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Background Radiotherapy is one of the cancer treatment methods. Although radioresistance and normal 
tissue toxicity limit the radiation therapy in certain anatomical locations, using some substances can be 
useful to increase radiosensitivity on cancer cells without cytotoxicity effect on normal cells.
Objective This study aimed to evaluate the radiosensitizing effect of tolmetin in radiotherapy treatment 
on human colon cancer cell line HT-29.
Methods In this study, human colon cancer cells HT-29 in different groups were irradiated with 4 Gy x-ray, 
and tolmetin was administered in different concentrations (75, 100, and 150 μM). Then, the groups were 
compared with each other and with the control group by Micronucleus Assay (MN) and Nuclear Division 
Index (NDI). NDI investigated the cytotoxicity, and MN indicated the genotoxicity.
Results In the group receiving radiation, micronuclei increased significantly compared to the control group. 
In the group receiving tolmetin with a concentration of 75 and 100 μM, the number of micronuclei also 
increased compared to the control group. In all groups treated with tolmetin that also received radiation, a 
significant increase in micronuclei was observed, which was more noticeable at concentrations of 100 and 
150 μM. At the same time, tolmetin at the studied concentrations did not change the NDI index.
Conclusion The present study demonstrates that tolmetin has a radiosensitizing effect on HT-29 colon cancer cells, 
which depends on the tolmetin concentration. In addition, tolmetin has no cytotoxic effect on this cell line.
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Extended Abstract

1. Introduction

adiation therapy is one of the standard cancer 
therapies. It can be used alone or in combina-
tion with chemotherapy. Radiotherapy aims 
to kill maximum cancer cells with minimal 
damage to healthy tissue. Radiation resis-

tance and the inherent flaws of the therapeutic system 
create a balance between its therapeutic advantages and 
physiological disadvantages. Multiple approaches have 
been used to enhance its efficacy while reducing toxicity. 
These approaches include (I) enhancing radiosensitization 
of tumor tissue, (II) reversal of radiation resistance in tumor 
tissue, and (III) enhancing radioresistance of the healthy 
tissue [1]. Clone cancer is the fourth leading cause of can-
cer death [2]. Ionizing radiation is known as a factor that 
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induces micronucleus formation in cells. Increased micro-
nucleus formation has also been observed following many 
radiosensitizing compounds in cells [1]. Numerous studies 
show the ability of many anti-inflammatory agents, espe-
cially nonsteroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs), in 
inhibiting tumor growth [3-5]. Tolmetin is an NSAID that 
inhibits the synthesis of prostaglandins. The regulatory ef-
fect of tolmetin on anticancer drugs has already been stud-
ied. Tolmetin and other NSAIDs increase the toxicity of an-
ticancer drugs by the inhibition mechanism of ß-catenin [6, 
7]. Therefore, the present study aimed to evaluate the effect 
of radiosensitization of tolmetin in radiotherapy treatment 
on the HT-29 colon cancer cell line. 

2. Methods

Human clone cancer cell line HT-29 (ATCC HTB-38) 
was purchased from the National Center for Biological and 
Genetic Resources of Iran. Cells were cultured in RPMI 
(Dacell) culture medium, containing 10% fetal bovine se-
rum (Gibco), streptomycin 200 μg/mL, and penicillin 500 
U/mL (Gibco). Finally, they were kept in an incubator at 
37°C, under 5% CO2 and 95% humidity. Exponentially 
growing HT-29 cells were treated with tolmetin in different 
concentrations (75, 100, and 150 μM) for 3 h before expo-
sure to 4 Gy x-ray with a dose of 1.96 Gy/min. Radiation 
therapy was done in Guilan Irradiation Center. The samples 
were kept in a humidified atmosphere containing 5% CO2. 
After 48 h incubation, 6 µg/mL cytochalasin B (Sigma) was 
added, and the cells were harvested for 72 h. The cells were 
fixed in 3:1 (v/v) methanol/acetic acid. Afterward, the cells 
were dropped onto cooled slides with a Pasteur pipette and 
air-dried. The slides were stained in 10% Giemsa (Merck), 
and the MNs were scored in 500 binucleated cells. They 
were observed by a light microscope using a 400x magnifi-
cation based on the criteria summarized by Fenech (2000). 

3. Results

The measurement of micronucleated and binucleated 
cells and the total number of micronuclei in 500 binucle-
ated cells showed the following results. As it is clear from 
the results, in non-radiation groups, a significant difference 
was observed between the treated groups with 75 and 100 
μM tolmetin and the control group (P<0.05). In all treated 
groups with tolmetin that also received radiation, a signifi-
cant increase in the number of micronuclei was observed, 
which was more noticeable at concentrations of 100 and 
150 μM. At the same time, tolmetin at the studied concen-
trations did not change the NDI index. However, a signifi-
cant difference was observed between the radiation group 
with the control group regarding the NDI index (P<0.05).

4. Discussion and Conclusion

Resistance of cancer cells to ionizing radiation is a chal-
lenge in the radiotherapy regimen. Cancer cells activate 
different signaling pathways that lead to resistance to radi-
ation-induced cell death [8]. Therefore, the use of agents or 
compounds that can sensitize tumor cells to radiation and 
maximize the dose of radiation to the patient is important. 
It is desirable that these compounds have no side effects, 
no cytotoxicity, and be cheap and available to the public. 
This study aimed to evaluate the radiosensitizing effect of 
tolmetin in radiotherapy treatment on human colon cancer 
cell line HT-29. Final results demonstrated that tolmetin has 
a radiosensitizing effect on HT-29 colon cancer cells, which 
depends on the tolmetin concentration. In addition, tolmetin 
has no cytotoxic effect on this cell line.
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مقاله پژوهشی

بررسی اثر حساس‌کنندگی پرتویی تولمتین در درمان رادیوتراپی بر روی سلول سرطان کلون 
HT-29 انسانی

زمینه رادیوتراپی یکی از روش‌های درمان سرطان است.اگرچه مقاومت به اشعه و ایجاد سمیت در سلول‌های نرمال استفاده از رادیوتراپی 
را در بعضی موقعیت‌های آناتومیکالی خاص محدود می‌کند، با این حال همراه با رادیوتراپی استفاده از موادی که حساسیت به اشعه را بر 

سلول‌های سرطانی افزایش داده و در عین حال سمیت سلولی بر سلول‌های نرمال نداشته باشند، می‌تواند مفید باشد.

هدف هدف این مطالعه بررسی اثر حساس‌کنندگی پرتویی تولمتین در درمان رادیوتراپی بر روی سلول سرطان کلون انسانی HT-29 بود.
روش‌ها در این مطالعه، سلول‌های سرطان کلون انسانی HT-29 در گروه‌های مختلف تحت تابش 4 گری اشعه ایکس و داروی تولمتین 
)با غلظت‌های 75 ، 100 و 150 میکرومولار( قرار گرفتند و با روش ارزیابی میکرونوکلئوس و شاخص تقسیم هسته‌ای، با یکدیگر و با گروه 
کنترل مقایسه شدند. اثر سیتوتوکسیسیته با شاخص تقسیم هسته‌ای و ژنوتوکسیسیته سلول‌ها با روش ارزیابی تعداد میکرونوکلئوس‌ها 

مورد بررسی قرار گرفت.

یافته‌ها در گروه دریافت‌کننده اشعه ، تعداد میکرونوکلئوس‌ها در مقایسه با گروه کنترل به صورت معناداری افزایش پیدا کرد.در گروه 
دریافت کننده تولمتین با غلظت 75 و 100 میکرو مولار نیز همچنین تعداد میکرونوکلئوس‌ها در مقایسه با گروه کنترل افزایش یافت.

در کلیه گروه‌های تیمار شده با تولمتین که اشعه نیز دریافت کرده‌اند افزایش معنی‌داری در تعداد میکرونوکلئوس‌ها مشاهده شد که این 
افزایش در غلظت‌های 100 و 150 میکرومولار محسوس‌تر بود. در همین حال تولمتین در غلظت‌های مورد مطالعه در شاخص تقسیم 

هسته‌ای تغییری ایجاد نکرد.

نتیجه‌گیری مطالعه حاضر نشان داد که تولمتین دارای اثر حساس‌کنندگی پرتوی بر سلول‌های سزطان کولون انسانی HT-29 است که 
این اثر به غلظت تولمتین وابسته است. علاوه بر آن تولمتین واجد اثر سیتوتوکسیسیته بر رده سلولی مذکور نیست.
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مقدمه

راديوتراپي یکی از روش‌های رایج درمان سرطان است که به 
تنهایی یا همراه با شیمی درمانی به کار گرفته می‌شود. تابش 
يونيزان مورد استفاده در پرتودرماني، یک عامل فيزكيي است 
قرار  بين بردن سلول‌های سرطاني مورد استفاده  از  برای  كه 
می‌گیرد. اشعه پر انرژی باعث آسيب رساندن به مواد ژنتكيي 
)DNA( سلول‌ها و درنتيجه مسدود كردن توانايي آن‌ها برای 
تابش موجب خسارت  تقسيم و تكثير بيشتر می‌شود. گرچه 

از  می‌شود، هدف  سرطاني  سلول  و  طبيعي  سلول  دو  هر  بر 
پرتو‌درمانی از بین بردن حداکثر سلول‌های سرطانی با حداقل 
آسیب به بافت‌های سالم است. بايد توجه داشت كه سلول‌های 
سرطاني در مقايسه با سلول‌های سالم در بازسازی آسیب‌های 
ناشي از اشعه كارآمد نيستند. مقاومت در برابر اشعه به عنوان 
كيي از نقص‌های ذاتي سيستم درماني مطرح است كه هنوز 
اختلاف  آن  فيزيولوژيک  معايب  و  درماني  فوايد  بين  هم 
اثر بخشي  افزايش  برای  روكيرد چندگانه‌ای  دارد.  نظر وجود 
پرتو‌درمانی در عين كاهش سميت وجود دارد كه عبارت‌اند از 

* نویسنده مسئول: 
دکتر مونا حداد زحمت‌کش

نشانی: رشت، دانشگاه علوم پزشکی گیلان، دانشکده داروسازی، گروه بیوتکنولوژی دارویی-داروسازی هسته‌ای.
تلفن: 33486470 (13) 98+

haddad@gums.ac.ir :رایانامه

http://journal.gums.ac.ir/index.php?&slct_pg_id=38&sid=1&slc_lang=fa
https://orcid.org/0000-0003-3598-4196
https://orcid.org/0000-0002-6848-8693


208

پاییز 1400. دوره 30. شماره 3

افزايش محافظت پرتوی سلول‌های بافت سالم، عدم مقاومت 
بافت  پرتوی  افزايش حساسيت  و  بافت سرطاني  تابش در  به 
ايجادك‌ننده  عوامل  از جمله  يونيزان  تابش‌های   .]1[ سرطاني 
ریزهسته   .]2[ هستند  کروموزوم‌ها  به  ساختاری  صدمات 
)میکرونوکلئوس( قطعه‌ای از کروموزوم یا تمام یک کروموزوم 
)جدایی  آنافاز  زمان  در  هسته  تقسیم  طول  در  که  است 
کروموزوم‌ها( وارد هسته سلول دختر نمی‌شود. تابش یونیزان 
به عنوان عاملی که سبب القای تشکیل ریزهسته در سلول‌ها 
می‌شود، شناخته شده است که در‌واقع این امر نشانه‌ای از ایجاد 
آسیب ژنتیکی توسط تابش است. در حال حاضر از این روش 
به عنوان یک مارکر زیستی جهت تخمین دُز تابشی جذب‌شده 
نیز  سلول‌ها  در  ریزهسته  تشکیل  افزایش  می‌شود.  استفاده 
برابر  در  کننده  حساس  ترکیبات  از  بسیاری  مصرف  پی  در 
ژنتكيي و  تابش مشاهده شده است ]1[. نقش صدمات ماده 
مطالعات  كه  است  موضوعي  سرطان  ايجاد  در  کروموزوم‌ها 
زيادی را به خود اختصاص داده است ]3[. برای مثال وجود 
چندين ناهنجاری ساختاری كروموزومي در تومورهای جامد از 
جمله سرطان كلون [5 ،4] مشاهده شده است. سرطان كلون 
به عنوان چهارمين علت مرگ‌ومير ناشي از سرطان شناخته 
می‌شود ]6[. ارتباط بين التهاب و سرطان به‌خوبی شناخته شده 
دسته   1)NSAID( غير‌استروئيدی ضد‌التهاب  داروهای  است‌. 
خوبي از داروهای ضدالتهاب هستند كه آنزيم سیکلواکسیژناز 
)cox( را مهار می‌کنند ]7[. مطالعات زیادی، توانايي بسياری 
رشد  مهار  برای  ‌NSAIDها،  به‌خصوص  ضدالتهابي  عوامل  از 
تومور نشان می‌دهد. به علاوه كاهش قابل توجهي در مرگ‌و‌ 
مير ناشي از سرطان كلون در ارتباط با استفاده از ‌NSAIDها 
گزارش شده است [10-8]. همچنین اثر آپوپتوزی و مهار رشد 
تومور بعضي تريكبات مشتق شده از ‌NSAIDها گزارش شده 
استروئيدی  غير  ضد‌التهاب  داروی  تولمتين   .[11-14] است 
)NSAID( است كه سنتز پروستوگلندين‌ها را مهار می‌کند و 
همچنین اثر تنظيمي تولمتين در دارودرماني ضد سرطان مورد 
مطالعه و بررسی قرار گرفته شده است و نشان داده شده است 
 ß-catenin با مکانیسم مهار كه تولمتين و ساير ‌NSAIDها 
]15[. اثر توكسيسيته داروهای ضد‌سرطان را افزايش می‌دهند 
]16[. به همين علت تولمتين به عنوان توسعه‌دهنده عوامل 
ضد سرطان جديد شناخته می‌شود ]15[. همان‌طور که اشاره 
شد، برای كنترل تومورها بدون افزايش سميت در بافت طبيعي 
جديد  عوامل  است.  نياز  انتخابي  پرتويي  حساسك‌ننده  به 
را  اميدوار‌کننده‌ای  فعاليت  پيش‌بالين،  مطالعات  در  متعددی 
آن‌ها  از  كمي  تعداد  اما  داده‌اند  نشان  خود  از  زمينه  اين  در 
فراتر از مراحل اوليه توسعه باليني پيشرفت کرده‌اند ]17[. از 
بالايي  ایجاد سطح  باعث  يونيزان  اشعه  از  بالا  آنجا كه سطح 
اطراف  طبيعي  بافت  برای  كه  می‌شود  اكسيداتيو  استرس  از 

1. Non-steroidal anti-inflammatory drugs

تومور نیز سمي است، پس استفاده از يک عامل حساسك‌ننده 
را در سلول‌های  تا سميت  است  يونيزان مطلوب  پرتو  همراه 
سرطاني افزايش و در عين حال مواجهه را در سلول‌های نرمال 
بررسی  از مطالعه حاضر،  اساس هدف  این  بر  کم كند ]18[. 
بر  راديوتراپي  درمان  در  تولمتين  پرتوی  اثر حساسك‌نندگي 
روی رده سلولي سرطان كولون HT-29 است. در این راستا از 
آزمون تخمین ریزهسته‌ها که به عنوان یک روش قابل قبول 
در مطالعات سمیت ژنتیکی مورد تأیید است‌، استفاده خواهد 
شد ]19[ و از شاخص تقسیم هسته‌ای )NDI(2 برای بررسی اثر 

سیتوتوکسیک دارو استفاده می‌شود ]20[.

روش‌ها

این تحقیق یک مطالعه آزمایشگاهی است که پس از تصویب در 
IR.GUMS. کمیته اخلاق دانشگاه علوم‌پزشکی گیلان با کد اخلاق

REC.1398.490 بر روی رده سلولی HT-29 انجام شد.

کشت سلولی

رده سلولی سرطان كلون انسانی HT-29(ATCC-HTB-38) از 
مرکز ملی ذخایر زیستی و ژنتیکی ایران خریداری شد.سلول‌ها 
در محیط کشت RPMI (Dacell) حاوی 10 درصد سرم گاو 
میلی  بر  میکروگرم   200 استرپتومایسین   ،)Gibco( جنینی 
لیتر و پنی‌سیلین )Gibco( 500 واحد بر میلی‌لیتر کشت داده 
 CO2 دمای 37 درجه،  با  انکوباتور  داخل  در  درنهایت  شدند. 
5 درصد و رطوبت 95 درصد نگهداری شدند.. پس از شروع 
کشت سلولی، بسته به تعداد سلول‌ها و حجم محیط کشت، 
تعویض دوره‌ای محیط کشت سلول‌ها )هر 3 روز یک ‌بار( به 
منظور پیشگیری از تغییر رنگ و افزایش اسیدیته آن صورت 
با  درصد   80 سلولی  تراکم  در  سلول‌ها  که  طوری  به  گرفت 
استفاده از محلول تریپسین 0/25 درصد )Gibco( تریپسینه 

شده و پاساژ داده شدند.

تیمار سلول‌ها

سلول‌های HT-29 در تعداد 400000-300000 سلول در 
پلیت‌های 12 خانه کشت داده شدند. غلظت‌های 75 و 100 
سلول‌ها  شدند.  تهیه  تولمتین  داروی  از  میکرومولار   150 و 
 2 گروه  )کنترل(،   1 گروه  شامل:  شدند؛  تقسیم  گروه   8 به 
 4 گروه  میکرومولار(،   75 تولمتین  )حاوی   3 گروه  )اشعه(، 
تولمتین  )حاوی   5 گروه  100میکرومولار(،  تولمتین  )حاوی 
 7 گروه   ،)75 )اشعه+تولمتین   6 گروه  میکرومولار(،   150
)اشعه+تولمتین 100(، گروه 8 )اشعه+تولمتین 150(. 3 ساعت 
قبل از پرتوگیری، سلول‌ها در مجاورت غلظت‌های تعیین‌شده 
تولمتین قرار گرفتند. به طوری که بر اساس گروه‌های مذکور 

2. Nuclear Division Index
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100 میکرولیتر محلول تولمتین با غلظت مشخص به محیط 
کشت سلول‌ها اضافه شد.

پرتودهی و تیمار مجدد 

شهر  در  گیلان  انکولوژی  و  رادیوتراپی  مرکز  در  پرتودهی 
linear accelera�  رشت انجام شد. برای پرتودهی از دستگاه 

tor )شتاب‌دهنده خطی( شرکت Shinva استفاده شد. اشعه 
با  و  دقیقه   / گری   1/96 دُز  سرعت  و  گری   4 دُز  با  ایکس 
اشعه  به گروه‌های  تابش 60 سانتی‌متر  تا منبع  فاصله  حفظ 
دیده تابیده شد. بعد از دریافت اشعه پلیت‌ها به درون انکوباتور 
5 درصد و رطوبت 95 درصد منتقل 

 
CO2 ،بادمای 37 درجه

شدند. 48 ساعت پس از زمان تابش اشعه، سلول‌ها جهت توقف 
تکثیر و دو هسته‌ای شدن با 100 میکرولیتر سایتوکالازین بی 
)Sigma-Aldrich( با غلظت 6 میکرولیتر بر میلی‌لیتر تیمار 

شدند تا ریزهسته‌ها قابل تشخیص باشند ]1[. 

تست میکرونوکلئوس 

سلول‌ها پس از 28 ساعت بعد از اضافه کردن سیتوکلایزین 
بی، جمع‌آوری شدند. سوسپانسیون سلولی به مدت 7 دقیقه 
با دور rpm 5000 سانتریفیوژ شد. بعد از ثابتکردن سلول‌ها با 
محلول اسید استیک / متانول با نسبت 6/1، سلول‌ها به روی 
ساعت   24 مدت  برای  و  شدند  منتقل  سرد  و  تمیز  لام‌های 
در دمای اتاق خشک شدند. رنگ‌آمیزی با گیمسا 10 درصد 
انجام شد. در هر نمونه به ازای هر 500 سلول دو هسته‌ای، 
تعداد سلول‌های دو هسته‌ای دارای میکرونوکلئوس شمارش 
به عنوان  شده و میانگین تعداد میکرونوکلئوس در هر گروه 
یک شاخص تعریف شد. جهت تعیین شاخص تقسیم هسته‌ای 
از هر نمونه شمارش و تعداد سلول‌های  )NDI(، 500 سلول 

با   NDI یک، دو، سه و چهار هسته‌ای مشخص شد. شاخص
استفاده از فرمول شماره 1 محاسبه می‌شود:

.1

NDI=
(m1 +2(m2 )+3(m3 )+4(m4)

N
در رابطه فوق m1، m2، m3، m4 به ترتیب تعداد سلول‌های 
یک، دو، سه و چهار هسته‌ای و N تعداد کل سلول‌ها شمارش 

شده است ]1[.

آنالیز آماری

در مطالعه حاضر مقادیر متغیرهای کمی به صورت انحراف 
میانگین  مقایسه  جهت  شد.  داده  نشان  معیار±میانگین 
متغیرهای موردبررسی بین گروه‌ها از تحلیل واریانس یک‌طرفه 
از  استفاده  با  داده‌ها  شد.  استفاده  توکی(  تعقیبی  آزمون  )و 
نرم‌افزار Prism نسخه 9 مورد تجزیه و تحلیل قرار گرفت و 

سطح معنی‌داری 0/05 در نظر گرفته شد.

یافته‌ها

-HT سنجش میزان حساسیت پرتوی تولمتین بر سلول‌های
29 به کمک آزمون میکرونوکلئوس

به منظور سنجش میزان حساسیت پرتوی تولمتین، غلظت‌های 
 HT-29 75، 100 و 150 میکرو مولار از تولمتین با سلول‌های
به مدت 3 ساعت انکوبه شدند. سلول‌های گروه کنترل و گروه 
اشعه )گروهی که صرفاً تحت تابش اشعه یونیزان قرار می‌‌گیرد( 
به طور هم‌زمان کشت داده شدند.سپس یک گروه از هر غلظت 
و گروه اشعه، تحت 4 گری تابش اشعه ایکس قرار گرفتند. برای 
توقف تولید سلول‌های دو‌هسته‌ای از سایتوکلایزین بی استفاده 

HT-29 سعیده رحمت‌پور و همکاران. بررسی اثر حساس‌کنندگی پرتویی تولمتین در درمان رادیوتراپی بر روی سلول سرطان کلون انسانی

HT-29 تولید‌شده در سلول‌های NDI جدول 1. میانگین درصد ریز‌هسته‌ و

گروه‌های تیمار‌شدهشماره گروه
میانگین±انحراف‌معیار

NDIدر سلول‌های HT-29 دو‌هسته‌ایریز‌هسته در سلول‌های HT-29 دو‌هسته‌ای

0/10±0/011/35±0/11کنترل1

0/07±0/031/01±0/63اشعه دیده2

0/19±0/011/20±0/13تولمتین 75 میکرومولار3

0/04±0/011/06 ±0/15تولمتین 100 میکرومولار4

0/08±0/011/25±0/12تولمتین 150 میکرومولار5

0/02±0/020/99±0/68تولمتین 75 میکرومولار + اشعه6

0/04±0/010/90±0/91تولمتین 100 میکرومولار + اشعه7

0/03±0/011/01±0/79تولمتین 150 میکرومولار + اشعه8
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آزمون  سنجش  سلول‌ها،  رنگ‌آمیزی  و  برداشت  از  بعد  شد. 
میکرونوکلئوس )شمارش سلول‌های دو‌هسته‌ای دارای ریزهسته( 
برای همه گروه‌ها انجام شد. نتایج حاصل از 3 مرتبه تکرار در 
جدول شماره 1 نشان داده شده است. میانگین درصد شاخص 
 ،0/11‌±‌0/01 ترتیب  به  گانه   8 گروه‌های  در  میکرونوکلئوس 
 ،0/12‌±‌0/01  ،0/15‌±‌0/01  ،0/13‌±‌0/01  ،0/63‌±‌0/03
‌0/02±‌0/68، 0/01± 0/091، 0/01± 0/79 است. اثر تولمتین 
بر تولید میزان ریز هسته‌ها در سلول‌های HT -29 بدون دریافت 
اشعه در تصویر شماره 1 نمایش داده شده است. همان‌طور که 
از نتایج مشخص است اختلاف معنی‌داری بین گروه‌های تحت 

تیمار با غلظت تولمتین 75 و 100 میکروکولار با گروه کنترل 
مشاهده شد )P< 0/05(. در کلیه گروه‌های دریافت‌کننده اشعه 
)تصویر شماره 2( تفاوت معناداری با گروه اشعه تنها مشاهده شد 
)P<0/05( که این تفاوت در گروه‌های تحت تیمار با غلظت 100 
و150 میکرومولار تولمتین بارز تر بود و علاوه بر آن تفاوت بین 

 .)P<0/05( گروه اشعه و گروه کنترل نیز معنادار بود

-HT سنجش میزان سیتوتوکسیسیته تولمتین بر سلول‌های
29 به کمک ارزیابی شاخص تقسیم هسته‌ای

بر  تولمتین  سیتوتوکسیسیته  میزان  سنجش  منظور  به 

Abstract  
Background: Radiotherapy is one of the cancer treatment methods. Although radioresistance and normal 
tissue toxicity limits the use of radiation therapy in certain anatomical location, using of substances that 
increase radiosensitivity on cancer cells without cytotoxicity effect on normal cells, can be useful. 
Objective: The aim of this study was to evaluate the radiosensitizing effect of tolmetin in radiotherapy 
treatment on human colon cancer cell line HT-29. 
 Materials and Methods: In this study, human colon cancer cells HT-29 in different groups were irradiated 
with 4 Gray X-ray and tolmetin in different cocentration (75, 100 and 150 μM) and were compared with 
each other and with the control group by micronucleus assay(MN) and nuclear division index(NDI). The 
cytotoxicity was investigated by NDI and genotoxicity evaluate by the number of micronucleus. 
Results: In the group receiving radiation, the number of micronuclei increased significantly compared to 
the control group. In the group receiving tolmetin with a concentration of 75 ,100 μM, the number of 
micronuclei also increased compared to the control group. In all groups treated with tolmetin that also 
received radiation, a significant increase in the number of micronuclei was observed, which was more 
noticeable at concentrations of 100 and 150 μM. In the same time, tolmetin at the studied concentrations 
did not change the NDI index. 
Conclusion: The present study demonstrates that tolmetin has radisensitizing effect on HT-29 colon 
cancer cells and this effect is dependent on the tolmetin concentration. In addition, tolmetin has no 
cytotoxic effect on this cell line. 
Keywords: Radiosensitive, Tolmetin, Micronucleus, Human Colon Cancer HT-29. 

 ضمائم

 
-HTهای میکرومولار( در سلول 150و  100، 75های اثر سمیت ژنتیکی ایجاد شده توسط تولمتین )در غلظت -1شکل 

های مورد ها در گروهدرصد تعداد میکرونکلئوس اشعه.های بدون دریافت ها در گروهبا سنجش تعداد میکرونکلئوس 29
بار تکرار در آزمایشات مستقل نمایش داده  3انحراف معیار با  ±مقادیر به صورت میانگین  مطالعه نشان داده شده است.
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تصویر 1. اثر سمیت ژنتیکی ایجاد‌شده توسط تولمتین )در غلظت‌های 75، 100 و 150 میکرومولار( در سلول‌های HT-29 با سنجش تعداد میکرونکلئوس‌ها در 
گروه‌های بدون دریافت اشعه

درصد تعداد میکرونکلئوس‌ها در گروه‌های مورد‌مطالعه نشان داده شده است. مقادیر به صورت میانگین±انحراف معیار با 3 بار تکرار در آزمایشات مستقل نمایش داده 
.)**P<0/003 و *P<0/023( شده است. تفاوت معنی‌داری با گروه کنترل

تصویر 2. اثر سمیت ژنتیکی ایجاد‌شده توسط تولمتین )در غلظت‌های 75، 100 و 150 میکرومولار( در سلول‌های HT-29 با سنجش تعداد میکرونکلئوس‌ها در 
گروه‌های دریافت‌کننده اشعه )4 گری(

درصد تعداد میکرونکلئوس‌ها در گروه‌های مورد‌مطالعه نشان داده شده است. مقادیر به صورت میانگین±انحراف معیار با 3 بار تکرار در آزمایشات مستقل نمایش داده 
.)****P<0/001و *P<0/017( شده است. تفاوت معنی‌دار با گروه اشعه

.)#P<‌0/001( تفاوت معنادار با گروه کنترل

 =**(. >003/0pو  *=  >023/0pداری با گروه کنترل )فاوت معنیت شده است.

 
-HTهای در سلولمیکرومولار(  150و  100، 75های )در غلظتاثر سمیت ژنتیکی ایجاد شده توسط تولمتین  -2شکل 

گری(. درصد تعداد میکرونکلئوس ها در  4کننده اشعه )های دریافتها در گروهبا سنجش تعداد میکرونکلئوس 29
بار تکرار در آزمایشات  3انحراف معیار با  ±یانگین های مورد مطالعه نشان داده شده است. مقادیر به صورت مگروه

 (.  =**** >001/0p= * و >017/0p) داری با گروه اشعهتفاوت معنیمستقل نمایش داده شده است. 
 (.#=  >001/0p) تفاوت معناداری با گروه کنترل

 
های در سلول میکرومولار( 150و  100 ،75های اثر سمیت سیتوپلاسمی ایجاد شده توسط تولمتین )در غلظت -3شکل 
29-HT با سنجش شاخص تقسیم هسته(ایNDIدر گروه )ای در های بدون دریافت اشعه. درصد شاخص تقسیم هسته
بار تکرار در آزمایشات  3انحراف معیار با  ±های مورد مطالعه نشان داده شده است. مقادیر به صورت میانگین گروه

 .استمستقل نمایش داده شده 
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سلول‌های HT-29، غلظت‌های 75، 100 و 150 میکرو مولار از 
تولمتین با سلول‌ها به مدت 3 ساعت انکوبه شدند. سلول‌های 
گروه کنترل و گروه اشعه به طور هم‌زمان کشت داده شدند.

گری   4 تحت  اشعه،  گروه  و  غلظت  هر  از  گروه  یک  سپس 
تولید سلول‌های  توقف  برای  قرار گرفتند.  ایکس  اشعه  تابش 
دو‌هسته‌ای از سایتوکلایزین بی استفاده شد. بعد از برداشت و 
رنگ‌آمیزی سلول‌ها، سنجش ارزیابی شاخص تقسیم هسته‌ای 
هسته‌ای  چهار  و  سه  دو،  یک،  سلول‌های  شمارش  کمک  به 

برای همه گروه‌ها انجام شد. نتایج حاصل از 3 مرتبه تکرار در 
جدول شماره 1 نشان داده شده است. میانگین درصد NDI در 
 ،1/01‌±‌0/07  ،1/35‌±‌0/01 ترتیب  به  مورد‌مطالعه  گروه‌های 
 ،0/99‌±‌0/02  ،1/25‌±‌0/08  ،1/06‌±‌0/04  ،1/20‌±‌0/19
‌0/04±‌0/90، ‌0/03±‌1/01 بود. اثر تولمتین بر تغییرات شاخص 
تقسیم هسته‌ای در سلول‌های HT-29 بدون دریافت اشعه در 
تصویر شماره 3 نمایش داده شده است. همان‌طور که از نتایج 
مشخص است بین کلیه گروه‌های تحت تیمار با تولمتین در 

تصویر 3. اثر سمیت سیتوپلاسمی ایجاد‌شده توسط تولمتین )در غلظت‌های 75، 100 و 150 میکرومولار( در سلول‌های HT-29 با سنجش شاخص تقسیم 
هسته‌ای )NDI( در گروه‌های بدون دریافت اشعه

درصد شاخص تقسیم هسته‌ای در گروه‌های مورد‌مطالعه نشان داده شده است. مقادیر به صورت میانگین±انحراف معیار با 3 بار تکرار در آزمایشات مستقل نمایش 
داده شده است.

 =**(. >003/0pو  *=  >023/0pداری با گروه کنترل )فاوت معنیت شده است.

 
-HTهای در سلولمیکرومولار(  150و  100، 75های )در غلظتاثر سمیت ژنتیکی ایجاد شده توسط تولمتین  -2شکل 

گری(. درصد تعداد میکرونکلئوس ها در  4کننده اشعه )های دریافتها در گروهبا سنجش تعداد میکرونکلئوس 29
بار تکرار در آزمایشات  3انحراف معیار با  ±یانگین های مورد مطالعه نشان داده شده است. مقادیر به صورت مگروه

 (.  =**** >001/0p= * و >017/0p) داری با گروه اشعهتفاوت معنیمستقل نمایش داده شده است. 
 (.#=  >001/0p) تفاوت معناداری با گروه کنترل

 
های در سلول میکرومولار( 150و  100 ،75های اثر سمیت سیتوپلاسمی ایجاد شده توسط تولمتین )در غلظت -3شکل 
29-HT با سنجش شاخص تقسیم هسته(ایNDIدر گروه )ای در های بدون دریافت اشعه. درصد شاخص تقسیم هسته
بار تکرار در آزمایشات  3انحراف معیار با  ±های مورد مطالعه نشان داده شده است. مقادیر به صورت میانگین گروه
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مقایسه با گروه کنترل تفاوت معناداری در میانگین شاخص 
تقسیم هسته‌ای مشاهده نشد. در گروه‌های دریافت‌کننده اشعه 
)تصویر شماره 4( در تمام گروه‌های تحت تیمار با تولمتین در 
 NDI مقایسه با گروه اشعه تفاوت معناداری در میزان درصد
نشان داده نشد. صرفاً تفاوت معناداری بین گروه دریافت‌کننده 

.)P<0/05( اشعه به‌تنهایی و گروه‌ کنترل مشاهده شد

بحث و نتیجه‌گیری

پرتودرمانی در کنار شیمی‌درمانی نقش برجسته‌ای در درمان 
اکثر سرطان‌ها دارد. هدف در پرتودرمانی رساندن حداکثر پرتو 
به بافت توموری با کمترین میزان آسیب به سلول‌های سالم 
یا  توده‌های سرطانی  بردن  بین  از  که ضمن  به طوری  است 
آسیب  متحمل  اطراف  سالم  سلول‌های  آن‌ها،  کردن  کوچک 
نشوند. مقاومت سلول‌های سرطانی در برابر اشعه یونیزان یک 
چالش در رژیم رادیوتراپی در بیماران است. سلول‌های سرطانی 
مسیرهای مختلف سیگنالینگ را فعال می‌کنند که منجر به 
 .]21[ می‌شود  اشعه  از  ناشی  سلولی  مرگ  برابر  در  مقاومت 
از این رو استفاده از عوامل یا ترکیباتی که بتوانند سلول‌های 
توموری را به اشعه حساس کرده و همچنین دُز پرتوی رسیده 
به بیمار را به حداکثر برسانند مورد توجه خواهد بود. مطلوب 
آن است که این ترکیبات دارای کمترین عارضه جانبی بوده، 

سمیت سلولی نداشته، ارزان و در دسترس عموم باشند.

در سال‌های اخیر مطالعات روزافزونی در زمینه بررسی اثرات 
حساس‌کنندگی پرتوی ‌NSAIDها انجام شده است. به عنوان 
مثال سيد جلال حسيني مهر و همكارانش در مطالعه‌ای در 
سال 2018 به بررسي اثرات حساس كننده پرتوی مفناميک 
 HT-29 كلون  سرطان  سلولي  رده  بر  يونيزان  اشعه  با  اسيد 

پرداختند. سلول‌ها تحت تابش اشعه يونيزان با دُز 4 گری قرار 
گرفتند و در گروه‌هايي با حضور مفناميک اسيد در مقايسه با 
گروهي كه در معرض مفناميک اسيد قرار نداشتند به ميزان 

چشم‌گیری ریز هسته‌ها افزايش پيدا كرد ]1[.

مطالعه‌ای دیگر که در سال 2018 توسط میر هلال احمد و 
همکارانش در ارزیابی اثر استرس اکسیداتیو و هپاتوتوکسیسیته 
و ژنوتوکسیسیته ناپروکسن روی موش‌ها ویستار نر نشان داد 
ناپروکسن با افزایش میکرونوکلئوس باعث افزایش قابل توجهی 
در آسیب DNA می‌شود؛ همچنین تیمار با ناپروکسن منجر به 
عدم تعادل بیوشیمیایی و استرس اکسیداتیو می‌شود که منجر 
به از بین رفتن یکپارچگی سلول‌ها و آسیب قابل توجهی به 
ماده ژنتیکی و تأثیر عملکرد کبد در موش‌های صحرایی نر نژاد 
ژنوتوکسیک  عامل  یک  ناپروکسن،  بنابراین  می‌شود،  ویستار 
بالقوه شناخته می‌شود ]22[. در مطالعه‌ای دیگر، تولمتین از 
را  سرطانی  سلول‌های  کشندگی  اثر  که  بود  داروهایی  جمله 
توسط سیکلوفسفامید افزایش داد بدون اینکه اثر سمی قابل 
توجهی بر سلول‌ها مغز استخوان CFU-GM داشته باشد ]23[.

مطالعه‌ای دیگر در بررسی اثر ‌NSAIDها که توسط آیدا پویافر و 
همکارانش در سال 2019 انجام شد و به بررسی اثر سیتوتوکسیک 
 HT-29 رزوراترول و سولینداک در رده سلول سرطان کلون انسانی
پرداخت. که نشان داده شد هر دو، بقای سلول سرطان کلون انسانی 

HT-29را مهار یا کاهش می‌دادند ]24[.

همچنین در سال 2015 مشتقات جدیدی از تولمتین طراحی 
کلون  سرطان  سلولی  رده  روی  بر  آزمایشگاهی  شرایط  در  و 
مهار  تعیین  برای  و  گرفتند  قرار  ارزیابی  مورد   HT-29 انسانی 
نتایج  از روش MTT استفاده شد.  رشد و زنده ماندن سلول‌ها 
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تصویر 5. مقایسه میانگین درصد شاخص تقسیم هسته‌ای و میانگین درصد تعداد میکرونوکلئوس‌ها در سلول‌های HT-29 در گروه‌های دریافت‌کننده اشعه )4 گری( 
و گروه‌های دریافت‌کننده هم‌زمان اشعه و تولمتین )در غلظت‌های 75، 100 و 150 میکرومولار(
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نشان داد که فعالیت ضد‌سرطانی مشتقات تولمتین به دلیل فعال 
شدن کاسپاز -8 و کاسپاز -9 دخیل در مسیر آپوپتوز است ]25[. 
اثر حساس‌کنندگی  بررسی  به  سال 2019  در  دیگری  مطالعه 
کولون  سرطان  سلول  رده  بر  اسید  لوولینیک  5-آمینو  پرتوی 
انسانی HT-29 در شرایط درون‌تنی و برون‌تنی پرداخت. نتایج 
با  تیمارشده  برون‌تنی، سلول‌های  داد که در شرایط  نشان  کار 
5-آمینو لوولینیک اسید که به صورت چند‌دزی تابش‌دهی شده 
بودند به صورت معناداری میزان بقا در آن‌ها کاهش یافت و علاوه 
بر آن در شرایط درون‌تنی حجم توده سرطانی زنوگرافت شده 
بعد از رادیوتراپی به همراه ترکیب مذکور در مقایسه با توده‌هایی 
به صورت  بودند  نکرده  را دریافت  اسید  لوولینیک  که 5-آمینو 
قابل توجهی کوچک‌تر شده بود ]26[. به این ترتیب مطالعات 
موفقیت  میزان  در  پرتوی  حساس‌کننده  ترکیباب  اثربخشی 

پروسه درمانی رادیوتراپی را به‌وضوح نشان می‌دهند.

در مطالعه حاضر ما اثر حساس‌کنندگی پرتویی تولمتین در 
 HT-29 درمان رادیوتراپی بر روی سلول سرطان کلون انسانی
آزمون  انجام  با  دادیم. در مطالعه حاضر  قرار  بررسی  را مورد 
ریزهسته در سلول‌های سرطانی HT-29 که تحت تابش یونیزان 
قرار نگرفته بودند، همه گروه سلول‌های تیمار‌شده با تولمتین، 
و   75 غلظت  در  تنها  ولی  شدند  ریز‌هسته‌ها  افزایش  باعث 
پرتوی  حساس‌کنندگی  اثرات  ایجاد  سبب  میکرومولار   100
توموری شدند )P<0/05(. همچنین  معناداری در سلول‌های 
که   HT-29 سرطانی  سلول‌های  در  ریزهسته  آزمون  انجام  با 
تحت تابش یونیزان قرار گرفته بودند، مشخص شد علاوه بر 
اینکه گروه دریافت‌کننده اشعه تفاوت معناداری با گروه کنترل 
مذکور  داروی  با  تیمارشده  سلول‌های   ،)P<  0/05( داشت 
اشعه  دریافت‌کننده  گروه  با  مورد‌مطالعه  غلظت‌های  کلیه  در 
اثرات  ایجاد  و سبب   )P<0/05( داشتند  معنادار  تفاوت  تنها، 
حساس‌کنندگی پرتوی در سلول‌های توموری شدند .بیشترین 
ریز‌هسته‌های ایجاد‌شده در غلظت 100 میکرومولار دیده شد 
اثر  این غلظت و  اثرگذاری دارو در  که نشان‌دهنده بیشترین 

بهینه آن است )تصویر شماره 5(.

در بررسی اثرات سیتوتوکسیک دارو تولمتین در سلول‌های 
بودند،  نگرفته  قرار  یونیزان  تابش  تحت  که   HT-29 سرطانی 
کاهش در شاخص NDI دیده شد، ولی از نظر آماری معنادار 
نبود. همچنین اثر داروی تولمتین بر سیتوتوکسیسیته ناشی 
از اشعه یونیزان بر رده سلول سرطان کلون انسانی HT-29 با 
استفاده از شاخص NDI بررسی شد‌. نتایج حاصل از مطالعه 
بر روی سلول‌های HT-29 در این تحقیق نشان می‌دهند که 
تولمتین در غلظت‌ها مورد مطالعه واجد اثرات سیتوتوکسیسیته 

بر سلول‌های توموری نیست.

غلظت‌های  در  تولمتین  مطالعه،  این  نتایج  مبنای  بر 
مورد‌مطالعه واجد اثرات حساس‌کنندگی پرتوی بر سلول هلی 

توموری است و علاوه بر آن تولمتین در غلظت‌های مورد‌مطالعه 
نیست.  توموری  سلول‌های  بر  سیتوتوکسیسیته  اثرات  واجد 
پرتو  به  حساسیت  افزایش  در  شناخته‌شده  مکانیسم‌های 
توسط داروهای ضدالتهاب شامل مهار آنزیم سیکلواکسیزناز-2 
پروستوگلاندین‌ها  تولید  توقف  یا  و  کاهش  آن  متعاقب  و 
است‌.  رشد  و  رگ‌زایی  کاهش  و  آپوپتوز  افزایش  درنتیجه  و 
همچنین توقف سیکل سلولی در منطقه G1-S به عنوان یکی 
قرار گیرد.  توجه  باید مورد  این چرخه  از مناطق حساس در 
حال اینکه با چه مکانیسمی این توقف صورت می‌گیرد به طور 
کامل تا کنون شناخته نشده است. مکانیسم حساس‌کنندگی 
پرتوی سلول‌های تومورال در رادیوتراپی توسط داروهای دسته 
NSIAD به طور کامل شناخته نشده است و مورد اصلی بحث 
ما نیز قرار ندارد، ولی به طور کلی می‌توان گفت که داروهای 
ضد‌التهاب به عنوان حساس‌کننده‌های پرتوی، منحنی پاسخ به 
اشعه را به سمت راست منتقل می‌کنند. با توجه اینکه مطالعه 
انجام‌شده اولین مطالعه در زمینه اثر حساس‌کنندگی پرتوی 
داروی تولمتین بر میزان آسیب حاد ناشی از اشعه یونیزان بر 
رده سلول سرطان کولون انسانی HT-29 است، نظر به نتایج 
مطالعات  در  می‌شود  پیشنهاد  پژوهش  این  از  حاصله  مثبت 
بعدی میزان فاکتورهای التهابی نیز در این سلول‌ها اندازه‌گیری 
شرایط  در  مطالعه  که  بود  خواهد  مناسبت‌تر  همچنین  شود 
درون‌تنی و بر روی موش‌های مبتلا به سرطان کولون نیز انجام 

شود.

ملاحظات اخلاقي

پيروي از اصول اخلاق پژوهش

اخلاق  کد  با  تحقیقاتی  طرح  از  برگرفته  مطالعه  این 
دانشگاه  توسط  که  است   IR.GUMS.REC.1398.490
تأیید شده است. کلیه اصول اخلاقی در  علوم‌پزشکی گیلان 

این مقاله رعایت شده است.

حامي مالي

پژوهش حاضر با حمایت معاونت تحقیقات و فناوری دانشگاه 
علوم پزشکی گیلان انجام گرفته است.

مشارکت نویسندگان

مفهوم‌سازی، ویرایش، مرور و نظارت: مونا حداد زحمت‌کش؛ 
نگارش: سعیده رحمت‌پور؛ پرتودرمانی: حمید سعیدی ساعدی؛ 
سعیده  و  زحمت‌کش  حداد  مونا  آزمایشگاهی:  تست‌های 

رحمت‌پور.
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تعارض منافع

نویسندگان اعلام می‌دارند که در این مقاله هیچ‌گونه تعارض 
منافعی وجود ندارد.

تشکر و قدردانی

نویسندگان مقاله بر خود لازم می‌دانند از معاونت تحقیقات 
این  از  حمایت  برای  گیلان  پزشکی  علوم  دانشگاه  فناوری  و 

پژوهش تشکر وقدردانی کنند.
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http://journal.gums.ac.ir/index.php?&slct_pg_id=38&sid=1&slc_lang=fa
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