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 مقاله پژوهشي 

 افزايش جهت در ٣ کاسپاز و XIAP، Survivin، AKT يهاژن بيان زانمي بر ملاتونين ثراارزيابي 
  OVCAR3 کشت داده شده يهاسلول در پلاتين سيس به حساسيت

  
 ٤نعمت الهي  فتاح ستوده نژاد، ٣عيسي عبدي راد، ٢٭مرتضي باقري، ١سحر بقال صدري فروش

 
  01/08/1400تاریخ پذیرش  13/05/1400تاریخ دریافت 

 
 يدهچک

 افزايش ثباع که جديد داروهاي يافتن . بنابراين،است زنان دنيا بين ميرومرگ شايع دليل پنجمين و شايع سرطان هفتمين تخمدان سرطان :هدف و زمينهپيش
هدف از اين مطالعه ارزيابي . استکاهش عوارض جانبي گردد ضروري  تر، که منجر بهيينپا دوزهاي در آن از استفاده امکان و شود يدرمانيميشداروهاي  کارايي
 کشت داده شده يهاسلول در پلاتين سيس به حساسيت افزايش جهت در ۳ کاسپاز و XIAP، Survivin، AKT يهاژن بيان زانمي بر ملاتونين ثراکردن 

OVCAR3 .بود  
ي هاغلظت) ميکرومولار و ۰۰۱/۰، ۶۲۵/۰،۳۱۲/۰، ۲۵/۱، ۵/۲، ۵، ۱۰( ينملاتوني مختلف هاغلظتبا  OVCAR3 يهاسلولر اين مطالعه : دکار مواد و روش

سپس سميت سلولي با  ساعت کشت داده شد. ۷۲و  ۴۸و  ۲۴کشت  يهازمان) ميکرومولار در ۰۰۱/۰، ۹۳۷/۰، ۸۷۵/۱، ۷۵/۳، ۵/۷، ۱۵مختلف سيس پلاتين (
ي کنترل، هاگروهدر  ۳ کاسپاز و XIAP، Survivin، AKT يهاژنبراي ارزيابي سطح نسبي بيان  Real time PCRقرار گرفت. تست  يوردبررسم MTTتست 

  ملاتونين، سيس پلاتين و ترکيبي ملاتونين و سيس پلاتين اجرا شد.
کند. يمرا بر اساس يک مکانيسم وابسته به دوز و زمان مهار  OVCAR3 يافته سرطاني کشت يهاسلول: نتايج اين مطالعه نشان داد که ملاتونين تکثير هايافته

شود. يممشاهده  ۳داري در سطح بيان ژن کاسپاز سيس پلاتين افزايش معني-ي ملاتونين و ترکيبي ملاتونينهاگروهنشان داد که در  هادادهنتايج حاصل از آناليز 
سطح  شدهتستي هاگروهدر  کهيدرحالسيس پلاتين کاهش (اختلاف مرزي) يافت. -در گروه ترکيبي ملاتونين Survivinآپوپتوز  مهارکنندههمچنين بيان ژن 

  داري نداشت.تغييرات معني Aktو  Xiap يهاژنبيان نسبي 
 توانديمکنند. آن يميشتري پيدا به سيس پلاتين حساسيت ب OVCAR3 يهاسلولدهد با مصرف ملاتونين يمهاي اين مطالعه نشان يافتهگيري: بحث و نتيجه

  رود. براي مديريت بيماران مبتلا به سرطان تخمدان به کار
 XIAP، Survivin، AKT ،۳، کاسپاز OVCAR3 سلولي رده ملاتونين، سيس پلاتين، ها:کليدواژه
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  مقدمه

 و دنيا در زنان بين شايع سرطان هفتمين تخمدان سرطان
 عنوانبه ايران در. است زنان بين ميرومرگ شايع لدلي پنجمين
 است زنان در ميرومرگ شايع دلايل از يکي و سرطان، هشتمين

 ار توجهيقابل علائم بيماري اوليه مراحل در تخمدان سرطان). ۱،۲(
   به منجر توموري پيشرفته مراحل در آن تشخيص و دهدينم بروز

                                                             
  ايران، تهران، يناسش ستيز گروه، تحقيقات و علوم واحد، اسلامي آزاد نشگاهدا، يمولکول يسلول يست شناسيز، يدکتر يدانشجو ١
 سنده مسئول)(نوي رانيا، هياروم، هياروم يپزشک علوم دانشگاه، يمولکول و يلسلو يپژوهشکده پزشک، يمولکول و يسلول قاتيتحق مرکز، يک مولکوليژنت ارياستاد ٢
  رانيا، هياروم، هياروم يپزشک علوم دانشگاه، يمولکول و يسلول يپژوهشکده پزشک، يمولکول و يسلول قاتيتحق مرکز، يک پزشکيژنت استاد ٣
   ايران، تهران، يناسش ستيز گروه، تحقيقات و علوم واحد، اسلامي آزاد نشگاهدا، يمولکول يسلول يست شناسيز، يمولکول و يسلول يمونولوژيا ارياستاد ٤

  
 عمر طول در زن يک اينکه خطر .گردديم ميرومرگ ميزان افزايش

 از ناشي مرگ و درصد ۱-۵/۱ شود مبتلا تخمدان سرطان به خود
 درمان روش نيمؤثرتر و ينتر). معمول۳( است درصد ۵۰ تقريباً آن

 يدرمانيميش ترکيب با همراه جراحي تخمدان سرطان
  ).۴است ( تاکسان/پلاتين



 و همکارانسحر بقال صدری فروش   ٣ کاسپاز و XIAP، Survivin، AKT يهاژن بيان زانمي بر ملاتونين ثراارزيابي 
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 انواع اندرم در سرطان، ضد داروهاي از يکي پلاتين، سيس 
 DNA به پلاتين سيس. شوديم استفاده هايميبدخ از مختلفي

 يبر رو و شده DNA کنفورماسيون تغيير باعث و شده متصل
 توقف باعث پلاتين سيس). ۵( گذارديم يرتأث آن همانندسازي

). ۶( شوديم آپوپتوز باعث همچنين و G2 فاز در سلولي چرخه
 برايمؤثر  درمان يک هم هنوز پلاتين بر مبتني يدرمانيميش

 طيف ليهع باليني فعاليت داراي پلاتين ترکيب است تخمدان سرطان
 مثانه، بيضه، تخمدان، ازجمله جامد يهاسرطان از وسيعي

 مرگ باعث پلاتين سيس است گردن و سر و ريه کولورکتال،
 و DNA سنتز مهار ،DNA به آسيب يلهوسبه سرطاني يهاسلول
 در گرفتن قرار ،حالنيباا). ۷( شوديم آپوپتوز اءالق و باعث ميتوز،
 ياندرميميش به مقاومت منجر به پلاتين سيس مدتيطولان معرض

 عود اصلي علت حاضر حال در يدرمانيميش به مقاومت). ۸( شوديم
 سرطان به مبتلا بيماران در عمر بقاي ميزان کاهش و بيماري

 به مبتلا بيماران از درصد ۸۰ تا ۷۰ بين). ۹( باشديم تخمدان
 و جراحي نظير استاندارد يهادرمان به تخمدان سرطان

 در بيماري بازگشت خطر حالنيباا. دهنديم پاسخ يدرمانيميش
 اءبق ميزان کاهش. دارد وجود تخمدان سرطان به مبتلا بيماران اغلب

 ديده دارو به مقاومت علت به تخمدان سرطان به مبتلا زنان در
 باعث که جديد داروهاي/  ترکيبات يافتن بنابراين،). ۱۰( شوديم

 از هاستفاد امکان و است ضروري شود پلاتين سيس کارايي افزايش
 راآن  سمي جانبي عوارض و آورده فراهم تريينپا دوزهاي در را آن

 دانتياکسيآنت عنوانبه ملاتونين راستا، اين در. دهديم کاهش
 جمعيت افزايش باعث يدرمانيميش عوامل با همراه و بوده مطرح
  .شوديم آپوپتوتيک يهاسلول

 هک است هورموني) تريپتامين متوکسي-۵ استيل-N( ملاتونين
 ديگر اندام چند و گوارش دســتگاه شــبکيه، آل، پينه غده توســط
 رد ملاتونين هاييرندهگ گردد،يم ترشــح آل پينه توســط و توليد،
 وجود خوني عروق وها دانتخم روده، و انســان مغز مختلف نواحي
 يمتنظ ازجمله فيزيولوژيکي، فرايندهاي از بسياري در و )۱۱دارند (

ــبانه ريتم ــتم ،يروزشـ ــيسـ  رديابي و خونريزي بدن، ايمني سـ
 ملاتونين هاييسممکان .)۱۲و  ۱۳( شوديم درگير آزاد هاييکالراد
 ،ديانعقا ضد اثرات: باشديم زير موارد شامل تومور رشد سرکوب در

 تازي،متاس ضد و زايي رگ ضد آپوپتوز، ايجاد توانايي تکثيري، ضد
 يدانياکسيآنت فعاليت تلومراز، فعاليت مهار استروژني، ضـد  فعاليت

 ژنومي يثباتيب ميو تنظ متابوليک اثرات غيرمســتقيم، و مســتقيم
 طيف در ســرطاني ملاتونين ضــد خواص اين بر علاوه ).۱۴اســت (

 سرطان سارکوم، پروستات، سرطان ازجمله ها،تومور از ياگسـترده 
 ومکارسين عصـبي،  تومورهاي ملانوم، هپاتوکارسـينوما،  کولورکتال،

 رحم گردن و سينه تخمدان، سرطان و پوست، کارسـينوم  حنجره،
  .)۱۵( نشان داده شده است

 هب اســت که ســلولي مرگ فيزيولوژيکي فرايند يک آپوپتوز
کند. يم کمک ســـالم يهاتباف و هاســـلول نگهداري و توســـعه

ــيرهاي ينظميب  ها ماننديماريب از برخي به منجر آپوپتوز در مس
عصبي  اختلالات ايمني و نقص و ايمني هاي خوديماريب سـرطان، 

 مسيرهاي يعني ،يرساناميپ مسير دو زنده ). موجودات۱۶( شوديم
 هازکاســپا يســازفعال طريق از تااند داده تکامل را بيروني و دروني
 آپوپتوزي کاسپاز نوع دو حاضر، حال در شوند. آپوپتوز ايجاد باعث

و کاسپازهاي ) ۱۰ و ۹ ،۸ ،۲- کاسـپاز ( آغازگر کاسـپازهاي  شـامل 
اند شــده شــناســايي ياگســترده طوربه ،)۷ و ۶ ،۳- کاســپازمؤثر (

 عنوانهب که هاييينپروتئ آپوپتوز توسـط  اينکه فرآيند ). جالب۱۷(
ــونديم ناميده) IAP( آپوپتوز ارکنندهمه هايينپروتئ  طريق از ش

  .)۱۸( شوديم مسدود کاسپازها به مستقيم اتصال
 کردعمل بهبود بر ملاتونين اثر تعيين پژوهش اين انجام از هدف
ــيس ــرطان درمـان  در پلاتين سـ ــلولي رده در تخمدان سـ  سـ

OVCAR3 ــت  آپوپتوز با مرتبط يهاژن بيان منظور اين به و اس
)Survivin، Xiap، Akt، Caspase-3 (گردد.يم ارزيابي  

  
  مواد و روش کار

  مواد:
ــيس ملاتونين،  ــيگما  از MTT و پلاتين س ــرکت س  .St( ش

Louis، MO ( رده انساني، تخمدان سرطاني يهاسـلول . تهيه شـد 
 يهاسلول ملي بانک از ،)NCBI: C209 کد( OVCAR3 سـلولي 

 کشت يها. معرفشـد  خريداري پاسـتور  انسـتيتو  ،)NCBI( ايران
  .آمد دست به موجود تجاري مناسب کنندگاننيتأم از سلولي

  سلولي: کشت
 ،OVCAR3 سلولي رده انساني، تخمدان سرطاني يهاسـلول 

 با) آمريکا متحدهالاتيا آلدريچ،-ســيگما( RPMI 1640 محيط در
 و نيليسيپن 100 U / ml ،(Gibco, USA) گاو جنين سرم ۱۰٪

ــين  تريليليم/  ميکروگرم ۱۰۰ ــترپتومايس ــت اس ــد داده کش  ش
)Gibco، USA (درصد پنج در گراديسانت درجه ۳۷ دماي در co2 

  شد. داده کشت
  ملاتونين: يسازآماده

) آلمان مرک، ،DMSO( ســولفوکسـيد  متيل دي در ملاتونين
 گرميليم ۵۰ (مولار ۲/۰ مايع محلول يک بيترتنيابهو  شــد حل
 RPMI-1640 با موجود محلول ســپس، شــد. تهيه) تريليليم در

 فادهاست از قبل بلافاصله کار محلول مختلف يهاغلظت تا شد رقيق
  .شود آماده

  



 ۱۴۰۰ مهر، ۷، شماره ۳۲دوره   پزشکيمطالعات علوم مجله 
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 :MTTتست 
 تفادهاس با سلول دوام بر ملاتونين و پلاتين سيس درماني اثرات

-۲-تيازول تيلم دي-۵ ،۴( -۳( از استفاده با سنجي رنگ روش از
-سيگما( شد ارزيابي)) MTT( بروميد تترازوليم ديفنيل-۲،۵-) يل

 پليت در OVCAR3 يهاســلول خلاصــه، طوربه). آمريکا آلدريچ،
ــته خانه ۹۶  FBS ٪۱۰ حاوي RPMI-1640 محيط در و کاشـ

 در ساعت ۷۲ و ۴۸ ،۲۴ مدت به هاسلول سپس شدند، داده کشت
 مختلف يهاغلظت معرض در FBS ۲٪ بـا  همراه محيط همـان 

ــيـس  ) ۰۰۱/۰، ۹۳۷/۰، ۸۷۵/۱، ۷۵/۳، ۵/۷، ۱۵( يـن پـلات ـ  سـ
، ۶۲۵/۰،۳۱۲/۰، ۲۵/۱، ۵/۲، ۵، ۱۰( ينملاتون مـيـکرومولار يــا  

 ميکروليتر ۲۰ متعــاقبــاً،. گرفتنــد قرار ) مـيـکـرومـولار    ۰۰۱/۰
 هب و شد اضافه خانه هر به) تريليليم در گرميليم MTT ۵)محلول

. شــد انجام تکرار ســه در تيمارها همه. دشــ انکوبه ســاعت ۴ مدت
 ميکرو دستگاه از اسـتفاده  با نانومتر ۶۳۰ موجطول در جذب مقدار
 نتايج و) Biotek Instruments، USA( شـــد يريگاندازه پليت

 که دارو غلظت. شد ارائه کنترل يهاسلول دوام از درصدي عنوانبه
ــد ٪۵۰ باعث ايجاد مهار ــلول در رش  از تيمار هر براي) IC50( س

 شد محاسبه آزمايش برابر در رشد مهار درصـد  پاسـخ -دوز منحني
با  هاولسل پلاتين، سيس و ملاتونين ييافزاهم عملکرد ارزيابي براي

ــاعـت ملاتونين تحـت درمان قرار گرفتند و    IC50 ۴۸مقـدار   سـ
ســاعت و  ۷۲و  ۴۸، ۲۴مختلف سـيس پلاتين به مدت   يهاغلظت

 شد. زنده ماندن سلول تعيين
  :RNA استخراج

 از اسـتفاده  با ،هاســلول تيمار از مناســب زمان گذشـت  از پس
EDTA-Trypsin، اســتخراج براي و جداشــده هاپليت از هاســلول 

RNA کيت از RNX- Plus Solution (SinaClon) (ــماره  شـ
ــتفاده) RN7713C: کاتالوگ ــد اس  غلظت ييدتأ و تعيين براي. ش
RNA اهدستگ اين کار اساس. شـد  فادهاسـت  بيوفتومتر دسـتگاه  از 

 تغلظ سنجش در بالايي دقت و سرعت و اسـت  اسـپکتروفتومتري 
 موجطول در را نمونه OD دســتگاه اين. دارد نوکلئيک اســيدهاي

 هر کند،مي يريگاندازه RNA غلظت تعيين براي نـانومتر  ٢٦٠
 تريليليمنانوگرم بر  ٤٠ با برابر نانومتر ٢٦٠ موجطول در OD واحد

ــته تک RNA از ــت ايرش  اين ،RNA غلظت تعيين بر علاوه. اس
 تعيين و نانومتر ۲۸۰ و ٢٦٠ ،٢٣٠ موجطول ســنجش با دســتگاه

ــبــت  را تعيين RNAخلوص نــانومتر  ٢٦٠نــانومتر بر  ٢٨٠ نسـ
 نســبت اين از کمتر و اســت ۲تا  ۶/۱ قبول مورد نســبت. نمايديم

  .گردديم قلمداد فنولي و پروتئيني آلودگي يدهندهنشان
  :cDNA سنتز
 RevertAid First Strand( کيت از cDNA سنتز براي

cDNA Synthesis Cat Number: #K1622 Kit (شد استفاده .

که در اين مطالعه به کار رفتند شامل  موردنظر جفت پرايمرهاي
و  tcttccagccttccttcctg باشد:يمموارد زير 

cgtacaggtctttgcggatg  باز)،  ۱۰۲(اکتين-ژن بتابراي
cagccaacctcagagagaca و acaggcccatttgtcccata  ژن براي

و  tcagcccaaccttcacatctباز)،  ۱۹۰ ( ٣-کاسپاز
tgcagctctatgacagggag  باز)، ١٥٦ (ژن سورويوينبراي 
gccatctgagacacatgcag  وctcttggggttaggtgagca  براي

XIAP)۱۵۵ باز(، acctgaccaagatgacagca و 
ccatccctccaagctatcgt  برايAKT) ۱۳۲ (باز.  

PCR Real-Time: 
ــي منظوربه  روش ،هانمونه در مذبور يهاژن بيان ميزان بررس

Real-Time PCR کيت از منظور اين براي. شــد انجام Thermo 

scientific SYBER Green/ROX qPCR Master Mix (2X (
از دستگاه  Real-Time PCR يهاواکنشبراي انجام  شد.استفاده 

Mic Magnetic Induction Cycler Instrument .استفاده شد   
  :آماري آناليزهاي

 ٢)-(Ct∆∆با استفاده از روش  Real time PCRنتايج حاصـل از  
 ليوتحلهيتجز. انجام شــد تکرار بار با ســه آزمايشــات آناليز گرديد.

ــتفاده با آماري  GraphPad Software, Inc., La( افزارنرم از اس

Jolla, CA( GraphPad Prism 6  صــورت به نتايج. شــد انجام 
 P مقدار. ه اســتشــد ارائه (SEM)خطاي اســتاندارد  ± ميانگين

 شد. گرفته نظر در دارمعني آماري دادن نشان براي 0.05>
 

  هايافته 
 در حضور OVCAR3 يهاسلولبررسي درصد زيستايي 

 ۷۲، ۴۸، ۲۴ يهـا زمـان ي مختلف ملاتونين در هـا غلظـت 
  .ساعت

ــلولي  ، ۱۰( ينملاتوني مختلف هاغلظتبا  OVCAR3رده س
زمان  در ســهيکرو مولار ) م۰۰۱/۰، ۶۲۵/۰،۳۱۲/۰، ۲۵/۱، ۵/۲، ۵

نشان داد در  جيو نتاقرار گرفت  يموردبررس ـسـاعت   ۷۲، ۴۸، ۲۴
و زمان کاهش  زنده با افزايش ســـطح ملاتونين يهاســـلولصـــد 

ميکرو  ۱۰در غلظت  ساعت و ۷۲ير در زمان تأثيابد و بيشترين يم
  الف).-شکل شماره يک( باشديم درصد ۹۶/۶۹مولار معادل 

 در حضور OVCAR3 يهاسلولبررسي درصد زيستايي 
ــيس پلاتين در هاغلظت  ۷۲، ۴۸، ۲۴ يهازماني مختلف س
  ساعت

 پلاتين ي مختلف سيسهاغلظتهمچنين اين رده سـلولي با   
زمان کرومولار در سه ) مي۰۰۱/۰، ۹۳۷/۰، ۸۷۵/۱، ۷۵/۳، ۵/۷، ۱۵(

قرار گرفت، و نشـان داد بيشترين   يموردبررس ـسـاعت   ۲۴،۴۸،۷۲
ميکرومولار سيس پلاتين  ۱۵در غلظت  ساعت و ۲۴ير در زمان تأث
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ميکرو  ۵/۷ و ۱۵ي هاغلظتباشـــد. در يمدرصـــد  ۳۴/۷۵معادل 
زنده افزايش  يهاسلولمولار سـيس پلاتين با افزايش زمان درصد  

ــت و و يک  داکردهيپ ــده اسـ ي هاغلظتمقاومت دارويي ايجاد شـ
ــيس پلاتين هيچ  ۹۳۷/۰و  ۸۷۵/۱ روي  يريتــأثميکرومولار سـ
  ب).-شکل شماره يکنداشت ( هاسلول

 در حضور OVCAR3 يهاسلولبررسي درصد زيستايي 
ســيس  موردنظري هاغلظتميکرو مولار ملاتونين+ ۴ غلظت

  ساعت. ۷۲، ۴۸، ۲۴ يهازمانپلاتين در 
ميکرو مولار ملاتونين  ۴هاي اين مطالعه، غلظت س يافتهبر اسا

ــيس هـا غلظـت +  ، ۸۷۵/۱، ۷۵/۳، ۵/۷، ۱۵( ينپلاتي مختلف سـ
بررســي شــد.  موردنظر) ميکرومولار در ســه زمان ۰۰۱/۰، ۹۳۷/۰
هاي اين مطالعه نشان داد که درمان ترکيبي با افزايش غلظت يافته

يابد. با توجه به يمزنده کاهش  يهاســلولســيس پلاتين، درصــد 
) يکرومولارم ۴ملاتونين ( مؤثرهآنچه اشــاره شــد با مصــرف غلظت 

بهبود يافته اسـت (مصـرف سيس    ييتنهابهسـيس پلاتين   عملکرد
  کاهش يافته است). ميکرومولار ۱/۴يکرومولار به م ۸/۱۲پلاتين از 

چ که هي ييتنهابهميکرومولار سيس پلاتين  ۸۷۵/۱در غلظت 
ــلول بر روي يريتأث با درمان  کهيدرحالنداشــت.  موردنظر يهاس

ــد  ــيس پلاتين درص ــلولترکيبي ملاتونين و س  ۸۸زنده به  يهاس
 ۷۵/۳درصـــد کاهش يافت. درمان منفرد ســـيس پلاتين با غلظت 

که درمان  کهيدرحالدرصد شد  ۹۴زيسـتايي   ميکرومولار منجر به
درصد  ۷۳ترکيبي ملاتونين و سـيس پلاتين باعث شد زيستايي به  

ماره باشد (شکل شيمير بيشترين مقدار تأثکاهش يابد و اين ميزان 
  پ).-يک

  

 ريف. مقادمختل يهازمان در يبيترک صورتبه ايو  ييتنهابه نيملاتون و نيپلات سيس با هاسلول يريپذستين زيانگيسه ميمقا ):۱شکل (
  .است شده داده نشان Mean±SD صورتبه
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 سيس در حضور OVCAR3 ياهسـلول  IC50 بررسـي 

ــورتبه ملاتونين و پلاتين  يهازمان منفرد و ترکيبي در ص
  .موردنظر

 زا پس منفرد درمان در ملاتونين و پلاتين سيس IC50 مقادير
. است شده داده نشان ۳ شکل در ترتيب به سـاعت،  ۷۲ و ۴۸ ،۲۴

 ۲۴ در ميکرومولار ۸/۱۲ ييتنهابه پلاتين ســـيس IC50 مقادير
ــاعت ۴۸ در ميکرومولار ۱۰ ســاعت،  ۷۲ در ميکرومولار ۷/۸ و س
 در مولار ميکرو ۹/۴ ملاتونين براي فقط IC50 مقادير. بود ســاعت

 ۷۲ در مولار ميکرو ۳/۲ و ساعت ۴۸ در مولار ميکرو ۳ ساعت، ۲۴
  .)۲بود (شکل  ساعت

   
 در پلاتين سيس به OVCAR3 سلول حساسيت ارزيابي براي
 ثابت مقادير حضـــور در را MTT آزمايش ما ملاتونين، حضـــور
ــيس مختلف يهاغلظت با) مولار ميکرو ۴( ملاتونين  بر پلاتين س

اين  نتايج). ۲ شــکل ( کرديم اجرا OVCAR3 يهاســلول روي
 پلاتين ســيس با ملاتونين زمانهم مصــرف که داد بررســي نشــان

 ۱/۴ به ترتيب به را پلاتين ســيس IC50 مقادير داريمعني طوربه
 ۴۸ ساعت، ۲۴ در ميکرومولار ۲/۲ و ميکرومولار ۸/۳ ر،ميکرومولا

> ۰۵/۰( ييتنهابه پلاتين سيس با مقايسه در ساعت ۷۲ و سـاعت 
p( داد. کاهش  

  

  مختلف يهامار شده در زمانيت يهاگروهدر  هاسلول  IC50ن يانگيسه ميمقا ):۲شکل (
  نشان داده شده است. Mean±SD صورتبهر يمقاد

  موردنظر يهاگروهدر  موردمطالعه يهاژن ين نسبايب ):۳شکل (
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  :Survivin ،Xiap ،Akt، ٣ي کاسپاز هاژنارزيابي بيان 

حاصــل از اين پژوهش  Real time PCRهاي يافته بر اســاس
ــپـاز     ــپاز  نيترمهم عنوانبـه  ۳بيـان ژن کـاسـ افزايش  مؤثرکاسـ

ــده بــا ملاتونين داريمعني و گروه ترکيبي  در گروه تيمــار شــ
سـيس پلاتين نسـبت به گروه کنترل دارد و بيان نسبي   -ملاتونين

باشـد و در گروه سيس  يم ۱۳۲/۱۳و  ۲۷۲/۳ژن به ترتيب معادل 
همچنين بيان ). ۱جدول داري مشــاهده نشــد (پلاتين تغيير معني

ملاتونين، سيس  يهادر گروه Survivinآپوپتوز  مهارکنندهي هاژن
ــبت به گ پلاتين ســـيس-پلاتين و گروه ترکيبي ملاتونين روه نسـ

ــد که در گروه يم ۲۱۸/۰ و ۷۲۹/۱، ۸۴۱/۰کنترل به ترتيب  باشـ
  سيس پلاتين بيان ژن -منفرد ملاتونين و ترکيبي ملاتونين

  
ــان    ــي نشـ دهد و اين کاهش مرزي در گروه يمرونـد کـاهشـ

ــديمترکيبي   عنوانبه XIAP). همچنين بيان ژن ۲(جدول  باشـ
-آپوپتوز در گروه ترکيبي ملاتونين ارکنندهمهي هاژنيکي ديگر از 

دار نسبت به گروه کنترل افزايش نشان داد که معني سيس پلاتين،
يکي از پروتئين کينازهاي  عنوانبه AKTژن بيان ). ٣نبود (جدول 

ــبت به گروه  -مهم در گروه ترکيبي ملاتونين ــيس پلاتين نسـ سـ
آناليز بيان  ).۴ (جدولدار نبود کنترل افزايش نشــان داد که معني

نتايج مربوط  نشان داده شده است. ۳شکل خلاصه در  طوربه هاژن
آورده شده است که نتايج نشان  ۴شکل شماره در  ذوببه منحني 

  .صورت گرفته استاختصاصي  صورتبهتکثير  دهديم
  

  موردمطالعه يهاژن يذوب اختصاص يمنحن ):۴شکل (
  

  ۳آناليز بيان ژن کاسپاز  ):۱جدول (
 فاصله اطمينان  P(H1)  نتيجه

  درصد ۹۵
(95%CI) 

خطاي ميانگين 
 استاندارد

(Standard 

Error)  

    ۳-کاسپاز  بيان نسبي ژن

  ۱  ملاتونين + سيس پلاتين  ۱۳۲/۱۳  ۳۲۹/۱۶  ۶۸۶/۵-۲۷۳/۳۱  ۰۰۱/۰  افزايش
  ۲  ونينملات  ۲۷۲/۳  ۲۵۰/۴  ۵۳۷/۱-۹۶۴/۶  ۰۰۱/۰  افزايش

  ۳  سيس پلاتين  ۷۶۵/۱  ۹۲۱/۴  ۳۲۸/۰-۵۱۴/۹  ۶۵۳/۰ داربدون تغيير معني
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  Survivinآناليز بيان ژن  ):۲جدول (
 فاصله اطمينان  P(H1) نتيجه

  درصد ۹۵
(95%CI) 

خطاي ميانگين 
 استاندارد

(Standard 

Error)  

   Survivin  بيان نسبي ژن

  ۱  + سيس پلاتين ملاتونين  ۲۱۸/۰  ۲۱۸/۰  ۲۱۸/۰-۲۱۸/۰  ۰۵۶/۰  کاهش
 ۲ ملاتونين ۸۴۱/۰ ۰,۸ ۶۷/۰-۰۶۱/۱ ۶۵۴/۰ دارمعني تغيير بدون
  ۳  سيس پلاتين  ۷۲۹/۱  ۷۶۶/۱  ۱۹۳/۱-۵۲۲/۲  ۰۰۱/۰ دارمعني تغيير بدون

  
  Xiapآناليز بيان ژن ): ۳جدول (

 فاصله اطمينان  P(H1)  نتيجه
  درصد ۹۵

(95%CI) 

خطاي ميانگين 
 استاندارد

(Standard 

Error)  

آپوپتوز  مهارکنندهپروتئين  ن نسبي ژنبيا
  وابسته به ايکس

Xiap 

  

  ۱  ملاتونين + سيس پلاتين  ۹۸۶/۱  ۹۸/۱  ۹۸۶/۱-۹۸۶/۱  ۰۵۲/۰  افزايش
  ۲  ملاتونين  ۴۲۴/۱  ۴۲/۱  ۴۲۴/۱-۴۲۴/۱  ۰۱۹/۰  داربدون تغيير معني
  ۳  سيس پلاتين  ۹۶۶/۰  ۹۸۷/۰  ۶۶۷/۰-۴۰۹/۱  ۶۶۹/۰ داربدون تغيير معني

  
  Aktناليز بيان ژن آ ):۴جدول (

 فاصله اطمينان  P(H1)  نتيجه
  درصد ۹۵

(95%CI) 

 خطاي استانداردميانگين 

(Standard Error)  
  Akt  بيان نسبي ژن

 

  

  ۱  ملاتونين + سيس پلاتين  ۰۴/۲  ۰۴۲/۲  ۰۴۲/۲-۰۴۲/۲  ۰۵۴/۰  افزايش

بدون تغيير 
  دارمعني

  ۲  ملاتونين  ۶۱/۱  ۶۴/۱  ۳۵۳/۲-۱۱۴/۱  ۰۷۲/۰

بدون تغيير 
 دارمعني

  ۴  سيس پلاتين  ۳۴/۱  ۳۴/۱  ۳۴۷/۱-۳۴۷/۱  ۰۳۰/۰

 
  گيريبحث و نتيجه

 محدود اغلب تخمدان سرطان براي کنوني درماني هايياستراتژ
 براي ييتنهابه يدرمانيميش که است داده نشان شواهد و است

 هايينهگز يافتن ابراين،بن. نيستمؤثر  تومور يهاسلول کاهش
 نملاتوني. قرار گرفته است موردتوجه جانبي عوارض با جديد درماني

 ارآييک و بالقوه سرطاني ضد خواص با طبيعي مولکول يک عنوانبه
 گزينه است ممکن فعلي، يهادرمانجانبي  عوارض کاهش در آن

   باشد. تخمدان سرطان درمان در مناسبي
ن مطالعه مشاهده کرديم ملاتونين وابسته به دوز و زمان در اي

سرطاني  يهاسلولکند و باعث کاهش درصد زيستايي يمعمل 

ميکرو مولار  ٤ير در غلظت تأث نيمؤثرترشود و يم موردمطالعه
 ثرا داده است نشان نتايج مطالعات متعددي ملاتونين مشاهده شد.

 ظتغل به تنهانه و اشدب متفاوت است ممکن ملاتونين توموري ضد
 دارد يبستگ نيز کشت شرايط و هاسلول نوع به بلکه استفاده، مورد

 ارد،گذينم تأثير پايين دوزهاي در سلولي رشد ملاتونين بر ).١٩(
 DNA سنتز در توجهيقابل کاهش باعث بالا، دوزهاي برعکس

 را پلاتين سيس -ملاتونين ترکيب ما مطالعه اين ). در٢٠شود (يم
 رده در تخمدان سرطان درمان براي جديد درمان يک عنوانبه

ملاتونين باعث کرديم و مشاهده کرديم  ارزيابي OVCAR3 سلولي
 جهيدرنتشده است و  سومکي اندازهبهکاهش مصرف سيس پلاتين 
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ين هاي اگردد. از يافتهيمباعث کاهش عوارض جانبي سيس پلاتين 
رمان بيماران مبتلا به سرطان توان براي مديريت و ديممطالعه 

  تخمدان استفاده نمود.
 اگرچهباشد يمايجاد آپوپتوز در سلول  يدرمانيميش ـهدف از 

ــلول ملاتونين کند ولي يم محافظت آپوپتوز از را طبيعي يهاسـ
ملاتونين دهد. يم ترويج ســرطاني يهاســلول در را ســلولي مرگ

شود يم يدرمانيميشباعث افزايش فعاليت سـيتوتوکسـيک عوامل   
ا که ر ييهاسلول نسبت پلاتين سـيس  همراه با همچنين ملاتونين

). ٢١( دهديم افزايش توجهيقابل ميزان به شــونديموارد آپوپتوز 
 تبطمر مسيرهاي يسازفعالهايي نظير يسممکانملاتونين از طريق 

 داخلي و خارجي باعث آپوپتوتيک شـدن مسيرهاي  و فعال ،p53 با
 ثباع ملاتونين که است شده گزارش. شـود يمر آپوپتوز مسـي  القاء
  ).۲۲( شوديم ٩ و ٣ کاسپاز شدن فعال

 کاسپازها شدن فعال شامل: آپوپتوزي درمان بالقوه يهاروش از
 مهار ،PKB / Akt مهار ،PARP)( ريبوز) پليمراز-ADPپلي ( و

ــدن و )IAP( آپوپتوز مهارکننده هـاي ينپروتئ خـانواده   فعال شـ
  ).٢٣( باشديم Bcl-2 ينپروتئ

 هستند آپوپتوز اجراي و شروع در مهم عوامل از يکي کاسپازها
ؤثر م کاسپاز عملکرد در اختلال يا پايين سطوح که باورند اين بر و

کند  تســهيل را ييزاســرطان و داده کاهش را آپوپتوز اسـت  ممکن
 در گروه ملاتونين منفرد ٣در پژوهش حاضر بيان ژن کاسپاز  .)۲۴(

ه سيس پلاتين افزايش معنادار نسبت ب-و در گروه ترکيبي ملاتونين
نشان داد و بيشترين افزايش در گروه ترکيبي ملاتونين  گروه کنترل

  سيس پلاتين مشاهده شد.-
 نيترمهم آپوپتوز مـهــارکننــده  هــاييـن پـروتـئ ـ   خــانـواده 

 ار بيروني و ذاتي مســيرهاي که هســتند آپوپتوز يهاکنندهميتنظ
ــت. کننديم تنظيم ــو هش ــده گزارش اين خانواده از عض  کهاند ش

 به متعلق Survivin و X با مرتبط آپوپتوزي پروتئين مهارکننده
  ).٢٥( باشديم خانواده اين

Survivin توانديم که اســـت دوعاملي پروتئين يک عنوانبه 
کند  وبسرک را آپوپتوز سلولي مرگ و کرده تنظيم را سلولي تکثير
ــياري در Survivin ينپروتئ توليد ــاني تومورهاي از بسـ  و انسـ

ــلول در ولي دارد افزايش جنيني يهابافت همچنين  کاملاً يهاس
ــلاً بالغ و تمايزيافته ــود نمي ديده اص  اين دادن قرار . هدف)٢٦(ش

 براي درماني پتانســيل يک اســت ممکن آپوپتوز ضــد يهامولکول
 نشــان دادن که همکاران و فن. کند ايجاد ســرطان تخمدان درمان

ــد ملاتونين ــلول رش  طوربه را SMMC-7721 و HepG2 يهاس
 طريق زا ييتنهابه آپوپتوز پيشرفت باعث و کنديم مهار توجهيقابل

ــوديم XIAP و survivin بيان کاهش  و cIAP-1 بيان بر اما ش
cIAP-2 ٢٧( گذاردينم يرتأث .(Survivin ٣ يهاکاســپاز روي بر، 

 اکاسپازه مهارکننده که اسـت  معني اين به و ذاردگيم يرتأث ٩ و ٧
  ).٢٨است (
 و Xiap آپوپتوز مهارکننده يهاژن بيان ما مطالعه اين در

Survivin ژن بيان و کرديم بررسي Survivin شده تيمار گروه در 
 ولي شد مشاهده ٢١٨/٠ نسبي کاهش پلاتين سيس+ ملاتونين با

  د.دار نبواختلاف معنيها گروه ساير در
XIAP برابر در مقاومت و بدخيمي ايجاد در کليدي عامل يک 

 همراه يعيرطبيغ تکثير و سلولي آپوپتوز اختلال در با که است درمان
 يهامهارکننده کارآمدترين از يکي XIAP که است واضح. است

 مهار و باشديم ي آپوپتوزهامهارکنندهاعضاي خانواده  و از کاسپاز،
 و ۹- آغازگر کاسپاز به اتصال طريق ازعمدتاً  XIAP توسط آپوپتوز
  ).۲۹( شوديم هماهنگ ۷- کاسپاز و ۳- مؤثر کاسپاز

 در مهمي تنظيمي نقش PI3K ســيگنالينگ همچنين مســير
 آنژيوژنز، پيري، فرايند ،DNA ترميم آپوپتوز، سلولي، چرخه تنظيم

 موجب مســير اين يســازفعال. دارد و تحرک ســلولي متابوليســم
 ئولمس که آنژيوژنز همچنين و تحرک بقاء، سـلولي،  کثيرت افزايش

ــت تومورزايي مهم يهاجنبه تمام ــوديم اسـ  دليل همين به .شـ
 طوربه تحقيقاتي هاييشــگاهآزما و دارويي يهاشــرکت از بســياري

 در کليدي اجزاي ديگر و PI3K يهامهارکننده توسعهدرحال فعال
اثرات ضد تکثيري  يکي از. )۳۰هسـتند (  سـيگنالينگ  مسـير  اين

 يکي AKT. )۳۱باشد. (يم AKTکردن مسـير   رفعاليغملاتونين 
ــيگنالينگ  يهامولکولاســـت که  کيناز مهم پروتئين از ديگر سـ

ــلولي، تکثير کليدي را که در کنترل وپتوز آپ و بقا تمايز، اندازه، س
 توجهيقابل طوربه ). ملاتونين٣٢(کند يم نقش دارد را فســـفريله

  .)٣٣( دهديم را کاهش AKT /AKT-P نسبت کل
 ار آپوپتوز پلاتين ســيس که شــده داده نشــان قبلي مطالعات

 اما ،)A2780-s( حساس سلولي يهارده در دوز به وابسته صورتبه
. کنديم ايجاد تواندي) مA2780-cp( مقاوم ســلولي يهارده در نه

ــطح در XIAP پروتئين محتواي کاهش بـا  آپوپتوز افزايش  سـ
mRNA متنظي يجابه پلاتين سيس دهديم نشان و نيست، همراه 

. کنديم تنظيم پروتئين سطح در را آپوپتوز ضد عامل اين ژن، بيان
ــور در  ازحدشيب بيان ،PI 3-K (LY294002) مهارکننده حضـ

XIAP  و هکرد مسدود را پلاتين سيس از ناشـي  آپوپتوز نتوانسـت 
 عمل محل که دهديم اننش که کند، القا را Akt فسـفوريلاسـيون  

XIAP بالادست Akt سيس). ۳۴( است سلول بقاي مسير اين در 
 Akt و mRNA، XIAP، PI 3-K (p85) سطح بر يريتأث پلاتين
  ).٣٤( ندارد

XIAP و Akt مرگ بين هموســتاز  حفظ در عملکرد ازنظر 
 است ممکن XIAP. )۳۵( هستند مرتبط سـلولي  تکثير و سـلولي 

 بقاي مسير و سلولي آپوپتوز سيگنالينگ مسير بين اصلي پيوند يک



 ۱۴۰۰ مهر، ۷، شماره ۳۲دوره   پزشکيمطالعات علوم مجله 
 

٥٣٣  

ــلول  ــديمس ــت ممکن XIAP دادن قرار هدف. باش  زمانهم اس
). که در اين ۳۶دهد ( قرار تأثير تحت را ســلولي  تکثير و آپوپتوز

داري در مطالعه نيز در گروه تيمار شده با سيس پلاتين تغيير معني
  مشاهده نشد. Aktو  Xiapژن 

ن سـيس پلاتي -ما درمان ترکيبي ملاتونين هايبر اسـاس يافته 
دار) و (با اختلاف معني ۳باعث افزايش چشمگيري در بيان کاسپاز 

ــد و اين تغييرات  Survivinکاهش بيان در ژن  (اختلاف مرزي) ش
به  OVCAR3 يهاسلولباعث افزايش حسـاسـيت    هاژندر بيان 

بق ط شود.يمسلولي  شدهيزيربرنامهسـيس پلاتين و شروع مرگ  
 Xiap يهاژندر اين مطالعه تغييري در بيان  آمدهدستبهي هاداده

ــت براي   Aktو  ــد و بهتراسـ ــاهده نشـ ييد اين مطلب بيان تأمشـ
ــود. هـا ژناين  پروتئين ــي شـ هاي اين مطالعه در يافته نيز بررسـ

دهد با مصرف ملاتونين در غلظت يمنشان  OVCAR3 يهاسلول
س پلاتين حساسيت بيشتري به سي OVCAR3 يهاسـلول  مؤثره
ــرطان يم کنـد و يمپيـدا   تواند براي مديريت بيماران مبتلا به سـ

  تخمدان و نيز کاهش عوارض جانبي دارويي استفاده شود.
  

  تعارض در منافع
  .ندارد

  
  يتشکر و قدردان

ي اين مطالعه ياري از کليه افرادي که ما را در اجرا لهيوسنيبد
  گردد.يمنمودند سپاسگزاري 
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Abstract 
Background & Aims: Ovarian cancer is the seventh most common cancer and the fifth most common 
cause of death among women worldwide. Therefore, it is necessary to find new drugs that increase the 
effectiveness of chemotherapy drugs and the possibility of using them in lower doses, which leads to a 
reduction in side effects. The aim of this study was to evaluate the effect of melatonin on the expression 
of XIAP, Survivin, AKT, and caspase 3 genes in order to increase cisplatin sensitivity in cultured 
OVCAR3 cells. 
Materials & Methods: In this study, OVCAR3 cells with different concentrations of melatonin (0.001, 
0.312, 0.625, 1.25, 2.5, 5,10 μM) and different concentrations of cisplatin (0.001, 0.937, 1.875, 3.75, 
7.5, 15 μM) were cultivated at 24, 48, and 72 hours. Then, cytotoxicity was assessed by MTT assay. 
Real-time PCR test was performed to evaluate the relative gene expression level of XIAP, Survivin, 
AKT, and caspase 3 genes in control, melatonin, cisplatin, and a combination of melatonin and cisplatin 
groups. 
Results: The results of this study showed that melatonin inhibits the proliferation of cultured OVCAR3 
cells based on a dose and time-dependent mechanism. The results of analysis showed that there is a 
significant increase in the gene expression level of caspase 3 regarding melatonin and melatonin-
cisplatin groups. Also, the expression of Survivin apoptosis inhibitor gene in melatonin-cisplatin 
combination group decreased (borderline difference). There were no significant changes in tested groups 
regarding relative gene expression of Xiap and Akt. 
Conclusion: The findings of this study show that OVCAR3 cells became more sensitive to cisplatin in 
the presence of melatonin. It can be used to manage patients with ovarian cancer. 
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