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 مقاله پژوهشي 

    ي ها سلول تي ساسح شيزا فا ر ب ني ونتملا ري تأث
  ال تکولورک  ان طسر در SW480/TPT کانتوپوت هب اومقم يانطسر
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 يده چک

  يک مهارکننده يدر درمان سرطان کولورکتال است. توپوتکان    ياصل  يهااز چالش   يکيتوپوتکان،    ازجمله،  يدرماني م يش  يمقاومت به داروها  :هدف و  زمينه پيش
مطالعه، نقش    نيدر ا .  کندي آن را محدود م  ياثربخش  P-glycoprotein (P-gp) از  يشود، اما مقاومت ناشي ن سرطان استفاده مي است که در درمان ا I زومرازيتوپوا

 .شد  يبررس SW480/TPTمقاوم   يهاتوپوتکان در سلول  يي مقاومت دارو يبر رو   نياثر ملاتون سم يو مکان

  يهاغلظت   ون،يساعت انکوباس  ۲۴کشت داده شدند. پس از    FBS  درصد۱۰  ي حاو   RPMI-1640  طي در مح  SW480/TPTو    SW480  يهاسلول :  کار  و روش   مواد 
و به هر چاهک افزوده شد.    شدهق يرق) FBS(بدون   RPMI-1640 طي ) در محکرومولاريم ۲۰و  ۱۰، ۵، ۱(  نيبدون ملاتون اي) با کرومولاريم TPT )۰.۱-۵مختلف 

طبق    Cell Death Detection ELISA™ (Roche Applied Science)  تي شدند. آپوپتوز با استفاده از ک  ماريت  باتيترک  ن يساعت با ا  ۴۸ها به مدت  سلول 
) به  کرومولاريم  ۱۰(  ن ي با ملاتون  SW480/TPT  ي ها، سلول P-gp  نيو پروتئ  MDR1ژن   انيبر ب  ن ي اثر ملاتون  ي بررس  ي بران  يهمچنشد.    ي ابيپروتکل سازنده ارز

ت  ۴۸مدت   آزما  .د شدن  ماريساعت  برا  هاش ي تمام  انجام شدند و  مستقل  تکرار  در سه  آنالگروه   سهيمقا  يحداقل  آزمون   One-way(  طرفهک ي   انسيوار  زيها، 

ANOVA .استفاده شد ( 

  ومولار کريم  ۰.۱± ۰.۸به  کرومولاريم  ۰.۳± ۲.۸توپوتکان از   IC50و توپوتکان باعث کاهش معنادار    نيبا ملاتون  SW480/TPT  يهاسلول   زمانهم  ماريت:  هاافتهي
  شي افزا  يبيترک  گروه  در  ٪ ۴± ۴۵به    ييتنهابه   توپوتکان  گروه  در  ٪ ۲± ۱۵را از    کيآپوپتوت  يهادرصد سلول   يدرمان  بي ترک  ني). ا P<0.001،  درصد۷۱.۴(کاهش    شد

  در  ٪ ۴± ۵۸ زانيرا به م P-gp  ن يپروتئ  سطح   و  ٪ ۵± ۶۵  زانيرا به م  MDR1ژن  انيب ني نشان داد که ملاتون يمولکول  ي ). بررسP<0.001  ،يبرابر ۳ شي داد (افزا
 ). P<0.001نشده کاهش داد ( ماريت SW480/TPT يهابا سلول  سهيمقا

سرطان کولورکتال مطرح شود. مطالعات    ي درماني ميدر ش  ي کمک  ب يترک  ک ي عنوان  به   تواندي م  MDR1و    P-gp  انيبا کاهش ب  ن يملاتون:  يريگجه يبحث و نت
  . است  ي اثرات ضرور  ني ا دييتأ  يبرا ينيو بال يوان يح يهادر مدل  شتريب

 ، آپوپتوز P-glycoprotein ،ييمقاومت دارو سرطان کلورکتال، توپوتکان، ، نيملاتون ها:کليدواژه 
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  مقدمه

گزارش   اساس  آژانس    GLOBOCAN 2020بر  توسط  که 
(  قاتيتحق  يالمللنيب جهانIARCسرطان  بهداشت  سازمان    ي) 

نوع سرطان    ن يسوم)  CRCمنتشر شده است، سرطان کولورکتال (

 
 ران ي، اتهران  ،يواحد تهران شمال، دانشگاه آزاد اسلام ، يستيدانشکده علوم ز، يميوشيب ار ي استاد ١
 ران يز، اي، تبرزي تبر ي دانشگاه علوم پزشک ، ييدانشجو قات يتحق  تهيکم ،ينيبال يميوشيب يدانشجو ٢
  ران يز، اي، تبرزي تبر ي دانشگاه علوم پزشک ، ييدانشجو قات يتحق  تهيکم ،ينيبال يميوشيب يدانشجو ٣
 سنده مسئول) ي(نو رانيز، اي، تبرزي تبر ي دانشگاه علوم پزشک ، ييدانشجو قات يتحق  تهيکم ،ينيبال يميوشيب يدانشجو ٤
 سنده مسئول) ي(نو ران يز، اي، تبرزي تبر  ي، دانشگاه علوم پزشکينيبال ي ميوشيب اريدانش ٥

از سرطان    يعلت مرگ ناش  ن يو دوم  د يمورد جد  ون ي ليم  ۱.۹۳با    جيرا 
سال    ۹۱۶,۰۰۰با   در  کل    ۱۰که    است   ۲۰۲۰مرگ  از  درصد 

است   ميبدخ  ي هاصيتشخ داده  اختصاص  خود  به  افزا )۱(  را    ش ي. 
سابقه    ،ييغذا   ميرژ  ،يغرب  يمعمولاً با سن، سبک زندگ  CRCخطر  
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)  TPTتوپوتکان (.  )۴- ۲(  مزمن روده مرتبط است   ي ماريو ب  يشخص
است که از   نيکمپتوتس  يمحلول در آب، مشتق مصنوع ب يترک کي

  ند يدر فرآ   ميآنز  ني. ا کندي عمل م  I  زومرازيتوپوا   ميمهار آنز  ق يطر
شکست    جاديدارد و مهار آن باعث ا   ياتينقش ح  DNA  ي همانندساز

ضد   ت يفعال ي دارا   TPT.  شودي م يمرگ سلول ت يدرنهاو  DNAدر  
سلول کوچک   هيدر سرطان کولورکتال و ر يتوجهقابل کينئوپلاست

  CRCماران  ين روش درمان بيترمتداول   يدرمانيمي، شنکهيباا   است.
جاد مقاومت به دارو در طول پروسه  ين مشکل آن ا يتراست اما مهم

ترانسپورتر  يترمهم  P-glycoprotein  .)۶,  ۵(  است   يدرمان ن 
سلول غشاء  داروها  يمعکوس  انتقال  با  که   ي درمانيميش  ي است 

رون، باعث کاهش غلظت دارو در داخل سلول  يبه سلول به ب  واردشده
بنابرا  و  ا يشده  به  داروين منجر  مقاومت  کاهش    جهيدرنتو    ييجاد 

نتايچن. هم )۷(شود  ي آپوپتوز م مين  نشان  بي ج مطالعات،  ان  يدهد 
ش يافزا   يدرماني ميش   به دنبال  يسرطان  ي هان ترانسپورتر در سلول يا 
ها مولکول   Co-targetingمهم درمان    ي هاي از استراتژ  يکي  ابد.ييم

از    يبيترکشرفت سرطان نقش دارند.  ياست که در پ  ييرهايو مس
را نشان    ي بهتر ياثربخش يبا مونوتراپ سه يعوامل ضد سرطان در مقا

مس  را ي ز  دهديم   اي  ييافزا هم   صورتبه را    ي دي کل  ي رهايمشخصاً 
قرار    يشيافزا  ا دهندي مهدف  مقاومت    طور به   کرديرو  ني.  بالقوه 
کاهش    ييرودا  سرطان  ي ايمزا   کهيدرحال  دهديمرا    يدرمان  يضد 

 کيمتاستات  ل يکاهش پتانس  توز، يمانند کاهش رشد تومور، توقف م 
  ر ي، ساP-gp  ي بالا  انيعلاوه بر ب  .)۸(  کنديمآپوپتوز را فراهم    ي و القا
در   ريي در سرطان کولورکتال شامل تغ ييمقاومت دارو ي هاسميمکان

  ي رهايمس ي ساز)، فعالI زومرازي(مانند جهش در توپوا  ييهدف دارو
تغDNA  ميترم مس   ريي ،  مانند    نگي گناليس  ي رهايدر  بقا 

PI3K/AKT    وMAPK/ERKتنظ و    microRNAنامناسب    م ي، 
نقش    MDR1  ان يب  م يکه در تنظ  miR-27aو    miR-451  ژهيوبه(  ها

ا است دارند)   شناخت  توسعه    توانديم  هاسميمکان  ني.  به 
- ۹(  کمک کند   ييغلبه بر مقاومت دارو  ي برا   ديجد  ي هاي استراتژ

۱۱( .  
هورموننيپتامي تر  يمتوکس- ۵- لياست- N(  نيملاتون که    ي)، 

پ غده  توسط  سرطان  شود،ي م  د يتول  آلنه ي عمدتاً  ضد    يخواص 
  ري. مطالعات اخ)۱۲(  در سرطان کولورکتال نشان داده است   ي متعدد

م ملاتون  دهندينشان  سلول   تواندي م  نيکه  سرطان    ي هارشد 
.  و متاستاز را کاهش دهد  ديکولورکتال را مهار کند، آپوپتوز را القا نما

 ، يچرخه سلول  ميمتعدد شامل تنظ  ي هاسميمکان  قياثرات از طر  نيا 
  ي رهايمس  لي، و تعدβ-cateninمانند  ي ديکل ي هان يمهار انکوپروتئ 

م  يالتهاب کولورکتال،  )۱۵- ۱۳(رد  يگيصورت  سرطان  بر  علاوه   .
سرطان    ازجمله  هاي ميبدخ   ريدر سا  نيملاتون  يخواص ضد سرطان

مهار  )۱۷,  ۱۶(نه  يس تخمدان    ي هاسلول ،  سرطان  )۱۸(سرطان   ،

تومور    ي هاسلول ،  )۲۰(ه انسان  يملانوم عنب   ي هاسلول ،  )۱۹(  آندومتر
 . گزارش شده است   زي ن  )۱۴, ۱۳(روده    ي و تومورها  )۲۱(پروستات  

ملاتون نقش  به  توجه  تعد  نيبا  و  تومور  رشد  مهار  مقاومت   ليدر 
توپوتکان   ييآن بر مقاومت دارو ريتأث يمطالعه به بررس نيا  ،ييدارو

سلول  بهيبنابرا   .پردازدي م  SW480/TPT  ي هادر    ي ريکارگن 
دارويملاتون با  توأم  رويم  يدرماني ميش   ي ن  درمانيتواند    يکرد 

تعد  يدبخشيام با  ارتباط  برخيدر  ا   يناش  ي عوارض جانب  يل  ن  ياز 
نيتوتوکسيسا  ي داروها و  تقوي ک  کارآيز  در  آن   ييت  مخصوصاً  ها 
  اند باشند.ها که به دارو مقاوم شده از سرطان  ي موارد

  نياثر ملاتون   سمينقش و مکان  يمطالعه، هدف ما بررس  نيدر ا 
رو دارو  ي بر  سلول   ييمقاومت  در  مقاوم   ي هاتوپوتکان 

SW480/TPT    .ي دي کل  يمولکول  سميمکان  يبررس  منظوربه بود،  
-P  ت يفعال  نيو همچن   P-gp  ن يو پروتئ  MDR-1  ي ژن  انيسطوح ب 

gp    يرهايمس  ي هااز مهارکننده   ي عدم حضور مختلف  ايدر حضور 
  قرار گرفت. يموردبررس يدهگنال يس

.  
  مواد و روش کار

  : يلوسل کشت
انسان  ي هاسلول  کولون  سلول SW480(  يسرطان  و   يها) 

از مجموعه    TPT  (SW480/TPT)به مقاوم    يسرطان کولون انسان
 يهاه شدند. سلول يران) تهي تو پاستور (تهران، ا ي انست  يکشت سلول

SW480    وSW480/TPT   مح با    RPMI-1640کشت    طيدر 
  گراديدرجه سانت ۳۷  ي دمابا    يطيمحدر  ، FBS  درصد  ۱۰افزودن  

ها کشت داده شدند. سلول   CO₂  درصد  ٥  ي اتمسفر مرطوب حاوو  
کشت قرار گرفتند. همه   ريز برسند  يدرصد تلاق ٨٠که به   يزمانتا 

ا   مورداستفاده  يسلول  ي هارده    ازنظر   طورمعمولبهمطالعه    نيدر 
در    SW480/TPT  ي هاسلول   .ندشد  د ييتأ  کوپلاسما يبودن ما  يمنف

هفته در   ۲کشت داده شدند و به مدت  TPT  کروموليم  ٠.٥حضور  
آماده    هاش يانجام آزما  ي تا برا   افتند يکشت بدون دارو رشد    طيمح

برا  دارو  دييتأ  ي شوند.  مقاومت  سلول   ييحفظ   يهادر 
SW480/TPT    بدون دارو،    طيرشد در مح  ي ا دوهفته پس از دوره

  ن ييمجدداً تع IC50 ري انجام شد و مقاد کانبا توپوت MTTسنجش 
  . ها بودسلول  ن يمقاومت در ا  پ يدهنده حفظ فنوتشدند که نشان

  : يلوسل يقا ب جشنس
  ٩٦صفحه    کيدر    SW480/TPTو    SW480  ي هاسلول 

مح  يچاهک تراکم    FBSدرصد    ١٠با    RPMI-1640  طيدر  با  و 
  داده   ساعت قبل از درمان کشت   ۲۴چاهک تا    هر   در  سلول   ٣٠٠٠
  ايبا  TPTمختلف  ي هاغلظت  ون،يانکوباس ساعت  ٢٤ از پس . شدند
و    شدهق يرق )  FBS(بدون    RPMI-1640 طيدر مح  نيملاتونبدون  

در سه تکرار و    ،هر گروه  ي برا   هاش يآزمابه هر چاهک افزوده شد.  



 و همکاران نيا وحيد رامشک   در سرطان کولورکتال  SW480/TPTهاي سرطاني مقاوم به توپوتکان تأثير ملاتونين بر افزايش حساسيت سلول
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،  ماريتساعت    ٤٨انجام شد. پس از    يخال  (کنترل)  شاهد  کيبا  همراه  
و    حذف  کشت   طيمح   RPMI-1640  طيمح  تر ي کروليم  ٢٠٠شد 
)  تريلي ليم/گرميليم   ٥(  MTT درصد  ١٠و    FBS  درصد  ١٠  ي حاو

محصول فورمازان    ،ساعت   ٤به مدت    ون ي انکوباساضافه شد. پس از  
طر  ،افتهيکاهش   يسلولدرون    ط يمح  تريکرول ي م  ١٠٠  ضيتعو  قياز 

RPMI-1640  دييسولفوکسل يمتي د  از  با همان حجم  )DMSO(،  
  دستگاه خوانش نانومتر با استفاده از  ٥٧٠جذب در  ر يحل شد. مقاد

 ,State Fax, 2100, Awareness Technology Inc(  ت يکروپل يم

Palm City, FL, USA(  ي شد. غلظت مهار  ي ريگ) اندازهIC50 (
 ي سلول مقاومت  زان کاهش ي ن ميعلاوه بر ا محاسبه شد.  ش يهر آزما

)RFمقدار    مي) با تقسIC50   بر مقدار    مار شدهيت  مقاوم  ي هاسلول
IC50  محاسبه شد.  ،مار شدهيت ي والد ي هادر سلول  

  : Rh123 يلوسلون در عمتج جشنس
سلول    ٥  × ٥١٠  ي در چگال  SW480/TPTو    SW480  ي هاسلول 

ساعت،    ٢٤کشت داده شدند. پس از    يچاهک  ٦  ت يدر پل   تريلي ليدر م
مدت  سلول  به  دما  ٢ها  در  سانت  ٣٧  ي ساعت    ٥با    گراديدرجه 

حضور    Rho123  کرومول يم ملاتون  ايدر  حضور    ١٠(  ن يعدم 
انکوبه    کرومولار،يم   ١٠(  ليوراپام  اي)  کرومولاريم مثبت)  کنترل 

برا   کنترل   عنوانبه  ليوراپام  د.شدن   P-gp  مهارکننده   ي مثبت 
) مرتبط  MFI(  يسلولدرون   نيانگياستفاده شد. شدت فلورسانس م

  و، ي، توک FP-6200  )Jasco Coبا استفاده از فلوئورومتر    Rho123با  
-FPدستگاه فلورومتر  که    است لازم به ذکر  شد.    ي ريگژاپن) اندازه

6200 (Jasco Co)   کمتر از    ي خطا  محدوده  و  درصد٢±دقت    ي دارا
بار تکرار شد   ٣حداقل  ش يکاهش خطا، هر آزما ي است. برا  درصد٥

از    رات ييگزارش شده است. تغ  ج ينتا  نيانگ يو م در    درصد ١٠کمتر 
  تحريک   در نظر گرفته نشد.  داري معن  ريي تغ  عنوانبهشدت فلورسانس  

و    صورت گرفت نانومتر    ٤٨٨  موجطول   در  ،آرگون  ون ي  زري توسط ل
طر  از  منتشرشده    ي نانومتر  ٥٣٠  ي عبور  لتر يف  ق يفلورسانس 

 .شد ي آورجمع 

  :يبيترک شاخص ليوتحلهي تجز
معCI(  يبيترک  شاخص برا   ي اري)  که  اثرات    يابيارز  ي است 

استفاده    ب يترک  ک يتوتوکسيس دارو  ا شودي مدو  از    ن ي.  استفاده  با 
محاسبه    + CI = (D1/Dx1) + (D2/Dx2):  شودي مفرمول 

α(D1D2/Dx1Dx2)  آن در  که   ،D1    وD2    در دارو  دو  غلظت 
دارو    Dx2و    Dx1  ب،يترک هر  کاهش   ييتنهابهغلظت  باعث 
داروها    نکهيبسته به ا   αو    شوديم  يدر زنده ماندن سلول  درصد۵۰

 است.  ۱ اي  ۰ ،ي انحصار ري غ ايهستند   فردمنحصربهمتقابلاً 
CI <1 داروها است،  نيب ييافزا همتعامل  کي  دهندهنشانCI 

 .اثر متضاد است   کي  دهندهنشان  CI> 1است و    يشياثر افزا   کي  1 =
 : :RT-PCR، و cDNA، سنتز RNA استخراج
سلول   2 × 6١٠در تراکم  SW480/TPTو  SW480 ي هاسلول 

ها ساعت، سلول   ۲۴کشت داده شدند. پس از    T-25در هر فلاسک 
کنترل به مدت    عنوانبه حلال آن    ا ي)  کرومولاري م  ۱۰(  ن يبا ملاتون

ت  ۴۸ سلول  RNA  .شدند  مار يساعت  معرف    ي کل  از  استفاده  با 
™AccuZol  دکننده يتول  ي هادستورالعمل  طبق  )Bioneer  ،

Daedeok-gu  ،Daejeon از سلول استخراج شد.  ، کره)    RNAها 
ترانس   MMLVبا استفاده از   RTواکنش  تحت ) کروگرميم ۲کل (

  مر يپرا و    (Promega, Madison, WI, USA)  معکوس  پتازيکر
oligo-Dt .قرار گرفت  

تکث   cDNAمحصولات  سپس   فرا   ري تحت  با    PCR  ند يتوسط 
SYBR Premix Ex Taq )Takara Bio  ،Otsu ،Shiga  ژاپن) و ،

 ™Rotor-Gene  ستميبا استفاده از س  )۱(جدول    خاص   ي مرهايپرا 

6000  )Corbett Life Science  ،Mortlake  ،NSWاسترال )  اي، 
آزما تمام  گرفتند.  برا   هاش يقرار  و  شد  انجام  تکرار  سه  هر    ي در 

ژن    ايژن هدف    ي ) برا Ctمقدار چرخه آستانه (  شده،ش يآزما  ي نه نمو
β-actin  ينسب  انيشد. سطح ب  نييتع  mRNA  ان يهر ژن به سطح ب  
β-actin   شد که امکان محاسبه    ي سازنرمالcDNA    صورت به هدف  

)Ct target gene - Ct β-actin( -۲   .را فراهم کرد  
  .RT-PCR ي برا  مورداستفاده ي مرهايپرا  يتوال :)۱(جدول 

 ) ۵́ →۳´توالي (  مريپرا

MDR1 
Forward CCCATCATTGCAATAGCAGG 

Reverse GTTCAAACTTCTGCTCCTGA 

β-actin 
Forward  TCACCCACACTGTGCCCATCTACGA 

Reverse CAGCGGAACCGCTCATTGCCAATGG 

  
 و وسترن بلات نيپروتئ استخراج
سلول    2  ×6۱۰در تراکم    SW480/TPTو    SW480  ي هاسلول 

ها ساعت، سلول   ۲۴کشت داده شدند. پس از    T-25در هر فلاسک 

کنترل به مدت    عنوانبه حلال آن    ا ي)  کرومولاري م  ۱۰(  ن يبا ملاتون
حل  با  ي سلول ن يپروتئ ،ييدارو  ماري تاز  پس   .شدند ماريساعت ت ۴۸

  همراه که با بازدارنده پروتئاز    RIPAدر بافر    يسلول  پلت مجدد    کردن
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مقاد شد.  استخراج  بود،  تحت   هان يپروتئ از    ي مساو  ري شده 
SDS/PAGE   برا و  گرفتند  غشا  مونوبلاتيا   ي قرار    PVDF  ي به 

 يها ي بادي آنتبا  ونياز انکوباس پس  يني پروتئ  ي منتقل شدند. باندها
ثانو  هياول بستر    هيو  از  استفاده   ECL Western Blottingبا 

(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)    مشاهده
  شدند.
 

 ي سلول  آپوپتوز
سلول در    ٥٠٠٠با تراکم    SW480/TPTو    SW480  ي هاسلول 

ها کشت داده شدند. سلول   يکچاه  ٩٦  ي هات يکروپليهر چاهک در م
مدت    ٢٤ به  کشت،  از  پس  (  ٤٨ساعت  توپوتکان  با    ٠.٥ساعت 

  مار ياز هر دو ت  يبيترک  اي)،  کرومولاريم   ١٠(  ني)، ملاتونکرومولاريم
  Cell Death Detection ELISA  ت يشدند. آپوپتوز با استفاده از ک

تشخ اساس  بر  نوکلئوزوم  صيکه  در    DNA- ستونيه  يقطعات 
  ند. شد يابيارز کند،ي عمل م ک يآپوپتوت ي هاسلول  توپلاسميس

 
  ي آمار ليوتحلهي تجز

 ,GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA) افزارنرم 

USA) Prism 7.04  يآمار  ي هاليتحلو    هاداده پردازش    ي برا 
-Pشد و  انيب اريمع انحراف ± ن يانگيم  صورتبه جي استفاده شد. نتا

value < 0.05  يابيارز  ي در نظر گرفته شد. برا   داريمعن  ي آمار  ازنظر  
و لون استفاده    رنوف ياز آزمون کولموگروف اسم  هاداده نرمال بودن  

برا    ANOVA POST HOC  ي هاآزمون ،  هاگروه   سهيمقا  ي شد. 
  گرفته شد.  ر ) در نظDunnettو  Tukey( طرفهکي
  هاافتهي

  ي ا هلوسل  رب  نيونلات م  و  نتکا وپوت   کيکسوت وتي س  ريتأث
SW480 و:SW480/TPT  
س  يبررس رو  کيتوتوکسياثرات  بر   يهاسلول   ي توپوتکان 
SW480    وSW480/TPT    سنجش با استفاده از  MTT    نشان داد

مقدار     ٠.٣±٢.٨(  SW480/TPT  ي هاسلول   ي برا   IC50که 
  SW480حساس    ي هااز سلول   شتر يب   ي معنادار  طوربه)  کرومولاريم
(P<0.001(  است )  کرومولاري م  ٠.١±٠.٥( مقاومت  ) RF). شاخص 

حساس به   ي هاسلول   IC50مقاوم بر    ي هاسلول   IC50  ميکه از تقس
م با    د،يآيدست  نشان  ٥.٦برابر  که  شد  مقاومت  محاسبه  دهنده 

 . )۱ (شکل است به توپوتکان  SW480/TPT ي هاسلول توجهقابل
  ٢٠و    ١٠،  ٥،  ١(  نيمختلف ملاتون   ي هامرحله بعد، اثر غلظت   در

حساسکرومولاريم بر  توپوتکان  سلول   ت ي)  به  قرار    يموردبررسها 
نتا ملاتون  جيگرفت.  که  داد  غلظت    ييتنهابه   نينشان    ٢٠تا 

(بقابر سلول   يتوجهقابل  کيتوتوکسي اثر س  کرومولاريم ندارد   يها 
با سلول   زمانهم   ماريت  ،حالنيباا ).  درصد٩٠از    ش يب  يسلول ها 

معنادار    نيملاتون کاهش  باعث  توپوتکان  در    IC50و  توپوتکان 
ب  ي هاسلول  شد.  غلظت    نيشتر يمقاوم  در    کرومولار يم  ١٠اثر 
  کرومولار يم  ٠.١±٠.٨توپوتکان را به    IC50مشاهده شد که    نيملاتون

 ). P<0.001کاهش داد (

  

  ٤٨ دت به م TPTمختلف  ي هاغلظت  با هاسلول  .نيملاتونو  TPTبه  SW480/TPTو  SW480 يها سلول تيحساس  ):١( شکل
     است. انحراف ±  نيانگيم  انگرينما نقطه هر.  شد ن ييتع MTT  آزمون از استفاده با هاسلول يمانزنده  و شدند ماريت ساعت 

  ): CI( يبيترک شاخص يررسب
ترک  محاسبه توپوتکان    نيملاتون   ب يترک   ي برا   ي بيشاخص  و 

بود    ١کمتر از    ش يمورد آزما  ي هادر تمام غلظت   CIنشان داد که  

)CI=0.72±0.08 ا سنشان  افته ي  ني).  اثر    ک يستينرژ ي دهنده 
  است   SW480/TPT  ي هاو توپوتکان در مهار رشد سلول   نيملاتون

 . )۲(جدول 
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  مختلف ي هاو شاخص مقاومت در گروه  IC50 سهيمقا :)۲(جدول 
 يدرمانگروه IC50 (μM) (RF) مقاومت شاخص  (CI) يبيترک شاخص 

 + SW480 توپوتکان ±۰.۵ ۰.۱ ۱.۰ -

 + SW480/TPT توپوتکان ±۲.۸ ۰.۳ ۵.۶ -

 + SW480/TPTن  يملاتون+  توپوتکان ±۰.۸ ۰.۱ ۱.۶ ±۰.۷۲ ۰.۰۸

  
  
  : Rhodamine 123 جوخر و عمتج  يررسب

  زانينشان داد که م  Rhodamine 123سنجش تجمع    جينتا
ا  سلول   ن يتجمع  در  فلورسنت    طور به   SW480/TPT  ي هاماده 
سلول   ي معنادار از  ،  درصد٦٥(کاهش    است   SW480  ي هاکمتر 

P<0.01 به  کرومولاريم  ١٠(  ن يمقاوم با ملاتون  ي هاسلول   مار ي). ت (
اثر   ني. ا شد Rh123تجمع   ي برابر ٢.٥ ش يساعت باعث افزا  ٢مدت  
وراپام  سهيمقاقابل مهارکننده    عنوانبه)  کرومولاريم  ١٠(  ليبا 

افزا   P-gp  کيکلاس   جاد يا   Rh123در تجمع    ي برابر  ٣  ش يبود که 
 .)۳(جدول   کرد

بارگذارRh123خروج    ش يآزما  در از  پس  با سلول  ي ،  ها 
Rh123نشان   ج يشد. نتا ي ريگزمان اندازه  يخروج آن در ط زاني ، م

نسبت به    ي سرعت خروج بالاتر  SW480/TPT  ي هاداد که سلول 
پس از    درصد٣٠خروج در مقابل    درصد٧٠حساس دارند (  ي هاسلول 

ت  ٢ ملاتون  ماريساعت).  سرع  نيبا  معنادار  کاهش  خروج    ت باعث 
Rh123  ساعت،  ٢پس از   درصد ٤٠شد (کاهش بهP<0.01.( 

 .مختلف ي هادر گروه   Rhodamine 123درصد تجمع و خروج  :)۳(جدول 

 گروه (%) Rh123تجمع  (%) ساعت ٢ از  پس  Rh123 خروج

۳ ±۳۰ ۵ ±۱۰۰ SW480 

۵ ±۷۹ ۴ ±۳۵ SW480/TPT 

 + SW480/TPT ن يلاتونم  ۸۶ ± ۶  ۴۰ ± ۴

 + SW480/TPT  ليراپامو ۹۵ ± ۷ ۳۵ ± ۳

 
  : P-gp نيسطح پروتئو  MDR1ژن  انيب يبررس

ب  يکم  RT-PCR  زيآنال که  داد  در    MDR1ژن    انينشان 
  شتر يب)  برابر  ٠.٣± ٤.٢(  ي معنادار  طوربه  SW480/TPT  ي هاسلول 

سلول  تP<0.001(  است والد    ي هااز  ملاتون  ماري ).    ١٠(  ن يبا 
  ان يب  در  درصد٥±٦٥ساعت باعث کاهش    ٤٨) به مدت  کرومولاريم

 ). P<0.001مقاوم شد ( ي هادر سلول  MDR1ژن 

-P  ن يوسترن بلات نشان داد که سطح پروتئ  ج ي نتان،  يهمچن

gp   ي هادر سلول  SW480/TPT  از    شتر يب  برابر  ٠.٢± ٣.٨  زاني به م
  درصد ٤±٥٨باعث کاهش    نيبا ملاتون   ماري. تاست حساس    ي هاسلول 

حاصل    جيکاهش با نتا  ني). ا P<0.001شد (  نيپروتئ   نيا   سطح  در
  .)۲(شکل  داشت  يژن همخوان انيب  زياز آنال

و (ب) وسترن بلات   MDR1ژن    ينسب اني(الف) ب .SW480/TPT يها در سلول P-gpو  MDR-1 اني بر ب نيملاتون ر يتأث ):٢(شکل 
P-gp اريمع انحراف  ± نيانگ يصورت م ها به. داده )n = 3اند؛ * داده شده   ش ي) نماp < 0.05 نيوالد ي هابا سلول  سهيدر مقا SW480 # وp < 

          بدون درمان  SW480/TPT ي اهبا سلول  سهيدر مقا 0.05
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  : يآپوپتوز سلول  يبررس

نشان داد که درصد    ELISA  ت يآپوپتوز با استفاده از ک  سنجش 
با    ماري ت  SW480/TPT  ي هادر سلول   کيآپوپتوت  ي هاسلول  شده 

  ماري. ت)۳(شکل    است   ١٥±٪٢  ييتنهابه)  کرومولاريم   ٠.٥توپوتکان (
ملاتون  زمانهم افزا کرومولاريم   ١٠(  ن يبا  باعث  توپوتکان  و    ش ي) 

  . )P<0.001( شد  ٤٥± ٪٤آپوپتوز به  زانيمعنادار م
  

ب  يو ترک  TPTن،  يها با ملاتونسلول  .SW480/TPT يها در سلول  ELISAبا استفاده از  يل آزمون مرگ سلوليتحل ):٣(شکل 
  . مار شدندي ت TPTن به همراه  يملاتون

  
  ي ريگجهيبحث و نت

م  نيا   جينتا نشان  ملاتون  دهديمطالعه  طر  نيکه  دو    قياز 
افزا   ياصل  سميمکان مقاوم   ي هاسلول  ت يحساس  ش يباعث 

SW480/TPT ژن  ان ي) کاهش ب١: شوديبه توپوتکان مMDR1   و
  ت يفعال  مي) مهار مستق ٢، و  P-gp  نيآن کاهش سطح پروتئ  تبعبه

.  شودي م  ولتجمع دارو در داخل سل  ش يکه منجر به افزا   P-gpپمپ  
در    توانديم  ن ياند ملاتونکه نشان داده   يبا مطالعات قبل  هاافته ي  نيا 

  يشود، همخوان P-gp ان يمختلف باعث کاهش ب يسرطان ي هاسلول 
و توپوتکان    نيملاتون  کيست ينرژ ي اثر س  ن،ي. علاوه بر ا )٢٣,  ٢٢(  دارد

القا م  ي در  افزا   يناش  توانديآپوپتوز  سلول  ش ياز  داخل    يغلظت 
توپوا   ت يتقو   جهيدرنت و    پوتکانتو به    مقاومت   باشد.  I  زومرازيمهار 

در درمان سرطان    ياصل  ي هااز چالش   ي کي  يدرمانيميش  ي داروها
  توانديم  ن يمطالعه، نشان داده شد که ملاتون  نيکولورکتال است. در ا 

 يهامؤثر در غلبه بر مقاومت سلول   يدرمان  ي استراتژ  کي  عنوانبه
 به توپوتکان عمل کند.  SW480/TPTسرطان کولون 
را در برابر    ي اثرات ضد تومور  نيمشتق کمپتوتس  ايتوپوتکان  

از مطالعات اثر    ي ارياز انواع سرطان نشان داده است، و بس  ي اريبس
  ي برا   يدرمانيمي شعوامل    ري با سا  ب يرا در ترک  TPT  ي ضد تومور

محدود کردن    حالن يدرعبا استفاده از دوز کمتر و    ييکارا   ش يافزا 

ترک  يبرخ.  )٢٥,  ٢٤(  اندبرجسته کرده   ت يسم اثر   بياز مطالعات 
را    نيمانند ملاتون   يعيطب  يضد سرطان  باتيبا ترک  يدرمان  ي داروها
 ي درمانيميش  ي غلبه بر مقاومت به داروها  ليکردند که پتانس  يبررس

اثرات    هاآن  ت يو کاهش سم ضد    ييافزا هم را دارند. مطالعه حاضر 
ترک  و يفراتيپرول با    SW480  ي هاسلول در    نيبا ملاتون   TPT  ب يرا 

سلول   MTTآزمون    جينتا.  کنديمگزارش   که  داد   يهانشان 
SW480/TPT  حساس    ي هابا سلول   سهيدر مقاSW480    مقاومت

ا   ٥.٦(  ي ري چشمگ دارند.  توپوتکان  به  به    ن يبرابر)  احتمالاً  مقاومت 
در    P-gp  نيسطح پروتئ  ش يو افزا   MDR1ژن    انيب  ش يافزا   ليدل

افلاکس  کي  عنوانبه  P-gpمقاوم است.    ي هاسلول   ، ييغشا  يپمپ 
داروها خروج  م  يدرمانيميش  ي باعث  سلول  داخل  و    شودياز 

ها در برابر  و سلول  افتهيغلظت دارو در داخل سلول کاهش    جهي درنت
و همکاران نشان داد که    يراحمن راستا،  يدر ا  .گردنديآن مقاوم م
التهاب و کاهش ب  توانندي م  IRAK  ي هامهارکننده  -P  انيبا مهار 

gpرا به توپوتکان حساس کنند   نهي سرطان س  يرده سلول ني، چند  
)۲۶(.  

  طوربه و توپوتکان    نيمقاوم با ملاتون  ي هاسلول   زمانهم   ماريت
کاهش    ي معنادار افزا   IC50باعث  و  آپوپتوز    زان يم   ش يتوپوتکان 

و توپوتکان با محاسبه    نيملاتون   کيست ينرژي اثرات س  نيشد. ا   يسلول
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ترک تأ CI<1(  يبيشاخص  مکان   ديي )  ترک  نيا   سميشد.    ،يبي اثر 
و کاهش   MDR1ژن    انيدر مهار ب  نيتونملا  يياحتمالاً مرتبط با توانا

تجمع توپوتکان در    ش ياست که منجر به افزا   P-gp  نيسطح پروتئ 
-Pبا مهار پمپ    ن يملاتون  ، گريدعبارت به .  شوديمقاوم م  ي هاسلول 

gpب تجمع  امکان  سلول   شتر ي،  در  متوپوتکان  فراهم  را  و    کنديها 
 .ابدييم ش يدارو افزا  ن يا  کيتوتوکسياثرات سا جهي درنت

و خروج    هاش يآزما  ج ينتا   دي مؤ  ز ي ن  Rhodamine 123تجمع 
سلول   نيا  در  است.  تجمع    ي هاموضوع    عنوانبه   Rh123مقاوم، 

از سلول   ي معنادار  طور به   P-gp  ي سوبسترا  حساس بود.    ي هاکمتر 
شد که   Rh123تجمع  توجهقابل ش يباعث افزا  نيبا ملاتون مارياما ت

پمپ  نشان عملکرد  مهار  در    نيملاتون  سطتو  P-gpدهنده  است. 
مقاوم سرعت   ي هامشاهده شد که سلول   زي ن  Rh123خروج    ش يآزما

ب  به سلول   ي شتريخروج  و ملاتون   ي هانسبت  دارند    نيا   ن يحساس 
 . دهديسرعت را کاهش م

ب  نيهمچن  نيملاتون معنادار  کاهش  و    MDR1ژن    انيباعث 
ا ديمقاوم گرد  ي هادر سلول   P-gp  نيسطح پروتئ  در    راتييتغ  ني. 

پروتئ  mRNAسطوح   طر  نيو  از  مس  قياحتمالاً    ي رهايمهار 
تنظ   ريدرگ  يدهگنال يس م  MDR1  ميدر  . مطالعات  رديگي صورت 

داده  يقبل ملاتوننشان  که  مس  توانديم  نياند  مهار   يرهايبا 
PI3K/Akt    وMAPK/ERK   ژن    انيب   ميکه در تنظMDR1    نقش

  . )۳۰-۲۷( کمک کند ييدارند، به کاهش مقاومت دارو
  يمطالعه، لازم است به برخ  نيا   دوارکنندهيام  ي هاافتهي  رغميعل
رده    کي  ي مطالعه تنها بر رو  نيا   نکه،ياشاره شود. اول ا   هات يمحدود

(  يسلول کولورکتال  آن    SW480سرطان  مقاوم  مشتق  و 
SW480/TPT انجام شده است. برا   ج، ينتا  شتريب   ي ريپذم يتعم  ي ) 

از سرطان    ي ترمتنوع   يسلول  ي هارده   ي رو  هاش يآزما  ن يلازم است ا 
انجام شود. دوم، اگرچه   هياول  يبافت  ي هانمونه   نيکولورکتال و همچن 

مکان طر   نيملاتون اثر    سميما  از    يرسبر  MDR1/P-gp  مهار  ق يرا 
  ند يفرآ   ن يدر ا   يگناليس  ي رهايمس  از  ي اريبس  اما ممکن است   م،يکرد
مطالعه    نيا   وم،دارد. س  شتريب  ي هاي به بررس  از يباشند که ن  ليدخ
  يمنيو ا   ياثربخش  يابيارز  ي انجام شده است و برا   in vitro  صورت به
مطالعات    ،يدرمان  کرد يرو  نيا    ت يدرنهاو    in vivoانجام 

ا   ي ضرور  ينيبال  ي هاييکارآزما رفع  در    هات يمحدود  نياست. 

  ليدخ   يمولکول  ي هاسم يمکان  تربه درک به  تواندي م  ندهيمطالعات آ
 يبرا   يدرمان  ي هاي و بهبود استراتژ  ييمقاومت دارو  ي سازدر معکوس 

 .سرطان کولورکتال کمک کند
  توانديم  نيکه ملاتون  دهديمطالعه نشان م  نيا   جي، نتادرمجموع

مانند    جيرا   يدرمانيميش  ي مکمل در کنار داروها  ب يترک  کي  عنوانبه
  P-gpتوپوتکان در درمان سرطان کولورکتال عمل کند. مهار پمپ  

تجمع و    ش يباعث افزا   ن، يتوسط ملاتون  MDR1ژن    انيو کاهش ب
سا سلول   يدرماني ميش  ي اداروه  ک يتوتوکسياثرات  مقاوم    ي هادر 
ا شوديم  يمنجر به بهبود پاسخ درمان  جهيدرنتشده و     ب يترک   ني. 

راهکار   کي  توانديم  يدرمانيميش  جيرا   ي با داروها  نيکردن ملاتون
 در سرطان کولورکتال باشد.   ييدر غلبه بر مقاومت دارو دبخش يام
  

  قدرداني و تشکر
حما  نيا  با  پژوهش  يمال  ت يمطالعه  علوم    يمعاونت  دانشگاه 
 انجام شد.  رانيا  ز، يتبر )، ۷۲۲۶۲  گرنت  (شماره ز يتبر يپزشک

  
  مالي ابعمن

  (شماره زي تبر يدانشگاه علوم پزشک يمال ت يمطالعه با حما نيا 
 . انجام شد راني ا  ز،ي تبر، )۷۲۲۶۲ گرنت 
  

 منافع تضاد
که هيچ تضاد منافع مرتبط با نگارش    دارندي منويسندگان اعلام  

 .و انتشار اين مقاله ندارند
  

  مؤلفانمشارکت 
نتايج  فعال در تمام مراحل اجرا و تحليل    صورت به نويسندگان  

مطالعه و همچنين تأليف مقاله مشارکت داشته و نسخه نهايي آن را 
 نمايند. مطالعه و تائيد مي

  
 يملاحظات اخلاق

اخلاق  ي دارا   حاضر  مطالعه   شماره  به  کد 
IR.TBZMED.AEC.1402.085  پزشک علوم  دانشگاه  ز  يتبر  ياز 
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Abstract 
Background & Aims: Chemoresistance, particularly to topotecan (TPT), remains a major obstacle in 
colorectal cancer treatment. As a topoisomerase I inhibitor, TPT's efficacy is limited by P-glycoprotein 
(P-gp)-mediated drug resistance. This study examined melatonin's potential to overcome TPT resistance 
in SW480/TPT cells and its underlying mechanisms . 
Materials & Methods: SW480 and drug-resistant SW480/TPT cells were maintained in RPMI-
1640/10% FBS. Cells were treated with TPT (0.1-5 μM) alone or combined with melatonin (1-20 μM) 
in serum-free medium for 48 hours. Apoptosis was quantified using the Cell Death Detection ELISA™ 
kit. MDR1 expression and P-gp levels were assessed after melatonin treatment (10 μM, 48h). All 
experiments included ≥3 biological replicates, with data analyzed by one-way ANOVA. 
Results: Melatonin synergistically enhanced TPT efficacy, reducing the IC50 from 2.8±0.3 μM to 
0.8±0.1 μM (71.4% reduction, p<0.001). Combination therapy increased apoptosis from 15±2% (TPT 
alone) to 45±4% (3-fold increase, p<0.001). Mechanistically, melatonin downregulated MDR1 
expression by 65±5% and decreased P-gp levels by 58±4% versus untreated controls (p<0.001) . 
Conclusion: Melatonin significantly reverses TPT resistance in colorectal cancer cells by suppressing 
P-gp/MDR1. These findings position melatonin as a promising adjuvant for combination chemotherapy, 
warranting further investigation in preclinical models and clinical trials. 
Keywords: Melatonin, Colorectal cancer, Topotecan, Drug resistance, P-glycoprotein, Apoptosis 
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