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خلاصه

مقدمه: س��رطان پروستات اولین و مهم​ترین بیماری س��رطانی است که در مردان تقریباً در 
تمام س��نین بعد از بلوغ از ش��یوع بالایی برخوردار است. روش​های کنونی مشتمل بر جراحی، 
هورمون​درمانی، ش��یمی​درمانی و رادیوتراپی می​باشند که هریک عوارض زیادی را درپی دارند. 
فوتودینامیک​تراپی یک روش جدید برای درمان سرطان می​باشد. این روش دارای خواص برتر  
درمقایس��ه با روش​های مت��داول درمانی مانند رادیوتراپی، جراحی، هورمون​درمانی و ش��یمی​
درمانی اس��ت که شامل انتخابی بودن و عوارض جانبی کم است. در این روش برای ازبین​بردن 
س��لول​های سرطانی از نور و داروی حساس​به​نور استفاده می​شود. هدف از این پژوهش بررسی 

اثر سمی مادۀ حساس​به​نور متیلن​بلو برروی ردۀ سلولی DU145 است. 

روش بررسی: سلول​های ردۀ DU145 در محیط کشت DMEM (SIGM)محتوی 10 
درصد س��رم جنین گاوی کشت داده شدند. سلول​ها درابتدا تحت​تأثیر غلظت​های مختلف دارو 
قرار گرفتند. غلظت به​دست​آمده تحت تابش توان​های 50، 80 میلی​وات و غلظت​های 0/5، 1، 
1/5، 2 میلی​گرم بر میلی​لیتر متیلن​بلو به​عنوان مادۀ حس��اس​به​نور و زمان تابش مختلف 60 و 
120 ثانیه و دیود لیزری با طول موج 670 نانومتر به​عنوان منبع نور قرار گرفتند. بررسی توان 

زیستی سلول​ها با​استفاده از روش MTT مورد مطالعه قرار گرفت.

یافته‌ها: به​طورکلی نتایج نشان می​دهد فوتودینامیک​تراپی سلول​های سرطانی DU145 با 
مادۀ حس��اس​به​نور متیلن​بلو با غلظت 2 میکروگ��رم بر میلی​لیتر و به​همراه پرتوی لیزر دیودی 
ب��ا ط��ول موج 670  نانومتر و توان 80 میلی​وات و زمان تابش 120 ثانیه بهترین راندمان را در 
نابودی سلول​های سرطانی دارد در این حالت توان زیستی سلول​ها تا 56 درصد کاهش یافت. 

نتایج حاصل بیانگر حساسیت سلول​های سرطانی به این روش درمانی است.

نتیجه‌گیری: این تحقیق پیشنهاد می​کند که ترکیب متیلن​بلو و لیزر دیود تأثیر به​سزایی در 
ازبین​بردن سلول​های سرطانی در سرطان پروستات دارد.

واژه‌های كليدی: فوتودینامیک​تراپی، ترکیب حساس​به​​نور، لیزر دیودی 
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مقدمه
یکی از ش��ایع​ترین علت مرگ​ومیر در جوامع بش��ری، سرطان است. به​

عبارت​دیگر هر عامل داخلی و خارجی که مکانیس��م طبیعی اعضای بدن 
را به​هم بزند، موجب می​ش��ود تا رش��د آن عضو نامنظم ش��ود و منجربه 
بروز سرطان می​گردد. باوجود پیشرفت​های چشمگیری که در پیشگیری، 
تشخیص و درمان آن صورت گرفته است، همچنان درمان قطعی بیماران 
به​عنوان یک مش��کل اساس��ی مطرح می​باشد. س��رطان پروستات دومین 
سرطان ش��ایع و دومین سرطان مرگ​آور و شش��مین عامل منجربه​مرگ 
ناش��ی از س��رطان در مردان سراس��ر جهان اس��ت]1[. جهت درمان این 
س��رطان از روش​های متعددی چون عم��ل جراحی، پرتودرمانی، هورمون​

درمانی، شیمی​درمانی و سرمادرمانی استفاده می​کنند]2[.

باتوجه به گسترش س��رطان در سراسر دنیا، جامعۀ بشری به روش​های 
درمانی آس��ان​تر، ارزان​تر و با عوارض جانبی کمتر نیاز دارد. ازجمله روش​

های درمانی جدید سرطان، فوتودینامیک​تراپی می​باشد.

فوتودینامیک​تراپ��ی در​حال​حاضر درمانی برای انواع س��رطان و بیماری​
های دیگر ]3[ و یک روش درمانی منحصر​به​فرد است]4[.

فوتودینامیک​تراپی نیاز به سه مؤلفۀ کلیدی "مادۀ حساس​به​نور، اکسیژن 
و نور مرئی "دارد]5[.

فوتودینامیک​تراپی فعال​سازی یک ترکیب مادۀ حساس​به​نور به¬وسیلۀ 
یک نور مرئی برای ایجاد نمونه​هایی از اکس��یژن سیتوتوکسیک و رادیکال​
های آزاد اس��ت که به​طور انتخابی س��لول​های درحال رش��د را ازبین می​

برد]6[. 

فوتودینامیک​تراپ��ی در چند مرحله انجام می​گیرد در مرحلۀ اول داروی 
حس��اس​به​نور به​صورت سیستمیک یا موضعی تجویز می​شود بعد از اینکه 
مادۀ حس��اس​به​نور در بافت بدخیم تجمع پیدا کرد و توس��ط س��لول​های 

سرطانی مورد نظر جذب شد

در مرحلۀ�� بعد بافت مورد نظر توس��ط دوز نوری با طول موج خاص که 
منطبق بر قلۀ جذب مادۀ حساس​به​نور است با قدرت مناسب به ضایعه]4[

تابانده می​شود سپس حساسگر فعال می​شود.

برهم​کن��ش آن​ها باعث واکنش فوتوش��یمیایی می​ش��ود. این واکنش با 
ایجاد عوامل س��می کشنده​ای مانند اکسیژن یگانه باعث مرگ سلولی می​

شود]7[. 

اثر بیولوژیکی فوتودینامیک​تراپی به مناطق خاصی که در معرض نور قرار 
دارد محدود می​ش��ود. علاوه​براین منجر به پاسخ​های ایمنی سیستماتیک 

می​شود]8[.

 این روش درمان در مقایس��ه با درمان های دیگر مانند شیمی​درمانی و 

جراحی دارای خواص برتر است که شامل انتخابی​بودن، غیرتهاجمی​بودن 
و اثر سیس��تماتیک ناچیز اس��ت که به​طور قابل​توجه��ی دارای عوارض و 

خطرات کمتری نسبت به سایر روش​های درمانی است]9و10[.

نسل اول حساسگرهای نوری به​صورت داخل وریدی برای فوتودینامیک​
تراپی اس��تفاده می​شد ولی این مواد از طریق جریان خون در سراسر بدن 
منتشر می​شد. به​علت حساسیت طولانی​مدت این مواد نسبت به نور، نسل​

های دوم و سوم حساسگر نوری مورد تحقیق قرار گرفتند.

نس��ل دوم ترکیبات حساس��گر نوری مواد مستقلی هستند. در این نسل 
مدت حساس��یت به نور در بیماران کاهش یافت. از دیگر خصوصیات مواد 
حساس��گر نوری این نس��ل، میزان بالای تولید رادیکال اکسیژن و قابلیت 

بالای انتخابی بودن در بافت تومورال می​باشند.

نسل سوم ترکیبات حساسگر نوری از مزایای بیشنری برخوردار بودند به​
عنوان​مثال قابلیت اتصال به آنتی​بادی​ها را دارند]11[.

در بین حساس��گرهای نوری، متیلن​بلو جذب نور بالایی در 665 نانومتر 
دارد]3[ و باتوجه به توانایی آن در تولید اکس��یژن واحد، قابلیت اتصال به 
میتوکندری، تولید رادیکال آزاد در ش��رایط هیپوکس��ی، عدم دفع شدن 
توس��ط س��لول​های س��رطانی مقاوم به دارو ]12و 13[ و همچنین تولید 
رادیکال​های فعال اکس��یژنی، سمیت کم و ارزان​بودن آن باعث شده است 
که به​طور وس��یعی در فوتودینامیک​تراپی مورد اس��تفاده قرار گیرد]14 و 
15[ و همچنین امکان فعال ش��دن توسط منابع نوری مختلف را دارا می​

باشد.

لیزر دیودی منبع نوری نیمه​هادی اس��ت و این سیستم فشرده می​باشد 
و از مزایای آن دارا بودن سیستم خنک​کنندۀ هوا است. بسیار سبک وزن 

می​باشد و به​راحتی قابل حمل است]16[.

در ای��ن مقاله اثر ترکیبی متیلن​بلو به​عنوان داروی حس��اس​به​نور و لیزر 
 DU145 دی��ودی به​عنوان منبع نوری برروی توان زیس��تی س��لول​های

مورد بررسی قرار گرفته است.

هدف ما از این آزمایش بررسی اثر فوتودینامیک​تراپی بااستفاده از متیلن​
بلو با حداکثر جذب 665 نانومتر و لیزر دیودی با پرتوی پیوس��ته و طول​

م��وج 670 نانومت��ر و توان 50 و 80 میل��ی​وات و زمان​های مختلف 60 و 
120 ثانیه و غلظت​های متف��اوت 0/5، 1، 1/5، 2 میکروگرم بر میلی​لیتر 
برروی س��لول​های سرطان پروس��تات و اهمیت به​کارگیری هم​زمان لیزر 
دیودی و مادۀ حس��اس​به​نور متیلن​بلو در مقایس��ه ب��ا متیلن​بلو به​تنهایی 

است.

ه��دف از این تحقی��ق ارتقاء پارامتره��ا برای کارآیی بیش��تر این روش 
 درمانی در درمان س��رطان پروس��تات می​باش��د.                                .
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  روش بررسی

کشت سلولی

ردۀ س��لولی DU145 از مؤسسۀ انستیتو پاستور خریداری شد و سپس 
 cm2 سلول​های مذکور بعد از دفریز کردن به تعداد104 سلول به​ازای هر
در فلاسک​های T25 در محیط کشت DMEM (SIGM)های گلوکز با 
میزان 10 درصد FBS (Gibco)  و 1 درصد پنی​سیلین )آنتی​بیوتیک(
کش��ت داده​شد و درون انکوباتور )Memmert, Germany(  در دمای 
37 درجۀ�� س��انتی​گراد و 5 درص��د CO2 قرار گرفتند. ازمیکروس��کوپ 
مش��اهدۀ  ب��رای   Invert (LABOMED ,TCM4000, USA)
سلول​ها و همچنین از دستگاه سانتریفیوژ )Sigma, Germany( برای 

جداسازی سلول​ها از محیط کشت استفاده شد.

 Merck از شرکت )Methylene Blue( مادۀ حساس​به​نور متیلن​بلو
تهیه شده است. حداکثر جذب نور در این ماده در حدود 665 نانومتر می​
باشد. با استفاده از محیط کشت DMEM های گلوکز و متیلن​بلو، غلظت​

های مختلف )μg/ml 2 ،1/5 ،1 ،0/5( تهیه شدند.

با استفاده ازدستگاه الایزاریدر )Bio Tek, Elx 808, USA(  نتایج 
حاصل از تس��ت MTT خوانده می​ش��ود. از لیزر دی��ودی به​عنوان منبع 
نوری )Shenzhen Taiyongxin Tachnology, China( استفاده 

نمودیم.

 PBS پس​ازاینکه تراکم س��لول​ها به 70 درصد رس��ید، توس��ط محلول
37 درجۀ سانتی​گراد شستش��و و پاساژ داده شدند برای پاساژ سلول​ها از 
)Gibco( تریپس��ین –EDTA استفاده شد. بعد از سومین پاساژ، سلول​

ها برای انجام مطالعات استفاده شدند.

ب��رای مطابق��ت نور لیزر با پیک جذبی دارو از لی��زر دیودی با طول​موج 
670 نانومتر، در توان​های 80 ، 50 میلی​وات در مد پیوسته استفاده شده 

است.

انکوباسیون سلولی

س��لول​ها بعداز پاساژ سوم در پلیت​های 96 خانه​ای  به تعداد104سلول 
در هر خانه، به​ازای هر چاهک DMEM (lµ) 200 λ های گلوکز حاوی 
10 درصد FBS ریخته ش��د و به​صورت 24 ساعت انکوبه گردید. سلول​ها 
در چهار گروه طبقه​بندی ش��دند و برای هرگروه 8 خانه از پلیت 96خانه​

ای درنظر گرفته​شد.

گ��روه اول کنت��رل )بدون دارو و ب��دون تابش لیزر(، گ��روه دوم کنترل 
دارو )ب��دون تابش لیزر( در اين گروه س��لول​ها به​مدت 24 س��اعت تحت​
تأثی��ر متیلن​بلو با غلظت​های 0/5، 1، 1/5، 2 میکروگرم بر میلی​لیتر و در 

تاریکی قرار گرفتند و گروه سوم )با دارو و تحت​تابش لیزر(.

پس​از گذش��ت 24 ساعت، محیط کش��ت سلول​های گروه سوم تخلیه و 

ب��ا غلظت​های مختل��ف دارو )0/5، 1، 1/5، 2 میکروگرم بر میلی​لیتر( در 
دمای 37 درجۀ س��انتی​گراد و هوای مرطوب 5 درصد CO2 و در تاریکی 

به​مدت 24 ساعت انکوبه شدند.

بررسی اثر لیزر دیودی بر متیلن​بلو

سلول​ها بعداز پاساژ سوم در پلیت​های 96 خانه​ای به تعداد104سلول در 
هر خانه به​ازای هر چاهک DMEM (lµ) 200 λ های گلوکز حاوی 10 

درصد FBS ریخته شد و به​صورت 24 ساعت انکوبه گردید.

س��لول​ها در تاریکی و با غلظت​ه��ای مختلف متیلن​بلو )0/5، 1، 1/5، 2 
میکروگ��رم بر میلی​لیتر ( به​مدت 24 س��اعت در انکوباتور و در دمای 37 

درجۀ سانتی​گراد و 5 درصد CO2 انکوبه شدند.

پس​از 24 س��اعت از انکوباسیون سلول​ها محیط کشت رویی تخلیه شد 
و چاهک​ها با س��رم PBS شستشو داده شدند سپس 100λ محیط کشت  
DMEM ه��ای گلوکز ب��دون FBS  به هر چاهک اضاف��ه گردید. بعداز 
انجام این مرحله در گروه سوم، لیزر با شدت 50 و80 میلی​وات و با طول​

موج 670 نانومتر به​مدت 60  و 120 ثانیه به​صورت عمود در تاریکی و در 
دمای اتاق در معرض تابش لیزر دیودی قرار گرفتند. )شکل1(

بررسی توان زیستی سلول​ها

 برای انجام تس��ت MTT پس​از گذشت 24 ساعت از تابش لیزر، ابتدا 
 MTT محل��ول رویی س��لول​های همۀ گروه​ها دور ریخته ش��د و محلول
 MTT افزوده گردید سپس پلیت​ها به​مدت 4 ساعت انکوبه شدند. تست

برای اندازه​گیری میزان مرگ​و​میر سلول​ها انجام شد.

در روش MTT فرق بین س��لول​های زنده و مرده در تغییر رنگ زرد به 
 بنفش می​باشد.                                                                               .          

شکل1: تابش لیزر بر سلول​ها
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پس​از انجام MTT جذب نوری توس��ط کریستال​های فورمازان که نشان​
دهندۀ س��لول​های زنده هستند، صورت می​گیرد. بعد​از گذشت 4 ساعت، 
محلول MTT تخلیه و محلول DMSO به هر ول افزوده ش��د و س��لول​
ها به​مدت 15 تا 20 دقیقه با DMSO انکوبه شدند. واکنش DMSO با 
کریستال​های تشکیل​شده باعث ایجاد محلول​هایی به​رنگ بنفش می​شود. 

در بازۀ طول​موجی 630-570 نانومتر توس��ط دستگاه الایزارید شرکت  
)Bio Tek, Elx 909, USA( میزان نور جذب​شده توسط هر چاهک 
خوانده​می​شود. با تقس��یم میزان نور جذب​شده توسط سلول​های زنده بر 
میزان نور جذب​شده توسط سلول​های گروه کنترل، تعداد سلول​های زنده 

در هر چاهک به​دست می​آید.

یافته​ها
رفتار سلول​ها در فوتودینامیک​تراپی به میزان غلظت دارو و پارامترهای 
لیزر بستگی دارد. در این مقاله به بررسی میزان تأثیر این عوامل پرداختیم. 
درواقع، با ثابت نگه​داش��تن یک پارامتر و تغییر دو پارامتر دیگر، بررسی​ها 
انجام​گرفت. نمودارها از طریق نرم​افزار EXCEL رسم شدند. سلول​ها در 
حضور مادۀ حساس​به​نور با غلظت​های مختلف متیلن​بلو )0/5، 1، 1/5، 2 
میکروگرم بر میلی​لیتر( و با تابش لیزر با توان​های متفاوت 50 و 80 میلی​

وات و مدت​زمان تابش مختلف 60 و120 ثانیه​ای قرار گرفتند.

نتای�ج حاص�ل از اثر س�میت تاریکی متیلن​بلو بر توان زیس�تی 
DU145 سلول​های سرطانی

نتای��ج آزمایش​ه��ای مربوط به بررس��ی اثر غلظت​ه��ای مختلف متیلن​
بل��و )0/5، 1، 1/5 ، 2 میکروگ��رم بر میلی​لیتر( ب��دون تابش لیزر برروی 
سلول​های DU145 نش��ان داد که اثر سمیت داروی متیلن​بلو درغلظت 
0/5میکروگرم ب��ر میلی​لیتر به حدود 5 درصد و در غلظت 1/5میکروگرم 
بر میلی​لیتر به 7 درصد کاهش​یافته ولی توان زیس��تی این س��لول​ها در 
 غلظت 2 میکروگرم بر میلی​لیتر 10 درصد کاهش یافته اس��ت. )شکل2(

اثر لیزر و داروی متیلن​بلو ) فوتودینامیک​تراپی( بر توان زیستی 
سلول​ها

در این قسمت از کار، سلول​های سرطانی پروستات با غلظت​های مختلف 
دارو 0/5، 1، 1/5، 2 میکروگ��رم ب��ر میلی​لیت��ر تحت​تابش لیزر دیودی با 
طول​م��وج 670 نانومت��ر و در تاریکی با توان​های متف��اوت لیزر، 50 و80 

میلی​وات و در زمان​های تابش 60 و120 ثانیه قرار گرفتند.

نتای��ج آزمایش​ه��ای مربوط به اثر لی��زر و داروی حس��اس​به​نور متیلن​
بلو برروی س��لول​های DU145  نش��ان​داد ک��ه متیلن​بلو در غلظت 0/5 
میکروگ��رم بر میلی​لیت��ر در توان 50  میل��ی​وات و زمان​های 60 و 120 
ثانیه اثر کمی بر توان زیس��تی س��لول​های DU145 دارد ولی در غلظت 
2 میکروگ��رم بر میلی​لیتر در توان 50 میلی​وات و زمان 60 ثانیه منجربه  
30  درصد و در زمان 120 ثانیه منجر به حدود 48 درصد کاهش در توان 

زیستی این سلول​ها می​شود.

در این قس��مت از آزمایش توان لیزر را افزایش دادیم و به 80 میلی​وات 
رس��اندیم. نتایج حاصل از تابش لیزر با توان 80 میلی​وات روی سلول​های 
سرطانی DU145 با غلظت​های مختلف )μg/ml 1،2/5 ،1 ،0/5( داروی 
حس��اس​به​نور )متیلن​بلو( و زمان​های تابش 60 و 120 ثانیه در ش��کل 3 

ارائه شده است.

متیلن​بل��و در غلظت 0/5 میکروگرم ب��ر میلی​لیتر در توان 80 میلی​وات 
و زمان​ه��ای 60  و 120 ثانی��ه نیز اثر کمی بر توان زیس��تی س��لول​های
DU145  دارد ولی در غلظت 2 میکروگرم بر میلی​لیتر در توان 80 میلی​
وات و در زمان 60 ثانیه منجر به 39  درصد و در زمان 120 ثانیه منجربه 

حدود 56 درصد کاهش در توان زیستی این سلول​ها می​شود.

با افزایش توان لیزر به 80 میلی​وات، نتایج مش��ابه به لیزر 50 میلی​وات 
حاصل ش��د. بدین​ترتیب​که افزایش دارو و افزایش زمان تابش سبب مرگ​

ومیر سلول​ها شده است . 

نمودار ش��کل5 نش��ان​دهندۀ تأثیر توان لیزر در غلظت معینی از داروی 
حساس​به​نور است. همان​طورکه از شکل برمی​آید، افزایش توان لیزر نقش 
عمده​ای در ازبین​بردن س��لول​های سرطانی دارد. با​توجه به نتایج به​دست​
آم��ده لیزر با توان 80 میلی​وات توانایی بیش��تری برای مرگ س��لول​های 

سرطانی DU145 دارد.

دراینج��ا، نقش توان لیزر برای غلظت معین از داروی حساس��گر متیلن​
بلو بررسی گردید. همان​طورکه از شکل برمی​آید، در غلظت معین و زمان​
های مختلف 60 و 120 ثانیه افزایش توان لیزر باعث کاهش زیست​پذیری 

سلول​های سرطانیDU145  شده​است.

همان​گونه که مش��اهده می​ش��ود افزایش زمان تابش در یک توان ثابت، 
مرگ​ومیر س��لول​ها را افزایش داده اس��ت برای مثال درمورد س��لول​های  ش�کل2: س�میت داروی متیلن​بلو با غلظت​های مختلف دارو )0/5، 1، 1/5 ، 2 میکروگرم بر 

میلی​لیتر( در تاریکی روی سلول​ها درمدت 24 ساعت
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س��رطانی DU145 با غلظت 2 میکروگرم ب��ر میلی​لیتر داروی متیلن​بلو 
تاب��ش لیزر به​مدت 120 و توان 50 میلی​وات زیس��ت​پذیری س��لول​ها را 
48 درصد ولی در توان 80 میلی​وات زیس��ت​پذیری سلول​ها را 56 درصد 

کاهش داده است.

نتیجه​گیری
24 س��اعت پس​از تیمار، آزمون MTT نش��ان می​دهد در گروه س��وم 
)گروه لی��زر و متیلن​بلو( یعنی گروهی که در مع��رض متیلن​بلو با غلظت 
0/5، 1، 1/5، 2 میکروگ��رم بر میلی​لیت��ر و لیزر دیودی با توان​های 50 و 
80 میلی​وات و با زمان​های 60 و 120 ثانیه قرار گرفتند نسبت به گروهی 
که تنها تحت​تأثیر متیلن​بلو بود، بیشترین مرگ​ومیر سلول​ها مشاهده می​

شود. 

نتایج به​دس��ت​آمده از این تحقیق نشان می​دهد که فوتودینامیک​تراپی 
ب��ا به​کاربردن داروی حس��اس​به​نور متیلن​بلو با غلظ��ت μg/ml 2، پس​از 
برانگیخته ش��دن با لیزر دیودی با طول​موج 670 نانومتر و توان 80 میلی​

وات به​مدت 120 ثانیه بهترین بازده را داش��ته اس��ت. در این حالت توان 
زیس��تی س��لول​ها تا56 درصد کاهش یافت. در توان 80 میلی​وات و زمان 
120 ثانیه اثر سیتوتوکسیک در س��لول​های سرطانی گروه فوتودینامیک​

تراپی نسبت به گروه کنترل افزایش پیدا کرده است.

با انجام فوتودینامیک​تراپی روی سلول​های سرطانیDU145 و با تغییر 
عوامل مؤثر در این روش، توانس��تیم ش��رایط مناسب برای بیشترین بازده 

را به​دست آوریم. 

شکل4: زیست​پذیری سلول​های سرطانی)DU145( با حساسگر متیلن​بلو تحت​تابش لیزر 
پیوسته 80 میلی​وات برای غلظت​های مختلف متیلن​بلو )0/5، 1، 1/5، 2 میکروگرم بر میلی​

لیتر ( و زمان​های تابش 60 و 120 ثانیه

شکل3: زیست​پذیری سلول​های سرطانی )DU145( با حساسگر متیلن​بلو تحت​تابش لیزر 
پیوسته 50 میلی​وات برای غلظت​های مختلف متیلن​بلو )0/5، 1، 1/5، 2 میکروگرم بر میلی​

لیتر ( و زمان​های تابش 60 و 120 ثانیه

شکل5: منحنی تغییرات سلول​های سرطانی با داروی حساسگر متیلن​بلو برای یک غلظت 
2 میکروگرم بر میلی​لیتر با توان​های 50 و 80 میلی​وات برحس�ب زمان نش�ان داده ش�ده​ 

است.
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