
 1399تابستان (، 79)پياپی  3، شماره 22جلد  -كومش

534 

 

 

 کيلوسم ياهدر رده سلول نيهورمون ملاتون کيو آپوپتوت کيتوتوکسياثرات سا
NB4 

 

  )Ph.D(*2 داوود بشاش ،)M.Sc(2 رآذيآوا صفراوغل ،)M.Sc(2 رپووسفي نيرام ،)Ph.D(1 يمهرپور هيمهد
 رانیتهران، ا ،یبهشت دیشه یدانشگاه علوم پزشک ،یراپزشکیو بانک خون، دانشکده پ یگروه هماتولوژ ان،یدانشجو یپژوهش تهیکم  -1

  رانیتهران، ا ،یبهشت دیشه یدانشگاه علوم پزشک ،یراپزشکیپ دانشکده خون، و بانک یهماتولوژگروه  -2

 ده يچك
 يلذا جستجو برا باشند،يعوامل م نيکننده مصرف امحدود از عوامل يدرمانيميش يداروها يبالا و عوارض جانب تيسم هدف:

در  ينه تنها نقش مهم آل،نهيغده پ يمحصول اصل ن،يادامه دارد. ملاتون ترشيب ييتر و کارآکم تيبا سم ديجد يداروها افتني
از تومورها اعمال  ياگسترده فيرا در ط يو آپوپتوز ويفراتيپرولياثرات آنت نيچنهم هبلک کند،يم فايا يروزشبانه تمير ميتنظ

 ي)مشتق شده از لوسم NB4 يهاآپوپتوز در سلول يدر کاهش بقا و القا نيملاتون يدارو ريتاث يمطالعه بررس ني. هدف از ادينمايم
 .حاد( است کيلوستيپروم

مختلف دارو  يهابا غلظت NB4 يهاسلول ن،يملاتون کيتوتوکسياثرات سا يابيجهت ارز ،يمطالعه تجرب نيدر اها: مواد و روش
 نيچنو هم ROS دي، تول3کاسپاز  تيفعال زانيها، القا آپوپتوز، مسلول کيمتابول تيشدند. سپس فعال ماري( تمولاريليم 2و  1، 5/0)
کاسپاز  تيفعال يابيارز تي، کAnnexin-V/PI يزيآم، رنگMTT assay يهاتست قيطر از بيمرتبط با آپوپتوز به ترت يهاژن انيب

 .قرار گرفت يابيمورد ارز RQ-PCRو  يسلول ROS يابيارز تي، ک3
به صورت وابسته به دوز و زمان  NB4 يهاسلول کيمتابول تيمنجر به کاهش فعال نيحاصل نشان داد که ملاتون جينتا ها:يافته

 شي، افزا3کاسپاز  تيالقاء فعال قياز طر نيملاتون کيضد لوسم ريتاث آن است که احتمالاً گرانيب جينتا ن،يچن(. هم>05/0P) گردديم
 .(>05/0P) رديگيصورت م Baxو  Bcl-2  ،Survivinيهاژن انيسطح ب رييو تغ ROS يسطح داخل سلول

 کيبوده و به عنوان  NB4 يهادر سلول کيتوتوکسياثرات سا يدارا نيمطالعه نشان داد که ملاتون نيا جينتا گيري:نتيجه
 .باشديمطرح م APLدر درمان  دبخشيام ديکاند يدارو
  

 خون پروميلوسيتي حاد سرطان ، آپوپتوز ن،يملاتونهاي کليدي: واژه
 

 مقدمه
درصد  ۵-۱۰ لي( با تشکAPLحاد ) کيتيلوسيپروم يلوسم

 نيترشده از شناخته يکيحاد،  يديلوئيم يهاياز موارد لوسم
 نيترشيکه ب روديم شماربه کيهماتولوژ يهايميانواع بدخ

 رياخ يهاسال ي[. ط۱،2جوانان دارد ] نيرا در ب وعيش
از  يعيوس فيگوناگون ط يشگاهيو آزما يمولکول يهايبررس

 اندکرده ييرا شناسا يماريب نيمرتبط با ا يکيژنت يهايناهنجار
و  ۱۵دو کروموزوم  نيب ييجااز جابه توانيم نيب نيا در[. 3]

 جاديشده و با ا افتي APLدرصد موارد  ۹۷نام برد که در  ۱۷
 PML/RARα کيمريکا نيو پروتئ PML/RARα يبيژن ترک

 گريد افتني يبرا هاوجود، تلاش ني[. با ا4همراه است ]
مقاومت  يهاسميمکان نيچندر پاتوژنز و هم ليدخ يسازوکارها

[. با ۵چنان ادامه دارد ]هم يدرمانيميش يبه درمان با داروها
 ني، اAPL مارانيدر درمان ب ATRA ينقش دارو ييشناسا

کار گرفته هب APL مارانيدرمان ب يدارو به صورت گسترده برا
دارو،  نيبا ا مارانياز ب ييبالا صددرمان در رغميشد. عل
مقاومت  جاديو ا دياس کينوئيسندروم رت لياز قب ييهاتيمحدود

درمان با  يهادرمان شده به عنوان چالش مارانيبه دارو در ب
ATRA دياکسيتر کي[. هر چند درمان با آرسن6ماند ] يباق 

(AS2O3 )مقاوم به  مارانيدر ب يدرمان يهاياز استراتژ يکي
ATRA و  تيدارو، سمّ نيمطلوب ا ياست؛ اما در کنار اثربخش

 باشنديمصرف آن م ياز عوامل محدودکننده برا يعوارض جانب
تومور  يکه برا يعوامل درمان ييشناسا ي[. لذا جستجو برا۷]

داشته  ينييپا يحال عوارض جانب نيداشته باشند و در ع تيسمّ
درمان  يکه برا يعوامل زاستفاده ا نيب نيباشند ادامه دارد. در ا

حائز  يدرمان ياستراتژ کي شوندياستفاده م هايماريب ريسا
دارو به  کينتيو ک تيحالت سمّ نيدر ا رايخواهد بود؛ ز تياهم
بشود.  يبه سرعت وارد فاز درمان توانديشناخته شده و م يخوب

 1/11/1398 تاريخ پذيرش: 5/8/1398تاريخ دريافت:      ashash@sbmu.ac.ird.b       22۷1۷504-021 تلفن:نويسنده مسئول،  *
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 ۵ لياست N) نيبه ملاتون توانيم يعوامل درمان نياز جمله ا
 پتوفانيتر نهيآمدي( اشاره کرد که مشتق اسنيپتاميرت يمتوکس

 مغز ه،يشبک رينظ هاارگان ريو سا آلنهيپ يبوده و توسط غده
نه تنها از  ني[. ملاتون۹،8] شوديم ديتول موسياستخوان و ت

است، بلکه در  يروزشبانه تمير ميتنظ يبرا ياصل يهاواسطه
 يهاکاليراد زدودناز التهاب،  يريشگيپ ،يمنيا ستميس ليتعد

 ن،يچن[. هم۱۱،۱۰گشاد شدن عروق نقش دارد ] آزاد و
 نيملاتون که اندمختلف صورت گرفته نشان داده يهاپژوهش

از  يعيوس فيدر ط يزآپوپتوشيو پ يرياثرات ضدتکث يدارا
 يعامل ضدتومور کيتوپر بوده و به عنوان  يتومورها

انجام شده  عاتراستا مطال ني. در اباشديمطرح م دبخشيام
پستان و  يهادر سرطان نيملاتون زيتجو که اندنشان داده

همراه  يدرمان ديفوا جهيو در نت يسلول ريپروستات با مهار تکث
صورت گرفته  يهايبررس گر،يد يي[. از سو۱3،۱2] باشديم

با  نيپستان نشان داده است که ملاتون يسرطان يهاسلول يرو
 يآپوپتوزيآنت يهاو کاهش ژن يآپوپتوزشيپ يهاژن شيافزا

 دينما تيمورد استفاده را تقو يدرمانيميش ياثر داروها توانديم
قادر  نينشان داده شد که ملاتون يادر مطالعه زين راًي[. اخ۱4]

 کيو تحر يسلول يتوقف در چرخه يالقا قياست از طر
 ديمعده را مهار نما يسرطان يهارشد سلول يآپوپتوز يرهايمس

 ياز عوامل اصل يخون يهايميبدخ کهني[. با توجه به ا۱۵]
 نيدر ا نيدر سراسر جهان هستند، مطالعه اثر ملاتون ريمومرگ

موجود  يدرمان يهاروش يدر ارتقا توانديم هايماريب
که تاکنون انجام گرفته  يراستا مطالعات نيا در. باشد کنندهکمک

و اثرات  يدرمان تيخاص يدارا نيملاتون که انداست نشان داده
از جمله  يديلنفوئ يخون يهايمياز بدخ يتعداد هيعل يمحافظت

CLL ياثر آن به خوب سميچه مکان اگر باشد،يم هاو لنفوم 
 NB4 يهامطالعه سلول ني[. در ا۱6شناخته نشده است ]

 نيملاتون يحاد با دارو کيتيلوسيپروم ياز لوسم يعنوان مدلهب
 انيآپوپتوز و ب ک،يمتابول تيدارو بر فعال نيا ريشدند و تاث ماريت

 .شد يابيارز هاسلول يژن
 

 هامواد و روش
مطالعه  نيا در. نیبا ملاتون NB4 یسلول ماریکشت و ت

حاد(  يتيلوسيپروم يمشتق از لوسم) NB4 يهاسلول ،يتجرب
 ۱۰همراه با  RPMI1640 کشت طيپاستور( در محتوي)انست

 و نيليسيپن U/ml۱۰۰، (FBS) يگاو نيدرصد سرم جن
μg/ml ۱۰۰ کشت داده شدند و در انکوباتور با  نيسياسترپتوما

درصد  ۵دکربن ياکسيو فشار د گراديدرجه سانت 3۷ يدما
 يهااز صحت سلول نانيشدند. جهت اطم ينگهدار
NB4،mRNA  يبيژن ترک PML/RARα کيبا استفاده از تکن  

RT-PCR  قرار گرفت. به منظور  يرده مورد بررس نيا يبرا
مورد نظر  ريمقاد ن،يملاتون يدارو مولاريليم ۱۰استوک  هيته

 -2۰ يو تا زمان استفاده در دما دياز دارو در اتانول حل گرد
با  NB4 يهاسلول ماري. تديگرد ينگهدار گراديدرجه سانت

 يها( و زمانمولاريليم 2تا  ۵/۰) نيمختلف ملاتون يهاغلظت
از اثرات  يريساعت صورت گرفت. جهت جلوگ ۷2و  48، 24

، NB4 يسلول يو بقاء رده ونيفراسيپرول زانيم يحلال رو
 يبه عنوان کنترل منف انولاز ات يمشخص يهاغلظت با هاسلول

دقت کار به  شيبه منظور افزا شاتيآزما يشدند. تمام ماريت
حاضر توسط  يمطالعه نيچنهم. گرفت انجام گانهصورت سه

 دييتا يبهشت ديشه يدانشگاه علوم پزشک ياخلاق پزشک تهيکم
: اخلاق تهيکم هيديي)شماره تا ديگرد بيو تصو

(IR.SBMU.RETECH.REC.1398.390). 
 يبرا. assay MTT آزمون با هاسلول کیمتابول تیفعال یبررس

 يهاسلول کيمتابول تيبر فعال نيملاتون يدارو ريتاث يابيارز
NB4 ياخانه ۹6 تيسلول به هر چاهک پل ۵۰۰۰، تعداد 
ساعت  ۷2و  48، 24و به مدت  ديو فاقد دارو اضافه گرد يحاو

 در غلظت MTT . محلولديدار انکوبه گرد 2CO در انکوباتور

mg/ml ۵ ساعت در  3 تو به مد ديبه هر چاهک اضافه گرد
 g مذکور با دور تيدرجه قرار گرفت. سپس پل 3۷انکوباتور 

کردن  يو پس از خال ديگرد فوژيسانتر قهيدق ۱۰به مدت  ۱۰۰۰
به هر چاهک  DMSO محلول تريکروليم ۱۰۰ ييمحلول رو
هر چاهک با استفاده از  ي. در ادامه، جذب نوردياضافه گرد

قرائت  نانومتر ۵۷۰در طول موج  ELISA reader دستگاه
 فيبه ط ميمستق يوابستگ MTT که آزمون جا. از آنديگرد
دارد، عدم  ينور يسنجروش رنگ هيشده بر پا جاديا يرنگ

 توانديم يسنجرنگ يهادر روش ييابتدا اتييتوجه به جز
تفاوت در تعداد  توانيموارد م نيا از. شودخطا  جاديمنجر به ا

در هر چاهک قرار داده  ييکه در مرحله ابتدا ييهاسلول
 محلول کساني نشدن افزوده ها،سلول ميتقس زانيم شود،يم

MTT  ماندن اثر انگشت در  يجا به و هاچاهک يبه همه
 .برد نام را هاچاهک نيريسطوح ز
 یزیآمشاخص آپوپتوز با استفاده از رنگ یبررس

AnnexinV/PI  .يدارو بر القاء مرگ سلول ريمنظور تاث به 
 ۱2 تيدر هر چاهک پل NB4 يهاشده، سلول يزيربرنامه
مختلف  يهاساعت با غلظت 24شد و به مدت  ختهير ياخانه
 با هاسلول يشوو. پس از شستديگرد ماريت نيملاتون يدارو

 يهاو افزودن معرف (PBS) نيسال فسفات بافر از استفاده
AnnexinV-FITC (Roche آلمان،)،PI  (Roche،  و بافر )آلمان

 يو در دما يکيدر تار قهيدق ۱۵ها به مدت نمونه ون،يانکوباس
 دستگاه از استفاده با هاانکوبه شدند. سپس سلول گراديسانت 4
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 جيشدند و نتا ي، آلمان( بررسPartecPasIII) تومتريفلوسا
قرار  زيآنال وردم FloMax 2.3 افزارحاصل با استفاده از نرم

 .گرفت
 ريتاث يابيارز يبرا. 3کاسپاز  کیماتیآنز تیفعال یابیارز

، Sigma) 3کاسپاز  يابيارز تياز ک 3کاسپاز  تيدارو بر فعال
رنگ  ييشناسا يابيارز نياستفاده شد. اساس ا( کايآمر

کاسپاز  ياختصاص يسوبسترا ياست که به انتهاp-NA  مولکول
مختلف  يهاغلظت با هامتصل است. به صورت خلاصه، سلول

دار  2CO در انکوباتور تساع 24به مدت  نيملاتون يدارو
 ۵به مدت  g 6۰۰ مذکور با دور تي. سپس پلدنديانکوبه گرد

 يشد. متعاقباً پلت سلول يخال ييو محلول رو فوژيسانتر قهيدق
 قهيدق ۱۰به مدت  g 2۰۰۰۰ با دور تيو مجدداً پل زيحاصل، ل

 8۵از سوپرناتانت با  کروگرميم ۵. در ادامه ديگرد فوژيسانتر
 کيدر  3کاسپاز  ياز سوبسترا تريکروليم ۱۰و  افرب تريکروليم
دار  2CO ساعت در انکوباتور 2به مدت  ياخانه ۹6 تيپل

هر چاهک با استفاده از  ي. در ادامه، جذب نورديانکوبه گرد
نانومتر قرائت  4۰۵در طول موج  ELISA reader دستگاه

 با آزاد شدن 3کاسپاز  يواسطهه. شکسته شدن سوبسترا بديگرد

p-NA  نانومتر قرائت  4۰۵همراه است که در طول موج
 .گردديم

 يداخل سلول (ROS) ژنيفعال اکس يهاتجمع گونه يبررس
از  يداخل سلول ژنيفعال اکس يهاگونه ديتول يابيارز يبرا

، DCFH-DA (Invitrogen که شامل يسلول  ROSيابيارز تيک
 هاتوسط سلول DCFH-DA .دي( است استفاده گردوزلندين

 شکسته و يراختصاصياستراز غ يواسطههب و شده جذب

DCFH يواسطههکه ب کنديم جاديرا ا ROS و دياکس DCF  را
 نيا يفلورسنت است. برا تيخاص يدارا داً يکه شد کنديم جاديا

 نظرمورد  يهاغلظت با هاسلول ونيمنظور، بعد از انکوباس
مواجه  DCFH-DA با هاساعت، سلول 24مدت  يبرا نيملاتون
شدند. در ادامه، دار انکوبه  2CO در انکوباتور قهيدق 3۰ يو برا

 تيشدند. در نها رشناو PBS بافر در و شسته دوبار هاسلول
 موج طول در اسپکتروفتومتر با هاشدت فلورسنت نمونه

 دهينانومتر سنج ۵3۰ ينانومتر و طول موج نشر 48۵ يکيتحر
 .دينسبت به گروه کنترل محاسبه گرد ROS زانيشد و م

 با هاسلول مارياز ت پس. cDNA  و سنتز RNA استخراج
ساعت،  24و گذشت  نيملاتون مولاريليم 2و  ۱، ۵/۰ يدوزها

نمونه کنترل  نيچنو هم مارشدهيت يهااز سلول RNA استخراج
و درصد  تي. کمّرفتيانجام پذ زوليبا استفاده از محلول ترا

و با  ياستخراج شده به روش اسپکتروفتومتر RNA خلوص
 يشد. برا يابيارز  NanodropND2000استفاده از دستگاه

  سنتز تيمعکوس از ک يسيانجام واکنش رونو

cDNA(TAKARAاستفاده شد. جهت سنتز )ژاپن ، cDNA 

 3۷در  قهيدق ۱۵به مدت  تيها مطابق با دستورالعمل کنمونه
انکوبه  گراديدرجه سانت 8۵در  هيثان ۱۵و  گراديدرجه سانت

بر  توانديشده م تخراجاس RNA تيفيکه ک ميبدان ديشدند. با
 RQ-PCR (Real Time Quantitative بازده و عملکرد آزمون

RT-PCR) که يدر صورت نيبگذارد. بنابرا ريتأث RNA 

 ياز خلوص خوب ايمطلوب بوده و  تيفياستخراج شده فاقد ک
 ياثر منف RQ-PCR ييکارا يبرخوردار نباشد قادر است رو

 .دياعمال نما
 لیدخ Bax و Bcl-2 ،surviving  یهاژن انیب یکمّ یبررس

 Bcl-2 ،survivin يهاژن انيب يکمّ يبررس يبرا. در آپوپتوز
 ۱۰هر واکنش  ي. برادياستفاده گرد RQ-PCRاز روش  Baxو 
 SYBR green master mix (Amplicon) ،2  کرومولاريم
و  مرهاياز پرا کياز هر  کرومولاريم cDNA ،۵/۰ کرومولاريم
 طي. شراديآب مقطر فاقد نوکلئاز استفاده گرد کرومولاريم ۷

 ۹۵در  هياول يسازمرحله فعال کيمورد استفاده شامل  ييدما
 يبرا کليس 4۰و در ادامه  هيثان 3۰به مدت  گراديدرجه سانت

( و مرحله اتصال/ گراديدرجه سانت ۹۵ ه،يثان ۵واسرشت )
 يابيبه منظور ارز .باشديدرجه( م 6۰ ه،يثان 2۰توام ) ييبازآرا

قرار  يمورد بررس بذو يمنحن افته،يريمحلول تکث تياختصاص
 ريتکث mRNAتعداد نسخه  يمحاسبه نسب يگرفت. در انتها و برا

مورد  يمرهايپرا ي. توالدياستفاده گرد ctΔΔ-2شده از فرمول 
آورده شده است. از  ۱استفاده جهت انجام آزمون در جدول 

مثبت کاذب  يشود تا خطا تيرعا که لازم است ينکات مهم
کنترل  کيبرسد استفاده از  قلبه حدا RQ-PCRانجام  نيح

 ياحتمال يتا آلودگ باشديم cDNA اي RNAفاقد  يمنف
دهد تا يژن رفرنس اجازه م کي ريگردد. بعلاوه تکث ييشناسا

شوند.  يابيارز و شده نرمال هاننسبت به آ يمورد بررس يهاژن
 يداريکردن نامناسب مواد واکنش، ناپا پتيپ رينظ يرهايالبته متغ

 ديدر شدت نور تول راتييتغ نيچنمورد استفاده و هم هيولمواد ا
 .روش دارند نيا جيدر نتا رييتغ جاديا يبرا ييبالا ليشده پتانس

به شکل سه آزمون مستقل  شاتيآزما يتمام. یآمار زیآنال
شدند.  ديق mean ± SDگزارش شده به شکل  ريانجام و مقاد

-Paired Student’s tاز روش  يمحاسبات آمار يبرا نيچنهم

test افزار و نرمSPSS 21  وGraphPad Prism7 دياستفاده گرد 
 .در نظر گرفته شد يداريبه عنوان سطح معن  >۰۵/۰Pو 
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 Real Time Quantitative RT-PCR. توالی آغازگرهای مورد استفاده در آزمون ۱جدول 

 ژن (´3-´5آغازگر مستقیم ) (´3-´5آغازگر معکوس ) (bpسایز )

۱۱۱ CCAGCAGGTCAGCAAAGAATTTA TGGACAGGACTGAACGTCTTG HPRT 

۲۴۹ CGGTTCAGGTACTCAGTCATCC CGGTGGGGTCATGTGTGTG Bcl-2 

۱۵۲ TTGTTGGTTTCCTTTGCAATTTT CCAGATGACGACCCCATAGAG Survivin 

۲۴۲ GTGGGCGTCCCAAAGTAGG CGAGAGGTCTTTTTCCGAGTG Bax 

 
 نتايج
را به صورت  NB4 یهاسلول کیمتابول تیفعال نیملاتون

 ايآ کهنيا يابيارز يبرا. دهدیوابسته به دوز و زمان کاهش م
 يهارا در سلول کيمتابول تيفعال زانيقادر است م نيملاتون
با  NB4 يهاحاد کاهش دهد، سلول يتيلوسيپروم يلوسم

 تيفعال زانيشدند و م ماريت نيملاتون يندهيافزا يدوزها
قرار  يابيمورد ارز MTT آزمون از استفاده با هانآ کيمتابول

 کيمتابول تيفعال نيداد که ملاتون انحاصل نش جيگرفت. نتا
. دهديرا به صورت وابسته به دوز کاهش م NB4 يهاسلول
ساعت  24 متعاقب است شده داده نشان ۱ شکل در که طورهمان

 ريتاث نيملاتون مولاريليم ۱و  ۵/۰ يدوزها ،ييدارو ماريت
 2دوز  کهيحال ندارند، در يسلول کيمتابول تيبر فعال يچندان

 يط NB4 يهامنجر به مرگ سلول يبه طور موثر مولاريليم
 نيمختلف ملاتون يهااثر غلظت جي. بعلاوه نتاشوديزمان م نيا

دارو به صورت  نيساعت نشان داد که ا ۷2و  48 يهادر زمان
را کاهش  NB4 يهاسلول کيمتابول تيوابسته به زمان فعال

رخ  مولاريليم 2در غلظت  ياثر مهار نيترشيکه ب دهديم
 .دهديم

 

 
های . بررسی تاثیر داروی ملاتونین بر فعالیت متابولیک سلول۱شکل 

NB4ها در محیط کامل با دوزهای مختلف داروی ملاتونین برای . سلول

برای  MTTساعت انکوبه شدند و سپس آزمون  7۲و  ۴8، ۲۴مدت زمان 

مولار میلی ۱در مطالعه صورت پذیرفته حدود  50ICها انجام شد. میزان آن

شود. میانگین و انحراف معیار نتایج ساعت تخمین زده می ۴8طی در 

  > 0۵/0P( محاسبه و *، )mean ± SD)حاصل از سه ران کاری مختلف 

 گر معنادار بودن از نظر آماری در مقایسه با نمونه کنترل بود. ( نشان

 
 NB4 یهاآپوپتوز در سلول یمنجر به القا نیملاتون

با  NB4 يهاسلول ماريت ايآ کهنيا يابيارز يبرا. شودیم

 از پس هاسلول شود،يباعث فعال شدن آپوپتوز م نيملاتون
و  Annexin-V يهابا هورمون، از نظر درصد سلول ماريت

Annexin-V/PI قرار  يمورد بررس يتومتريتوسط فلوسا
حاصل نشان داد که  جيرفت، نتايم انتظار که طورگرفتند. همان

به صورت وابسته به دوز منجر به القاء آپوپتوز در  نيتونملا
 شيدارو با افزا نيها با اسلول ماري. تشوديم NB4 يهاسلول
 طورمثبت همراه است. همان Annexin-V يهاسلول تيجمع

 زانيم نيترشيو ب نيترکم است شده داده نشان 2 شکل در که
 ياز دارو مولاريليم 2و  ۵/۰ يهادر غلظت يآپوپتوز سلول

 حاصل شده است.  نيملاتون

 

 
های آپوپتیک پس از تیمار با . بررسی درصد جمعیت سلول۲شکل 

ها در محیط کامل با دوزهای مختلف داروی ملاتونین برای ملاتونین. سلول

 Annexin-V/PI یزیرنگ آمساعت انکوبه شدند و سپس  ۲۴مدت زمان 

 NB4های شود تیمار سلولمشاهده میطور که ها انجام شد. همانبرای آن

 Annexin-Vهای کننده باعث افزایش درصد جمعیت سلولبا این مهار

شود. میانگین و انحراف معیار نتایج مثبت به صورت وابسته به دوز می

  > 0۵/0P( محاسبه و *، )mean ± SD)حاصل از سه ران کاری مختلف 

 مقایسه با نمونه کنترل بود.  گر معنادار بودن از نظر آماری در( نشان

 
در  3کاسپاز  کیماتیآنز تیفعال شیمنجر به افزا نیملاتون

 ياز پروتئازها ياخانواده کاسپازها. شودیم NB4 یهاسلول
 يو اجرا ميدر تنظ يديآسپارتات هستند که نقش کل-نيستئيس

مطالعه به  ني[. در ا۱۷] کننديم فايا کيآپوپتوت يمرگ سلول
قادر است با  نيملاتون يدارو ايآ کهنياز ا يمنظور آگاه

بر  نيملاتون يهمراه باشد، اثر دارو 3کاسپاز  ريمس شدنفعال
منظور،  نيا يشد. برا يريگاندازه 3کاسپاز  کيماتيآنز تيفعال

 24به مدت  نيملاتون يمورد نظر از دارو يهاغلظت با هاسلول
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 3کاسپاز  ميآنز تيدر فعال رييتغ زانيشده و م ماريساعت ت
 ها،سلول ييدارو ماريساعت از ت 24شد. پس از  يريگاندازه
 ۵/۰  يدر دوزها بيترتبه صورت وابسته به دوز و به  نيملاتون

و  6/۵ زانيبه م 3کاسپاز  ميمنجر به القاء آنز مولاريليم ۱و 
 (.3برابر شد )شکل  3/۱3

 
 .نیبا ملاتون ماریپس از ت 3کاسپاز  کیماتیآنز تیفعال . بررسی3شکل 

ساعت  ۲۴های مورد نظر از داروی ملاتونین به مدت ها با غلظتسلول

-با اندازه 3انکوبه گردیدند و سپس میزان تغییر در فعالیت آنزیم کاسپاز 

 ۵/0  گیری شد. ملاتونین در دوزهایآزاد شده اندازه p-NAگیری غلظت 

و  ۶/۵به میزان  3ب منجر به القاء آنزیم کاسپاز مولار به ترتیمیلی ۱و 

برابر شد. میانگین و انحراف معیار نتایج حاصل از سه ران کاری  3/۱3

گر معنادار بودن از ( نشان>0۵/0P( محاسبه و *، )mean ± SD)مختلف 

 نظر آماری در مقایسه با نمونه کنترل بود.

 
را در ( ROS) ژنیفعال اکس یهاتجمع گونه نیملاتون

سلول  يولوژيزيف ميدر تنظ ROS. کندیالقا م NB4 یهاسلول
منجر به القاء  توانديم هادر سلول ROSنقش دارد؛ اما تجمع 

القاء  قيجا که داروها ممکن است از طرشود. از آن يمرگ سلول
گرفته شد  ميکنند، لذا تصم کيآپوپتوز را تحر ريمس ROS ديتول

شود.  يابيارز يسلول يداخل ROSتجمع  زانيمطالعه م نيتا در ا
با  NB4 يهاساعته سلول 24 ماريمنظور متعاقب ت نيا يراب

 زانيم ن،يملاتون يدارو مولاريليم 2و  ۱، ۵/۰ يهاغلظت
ROS 4 شکل در که طورشد. همان يابيارز يداخل سلول 

قادر است به صورت وابسته به دوز  نيملاتون شوديم مشاهده
با  ردهد که سازگا شيافزا هالرا در داخل سلو ROS زانيم

 دوز به وابسته صورت به هاسلول نيدر ا افتهي شيآپوپتوز افزا
 . باشديم

را کاهش  survivinو  Bcl-2 یهاژن یسیرونو نیملاتون
 ريمس شدنفعال. دهدیم شیرا افزا Baxژن  یسیو رونو

 انيکه ب يدارد؛ به طور هايميدر بدخ ياديز تيآپوپتوز اهم
 يآپوپتوزشيو پ يآپوپتوزيآنت يفاکتورها يافتهيرييتغ
همراه باشد.  هايميدر بدخ يرفتار تهاجم ايبا عود و  توانديم

و  يسلولدرون ريمختلف دارد که شامل مس سميآپوپتوز دو مکان
 نيتعادل ب يسلولدرون ريمس در. باشديم يسلولبرون

 ييسزابه تياز اهم يآپوپتوزيو آنت يآپوپتوزشيپ يفاکتورها
بر  نيملاتون يمطالعه اثر دارو ني[. لذا در ا۱8برخوردار است ]

و ژن  survivinو  Bcl-2 يآپوپتوزيآنت يهاژن mRNA انيب
-RQ کيو با استفاده از تکن يبه صورت کمّ Bax يآپوپتوزشيپ

PCR به دست آمده نشان داد  جيقرار گرفت. نتا يمورد بررس
 ن،يملاتون يبا دارو NB4 يهاسلول ماريساعت ت 24متعاقب 

به صورت وابسته به دوز کاهش  survivinو  Bcl-2 يهاژن انيب
 ابدييم شيبه صورت وابسته به دوز افزا زين Baxژن  انيو ب

 نيبه هم خوردن توازن ب انگريحاصل نما جينتا (.۵)شکل 
 نديکه برآ باشديم يآپوپتوزيو آنت يآپوپتوزشيپ يهانيپروتئ

 .دباشيم کيآپوپتوت يمرگ سلول يروشيآن در جهت پ
 

 
پس ی ( داخل سلولROS) ژنیفعال اکس یهاتجمع گونه یبررس. ۴شکل 

مولار از داروی میلی ۲و  ۱، ۵/0های ها با غلظتسلول .نیبا ملاتون ماریاز ت

ساعت انکوبه گردیدند و سپس میزان میزان تجمع  ۲۴ملاتونین به مدت 

ROS  ی ابیارزداخلی سلولی با استفاده از کیتROS ی بررسی شد. سلول

نتایج نشان داد که ملاتونین قادر است به صورت وابسته به دوز میزان 

ROS معیار نتایج ها افزایش دهد. میانگین و انحراف لرا در داخل سلو

  > 0۵/0P( محاسبه و *، )mean ± SD)حاصل از سه ران کاری مختلف 

 گر معنادار بودن از نظر آماری در مقایسه با نمونه کنترل بود.( نشان
 

 
، Bcl-2های . تاثیر ملاتونین در تغییر فعالیت رونویسی ژن۵شکل 

survivin  وBax های در سلولNB4های . سلولNB4 ۵/0های با غلظت ،

 cDNAساعت تیمار و پس از ساخت  ۲۴مولار از دارو به مدت میلی ۲و  ۱

محاسبه شد. نتایج  qRT-PCRها با استفاده از تکنیک میزان بیان ژن

های ها با داروی ملاتونین، بیان ژنحاصل نشان داد متعاقب تیمار سلول

Bcl-2  وsurvivin  به صورت وابسته به دوز کاهش و بیان ژنBax  نیز
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یابد. میانگین و انحراف معیار نتایج به صورت وابسته به دوز افزایش می

( >0۵/0P( محاسبه و *، )mean ± SD)حاصل از سه ران کاری مختلف 

 گر معنادار بودن از نظر آماری در مقایسه با نمونه کنترل بود.نشان

 

 گيريبحث و نتيجه
آن با  ديدر بدن اساات که تول ياساااساا يفاکتور نيملاتون

همراه  واناتيح و هادر انسااان نوژنزيو کاهش کارساا يساالامت
ست ] شان م يکيولوژيدمياپ يهايابي[. ارز2۱-۱۹ا دهند که ين

 يهاممکن اساات خطر ابتلا به نئوپلاساام نياختلال در ملاتون
 کهنيابر  يمطرح شاااد مبن ياهيدهد. فرضااا شيرا افزا يخون

سرطان  نيشبانه ملاتون ديکاهش تول ست خطر ابتلا به  ممکن ا
اختلال در سااااعت  رايدهد؛ ز حيتوضااا مارانيب يرا در برخ

ستعد ابتلا به  ياز عوامل يکيبدن  کيولوژيب ست که افراد را م ا
شاابانه  يکار يهافتي. بعلاوه شااکنديم يخون يهانئوپلاساام

شح نرمال ملاتون ست تر کرده و خطر ابتلا  لرا مخت نيممکن ا
ها هد ] شيو لنفوم را افزا يديلوئيم يبه تومور [. 23،22د

شان داد  Ranaتوسط  يامطالعه و همکارانش انجام گرفت که ن
 يتيلنفوس يمبتلا به لوسم مارانيدر ب نيملاتون ييسطوح پلاسما

سالم با کاهش معن سهيمزمن در مقا همراه است  يداريبا افراد 
است  رتريشبانه چشمگ يکار فتيبا ش يافرادکاهش در  نيو ا

سط يا[. در مطالعه24] شد  Parent که تو و همکارانش انجام 
 فتيکه در شااا يدر افراد نيرهوچکيغ يهاابتلا به لنفوم زانيم

بود  ياز افراد ترشيب يقابل توجه زانيبه م کردنديشااب کار م
مطالعات مطرح  نيا ني[. بنابرا2۵شااب نداشااتند ] فيکه شاا

فاکتور مهم در ابتلا به  کي نيکه ترشاااح مختل ملاتون کننديم
ست ملاتون باشديم يخون يهانئوپلاسم در جهت  نيو ممکن ا
به بدخ مارانيدرمان ب لذا در ا ديمف يميمبتلا   نيواقع شاااود. 

 يلوسااام يهاااسااالول يرا رو نيمطااالعااه مااا اثر ملاتون
 . ميقرار داد يحاد مورد بررس کيتيلوسيپروم

ست آمده از ا جينتا شان م نيبه د  ماريکه ت دهنديمطالعه ن
عال نيبا ملاتون NB4 يهاسااالول کاهش ف تابول تيبا   کيم
سته صورت به هاسلول  رغميعل. اندهمراه زمان و دوز به واب

ها کهنيا بازه نيملاتون نييپا يدوز مان يدر  تاه اثرات  يز کو
شتند، با افزا يقابل توجه يمهارکنندگ  ماريدوز و زمان ت شيندا
عال دارو، با هاسااالول تابول تيف  کاهش با هاسااالول کيم
و همکارانش  Nooshinfarراستا  نيهمراه بود. در ا يريچشمگ

 تيو فعال يمانقادر اسااات زنده نيمشاااخر کردند که ملاتون
ستان  يسلول يرا در رده کيمتابول کاهش  MCF-7سرطان پ

به عنوان  هد و  ن ديمف يدارو کيد مل  ريساااا اردر ک عوا
مورد اسااتفاده قرار  دياکساايتر کيآرساان رينظ يدرمانيميشاا
عه26] رديبگ طال و  Krestininaکه توساااط  يگريد ي[. در م

 ۱در غلظت  نيکه ملاتون ديهمکارانش انجام شد، مشخر گرد

 يرده يهاساالول يمانرشااد و زنده زانيم توانديم مولاريليم
HL-60 به علاوه ا کاهش دهد.  ند يرا  که ن گروه نشاااان داد

 ATRA رينظ يدرمانيميعوامل شاا ريدارو با سااا نيا بيترک
 [.2۷کند ] تيتقو را هاقادر است اثرات آن

کان يکي مک آن ييهاسااامياز م با ک ها ها،که  با  ييدارو
ص سرطان، م تيخا سلول تواننديضد  يهامنجر به کاهش بقاء 

 کيآپوپتوت يرهايداروها بر مس نيا يرگذاريشود، تاث يسرطان
گام عادل ب ياسااات. هن ندهشيپ يهاژن نيکه ت آپوپتوز و  بر

 کيآپوپتوت يرهايبرهم خورد، مساا يمهارکننده آن در ساالول
نشاااان  ياديز يهامهار شاااوند. پژوهش ايفعال و  تواننديم

 يهابر ژن يگذارريبا تاث يدرمانيميشااا يداروها که اندداده
 يرهايمسااا شااادن منجر به فعال Bcl-2 يهانيخانواده پروتئ

 اني. در واقع، بشااونديم يساارطان يهادر ساالول يآپوپتوز
تهيکاهش  survivinو  Bcl-2 رينظ کيآپوپتوتيآنت يهاژن اف

 Bax رينظ کيآپوپتوتشيپ يهاژن يافتهيشيافزا انيدر کنار ب
کاساااپاز منجر به القا  رينظ ييهانيپروتئ کردن با فعال توانديم

 نيا در[. 28] شااود هااز ساارطان يآپوپتوز در انواع گوناگون
 نيبه دساات آمده نشااان داد که هورمون ملاتون جيمطالعه، نتا

مالاً از طر نده آپوپتوز  يهاژن انيکاهش ب قياحت هارکن م
، ژن Baxژن  انيب شيهمراه با افزا survivinو  Bcl-2چون هم

سلول برندهشيپ شتق  يهاآپوپتوز، منجر به القاء آپوپتوز در  م
سم سيپروم يشده از لو ست. هم کيتيلو شده ا ما  ن،يچنحاد 

سم يهاسلول ماريکه ت ميافتيدر هورمون منجر به  نيبا ا کيلو
 ني. در همشاااوديم زين 3کاساااپاز  کيماتيآنز تيفعال شيفزاا

نشان داده است  HL-60 يهاسلول يرو يگريدراستا، مطالعه 
ن ملاتو نهااا از طر نيکااه  ت ب قينااه  ئ انيااکاااهش   نيپروت

 HL-60 يهامرگ در سلول يسبب القا Bcl-2 کيآپوپتوتيآنت
 زين Bax کيآپوپتوتشيپ نيپروتئ انيب شيبلکه افزا شاااود،يم
سا ليدخ گريد سميبه عنوان مکان توانديم سيدر   تهيسيتوتوک
 [.2۹] باشددارو مطرح  نيا

در  يميتنظ يهاساااتميسااا نيتردهيچياز پ يکي آپوپتوز
در  يداخل ياتورهاياز مد يعيوساا فيکه ط باشااديم هاساالول

 ها،از ژن ياريتوسااط بساا ر،يمساا نيآن دخالت دارند. ا ميتنظ
 يخارج يهاگناليساا نيچنو هم يساالول درون محصااولات

، ROSآپوپتوز،  يهاکنندهميتنظ يتمام ني. در بشااوديکنترل م
 تياز اهم نيرينسبت به سا ،ييايتوکندريم ياتيک محصول حي
شان م يترشيب شته ن ست. مطالعات گذ که  دهنديبرخوردار ا

ROS يبزند ول يبيبه سااالول آسااا توانديدر حد متعادل، نم 
کند، با  دايپ شيآن در درون سااالول افزا ديتول زانيچه مچنان

قاء  بهآن، منجر  انيب شيو افزا Baxژن  يرو يگذارريتاث ال
س ت،يخاص ني. اشوديآپوپتوز در سلول هدف م  ياريتوسط ب
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مورد اسااتفاده قرار گرفته اساات.  يدرمانيميشاا ياز داروها
 يدرمانيميشاا ياز داروها يکه برخ دهنديمطالعات نشااان م

 ديتول شيافزا کيبا تحر تواننديم ن،يساايچون دوکسااوروبهم
ROS شوند.  يسرطان يهادر سلول يمنجر به القاء مرگ سلول

ستا با افزامطالعه هم نيدر ا صل  جي، نتاBaxژن  انيب شيرا حا
شان داد که احتمالاً ملاتون  ROS ديتول شيافزا قياز طر زين نين

 نيپروتئ نيکه ا شوديم Baxژن  شيمنجر به افزا ،يدرون سلول
منجر به القاء  3شکستن کاسپاز  قياز طر زيآپوپتوز ن برندهشيپ

حاد  کيتيلوسااايپروم يلوسااام ين رده سااالوليآپوپتوز در ا
سط ملاتون ROS دي. تولشوديم محدود  افتهي نيتنها به ا نيتو
شان داده زين گريو مطالعات د شودينم  يهاسلول در که اندن

سم ست کيلو  ROS ديتول قياز طر نيملاتون زيحاد ن کيلنفوبلا
مطالعات  ن،يچن[. هم3۰] شااوديم يمنجر به القاء مرگ ساالول

سيد سرطان  صورت گرفته در  ست که  زين نهيگر  شان داده ا ن
به  ROS شيافرا قياز طر زين يميبدخ نيدر ا نيملاتون منجر 

 ريکاهش بقاء و تکث جهيو در نت 3شااکسااته شاادن کاسااپاز 
 [.26] شوديم MCF-7 يهاسلول

 توانديم نيکه ملاتون دهديمطالعه نشااان م نيا مجموع، در
عال کردن  يهاژن انيب رييتغ قياز طر با آپوپتوز، ف مرتبط 

 ريفعال کردن مس تيو در نها يداخل سلول ROSکاسپاز، تجمع 
سا سيآپوپتوز اثرات   NB4 يهاسلول يخود را رو کيتوتوک

ما و  يشاااگاهيآزما يهايبا بررسااا روديم دي. امدياعمال ن
 سااميساالامت و مکان نهيدر زم يترشيب ينيبال يهاييکارآزما

سب برا يدارو کيبه عنوان  نيعمل دارو بتوان از ملاتون  يمنا
صورت منوتراپAPL مارانيدرمان ب  بيو چه در ترک ي، چه به 

 متداول استفاده نمود.  يداروها ريبا سا
 مطالعه: شنهاداتیو پ هاتیمحدود

حدود يکي عه يهاتياز م طال عدم ارز يم  يابيحاضااار 
نات  ليدلبه Baxو  Bcl-2 ،survivin يهانيپروتئ کا نبود ام

 ندهيکه در مطالعات آ شااوديم شاانهاديبود. پ نگيوسااترن بلات
قب ت عا در ساااطوح  راتييتغ نيملاتون با هاسااالول ماريمت

سترن بلات يهانيپروتئ ستفاده از روش و  دمور نگيمذکور با ا
 يهارده ريبه سا ميمطالعه قابل تعم نيا جي. نتارديقرار گ يبررس
شدينم يسلول  نياثر ا ندهيآ قاتيدر تحق شوديم شنهاديو پ با

 .رديقرار بگ يابيمختلف مورد ارز يسلول يهادارو بر رده
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Introduction: Given to the fact that the high toxicity and side effects of chemotherapeutic drugs have limited their 

clinical use, it is not surprising that novel therapeutic drugs with less toxicity and more efficacy have entered into the 

novel protocols. Relatively, Melatonin, a main product of pineal gland, not only plays a key role in the regulation of 

circadian rhythm, but also exerts anti-proliferative and apoptotic effects on a wide range of tumors. The aim of this 

study was to evaluate the anti-proliferative and apoptotic effects of melatonin in acute promyelocytic leukemia-

derived cell line NB4. 

Materials and Methods: NB4 cells were exposed to the increasing concentrations of the melatonin drug (0.5, 1, 

and 2 mM). Subsequently, metabolic activity, induction of apoptosis, caspase-3 activity, ROS production and 

apoptosis-related target genes were investigated using MTT assay, Annexin-V/PI staining, caspase-3 activity kit, 

cellular ROS assay kit and RQ-PCR analysis, respectively.  

Results: Our data delineated that melatonin resulted in the reduction of metabolic activity of NB4 cells in a dose- 

and time-dependent manner (P<0.05). Furthermore, melatonin increased the percentage of apoptotic cells (P<0.05) 

probably through induction of caspase-3 activity, increment in the intracellular level of ROS and alteration in the 

expression level of Bcl-2, survivin and Bax. 

Conclusion: The results of this study clearly indicated the anti-leukemic effect of melatonin in NB4 cells and is a 

promising as a candidate drug in the treatment of APL. 

 

Keywords: Melatonin, Apoptosis, Acute Promyelocytic Leukemia. 
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