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27-18 .لیزر در پزشکی؛  1398،  دورۀ 16،  شمارۀ 1،  صفحات:

بررسی  بقاء سلولی و آپوپتوز در سلول​های ملانومای انسانی 
درحضور تابش لیزر کم​توان و ترکیب فنولی گالیک​اسید

خلاصه

مقدمه: ملانوما نوعی از ســرطان پوست  اســت که اغلب مقاوم به درمان می​باشد و حالتی 
تهاجمی با متاســتاز بالا دارد. امروزه، برای درمان سرطان ملانوما از روش​های مختلفی ازجمله 
جراحی، شیمی​درمانی و پرتودرمانی استفاده می​شود که اغلب با عوارض جانبی همراه هستند. 
یکی از راه​های درمان سرطان​های مختلف، استفاده از ترکیبات با منشأ گیاهی است. در مطالعۀ 
حاضر اثر ترکیب گیاهی گالیک​اســید به​تنهایی و همراه با لیزر کم​توان بر سلول​های سرطانی 

ملانومای انسانی بررسی شده است.

روش بررسی: سلول​های سرطانی ملانوما ردۀ A375 درمعرض تابش لیزر کم​توان با طول​
مــوج660 نانومتر با انــرژی J/cm2 3 به​مدت 90 ثانیه قرار گرفتند و ســپس با غلظت​های 
مختلف گالیک​اســید )صفر تا 200 میکروگرم بر میلی​لیتر( به​مدت 24 ســاعت تیمار شدند. 
 همچنین اثر تابش میزان انرژی​های مختلف لیزر کم​توان )1، 2، 3 و J/cm2 6( بر سلول​های

درمعــرض غلظت​های مختلف گالیک​اســید )صفر و IC50( بررســی شــد. اثــر لیزر کم​توان 
و گالیک​اســید بر بقاء ســلولی با اســتفاده از تســت MTT و وقوع آپوپتوز از​طریق بررسی 
 تغییرات مورفولوژیک سلول با میکروســکوپ فلورسانس )رنگ​آمیزی دو​گانۀ اتیدیوم​بروماید و

آکریدین​اورنج( و فلوسایتومتری مورد ارزیابی قرار گرفت.

یافته‌ها: نتایج تست MTT نشان داد که پیش​تیمار با لیزر کم​توان و سپس تیمار با گالیک​
اســید بقاء سلول​های سرطانی ملانوما را نســبت به گروه تاریکی و تیمار با گالیک​اسید بیشتر 
کاهش می​دهد. در غلظت صفر گالیک​اســید، افزایش میزان انرژی تابش مرگ ســلولی را القاء 
نمی​کند و تنها بقای ســلولی در دوز انرژی تابش بالا یعنی J/cm2 6، مقدار کمی نســبت به 
حالت کنترل کاهش داشت. در غلظت IC50 از گالیک​اسید، افزایش میزان انرژی تابش موجب 
کاهش قابل توجه بقای ســلولی نســبت به حالت کنترل می​شود. بررسی تغییرات مورفولوژی 
ســلول​ها و بررسی وقوع آپوپتوز با میکروسکوپ فلورســانس و فلوسایتومتری، نتایج حاصل از 

تست MTT را تأیید کردند.

 بحث و نتیجه‌گیری: این مطالعه نشان داد که لیزر کم​توان به​تنهایی باعث مرگ و میر سلول​های
ســرطانی ملانوما ردۀ A375 نمی​شود، اما استفاده از لیزر کم​توان به​همراه گالیک​اسید باعث 
 کاهش بیشتر بقای سلول​های سرطانی نسبت به حالت استفاده از گالیک​اسید به​تنهایی می​شود.
بنابراین اســتفاده از درمان ترکیبی لیزر کم​توان و گالیک​اسید، موجب کاهش دوز مؤثر اثرات 

ضدسرطانی گالیک​اسید می​شود.

واژه‌های كليدی: سلول​های سرطانی ملانوما، گالیک​اسید، لیزر کم​توان، آپوپتوز
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مقدمه
سرطان كي بيماري مهلك با آمار مرگ و مير بالا است که درگيري​هاي 
رواني و اقتصادي زيادي را به​دنبال دارد. ســرطان در واقع رشــد و تكثير 
کنترل نشــدۀ سلول​هاي غير طبيعي در بدن مي​باشد. عوامل ايجاد​کنندۀ 
سرطان را مي​توان به دو دستۀ عوامل مرتبط با شيوۀ زندگي مانند سيگار، 
الكل و تغذۀي نامناسب و عوامل محيطي مانند مصرف تنباکو، الكل، تغذیۀ 
نامناســب و قرار گرفتن در معرض تابش اشعه تقســيم کرد. اين عوامل 
ممكن است منجر به تغييرات ژنتكيي و بر هم زدن تعادل و توازن در روند 
عادي رشد سلول​ها شوند. درمان و پيشگيري از سرطان كي چالش بزرگ 

در سراسر دنيا به​شمار مي​رود]1[.

سرطان پوست بیماری است که در آن سلول​های سرطانی در بافت پوست 
تشکیل می​شوند. سرطان ســلول پایه‌ای، کارسینوم سلول-سنگفرشی و 
سرطان سلول​های ملانین​دار )ملانوما( سه نوع عمدۀ سرطان پوست به​شمار 
 می​روند. دو مورد اول به​همراه تعدادی از سرطان​های پوستی تحت عنوان
سرطان پوستی غیرملانومی شناخته می‌شــوند. ملانوم​ها اغلب مقاوم به 
درمان می​باشند و حالتی تهاجمی با متاستاز بالا دارند و در​واقع تهاجمی‌ترین 
نوع سرطان پوستی هستند]2[. ملانوما در زنان در مقایسه با مردان بیشتر 
اســت و اغلب در مردان در قســمت تنه و در زنان در اندام تحتانی )پاها( 
بروز می​یابد. از نشانه​های بالینی ملانوم می​توان به داشتن شکل نامتقارن 
و تغییــر رنــگ قرمز به رنگ مایل بــه قهوه​ای و انــدازۀ لبه​های نا​منظم 
 اشــاره کرد که با خارش و خونریزی نیز همراه است. زمانی​که سلول​های
ســرطانی ملانوما به تومورهای بدخیم تبدیل می​شــوند، اغلب به درمان 
مقاوم می​شوند و به قسمت​های عمیق پوست و همچنین اندام​های داخلی 

مانند طحال، کبد و گره​های لنفی متاستاز می​دهند]3[.

 درحال​حاضر جراحی، شیمی​درمانی و رادیوتراپی از رایج​ترین درمان​های
ملانوما هســتند. اما، به​دلیل عوارض جانبــی بالای این درمان​ها محققان 
به​دنبــال یافتــن درمان​های جایگزیــن، مکمل یا حتــی ترکیبی که در 
عین داشــتن کارآیی بالا، عوارض جانبی کمتری نیز دارند، می​باشــند. از​
جملۀ این درمان​ها می​توان به اســتفاده از ترکیبات گیاهی اشاره کرد که 
امروزه زمینۀ تحقیقاتی وســیعی از​جمله بررســی اثرات آنتی​اکسیدانی و 

ضدسرطانی را به​خود اختصاص داده​اند]4[. 

ترکیبات فنولی جزء متابولیت​های ثانویه در گیاهان و از لحاظ ساختاری 
حلقۀ آروماتیک یک یا چند​حلقه​ای واجد گروه​های هیدروکسیل هستند. 
بیش از 8000 ترکیب فنولی تا​به​امروز کشــف شده است. ترکیبات فنولی 
جدا​شــده از گیاهان شــامل فلاونوئید​ها، لیگان​ها، تانن​ها، گزانتونی​ها و 
کومارین​ها هســتند. ترکیبــات فنولی اغلب فعالیت ضدســرطانی دارند 
 و به​عنــوان یک مبارزه​گر با بیماری​های مرتبط با اســترس اکســیداتیو
می​باشند]5[. تحقیقات نشان داده است که ترکیبات فنولی گیاهی مانع آغاز 
 و پیشرفت سرطان می​شوند که به​وسیلۀ مدولاسیون ژن​های تنظیم​کنندۀ

فرآیندهای کلیدی سلول انجام می​گیرد]6[.

گالیک​اسید یا 5-4-3 تری​هیدروکسی بنزوییک​اسید )شکل1( با داشتن 
خواص آنتی​اکســیدانی یک ترکیب مهم در برابر سرطان و انواع تومورها 
می​باشد. گالیک​اسید سمیت ســلولی برای سلول​های سرطانی و سمیت 
بســیار کمی برای ســلول​های طبیعی از خود نشان می​دهد. گالیک​اسید 

اثرات متنوعی را در سطوح مختلف مولکولی بر تومور دارد]7[.

لیزر کم​توان درمانی1 یکی از روش​های درمانی نوین، ایمن و چند​منظوره 
با طیف وســیعی از اثرات درمانی شامل تسریع روند بهبود زخم و ترمیم 
آسیب بافتی، کاهش التهاب و تسکین درد می​باشد که به​عنوان یک روش 
درمانی مستقل یا مکمل با سایر درمان​ها قابل استفاده است. به​طوری​که 
لیزر کم​توان موجب کاهش اثرات نامطلوب شیمی​درمانی و بهبود قابل توجه 
در کیفیت زندگی حتی در بیماران مبتلا به نئوپلاســم​های پیشرفته شده 
است]8[. این درمان بر مبنای تاباندن طیف باریکی از نور در محدودۀ قرمز تا 
مادون قرمز نزدیک )طول​موج1100-600 نانومتر(، با چگالی توان )تابش( 
0/40-50 J/cm2 100( و چگالی انرژی بین mW/cm2 پایین )کمتر از 

می​باشد. لیزر کم​توان بدون ایجاد اثر گرمایی قابل توجه، از​طریق جذب و 
انتقال انرژی فوتون در غالب واکنش​های فتوشیمیایی، اثرات درمانی خود را 
اعمال می​کند. واکنش​های اولیۀ لیزرهای کم​توان در سطح سلولی براساس 
 جذب انرژی نور لیزر توســط مولکول​های زنجیرۀ تنفســی آغاز می​شود

و ســیتوکروم c-اکســیداز یک کروموفور اصلی در پاسخ به لیزر کم​توان 
اســت. تابش نور لیزر کم​توان بر​روی میتوکندری​های ایزوله​شده افزایش 
پتانسیل الکتروشیمیایی پروتون، افزایش سنتز NADH، سنتز RNA و 
پروتئین، افزایش مصرف اکسیژن، افزایش پتانسیل غشای میتوکندریایی 

و در نهایت افزایش سنتز ATP را نشان می​دهد]9[. 

آمار روبه​افزایش مبتلایان به ســرطان به​ویژه سرطان ملانوما و اهمیت 
درمان آن، خواص آنتی​اکســیدانی و ضدســرطانی گالیک​اســید و وجود 
مطالعات اندک در رابطه با اثرات لیزر کم​توان بر ســلول​های ســرطانی، 

1. Low-Level Laser Therapy (LLLT)

شکل1: ساختار شیمیایی گالیک​اسید
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 مارا بر​آن داشــت تا در این مطالعه اثر گالیک​اسید و تابش لیزر کم​توان را
به​تنهایی یا در ترکیب با یکدیگر بر بقای ســلولی و آپوپتوز در سلول​های 

ملانومای انسانی بررسی کنیم.

روش بررسی
مواد و وسایل آزمایش

A375 سـلـول​هــــای سـرطـانـــی مـلانـومـــای انـسـانــــی ردۀ 
 از مرکــز ملــی ذخایــر ژنتیکــی ایــران تهيه شــدند. محیط کشــت
 Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) از شرکت
،Invit rogen (Invitrogen, Carlsbad, California, USA) 
ســـرم جنیـــن گـــاوی )FBS(، بافـر فسفـــات سالیـــن )PBS( و 
 آنتـی​بیـوتیـــک​های پنـی​سیلیـــن و استـرپتومایسیـــن از شرکـــت
Gibco (Gibco BRL,USA)، گالیک​اسید و پودر MTT از شرکت
Sigma-Aldrich (St Louis, MO, USA)، اتیدیوم​برومایــد و 
  Sigma-Aldrich (St Louis, MO, USA) آکریدین​اورنج از شرکت

خریداری شدند. در تمامی آزمایش​ها از آب مقطر دیونیزه استفاده شد. 

كشت سلول

 DMEM در محیط A375 سلول​های سرطانی ملانومای انسانی ردۀ
به​همراه 10 درصد سرم جنين گاوی، پنی​سیلین 100 واحد بر میلی​لیتر و 
 استرپتومایسین 100 میکروگرم بر میلی​لیتر و در شرایط 37 درجۀ سانتی​گراد،

5 درصد CO2 و رطوبت 95 درصد کشت داده شدند.

بررسي اثرات گالیک​اسید بدون تابش نور لیزر )تاريکي(

برای بررســی سمیت سلولی گالیک​اسید بر سلول​ها در غیاب تابش نور 
 لیزر ) سمیت تاریکی( در هرچاهك از پليت​های كشت سلولي 96 خانه​ای،
100 میکرولیتر از سوسپانســیون ســلولی حاوی 104×1 سلول سرطانی 
 ملانومای انسانی کشت داده شد و پلیت​ها در انكوباتور )37 درجۀ سانتی​گراد
 و 5 درصد CO2( قرار گرفتند. 24 ساعت بعد از کشت، سلول​ها با غلظت​های

متفاوتی از گالیک​اســید شامل صفر تا 200 میکروگرم بر میلی​لیتر تیمار 
و به​مدت 24 ســاعت در تاریکی انکوبه شــدند. میزان مرگ​ومیر سلولی 
بااســتفاده از تســت رنگ​سنجی MTT بررسی شــد و سپس غلطتی از 
گالیک​اســید که موجب مرگ 50 درصد از سلول​های سرطانی شده بود 

)IC50(، تعیین شد.

بررسي اثرات گالیک​اســید در حضور انرژی​های مختلف تابش 
لیزر کم​توان )سمیت نوری(

جهت بررسی اثر لیزر بر ســمیت سلولی ایجاد​شده توسط گالیک​اسید، 
ابتدا سوسپانسیون سلولی تهیه​شده از سلول​های سرطانی ملانومای انسانی 
حاوی 104×1 سلول در چاهک​های پلیت 96 تایی کشت داده شدند. 24 

 LX2 ســاعت پس از کشت، سلول​ها در معرض تابش لیزر )دستگاه لیزر
 J/cm2 با طول​موج660 نانومتر به​مدت 90 ثانیه با انرژی تابشی )Thor
3 قرار گرفتند. ســپس ســلول​ها با مقادیر مشخصی از گالیک​اسید )صفر 
تا 200 میکروگرم بر میلی​لیتر( به​مدت 24 ســاعت انکوبه شدند.  بعد از 
گذشت 24 ساعت، مرگ​ومیر سلول​ها با استفاده از روش MTT  بررسی 
و درصد توان زیستی باقیماندۀ سلول​ها در مقایسه با کنترل منفی تعیین 
شد. گروه کنترل منفی به​عنوان سلول​هایی که فقط درمعرض تابش لیزر 

کم​توان بودند، تعریف شد.

همچنیــن در آزمایــش دیگــری در حضــور غلظــت صفــر و غلظت 
IC50 گالیک​اســید )20 میکروگــرم بــر میلی​لیتــر(، اثــرات تابــش 

 لیــزر در بازه​هــای زمانــی متفــاوت و بــا انرژی​هــای تابــش مختلف
 60s (2 J/cm2) ،30s (1 J/cm2) و 180s (6 J/cm2) بر​روی سلول​های

ســرطانی انجام شد و بقای ســلول​ها به​روش MTT اندازه​گیری گردید. 
هرآزمایش حداقل سه بار تکرار گردید.

MTT بررسی توان زیستی سلول​ها به روش

 2MTT به​منظور بررســی توان زیستی ســلول​ها از روش رنگ​سنجی
اســتفاده شــد. در این روش آنزیم​های دهیدروژناز در سلول​های زنده با 
فعالیــت آنزیمی خود منجر به تبدیل شــدن نمک تترازولیوم-MTT به 
بلورهای فورمازان می​شوند. بنابراین میزان فورمازان تولید​شده متناسب با 

تعداد سلول​های زنده خواهد بود. 

برای انجام تسـت MTT جهت بررسـی سمیت تاریکـی و نوری گالیک​
اســـید بعد از اتمام زمـان انکوباسـیون محیط کشـت رویــی دور ریخته 
شد و سلول​هـــا دو بار بـا بافـر فسفات​سالیـن )PBS( شـسـتـشـو داده 
 شدند. سپـــس به هر چاهـک 100 میکرولیـتر محلـول 0/5 میلـی​گـرم
بـــر میلـی​لیتـر MTT اضافه شـد و پلیـــت​ها در انکوباتـور 37 درجۀ 
سانتــــی​گراد به مدت 4 ساعـت قرار گرفتـند. پس از طـی شـدن زمـان 
موردنظـــر چاهـک​ها تخلیـه شدنـد و به هر​کـدام 100 مـیـکـرولـیـتـر 
DMSO .اضـافـه شـد )DMSO( از محلول دی​متيـل​سولـفاكـسايـد 

به​عنـوان حـلال بلور​هـــای فـورمـازان عمـل مـی​کنـــد و باعث ایجاد 
رنـــگ بنفـش با شـدت​هـــای مختلف بستـــه به زنده بـودن یا مـردن 
سلـــول​ها می​شود. جـذب نوری هر چـاهک در طـول​مـوج570 نانومتـر 
 به​وسیلۀ دستگاه الایــزا​ریــدر قرائت شد و درصد تـوان زیستـی سلول​ها

در مقایســـه با جـــذب نـوری گـروه کنترل منفـــی )سـلول​های بدون 
گالیک​اسید( مورد بررســـی قــــرار گـــرفت. داده​های بـه​دسـت​آمـده 

تحلیـل و بــر​روی نمودار ترسیــم شدنـد.

سنجش کیفی وقوع آپوپتوز با میکروسکوپ فلورسانس )رنگ​
آمیزی دوگانۀ اتیدیوم​بروماید و آکریدین​اورنج(

2. 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide
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در این روش از رنگ​هاي فلورســانس آکریدین​اورنج3 و اتیدیوم​بروماید4 
برای رنگ​آمیزی هسته اســتفاده می​شود. رنگ آکریدین​اورنج که قابلیت 
گذر از غشای سلولی ســالم را دارد، وارد سلول و سپس هسته می​شود و 
با اتصال به DNA نشر فلورســانس سبز از خود ساطع می​کند. بنابراین 
وجود هسته​های متراکم به رنگ سبز درخشان بیانگر مراحل اولیۀ آپوپتوز 
می​باشــد. اما، در​صورتی​که سلول در مراحل انتهایی آپوپتوز و یا به​صورت 
نکروز باشد، تمامیت غشای ســلولی به هم خورده و رنگ اتیدیوم​بروماید 
می​تواند وارد ســلول و هسته شــود و با اتصال به DNA نشر فلورسانس 

نارنجی مایل به قرمز از خود ساطع کند.

بدیــن منظور ابتدا محلــول محتوی 100 میکروگــرم آکریدین​اورنج و 
100 میکروگرم اتیدیوم​بروماید در یک میلی​لیتر بافر ســالین تهیه شد و 
ســپس 5 میکرولیتر از این محلول فوق با 25 میکرولیتر از سوسپانسیون 
ســلولی مخلوط و مقداری از آن بر​روي یک لام تمیز گذاشته شد. سپس 
با میکروسکوپ فلورسانس و بزرگنمایی 40x سلول​ها بررسی شدند. برای 

تعیین درصد سلول​های آپوپتوتیک حداقل 300 سلول شمارش شد.

سنجش کمی آپوپتوز به روش فلوسایتومتری

به​منظــور تعییــن درصد ســلول​هاي آپوپتوز​شــده در یــک جمعیت 
ســلولی تیمارشــده و قیاس آن با جمعیت ســلولی در کنتــرل منفی، 
روش فلوســایتومتری استفاده شــد. در این روش از دو ترکیب انکسین
V (Annexin V - FITC) و پروپیدیوم​یدیدPI( 5( اســتفاده می​شود 
 که تشخیص ســلول​های آپوپتوتیک از سلول​های نکروتیک را امکان​پذیر
می​سازد. از​جمله تغییراتی که در مراحل اولیۀ آپوپتوز رخ می​دهد، انتقال 
فسفاتیدیل​ســرین از لایۀ داخلی غشــاء به لایۀ خارجی می​باشد. حضور 
فسفاتیدیل​سرین در لایۀ خارجی غشاء را می​توان به کمک ترکیب انکسین 
V نشان​دار شده با FITC نشان داد. انکسین V پروتئینی است که میل 
ترکیبی بالایی برای فسفاتیدیل​ســرین دارد و در حضور یون کلســیم به​
صورت برگشــت​پذیر به آن اتصال می​یابد. بنابراین این پروتئین می​تواند 
به​عنوان یک پروب مناســب برای تشخیص فسفاتیدیل​سرین بر​روی لایۀ 
خارجی غشاء مورداســتفاده قرار گیرد. اما، از​آنجایی​که اتصال انکسین به 
 فسفاتیدیل​سرین غشایی تنها منحصر به آپوپتوز نیست و در مورد سلول​های
 نکروتیک نیز مشاهده می​شود، با استفاده از ترکیب فلورسانس پروپیدیوم​یدید

می​توان بین سلول​های آپوپتوتیک و نکروتیک تمایز قائل شد. بدین​ترتیب که 
 پروپیدیوم​یدید قادر به عبور از غشاء سلول​های سالم و همچنین سلول​هایی
که در مراحــل ابتدایی آپوپتوز هســتند )به​دلیل حفظ تمامیت غشــاء 
پلاســمایی(، نمی​باشــد و تنها وارد ســلول​های نکروتیک می​شــود، به 
 DNA سلول متصل می​شود و قابل شناسایی در دستگاه فلوسایتومتری

3. [3, 6-bis(dimethyl) acridinium chloride hemi(zinc chloride salt)]

4. [(3, 8-diamino-5-ethyl-6-phenyl phenanthridinium bromide)]

5. Propidium Iodid

 می​باشــد]10[. بنابراین با استفاده از این دو ترکیب، تشخیص سلول​های
آپوپتوتیک از سلول​های نکروتیک امکان​پذیر خواهد بود.

به​این​منظــور، در ابتــدا ســلول​ها در حضــور تابش لیــزر کم​توان به​
 مــدت 90 ثانیــه و با طول​مــوج660 نانومتر و ســپس بــا غلظت​های
 صفر و50 از گالیک​اســید به​مدت 24 ساعت تیمار شدند. سپس سلول​ها
 بــا تریپســین از کــف پلیت جــدا و با محلــول PBS شستشــو داده
 شــدند و به​مــدت 5 دقیقــه در دور 1200 ســانتریفیوژ شــدند. در
 مرحلــۀ بعد به رســوب حاصل از ســانتریفوژ ســلول​ها 100 میکرولیتر
 بافــر بایندینگ اضافــه گردید. به دنبــال اضافه کردن بافــر بایندینگ،
 10 میکرو​لیتــر از رنــگ پروپیدیوم​یدیــد و 5 میکرولیتــر از رنــگ
 انکســین V نیــز بــه محتویــات موجــود در میکروتیوب اضافه شــد.
 نمونه​هــا در دمــاي 25 درجــۀ ســانتی​گراد به​مــدت 10 دقیقــه
 در تاریکــی انکوبــه شــدند. در نهایــت آنالیــز ســلول​ها توســط

دستگاه فلوسایتومتري انجام گرفت.

 در نمــوداری کــه دســتگاه فلوســایتومتری گزارش می​دهــد: محور
 X (FL-1)، نمایانگر لگاریتم فلورســانس انکســین V-FITC و محور
 Y (FL-3)، نمایانگر فلورسانس PI می​باشد. FITC با نور آبی در طول​موج
 ۴۹۳ نانومتــر برانگیختــه می​شــود و فلورســانس ســبز در طول​موج
 ۵۲۵ نانومتــر ســاطع می​کند. PI با نور ســبز- آبــی در طول​موج ۵۴۰
 نانومتــر برانگیختــه می​شــود و فلورســانس قرمــز در طول​موج ۶۲۰

نانومتر از خود ساطع می​کند. 

تجزیه و تحلیل آماری 

Student’s t-test (two tailed) تجزیه و تحلیل آماری یافته​ها به روش 
با نرم​افزار Excel 2017 انجام شد. متغیرها به​صورت میانگین ± انحراف 

معیار )SD( گزارش شدند. P < 0.05 معنی​دار در​نظر گرفته شد.

یافته​ها
اثر ســمیت گالیک​اســید به​تنهایی بر توان زيستي سلول​های 

سرطانی ملانوما 

نتایج آزمایش مربوط به بررســی اثر گالیک​اسید بر سلول​های سرطانی 
ملانوما در تاریکی و غیاب نور لیزر نشان داد که بقای سلول​های سرطانی 
ملانومــا تا غلظــت 200 میکروگرم بر لیتر به میــزان 23 درصد کاهش 
می​یابد. در​واقع، با افزایش غلظت گالیک​اســید بقای سلول​های سرطانی 
ملانومای انســانی در یک رفتار وابسته به غلظت کاهش می​یابد. به​طوری​
که در غلظت​های 50، 100 و 200 میکروگرم بر میلی​لیتر از گالیک​اسید 
 )P < 0.05( درصد بقای ســلول​ها به​ترتیب 87، 57 و 23 درصد کاهش
می​یابد )شــکل 2 الف(. به این ترتیب غلظتIC50 گالیک​اسید درحدود 

100 میکروگرم بر میلی​لیتر به​دست آمد.
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اثر ســمیت گالیک​اسید به​همراه لیزر کم​توان )سمیت نوری( بر 
توان زيستي سلول​های سرطانی ملانوما 

نتایج حاصل از آزمایش بررســی اثر گالیک​اسید بر سلول​های سرطانی 
 ملانومــا در حضور تابش لیزر کم​توان با طول​مــوج 660 نانومتر با انرژی
J/cm2 3 نشــان داد که در حالت پیش​تیمار با لیزر کم​توان بقاء سلول​ها 

تا غلظت 200 میکروگرم بر میلی​لیتر از گالیک​اسید به میزان 9/7 کاهش 
می​یابد. نتایج نشان می​دهد که در نمونۀ کنترل )بدون گالیک​اسید( بقای 
ســلول​ها نســبت به حالت تاریکی تغییری نکرده اســت که نشان​دهندۀ 
بی​اثر بودن این دوز لیزر کم​توان بر ســلول​های ســرطانی ملانوما است. 
 درحضور تابش لیزر کم​توان، بقای سلول​ها در یک رفتار وابسته به غلظت

  IC50 می​یابد، به​طوری​کــه غلظت )P < 0.05( گالیک​اســید کاهــش
گالیک​اســید از حدود 100 میکروگرم بر میلی​لیتــر در حالت تاریکی به 
حــدود 50 میکروگرم بــر میلی​لیتر در حالت تحت تابــش لیزر کم​توان 

کاهش )P < 0.05( یافته است )شکل 2 ب(.

از​آنجا​که IC50 گالیک​اســید )یعنی غلظتی از آن ماده که در آن غلظت 
50 درصد از ســلول​ها کشته شده​اند( برای سلول​های سرطانی ملانومای 
انســانی A375 غلظت 50 میکروگرم بر میلی​لیتر به​دست آمد، بنابراین 
در ادامۀ مطالعات، اثر انرژی​های مختلف تابش لیزر در غلظت​های صفر و 
50 میکروگرم بر میلی​لیتر از گالیک​اسید بر سلول​های سرطانی ملانومای 

انسانی بررسی شد.

همان​طور​که در شکل 3 نشان داده شده است، انرژی​های مختلف تابش 
لیزر کم​توان بر سلول​های سرطانی ملانوما بدون حضور گالیک​اسید اثری 
ندارند و فقط در دوز انرژی بالا یعنی J/cm2 6، تغییرات بســیار کمی در 

بقای سلولی دیده می​شود )شــکل3 الف(. آزمایش مشابهی با غلظت 50 
میکروگرم بر میلی​لیتر از گالیک​اســید انجام شــد. نتایج نشان داد که در 
غلظــت 50 میکروگرم در میلی​لیتر در غیاب لیــزر کم​توان، درصد بقای 
سلول​ها تا 84 درصد کاهش می​یابد. در حضور تابش لیزر کم​توان به​مدت 
30 ثانیه و ســطح انرژی J/cm2 1 بقاء ســلول​ها به میزان 88/4 درصد 
کاهــش یافت. در تابش 60 ثانیه با انرژی J/cm2 2، بقای ســلولی 82/9 
درصد بود و در تابش 90 ثانیه با انرژی تابشی J/cm2 3، میزان بقای سلول 
 57 درصد گزارش شد. در نمونۀ سلولی با 180 ثانیه تابش با انرژی تابشی
J/cm2 6، میزان بقای سلول به حدود 55 درصد کاهش یافت )شکل3 ب(.

سنجش وقوع آپوپتوز

 به​منظــور ســنجش کیفی وقــوع آپوپتوز، ســلول​های تیمار​شــده با
آکریدین​اورنج / اتیدیوم​بروماید رنگ​آمیزی شدند و سپس با میکروسکوپ 
فلورسانس و بزرگ​نمایی x40 مورد مطالعه قرار گرفتند. همان​طور​که در 
شکل 4 نشــان داده شده است، در حضور گالیک​اســید به تنهایی تعداد 

کمی از ســلول​ها دچار مرگ سلولی می​شوند در​حالی​که در حضور تابش 
لیزر کم​توان و ســپس تیمار با گالیک​اسید بر تعداد مرگ و میر سلول​ها 
افزوده می​شــود. سلول​های سبز نشان​دهندۀ سلول​های زنده و سلول​های 
سبز با کروماتین فشــرده نشان​دهندۀ آپوپتوز اولیه و سلول​های نارنجی- 

قرمز نشان​دهندۀ آپوپتوز ثانویه و یا نکروز می​باشند.

بررسی کمی آپوپتوز به روش فلوسایتومتری در سلول​های سرطانی ملانوما 
ردۀ A375 تحت​تابش لیزر کم​توان و تیمار با گالیک​اسید نشان داد که میزان 
آپوپتوز در حالت پیش​تیمار با لیزر و سپس تیمار با غلظت 50 میکروگرم 
بر میلی​لیتر گالیک​اســید نسبت به تاریکی افزایش یافته است )شکل 5(.

شــکل2: الف( اثر غلظت​های مختلف گالیک​اسید به​تنهایی بر سلول​های سرطانی ملانومای انسانی بعد از 24 ساعت انکوباسیون در تاریکی  و  ب( تابش لیزر کم​توان با طول​موج660 نانومتر و 
انرژی J/cm2 3 بر سلول​ها و سپس 24 ساعت انکوباسیون سلول​ها با غلظت​های مختلف گالیک​اسید. نتایج به​صورت میانگین ± SD (n = 3) نشان داده شده است.
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شکل3: اثر انرژی​های مختلف تابش لیزر کم​توان )1، 2، 3 و J/cm2 6( بر بقای سلول​های سرطانی ملانوما انسانی. 
الف( بدون حضور گالیک​اســید و مقایسه با حالت تاریکی. ب( در معرض غلظت 50 میکروگرم بر میلی​لیتر از گالیک​اسید به​مدت 24 ساعت و مقایسه با حالت تاریکی. نتایج به​صورت میانگین 

± SD (n = 3) بیان شده است.

شکل4: تصاوير مكيروسكوپ فلورسانت از سلول​های سرطانی ملانوما ردۀ A( .A375( در غلظت صفر و )B( غلظت 50 میکروگرم بر میلی​لیتر از گالیک​اسید در پلیت تاریکی. )C( در غلظت 
صفر و )D( غلظت 50 میکروگرم بر میلی​لیتر از گالیک​اسید در پلیت تحت تابش لیزر. فلش​های صورتی: آپاپتوز اولیه، فلش​های زرد: آپاپتوز ثانویه.
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بحث و نتیجه​گیری
با​توجه به اهمیت ترکیبات فنولی در درمان سرطان و همچنین شناخت 
بهتر اثر لیزر کم​توان بر سلول​های سرطانی، در این مطالعه اثر گالیک​اسید 
به​عنوان ترکیب فنولی در حضور لیزر کم​توان بر بقاء و آپوپتوز سلول​های 

سرطانی ملانومای انسانی ردۀ A375 بررسی گردید.

پلي​فنول​ها گروهی از مواد شــيميايي هستند كه در گياهان، ميوه​ها و 
سبزيجات وجود دارند. مطالعات مختلف نشان داده است که رژیم غذایی 
حاوی ترکیبات فنولی، پتانســیل پیشگیری از ســرطان را دارد و ارتباط 
معکــوس بین مصرف رژیم غذایی حــاوی ترکیبات فنولی و خطر ابتلا به 
سرطان مشاهده شده است]11و12[. گالیک​اسید رایج​ترین فنول در میان 
میوه​ها، ســبزیجات، زیتون و چای سبز می​باشــد]13[. به لحاظ فعالیت 
بیولوژیکی، گالیک​اســید به​عنوان یک آنتی​اکســیدان عمل می​کند و به 

.A375 شکل5: ارزیابی میزان آپوپتوز در سلول​های سرطانی ملانوما ردۀ
)A( در غلظت صفر و )B( غلظت 50 میکروگرم بر میلی​لیتر از گالیک​اسید در پلیت تاریکی. )C( در غلظت صفر و )D( غلظت 50 میکروگرم بر میلی​لیتر از گالیک​اسید در پلیت تحت تابش لیزر.

سلول​های بدن در محافظت از صدمات اکسیداتیو کمک می​نماید، اعمال 
ضدباکتریایی، ضدویروسی و ضدالتهابی. همچنین مانع از بالارفتن چربی 
رژیم غذایی ناشــی از دیس​لیپیدمی و نیز اثرات آپوپتوزی، ضدتکثیری و 
ضدتوموری در سرطان پروســتات موش را نشان داده است]14[. مصرف 
گياهان حاوي تريكباتي نظير كاتچين، گالكي​اســيد و كافئين می​تواند با 
مهار يا كاهش گلكياسيون پروتئين​ها مانند آلبومين مانع از بروز برخي از 
عوارض بيماري ديابتي گردد. اثر اســید​گالیک بر کاهش اختلالات عصبی 
مختلف از جمله بیماری آلزایمر که با دمانس و کاهش حافظه همراه است، 
گزارش شده است]15[. گالیک​اسید دارای فعالیت ضدسرطانی بالقوه در 
 انواع مختلف بدخیمی است و باعث آپوپتوز در سلول​های سرطانی می​شود.

اثرات ضدتوموری گالیک​اســید در ســلول​های سرطان ســینه سه​گانه 
)TNBC( که بــا هورمون​درمانی هدفمند گیرندۀ HER2 قرار گرفتند، 
بررسی شده است. درمان با گالیک​اسید به​طور قابل​توجهی موجب کاهش 
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HS578T و MDA-MB-231 انســانی TNBC میزان ســلول​های 
MCF-10F می​شود. علاوه بر این، گالیک​اسید باعث کاهش بقاء در سلول​های 
می​شود. گالیک​اســید منجر به افزایش نسبت G0/G1 و نسبت فاز زیر 
G1 در ســلول​های MDA-MB-231 می​شــود که می​تواند به مهار 
پروتئین G1 و آپوپتوز ســلولی از​طریق پروتئین کینازی که به پروتئین 
p38 / p21 / p27 متصل اســت، منتهی گردد. بنابراین پیشنهاد شده 
است که گالیک​اسید می​تواند برای درمان TNBC سودمند باشد. گالیک​
اســید رشد ســلول​های سرطانی ریه را توســط GSH مهار می​کند و از​
طریق کاهش MUP، آپوپتوز و ســطح ROS را تغییر می​دهد. اســید​

گالیک باعث آپوپتوز القایی در پریادیپوســیت 3T3-L1 و چندین سلول 
دیگر شده است]18-16[.

مطالعۀ قبلی محمدی و همکاران بر​روی اثر ترکیب فنولی پاراکوماریک​
اسید در حضور لیزر کم​توان بر سلول​های ملانوما ردۀ A375 نشان داد که 
بقای سلول​های ملانوما ردۀ A375 در حضور پاراکوماریک​اسید )تاریکی( 
در یک رفتار وابسته به دوز کاهش می​یابد]19[. در مطالعۀ ما نیز مشخص 
شد که بقای سلول​های ملانومای انسانی ردۀ A375 درحضور گالیک​اسید 
تنها در یک رفتار وابسته به دوز کاهش می​یابد. بنابراین نتایج مطالعۀ حاضر 
با نتایج مطالعات قبلی مطابقت دارد. علاوه​برآن در مطالعات قبلی نیز نشان 
داده شــده است که مشتقات هیدروکسیله و متیلۀ ترانس​سینامیک​اسید، 
تهاجم و متاستاز ملانوما در ردۀ C8161 و A375 را مهار می​نماید]20[.

بررســی اثر لیزر بر​روی انواع سلول​های نرمال و سرطانی نشان می​دهد 
که اثر لیزر یک اثر یکسان و ثابت نمی​باشد و بستگی به تیمارهای همراه 
دارد. با​توجــه به مطالعات مختلف، مکانیســم اثر لیــزر عبارت​اند​از: لیزر 
 با تأثیر بــر​روی کروموفورهای موجود در میتوکندری بر​روی ســلول اثر

می​گذارد و محرک مکانیسم​های واکنشی در سلول می​گردد، لیزر با تأثیر 
بر نفوذپذیری غشای سلولی منجر به تغییر در عکس​العمل سلول در مقابل 
یک تیمــار بخصوص می​گردد]21[. تابش لیــزر همچنین باعث افزایش 
نفوذپذیری سلول​ها و دفع مواد زاید داخل سلولی و در​نتیجه نفوذ مؤثرتر 
مواد مغذی به داخل ســلول می​شــود. تابش لیزر موجب افزایش ســنتز 
آدنوزین​تری​فسفات )ATP( در سلول می​شود. افزایش ATP توسط لیزر 
کم​توان ممکن اســت اجازه دهد که ســلول​های سرطانی به محرک​های 
ســمیت سلولی پروآپوپتوتیک پاسخ دهند و ســیگنال​های سلولی بعدی 
درجهت القاء آپوپتوز که به شــدت وابســته بهATP هستند، با کارآیی 
بهتری اجرا شود]22[. در مقابل، از​آنجا​که سلول​های سالم طبیعی حاوی 
 مقادیر کافی از ATP هستند، اثر لیزر کم​توان در سلول​های سالم، تولید

گونه​های اکسیژن فعال )ROS( است که می​تواند مکانیسم​های محافظتی 
را در این سلول​ها ایجاد کند]23[. 

چنان​که برخی از مطالعات نشــان داده​اند، درمان با لیزر کم​توان ممکن 
است اثرات سایر درمان​های سرطانی را تقویت کند]19و27-24[. مطالعۀ 

اخیر محمدی و همکاران بر​روی اثر ترکیب فنولی پاراکوماریک​اســید در 
حضور لیزر کم​توان بر ســلول​های ملانوما ردۀ A375 نشان داد که پیش 
تیمار ســلول​های سرطانی ردۀ A375 با لیزر کم​توان و سپس تیمار این 
سلول​ها با پاراکوماریک​اســید، بقاء و رشد سلول​​های ملانوما را نسبت به 
گروه کنترل )تاریکی( کاهش می​دهد]19[. در مطالعۀ حاضر نیز نشــان 
 داده شــد که پیش​تیمار ســلول​های سرطانی ملانومای انســانی با لیزر

کم​توان و ســپس تیمار این سلول​ها با گالیک​اسید، بقاء و رشد سلول​های 
ملانوما را نســبت به گروه کنترل )تاریکی( کاهش می​دهد. این مطالعات 
 نشــان می​دهد که لیزر کم​توان به تنهایی قادر به از بین بردن سلول​های
سرطانی ملانوما نمی​باشد، اما اســتفاده از لیزر کم​توان می​تواند به نوعی 
نفوذ​پذیری سلول​های ملانوما را به ترکیبات فنولی بهبود بخشد و درنتیجه 

اثر ضدسرطانی 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 گالیک​اسید مشخص شد در 
غلظت IC50 گالیک​اسید )µg/mL 50( بقای سلول​های سرطانی کاهش 
می​یابد و افزایش دوز تابشــی با کاهش بقای سلولی ارتباط مستقیم دارد. 
مشاهدۀ تغییرات مورفولوژی سلول​های تیمار​شده با گالیک​اسید به​همراه 
لیزر کم​توان یافته​های به​دست​آمده از مطالعۀ بقای سلولی را تأیید کرد. میزان 
مرگ​ومیر ســلولی در سلول​هایی که در معرض گالیک​اسید به​همراه لیزر 
کم​توان قرار گرفتند، نسبت به سلول​های قرار​گرفته در تاریکی بیشتر بود.

علاوه​بر​آن مطالعات ما بر​روی مرگ سلولی القاء​شده توسط لیزر کم​توان 
و گالیک​اســید نشــان داد که پیش​تیمار با لیزر کم​توان و سپس تیمار با 

گالیک​اسید میزان مرگ سلولی از نوع آپاپتوز را افزایش می​دهد.

در نهایت مطالعات بیشتری در جهت شناخت بهتر مکانیسم​های سلولی 
و بیوشــیمیایی لیزر کم​توان به​تنهایی و نیز 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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