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  LN-CaPهاي تيمارفتوديناميكي بر روي سلولدر  Nd-YAGليزر  بررسي اثر درماني
  

  4الهه اميني ،3، محمد حسين مجلس آرا 2، محمد نبيوني1*همامحسني كوچصفهاني
  

  
   چكيده

نوعي روش درماني جديد و نويد  ١(PDT)تراپيفوتوديناميك
 دهنده در درمان سرطان و برخي از بيماريهاي غير سرطاني

 ،ركن اساسي اين روش درماني ماده حساس به نورسه است.
نور و ماده  بين و اكسيژن است.در اين روش واكنش متقابل نور

هدف  حساس به نور القا كننده مرگ سلولهاي سرطاني است.
بررسي اثر تركيبي ماده حساس به نور  اين آزمايشاز انجام 

-2Ndجامدليزر حالت آمينولولنيك اسيد  و پرتوي يكنواخت 

YAG  درالقاي مرگ سلولهاي  با طول موج  و توان خاص
  و نوع مرگ القا شده است. LN-CaPسرطان پروستاتي 
  ALA3-5ياآمينولولنيك اسيد  در اين آزمايش  براي اين منظور

با غلظت  IX پروتوپورفيرين (پيش ساز ماده حساس به نور 
mM3/0 يكنواخت وپرتوي  در تاريكي ساعت5و به مدت 

و توان  nm 532با طول موج  Nd-YAGليزر حالت جامد
mW50   ميزان بقا سلولهاي سرطانياثر دهي شده و LN-

CaP  توسط آزمونMTT ، پروتوپورفيرين تشكيلIX  درون
ونوع مرگ سلولي القا توسط اسپكتروفتومتر فلورسانس سلولها 

ارزيابي   توسط رنگ آميزي هوخست هاشده بر روي سلول
  .دش
  
  
  دانشگاه تربيت معلم تهران گروه زيست شناسي دانشكده علوماستاديار  -1

Kouchesfehani@yahoo.com  
  دانشگاه تربيت معلم تهران گروه زيست شناسي دانشكده علوماستاديار  -2
  راندانشگاه تربيت معلم ته دانشكده علوم گروه فيزيك دانشيار-3
دانشجوي كارشناسي ارشد سلولي تكويني جانوري دانشگاه تربيت معلم -4

  تهران

                                                 
1.Photodynamic Therapy 
2.Neodymium-doped Yttrium Aaluminum Garnet  
3.Amino Levoulenic Acid  

 ي در تعدادكاهش چشمگيرساعت پس از تيمار  24 يافته ها:
   ALA همار فتوديناميك در مقايسه با گروسلولها در گروه تي

  ديده مي شود. ALAليزر بدون  گروه  بدون ليزر و
 ماده حساس به نور اصلي باعث افزايش توليد  ALA-5 اعمال

مي شود.با استفاده از رنگ درون سلولها  IX پروتوپورفيرين 
مرگ  ALA-PDTست سلولهاي تيماري گروه خآميزي با هو

  .سلولي آپوپتوتيك را نشان مي دهند
نتيجه گيري كلي: تيمار فتوديناميكي سلولهاي سرطان پروستاتي 

LN-CaP   با آمينولولنيك اسيد با غلظتmM3/0  و زمان
-Ndليزر  يكنواخت  پرتويبه همراه  ساعت 5انكوباسيون 

YAG   طول موجبا nm 532  و توانmW50   3به مدت 
القا چشمگير  و IXپروتوپورفيرين افزايش توليد  باعثدقيقه 

  ها مي گردد.مرگ آپوپتوتيك سلول
-Ndرليز-مينولولنيك اسيدآ-كلمات كليدي: فتوديناميك تراپي

YAG -آپوپتوز  
  مقدمه

سرطان پروستات دومين عامل مرگ بر اثر سرطان در مردان 
است.تحقيقات باليني روند بدخيمي اين سرطان را با عواملي 

هورموني و ....مرتبط مي  ،عوامل ژنتيكي ،همانند سن
دانند.جهت درمان اين سرطان از روشهاي متعددي چون 

هورمون درماني  ،درمانيشيمي جراحي (پروستاتكتومي)
قطعي  علاجاديوتراپي استفاده مي كنند.در درمان اين سرطان ور

وجود ندارد.براي نمونه پس از پروسه  هورمون درماني بيماري 
از حالت وابسته به اندروژن به حالت غير وابسته به اندروژن 
 پيشروي مي كند.همچنين بعد از جراحي امكان عود سرطان

است تا از روشهاي  وجود دارد.بنابراين تحقيقات در حال انجام
  .]1[جانبي و كمكي در درمان اين سرطان استفاده شود
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كه ليزر در پزشكي (جراحي، چشم پزشكي و  با توجه به اين
از  ه قرار مي گيرد، اما استفاده بيماريهاي پوستي) مورد استفاد

درمان با فتوديناميك تراپي يا م به (موسو آن در درمان سرطان
  .]2[ مي شود سوبنور)روش جديدي مح تابش

كه  بكارگيري يك ماده حساس به نور است اين روش اساس 
  توسط منبع نوري ليزري ويا لامپ  با طول موج مناسب فعال 

پس از فعال شدن مي تواند ماده حساس به نور ].3[مي شود
ماده حساس -1نوع واكنش قرار گيرد.در واكنش نوع دو  تحت

داده و راديكال آزاد تشكيل واكنش  به نور مي تواند با سوبسترا
ن واكنش داده و ژاين راديكالها ممكن است با اكسي دهد كه

ماده  2گونه هاي فعال اكسيژن را ايجاد كنند.در واكنش نوع 
حساس به نور مي تواند انرژي خود را مستقيم به اكسيژن 
انتقال دهد و اكسيژن يگانه تهييج شده را به وجود آورد كه 

 2و مرگ سلولي مي شود.نسبت بين اين موجب اكسيداسيون 
غلظت سوبسترا و اكسيژن بستگي  ،واكنش به نوع واكنشگر

ست كه  ماده حساس به ا .از مزاياي اين روش آن]4و5[دارد
نور پس از اعمال درون بدن بيشتر گرايش به تجمع در بافتهاي 
بدخيم دارد و از اين رو باعث از بين بردن بافتهاي بدخيم مي 

 ].6[شود

پيش ساز طبيعي چرخه بيوسنتز ) ALA-5 آمينولولنيك اسيد(
ت.اين ماده به  تنهايي ماده اس درون سلولها (heme)هم

اما درون سلولها تبديل به ماده حساس  ،حساس به نور نيست
مي شود كه از جمله واكنشگرهاي  IXپروتوپورفيرين به نور 

ي نوري نسل دوم است.درون سلولها ي طبيعي فيدبك  منف
 IXپروتوپورفيرين وجود دارد كه مانع از توليد بيش از حد 

مي شود.با اعمال اگزوژن امينولولنيك اسيد فيدبك منفي از بين 
بيشتر درون IX پروتوپورفيرين مي رود و موجب تشكيل 

سلولهاي سرطاني مي گردد.در سلولهاي سرطاني به علت 
تمايل  ،تغييراتي كه در چرخه بيوسنتز هم به وجود مي آيد

  .]7[وجود داردIXپروتوپورفيرين  بيشتري به سنتز 
از ليزرهاي حالت جامد است كه در جراحي  Nd-YAG رليز

پستاني و ريوي به كار  ،و حذف تومورهاي سطحي پوستي
  ].8و9[گرفته شده است

با كارايي تيمار فتوديناميكي  بررسيدر اين آزمايش  هدف ما
با پرتوي پيوسته و  Nd-YAG    و ليزر  ALA-5استفاده از 
بر روي سلولهاي  mW 50با توان  nm 532  طول موج

ن  درما توامبكارگيري و اهميت   LN-CaPي تسرطان پروستا
  .استايسه با ليزر به تنهايي در مق با ليزر و ماده حساس به نور 

  كار مواد و روش
  كشت سلولي

 در محيط واز موسسه پاستور تهيه شدند   LN-CaP سلولهاي
 10  گلوتامين و  Lهمراه با  RPMI1640 (SIGMA) كشت
استرپتومايسين  -درصد پني سيلين 1 و FBS (Gibco) درصد

داده شده  كشت mm25به عنوان آنتي بيوتيك درون فلاسك 
 5و  سانتيگراد  درجه 37در دماي  (Binder)و درون انكوباتور

قرار گرفتند. اين سلولها از نوع چسبنده  CO2ددرص
درصد رسيد براي  70د.پس از اينكه تراكم سلولها به هستن

 استفاده شد وEDTA  -تريپسين(GIBCO) پاساژ سلولها از 
  گرفت. روز يك مرتبه پاساژ صورت 4هر 

  تيمار فتوديناميكي
داده خانه اي كشت 24درون پليت  2×104سلولها به تعداد 

گروه براي انجام آزمايش  4ساعت  24.پس از گذشت شدند
خانه  24خانه از پليت  3براي هر گروه حداقل و  گرديد نتعيي

  گروه كنترل كه تحت تاثير-.گروه اولشداي در نظر گرفته  
5-ALA(SIGMA)  ين در ا-وليزر قرار نگرفت.گروه دوم

و به mM3/0با غلظت   ALA-5گروه سلولها تنها تحت تاثير  
 در اين-د.گروه سومرفتندر تاريكي قرار مي گساعت 5مدت 

كف  ALA-5گروه  در هر خانه از پليت سلولها بدون تاثير  
با طول  Nd-YAG ريكنواخت ليزپليت در معرض پرتوي 

دقيقه قرار 3به مدت  mW 50 وتوان  nm 532  موج
است كه در  )گروه تيماري فتوديناميك (.گروه چهارم گرفتند

ريكي با در تا ALA-5 اين گروه سلولها در ابتدا تحت تاثير 
سپس تحت و ر گرفته قراساعت  5و زمان  mM3/0ت غلظ

 nm 532با طول موج   Nd-YAGتاثيرپرتوي يكنواخت ليزر 
  گرفتند.قرار  mW 50وتوان  
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  MTT assayارزيابي ميزان بقاءسلولها به روش 
بيانگر فعاليت هيدروژنازهاي ميتوكندريايي  MTTآزمون 

يل تيازول دي مت فاز معر µl 100 رساعت پس از تيما24است.
  با غلظت(SIGMA)از (MTT)  دي فنيل تترازوليوم برومايد

µg/ml 5/0  و به خانه اي افزوده شد  24به هر خانه از پليت
درون انكوباتور  سانتيگراد درجه37ساعت در دماي 3-4مدت 
نوري  نهايتا جذب MTTپس از انجام تيمار .گرفتندقرار 

 هاي زنده هستند ،لدهنده سلو فورمازان كه نشانكريستالهاي 
  .شدتعيين nm 570توسط اسپكتروفتومتر در طول موج 
  IXاندازه گيري سنتز پروتوپورفيرين 

را در   ALA-5گروه كنترل و تيمار با  2براي اين منظور 
درون 2×104.در هر دو گروه سلولها به تعداد گرفته شدنظر

ساعت  24.پس از گذشت داده شدندخانه اي كشت 24پليت 
از آمينولولنيك اسيد و به مدت mM3/0با  ALAگروه 

.پس از طي زمان انكوباسيون سلولهاي هر دو شدساعت تيمار5
داخل  شدهاز كف پليت جدا  EDTA-گروه توسط  تريپسين

.به ليز شدندسانتريفيوژ rpm 2000اپندورف ريخته  و در 
افزوده و  NaoHاز  N1/0 حاوي%  SDS1 4از  µl500سلولي 

توسط اسپكتروفتومتر  نمونه ها .سپسداده شدند نبه آرامي تكا
پروتوپورفيرين .(پيك جذبيشدندفلورسانس بررسي 

IX=nm620 ،=طول موج تهييجيnm400 ،طيف جذبي   =
nm  700-500 (  

  ژيك مطالعات مورفولو
،تيمار با ليزر و تيمار  ALAسلولهاي گروه كنترل ،تيمار با 

اعت پس از تيمار س 24و ليزر) ALAفتوديناميك(تيمار با 
فتوديناميك در زير ميكروسكوپ معكوس مورد بررسي قرار 

  گرفتند.
  

  تعيين نوع مرگ سلولي
 بر روي لامل هاي شيشه اي104 به تعداد در اين مرحله سلولها 

.پس ندداده شدكشت  (GIBCO) ليزينديشده با پلي پوشيده
ا ساعت پس از تيمارها سلوله 24وذكر شده گروه  4از تعيين 

 غلظت با (SIGMA)  33432ست خرا توسط رنگ هو

                                                 
1.Sodium Dodecyl Sulfate 

µg/ml 5/0 توسط اين رنگ مي توان سلولهاي شدرنگ آميزي.
زنده و آپوپتوتيك را به رنگ سبز مشاهده  كرد.و از روي 
بررسي مورفولوژي هسته و سيتوپلاسم آپوپتوز را توسط 

  ميكروسكوپ فلورسانس تشخيص داد.
  روش تجزيه و تحليل داده ها

 ANOVAازآزمونداده ها ظور تجزيه و تحليل آماري به من
معني دار تلقي  P<0.05* استفاده شد.SPSS نرم افزار ،

مرتبه تكرار شد و نمودارها از  3گرديد. هر آزمايش حداقل 
  رسم شدند. EXCELطريق نرم افزار 

  نتايج
باعث افزايش چشمگير سميت  تيمار فتوديناميك -1

  لها)مي شود.نوري(كاهش چشمگير تعداد سلو
نشان مي دهند كه در گروه تيماري MTT داده هاي آزمون 

ا غلظت  ب ALA-5 ضفتوديناميك يعني گروهي كه در معر
mM 3/0 و پرتوي يكنواخت ليزر Nd-YAG 24 قرار گرفتند 

بيشترين ميزان مرگ ومير سلولها مشاهده  ساعت پس از تيمار 
اين در ست ،اختلاف معني دار ا P<0.001*** او ب مي گردد

در دو گروه ديگر نسبت به  اختلاف معني داري حالي است كه 
  )1(شكل. گروه كنترل مشاهده نمي شود
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بعد از  LN-CaPهايسلول )(viabilityمقايسه درصد بقا -1شكل

كه افزايش معني داري را در MTT assay.با روش پرتوي ليزر تابش 
سه با نمونه كنترل نشان و ليزر در مقاي ALAنمونه هاي تيمار شده با 

تيمار با آمينولولنيك : P<0.001 Mean±S.E( ،ALA***(مي دهد.
  Nd-YAG: تيمار با پرتوي يكنواخت ليزرL، اسيد
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دو  با  تيماري فتوديناميكدرصد بقاي سلولهاي گروه  مقايسه

دريافت كرده و  بدون ليزر ALAگروه ديگر يعني گروهي كه 
اند، ميزان بوده  ALAبدون ر گروهي كه در معرض پرتوي ليز

معني  P<0.001مرگ و مير بيشتري را نشان مي دهد كه در 
  ).2باشد(شكلدار مي 
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بعد از تابش  LN-CaPسلول هاي )viability(مقايسه درصد بقا -2شكل
كه افزايش معني داري را در نمونه .MTT assayبا روش  پرتوي ليزر

تنها و ليزر  ALAسه با نمونه و ليزر در مقاي ALAهاي تيمار شده با 
  )P<0.001 Mean±S.E***(نشان مي دهد.تنها 

  
ساعت  5و mM 3/0غلظت   باALA-5  اعمال -2

   IXانكوباسيون موجب افزايش سنتز پروتوپورفيرين 
  مي شود.

 كه تحت تاثير آمينولولنيك اسيد قراربررسي نمونه هايي 
معني داري گرفتند در مقايسه با گروه كنترل افزايش 

)P<0.05( پروتوپورفيرين سنتز  را درIX  نشان
  .)3شكل(ميدهد

  

  
  

پس  LN-CaP در سلول هاي IX مقايسه غلظت پروتوپورفيرين  -3شكل
ساعت تيمار نسبت به كنترل با استفاده از اسپكتروفتومتر 24از 

 ALAكه افزايش معني داري را در نمونه هاي تيمار شده با  فلورسانس
 )P<0.05 Mean±S.E*(د.نشان ميده

 
در مقايسه با ساير گروهها تغيير  ALA-PDTگروه  -3

  .مورفولوژيك فاحشي را نشان مي دهد
با مطالعه سلولها در زير ميكروسكوپ معكوس تغييرات 

ژي(تغيير در شكل سيتوپلاسم و  چشمگيري در مورفولو
ساعت پس از  24گروه تيماري فتوديناميك هسته) سلولهاي  

   .)4و3(اشكال سبت به گروه كنترل مشاهده شدتيمار ن
  

 
  

فتوميكروگراف از سلولهاي گروه كنترل كه در آن سلولها به  -3شكل
.نوك پيكان نشاندهنده صورت طبيعي، كشيده و طويل قرار دارند

  400×حالت كشيده سلولها است.بزرگنمايي 
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گروه تيماري فتوديناميك كه  هايفتوميكروگراف از سلول -4شكل 

ساعت پس از تيمار دفرمه مي شوند.همانگونه كه  24در آن سلولها 
در شكل مشاهده مي شود سيتوپلاسم و هسته حالت طبيعي ندارند. 

  400×بزرگنمايي  هاي دفرمه است.دهنده سلولنوك پيكان نشان
  
 LN-CaPسرطاني  سلولهاير فتوديناميك در طي  تيما -4

  از بين مي روند. پتوزبر اثر آپو
با استفاده از ها در زير ميكروسكوپ فلورسانس بررسي سلول

ساعت پس از تيمار  24دهد كه نشان ميرنگ آميزي هوخست 
 درمرگ سلولي آپوپتوتيك باعث از بين رفتن سلولها مي شود.

وتيك در مقايسه مورفولوژيكي سلولهاي آپوپت يبررس
ه ب سيتوپلاسم متراكم و هسته قطعه قطعه شده ،باسلولهاي سالم

  )6و5شكال (ا.خوبي مشخص است
  

  
  

گروه كنترل با  LN-CaPهاي فتوميكروگراف از سلول -5شكل
را نشان مي  دست نخوردگي هستهها فلش، رنگ آميزي هوخست 

  .دهد

  

  
  

-ALA وهگر LN-CaPهاي فتوميكروگراف از سلول -6شكل

PDT  قطعه قطعه شدن هسته و  فلشها ، با رنگ آميزي هوخست
   را نشان مي دهد.سيتوپلاسم دفرمه شدن 

  
  بحث
متداول ترين نوع ليزر مورد استفاده در  Nd-YAGليزر

كه كاربردهاي بسياري دارد. در اين ليزر پزشكي است 
 نئوديميوم يونيزه شده به عنوان ماده فعال جايگزين ايتريوم در

ساختار كريستالي ايتريوم آلومينيوم گارنت مي شود. اين ليزر 
در ناحيه مادون قرمز ازخود  1064طول موج  غالبا نوري با

  .]10[كندساطع مي
 Nd-YAGهاي تحقيقاتي نشان مي دهد ليزر گزارش

درجراحي و حذف تومورهاي ريوي، پستاني و....عملكرد 
آن مي توان به قدرت خوبي داشته است. از مزاياي استفاده از 

با  mm10-5تبخير بالاي تومور و نفوذ بافتي بالا در حدود 
   ].11[خروجي انرژي زياد اشاره كرد

تيمار نشان مي دهد كه تحقيق از اين  نتايج به دست آمده
با بكارگيري آمينولولنيك اسيد با غلطت   فتوديناميكي 

mM3/0 در  دقيقه 3همراه با ساعت  5زمان انكوباسيون  و
با طول موج  Nd-YAG پرتوي يكنواخت ليزرمعرض بودن با 

nm532  وتوانmW50 اثرات سيتوتوكسيك را در  دمي توان
و درصد بالايي از مرگ و مير را  هسلولهاي سرطاني افزايش داد

در گروه تيماري فتوديناميك نسبت به گروه كنترل،گروه در 
عرض ليزر معرض ماده حساس به نور بدون ليزر و گروه در م
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و  Pengكه با داده هاي  د،نبدون ماده حساس به نور ايجاد ك
همكارانش كه نشان دادند با انتخاب ماده حساس به نور و منبع 

توان سميت نوري را در طي تيمار نوري مناسب مي
و  Wyld ].12[فتوديناميكي افزايش داد مطابقت دارد

شده پس همكارانش گزارش كردند كه نوع مر گ سلولي القا 
از تيمار فتوديناميك مي تواند آپوپتوز يا نكروز باشد كه بستگي 
به نوع سلول دوز نوري و نوع ماده حساس به 

استفاده از  ماده مطالعات ما نشان مي دهد كه ].13[نوردارد
دوز  وmM 3/0  با غلظت آمينولولنيك اسيد  حساس به نور

بر روي  mW 50 وتوان  nm 532  با طول موجدقيقه  3نوري 
 شديديمرگ سلولي موجب القا  LN-CaP  دودمان سلولي

با رنگ صورت گرفته هاي مورفولوژيكي بررسي مي شود.
نشان  آپوپتوزنوع مرگ سلولي ايجاد شده را ست خآميزي هو

مي توان دهد چرا كه از نشانه هاي مرگ سلولي آپوپتوتيك مي
قطعه  به از هم گسيختگي و دفرمه شدن سيتوپلاسم و قطعه

هاي كه سلول با توجه به اينكه.شدن هسته سلولها اشاره كرد 
شوند و كمتر تحت  مرگ سلولي سرطاني به سرعت تكثير مي

هايي كه يافتن روشگيرند ميريزي شده (آپوپتوز) قرار برنامه
بتوان به طور انتخابي آپوپتوز را در سلولها ايجاد كرد مدنظر 

  بوده است.
Buchczyk توسط فتوديناميك درماني  2001ن در سال و همكارا

توانستند  nm400-320با طول موج  UVپرتوي و  ALAبا 
 .]14[هاي فييبروبلاست پوست را به ميزان زيادي از بين ببرندسلول

Sporri  5و همكاران اثرات-ALA  و پرتوي ليزر آرگون با طول
را بر سلولهاي سرطان  J/cm2 8،شدت نوري nm400موج 

در شرايط  HUVECو سلولهاي اندوتليال عروقي  TEC تخمداني
in vitro  بررسي كردند و نتايج باليني خوبي را به دست آوردند و

اعمال مستقيم ماده حساس به نور را در بهبود نتايج موثر 
و  ALA-5اثرات  2002و همكاران در سال  Ortel].15[دانستند

تا  06/0و شدت  nm 512پرتوي ليزر آرگون با طول موج 
 بر سلولهاي Dو  Aهمراه با تمايز درماني با ويتامين را  075/0

LN-CaP  سلولها را مرگ بررسي كرده و درصد بالايي از
اثر  2006و همكاران نيز در سال  Sinha .]16[ گزارش كردند

تيمار تركيبي تمايز درماني با متوتروكسات و تيمار فتوديناميكي 
و ضمن سنجش  بررسي كردهپرتوي ليزر آرگون و  ALA-5با 

درصد  LN-CaPهاي درون سلول IXپروتوپورفيرين محتواي 
ها را در اين تيمار تركيبي گزارش مرگ و مير بالاي سلول

آمينولولنيك اسيد نشان مي دهد كه ما نتايج تحقيق  .]17[ نمودند
 سنتز ماده حساس به نور اندوژن  موجب مورد استفاده  با دوز

 LN-CaP پروستاتي در سلولهاي سرطان  IXپروتوپورفيرين 
 24پس از   IXپروتوپورفيرين كه مقايسه غلظت شده است 

ساعت تيمار در اين سلولها نسبت به كنترل افزايش معني داري 
را نشان داده است كه سبب  افزودن سميت  P<0.05در سطح 

  نوري سلولها مي شود.
  

  تقدير و تشكر
در رابطه با ر مجلس آرا هاي جناب آقاي دكتراهنمايي از 

رياست دانشكده  همكاري و همراهيمسائل مرتبط با ليزر و 
مدير محترم گروه زيست شناسي و مركز پرورش و علوم، 

  تكثير حيوانات دانشگاه تربيت معلم كمال تشكر را داريم.
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