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 یسرطان یهاسلول یبر رو نیشده با ملاتون ماریت RAW264.7رده  ماکروفاژ یهااثرات سلول یررسب

 K562 یوکمولتریرده ار
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 دهیچک
 یملکردهاع لطفبه  نیملاتون ی. از طرفدهندیم نشان را یگوناگون یهاپیتبع آن فنوتمتنوع و به یعملکردها ،طیمح زیتأثیر ر تحتاكروفاژها م و هدف: نهیزم

در  نیدر مورد نقش ملاتون یاطلاعات چیحال، ه. بااینشود فاكتورها گرید با یهماهنگ در سرطان رشد تیمحدود ای و سرطان توسعه سبب تواندیم چندگانه

رده  یسرطان یهاسلول یبر رو نیشده با ملاتون ماریماكروفاژ ت یهاسلول راث نییمطالعه تع نیا هدفتومور وجود ندارد.  طیماكروفاژها در مح بهشکل دادن 

K562 .است. 

 یهاها با غلظتسلول. شدند داده كشت ساعت 12 یبرا 6× 201 یبا تراكم سلول خانه 12 تیدر پل RAW264.7 یهامنظور سلول نیا یبرا :هاروش و مواد

 تحت RAW264.7 یهاسلول به 01: 0با نسبت  K562 یهاسلول سپس. شدند ماریت ساعت 12 مدت به نیملاتون کرومولاریم 111 و 001، 011، 70، 01 صفر،

 نیدیبا آكر یزیآمرنگ ییلهوسها بهسلول نیآپوپتوز و نکروز در ا زانیشد و م نییتع NRو  MTTبا روش  K562 یهاسلول یمانزنده قدرت. شدند اضافه ماریت

با استفاده  هادادهموردسنجش قرار گرفت.  نیشده با ملاتون ماریت RAW264.7 یهاسلول در NOو  MPO زانیم نیهمچن. دیگرد یابیارز دیبرما ومیدیاورنج و ات

 (.>10/1P) گرفتندقرار  یابیمورد ارز یتنیو من و سیاز آزمون كراسکال وال

. افتی شافزای کرومولاریم 70و  01های با ملاتونین در غلظت ماریتتحت  RAW264.7 یهاسلول مجاورت در K562های سلول یمانزنده و رشدمیزان  :جینتا

 .افتیكاهش  نیغلظت ملاتون شیبا افزا زین NOو  MPO زانی. مافتی رییتغ روند نیا بالاتر یهاهرچند در غلظت

با  یمارتحت ت RAW264.7 یهادر مجاورت سلول K562 یهاسلول یاتیح یهاتیقابل ریسا و یمانزنده زانیم توجهقابل شیافزا از یحاك جینتا :یریگجهینت

 .است نیملاتون نییپا یهاغلظت

 

 K562 ن،یملاتون ،RAW264.7ماكروفاژ رده  ،یتیتوتوكسیس کلمات کلیدی:

 

 
 

 

 

 

 

 مقدمه
ه بسرطان  یمونوتراپتحقیقات گسترده مشخص ساخت كه ای

 واقعیت تبدیل خواهد شد اگر این واقعیت درک شود كه

 دكننیم فایتومورها انابودی  ایدر رشد و  یماكروفاژها نقش مهم

 های كلیدی هم در ایمنیكنندهتنظیمعنوان به (. ماكروفاژها0)

ین ا اند،شده شناخته رسمیت اكتسابی به و هم در ایمنی ذاتی

 توسعه جنینی، طول در انگشتی بین فضاهای ها حذفسلول

 هایتیموسیت حذف و خون قرمز پیر هایسلول فاگوسیتوز

بر را  Tهای سلول از منفی و مثبت انتخاب در طی آپوپتوز شده

 هاینقش مقیم بافت، ناهمگن ماكروفاژهای (.1دارند ) عهده

 یبازسازعفونی،  عوامل برابر در میزبان دفاع از اعم متعدد،

 نیایم تنظیمات سیستم و زخم بهبود بافت، توسعه استخوان،

(. 2دهند )انجام می هافنوتیپ از ایگسترده طیف بدن را در

های ذیل خود به گروه عملکردی هایفعالیت اساس بر ماكروفاژها

پژوهشیمقاله   

 

ناسی، ششناسی، بخش ایمنیگروه میکروبابطحی فروشانی،  میثمسید  :مسئول نویسنده*
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 های سرطانیبررسی اثر ماکروفاژ بر سلول

 پزشکی بالینی دوره

 

0102 

 كنندهحفظ (: ماكروفاژهای كلاسیک2شوند )بندی میتقسیم

ها و ترین فاگوسیتوزكنندههموستاز بافت بوده و از اصلی

ها (، این سلول0باشند )های سرطانی میسلول نابودكننده

گر واكنش هایگونه ،(iNOS) سنتاز اكسید نیتریک تولیدكننده

 0MyD88و  Trif یرهایمس كنندهفعالنیتروژن،  و اكسیژن

و  1IRF3،1-AP2 یسیعوامل رونو یسازفعالهستند كه منجر به 
2NFκB یهاكردن ژن فعال و درنتیجه TNFsیها، ژن 

 یدر پاسخ التهاب IL-18و  CXCL100 ،2NOS ،12-IL نترفرون،یا

ماكروفاژهای كلاسیک دارای گیرنده رفتگر،  (.6گردد )می

های گیرنده ،C نوع لکتین هایالگو، گیرنده شناساگرهای گیرنده

RIG6 گیرنده  و هلیکاز مانندNod7 ( 7هستند .)سطوح با ها آن

 مک محرکهای كو مولکول CD688، نشانگرII-MHCبالایی از 

CD80  وCD86 كننده ایمنی یکتحرشوند و مشخص می

 .(8هستند ) Tهای ویژه با فعال كردن سلولاكتسابی به

 ییرگ زا در و هستند یضدالتهابآلترناتیو  ای M2 یماكروفاژها

 یبرخها این سلول كهیدرحالنقش دارند.  بافت یو بازساز

-یبه ارائه آنت قادر دهند اماافزایش میرا  MHC-II یهامولکول

 جیترو را Th2پاسخ  M2 یماكروفاژها نیستند،كارآمد  هایژن

متصل شونده به  رندهیگ انیب ،توسط تیجمع نیا(. 6كنند )یم

 C گیرنده ،CD204، CD301 و CD163 ، نشانگرهایی مانندمانوز

( شناخته 01روبنده است ) گیرنده كه یک CD206 ( و1) لکتین

كه ( RGC-32) 21 به كمپلمان دهنده. ژن پاسخشوندمی

 ها ازجملهاز سلول یاریدر بس ی استچرخه سلول كنندهیمتنظ

 بیان ها تحت تأثیرهای آنویژگی .شوددیده می M2 یماكروفاژها

 (.00است ) 0-آرژیناز مانوز، گیرنده بالای

 فاقد M2 ماكروفاژهای مانند 1ماكروفاژهای مرتبط با تومور

ن ژنیتروژن هستند و در عرضه آنتی گرهای واكنشگونه بیان

 را با ماكروفاژهای با TAMS باشند. مقالات گذشتهناتوان می

 TAMSاما اكنون مشخص است كه  اند،دانسته برابر M2 فنوتیپ

هایی خاص خود متأثر از ویژگی با و متنوع متمایز یک جمعیت

ریز محیط تومور، مراحل پیشرفت تومور، نوع تومور هستند كه 

ماكروفاژها  این. (01تداخل دارند ) باهمها گاهی این ویژگی

 اكتیکكموت وسیتمون پروتئین های توموری را توسط تولیدسلول

(MCP)، محرک كلونی ماكروفاژ فاكتور (M-CSF)، رشد فاكتور 
                                                           

1 - Myeloid differentiation primary response 88 

2 - Interferon regulatory factor 3 

3 - Activator protein 1 

4 - Nuclear factor κB 

5 - C-X-C motif chemokine 10 

-تقویت می( ANG1) 0 آنژیوپویتین ،(VEGF) عروقی اندوتلیال

ها و فاكتورهای پاتولوژیکی TAM(. همبستگی بین 02كند )

ی انواع تومورها بررسی نشده است. ماكروفاژهای برای همه

TAMS ورهایفاكت انتشار با پستان سرطان برای درمانییمیش با 

 یاهسلول دارویی در مقاومت تنظیم درمانی یایمیشمقاومت به 

 (.02كنند )سرطانی تداخل ایجاد می بنیادی

بر های ماكروفاژ براین اساس امروز معتقد هستند كه سلول

های متفاوتی فنوتیپ صورتبهریز محیط اطراف خود  اساس

 ای بیترك ن،یكموك ن،یتوكیس کی افتن(. ی00گردند )تبدیل می

 نخواهد كرد دشوار است جادیرا ا یكه عوارض جانب مواد زیستی

 یماكروفاژها با عوارض جانب کیدر تحر یقبل یهاتلاش .(06)

مانند  یالتهاب یهاگنالی. س(07ه است )خطرناک همراه بود
01LPS ای α-TNF توانند ماكروفاژها را نسبت به یم یراحتبه

حال، كنند. بااین پلاریزه یشگاهیآزما طیدر شرا M1 پیتفنو

پاسخ  کی in vivoدر  TNF-αو  LPSاستفاده از مواد مانند 

 تمسیس یهاسلول یكه حاوكند در بدن ایجاد میكامل  یالتهاب

توانند تب و التهاب را در یها ماست. آن اكتسابیو  یذات یمنیا

 نیكنند. ا جادیها اهیو ر یبافت ازجمله سطوح مخاط نیچند

تواند به یم( و 08)هستند  یسم اریبس زین یالتهاب یهاگنالیس

. دازدنیها را به خطر ببرساند و سلامت آن بیآس یسرطان مارانیب

یری كه دارد كاندیدی پذخواص انعطاف به دلیلماكروفاژها 

د تواننیكه میی هامواد و پروتکل ییشناسا یبرامناسب است 

 یهالحمله به سلو یرا برا دنب یمنیا ستمیس یطورجدبه

 محافظت ازیت و متاستاز و درنها ییاز رگ زا یریجلوگ ،یسرطان

تواند اثرات ضد میكه  یمواد مختلف بین از یاری دهد. زبانیم

رد. كرا به خود جلب  یادیتوجه ز نی، ملاتونسرطانی داشته باشند

آمین اندول یک( تریپتامین-متوكسی-0-استیل N) ملاتونین

س پ .است شده ظاهر زود خیلی تکامل فیلوژنی طول در است كه

 آل طی دوهای پینهفعال به سلول صورتبهاز ورود تریپتوفان 

شود. در طی دو مرحله بعد مرحله به سروتونین تبدیل می

 یددمتع یهاسمیمکانشود. سروتونین به ملاتونین تبدیل می

اثرات اونکواستاتیک خود را تواند یم نیوجود دارد كه ملاتون

ر هر ی دآپوپتوز های پیشتأثیر مستقیم بر ژن الف(: اعمال كند

اهش ك اكسیدانی، ج(یآنت داماتاق ب(، دو مسیر بیرونی و درونی

6 - RIG-I-like receptors 

7 - Nod-like receptors 

8 - Cluster of Differentiation 68 

9 - Tumor-associated macrophages (TAMs) 

10 - Lipopolysaccharide 
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 گنیگنالیس یهارشد تومور و مولکول یبرا یدیجذب عوامل كل

 در یمنیا كنندهیکتحری هاسمیمکان شیافزا، د( رشد تومور

های سرطانی، ز( در تمایز سلول مؤثرر(  ،بدن هایسلول انیم

 (.01یی )رگ زافعالیت ضد 

 BALB /cموش  یصفاق عیاز ما RAW264.7 لیسلورده 

شده با ویروس لوسمی موش آبلسون توسط پرفسور یکتحر

Ohmori   در دانشگاهMeikai  ی پیفنوت یهایژگیو و یجادشدها

 RAW264.7 یسلولرده . دادرا نشان  یها و ماكروفاژهاتیمونوس

ا به ر نیو سر نیگلوتامبه استرس غذایی بسیار حساس بوده و 

 نیرس .كنندیها مصرف مدینواسیآم ریبالاتر از سا اریبس زانیم

 هدف. شودیكشت حذف م طیاست كه از مح یدآمینهاس نیاول

 یهاشده با غلظت ماریماكروفاژ ت یهاسلول راث نییمطالعه تع نیا

 یترولوكمیرده ار یسرطان یهاسلول یبر رو نیملاتون مختلف

K562 ضد عملکرداست كه  نیپژوهش فرض بر ا نیاست و در ا 

 یترولوكمیار یهابر سلول RAW264.7 یماكروفاژها یتومور

K562 .مؤثر است 
 

  هامواد و روش
بنیادی است، رده سلولی  -مطالعه كنونی از نوع تجربی

در  صورتبهاز انستیتو پاستور تهران  RAW264.7ماكروفاژی 

 DMEMدرصد محیط كشت كامل  11تهیه و در  حال رشد

00high glucose ،01  ،درصد آنتی 0درصد سرم جنین گاو-

درصد از  1سیلین+ استرپتومایسین(، استریپ )پنیبیوتیک پن

L- اكسیدیددرصد  0خانه با گلوتامین كشت و سپس در گرم 

گراد قرار گرفت درجه سانتی 27درصد و دمای  10رطوبت ، كربن

خریداری شد(.  biowest, United States)تمامی مواد از شركت 

پس از چهار روز محیط كشت تعویض و سرانجام در روز هفتم با 

درصد لیدوكایین  11)حاوی  EDTA  +PBSمحلول لیدوكائین+ 

با دمای  دماهم( كه PBSدرصد از  EDTA  +81درصد از  18/1+ 

ید و با میکروسکوپ معکوس از گردها پاساژ اتاق است سلول

 ها اطمینان حاصل شد.سلامت سلول

از دانشکده دامپزشکی دانشگاه ارومیه  K562رده سلولی 

یک ویال فریز دریافت شد. این رده سلولی تحت شرایط  صورتبه

در محیط كشت كامل  RAW264.7و امکاناتی مشابه رده سلولی 

بررسی هدف  منظوربهكشت داده شد.  RPMI01 درصد 11حاوی 

 های ذیل صورت گرفت.تست موردنظر

                                                           
11 - Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium 
12 - Roswell Park Memorial Institute 

 MTT13تست سنجش سمیت 

رنگ  یهاروش از یکی( MTT) ومیتترازول نمک برداشت آزمون

 کردلعممواد بر  تیسم زانیم یبررس یمتداول برا یسنج

 از ولسل در یانرژ دیتول روند به بیآساست.  سلول یتوكندریم

 یهتست بر پا نیاسموم است.  بیآس یهاروش ینترمتداول

 یارغوان یستالیزرد به فورمازان كر ومیشکسته شدن نمک تترازول

 الفع زنده یهاسلول در ییایتوكندریم تیواسطه فعالرنگ به

حل ابلق شدهیلتشک فورمازان ستالیكراست.  یکیمتابولازنظر 

 توسط تواندیم حاصل یرنگ محلول جذب و بوده

-لكاهش تعداد سلو ای شی. افزاگردد یبررس یاسپکتروفتومترها

 راتییزنده منجر به تغ یهاسلول یتوكندریم سلامت كنار در ها

 در یهابه فورمازون توسط سلول MTT یایزمان در مقدار احهم

 2016انجام این تست، تعداد  منظوربه .(11) شودیم كشت

، 011، 70، 01های صفر، ساعت با غلظت 12سلول به مدت 

تیمار خانه  12های میکرومولار ملاتونین در پلیت 111و  001

های رده سلول RAW264.7های برابر سلول 01شدند. به تعداد 

K562  ساعت انکوبه گردید. خصوصیات  12اضافه شد و برای

های در تماس با سلول K562های شناور مورفولوژیکی سلول

RAW264.7  تیمار شده با ملاتونین بعد از طی این مدت با كمک

ای غیر همیکروسکوپ معکوس بررسی و ثبت گردید. سپس سلول

تریپان بلو تست  بارنگو پس از شمارش  جداشده K562چسبنده 

صورت گرفت.  K562برای رده سلولی  MTTسنجش سمیت 

با  MTTخانه ته تخت منتقل و  16به پلیت  K562های سلول

 27ساعت در دمای  2ها برای و سلول اضافه mg/ml 0 غلظت

ای هحل شدن كریستال منظوربهگراد انکوبه شدند. درجه سانتی

اضافه شد و بعد از چندین بار پیپتاژ  DMSOفورمازان، 

 موجطولیجادشده در اسوسپانسیون حاصل، میزان جذب نوری 

 نانومتر توسط الایزا ریدر قرائت گردید. 021

 لولیهای سآستانه توکسیسیته ملاتونین بر ردهتعیین   

 زنده یاهسلول توسط كهاست  یونیكات یکرنگ رد نوترال رنگ

 بخش در وشده برداشت توزیاندوس وهیش به فعالصورت به

مانند آزمون  زیآزمون ن نی. اگرددیم رهیذخ هاآن یزوزومیل

MTT یاتیتست سنجش قدرت ح کی (Vitality است؛ )هر رایز 

 تهگرف قرار یبهتر تیوضع در ییغشا سلامتازنظر  یسلول چه

 نیا در. بود خواهد رنگ برداشت به قادر یبارزتر نحو به باشد،

13 - 3-(4,5-Dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-

tetrazolium bromide (MTT) 
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 موجود آزاد یهارنگ حذفمنظور به رنگ، برداشت از بعد تست

لازم است كه  ی. در مرحله بعدشوندیم شسته هاآن طیمح در

 هب بتوان تا شود آزاد زنده یهاسلول درون در افتادهرنگ به دام 

 تدس زنده یهاسلول غشاء یسلامت و عملکرد تیقابل از یاسیق

 لولمح کی كمک به ها،سلول تیتثب ار پس منظور نیبد. افتی

 كاهش ای شیافزا. شودیم آزاد هاسلول از رنگ اتانول یدیاس

 به منجر زنده یهاسلول ییدر كنار سلامت غشا هاسلول تعداد

 در یهاسلول توسط رنگ یآزادساز مقدار درزمان هم راتییتغ

 راث از یحاكآزادشده  رنگ شدت كاهش نیبنابرا؛ شودیم كشت

 .(10) است یسلول غشاء بر سم

بعد از مجاورت رده سلولی  MTTدر این روش نیز مانند تست 

K562 های در تماس با سلولRAW264.7  غلظت باتیمار شده-

میکرومولار ملاتونین،  111و  001، 011، 70، 01های صفر، 

 1Xخانه ته تخت منتقل و رنگ  16به پلیت  K562های سلول

ها برای با محیط كشت اضافه و سلول 01به  0به نسبت  ردنوترال

ه س گراد انکوبه شدند. سلولدرجه سانتی 27ساعت در دمای  2

ن ها محلول سلوشبار مورد شستشو قرار گرفتند. به سطح سلول

 26درصد اسید استیک و  2درصد،  16درصد الکل  01ر )باف

یجادشده در ادرصد آب مقطر( اضافه و میزان جذب نوری 

نانومتر توسط الایزا ریدر قرائت گردید. البته این  021 موجطول

یی نیز تنهابه RAW264.7برای رده سلولی  MTTآزمون و تست 

 صورت گرفت.

 تست دفع رنگ تریپان بلو  

كه در اصل قدرت حیاتی   NR و   MTT یهاتستدر كنار 

 یعال تست سنجد، تست تریپان بلو یکیمهای زنده را سلول

 نیدر ا یگردعبارتبه .است viability یمانزنده یصتشخ یبرا

 نییصورت مطلق تعمرده بودن سلول به ایآزمون فقط زنده 

 یاست كه سلول ممکن است زنده باشد ول یدر حال نی. اگرددیم

 ای و یانرژ ینو تأم یتوكندریعملکرد م ایو  ییدر عملکرد غشا

 نقصان دچار( Vitality) ییستایز ای یاتیدر قدرت ح یبه عبارت

 هیاست: بعد از ته لی. نحوه انجام تست به شرح ذباشد شده

 یسلول ونیاز سوسپانس یکبهیکبه نسبت  یسلول ونیسوسپانس

بلو باهم مخلوط شدند. سپس از محلول همگن  پانیو رنگ تر

 دموجو یهاقسمت به لام نئوبار منتقل شد. سلول کیاندازه به

 در هاسلول كل تعداد. دیگرد شمارش وسط و اطراف خانه 0 در

  (:0محاسبه شد )رابطه  لیبه شرح ذ تریلیلیم هر
     41052C= N 

 N :خانه هر در هاسلول متوسط تعداد. 

 .بلو پانیتربارنگ  شدن قیرق بیضر: 1

 .است شده شمارش آن در سلول كه یهاخانه تعداد: 0
 0/1 حجم با سهیمقا در تریلیلیم کی یبزرگ بیضر: 201

 .خانه 10 مجموع یتریلیلیم

های آپوپتوزی و شناسی ویژه سلولمشاهده ریخت  

س از نکروزی توسط میکروسکوپ فلوئورسنت پ

( و EBاتیدیوم بروماید ) ها بازمان سلولهم یزیآمرنگ

 (AOآکریدین ارنج )

های فلورسنت اتیدیوم ها از رنگآمیزی هسته سلولبرای رنگ

( استفاده گردید. آكریدین AO( و آكریدین ارنج )EBبروماید )

كند. ها را سبز میها نفوذ كرده و هسته آنی سلولتمامبهارنج 

هایی كه استحکام غشایی خود را به سلولاتیدیوم بروماید فقط 

كند. بدین و هسته را قرمز می شدهجذبباشند  دادهازدست

 RAW264.7های در تماس با سلول K562 یهاسلولمنظور به 

 111و  001، 011، 70، 01های صفر، غلظت باتیمار شده 

محلول رنگ اضافه شد.  0به  0میکرومولار ملاتونین به نسبت 

درصد  0/1درصد اتیدیوم بروماید و  0/1شامل  محلول رنگ

 یهاسلولبود. محلول رنگ و  PBSدرصد  8/11آكریدین اورنج و 

K562  دقیقه در دمای اتاق و در تاریکی انکوبه شدند.  00برای

سپس بلافاصله با میکروسکوپ فلورسانس با لامپ جیوه و 

 ، آبی و سبز مورد مشاهده قرار گرفت.UVفیلترهای 

در مایع رویی  کسیدازرامیلوپش میزان تولید سنج  

 RAW264.7های سلول

 یهاگرانول در دارآهن یمیزآن( MPOكسیداز )رامیلوپ

 و مرفونوكلئریپل یهاو در سلول است هالینوتروف کیلیآزوروف

از در كسیدرا. میلوپشودیم افتی یتیمنوس یهازوزمیل در یژهوبه

و  نقش دارد هاسلول ژنیاكس به وابسته كشییکروبعملکرد م

 تیخاص كه شودیم HOClبه دروژنیه دیپراكس لیباعث تبد

 یهاتیلوكوس کیتحر. است تریقو برابر 01 آن كشییکروبم

 یاهگونه دیتول با و شودیم یتنفس انفجار موجب یاچندهسته

هم  ییهامیآنز یسازفعال زیو ن OH,O2HClO,2فعال ازجمله 

همراه است.  MPOو  دازیاكس NADPHچون الاستاز، 

 و فعال یهاگونه دیتول موجب یتاًنها MPO كهییازآنجا

 شودیم نیپروتئ د،یپیل مانند یاتیح یهامولکول ونیداسیاكس

؛ ندكیم فایا التهاب میتنظ و یمنیا ستمیس در یمهم نقش لذا

 تأثیر تحت یمنیا یهادر سلول MPO زانیبا سنجش م نیبنابرا

 اببرد.  یپ هاسلول عملکرد به یحدود تا توانیم خاص یماریت
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 خاص یماریت تأثیر تحت یمنیا یهاسلول  MPOزانیسنجش م

(. مراحل انجام 12برد ) یپ هاسلول عملکرد به یحدود تا توانیم

 لیبه شرح ذ RAW264.7سلول  یبرا MPO زانیسنجش م

 با ساعت 12 مدت به سلول 2016: تعداد رفتیصورت پذ

 کرومولاریم 111 و 001، 011، 70، 01 صفر، یهاغلظت

-سلول ییرو عیما. شدند ماریت خانه 12 یهاتیپل در نیملاتون

به مدت  1011از سطح سلول جدا و با سرعت  RAW264.7 یها

صورت هر غلظت به ییرو عیشد. از ما فوژیسانتر قهیدق 00

خانه ته تخت  16 تیبه پل تریل کرویم 01 زانیجداگانه به م

 دروژنیه دیاز محلول پراكس تریکرولیم 81 زانیمنتقل و م

(2O2H )70/1 اضافه شد. از محلول  ییرو عیمولار به مایلیم

TMB (1/1 از  مولاریلیمTMB  درصد  0/02درDMSO  حل

 یدر دما قهیدق 0 یبه هر نمونه اضافه و برا تریکرولیم 001شد( 

بعد از اضافه شدن  یتانکوبه شدند. درنها گرادیدرجه سانت 27

 پتاژیبار پ نیدو مولار و چند 4SO2Hاز محلول  تریکرولیم 01

 دریر زاینانومتر توسط الا 201موج در طول یجذب نور زانیم

هورس  کرومولاریم 01استاندارد از  یمنحن یبرا. دیقرائت گرد

( HRP( )2.5 and 25 milliunit/ml HRP) دازیپراكس شیدر

جذب مربوط به  در تفاوتعنوان به MPO تیفعال واستفاده 

 MPO غلظت یتو درنها محاسبه شد HRPاستاندارد  یمنحن

 .(12) دیگرد نییاستاندارد تع یتوسط منحن

سنجش میزان تولید نیتریک اکساید به شیوه گریس در   

 RAW264.7های مایع رویی سلول

 اثرات كه است كوتاه عمریمهن با یگاز دیاكسا کیترین

-ستمیس از یاریبس در. دارد یمتنوع ییایمیوشیب و کیولوژیزیف

 عمل رسانامیمولکول پ کیعنوان به NOبدن،  یکیولوژیب یها

 مونوفسفات نیگوانوز دیتول قیطر از را خود اثرات و كندیم

 بدن اثرات یکیولوژیب یهاستمیدر س NO. گذاردیمجا به یحلقو

 توانیبدن م یمنیا ستمیدر س NO یدارد، از عملکردها یمتفاوت

 تمسیس سركوب و کیتحر ،یکروبیم ضد ،یروسیضدو آثار به

 کیترین. دنمو اشاره ویتوپروتکتیس و کیتوتوكسیس آثار و یمنیا

 عیوقا تواندیم و است سرطان درمؤثر  آزاد کالیراد کی دیاكسا

تهاجم و  ،یسلول یچرخه آپوپتوز، ،یی)رگ زا سرطان با مرتبط

 دیسوپراكسا با تواندیم NO نیكند. همچن میمتاستاز( را تنظ

 یپروكس مانند یرومندین هیثانو یهاواسطه و داده واكنش

 هاواسطه نیا كه دهد لیتشک را تروژنین دیاكسید و تیترین

 یهامسیمتابول بر تأثیر قیطر از را خود کیتوتوكسیس اثرات

 اعمال نیپروتئ یاپس ترجمه راتییو تغ DNA بیو آس یچرب

عنوان دارد و به یالتهاب تیبا وضع یارتباط تنگاتنگ NO. كندیم

توجه داشت بر اساس نوع  دی. باكندیالتهاب عمل م یانجیم کی

 شیهر دو نقش پ یدر سرطان دارا NO یسلول و بافت موردبررس

 است. یو ضدالتهاب یالتهاب

درصد  Griess (0/1استفاده از معرف  با NO سنجش

 ندیما یاتلن د -لینفت N-1درصد از  111/1 د،یاس کیلیسولفان

 یمنحن و( الیگلاس کیاست دیدرصد اس 02 د،یدروكلرایه ید

 یهاسلول ییرو عیماگرفت.  انجام میسد تیتریاستاندارد ن

RAW264.7 001، 011، 70، 01صفر،  یهاشده با غلظت ماریت 

از سطح سلول جدا و با سرعت  نیملاتون کرومولاریم 111و 

هر غلظت  ییرو عیشد. ما فوژیسانتر قهیدق 00به مدت  1011

 DMEMكشت  طیبا مح 0به  0 زانیصورت جداگانه به مبه

high glucose سیحجم از معرف گرهر نمونه هم یشد. برا قیرق 

 در آن جذب. شدند پتاژیپ یآرامبه هانمونه یاضافه و تمام

 شد خوانده دریر زایالا دستگاه توسط مترنانو 071موج طول

 میسد تیترین مختلف یهاغلظت از استفاده بازمان هم (،10)

 هانمونه در موجود تیترین غلظت و میترس استاندارد یمنحن

 .دیگرد نییتع

 آنالیز آماری

𝑋̅ صورتبههر آزمایش حداقل سه بار تکرار گردید و نتایج  ±

𝑆𝐷 افزار نرماستفاده از حاضر با  مطالعههای دهگزارش شد. دا

Minitab v17 ارزیابیمورد  كراسکال والیس و من ویتنی و آزمون 

 دار در نظر گرفته شد.معنی >10/1P گرفتند. نتایج باقرار 
 

 

 نتایج
های پایین های تیمار شده مشخص شد كه در غلظتدر نمونه

بیشتر است و  RAW264.7ملاتونین تعداد و تمایز رده سلولی 

نیز و جود دارد.  K562های رده تبع آن تعداد بالاتری از سلولبه

-میکرومولار تراكم سلول 111و  001، 011با افزایش غلظت به 

نیز  K562و به دنبال آن تعداد و تراكم رده  RAW264.7های 

میکرومولار حداقل  111ایی كه در غلظت یابد به گونهكاهش می

 (.0سلولی دیده شد )شکل تعداد هر دو رده 

بعد  K562برای رده سلولی  MTTتست سنجش سمیت   

 تیمار شده با ملاتونین RAW264.7از مجاورت با سلول 

نتایج نشان داد كه با افزایش غلظت ملاتونین جهت تیمار رده 

 K562های سرطانی میزان مهار رشد سلول RAW264.7سلول 
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(. بیشترین درصد مهار رشد رده سلولی >10/1Pافزایش یافت )

K562  میکرومولار مشاهده شد. البته در غلظت 111در غلظت-

خاصیت ضد توموری بودند ولی با افزایش  هرگونههای اولیه فاقد 

غلظت ملاتونین، بر میزان خاصیت مهاركنندگی رشد رده 

 (.0نمودار سرطانی افزوده شد )

برای رده  MTTدر تحلیل تست  والیس-كروسکالآزمون 

جداگانه نیز صورت گرفت، نتایج نشان داد  RAW264.7سلولی 

داری جذب نوری تفاوت آماری معنی ازنظرهای فوق بین گروه

(. بالاترین مهار رشد رده سلولی >10/1Pوجود دارد )

RAW264.7  میکرومولار دیده شد. برای  111نیز در غلظت

بعد از  K562مقایسه مقادیر مهار رشد سلولی، بین رده سلولی 

 باردهتیمار شده با ملاتونین  RAW264.7مجاورت با سلول 

ار شده با ملاتونین از آزمون من ویتنی تیم RAW264.7سلولی 

از این آزمون مقدار آماره  آمدهدستبهنتایج  بر اساساستفاده شد. 

 
تیمار شده با ملاتونین  RAW264.7سلول  باساعت بعد از مجاورت  12 فازمعکوسدر زیر میکروسکوپ  K562های رده مورفولوژی سلول -1شکل 

 (.K562سلول  دهندهنشانو فلش مشکی  RAW264.7سلول  دهندهنشانفلش زرد ) است(. شدهیهته X40نمایی ها با بزرگ)عکس

 

 
 دهندهنشان. حروف متفاوت MTTدر تست  نیشده با ملاتون ماریت RAW264.7از مجاورت با سلول  بعد K562 یدرصد مهار رشد رده سلول -1 نمودار

 .است >10/1Pدر سطح  داریمعناختلاف 
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؛ (>10/1Pبود )داری صفر یمعنو سطح  z=-100/1آزمون 

بنابراین در سطح خطای پنج درصد فرض برابری درصد مهار رشد 

د ار رشدر دو رده سلولی تیمار شده با ملاتونین رد شد. درصد مه

 تیمار شده با ملاتونین كمتر بود. RAW264.7رده سلولی 

بررسی رشد و زیستایی سلول از آزمون دفع رنگ  منظوربه

واضح مشخص است كه رده سلولی  طوربهتریپان بلو استفاده شد. 

K562  بعد از مجاورت با سلولRAW264.7  تیمار شده با

درصد مهار رشد را میکرومولار بالاترین  111ملاتونین در غلظت 

میکرومولار بالاترین میزان  70نسبت به كنترل داشت. در غلظت 

 رشد را نسبت به كنترل داشت.

 یزی حیاتیآمرنگتعیین سمیت سلولی با استفاده از   

بعد از مجاورت با  K562( برای رده سلولی NRنوترال رد )

 تیمار شده با ملاتونین RAW264.7سلول 

نتایج سمیت سلولی در تیمار ملاتونین بر رده سلولی 

RAW264.7  و سپس مجاورت آن بر رده سلولیK562  با كمک

تست نوترال رد نشان داد كه با افزایش غلظت ملاتونین، بر رده 

 K562یر رده سلولی وممرگسبب افزایش  RAW264.7سلولی 

 K562كه كمترین تأثیر سمیت بر رده سلولی ینحوبهشود. می

 111میکرومولار و بالاترین تأثیر سمیت در غلظت  01در غلظت 

 (.1نمودار میکرومولار دیده شد )

نشان داد كه درصد  والیس-كروسکالنتایج آزمون 

 طوربه RAW264.7سیتوتوكسیتی ملاتونین برای رده سلولی 

های تحت تیمار بیشتر از گروه كنترل بود داری در گروهمعنی

(10/1P< .)111كه بیشترین سمیت در غلظت ینحوبه 

 01سیتوتوكسیتی در غلظت  میکرومولار دیده شد و كمترین اثر

 میکرومولار مشاهده گردید.

بعد  K562برای مقایسه مقادیر سمیت سلولی، بین رده سلولی 

 باردهتیمار شده با ملاتونین  RAW264.7از مجاورت با سلول 

ین از آزمون من ویتنی تیمار شده با ملاتون RAW264.7سلولی 

از این آزمون مقدار آماره  آمدهدستبهنتایج  بر اساساستفاده شد. 

؛ (>10/1Pداری صفر بود )یمعنو سطح  z=-221/1آزمون 

بنابراین در سطح خطای پنج درصد فرض برابری درصد سمیت 

سلولی در دو رده سلولی تیمار شده با ملاتونین رد شد. درصد 

تیمار شده با  RAW264.7سمیت سلولی برای رده سلولی 

 ملاتونین بیشتر بود.

های آپاپتوز و نکروز شناسی ویژه سلولمشاهده ریخت  

بعد  K562سلولی  توسط میکروسکوپ فلورسنت برای رده

 تیمار شده با ملاتونین RAW264.7از مجاورت با سلول 

های های حاوی سلولیزی، لامآمرنگپس از انجام مراحل 

كنترل و تیمار شده با استفاده از میکروسکوپ فلورسانس مشاهده 

 
. حروف دریر زایجذب توسط دستگاه الا زانیم بر اساس RAW264.7از مجاورت با سلول  بعد K562 یبر رده سلول نیملاتون یتیتوتوكسیس -2 نمودار

 .است >10/1Pدر سطح  داریمعناختلاف  دهندهنشانمتفاوت 
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0101 

های آپوپتوزی زودرس در تمام (. درصد سلول1گردید )شکل 

های آپوپتوز تیمارها بیش از گروه كنترل بود. درصد سلول

بود و  متفاوتهای تحت تیمار دیررس در گروه كنترل و گروه

 111های آپوپتوزی دیررس مربوط به تیمار بیشترین تعداد سلول

 میکرومولار بود.

در مایع رویی کسیداز رامیلوپسنجش میزان تولید   

 RAW264.7های سلول

را در پنج  RAW264.7رده سلولی  MPOفعالیت  2نمودار 

دهد. با افزایش غلظت گروه تحت تیمار با گروه كنترل نشان می

 MPOمیزان فعالیت  RAW264.7های بر سلول مؤثرملاتونین 

 
بعد از مجاورت با سلول  K562 یفلوئورسنت در رده سلول کروسکوپیتوسط م یو نکروز یآپوپتوز یهاسلول یشناسختیمشاهده ر -2 شکل

RAW264.7 یینمابزرگ با ها)عکس اندساعت نشان نداده 12بعد  یآپوپتوز چیه كه هستند زنده یهاسلول سبز یهاسلول. نیملاتون با شده ماریت X40 

 شده است(. هیته

 

 
 .است >10/1Pدر سطح  داریمعناختلاف  دهندهنشان. حروف متفاوت نیبا ملاتون ماریتحت ت RAW264.7در رده سلول  MPO تیفعال زانیم -3 نمودار
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 فعالیت به نسبت گروهكه كمترین میزان ینحوبهكاهش یافت. 

 مکرومولار دیده شد. 111كنترل در گروه با غلظت تحت تیمار 

سنجش میزان تولید نیتریک اکساید به شیوه گریس در   

 RAW264.7های مایع رویی سلول

نشان  سیوال-و استفاده از آزمون كروسکال یآمار یهایبررس

 یهاروهگ نیب دارییتفاوت معن دیاكسا کیترین دیتول زانیداد م

غلظت  شی(، اما با افزاp>0.05) نداردبا كنترل  ماریتحت ت

 نیكمتر كهینحوبه افتیكاهش  NO دیتول زانیم نیملاتون

است )جدول  کرومولاریم 111مربوط به غلظت  NO دیتول زانیم

0.) 
 

 

 گیریبحث و نتیجه
 دمفی میزبان برای ذاتی پاسخ ایمنی سرطان، اولیه مراحل در

 بردن بین از برای اكتسابی ایمنیمؤثر  نظارت شامل و است

تومور است، اما با گسترش سرطان و بدخیم شدن آن  هایسلول

 رفتهگشکلسیستم ایمنی ذاتی و ماكروفاژهای مربوط به تومور 

-و منجر به سركوب پاسخ ایمنی اكتسابی و پیشرفت تومور می

توانند فنوتیپی ها میم ماكروفاژ و هم نوتروفیل. ه(16گردد )

                                                           
 

14 - Myeloid derived suppressor cells 

رف از ط یداكرده و باعث توسعه تومور شوند.پبرای ترویج تومور 

نابالغ )كه عمدتاً  یدیلوئیم یهامخلوط سلول تیجمعدیگر 

-لعنوان سلوبه یطوركلبههاست( لیها و نوتروفتیشامل مونوس

دیشناخته م دیلوئیم بگرسركو یها  در (MDSCs)  02شون

اگرچه . كنندیتومور كمک معلیه  یمنیا سیستم سركوب

های توموری سلول زمانهمی مشخص شده است كه كشت خوببه

دهد اما در مورد جزییات ها را گسترش میبا ماكروفاژ تکثیر آن

ماكروفاژ اطلاعات  –توموری های مکانیسم میان كنش سلول

 (.17كمی در دسترس است )

در  كیفی صورتبهاز نکات مثبت این مطالعه آن است كه آنچه 

ای هیله سایر تستوسبهزیر میکروسکوپ نوری مشاهده گردیده 

 MTTید شد. نتایج تست برداشت نوترال رد، قابلیت احیای تائنیز 

بعد از تیمار با  های ماكروفاژو تغییرات مورفولوژیک سلول

دار ی حاضر همگی حاكی از كاهش معنیملاتونین در مطالعه

های ماكروفاژ شامل فاگوسیتوز نوترال های حیاتی سلولقابلیت

ا بوده ههای تمایزی در این سلولرد، فعالیت متابولیکی و قابلیت

 K562های نتایج حاصل از مجاورت سلول زمانهم طوربهاست. 

اهش ی نشان از كخوببهی تیمار شده با ملاتونین نیز با ماكروفاژها

 K562های های ماكروفاژ از سلولتوان تروفیک و حمایتی سلول

ها در تست تریپان مانی این سلولكه درصد زندهیطوربه. است

 011مشخص توسط ماكروفاژهای تیمار شده با غلظت  طوربهبلو 

كه بیشترین میزان یطوربه. استمیکرومولار و بیشتر، كاهش 

مجاور شده با ماكروفاژهای  K562های مانی سلولكاهش در زنده

شود. میکرو مولار از ملاتونین مشاهده می 111تیمار شده با 

 70و  01معکوس ماكروفاژهایی كه با غلظت متوسط  طوربه

اند اوج فعالیت متابولیک میکرومولار از ملاتونین مجاور شده

كه  دهده ماكروفاژهای بدون تیمار نشان میمیتوكندری نسبت ب

ها پس از مجاورت های حیاتی این سلولحاكی از افزایش قابلیت

 K562 زمانهم. در همین راست نیز نتایج كشت استبا ملاتونین 

 01های مجاور شده با ماكروفاژ تیمار شده با ملاتونین در غلظت

مانی و زان زندهتوجه میمیکرومولار حاكی از افزایش قابل 70و 

بوده است. در اینجا نیز  K562های های حیاتی سلولسایر قابلیت

 70و  01نتایج نشان داده است كه سطوح پایین ملاتونین )

میکرومولار( منجر به تقویت عملکرد ماكروفاژهای بافتی در 

های به نسبت بالاتر شود. غلظتهای توموری میگسترش سلول

ی سلولی در رده یدشدهتولبررسی غلظت نیتریک اكساید  -1 جدول

RAW264.7 ( 10/1تحت تیمار با ملاتونینP<.) 

 (µmol/L) دیاکسا کیترین سطح (µM) نیملاتون غلظت

 A 86/1±10/7 صفر

01 A 28/1±20/7 

70 A 21/1±21/7 

011 A 27/1±12/6 

001 A 28/1±81/6 

111 A 28/1±76/6 

 

 .است >10/1Pدر سطح  داریمعناختلاف  دهندهنشانحروف متفاوت 
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0110 

ایشگاهی منجر به كاهش توان حمایتی ملاتونین در شرایط آزم

 گردید. K562های ماكروفاژها از سلول

Phiphatwatcharaded  با ارزیابی  1102و همکاران در سال

بیان داشتند كه  RAW264.7بر رده سلولی  MTTتست 

میکرومولار،  1111و  0111، 011، 101های ملاتونین در غلظت

 011و  101، 010، 0/61های ملاتونین در غلظت بنزوئیل

 01و  10، 0/01های در غلظت ملاتونین استیل میکرومولار و

مانی رده سلولی گونه اثر كاهشی برزندهمیکرومولار هیچ

RAW264.7 شده با یکتحرLPS ( نتایج ما با این 18ندارد .)

مطالعه هماهنگی ندارد و این شاید به علت تحریک ماكروفاژ با 

LPS  .استSzliszka تست  1100 در سالران و همکاMTT  را

بعد از تیمار با  RAW264.7برای رده سلولی 

Neobavaisoflavone كه داد نشان انجام دادند. نتایج 

Neobavaisoflavone روی بر میکرومولار 0-011 غلظت در 

. نبود سمی ماكروفاژها برای و نداشت ها تأثیریسلول حیات

صفر  یباًتقر LDH و MTT با آزمایش مورد مرده هایسلول درصد

(. این نتایج نیز با مطالعات ما هماهنگی ندارد كه 11بود ) درصد

 شاید به علت نوع تیمار متفاوت است.

ن سرطانی هایسلول از برخی در تولید  ملاتونین ،00خو

را به دنبال قطبی شدن ( ROS) اكسیژن ی واكنشگرهاگونه

شد  وزآپوپت امر باعث این و افزایش داد غشای بیرونی میتوكندری

 از دیگر یکی ،Fas / FasL بیان سطح این، بر علاوه. (21)

 هایلسلو در ملاتونین توسط آپوپتوز، بیرونی مسیر هایشاخص

افزایش  8ی پروآپوپتیک مانند كاسپاز هاژنسرطان خون با تولید 

های بین نتایج مطالعه ما و مطالعه اخیر مرگ سلول .(20یافت )

ی هاهماهنگی دیده شد اما تفاوت در میزان تولید گونهسرطانی 

واكنشگر اكسیژن شاید به دلیل تفاوت در رده سلولی تحت تیمار 

 باشد.

 RAW264.7های بر سلول مؤثربا افزایش غلظت ملاتونین 

كه بالاترین ینحوبهكاهش یافت.  NOو  MPOمیزان فعالیت 

یمار با غلظت تحت تمیزان فعالیت به نسبت گروه كنترل در گروه 

ی ثابت خوببهمطالعات پیشین  میکرومولار دیده شد. 011و  70

های آزاد اكسیژن و نیتروژن كه كرده است سطوح بالای رادیکال

شوند منجر به حذف و نابودی های ماكروفاژ تولید میتوسط سلول

بالعکس و تا حدی متضاد  طوربههای توموری خواهند شد سلول

د كه تولید میزان كم نیتریک اكساید و همچنین رسبه نظر می

                                                           
 

های آزاد اكسیژن توسط ماكروفاژهای پشتیبان بافت رادیکال

(M0تولید می ،)( به21گردد ،)های ثانویه به عنوان میانجی

های توموری تأثیر كرده و با های بافت، از قبیل سلولسلول

موجب  mToRاندازی برخی از مسیرهای داخل سلولی از قبیل راه

(. ذكر این نکته 10شود )های توموری میپیشبرد تکثیر سلول

آزاد  هایخالی از لطف نیست كه مقادیر پایین و متوسط رادیکال

اكسیژن و نیتروژن كه در شرایط پلاریزه شدن ماكروفاژها به 

شود یک فرآیند التهابی ناكامل است كه خود دیده می M2سمت 

های بافت از و ایجاد سرطان در سلول DNAموجب آسیب به 

 (.22گردد )های بافت معده میقبیل سلول

 تیریمد وینگ گنالیدر س ینقش مهماتیو دیاكس یهادهیدپ

باعث انفجار  های فعاللینوتروفدارد. التهاب  هیاولاحل مر

؛ ددارها کروبیتهاجم م اثرات سمی رویشوند كه یم ویداتیاكس

د كنیم جادیغلظت ا انیگراد کی ،بافتی بیدر آس ROS تولید

 ن،یر ا. علاوه بكندی هدایت میبافت بیه محل آسب را تیكه لکوس

ROS را الیبه اندوتل یو چسبندگكند یالقاء م مونوسیت را بلوغ 

 کیضد سپت اثرات فراتر از ن،ی؛ بنابرادهدیم شیافزادر دیاپدز 

 ندك میرا تنظ هاتیاستخدام و بلوغ لکوس تواندیم ROS تولید

(22). Choi  به بررسی اثر ملاتونین بر  1101و همکاران در سال

 RAW264.7در رده سلولی  IL-6تولید نیتریک اكساید و 

 و تریکنی اكسید تولید پرداختند. نتایج نشان داد كه ملاتونین

IL-6 یهاسلول در ژن یترجمه و رونویسی سطح دو هر در را 

RAW264.7 با نتایج مطالعه حاضر  ؛ كه(20)كند می سركوب

 هماهنگی دارد.

های سیستم ایمنی با كمک ایمونوتراپی یکی از تقویت پاسخ

ویژه بعد از هاست، بههای برای درمان لوسمیترین روشالزامی

 سازونخهای تخلیه مغز استخوان بیمار برای تحریک تولید سلول

شود. توصیه می های درمانی تركیبی با مشاركت ایمونوتراپیروش

یی برای حذف كامل تنهابههای ایمونوتراپی وجود روشینباا

تومور كافی نیستند. علت این مسئله پویایی و تغییر دائم سیستم 

-شدت بدخیمی می بر اساسایمنی بدن است، از طرفی تومور 

-مثال تومور می طوربهتواند خود را با انواع تغییرات وفق دهد، 

ی سطحی خود را پس از یک دوره ایمونوتراپی هاژنتواند آنتی

ها با شدت پیشروی بالا، عدم تغییر دهد و یا همانند اكثر سرطان

ای هتواند به خاطر وجود سلولپاسخ مناسب به ایمونوتراپی می

سرطانی بنیادی باشد كه توانایی بالایی در تطابق با سیستم 

15 - Haematological 
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-فرار میایمنی داشته و به سهولت از دسترس سیستم ایمنی 

های تركیبی ایمونوتراپی به همراه یری روشكارگبهكنند. لذا 

-درمانی و جراحی نتایج بهتری خواهند داشتهرادیوتراپی، شیمی

های متنوع و مهمی در دفاع از بدن اند. اگرچه ماكروفاژها نقش

یرپذیری از تأثها و یر آنپذانعطافدارند، اما به علت ماهیت 

گاهی ناتوان در انجام عملکردهای اصلی فاكتورهای گوناگون 

برای استفاده از ماكروفاژ در  محتاطانه رویکرد هستند. لذا یک

 مورد در بیشتر باشد. پس تحقیقات مدنظرها باید درمان بیماری

اما  ؛رسدفعالیت ماكروفاژ ضروری به نظر می دقیق هایمکانیسم

ین و ملاتونكه درمان سرطان بدون ملاتونین سخت است ییازآنجا

دارد لذا   in vitroهای ماكروفاژ در شرایط لاثرات امنی بر سلو

استفاده از ملاتونین در درمان لوسمی میلوئیدی مزمن توصیه 

 شود.می
 

 

 تشکر و قدردانی
نامه مقطع كارشناسی ارشد یانپااین مقاله حاصل بخشی از 

 اخلاق كمیته در تحقیق این مراحل پژوهشگر است. كلیه

 قرار یدتائ و ارزیابی مورد د 1-110 كد با ارومیه دانشگاه پژوهشی

 .گرفت
 

 تعارض منافع
 تعارض منافعی را اعلام نکرده اند. گونهچیهنویسندگان 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

References
1. Mills CD, Lenz LL, Harris RA. A breakthrough: 

macrophage-directed cancer immunotherapy. Cancer 

research. 2016;76(3):513-6. 

2. Morrissette N, Gold E, Aderem A. The macrophage–a 

cell for all seasons. Trends in cell biology. 1999;9(5):199-

201. 

3. ordon S, Martinez FO. Alternative activation of 

macrophages: mechanism and functions. Immunity. 

2010;32(5):593-604. 

4. alli SJ, Borregaard N, Wynn TA. Phenotypic and 

functional plasticity of cells of innate immunity: 

macrophages, mast cells and neutrophils. Nature 

immunology. 2011;12(11):1035-44. 

5. Sinha P, Clements VK, Ostrand-Rosenberg S. 

Reduction of myeloid-derived suppressor cells and 

induction of M1 macrophages facilitate the rejection of 

established metastatic disease. The Journal of 

Immunology. 2005;174(2):636-45. 

6. Weagel E, Smith C, Liu P, Robison R, O’Neill K. 

Macrophage polarization and its role in cancer. J Clin Cell 

Immunol. 2015 (1);6:338. 

7. G eissmann F, Manz MG, Jung S, Sieweke MH, Merad 

M, Ley K. Development of monocytes, macrophages, and 

dendritic cells. Science. 2010;327(5966):656-61. 

8. A rnold CE, Whyte CS, Gordon P, Barker RN, Rees 

AJ, Wilson HM. A critical role for suppressor of cytokine 

signalling 3 in promoting M1 macrophage activation and 

function in vitro and in vivo. Immunology. 

2014;141(1):96-110. 

9. Prokop S, Heppner FL, Goebel HH, Stenzel W. M2 

polarized macrophages and giant cells contribute to 

myofibrosis in neuromuscular sarcoidosis. The American 

journal of pathology. 2011;178(3):1279-86. 

10. Verreck FA, de Boer T, Langenberg DM, van der 

Zanden L, Ottenhoff TH. Phenotypic and functional 

profiling of human proinflammatory type-1 and anti-

inflammatory type-2 macrophages in response to 

microbial antigens and IFN-γ-and CD40L-mediated 

costimulation. Journal of leukocyte biology. 

2006;79(2):285-93. 

11. Bowdridge S, Gause WC. Regulation of alternative 

macrophage activation by chromatin remodeling. Nature 

immunology. 2010;11(10):879. 

12. Mosser DM, Edwards JP. Exploring the full spectrum 

of macrophage activation. Nature reviews immunology. 

2008;8(12):958. 

13. Pollard JW. Trophic macrophages in development 

and disease. Nature reviews Immunology. 2009;9(4):259. 

14. Alahari SV, Dong S, Alahari SK. Are macrophages in 

tumors good targets for novel therapeutic approaches? 

Molecules and cells. 2015;38(2):95. 

15. Quail DF, Joyce JA. Microenvironmental regulation 

of tumor progression and metastasis. Nature medicine. 

2013;19(11):1423. 

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

22
85

10
5.

20
19

.8
.4

.1
4.

0 
] 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 ja

bs
.f

um
s.

ac
.ir

 o
n 

20
25

-1
2-

10
 ]

 

                            11 / 13

http://journal.fums.ac.ir/
https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.22285105.2019.8.4.14.0
http://jabs.fums.ac.ir/article-1-1695-en.html


 

 

journal.fums.ac.ir 

 9317زمستان  | 4شماره  | هشتمسال  |مجله دانشگاه علوم پزشکی فسا 

 

 های سرطانیبررسی اثر ماکروفاژ بر سلول

 پزشکی بالینی دوره

 

0112 

16. Galván-Peña S, O’Neill LA. Metabolic reprograming 

in macrophage polarization. Frontiers in immunology. 

2014;5. 

17. Thomas J, Badini M. The role of innate immunity in 

spontaneous regression of cancer. Indian journal of 

cancer. 2011;48(2):246. 

18. Apostolaki M, Armaka M, Victoratos P, Kollias G. 

Cellular mechanisms of TNF function in models of 

inflammation and autoimmunity. TNF Pathophysiology. 

11: Karger Publishers; 2010. p. 1-26. 

19. Srinivasan V, R Pandi-Perumal S, Brzezinski A, P 

Bhatnagar K, P Cardinali D. Melatonin, immune function 

and cancer. Recent patents on endocrine, metabolic & 

immune drug discovery. 2011;5(2):109-23. 

20. Lin H-Y, Juan S-H, Shen S-C, Hsu F-L, Chen Y-C. 

Inhibition of lipopolysaccharide-induced nitric oxide 

production by flavonoids in RAW264. 7 macrophages 

involves heme oxygenase-1. Biochemical pharmacology. 

2003;66(9):1821-32. 

21. Repetto G, Del Peso A, Zurita JL. Neutral red uptake 

assay for the estimation of cell viability/cytotoxicity. 

Nature protocols. 2008;3(7):1125. 

22. Zhang J-H, Yu J, Li W-X, Cheng C-P. Evaluation of 

Mn^ 2^+ Stimulated and Zn^ 2^+ Inhibited Apoptosis in 

Rat Corpus Luteal Cells by Flow Cytometry and 

Fluorochromes Staining. Chinese Journal of Physiology. 

1998;41(2):121-6. 

23. Pulli B, Ali M, Forghani R, Schob S, Hsieh KL, 

Wojtkiewicz G, et al. Measuring myeloperoxidase 

activity in biological samples. PloS one. 

2013;8(7):e67976. 

24. Froushani, S.M.A. and S. Mashouri, The Beneficial 

Effects of Hypiran in Ameliorating Rat Model of 

Ulcerative Colitis. Zahedan Journal of Research in 

Medical Sciences, 2018(In Press). 

25. Hofseth LJ, Hussain SP, Wogan GN, Harris CC. 

Nitric oxide in cancer and chemoprevention. Free Radical 

Biology and Medicine. 2003;34(8):955-68. 

26. Allavena P, Sica A, Garlanda C, Mantovani A. The 

Yin‐Yang of tumor‐associated macrophages in neoplastic 

progression and immune surveillance. Immunological 

reviews. 2008;222(1):155-61. 

27. Komohara Y, Fujiwara Y, Ohnishi K, Takeya M. 

Tumor-associated macrophages: potential therapeutic 

targets for anti-cancer therapy. Advanced drug delivery 

reviews. 2016;99 (7):180-5. 

28. Phiphatwatcharaded C, Topark‐Ngarm A, 

Puthongking P, Mahakunakorn P. Anti‐Inflammatory 

Activities of Melatonin Derivatives in 

Lipopolysaccharide‐Stimulated RAW 264.7 Cells and 

Antinociceptive Effects in Mice. Drug development 

research. 2014;75(4):235-45. 

29. Szliszka E, Skaba D, Czuba ZP, Krol W. Inhibition of 

inflammatory mediators by neobavaisoflavone in 

activated RAW264. 7 macrophages. Molecules. 

2011;16(5):3701-12. 

30. Sánchez‐Hidalgo M, Lee M, de la Lastra CA, 

Guerrero JM, Packham G. Melatonin inhibits cell 

proliferation and induces caspase activation and 

apoptosis in human malignant lymphoid cell lines. 

Journal of pineal research. 2012;53(4):366-73. 

31. Casado‐Zapico S, Rodriguez‐Blanco J, García‐Santos 

G, Martín V, Sánchez‐Sánchez AM, Antolín I, et al. 

Synergistic antitumor effect of melatonin with several 

chemotherapeutic drugs on human Ewing sarcoma cancer 

cells: potentiation of the extrinsic apoptotic pathway. 

Journal of pineal research. 2010;48(1):72-80. 

32. Choudhari SK, Chaudhary M, Bagde S, Gadbail AR, 

Joshi V. Nitric oxide and cancer: a review. World journal 

of surgical oncology. 2013;11(1):118. 

33. Liou G-Y, Storz P. Reactive oxygen species in cancer. 

Free radical research. 2010;44(5):479-96. 

34. Radogna F, Diederich M, Ghibelli L. Melatonin: a 

pleiotropic molecule regulating inflammation. 

Biochemical pharmacology. 2010;80(12):1844-52. 

35. Choi EY, Jin JY, Lee JY, Choi JI, Choi IS, Kim SJ. 

Melatonin inhibits Prevotella intermedia 

lipopolysaccharide‐induced production of nitric oxide 

and interleukin‐6 in murine macrophages by suppressing 

NF‐κB and STAT1 activity. Journal of Pineal Research. 

2011;50(2):197-206. 

 

 

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

22
85

10
5.

20
19

.8
.4

.1
4.

0 
] 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 ja

bs
.f

um
s.

ac
.ir

 o
n 

20
25

-1
2-

10
 ]

 

                            12 / 13

http://journal.fums.ac.ir/
https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.22285105.2019.8.4.14.0
http://jabs.fums.ac.ir/article-1-1695-en.html


  

  

Journal of Fasa University of Medical Sciences | Winter  2018 | Vol. 8 | No.4 Ahanjan M.et al. 

journal.fums.ac.ir 
1024 

 

 

Investigating the Effects of RAW264.7 Macrophages Treated with Melatonin on 

the Erythroleukemia Cell Line K562 
 

Ahanjan M, Abtahi Foroushani SM*, Afzale Ahangaran N 
 

Department of Microbiology, Faculty of Veterinary Medicine, Urmia University, Urmia, Iran. 
 

 

Received: 12 Apr 2018                                      Accepted: 10 Nov 2018 

 

Abstract 
 

Background & Objectives: Macrophages have a variety of functions and different phenotypes that 

are affected by the microenvironment. Due to the multiple functions, Melatonin can promote the 

cancer progression or cancer regression in relation to other factors. However, there is no information 

about the role of melatonin on the formation of macrophages in the tumor environment. The purpose 

of the present study is to evaluate the effects of melatonin treated RAW264.7 macrophages on the 

growth rate of erythroleukemia cell line K562. 

Materials & Methods: RAW264.7 cells were cultured in the 24-well plates at a density of 6 × 104 cells 

per well. After culturing for 24 h, the cells were treated for 24 h with melatonin at concentrations 0, 

50, 75, 100, 150, 200 μmol/L. After removal of the supernatant, macrophages and K562 were co-

cultured in 1:10 ratio. K562 vitality was then determined by MTT and NR assay. The rate of apoptosis 

in the cell population was evaluated by staining with acridine orange and ethidium bromide colors. 

Also, NO and MPO were measured in the supernatant of macrophages RAW264.7. Data were 

statistically analyzed using Kruskal-Wallis and Mann–Whitney U test (P<0.05). 

Results:  The growth rate and vitality of K562 cells co-cultured with melatonin-treated macrophages 

was increased at concentrations of 50 and 75 μmol/L. Nevertheless, at higher concentrations of 

melatonin, this process was reversed. The levels of MPO and NO were decreased by increasing 

concentrations of melatonin. 

Conclusion: These results indicated that treatment of macrophage with melatonin, especially at 

lower doses (50 and 75μmol/L) could remarkably increase the K562 viability and vitality. 
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