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Background: The recent studies on BEZ235 (PI3K/AKT inhibitor) and XAV939 (WNT/βcatenin inhibitor) 
have shown promising results in colon cancer treatment. Many studies have suggested the effects of BEZ235 
and XAV939 on colon cancer cells in combination with an environmental cytokine, such as IL1-β, by analyzing 
the anti-proliferative effects of tumor cells and cell death. The present study was carried out to comprehend 
the effect of pro-inflammatory cytokine interleukin1- beta (IL1-β) around the tumor on these two drugs and 
also the response of colon tumor cells to new therapeutic methods.  
Materials and Methods: In the current experimental study, cancer cells were treated with IL1-β, BEZ235, 
and XAV939, alone and in combination. The percentage of cell survival was evaluated using MTT method. 
Flow cytometry was used to detect cell death. All cultures were performed in triplicate. Also, all statistical 
analyses were performed using GraphPad Prism 6 software. 
Findings: The results of the present study showed that BEZ235 significantly reduced the proliferation of 
the large intestine tumor cells, while XAV939 treatment increased the cell death up to  22.5 percent after 
72h (p<0.05). The pro-inflammatory IL1-β significantly increased the sensitivity of the cancer cells to the 
XAV%31)  939, p<0.05).
Conclusion: It seems that the presence of the pro-inflammatory IL1-β improves the inhibitory effect of 
XAV939 on cancer cells, but it has no significant effect on the inhibitory effect of BEZ235.
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مقدمه:
ژن  خانواده  است.  بیولوژیك  اثر  چندین  با  پیش التهابی  سایتوکاین  اینترلوکین-1، 
اینترلوکین-1 روی کروموزوم 2q13-14 قرار گرفته و سه پروتئین اینترلوکین-1 الفا، 
اینترلوکین-1بتا و رسپتور طبیعی اینترلوکین1- را کد می کند(1,2). اینترلوکین-1بتا به 
طور عمده توسط منوسیت های موجود در جریان خون و ماکروفاژهای قرار گرفته در 
بافت تولید می شود و هر دو التهابات حاد و مزمن را میانجی گری می کنند. به تازگی این 
سایتوکاین به دلیل استعداد در تحریك تومورهای محیطی از طریق افزایش در تکثیر 
 سلولی و آنژیوژنزیز بافتی در شکل گیری سرطان بسیار مورد توجه قرار گرفته است. 
اینترلوکین-1بتا به عنوان یك سایتوکاین پیش التهابی در ایجاد التهاب و تشکیل تومور 
Epithelial mesan-  روده بزرگ نیز نقش اساسی را ایفا می کند. در حقیقت، فنوتیپ

chaymal transition (EMT) (فنوتیپی که به پیشبرد تومور منجر می شود) القا شده 

می دهد  افزایش  را  بدخیمی ها  با  مرتبط  مارکرهای  بیان  1بتا  اینترلوکین-  واسطه  به 
پیام رسانی  مسیرهای  است  قادر  همچنین  1بتا  اینترلوکین-  محیطی  پاسخ   .(1,3،6)
داخل سلولی PI3K/Rac و IL1RI/βcatenin را فعال کند و منجر به نسخه برداری از 
IL1β/ شود(7). فعال شدن مسیر پیام رسانی EMT روی ژن های درگیر در پروسه
آن  دنبال  به  و  شده  سلول   هسته  در  بتاکاتنین  تجمع  به  منجر   IL1RI/βcatenin
فعال  همچنین  می شود(8).  سرطانی  سلول های  مهاجرت  و  تهاجم  تکثیر،  به  منجر 
شدن بیش از حد مسیر پیام رسانی بتاکاتنین در سرطان روده بزرگ  می تواند به ایجاد 
مسیر  منجرشود.   PI3K/AKT مسیر  مهارکننده های  به  مقاومت  و  دارویی  مقاومت 
PI3K/AKT نه تنها نقش مهمی در تکثیر سلولی و حفظ و بقای سلول های بدخیم 

دارد، بلکه در پیشرفت سرطان روده بزرگ دارای اهمیت ویژه ای  دارد (9).
(مهارکننده   BEZ235 به  می توان  کولون  سرطان  درمان  برای  نوین  داروهای  از 

مقاله پژوهشی

سابقه و هدف: مطالعه های اخیر  روی BEZ235 )مهارکننده مسیر PI3K/AKT( و XAV939 )مهارکننده بتاکاتنین(، نتایج  امیدبخشی را در درمان سرطان روده 
بزرگ نشان داده اند. مطالعه های بسیاری بررسی اثر پاسخ سیتوکین های محیطی تومور بر نوع پاسخ سلول های سرطانی روده بزرگ به روش های درمانی جدید را 
پیشنهاد می دهند. هدف از این تحقیق، بررسی اثر سایتوکاین التهابی محیطی مانند IL-1β اطراف تومور بر کارایی این دو دارو و همچنین بررسی  واکنش سلول های 

توموری روده بزرگ به درمان های جدید است. 
مواد و روش ها: در این مطالعه تجربی، سلول های سرطانی با IL-1β، BEZ235 و XAV939 به صورت تنها و در ترکیب با هم تیمار شدند. درصد بقای سلول ها با 
استفاده از روش MTT ارزیابی شد. از روش فلوسایتومتری برای تشخیص مرگ سلولی استفاده شد. هر گروه سلولی به صورت سه بار تکرار انجام شده است. تمامی 

آنالیزهای آماری با استفاده از گراف پد پریسم 6 انجام شد.
یافته ها: نتایج این تحقیق نشان داد که BEZ235 به طور معناداری تکثیر سلول های توموری روده بزرگ را کاهش داد، در حالی که تیمار با XAV939 به مدت 
72 ساعت مرگ سلولی را به میزان 22.5 درصد افزایش داد (p<0.05). سیتوکین التهابی  IL-1β به طور معناداری حساسیت سلول ها را نسبت به XAV939 افزایش 

.(p<0.05 ,31%)داد
نتیجه گیری: به نظر می رسد که حضور سایتوکاین پیش التهابی IL-1βاثر مهاری XAV939 روی سلول های سرطانی را تقویت می کند، در حالی که تاثیری روی 

افزایش خواص مهاری BEZ235 ندارد.

واژگان کلیدی:XAV939, BEZ235, IL-1β و سرطان روده بزرگ
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بنابراین  کرد(9).  اشاره  بتاکاتنین)   (مهارکننده   XAV939 و   (PI3K/AKT مسیر 
روده  سرطانی  سلول های  پاسخ گویی  بر  تومور  اطراف  سایتوکاین های  اثر  شناسایی 
بزرگ به درمان با داروهای جدید بسیار حائز اهمیت است. همچنین مکانیسم های 
آن  ارتباط  و   PI3K/AKT مسیر  مهارکننده های  به  دارویی  مقاومت  ایجاد  مولکولی 
بزرگ  روده  سرطان  در   WNT/βcatenin پیام رسانی مسیر  و  اینترلوکین-1بتا  با 
ناشناخته باقی مانده است و نیاز به بررسی های بیشتری دارد. بنابراین، در این مطالعه 
اثر ترکیبی مهارکننده های مسیر PI3K/AKT و WNT/βcatenin در مجاورت 
اینترلوکین1بتا بر روند درمان سرطان روده بزرگ بررسی شده است.مواد و روش ها: 
در این مطالعه تجربی، سلول های سرطانی روده بزرگ (CACO2) در محیط کشت 
RPMI1640 (Gibco, UK) حاوی 20درصد سرم جنین گاو (FBS) و یك درصد 
درجه،   37 دمایی  شرایط  تحت  استرپتومایسین،  و  پنی سیلین  آنتی بیوتیك های 
CO2 5 درصد و رطوبت 95 درصد کشت داده شدند. ابتدا سلول ها را به دو گروه 
تقسیم کردیم و یك گروه را  بدون تیمار با سیتوکین و یك گروه را با 20 نانوگرم  
اینترلوکین1بتا (Ebioscience) (10,11) برای مدت 14 روز کشت داده شد. سپس 
سلول ها با غلظت 240 و 220 نانومولار BEZ235(Cayman) و/یا 10 میکرومولار 

XAV939 (Tocris) (12,13)به مدت 48 و 72 ساعت تیمار شدند.
میزان بقای سلولی  و همچنین میزان IC50 داروی BEZ235 با استفاده از روش 
 diphenyl tetrazolium  2,5-[yl-2-dimethylthiazol-4,5]-3)  MTT
نمك  آنزیمی  شکستن  پایه  بر   MTT روش   . است  شده  بررسی   (bromide
تترازولیومی باشد. واکنش در پلیت سلولی 96 خانه انجام شد. تعداد103 ×3 سلول 
در هر چاهك حاوی محیط کشت اضافه شد و سپس سلول ها با غلظت های مختلف 
mg/  با غلظت  MTT تیمار و انکوبه شدند. نمك BEZ235 500-100 نانومولار

ml 2/5 بعد از گذشت 48 و 72 ساعت به محیط کشت سلول ها اضافه شد، سپس 
بعد از سه تا چهار ساعت انکوباسیون در دمای 37 درجه، میزان جذب نوری دانه های 
فورمازان حل شده در دی متیل سولفوکساید در طول موج 595 نانومتر با استفاده 
از اسپکتروفتومتر اندازه گیری شد(14). هر آزمایش به صورت مستقل سه بار تکرار 

شده است.
سرطانی  سلول های  مرگ  القای  در   XAV939 و   BEZ235 توانایی  بررسی  برای 
 Annexin روده بزرگ، از روش فلوسایتومتری  استفاده شد. در این روش از کیت
 ,(V-FITC/propidium iodide (PI) apoptosis kit (BD Biosciences
طبق  شد.  استفاده   (Partec system, Germany) فلوسیتومتری  دستگاه   از  و 
محلول  با  تیمار  از  بعد  شده  مطالعه  سلول های  کیت،  سازنده  شرکت  دستورالعمل 
PBS سرد شست وشو داده و جمع آوری شدند. سپس 100 میکرولیتر باندینگ بافر با 
غلظت 1x به سلول ها به تعداد 106×1اضافه شد و سوسپانسیون سلولی مذکور با 
5 میکرولیتر  Annexin V-FITC و PI برای مدت 15 دقیقه در دمای اتاق و محل 
شده  ارزیابی  فلوسایتومتری  دستگاه  با  سلولی  مرگ  انتها،  در  شدند.  انکوبه  تاریك 

است(15). هر آزمایش به صورت مستقل سه بار تکرار شده است.

یافته ها: 
 :XAV939 و BEZ235 سایتوتوکسیسیتی القاشده به واسطه

به   BEZ235 تاثیر  شد.  بررسی    MTT روش  به    BEZ235ترکیب  IC50 میزان 
صورت وابسته به دوز و زمان قابل مشاهده بود به طوری که با افزایش زمان و افزایش 
دوز، مرگ سلولی نیز افزایش یافت. در صورتی که در مورد ترکیب XAV939 تاثیر 
وابسته به دوز و زمان نبود. میزان IC50 برای ترکیب BEZ235 بعد از گذشت 48 
با   BEZ235 ترکیبی  درمان   در  بود.  نانومولار   220 و   240 ترتیب  به  ساعت   72 و 
XAV939 به مدت 48 ساعت تغییر چندانی در کاهش بقای سلول ها نداشت. در درمان 
اثر   ،(12,13) میکرومولار   10 غلظت  با  ساعت   48 یا   24 مدت  به   XAV939 تکی 
سایتوتوکسیك معناداری روی سلول های CACO2 نداشت. غلظت های 240 و 220 
سلول های  روی  معناداری  مهارکنندگی  اثر  تنهایی  به   BEZ235 ترکیب  از  نانومولار 
سلول های  درصد  حال،  این  با   .(1 شماره  (p<0.01-50%) (نمودار  داشت   CACO2
زنده در شرایط ترکیب XAV939  با BEZ235 به مدت 72 ساعت از 52 درصد به 37 

درصد، نسبت به گروه کنترل کاهش پیدا کرد  (p<0.01)(نمودار شماره 1). 

مجاور  سلول های  بقای  درصد   CACO2.سلول های بقای  درصد   :1 شماره  نمودار 
شده با  IL-1β و مجاور نشده با 240 و 220 نانومولار BEZ235 و 10هزار نانومولار 
 MTT به تنهایی و در ترکیب باهم بعد از 48 و 72 ساعت را به روش XAV939
نشان می دهد. (P<0.05)= *  و  (P<0.01)=** است. هر آزمایش به صورت مستقل 

.((mean ± SD سه بار تکرار شده است

CACO2: اثر اینترلوکین یک بتا بر بقای سلول های سرطانی
برای بررسی اثر اینترلوکین یك بتا به عنوان یك سایتوکاین محیطی تومور بر بقای 
مجاور  سیتوکین  این  با  روز   14 مدت  به  سلول ها   ،CACO2 سرطانی  سلول های 
 XAV939 و یا BEZ235 شدند، پس از آن سلول ها به مدت 48 و 72 ساعت با
تیمار شدند. نتایج نشان داد که IL1-β به تنهایی تغییری در بقای سلولی نمی دهد، در 
حالی که تیمار سلول ها با β-IL1 و BEZ235 بقای سلولی را پس از مدت 48 و 
72 ساعت به میزان 51 درصد و 54 درصد نسبت به گروه کنترل به صورت معناداری 
کاهش داد(p<0.01)  (نمودار شماره 1). تیمار سلول های مجاور شده با IL1-β، با 
XAV939 تاثیر معناداری روی بقای سلولی نداشت، اما ترکیب دو مهارکننده درصد 
سلول های زنده تیمار شده با β-IL1 را پس از 48 و 72 ساعت به طور معناداری 
به ترتیب به اندازه 47 درصد و 42 درصد کاهش داد (p<0,05) (نمودار شماره 2). 

 

در  سلولی  مرگ  فلوسایتومتری,  نتایج  شده.  القا  سلولی  مرگ   :2 شماره  نمودار 
گروه های سلولی مجاور شده با IL-1β و مجاور نشده با(IL-1β, 240h48) و 220 
(72h) نانومولارBEZ235 و 10 میکرومولار XAV939 به تنهایی و در ترکیب باهم 

سایتوکاین پیش التهابی اینترلوکین-1بتا / 490  
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بعد از 48 و 72 ساعت را نشان می دهد.   P<0.05=*و P<0.01=** است. هر نمونه 
.((mean ± SD سه بار تکرار شده است

: CACO2 القای مرگ سلولی در سلول های
Annexin-V/ برای بررسی اثر ضد تکثیری، القای آپوپتوز و مرگ سلولی از کیت
 72 و   48 از  پس   BEZ235 که  دادند  نشان  نتایج  شد.  استفاده   PI apoptosis
ایجاد  سلولی  مرگ  در  را  معناداری  تغییر  ساعت   48 از  پس   XAV939 و  ساعت 
ساعت   72 از  پس     XAV939که حالی  در   .(2 شماره  (نمودار    (0,05<p)نکرد
در   (0,05>p)درصد  22,5 میزان  به  سلولی  مرگ  افزایش  سبب  معناداری  طور  به 

سلول های تیمار نشده با IL-1β شد(نمودار شماره 2) .

تاثیر اینترلوکین یک بتا روی مرگ سلولی: 
سلول های تیمار شده با IL-1β پس از مجاورت با میزان غلظت IC50 تعیین شده 
برای BEZ235، در انکوباتور قرار داده شدند و سپس با رنگ های Annexin V و 
PI برای بررسی فلوسایتومتری رنگ آمیزی شدند. میزان مرگ سلولی در سلول های 
به   BEZ235 با  مجاورت  در  سیتوکین  این  با  نشده  تیمار  یا   IL-1β با  شده  تیمار 
معناداری  تفاوت  کنترل  گروه  با  مقایسه  در  ساعت   72 و   48 مدت  به  تکی  صورت 
 IL-1β نمودار شماره 2). همچنین مجاورت سلول های تیمار شده ،(p>0.05 نداشت
داشت  (p<0.01)(نمودار  افزایش  درصد   31 میزان  به   48 مدت  به    XAV939 با 
شماره 2). در شرایط ترکیب دو مهارکننده، مرگ سلولی به مدت 48 ساعت افزایش 
پیدا کرده بود اما این تغییر معنادار نبود، ولی بعد از 72 ساعت مرگ سلولی هم در 
سلول های از قبل تیمار شده با IL-1β (به میزان 18 درصد) هم در سلول های تیمار 

(p<0.05)(به میزان 14 درصد)در حد معناداری افزایش یافت IL-1β نشده با

بحث:
نتایج پژوهش ما نشان داد که BEZ235 با یك روند وابسته به دوز و زمان باعث 
کاهش تکثیر سلول های سرطانی CACO2  می شود، به  طوری که در هر یك از 
کاهش  زنده  سلول های  نسبت  دارو،  غلظت  افزایش  با  ساعت   72 و   48 زمان های 
بیشتری داشت. آثار مهاری این مهارکننده جدید مسیر PI3K/AKT روی چندین 
در  است.  شده  بررسی  این  پیشاز  مختلف  بافت های  در  سرطانی  سلول های  از  رده 
از  سرطانی  سلول های  روی  ترکیب ها  این  تکثیری  مهاری  آثار  نیز  مطالعه ها  این 
جمله سرطان پروستات، معده و ریه دیده شده است(16،18). در مطالعه ای که در 
شده  مشاهده  شد،  انجام   HT115 کولورکتال  سرطان  سلول های  روی   2015 سال 
است که XAV939 به کاهش در زیست پذیری این سلول ها منجر شده است(19). 
همچنین در مطالعه های دیگری  نشان داده شده است که این مهارکننده به صورت 
سلول های  زیست پذیری  در  کاهش  و  تکثیر  مهار  به  قادر  زمان،  و  دوز  به  وابسته 
OLN-93  سیستم اعصاب مرکزی، SW13 و H295R  تومورهای آدنوکورتیکال 
 CACO2 بر زیست پذیری سلول های XAV939 است(13,20).در پژوهش ما، اثر
 CACO2 سلول های  روی  زیست پذیری  ضد  اثر  و  نبود  زمان  و  دوز  به  وابسته 

توجهی  قابل  سطح  در  را  سلولی  مرگ  توانست  ساعت   72 از  پس  اما  نداشت 
 XAV939 ترکیبی  درمان  که  داده اند  نشان  نیز  پیشین  مطالعه های  دهد.  افزایش 
کیناز)  تیروزین  و Erlotinib (مهارکننده    (mTOR مهارکننده) Everolimus با
مهار  افزایش  به  سینرژیك  صورت  به  و  داده  افزایش  را  آن ها  سایتوتوکسیك  اثر 
رشد سلول ها منجر می شود(21). همچنین در مطالعه دیگری نشان داده شده بود 
 5florouracil  توسط شده  القا  اپوپتوز  افزایش  به  ویژه ای  طور  به   XAV939 که 
به  را  شده  القا  سلولی  مرگ    XAV939 نیز  ما  مطالعه  در  است(22).  منجرشده 
  XAV939افزایش داد و در واقع نتایج این طور نشان می دهند که BEZ235 واسطه
در  می کنند.  ایجاد  بیشتری  سایتوتوکسیك  اثر  یکدیگر  با  ترکیب  در   BEZ235 و 
این مطالعه، IL-1β تاثیری در زیست پذیری سلول های سرطانی  CACO2 نداشت 
ساعت   72 و   48 گذشت  از  پس   IL-1β و   BEZ235 با  شده  تیمار  گروه های  در  و 
کاهش  زیست پذیری همانند سلول های تیمار نشده با  IL-1β بود. همچنین ترکیب
BEZ235  وXAV939 همراه با IL-1β به کاهش زیادی در زیست پذیری سلول ها 
IL- منجر شد. در مطالعه ما، افزایش مرگ سلولی القا شده در گروه تیمار شده با
1β و XAV939 پس از گذشت 48 ساعت بسیار قابل توجه بوده که این می تواند 
چراکه  باشد.   XAV939 توسط   Wnt/b-catenin  پیام رسانی مسیر  مهار  دلیل  به 
مطالعات نشان داد  ه اند حضور و سیگنالینگ IL-1β  می تواند به افزایش فعالیت این 
سهم  التهاب  شده،  انجام  مطالعه های  به  باتوجه  تازگی  به  شود(7,9).  منجر  مسیر 
و  التهاب  بین  جدید  مولکولی  ارتباط  یك  و  دارد  سرطان  فیزیوپاتولوژی  در  مهمی 
التهابی پیش  سایتوکاین  که   داده اند  نشان  مطالعه ها  دارد.  وجود  تومور   پیشرفت 
 اینترلوکین-1بتا تولید شده توسط ماکروفاژهای اطراف تومور از طریق فسفریله و 
غیر فعال کردن GSK3 به واسطه فعال کردن مسیر PI3K/AKT سبب افزایش 
بیش از حد فعالیت مسیر Wnt/βcatenin و در نهایت به افزایش رشد و تکثیر 
NVP- با  سلول ها  تیمار  ما  مطالعه  در  منجرمی شود(22,23).  توموری  سلول های 
BEZ235 و XAV939 به صورت ترکیبی به میزان قابل ملاحظه ای مرگ سلولی 
را در سلول های مجاور شده با اینترلوکین-1بتا افزایش داد که این در واقع به دلیل 
نتایج  بود.  هم زمان  طور  به   Wnt/βcatenin و  PI3K/AKT مسیر دو  هر  مهار 
این مطالعه نشان می دهد که در حضور اینترلوکین-1بتا کاراییXAV939 به میزان 
قابل توجهی افزایش می یابد، در حالی که اثر NVP-BEZ235 به تنهایی در حضور 
می توان  و  است  برخوردار  کمتری  کارایی  از   XAV939 به  نسبت  اینترلوکین-1بتا 
موثرتر  می تواند  سایتوکاین  این  حضور  در  ترکیبی  درمان  که  گرفت  نتیجه  این طور 

واقع شود.
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