در   هثای بثالاتر رخ مثی    مرگ سلولی فقط در غلظثت 

 30بثه طثور میثانگین     LD50سلول غیثر تومثوری میثزان    

های سرطانی، ایثن   میکرومولار بود در حالی که برای سلول

هثای   . علاوه بر این، داده(25، 24)مقدار بسیار کمتر است( 

میکروسکوپ فلورسثنت نشثان داد کثه کورکثومین ماننثد      

تومثوری  هثای غیر  تواند وارد سثلول  طانی میسرهای  سلول

دهد که شاید یثک مکانیسثم مولکثولی     شود. این نشان می

تومثوری چنثین   هثای غیر  ود دارد که توسثط آن سثلول  وج

 آورند.   دست می مقاومتی در برابر کورکومین به

کثه کورکثومین بثا فعثال       طهماسبی و همکاران نشثان داد 

 Nanogو  OCT4B1، SOX-2میزان بیان  miR-145کردن 

دهثد. از آنجثایی    های سرطانی کاهش می در سلول (25)را 

ها به عنوان عوامل سثد آپوپتوتیثک قثبلا     که نقش این ژن

، در مطالعه حاسر نیثز ایثن   (30،31 ،23)بررسی شده است 

مجثددا مثورد    MDA-MB231های سثرطانی   امر در سلول

بررسی قرار گرفت که نتایج بثه دسثت آمثده بثا مطالعثات      

هثا را بثه عنثوان عوامثل      قبلی همخوانی داشت. ما ایثن ژن 

احتمالی این تعار  در نظر گرفتیم. بثرای پاسثخ بثه ایثن     

های بنیادی طبیعثی بثا غلظثت سدسثرطانی      سوال، سلول

کورکومین دندروزومی تحت تیمار قرار گرفتند و چگثونگی  

های پرتثوانی را بررسثی کردنثد. از     غییر بیان برخی از ژنت

سوی دیگر، ما فثر  کثردیم کثه کورکثومین دنثدروزومی      

هثای   ممکن اسثت بثه عنثوان یثک اسثترس بثرای سثلول       

ها معمثولا آپوپتثوز را در    غیرتوموری احساس شود. استرس

کنند. بنابراین، ما میثزان آپوپتثوز ناشثی از     ها القا می سلول

های غیر تومثوری در غلظتثی مثوثر     ا در سلولکورکومین ر

های سرطانی ارزیابی کثردیم. در یثک سثنجش     برای سلول

وابسثثته بثثه زمثثان، مشثثخص شثثد کثثه القثثای آپوپتثثوز در  

 hBM-MSCو  HSFPI3هثثای بنیثثادی مزانشثثیمی  سثثلول
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میکرومثثولار  5/17سثثاعت پثثس از تیمثثار بثثا    36حتثثی 

قبلثی مثا   کورکومین بسیار کم است، در حالی که مطالعثه  

تثوجهی دچثار    طور قابل های سرطانی به نشان داد که سلول

شثثده سثثلولی در ایثثن زمثثان و غلظثثت  ریثثزی مثثرگ برنامثثه

 .(24 ،17 ،12)شدند  می

های سرطانی، میزان بیان  جالب توجه است، برخلاف سلول

mRNAی OCT4B1     5/17در پاسثثثخ بثثثه تیمثثثار بثثثا 

های  سلول میکرومولار کورکومین به میزان قابل توجهی در

هثثای بنیثثادی افثثزایش یافثثت. ایثثن  فیبروبلاسثثت و سثثلول

ممکن است در ایثن   OCT4B1دهد که  مشاهدات نشان می

پاسخ مقاومت نقش داشته باشد. فراشاهی و همکاران تأیید 

در پاسثثخ حرارتثثی و اسثثترس   OCT4B1کثثرده انثثد کثثه  

ژنوتوکسیک و مقاومت در برابر آپوپتوز نقثش دارد. میثزان   

تحثت   AGSهثای سثرطانی    پوپتوز نیثز در سثلول  افزایش آ

مشاهده شده اسثت؛ ایثن امثر     OCT4B1-siRNAدرمان با 

نشان دهنده تأثیر آن در تنظیم آپوپتوز در سثرطان معثده   

. وانثثگ و همکثثاران نشثثان دادنثثد کثثه بیثثان   (32)اسثثت 

OCT4B-190   ایزوفثثرم دیگثثری از پثثروتوین ایثثن ژن( در(

طول شوک حرارتی و استرس اکسیداتیو در یک ترجمه بثا  

هثایی   توالی IRES ( internal ribosome entry siteواسطه 

هستند که در ترجمه مسثتقل از کلاهثک نقثش     RNAدر 

رغثم ترجمثه    . علثی (33،34)شثود   بسیار تنظیم می دارند(

ولاً در طول تکوین، استرس ها معمIRESمتعارف کلاهک ، 

، c-myc های یوکاریوتی از جملثه  یا بیماری در برخی از ژن

Bip  یاVEGF به طور مشثابه،  (36، 35)شوند  استفاده می .

در طول  ECو  ESدر  OCT4B-265گزارش شده است که 

به طور فعثال   P53شرایط ژنوتوکسیک تنظیم شده است و 

 .  (37)در این پاسخ دخالت دارد 

هثای فیبروبلاسثت، نشثانگر     ، در سثلول OCT4B1علاوه بر 

نیثز بثه طثور قابثل تثوجهی در       Nanogهای بنیادی  سلول

تنظیم شد. ایثن یافتثه ممکثن اسثت از      DNCغلظت موثر 

هثثای اسثثترس پشثثتیبانی کنثثد.  در پاسثثخ Nanogدخالثثت 

را  Nanogشواهد کمی وجود دارد که نقش سد آپوپتثوزی  

ژن باعثث افثزایش آپوپتثوز در    دهد. سرکوب این  نشان می

. زو و (30)شثود   های زایای اولیه مهثاجر مثوش مثی    سلول

از  Nanogو  OCT4همکثثاران نشثثان دادنثثد کثثه کثثاهش   

کنثد   های سرطانی پثانکراس جلثوگیری مثی    پرتوانی سلول

نشثان   (40)و همکثاران   Hjelmeland. علاوه بر این، (39)

 OCT4 و Nanogی ها mRNAداد که استرس اسیدی بیان 

دهد. بثه   های بنیادی سرطان گلیوما افزایش می را در سلول

در اسثترس هیپوکسثی    Nanogرسد کثه افثزایش    نظر می

هثای تومثور    در سثلول  Nanogنقثش دارد و از بثین بثردن    

هیپوکسیک مقاومت تومور را در برابثر کشثتن وابسثته بثه     

CTL (41)دهد  کاهش می. 

و همکاران انجام شثد،   Igor Maticای که توسط  در مطالعه

در  Sox2و  OCT4آنهثثا نشثثان دادنثثد کثثه سثثطح بیثثان    

)یثثک رده سثثلولی   A1235هثثای سثثرطانی ماننثثد   سثثلول

)رده سلولی سرطان کبثد( بسثیار    HepG2گلیوبلاستوما( و 

. در اینجا برای اولین بارنشثان دادیثم کثه    (42)بالاتر است 

ح توموری با کورکثومین، سثط   های غیر پس از درمان سلول

هثا   در ایثن سثلول   Nanogو/یا  OCT4-B1ی mRNAبیان 

طور که در بالا توسیح داده شد، ایثن   یابد. همان افزایش می

ها در فرآیندهای فیزیولوژیکی از جمله پرتثوانی و خثود    ژن

هثای غیثر تومثوری     نوسازی در سرطان و همچنین سثلول 

کنند. در این مطالعه تغییر بیان دو ژن  نقش مهمی ایفا می

اساسی مربوط به پرتوانی و خونوسازی مثورد بررسثی قثرار    

هثای اساسثی مربثوط بثه ایثن       توان سثایر ژن  اند، می گرفته

مسیرها را نیز مورد بررسی قرار داد. جهت تأیید نتثایج بثه   

توان مطالعه حاسر با ناک داون یا ناک اوت  دست آمده، می

 های ذکر شده نیز مورد ارزیابی قرار داد. ژن

 یریگ نتیجه

-hBMدهد که پس از تیمثار   نتایج مطالعه حاسر نشان می

MSCs      به عنوان یک سلول بنیثادی طبیعثی( بثا غلظثت(

های سثرطانی، باعثث افثزایش     سمی کورکومین برای سلول

شود. با توجه به ایثن   می Nanogو  OCT4-B1های  بیان ژن

افثثزایش بیثثان، همثثراه بثثا خثثواص سثثد تومثثوری مفیثثد    
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 هثا  TICاحتمالی آن در کنثار توسثعه   کورکومین، پتانسیل 
 نباید نادیده گرفته شود.

 تعارض منافع

 هیچگونه تعار  منافعی در پژوهش حاسر وجود ندارند. 
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