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خلاصه

مقدمه: سرطان پستان یکی از شایع‌ترین بدخیمی‌ها میان زنان و بعد از سرطان ریه دومین علت 
مرگ در زنان می‌باشد. از مهم‌ترین کاربرد‌های پرتوها می‌توان به پرتودرمانی سلول‌های سرطانی 
اشاره کرد. بیمارانی که تحت اشعه قرار دارند، ممکن است با عود سرطان روبه‌رو شوند. استفاده 
از درمان‌های ترکیبی پلی‌فنل‌های گیاهی)سیننســتین( به همراه پرتودرمانی به علت استفاده 
از دوزهای درمانی کمتر، ســبب کاهش سمیت سیستمیک درمان‌های رایج سرطان می‌شود.. 

روش بررســی: برای ارزیابی مدت‌زمان دو برابر شدن و به‌دســت آوردن مدت‌زمان تیمار 
سلول‌ها منحنی رشد رسم گردید. با بهره‌گیری از تست MTT ، اثر سمیت داروی سیننستین 
برروی رشــد این ردۀ سلولی مشــخص گردید. به‌منظور بررســی مرگ تولیدمثلی سلول‌های 
سرطانی، قبل از تیمار با پلی‌فنل، بعد از استفاده از پرتوهای یونیزان و بعد از استفاده از درمان 

ترکیبی از تست کلونی‌زایی استفاده شد.

یافته​ها: مدت‌زمان دو برابر شدن ردۀ سلولی MDA-B-231، 24/39 ساعت است. داروی 
سیننستین به‌تنهایی یک داروی مؤثر برای درمان ردۀ سلولی MDA-B-231 بوده است و با 
افزایش غلظت دارو میزان آسیب به بافت‌های سرطانی بیشتر شده است. مناسب‌ترین زمان برای 
درمان ســلول‌های آسیب‌دیده 48 ساعت می‌باشد و غلظت کشندگی این دارو 0/1 میکرومولار 
اســت. درمان ترکیبی پرتو و پلی‌فنل سیننســتین باعث کاهش راندمان کشــت شده است. 

نتیجه​گیری: این دارو در حضور پرتو خاصیت حساســیت پرتویی داشته است. درصورتی‌که 
حساس‌کنندۀ پرتویی به مواد شیمیایی همزمان استفاده شوند، اثرات کشندۀ پرتوها را افزایش می‌دهند.

واژه‌های كليدی: پرتودرمانی، درمان ترکیبی، پلی‌فنل سیننســتین، ســرطان ســینه، ردۀ 
MDA-B-231سلولی

نویسندۀمســئول: بهــرام گلیایــی تلفــن: 021661113356
 g o l i a e i @ u t . a c . i r 	: نیــک و لکتر ا پســت 
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مقدمه
ســرطان پستان پنجمین علت اصلی مرگ‌ومیر در زنان ایرانی است]1[. 
مشــاهدات حاکی از آن اســت که بروز انواع ســرطان‌ها تا سال 2030 
بیشتر می‌شود]2[. ردۀ ســلولی MDA-MB-231 نمایندۀ گروهی از 
 Estrogen Receptor Negative سلول‌های سرطان سینه با ویژگی
Breast Cancer که فاقد گیرنده‌های استروژنی آلفا و بتا و فاقد گیرندۀ 
 Triple- negativeپروژسترونی می‌باشد و این سلول‌ها جزء سلول‌های
طبقه‌بندی می‌شــوند]3[. رادیوبیولوژی به‌معنای مطالعۀ اثرات پرتو‌های 
یونیزان بر موجودات زنده می‌باشد. از مهم‌ترین کاربرد‌های پرتوها می‌توان 

به پرتودرمانی سلول‌های سرطانی اشاره کرد]4[. 

در ســلول مجموعه‌ای از آبشارهای سیگنالی وجود دارد که در اثر پاسخ 
به پرتوها افزایش می‌یابد. زمانی‌که اشــعۀ یونیزان )ایکس و گاما( به بافت 
زنده داده شــود، بســیاری از اتم‌هــا واکنش انجام می‌دهنــد و درنتیجه 
مولکول‌هــا و یا یون‌هایی با الکترون‌های جفت‌نشــده تولید می‌کند. این 
مواد بسیار واکنش‌پذیر می‌باشند و رادیکال‌های آزاد آن می‌تواند همراه با 
پروتئین‌های غشای سلولی برای تحریک سیگنالینگ به‌‌کار برده‌ شوند]5[. 
رادیکال‌های آزاد در مرگ سلولی باعث القای آپوپتوز می‌گردد. آسیب ناشی 
از اســترس ممکن است در مرگ سلولی مؤثر باشد و یا ممکن است باعث 
تغییر ســیگنال‌های متوالی و درنتیجه فعال شدن ژن القای آپوپتوز باشد. 
ازآنجاکه سلول‌های سرطانی نسبت به آپوپتوز مقاوم هستند، با تابش پرتو 
و استرس اکسیداتیو می‌توان تا حدود زیادی به آن‌ها آسیب وارد نمود]6[. 

بااین‌حال، سلول‌های سرطانی که توانسته‌اند از اثر مرگبار پرتو جان سالم 
به‌در ببرند، معمولاً خصوصیات تهاجمی بیشتری پیدا می‌کنند، سریع تکثیر 
می‌شــوند و توانایی مهاجرت و رگزایی بیشتری نیز به‌دست می‌آورند]7[.

به‌طورکلی تومور‌های حساس به پرتو تومورهایی هستند که به دوز‌های 
نه‌چندان زیاد پرتوهای یونیزان پاســخ نسبتاً سریعی می‌دهند. در مقابل 
تومورهای مقاوم به پرتو، تومورهای هستند که حتی به بالاترین دوزهایی 
که برای بدن قابل تحمل اســت نیز پاســخ قابل‌توجهی نمی‌دهند]8[. در 
حقیقت هدف از پرتودرمانی ســرطان این اســت که با حداقل آسیب به 
بافت‌های سالم، بیشترین آسیب به سلول‌های سرطانی وارد شود، به‌عنوان 
مثال از حســاس‌کننده‌های پرتویــی و یا محافظت‌کننده‌هــای پرتویی، 
پرتو‌هایی با انتقال خطی انرژی بالا و پایین در تقســیم‌بندی دوز استفاده 
می‌شــود]9و10[. حســاس‌کننده‌های پرتویی ترکیباتی هستند که باعث 
افزایش تأثیر زیست‌شــناختی پرتو یونساز می‌شوند و آثار کشندۀ تشعشع 

را درصوررت تجویز همراه با آن افزایش می‌دهند]11[.

محدودیت اصلی در اســتفاده از مواد شیمی‌درمانی یا پرتو‌درمانی ایجاد 
اثرات جانبی در بافت‌های سالم مجاور تومور است. استفادۀ همزمان مواد 
حساس‌کنندۀ پرتویی به مواد شــیمیایی، اثرات کشندۀ پرتوها را افزایش 

می‌دهند. ترکیبات گیاهی)پلی-فنل‌ها( به واسطۀ مهار مسیرهای مقاومت 
پرتویی و خاصیت آنتی‌اکســیدانی ممکن است منجربه به حساس کردن 
پرتوهای یونیزان شوند. پلی‌فنل‌ها همچنین باعث محافظت بافت سالم در 
کنار تومورها می‌شــوند. استفاده از درمان ترکیبی به واسطۀ پلی‌فنل‌های 
گیاهی همراه با پرتودرمانی منجر به استفادۀ دوزهای پرتویی کمتر می‌شود 
و به دنبال آن باعث کاهش ســمیت سیستمیک می‌شود]14-12[. یکی 
از اعضای خانوادۀ پلی‌فنل‌ها سیننســتین اســت. سیننستین از برگ‌های 
گیاه Orthosiphon stamineus )گیاه ســبیل گربه( به‌دست می‌آید 
و همچنین برروی پوســت مرکبات نیز مشاهده شده‌است. این ترکیب از 
خانوادۀ پلی‌متیلیتد فلاونوئید و نوعی آنتی‌اکســیدان‌های طبیعی هستند. 

پلی‌متیلیتد فلاونوئیدها پتانسیل شیمی‌درمانی دارند]15و16[.

این مطالعــه به‌منظور ارزیابی اثــر حســاس‌کنندگی پرتویی پلی‌فنل 
 MDA-MB-231 سیننستین بر‌روی ردۀ سلولی سرطان سینۀ انسانی
انجــام گرفت. اســتفاده از درمان ترکیبی پلی‌فنل سیننســتین و پرتوی 
یونیزان در درمان ســرطان سینه هنوز نامشــخص بود. به همین علت بر 
آن شدیم تا با طرح این مطلب از درمانی ترکیبی برای درمان ردۀ سلولی 

MDA-MB-231 استفاده کنیم.

این طرح در ســه گروه جای گرفت: درمان ســلول‌های ســرطان سینۀ 
انســانی MDA-MB-231 بــا اســتفاده از پرتوی یونیــزان، درمان 
سلول‌های MDA-MB-231 با کمک پلی‌فنل سیننستین و در نهایت 

درمان همزمان این دو گروه.

روش بررسی
 MDA-MB-231 در این قســمت از ردۀ سلولی سرطان سینۀ انسان
با ویژگی گیرندۀ اســتروژن منفی و قدرت تهاجمي و از بانک ملی سلول 

ایران )مؤسسه پاستور، ایران( خريداري شد.

ســلول‌ها در محیط‌ کشت )RPMI-1640 (Gibco حاوی 10 درصد 
سرم جنین گاوی )Gibco(، استرپتومایسینµg/ml 200 و پنی‌سیلین 
Gibco( 500 units/ml( کشت داده شد. در نهایت در داخل انکوباتور 
)رطوبت37 درجۀ ســانتی‌گراد، 5 درصد co2( قرار گرفتند. پس از آنکه 
میزان تراکم سلولی در هر پاساژ حدود 80 درصد کف فلاسک می‌رسید و 
  0/25  Trypsin/EDTA محیط کشت، سلول‌ها pH یا درصورت تغییر

درصد در بافر فسفات نمکی )PBS( پاساژ داده می‌شدند. 

منحنی رشــد یک مدل تجربی برای نشــان دادن میزان رشد در طول 
زمان اســت. سرعت رشد ســلول‌ها با توجه به شرایط محیط کشت مورد 
استفاده، سن ســلول‌ها، تراکم و تعداد آن‌ها متفاوت است، بنابراین رسم 
منحنی رشــد ســلولی، محاســبه مدت زمان دو برابر شــدن سلول‌ها و 
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ب( آزمــون کلونی‌زایی ردۀ ســلولی MDA-MB-231 در مواجهه با 
پرتوهای یونیزان )اشعۀ ایکس(

ج( آزمون کلونی‌زایی ردۀ سلولی MDA-MB-231 در هنگام درمان 
با پلی‌فنل سیننستین

د( آزمون کلونی‌زایی ردۀ سلولی MDA-MB-231 به‌منظور ارزیابی 
درمان ترکیبی )سیننستین و پرتوی یونیزان(

الف( به‌منظور یافتن تعداد مناسب سلول‌ برای به‌دست آوردن 40 تا 70 
کلونی در پتری‌هــای 35 ملی‌متر تعداد 500، 2000،1500،1000،750 
سلول ســرطان سینۀ انسانی MDA-MB-231 کشت داده شد. بعد از 
گذشت از 7 روز کلونی‌ها مشــاهده شدند. برای مشاهدۀ کلونی‌ها در زیر 
میکروســکوپ نوری در مرحلۀ اول کلونی‌ها توســط محلول فرمالدئید 2 
درصد )Merck( به‌مدت 15 دقیقه تثبیت شــدند و ســپس به‌مدت 15 

دقیقه با کریستال ویوله )Merck( رنگ‌آمیزی شدند.

راندمان کشت سلول‌ها از‌طریق رابطۀ زیر محاسبه شد)رابطۀ2(.

رابطۀ 2

 )% راندمان کشــت( = 100× تعداد ســلول‌های کشت‌داده‌شده / تعداد 
کلونی‌های شمارش‌شده

 ب( به‌منظــور پرتودهــی ردۀ ســلولی MDA-MB-231 بــا تراکم
cell/cm2  10000، در پلیت‌های 24 چاهکی کشــت داده شد. قبل از 

پرتودهی سلول‌ها با محیط کشت تازه حاوی 10 درصد سرم تعویض شدند. 
دوزهای پرتویی 2 و 4 و 6 و 8 و 10 گری بودند و این امر توسط دستگاه 
اشعۀ ایکس )مدل Primus( ســاخت شركت زيمنس )جدول شمارۀ1( 
صورت گرفت و بعد از پرتودهی، سلول‌های تریپسینه شمارش شدند. بعد 
از گذشــت مدت‌زمان لازم برای تشکیل کلونی، آن‌ها توسط فرمالدهید و 
کریستال ویوله رنگ‌‌آمیزی شدند. در نهایت راندمان کشت سلولی از رابطۀ 
2 محاسبه شد و برای به‌دست آوردن کسر بقاء از رابطۀ 3 استفاده گردید.

رابطۀ 3

کسر بقا = راندمان کشت نمونه تیمار‌شده / راندمان کشت نمونۀ شاهد

شناسایی خصوصیات رشد یک ردۀ ســلولی در استانداردسازی مطالعات 
سلولی بسیار ارزشمند است. 

رسم منحنی رشد سلولی 

به‌منظور تهیه منحنی رشــد ردۀ ســلولیMDA-MB-231 با تراکم  
cell/cm2  10000، در هر چاهک پلیت‌های 24 چاهکی افزوده شد. هر 

روز ســلول‌های کف و رویی سه چاهک جمع‌آوری شد و تعداد سلول‌های 
زنده شــمارش گردید. این شمارش ســلولی تا 7 روز انجام شد و هر سه 
روز یک بار نیمی از محیط کشــت هر چاهک خارج و محیط کشت جدید 
حاوی 10 درصد ســرم به درون هر چاهک افزوده شد. این آزمایش از سه 

نمونۀ مستقل با سه بار تکرار در هر روز انجام شد.

محاسبۀ زمان دو برابر شدن سلول‌ها

به‌منظور بررســی مدت‌زمان دو برابر شدن ســلول‌ها از فرمول پترسون 
استفاده گردید:

Td= T×log2/ log (N    2 --- 
N1

(

در این فرمول Td زمان دو برابر شــدن ســلول‌ها اســت و N1 تعداد 
ســلول‌ها در روز اول مرحلۀ نمایی رشد و N2 تعداد سلول‌ها بعد از پایان 
مرحلۀ نمایی رشد است. T )ساعت( از تقسیم دو پارامتر N2 به N1 است.

MTT آزمون

ردۀ ســلولی MDA-MB-231 بــا تراکــم cell/cm2  10000 در 
پلیت‌های 96 چاهکی کشــت داده شــد و برای 24، 48 و 72 ساعت بعد 
 )Caymanchem, USA( از کشت ســلول‌ها تحت تیمار سیننستین
بــا غلظت‌هــای 0/01، 0/1، 1، 10، 50 میکرومولار قــرار گرفته‌اند. بعد 
 از گذشــت زمان‌های 24، 48 و 72 ســاعت، 100 میکرولیتر از استوک
)MTT Sigma USA( با غلظت نهایی mg/ml 0/05 در محیط کشت 
در هر چاهک افزوده شــد. پس از گذشت سه ساعت از زمان انکوباسیون، 
100 میکرولیتــر حلال Merck Germany) DMSO( به هر چاهک 
اضافه شد و جذب محلول هر چاهک توسط دستگاه الایزاریدر در طول‌موج 
570 نانومتر )مربوط به جذب رنگ MTT( و630 نانومتر )مربوط به جذب 
زمینه( سنجیده شــد. بین میزان جذب )شدت رنگ( با تعداد سلول‌های 
زنده یک رابطۀ مســتقیم وجود دارد و به‌صورت زیر محاســبه می‌شــود:

 رابطۀ1

درصد بقاء سلول‌های تیمارشده = )میانگین جذب سلول‌های تیمارشده( 
/ )میانگین جذب سلول‌های شاهد( × 100 

 )Colony assay( آزمون کلونی‌زایی

این آزمون در 3 مرحله انجام گرفت:

MDA-MB-231 الف( آزمون کلونی‌زایی ردۀ سلولی

جدول1: مشخصات دستگاه اشعۀ ایکس مورد استفاده در پرتودهی
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ج( این مطالعه به‌منظور تعیین اثر سیننستین برروی توانایی کلونی‌زایی 
ســلول‌های MDA-MB-231 انجام گرفت. سلول‌های کشت‌داده‌شده 
تحت‌تیمــار سینســتین بــا غلظت‌هــای 0/1، 1، 10، 50، 100، 150 
میکرومولار قرار گرفته‌اند. پس از گذشــت مدت زمان 48 ســاعت، تعداد 
500، 2000،1500،1000،750 سلول در پتری‌های 35 میلی‌متری برای 

ایجاد کلونی کشت داده‌شدند.

 MDA-MB-231بعد از گذشــت از 7 روز راندمان کشت ردۀ سلولی 
محاسبه شد.

د( در ایــن مرحله از آزمایــش، قدرت کلونی‌زایی ســلول‌ها در حضور 
پلی‌فنل سیننســتین و پرتو به‌صورت همزمان مــورد ارزیابی قرار گرفت. 
سلول‌های MDA-MB-231 تحت‌تیمار سیننستین با غلظت‌های 0/1 
میکرومولار قرار گرفته‌اند. محیط کشت سلول‌ها بعد از 48 ساعت تیمار با 
سیننستین، با محیط کشت تازه حاوی 10 درصد سرم تعویض شد. سپس 
ســلول‌ها تحت‌تابش 8،6،4،2 و10گری پرتو قرار گرفتند. بعد از گذشت 
مدت‌زمان لازم برای تشــکیل کلونی )7 روز(، راندمان کشت سلولی آن‌ها 

محاسبه گردید.

تجزیه و تحلیل آماری

 SPSS و MATLAB و Excel برای بررسی متغیرها از نرم‌افزارهای
نســخۀ 17 و از روش T-Test اســتفاده گردید و برای بررسی سنجش 

معنی‌داری از روش ANOVA استفاده شد.

یافته​ها

 MDA-MB-231 مورفولوژی رده‌های سلولی

در این قسمت شکل ظاهری ردۀ ســلولی MDA-MB-231 توسط 
میکروســکوپ مورد بررسی قرار گرفت)شکل1(. از نظر شکل ظاهری این 
گروه به‌صورت دوکی‌شــکل می‌باشند و کاملًا کشــیده هستند. این ردۀ 

سلولی جزء ردۀ سلولی فاقد گیرندۀ پروژسترونی و استروژنی هستند.

رسم منحنی رشد ردۀ سلولی MDA-MB-231 و تعیین زمان 
دوبرابر شدن سلول‌ها

ترســیم منحنی رشــد و تعیین زمان دو برابر شدن ردۀ سلولی علاوه‌بر 
ارائۀ اطلاعات از مقایســۀ سرعت رشد و تقسیم آن‌ها جهت تخمین تعداد 
ســلول‌ها در زمان‌های کشت و فواصل پاســاژ‌ها کاربرد اساسی دارد. پس 
از شمارش و رسم منحنی رشــد در مقیاس نیمه لگاریتمی، سه فاز رشد 
تأخیری، رشــد لگاریتمی و رشــد ثابت مشــخص شده اســت. به‌منظور 
محاسبۀ زمان دوبرابرشدن رشد ســلولی، ابتدا فاز لگاریتمی رشد سلولی 
که معادل بیشترین شــیب در منحنی رشد )خط نقطه‌چین( تعیین شد. 
سپس خطی مستقیم در مقیاس لگاریتمی بر آن برازش داده شد. براساس 
معادلۀ نمایی خط برازش‌شــده، مدت زمان دو برابر شــدن برحسب روز 
 MDA-MB-231 محاسبه شد. در نمودار زیر منحنی رشد ردۀ سلولی
از مجموع ســه آزمایش مستقل نمایش داده شــده است. بر این اساس، 
متوســط زمان دو برابر شــدن از مجموعۀ ســه آزمایش مستقل 24/39 

ساعت به‌دست آمد )نمودار1(.

 MDA-MB-231 بررسی تأثیر سیننستین بر تکثیر سلول‌های

در این مطالعه به‌منظور تعیین اثر پلی‌فنل سیننســتین بر تکثیر سلولی 
و توانایی زنده ماندن ســلول‌ها )Cell Viability( از آزمون رنگ‌سنجی 
 MDA-MB-231 استفاده شد. در منحنی شمارۀ 2 ‌تیمار ردۀ MTT

در زمان‌های 24، 48 و 72 ساعت نشان داده شده است.

 لـــازم بـــه ذکـر اســـت کـــه غـلـظـــت مـهـــاری 50 درصـدی
The Half Maximal Inhibitory Concentration (IC50(

در زمان‌هــای گفته‌شــده در جدول 1 براســاس معادلــۀ نمایی خط 
برازش‌شــده و گزارش گردید. براســاس آنالیز آماری انجام‌شده اختلاف 
بیــن درصد بقاء ســلول‌ها در گروه نمونۀ کنترل بــر نمونۀ کنترل حلال 

شکل1: شــکل ظاهری ردۀ ســلولی MDA-MB-231  در مدل کشت تک‌لایه را نشان 
می‌دهد)بزرگنمایی ×320(

نمودار1: رسم منحنی رشــد سلولی MDA-MB-231 از مجموع سه آزمایش مستقل در 
مقیاس نیمه‌لگاریتمی. فاز لگاریتمی در روزهای 2 تا 5 داده‌ها به‌صورت میانگین ± خطای 

استاندارد میانگین )SEM( نشان داده شده است.
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DMSO در این ردۀ ســلولی به لحاظ آماری معنی‌دار نیســت. براساس 
نمودار شــماره2 کاهش معنی‌داری بین تعداد ســلول‌های زنده نسبت به 
MDA-گروه کنترل از غلظت 50 میکرومولار برای ســلول‌های سرطانی
MB-231 بعد از تیمار 24 ساعت سیننستین یافت شد، اما بعد از تیمار 
48 ســاعت کاهش معنی‌داری بین تعداد سلول‌های زنده نسبت به گروه 
کنترل برای ســلول‌هایMDA-MB-231 0/1 میکرومولار بوده است. 
همان‌گونه‌که مشاهده می‌شود تغییرات معنی‌داری برروی تکثیر سلول‌ها 
در غلظت 0/01 در زمان 72 ســاعت بوده اســت. به‌طــور کلی تیمار با 
سیننستین باعث کاهش سرعت رشد شده و سمیت سلولی را افزایش داده 
است )نمودارشماره 2(. جهت بررســی درمان ترکیبی نباید دارو سمیت 
زیادی داشــته باشد و زمان مناســبی برای تیمار آن باید مطابق شرایط 
طبیعــی بدن و قدرت دفع آن‌ها از بدن باشــد، بر‌این‌اســاس غلظت 0/1 

میکرومولار و زمان 48 ساعت انتخاب گردید.

توان کلونوژنیک سلول‌هایMDA-MB-231 در  تأثیر  بررسی 
مواجهه با پرتو یونیزان )اشعۀ ایکس(

به‌منظور بررسی پاسخ سلول‌ها نسبت به پرتو از این روش استفاده شد. آزمون 
کلونی‌زایی بلافاصله بعد از پرتودهی سلول‌ها انجام شد. در نمودار 3 منحنی‌های 
بقای ردۀ سلولیMDA-MB-231 بر‌حسب دوز‌های مختلف پرتوی ایکس 
نشــان داده شده است. کسر بقاء در دوزهای 2، 4، 6، 8، 10 گری اشعۀ ایکس 
روند کاهشی داشته است و این موضوع نشان می‌دهد که افزایش میزان آسیب 
با افزایش دوز پرتو رابطۀ مســتقیم دارد. در دوز صفر)دوز پس‌زمینۀ محیط(، 
منحنی‌های بقاء عدد یک را نشــان می‌دهد و به این معناست که در این دوز 

افزایش و یا کاهشی در سطح بقای سلولی رخ نداده است)نمودار3(.

 MDA-MB-231 ســنجش توانایی کلونی‌زایی ســلول‌های
درحضور پلی‌فنل سیننستین

بعــد از انجام آزمون MTT و تعیین میزان کشــندگی مــاده، توانایی 
کلونی‌زایی ســلول‌هایMDA-MB-231 بررسی شد. این نمودار نشان 
می‌دهد که با افزایش غلظت سیننستین تعداد کلونی‌های کمتری تشکیل 

شده است )نمودار4(.

بررســی تأثیر سیننســتین بر‌روی ویژگی حساسیت پرتویی 
 MDA-MB-231 سلول‌های

به‌منظور بررســی تیمار همزمان سیننستین و پرتو از آزمون کلونی‌زایی 
برای تعیین بقاء کلونوژنیک ســلول‌ها استفاده شد. سلول‌ها بعد از تیمار با 
سیننستین تحت‌تابش پرتوی یونیزان اشعۀ ایکس با دوزهای مختلف قرار 
گرفتند. پس از محاسبۀ کسر بقاء منحنی دوز-پاسخ رسم گردید سپس با 
اســتفاده از نرم‌افزار مطلب که این داده‌ها بر مدل خطی درجه دو منطبق 
شــد و پارامتر‌های α و β تعیین گردید. نتایج این تست بیان می‌کند که 
توانایی کلونی‌زایی سلول‌ها را در مقابل پرتو و در حضور داروی سیننستین 

اثر کاهشی داشته است)نمودار5(.

بحث و نتیجه​گیری
از مهم‌ترین مشــکلات ایجاد‌شــده در پرتو‌درمانی سرطان‌ها می‌توان به 
مقاومت ذاتی یا اکتســابی تومور به پرتوها و همچنین به پاسخ ضعیف یا 
حتی عدم پاسخ سلول‌های سرطانی به پرتودرمانی و سمیت غیراختصاصی 
نسبت به ســلول‌های بافت نرمال اشاره کرد. مقاومت ذاتی به‌دلیل حضور 

   جــدول2: غلظــت مهــاری 50 درصدی یــا IC50 سیننســتین برای ســلول‌های
MDA-MB-231 در زمان‌های 24، 48 و 72 ساعت

نمودار2: تعدادســلول‌های زندۀ ردۀ ســلولی MDA-MB-231 تیمار‌شده با غلظت‌های 
0/01، 0/1، 1، 10، 50، 100، 150 میکرومولار از سیننســتین پس از الف)24(، ب)48(، ج)72( 
ســاعت تیمار، از طریق نمودار خطی گزارش شده اســت. نتایج حاصل سه بار تکرار بوده 
است، داده‌ها به‌صورت میانگین ± خطای استاندارد میانگین SEM نمایش داده شده است 
نشان‌دهندۀ اختلاف معنی‌دار آماری)P>0/05( میان گروه‌ها نسبت به گروه کنترل می‌باشد

نمودار3: منحنی بقاء ردۀ ســلولی MDA-MB-231 برحســب دوز‌های مختلف پرتوی 
یونیزان ایکس) 0، 2، 4، 6، 8، 10 گری( اســت. نمودار حاصل نتایج این سه‌بار تکرار است. 
داده‌ها به‌صورت میانگین ± خطای اســتاندارد میانگین)SEM( نشــان داده شده است.
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پروتئین‌های مسیر‌های بقاء رشد و ترمیم سلولی و ضدآپوپتوزی که به‌طور 
طبیعی در ســلول‌های ســرطانی افزایش بیان دارند و مقاومت اکتسابی 
به‌دلیل القاء بیان این پروتئین‌ها در طی فرآیند پرتودهی ایجاد می‌شــود. 
در‌صورتی‌که پرتو‌درمانی باعث افزایش شدت آسیب و عدم ایجاد مقاومت 
پرتویی در بافت‌های توموری و بافت‌های ســالم بدن شود، این امر گامی 

شکل2: نمای تصاویر تهیه‌شــده از آزمون کلونی‌زایی به منظور تعیین حساسیت پرتویی 
تهیه شــد. در این عکس رنگ‌آمیزی با کریســتال ویوله انجام شده است. شکل‌های الف 
و ب( معــرف ســلول‌های MDA-MB-231 قبل و بعد از پرتو اســت )بزرگنمایی×40(

بســیار مؤثر در بهبود پدیدۀ پرتو‌درمانی محسوب می‌شود زیرا آسیب‌های 
ناخواســته به بافت‌های نرمال مجاور در هنگام پرتو‌درمانی موجب ایجاد 
محدودیت‌هــا در به‌کارگیــری دوز درمانی مؤثر، تکمیــل دورۀ درمان و 
به‌طور‌کلی منجر به شکســت طرح درمان می‌گردد. متأسفانه، کاهش دوز 
درمانی مؤثر باعث عدم ریشه‌کنی کامل تومور و عود مجدد سرطان می‌شود. 
درمان سلول‌های ســرطانی به‌معنای تخریب کامل سلول‌های سرطانی و 
عدم عود مجدد، به افزایش سمیت در سلول‌های سرطانی و کاهش اثرات 
مخرب جانبی در بافت‌های نرمال مجاور در یک زمان بستگی دارد. مقاومت 
پرتویی ســلول‌های ســرطانی نســبت به پرتو‌درمانی و ایجاد سلول‌های 
مقاوم بــه پرتو یکی از مهم‌ترین مشــکلات پرتو‌درمانی می‌باشــد]17[. 

تعداد زیــادی از ترکیبات طبیعی همراه با تابــش پرتوها باعث کاهش 
اثرات سیتوتوکسیکی ســلول‌های سرطانی می‌شوند. یکی از مکانیزم‌های 
پیشنهادی برای درمان سرطان، استفاده از حساس‌کننده‌های پرتویی است. 
این گروه به همگام‌سازی چرخۀ سلولی کمک می‌کند. پرتو‌درمانی پس از 
عمل جراحی می‌تواند در کنترل تومور مؤثر باشد. موفقیت در پرتو‌درمانی 
وابســته به افزایش حساسیت ســلول‌های بدخیم ناشی از تشعشع است. 
تعدیل‌کننده‌های غذایی و مواد موجود در گیاهان می‌توانند همراه با پرتوها 
در درمان سرطان استفاده شوند. مواد گیاهی باعث افزایش اثر اکسیداتیو 
و یا هماهنگ‌سازی سلول‌ها در مرحلۀ حساس چرخۀ سلولی باعث افزایش 
ســرعت کشته شدن تومورها می‌شــوند]18[. کاهش بقاء کلونوژنیک در 

نمودار4: تعداد کلونی‌های به‌دست‌آمده از سلول‌های MDA-MB-231 برحسب غلظت‌های  
0/1، 1، 10، 50، 100، 150 میکرومولار سیننســتین بعد از 48 ســاعت تیمار در تعداد 500، 
2000،1500،1000،750 سلول. نتایج حاصل سه‌بار تکرار است که در هر تکرار سه نمونۀ مشابه 
وجود داشته اســت. داده‌ها به‌صورت میانگین ± خطای استاندارد میانگین )SEM( نشان 
داده شده اســت. در تمام غلظت‌ها اختلاف معنی‌دار آماری)P>0/05( مشاهده می‌شود.

 نمودار5: منحنی‌های بقاء ردۀ سلولی MDA-MB-231 برحسب دوز‌های مختلف پرتوی 
یونیزان و تیمار ترکیبی سیننستین و پرتوی یونیزان ایکس. اختلاف بین منحنی‌های بقاء 
گروه کنترل وکنترل حلال DMSO به لحاظ آماری معنی-دار نیســت. نتایج نشان‌دهندۀ 
سه بار تکرار است و نمودار د حاصل نتایج این سه‌بار تکرار است. داده‌ها به‌صورت میانگین 
± خطای استاندارد میانگین)SEM( نشان داده شده است. نشان‌دهندۀ اختلاف معنی‌دار 

آماری P>0/05 میان گروه‌ها نسبت به گروه کنترل مربوطه می‌باشد.

جدول3: پارامترهای آلفا و بتا مربوط به منحنی بقاء سلول‌های MDA-MB-231   را بیان می‌کند.
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حضور پرتوی یونیزان تحت‌تأثیر انواع مرگ ســلولی رخ می‌دهد، درنتیجه 
اجتماعات کوچک سلولی تشکیل شده و بررسی از سلول‌های کشت داده 
شده تقسیم نمی‌شوند و یا به‌صورت تکی باقی می‌مانند]19[. سیننستین 
دارای اثرات مهار در رشــد و تکثیر سلولی و کاهش بقاء و افزایش سمیت 
سلولی در یک الگو وابسته به زمان و غلظت است. در مطالعات دیگر در این 
زمینه نشــان داده شد که این ماده باعث مهار رشد در سلول‌های سرطان 
معده شده است]20[. علاوه بر این اثرات ضد‌سرطانی و مهار رشد پلی‌فنل 
سیننستین بر‌روی ســلول‌های MCF7 وکلون اثبات شده است]21[. از 
ســوی دیگر، با افزایش مدت‌زمان تیمار، غلظتی از سیننســتین که 50 
درصد کشــندگی ایجاد می‌کند، کاهش می‌یابــد و این امر اثبات می‌کند 
که اثرات سیننستین علاوه‌بر غلظت، به مدت‌زمان تیمار نیز بستگی دارد. 
در ســال 2014 نیز مشخص شد که پلی‌فنل گاســیپول1 توانایی کاهش 
راندمان کشت در ردۀ سلولی گلیوبلاستوما2 در یک الگو وابسته به غلظت 
و زمان داشــته است]22[. به‌منظور بررســی اثر حساس‌کنندگی پرتویی 
ترکیب با سیننســتین و تفســیر نمودار‌های حاصله از منحنی درجه دو 
اســتفاده می‌شد. این مدل در ســال 1989 مطرح گردید و اولین پارامتر 
جزء خطی معادله با شــیب اولیۀ منحنی بیان می‌شــود و دومین پارامتر 
جــزء درجه دو انحنــای آن را در دوز‌های بالا توصیف می‌کند. براســاس 
فرض این مدل مرگ سلولی ناشی از ایجاد یک آسیب کشنده یا اندرکنش 
چندین آســیب غیر‌کشنده می‌باشد. دردوز‌های کم دو شکست ایجاد‌شده 
در ســاختار DNA از برخورد یک الکترون ناشــی از جذب اشعۀ ایکس 
حاصل می‌شــود در این حالت انتقال رخداد یک اندرکنش متناسب با دوز 
اســت و منحنی به‌صورت خطی است. در دوز‌های بالاتر دو شکست ناشی 
 α از برخورد دو الکترون می‌باشــد و منحنی خمیده می‌شود. پارامتر‌های
و β ســهم هر جزء در منطقه دوز‌های پایین و بــالا را به‌صورت جداگانه 
توصیف می‌کند]23[. در حالتی که ســلول‌ها با دارو تیمار شده و سپس 
تحت‌تابش پرتو قرار گرفته‌اند،. نسبت به حالتی که فقط پرتودهی صورت 
گرفته پارامتر β افزایش پیدا کرده و بنابراین مرگ ســلولی بیشتر ناشی 
از اندرکنش‌های آســیب غیر‌کشــنده و عدم ترمیم آن بوده است. بر این 
اســاس می‌توان گفت که اثرات حســاس‌کنندگی ماده ناشــی از افزایش 
میزان آسیب‌ها در دوز‌های بالا اســت. در مطالعه‌‌ای اثر حساس‌کنندگی 
پرتویی پلی‌فنل‌کافئیک‌اسید بر‌روی ســرطان سینه نشان می‌دهد که در 
درمان‌های ترکیبی با دوز مشــخص از ماده و مدت‌زمان تیمار کوتاه‌تر در 
کسر بقاء سلول‌های پرتودیده و تیمار‌شده با دارو در مقایسه با سلول‌های 
پرتو‌دیده مشــاهده می‌شــود]24[. دلایل ژنتیکی این امر هنوز به‌صورت 
کامل مشخص نیست اما به‌علت ساختار شیمیایی این احتمال وجود دارد 
که سیننستین همانند هم‌خانوادۀ‌ خود نارنجنین کاهش فعال‌سازی مسیر 
NF κB / COX 2 caspase-1 باعث ایجاد آپوپتوز شود]25[. برخی 

1. Gossypol

2. Glioplastoma

از محققان در ســال 2018 از پلی-فنل‌نوبیلیتین برای مهار ســلول‌های 
ســرطان استفاده کردند. این پلی‌فنول یکی از اعضای گروه فلانون است و 
می‌تواند القــای آپوپتوز را با افزایش ژن STAT3 انجام دهد]26[. طبق 
پژوهش‌های گذشــته و تحقیقات پیش رو مشخص گردید که این پوست 
مرکبات و گیاه سبیل گربه منبع پلی‌فنل گیاهی می‌باشد و باعث می‌شود 
که ســلول‌های توموری سریع‌تر به پرتو پاســخ دهند در‌نتیجه با استفاده 
از ترکیــب همزمان سیننســتین و پرتودرمانی میزان دوز وارد شــده به 

سلول‌‌های سرطانی کاهش می‌یابد.
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