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خلاصه

 هدف: ملانوما به نوعی از سرطان پوست با منشأ سلول​های ملانین​دار می​گویند که با مرگ​ومیر
بالا همراه اســت. اگر​چه درحال​حاضر روش​های درمان برای ملانوم بدخیم شــامل برداشت با 
جراحی، شــیمی​درمانی، پرتودرمانی و ایمونوتراپی می​باشــد، ولــی این​گونه درمان​ها اغلب با 
عوارض شــدید همراه هستند. یکی از مهم​ترین اســتراتژی​ها در درمان سرطان​های مختلف، 
اســتفاده از ترکیبات با منشأ گیاهی است. ترکیبات فنولی یک​دســتۀ عمده از آنتی​اکسیدان​
های طبیعی در گیاهانی هستند که فعالیت​های بیولوژیکی مهمی مانند اثر​های آنتی​اکسیدان 
و ضدســرطانی دارند. لیزر کم​توان درمانی نوعی روش درمانــی نوین در کاهش درد و التهاب 
می​باشــد. در رابطه با  اثر لیزر کم​توان بر​روی سلول​های سرطانی مطالعات کمی صورت گرفته 
اســت. در این مطالعه اثر ترکیب فنولی پارا کوماریک​اســید بر ســلول​های سرطانی ملانومای 

انسانی در حضور تابش​های انرژی​های مختلف لیزر کم​توان بررسی شد.

روش بررسی: سلول های سرطانی ملانومای انسانی )ردۀ A375( در معرض تابش لیزر کم​توان 
 با طول​موج 660 نانومتر با انرژی J/cm2 3 قرار گرفت و سپس با غلظت​های مختلف پارا کوماریک​اسید
)µg/mL 1000-0( به​مدت 24 ساعت تیمار شد. سپس اثر لیزر کم​توان و پاراکوماریک​اسید 
بر بقای ســلول​ها بررسی شد. همچنین اثر تابش انرژی​های مختلف لیزر کم​توان )6 و 3 ,2 ,1 
  )400 µg/ml( از پاراکوماریک​اسید IC50 بر سلول​ها در عدم حضور و حضور غلظت )J/cm2

با استفاده از تست MTT و میکروسکوپ نوری اینورت بررسی شد. 

یافته​ها: نتایج نشــان داد که پیش​تیمار با لیزر کم​توان و ســپس تیمار با پاراکوماریک​اسید 
بقای ســلول​های سرطانی ملانوما را نســبت​به حالت تاریکی کاهش می​دهد. با افزایش انرژی​

های مختلف تابش در عدم​حضور پاراکوماریک​اســید، مرگ سلولی مشاهده نشد و فقط در دوز 
انرژی تابش بالا یعنی J/cm2 6،  بقاء سلولی مقدار کمی نسبت​به حالت کنترل کاهش داشت. 
درحالی​که با افزایش دوز تابش در حضور غلظت µg/ml 400 از پارا​کوماریک بقاء ســلولی به 
مقدار قابل​توجهی کاهش پیدا کرد. بررســی مورفولوژی ســلول​ها با استفاده از میکروسکوپ 

اینورت نوری نیز نتایج حاصل از روش MTT را تأیید کرد. 

نتیجه​گیری: این مطالعه نشان داد که لیزر کم​توان به​تنهایی باعث مرگ​ومیر سلول​های سرطانی 
 ملانوما نمی​شود. اما استفاده از لیزر کم​توان به​همراه پاراکوماریک​اسید باعث کاهش بقاء سلول​ها می​شود.

با افزایش دوز تابش انرژی، میزان بقاء سلول در غلظت IC50 پاراکوماریک​اسید کاهش می​یابد.

واژه‌های كليدی: پلی​فنول​ها، پاراکوماریک​اسید، لیزر کم​توان درمانی)LLLT(، سلول سرطانی 
ملانومای انسانی 
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مقدمه
ســرطان پوست بیماری است که در آن سلول​های بدخیم )سرطان( در 
بافت​های پوســت تشکیل می​شوند. ســه نوع عمدۀ سرطان پوست وجود 
دارد: ســرطان سلول پایه​ای، کارســینوم سلول-سنگفرشی و ملانوما. دو 
مورد اول به​همراه تعدادی از ســرطان​های پوستی که زیاد شایع نیستند، 
تحت عنوان ســرطان پوستی غیر ملانومی شــناخته می​شوند. ملانوم​ها 

تهاجمی​ترین نوع سرطان پوستی هستند]1[.

ملانوما )melanoma( تومور بدخیمی است که از سلول​های ملانین​دار 
)ملانوسیت​ها( یا خال​هاي تغییرشکل​یافته ایجاد می​شود. این بیماری در 
مرحلۀ اولیه می​تواند به​طور مؤثر با جراحی به​تنهایی درمان شــود، اما در​

حالت پیشرفته​تر اغلب غیرقابل​درمان هستند. ملانوماي بدخیم دو درصد 
از کل سرطان​ها را شامل می​شود، ولی عامل یک درصد از مرگ​ومیرهاي 
ناشــی از سرطان است. در دنیا تعداد افراد مبتلا به سرطان ملانوما نسبت​
به بقیۀ سرطان​ها به​سرعت درحال افزایش است، شیوع آن در بین جوامع 
مختلف متفاوت می​باشــد و هر 10 تا20 ســال میــزان مبتلایان به این 
بیماري دو برابر می​شــود. در استرالیا این بیماري چهارمین سرطان شایع 
در بین مردان و ســومین ســرطان رایج در بین زنان می​باشد. مطالعات 
اولیه روي شــیوع این بیماري روي قســمت​هاي مختلف بدن نشان داد 
که در مردان بیشــتر در پشت بدن و شانه​ها و در خانم​ها در اندام تحتانی 
بیشتر شــایع است. از عوامل مســتعد​کنندۀ  ابتلا به این بیماري داشتن 
نژاد سفید، در معرض آفتاب شدید قرار گرفتن، سابقۀ خانوادگی، ژنتیک، 
ســابقۀ ملانوماي قبلی، سرکوب ایمنی و خال​هاي غیرطبیعی است. اخیراً 
اســتراتژي کنترل بیماري بیشــتر روي پیشــگیري این بیماري متمرکز 
 شده است. درحال​حاضر جراحی، شیمی​درمانی و رادیوتراپی از رایج​ترین
درمان​های این بیماری محســوب می​شوند که به​دلیل عوارض بالای این 
درمان​ها، دانشمندان به​دنبال استفاده از ترکیبات گیاهی به​دلیل عوارض 
جانبی کمتــر آن​ها می​باشــند]2و3[. آنتی​اکســیدان​های فنولی به​طور 
گسترده​ای در گیاهان وجود دارند و یکی از مهم​ترین گروه​های متابولیت 
ثانویه در گیاهان می​باشند. در سال​های اخیر اثر​های پلی​فنول​ها در رژیم 
غذایی توجه پژوهشگران، متخصصان تغذیه و تولید​کنندگان مواد غذایی را 
به​خود جلب کرده است. مشخص شده است که پلی​فنول​ها علاوه​بر داشتن 
 خواص آنتی​اکســیدانی می​توانند در پیشــگیری و یا درمان بیماری​هایی

مانند سرطان مفید باشند]4[.

پلی​فنول​هــا از لحاظ شــیمیایی دارای حداقل یک حلقۀ معطر و حاوی 
یک یا چند گروه هیدروکســیل هســتند. منبع اصلی آنتی​اکسیدان​های 
فنولی، رژیم غذایی به​ویژه میوه​ها و ســبزیجات است و در​واقع اثرات ضد 
ســرطانی آن​ها اغلب به​دلیل وجود آنتی​اکسیدان​های فنولی می​باشد]5[. 
کوماریک​اســید از گروه فنول​ها یکی از مشتقات سینامیک​اسید است و از 
اولین ترکیبات واکنش​های بیوسنتز پلی​فنول است)شکل1(. پاراکوماریک​

اسید )p-کوماریک اســید(، فراوان​ترین ایزومر کوماریک​اسید در طبیعت 
است که از سینامیک​اسید توسط آنزیم 4- سینامیک​اسید هیدروکسیلاز 
به​واسطۀ سیتوکروم P450 سنتز می​شود. پارا​کوماریک​اسید دارای خواص 

آنتی​اکسیدانی و فعالیت​های ضد توموری و جهش​زایی می​باشد]6و7[

در میان فن​آوری​های توســعه​یافته درمان با لیزر کم​توان روش نســبتاً 
جدیدی می​باشــد. لیزر کم​توان در ســطح ســلولی عمل می​کند و نتایج 
آن شــامل کاهش درد، کاهش التهاب و بهبود بخشــیدن به ترمیم بافت 
 است]8و9[. لیزر کم​توان درمانی دارای توان کمتر از 250 میلی​وات می​باشد
و به​طورمعمــول طیف باریکی از محدودۀ قرمز یــا نزدیک به مادون​قرمز 
 )mW/cm2 100( کمتر از )1100-600 نانومتر( با چگالی توان )تابش(
و چگالی انرژی بین )J/cm2 50-0/04( دارد. مکانیســم سلولی اثر لیزر 
کم​توان با جذب  نور قرمز و مادون​قرمز به​وسیلۀ کروموفور یا گیرنده​های 
 ،)ROS( نوری موجــود در میتوکندری، تولید گونه​های فعال اکســیژن
نیتریک​اکسید )NO( و در نهایت افزایش ATP و فعال شدن آنزیم​های 
آنتی​اکسیدان نظیرکاتالاز و پراکسیداز همراه می​باشد]10و11[. مطالعات 
نشان داده است که سیتوکروم C-اکسیداز یک کروموفور اصلی در پاسخ 
به نور لیزر کم​توان است. جذب فوتون​ها به​وسیلۀ سیتوکروم C-اکسیداز 
منجــر به برانگیختگــی الکترونی کروموفور می​شــود و در​نتیجه واکنش 
انتقال الکترون تســریع می​شود. انتقال الکترون لزوماً باعث افزایش تولید 
ATP می​شود. بنابراین فعال شــدن فوتون​ها به​وسیلۀ آنزیم سیتوکروم 
C-اکســیداز نقش حیاتی در فعال شدن آبشارهای بیولوژیکی متنوع پس 
از تابش لیزر ایفا می​کند]12و13[. بر​خلاف دیگر روش​های پزشکی، لیزر 
 کم​توان درمانی دارای مکانیســم حرارتی نیســت و موجب تخریب بافت

نمی​شــود بلکه یک اثر فتو​شــیمیایی دارد و باعث تغییرات شیمیایی در 
سلول می​گردد. این لیزر​ها با بافت واکنش می​دهند و بدون ايجاد حرارت 

باعث تحريک يا مهار رشد در سلول​ها مي​شوند]14[. 

طبق پژوهش​های قبلی مشــخص شده اســت که لیزر کم​توان موجب 
کاهش اثر​های نامطلوب شــیمی​درمانی و بهبود قابــل توجه در کیفیت 
زندگی، حتی در بیماران مبتلا به نئوپلاســم​های پیشرفته، می​شود. لیزر 
کم​توان به​عنوان یک درمان چند​منظورۀ ایمن و مؤثر که به​طور بالقوه برای 
استفاده با سایر درمان​ها یا به​عنوان یک روش مستقل قابل استفاده باشد، 

شکل1: ساختار شیمیایی پارا​کوماریک​اسید
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در درمان سرطان و ديگر بيماري​هاي پيچيده می​تواند مورد استفاده قرار 
گیرد. اما در رابطه با اثر​های لیزر کم​توان بر سلول​های سرطانی مطالعات 

کمی صورت گرفته است.

با توجه به مطالب ذکر​شده و آمار رو به افزایش مبتلایان به سرطان به​ویژه 
ســرطان ملانوما و اهمیت درمان آن و به​دلیل آنکه تاکنون چنین مطالعۀ 
ترکیبی با​اســتفاده از پلی​فنول پاراکوماریک​اسید و لیزر کم​توان در زمینۀ 
ملانوما صورت نگرفته است، این پژوهش رویکرد جدیدی محسوب می​شود.

روش بررسي
مواد و وسایل آزمایش

 Sigma-Aldrich (St از شــرکت MTT پاراکوماریک​اســید، پودر
Louis, MO, USA( خریداری شدند. سرم جنین گاوی)FBS( ، بافر 
فسفات سالین )PBS( و آنتی​بیوتیک​های پنی​سیلین و استرپتو​مایسین از 
شرکت Gibco (Gibco BRL,USA) خریداری شدند. محیط کشت 
Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) از شرکت 
 Invit rogen ( Invitrogen, Carlsbad, California, USA)
 Merck(Germany) خریداری شد. تمامی معرف​ها از شــرکت مرک
خریداری شدند. در تمامی آزمایش​ها  از آب مقطر دیونیزه استفاده شد. 

کشت سلول

ســلول​های ســرطانی ملانوما انســانی ردۀ A375 از مرکز ملی ذخایر 
ژنتیکی ایران تهيه شدند. سلول​ها در محیط DMEM به​همراه 10 درصد 
ســرم جنين گاوی، پنی​سیلین 100 واحد بر میلی​لیتر و استرپتومایسین 
100 میکروگرم بر میلی​لیتر و در شــرایط 37 درجۀ سانتی​گراد، 5 درصد 

CO2 و رطوبت 95 درصد کشت داده شدند. 

بررسي اثرهای پارا​کوماریک​اسید در تاريکي 

برای بررسی سمیت ســلولی پاراکوماریک​اسید بر سلول​ها در غیاب نور 
)سمیت تاریکی( در هرچاهك از  پليت​های كشت سلولي 96 خانه​ای، 100 
میکرو​لیتر از سوسپانسیون سلولی حاوی 104×1 سلول سرطانی ملانومای 
 انســانی کشــت داده شــد و پلیت​ها در انكوباتور )37 درجۀ سانتی​گراد
و 5 درصد CO2( قرار گرفتند. 24 ســاعت بعد از کشــت، ســلول​ها در 
تاریکــی با غلظت​های متفاوتی از پاراکوماریک​اســید شــامل )0-1000 
میکرو​گرم بر میلی​لیتر( به​مدت 24 ساعت انکوبه شدند. میزان مرگ​ومیر 

سلولی با استفاده از تست رنگ​سنجی MTT بررسی شد.

بررسي اثر​های پارا​کوماریک​اسید در حضور انرژی​های مختلف 
تابش لیزر کم​توان ) سمیت نوری(

جهت بررســی اثر لیزر بر سمیت سلولی ایجاد​شده توسط پاراکوماریک​
اسید ابتدا سوسپانسیون سلولی تهیه شده از سلول​های سرطانی ملانومای 

انســانی حاوی 104×1 ســلول درچاهک​های پلیت 96 تایی کشت داده 
شدند. 24 ساعت پس از کشت، سلول​ها با مقادیر مشخصی از پاراکوماریک​

اسید شــامل )1000-0 میکروگرم بر میلی​لیتر( به​مدت24 ساعت انکوبه 
 )Thor LX2 شدند. سپس سلول​ها در معرض تابش لیزر )دستگاه لیزر
با طول​موج 660 نانو​متر به​مدت 90 ثانیه با انرژی تابشــی J/cm2 3 قرار 
گرفتند. بعد از گذشــت 24 ساعت مرگ ومیر سلول​ها با استفاده از روش 
MTT بررســی و درصد توان زیســتی باقیماندۀ ســلول​ها در مقایسه با 
کنترل منفی تعیین شــد. گروه کنترل منفی به​عنوان سلول​هایی که فقط 

در معرض تابش لیزر کم​توان بودند، تعریف شد.

همچنیــن در آزمایــش دیگــری، در عدم حضور و حضــور غلظت400 
میکروگرم بر میلی​لیتر از پاراکوماریک​اسید، اثر​های تابش لیزر در بازه​های 
 60s (2 J/cm2( ،30s (1 J/cm2( زمانی متفاوت و با انرژی مختلف تابش
و )180s (6 J/cm2، بر​روی ســلول​های ملانوما ردۀ A375 انجام شــد و 

بقای سلول​ها اندازه​گیری گردید. هر آزمایش حداقل سه​بار تکرار شد. 

MTT بررسی توان زیستی سلول​ها به روش

در این مطالعه به​منظور بررسی توان زیستی سلول​ها از روش رنگ​سنجی 
 MTT 1 استفاده شد. در روش MTT ، آنزیم​های دهیدروژناز در سلول​های
زنــده با فعالیت آنزیمی خود منجر به تبدیل شــدن نمــک تترازولیوم- 
MTT به بلورهای  فورمازان می​شوند. بنابراین میزان فورمازان تولید​شده 

متناسب با تعداد سلول​های زنده خواهد بود. 

بــرای انجام تســت MTT جهت بررســی ســمیت تاریکــی و نوری 
پاراکوماریک​اســید، بعد از اتمام زمان انکوباســیون به​مدت 24 ساعت با 
پاراکوماریک​اســید و لیزر کم​توان، محیط کشــت رویی دور ریخته شد و 
سلول​ها دو بار با بافر فسفات​سالین )PBS( شستشو داده شدند. سپس به 
 هر چاهک 0/5 میلی​گرم بر میلی​لیتر محلول MTT اضافه شد و پلیت​ها

در انکوباتــور برای مدت 4 ســاعت قرارگرفتند. پس از طی​شــدن زمان 
موردنظر چاهک​ها تخیله شــدند و به هر​کدام 100 میکرو​لیتر از محلول 
دی-متيل​سولفاكســايد )DMSO( اضافه شد. DMSO به​عنوان حلال 
بلور​هــای فورمازان عمل می​کند و باعث ایجاد رنگ بنفش با شــدت​های 

مختلف بسته​ به زنده بودن یا مردن سلول می​شود.

جذب نوری ســلول​ها در هر چاهک جهت بررســی درصد توان زیستی 
سلول​ها به​وسیلۀ دستگاه الایزا ریدر در طول​موج 570 نانومتر در مقایسه 
با جذب نوری گروه کنترل منفی )ســلول​های بدون پاراکوماریک​اســید( 
مورد بررســی قرار گرفت. داده​های به​دســت​آمده تحلیل و برروی نمودار 

ترسیم شدند.

1. MTT: 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium    bromide
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بررسی مورفولوژی با میکروسکوپ نوری اینورت

به​منظور بررســی مورفولوژی سلول​های ســرطانی ملانومای انسانی در 
معرض پاراکوماریک​اســید و تابش لیزر کم​توان، سلول​ها در معرض تابش 
لیــزر کم​توان بــا طول​موج 660 نانومتر با انرژی تابشــی J/cm2 3  قرار 
گرفتند و ســپس با غلظت​های متفاوت از پاراکوماریک​اســید )0 و 400 
میکرو​گرم بر میلی​لیتر( به​مدت 24 ســاعت انکوبه شــدند. پس از اتمام 
زمان انکوباســیون، سلول​ها با میکروســکوپ نوری اینورت و بزرگ​نمایی 

40x مورد مطالعه قرار گرفتند.

تجزیه و تحلیل آماری 

 Student’s t-test (two تجزیه و تحلیــل آماری یافته​ها بــه روش
 ±SD انجام شــد. متغیرها به​صورت میانگیــن و انحراف معیار )tailed

گزارش شد. P < 0.05  معنی​دار در​نظر گرفته شد. 

یافته​ها 
اثر سمیت تاريکي پارا​کوماریک​اسید بر توان زيستي سلول​های 

سرطانی ملانومای انسانی

نتايج آزمایش مربوط به بررســی اثر پاراکوماریک​اســید بر ســلول​های 
ســرطانی ملانومای انســانی در غیاب نور نشــان داد که تا غلظت 100 
میکروگرم بر میلی​لیتر از پاراکوماریک​اسید تفاوت چشمگیری در کاهش 
بقاء سلولی نسبت​به حالت کنترل مشاهده نمی​شود ولی با افزایش غلظت 
پاراکوماریک​اســید بقاء ســلول​های ســرطانی ملانومای انسانی در یک 
رفتار وابســته به غلظت کاهش می​یابد. به​طوری​که در غلظت​های 200، 
400، 600، 800 و 1000 میکرو​گــرم بر میلی​لیتر از پاراکوماریک​اســید 
 درصــد بقاء ســلول​ها به​ترتیــب 91، 83، 69/9، 44 و 31 درصد کاهش
)P < 0.05( می​یابد )شکل2 الف(. به​این​ترتیب غلظت IC50 پاراکوماریک​

اسید800 میکرو​گرم بر میلی​لیتر به​دست آمد.

اثر سمیت پارا کوماریک​ اســید به​همراه لیزر کم​توان )سمیت 
نوری( بر توان زيستي سلول​ها

نتايج آزمایش مربوط به بررسی اثر پاراکوماریک​اسید بر سلول​های سرطانی 
ملانومای انســانی در حضور تابش لیزر کم​توان با طول​موج660 نانومتر با 
انرژی J/cm2 3 نشان داد که در حضور لیزر کم​توان بقای سلول تا غلظت 
 100 میکروگــرم بر میلی​لیتر از پاراکوماریک​اســید تغییرات قابل​توجهی

را نشان نمی​دهد ولی با به​کار بردن غلظت​های بالاتراز پاراکوماریک​اسید، 
بقای سلولی کاهش می​یابد. نتایج نشان می​دهد که در نمونۀ کنترل )بدون 
پاراکوماریک​اسید( بقای سلول نسبت​به حالت تاریکی تغییری نکرده است 
که نشــان​دهندۀ بی​اثر بودن دوز لیزر کم​توان بر ســلول​های ســرطانی 
ملانوما می​باشد. درحضور  تابش لیزر کم​توان، بقای سلول​ها در یک رفتار 
وابســته​به دوز پاراکوماریک​اســید کاهش )P < 0.05( می​یابد به​طوری​

 که غلظت IC50 پاراکوماریک​اســید از حدود800 میکروگرم بر میلی​لیتر
 در حالت تاریکی  به حدود400 میکروگرم بر میلی​لیتر در حالت تحت​تابش

لیزر کم​توان کاهش )P < 0.05( یافت )شکل2 ب(.

در​ادامــۀ مطالعات، اثر انرژی​های مختلف تابــش لیزر درعدم حضور 
و حضــور غلظت 400 میکروگرم بر میلی​لیتر از پاراکوماریک​اســید بر 
ســلول​های ســرطانی ملانومای انسانی بررسی شــد. همان​طور​که در 
شــکل3 نشان داده شده اســت، انرژی​های مختلف تابش لیزر کم​توان 
بر سلول​های سرطانی ملانومای انسانی بدون حضور پارا​کوماریک​اسید 
اثــری ندارد و فقــط در دوز انرژی بالاتر )J/cm2 6( تغییرات بســیار 

کمی در بقاء سلولی دیده می​شود )شکل3(.

شکل2: الف( اثر غلظت​های مختلف پاراکوماریک​اســید بر سلول​های سرطانی ملانومای 
انسانی بعد از 24 ساعت انکوباسیون، در تاریکی و ب( تابش لیزر کم​توان با طول​موج 660 
نانومتر و انرژی J/cm2 3 بر سلول​ها و سپس 24 ساعت انکوباسیون سلول​ها با غلظت​های 
مختلف پاراکوماریک​اسید. نتایج به​صورت میانگین ± n = 3( SD( نشان داده شده است.
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 آزمایش مشابهی با غلظت400 میکروگرم بر میلی​لیتر از پاراکوماریک​اسید
انجام شــد. نتایج نشــان داد که درغلظت400 میکروگــرم در میلی​لیتر 
 )IC50( در غیــاب لیــزر کم​توان، بقای ســلول​ها تــا 83 درصد کاهش

)P < 0.05( می​یابد. در حضور تابش لیزر کم​توان به​مدت30 ثانیه و سطح 
)P < 0.05( 1 بقاء ســلول​ها به​میزان 59/5 درصد کاهش J/cm2 انرژی 
 یافــت. در تابــش60 ثانیه با انــرژی J/cm2 2، بقاء ســلولی 56 درصد

)P < 0.05( بود و در تابش90 ثانیه با انرژی تابشی J/cm2 3، میزان بقاء 
سلول50 درصد )P < 0.05( گزارش شــد. درنمونۀ سلولی با180 ثانیه 
 تابش و انرژی تابشــی J/cm2 6، میزان بقاء ســلول به حدود 46 درصد

)P < 0.05( کاهش یافت )شکل4(.

با​توجــه بــه نتایــج به​دســت​آمده، به​منظور مشــاهدۀ اثــر لیزر کم​
تــوان بــر مورفولــوژی ســلول​های ســرطانی ملانومــای انســانی در 
 حضــور پاراکوماریک​اســید، ســلول​ها پس از تابــش لیزر کم​تــوان با
 طول​مــوج 660 نانومتر بــا انــرژی J/cm2 3 با غظت​هــای متفاوت از

پاراکوماریک​اســید )0 و 400 میکروگــرم بــر میلی​لیتــر( به​مــدت24 
 ســاعت انکوبه شدند. سپس ســلول​ها با میکروســکوپ نوری اینورت و
بزرگ​نمائــی 40x مــورد مطالعــه قــرار گرفتنــد. همان​طور​کــه در 
 شــکل5 مشــاهده می​شــود، قســمت A وB به​ترتیــب نشــان​دهندۀ
 ســلول​های ســرطانی ملانومای انســانی در محیط تاریکی با غلظت​های
0 و 400 میکروگــرم بــر میلی​لیتــر از پارا​کوماریک​اســید، C و D به​
 ترتیب نشــان​دهندۀ ســلول​های ســرطانی ملانومای انســانی در حضور

تابــش لیزر کم​توان بــا غلظت​های 0 و 400 میکروگرم بــر میلی​لیتر از 
 پارا​کوماریک می​باشــد )شــکل5(. همان​طور​که مشــاهده می​شــود، با
 افزایش پارا​کوماریک​اســید و در غلظت )400 میکروگــرم بر میلی​لیتر(

و حضور تابش لیزر کم​توان از تعداد ســلول​ها کاسته می​شود و همچنین 
مورفولوژی ســلول​ها از حالت دوکی​شــکل به حالت گرد و کوچک​شده 

تغییرشکل می​یابد.

بحث و نتیجه​گیری
ملانوما تومور پوســتی است که انتشــار آن در جهان به سرعت در حال 
افزایش است. این نوع از سرطان می​تواند تهاجمی باشد و حتی در مراحل 
اولیه متاستاز دهد]15[. اگر​چه در​حال​حاضر روش​های درمان برای ملانوم 
بدخیم شــامل برداشت جراحی، شیمی​درمانی، پرتو​درمانی و ایمونو​تراپی 
می​باشــد، اما این​گونه درمان​ها اغلب با عوارض شدید همراه است. اثر​ها و 
 شانس بقای طولانی​مدت حتی بعد از درمان نیز ضعیف می​باشد از​این​رو،
بررســی رویکردهای جدید برای درمان ملانــوم بدخیم از اهمیت بالایی 
برخوردار است]18–16[. یکی از بزرگ​ترین محدودیت​های داروهای ضد 
ســرطان، مقاومت سلول​های سرطانی نســبت به دارو است که می​تواند 
ناشــی​از مقاومت ذاتی تومور نسبت به دارو باشد یا درطول شیمی​درمانی 
 کسب شود و به​گونه​ای عمل می​کند که سلول​های مقاوم از بین سلول​های

هتروژن انتخاب می​شوند در​نتیجه با افزایش سلول​های مقاوم، روند درمان 
مشــکل​تر می​شــود. امروزه، داروهای گیاهی به​علت عدم عوارض جانبی 

نسبت به داروهای شیمیایی مورد توجه قرار گرفته​اند.

ترکیبات فنولی دســتۀ مهمی از آنتی​اکســیدان​های طبیعی را تشکیل 
می​دهند کــه دارای فعالیت​هــای بیولوژیکی مانند اثرات ضدســرطان، 
ضدقارچــی، ضدباکتری، ضدویروســی، ضدانعقادخون و ضدکلســترول 
هستند. در مطالعات اپیدمیولوژیک، رژیم حاوی ترکیبات فنولی، پتانسیل 
پیشگیری از ســرطان را نشــان دادند. ارتباط معکوس بین مصرف رژیم 
حاوی ترکیبات فنولی و خطر ابتلا به ســرطان در چند مطالعه مشــاهده 

شده است]19و20[.

گزارش​های مختلفی که در زمینۀ اثر لیزر بر​روی انواع سلول​های نرمال 
و سرطانی وجود دارد، حاکی​از آن است که اثر لیزر یک اثر یکسان و ثابت 
نمی​باشــد و بستگی به تیمار​های همراه دارد. به​عبارتی​دیگر، مکانیسم اثر 
لیزر را از دو جنبه می​توان در​نظر گرفت. لیزر با تأثیر بر​روی کروموفورهای 

 شــکل3: اثر انرژی​های مختلف تابش لیزر کم​تــوان )J/cm2 ،2 J/cm2 ، 1 J/cm2 3 و
J/cm2 6( بر بقای سلول​های سرطانی ملانومای انسانی بدون حضور پاراکوماریک​اسید و 

مقایسه با حالت تاریکی. نتایج به​صورت میانگین ± n = 3( SD( بیان شده است. 

شــکل4: اثر انرژی​های مختلف J/cm2 ،2 J/cm2 ، 1 J/cm2 3 وJ/cm2 6  تابش لیزر کم​توان بربقای  
سلول​​های ســرطانی ملانومای انسانی در معرض غلظت 400 میکروگرم بر میلی​لیتر از پاراکوماریک​اسید 

به​مدت 24 ساعت و مقایسه با حالت  تاریکی. نتایج به​صورت میانگین ± n = 3( SD( بیان شده است.
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شکل5: تیمارسلول​های سرطانی ملانومای انسانی ردۀ A375 با لیزر کم​توان با طول موج660 نانومتر و انرژیJ/cm2 3 و سپس انکوباسیون سلول​ها با غلظت​های 
مختلف پاراکوماریک​اسید. غلظت صفر میکروگرم بر میلی​لیتر از پاراکوماریک​اسید درتاریکی )A( و با تابش لیزر کم​توان )C(، غلظت 400 میکروگرم بر میلی​لیتر 

)D( و با تابش لیزر کم​توان )B( از پاراکوماریک​اسید در تاریکی

موجود در میتوکندری بر​روی سلول اثر می​گذارد و محرک مکانیسم​های 
واکنشی در سلول می​گردد و یا با تأثیر بر نفوذپذیری غشای سلولی منجربه 
تغییر در عکس​العمل سلول مقابل یک تیمار بخصوص می​شود. با​توجه به 
اهمیت ترکیبات فنولی در درمان ســرطان و همچنین شــناخت بهتر اثر 
 لیزر کم​توان بر سلول​های ســرطانی در این مطالعه اثر پاراکوماریک​اسید
به​عنــوان ترکیب فنولی در حضور لیزر کم​توان بر ســلول​های ســرطانی 

ملانومای انسانی ردۀ A375 بررسی گردید.

 مطالعــات نشــان داده اســت کــه پارا​کوماریک​اســید دارای خواص
آنتی​اکســیدانی و فعالیت​های ضد توموری و ضدجهش​زایی در بســیاری 
از ســلول​های سرطانی است]24–21[. این ماده در سرطان سینه موجب 
 تأخیر ســیکل ســلولی می​گردد و مانع از تکثیر ســلول​های ســرطانی
 می​شود]25و26[. یافته​های محققان نشان داده است که پارا​کوماريک​اسيد

نه​تنها مانع فعالیت تیروزیناز انسان در محیط آزمایشگاهی می​شود، بلكه 

 UVB همچنین موجب مهار ملانوژنز در ســلول​هایی كه در معرض نور
قرار دارند، نیز می​گردد]27[.

مطالعات مختلف نشان داده است که سلول​ها نسبت​به پاراکوماریک​اسید 
رفتار وابســته به دوز نشــان می​دهند. یعنی با افزایش غلظت، اثر سمیت 

سلولی پاراکوماریک​اسید بیشتر قابل مشاهده است]24و25[.

 A375 در مطالعۀ ما نیز مشــخص شــد که بقاء سلول​های ملانوما ردۀ
در حضور پاراکوماریک​اســید )تاریکی( در یک رفتار وابسته به دوز کاهش 
می​یابــد. بنابراین نتایــج مطالعۀ حاضر با نتایج مطالعــات قبلی مطابقت 
دارد. همچنین مطالعات قبلی نشــان داده​اند که مشــتقات هیدروکسیله 
 C8161 و متیلۀ ترانس​سینامیک​اســید تهاجم و متاستاز ملانوما در ردۀ
و A375 را مهار می​نماید]21[. در پژوهشــی که در سال 2013 توسط 
de Oliveira Niero و همکاران انجام شــد پتانسیل سیتوتوکسیک و 
HT-144 ژنوتوکسیک​اســید سینامیک در سلول​​های ملانوم انسانی ردۀ 
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و ســلول​​های ملانوسیتی انســان )NGM( مقایسه شــد، سنجش بقاء 
 ســلولی نشــان داد که مقدار IC50 برای ســلول​​های ملانوم انسانی ردۀ

 NGM 2/4 است، در​حالی​که سلول​​های mM معادل ،HT-144 mM
نســبت به درمان مقاوم​تر بودند. آن​ها نتیجه گرفتند که اسید​ســینامیک 
مانع از تکثیر ســلول​​های ملانوم می​شــود]22[ که نتایــج آزمایش​های 

تحقیق حاضر نیز این موضوع را تأیید می​کند.

مقالات بســیار کمی وجود دارد که نشان می​دهد درمان با لیزر کم​توان 
می​تواند برای بیماران ســرطانی مضر و یا سودمند باشد. در پژوهشی که 
نتایج آن در ســال 2015 منتشر شــد اثر دوزهای مختلف لیزر کم​توان 
در تکثیر ســلول​​های خونی میلوئید حاد ردۀ سلولی)KG-1a( در سطح 
آزمایشگاه بررسی شــد و افزایش معنی​داری در تکثير سلول تنها پس از 
دو مرحله با تراکم انرژي J/cm2 20مشــاهده شد. نتایج نشان داد اگرچه 
لیزر کم​توان درمانی معمولاً براي درمان موكوزيت ناشي از پرتو​درمانی يا 
 شيمي​درماني مورد استفاده قرار مي​گيرد، اما مطالعات بيشتر نشان مي​دهد

كه طول​موج​های مختلــف و دوز لیزر​درمانی در درمــان موکوزیت مؤثر 
هستند. بنابراین پزشکان باید در​مورد استفاده از این درمان برای بیماران 

مبتلا به بدخیمی محتاط باشند]28[.

در تحقیقات اخیر که توســط Ottaviani و همکاران انجام شد اثر ضد 
سرطان سه پروتکل لیزر که در آن​ها طول موج​های معمولی مورد استفاده 
قرار گرفته است، در ملانوم ردۀ B16F10 بررسی شد و نتایج این تحقیق 
نشــان داد که نور لیزر باعث افزایش متابولیسم سلولی شده و در​نتیجه در 
in vivo پیشــرفت تومور کاهش یافته اســت. همچنین نور لیزر تعداد 
بالای ماکروفاژ​هــای آنژیوژنیک در تودۀ تومــوری را کاهش داد که یک 

استراتژی جدید برای کنترل پیشرفت تومور است]29[.

 مطالعات نشــان داده است که لیزر کم​توان اثر متفاوتی در سلول​های
ســرطانی بدخیم نسبت به ســلول​های طبیعی ســالم داشته است. از​

آنجایی​که عرضۀ آدنوزین​تری​فســفات )ATP( در سلول​های سرطانی 
بســیار محدود است، افزایش ATP توســط لیزر کم​توان ممکن است 
اجازه دهد که ســلول​های ســرطانی به محرک​های ســمیت ســلولی 
پروآپوپتوتیک پاسخ دهند و سیگنال​های سلولی بعدی در جهت مرگ 
برنامه​ریزی​شــده )آپوپتوز( که به​شدت وابسته به انرژی )ATP( است، 
با کارآیی بهتری اجرا شــود]30و31[. در مقابل، از​آنجا​که ســلول​های 
ســالم طبیعی حاوی مقادیر کافی از ATP هســتند، اثر لیزر کم​توان 
در سلول​های ســالم، تولید گونه​های اکسیژن فعال )ROS( است که 
می​تواند مکانیســم​های محافظتی را در این ســلول​ها ایجاد کند]32[. 
بنابرایــن رویکرد ترکیب لیزر کم​توان با ســایر روش​هــای درمانی یا 
داروهای ضد ســرطان می​تواند مرگ سلول​های ســرطانی را افزایش 

دهد و در​عین​حال از ســلول​های سالم محافظت کند]33[.

برخــی از مطالعات نشــان می​دهد درمان با لیزر کم​توان ممکن اســت 

اثرهای سایر درمان​های سرطانی را تقویت کند]37–34[. تحقیقات اخیر 
نشان داده است که تابش لیزر همچنین باعث افزایش نفوذ​پذیری سلول​ها 
و دفع مواد زاید داخل سلولی و در​نتیجه نفوذ مؤثر​تر مواد مغذی به داخل 
سلول می​شود. تحریک زیستی با نور توسط لیزر​های کم​توان تأثیر زیادی 

در درمان بیماری​ها داشته است]38و39[.

در مطالعۀ حاضر نشــان داده شد که پیش​تیمار سلول​های سرطانی ردۀ 
A375 با لیزر کم​توان و ســپس تیمار این سلول​ها با پاراکوماریک​اسید، 
بقاء و رشد ســلول​​های ملانوما را نسبت به گروه کنترل )تاریکی( کاهش 
می​دهد. این مطالعه نشــان داد که لیــزر کم​توان به​تنهایی قادر به از بین 
بردن سلول​​های سرطانی ملانوما نمی​باشد اما استفاده از لیزر کم​توان می​
تواند به​نوعی نفوذ​پذیری سلول​​های ملانوما را به پاراکوماریک​اسید بهبود 

بخشد و در​نتیجه اثر ضد سرطانی آن افزایش می​یابد.

همچنین در بررسی اثر پیش​تیمار انرژی​های مختلف تابش لیزر کم​توان 
بر سلول و سپس تیمار با غلظت​های مختلف پاراکوماریک​اسید مشخص شد 
در غلظت µg/mL) IC50 400( بقاء سلول​های سرطانی کاهش می​یابد و 
افزایش دوز تابشی با کاهش بقاء سلولی ارتباط مستقیم دارد. مشاهده​های 
مورفولوژی سلول​​های تیمار​شده با پاراکوماریک​اسید به​همراه لیزر کم​توان 
یافته​های به​دست​آمده از مطالعۀ بقاء سلولی را تأیید کرد. میزان مرگ و میر 
سلولی در سلول​​هایی که در معرض پاراکوماریک​اسید به​همراه لیزر کم​توان 

قرار گرفتند، نسبت به سلول​​های در تاریکی قرار گرفته، بیشتر بود.

در​نهایت، می​توان پیشــنهاد داد که لیزر کم​تــوان درمانی می​تواند در 
درمــان بیماران مبتلا به ســرطان در ترکیب با دیگــر روش​های درمانی 
اســتفاده گردد. با این وجود هنــوز نمی​توان نظر قطعــی در این رابطه 
داشت و مطالعات بیشتری در جهت شناخت بهتر مکانیسم​های سلولی و 
بیوشــیمیایی لیزر کم​توان در ترکیب با دیگر روش​های درمانی در جهت 

کاربرد این درمان ترکیبی در بالین مورد نیاز است.

تقدیر و تشکر
نویســندگان از تمامی افرادی که در انجام ایــن پژوهش کمک کردند، 

تشکر و قدرانی می​نمایند.
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