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خلاصه

اهداف: درمان فتودینامیکی یک رویکرد موثر برای درمان ســرطان است که نور را با عوامل 
حســاس‌کننده به نور برای تولید رادیکال‌های آزاد و آســیب به بافت سرطانی ترکیب می‌کند. 
این تحقیق به بررســی اثرات راداکلرین به‌عنوان یک حساس‌کننده نور در درمان فتودینامیکی 
بر روی رده سلولی سرطان سینه انسان MDA-MB-231، به‌طور خاص با القای آپوپتوز در 

این سلول‌ها می‌پردازد.

MDA- روش بررسی: در ایــن مطالعه تجربی، سلول‌های سرطان سینه انسان )سلول‌های
 MB-231( بــه مدت 4 ســاعت تحت تیمار راداکلرین و ســپس در معرض لیــزر نور قرمز
)662 نانومتر( با دو چگالی انرژی )10 و J/cm2 20( قرار گرفتند. زنده ماندن سلول‌ها با استفاده 
از روش MTT اندازه‌گیری شــد. مکانیســم مرگ سلولی توسط فلوســایتومتری تعیین شد.

یافته‌ها: نتایج نشان داد که راداکلرین به‌تنهایی اثرات سیتوتوکسیک کمی دارد. با این‌حال، 
 MDA-MB-231 به دنبال تابش نور قرمز، یک اثر سیتوتوکســیک قوی روی ســلول‌های
دارد. نــور )J/cm2 20( و راداکلریــن )µg/mL 100( درصد بقای ســلولی را به 31 درصد 
کاهش دادند. مقادیر IC50 به‌دســت‌آمده برای ســلول‌های MDA-MB-231، 24 ساعت 
پــس‌از قرارگرفتن در معــرض 10 و J/cm2 20 به‌ترتیــب 73 و µg/mL 54  بود. بنابراین، 
اثر Radachlorin/PDT بر ســلول‌های MDA-MB-231 هم به غلظت حســاس‌کننده 
MDA- نور و هم دوز نور استفاده‌شــده بســتگی دارد. همچنین القای آپوپتوز در سلول‌های

MB-231 به‌دنبال درمان فتودینامیکی با واسطه راداکلرین بررسی شد.

نتیجه‌گیری: این داده‌ها نشان می‌دهند که درمان فتودینامیکی با واسطه راداکلرین می‌تواند 
یک گزینه درمانی مؤثر برای مدیریت ســرطان پســتان باشد. با این‌حال، مطالعات برون‌تنی و 

درون‌تنی بیشتری در مورد ایمنی و اثربخشی این روش درمانی مورد نیاز است.

واژه‌های کلیدی: درمــان فتودینامیکی؛ راداکلرین؛ رده‌ی ســلولی MDA-MB-231؛ 
آپوپتوز
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مقدمه
سرطان پستان عامل اصلی مرگ‌ومیر ناشی از سرطان در سراسر جهان 
و شــایع‌ترین نوع سرطان در بین زنان اســت. علیرغم پیشرفت در طبقه 
بندی و درمان مولکولی، بروز ســرطان پســتان و مرگ‌ومیر ناشی از آن 
همچنان بالاســت. به‌خصوص سرطان پستان متاستاتیک از نوع سه‌گانه- 
منفی )TNBC(1 که فاقد گیرنده‌های اســتروژن، پروژسترون و گیرنده 
فاکتور رشــد اپیدرمی اســت و 15 تا 20 درصد انواع ســرطان پستان را 
به خود اختصاص داده اســت با تهاجم بیشــتر و پیش‌آگهی ضعیف‌تر در 
مقایســه با سایر زیرگروه‌های مولکولی سرطان پســتان همراه است. این 
نوع ســرطان اغلب در زنان جوان‌تر رخ داده و در برابر روش‌های درمانی 
فعلی مقاومت نشــان می‌دهد. بنابراین استراتژی‌های درمانی جدید برای 
درمان آن مورد نیاز است. فتودینامیک‌درمانی )PDT(2 یک روش درمانی 
کم‌تهاجم با واســطه اکسیژن، نور و یک ماده حســاس‌به‌نور3 است. پس 
از تجویز حســاس‌کننده نــوری و تجمع ترجیحــی آن در تومور یا بافت 
آسیب‌دیده، متعاقباً بافت موردنظر تحت تابش نور با یک طول‌موج خاص 
برای فعال‌کردن ماده حساس‌به‌نور قرار می‌گیرد و درنتیجه‌ی واکنش‌های 
فتوشــیمیای و تولید گونه‌های فعال اکســیژن، تخریب بســیار انتخابی 
فتودینامیک ســلول‌های تومور رخ می‌دهد. مزیت آشــکار PDT نسبت 
به ســایر درمان‌های مرسوم سرطان مانند شــیمی‌درمانی و رادیوتراپی، 
حداقل تهاجم، هدف‌گیری انتخابی و کاهش ســمیت آن است که امکان 
تکرار درمان را فراهم می‌کند. بهینه‌کردن شــرایط انجام PDT از جمله 
به‌کارگیری ماده حســاس‌به‌نور مناســب در غلظت کافی و همچنین دوز 

نوری مناسب باعث افزایش بازده این روش درمانی خواهد شد. 

راداکلرین یک ماده حســاس‌به‌نور طبیعی نســل دوم است که هم برای 
تشــخیص فلورســنتی و هم PDT تومورهای بدخیم استفاده می‌شود. 
راداکلرین شــامل نمک‌های ســدیم کلرین e6 4 )تا 90٪(، کلرین p6 5 و 
پورپورین 5 6 به‌عنوان عوامل فعال اســت. وجــود ماکزیمم پیک جذبی 
شاخص در ناحیه قرمز طیف جذب )662 نانومتر( و بازده کوانتومی بالای 
تولید اکسیژن منفرد هنگامی که نور در این ناحیه جذب می‌شود، سمیت 
نوری بالایی از راداکلرین را در داخل بدن و در شرایط آزمایشگاهی ممکن 
می‌ســازد. انتخابی‌بودن تجمع راداکلرین در تومور و پاکســازی سریع آن 
از بدن، منجر به حساســیت کم پوســتی بیماران به نور و کاهش عوارض 

جانبی سیستمیک پس از PDT می‌شود.

 Chlorin e6 با اســتفاده از PDT گرچــه مطالعات متعددی در مورد
به‌عنوان جزء اصلی راداکلرین جهت درمان ســرطان‌های مختلف ازجمله 

1.Triple Negative Breast Cancer
2. Photodynamic therapy
3. Photosensitizer (PS)
4. chlorin e6

5. chlorin p6

6. purpurin5

سرطان کولون، ســرطان تخمدان و سینه، ملانوما و سرطان استخوان در 
شرایط برون‌تنی انجام شده است. همچنین اخیرا گزارشی در مورد موفقیت

PDT با واســطه Chlorin e6 در درمان یک فرد مبتلا به کارســینوم 
ســلول بازال )BCC( وجود دارد. ولی در ارتبــاط با اثرات راداکلرین در 
PDT سرطان پستان گزارشات کمی وجود دارد. بنابراین در این مطالعه، 
اثرات ضدســرطانی PDT با واسطه راداکلرین برروی سلول‌های سرطانی 
MDA-MB-231 به‌عنوال یک مدل از سرطان پستان از نوع سه‌گانه- 

منفی بررسی شد.

روش بررسی
کشت سلولی

 ســلول‌های ســرطانی پســتان رده MDA-MB-231 تهیه‌شده از 
انســتیتو پاستور ایران در فلاسک با محیط کشت کامل DMEM حاوی 
10 درصد سرم جنین گاوی )FBS(، آنتی‌بیوتیک پنی‌سیلین 100 واحد 
بر میلی‌لیتر و استرپتومایســین 100 میکروگرم بر میلی‌لیتر کشت داده 
شــدند و پس از پاســاژدهی، در یک پلیت ۹۶ چاهکی بــا درنظرگرفتن 
8000 سلول در هر چاهک به مدت ۲۴ ساعت درشرایط دمای 37 درجه 
سلسیوس، 5 درصد گاز CO2 و 90 درصد رطوبت، گرماخانه‌گذاری شدند.

بررسی سمیت تاریکی و نوری راداکلرین

ســلول‌ها در دو پلیت با شــرایط تاریکی و تابش نور لیزر آماده شدند. 
در گروه تاریکی دو گروه شــامل گروه کنترل )بــدون دارو و بدون تابش 
نــور( و گروه دارو به‌تنهایی و در گروه تابش، 4 گروه شــامل گروه کنترل 
)بدون تیمار(، گروه دارو به‌تنهایی، گروه تابش نور به‌تنهایی و گروه درمان 
فتودینامیکی ) دارو + تابش نور( درنظر گرفته شــدند. 24 ســاعت بعد از 
کشت سلول‌ها در پلیت‌ها، سلول‌ها توسط داروی راداکلرین با غلظت‌های 
مختلف 10، 25، 50، 75 و 100 میکروگرم بر میلی‌لیتر به‌مدت 4 ساعت 
 ،ALOD-01( تیمار شــدند و سپس گروه تابش، تحت تابش لیزر دایود
روســیه( با طول‌موج 2±662 نانومتر و تــوان 30 میلی‌وات قرار گرفتند. 
آزمایشــات درمان فتودینامیکی برای دو زمان پرتودهی 93 ثانیه و 187 
 20 J/cm2 10 و J/cm2 ثانیــه کــه به‌ترتیب باعث ایجــاد شــاریدگی

می‌شوند، اجرا شد.

 7MTT بررسی درصد زنده‌مانی سلول‌ها با روش

 -۴،۵ ( -۳( MTT درصــد زنده‌مانی ســلول‌ها بــا اســتفاده از روش
دی‌متیل‌تیــازول - ۲ - ایل( - ۲،۵ - دی‌فنیل‌تترازولیوم بروماید( ارزیابی 
شد. این روش براساس فعالیت آنزیم سوکسینات دهیدروژناز میتوکندریایی 
سلول‌هاي زنده استوار است كه محلول زردرنگ MTT را به کریستال‌هاي 

[3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium Bromide] .7
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بنفش رنگ و نامحلول فورمازان تبدیل می‌کند. کریســتال‌هاي فورمازان 
ســپس توســط دي متیل سولفوکســید )DMSO( به‌صــورت محلول 
درمی‌آینــد که ماکزیمم جذب نوری آن در 570 نانومتر قابل اندازه‌گیری 
است. سلول‌های مرده به‌دلیل عدم فعالیت آنزیم سوکسینات دهیدروژناز 
 MTT میتوکندریایی، قادر به انجام این فرایند نیستند. برای انجام روش
به‌طور خلاصه، بعد از تمام‌شــدن زمان انکوباســیون سلول‌ها با تیمارهای 
مورد نظر، محیط کشت ســلولی از چاهک‌های پلیت 96 خانه ای کشت 
ســلولی تخلیه شد و ســپس 180 میکرولیتر محیط کشت تازه به اضافه 
20 میکرولیتر محلول MTT آماده شــده در بافر نمکی فسفات با غلظت 
5 میلــی گرم بر میلی‌لیتــر به هر چاهک اضافه شــد. پلیت‌ها به‌مدت 4 
 ساعت در دمای 37 درجه سلسیوس انکوبه شدند. سپس 100 میکرولیتر
دی متیل سولفوکســید برای حل‌کردن بلورهــای فورمازان حاصله به هر 
چاهک افزوده و درنهایت جذب نوری در طول‌موج 570 نانومتر با استفاده از 
دستگاه الایزا ریدر اندازه‌گیری شد. درصد فعالیت متابولیک سلولی با تقسیم 
میزان جذب نوری چاهک‌هــا بر میانگین جذب نوری چاهک‌های کنترل 
)چاهک‌هاي حاوي ســلول و بدون تیمار( تعیین شد. آزمایشات هر گروه 
سه‌بار تکرار شد و نتایج به‌صورت میانگین ± انحراف معیار نشان داده شد.

بررسی تغییرات مورفولوژیکی سلول‌ها

تغییرات مورفولوژیکی سلول‌ها، 24 ســاعت بعد از تیمار فتودینامیکی 
ســلول‌ها با غلظت 100 میکروگرم بــر میلی‌لیتر راداکلرین و تابش نور با 
چگالی‌های J/cm2 10 و J/cm2 20 در مقایسه با نمونه کنترل )بدون تیمار( 
با اســتفاده از میکروسکوپ نوری اینورت و بزرگنمایی X 10 بررسی شد.

آنالیز فلوسایتومتری

برای تعیین آپوپتوز سلول‌های MDA-MB-231 به‌دنبال تیمارهای 
PDT، سلول‌های MDA-MB-231 در 24 ساعت پس از تمام تیمارها 
جمــع‌آوری و ســپس با PI و انکســین V-FITC رنگ‌آمیزی شــدند. 
رنگ‌آمیــزی Annexin V-FITC بــا کیت تشــخیص آپوپتوز )کیت
BD Biosciences ( و طبق دســتورالعمل ســازنده کیت، انجام شد. 
بدین‌ترتیب که ســلول‌های تریپسینه‌شــده با بافر فسفات دو بار شستشو 
داده شــدند. پس از ســانتریفیوژ )g×1000، 5 دقیقه(، 500 مكيروليتر 
بافر اتصال )Buffer Binding( به رســوب حاصل افزوده شــد. سپس 
5 مكيروليتر رنــگ FITC متصل بــه mg/mL( Annexin V 1( و 
5 مكيروليتــر رنــگ mg/mL( PI 1( به لوله‌هــای موردآزمايش اضافه 
و لوله‌هــا در تاریکــی به‌مدت 15 دقیقه در دمای اتاق نگهداري شــدند. 
سپس سلول‌ها با استفاده از فلوسایتومتر FACscan در تحریک نور لیزر 
488 نانومتر مورد تجزیه‌وتحلیل قرار گرفتند. جمعیت سلول‌های آپوپتوز 
به‌عنوان ســلول‌های انکســین V مثبت و PI منفی، جمعیت سلول‌های 
نکروز به‌عنوان ســلول‌های انکســین V منفی و PI مثبــت، و جمعیت 
ســلول‌های آپوپتوز/نکروز دیررس به‌عنوان سلول‌های انکسین V مثبت 

و PI مثبت نشان داده شد.

آنالیز آماری

تمام آزمایشــات انجام‌شــده در این مطالعه حداقل ســه بار تکرارشد. 
 GraghPad Prism تجزیه‌وتحلیــل آماری داده‌ها با اســتفاده نرم‌افزار
8.0.1 و آزمون Student-t-test انجام شــد. داده‌ها با P < 0.05 ازنظر 

آماری معنی‌دار در نظر گرفته شدند.

یافته‌ها
اثر سمیت تاريکي راداکلرین بر درصد زنده‌مانی سلول‌ها

نتايج آزمايش‌های مربوط به بررســی اثر غلظت‌های مختلف راداکلرین 
 MDA-MB-231 به‌تنهایی و در غیاب نور برروی رده ســلول سرطانی
در شکل 1 نشــان داده شده است. راداکلرین در غلظت 10 میکروگرم بر 
میلی‌لیتر باعث 1.45± 4.66 درصد کاهش در زنده‌مانی ســلول‌ها شد که 
این کاهش در مقایســه با نمونه کنترل معنی‌دار نبود )p = 0.1270(. اما 
راداکلرین در غلظت‌های بالاتر سمیت ناچیزی از خود نشان داد به‌طوری 
کــه در غلظت‌های 25، 50، 75 و100 میکروگــرم بر میلی‌لیتر به‌ترتیب 

.)P < 0.05( منجر به 4%، 8%، 16% و 24% مرگ سلولی شد

درمان فتودینامیکی با واسطه راداکلرین

درمان فتودینامیکی با واســطه غلظت‌های مختلــف راداکلرین و تحت 
 J/cm2 تابــش نور قرمز لیزر با طول‌مــوج 662 نانومتر و با چگالی انرژی
10 و J/cm2 20 بر روی سلول‌های سرطانی MDA-MB-231 اعمال 
شد. نتایج نشان داد که بازده درمان فتودینامیکی هم به غلظت راداکلرین 
و هم به دوز نوری اعمال‌شــده وابســته اســت. بدین‌ترتیب که با افزایش 
غلظت راداکلرین، میزان مرگ سلولی نیز به‌تدریج افزایش یافت. همچنین 
 در هــر غلظت ثابت از راداکلرین، با افزایــش دوز نوری از J/cm2 10 به
J/cm2 20، کاهش معنی‌داری )p < 0.05( در میزان زنده‌مانی سلول‌ها 

قابل‌مشاهده بود.

کمترین میزان اثربخشــی درمان فتودینامیکی در غلظت 10 میکروگرم 
بر میلی‌لیتر راداکلرین تحت تابش چگالی انرژی J/cm2 10 و بیشــترین 
میزان اثربخشی درمان فتودینامیکی در غلظت 100 میکروگرم بر میلی‌لیتر 
راداکلرین تحت تابش چگالی انرژیJ/cm2 20 مشاهده شد که به ترتیب 
منجــر به 2.58 ± 9.00 درصــد )p = 0.0252( و 1.94± 69.04 درصد 
MDA-MB-231 کاهش در میزان زنده‌مانی سلول‌های )p = 0.400( 

شــد. غیراز غلظت 10 میکروگرم بر میلی‌لیتــر راداکلرین که تابش نور با 
دوزهای مختلــف J/cm2 10 و J/cm2 20 باعث اختلاف معنی‌داری در 
کاهش زنده مانی سلول‌ها نشد )p = 0.4412( ، در سایر غلظت‌های رادکلرین 
PDT بــا تابش J/cm2 20 نســبت به تابــش J/cm2 10 باعث کاهش 
بیشــتری )p < 0.05( در زنده‌مانی سلول‌های MDA-MB-231 شد. 
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به‌طوری که تابش J/cm2 20 در غلظت‌های 25، 50، 75 و100 میکروگرم 
،)p = 0.0097( بــر میلی‌لیتر به‌ترتیب منجر بــه 2.82 ± 12.04 درصد 

 )p=0.0241( 3.11 ± 11.13 درصد ،)p = 0.0309( 2.45 ± 8.00 درصد
و 1.94 ± 11.00 درصــد )p = 0.0047( کاهش بیشــتری در زنده‌مانی 

سلول‌های MDA-MB-231 در مقایسه با تابش J/cm2 10 شد.

IC50 تعیین

تعیین IC50 )حداقل غلظتی از دارو که باعث 50 درصد سمیت سلولی 
می‌شــود( برای دو گروه تحت تیمار با دو چگالی انرژی متفاوت نیز نشان 
داد کــه با افزایش چگالی انرژی نور مورد اســتفاده، میزان IC50 کاهش 
می‌یابــد به‌طوری که مقدار IC50 از 73 میکروگرم بر میلی‌لیتر راداکلرین 
برای گــروه تحت تابش بــا J/cm2 10 به 54 میکروگــرم بر میلی‌لیتر 

راداکلرین برای گروه تحت تیمار با تابش J/cm2 20 می‌رسد. 

MDA-MB-231 تغییر مورفولوژیکی سلول‌های سرطانی

تغییرات مورفولوژی ســلول‌های ســرطانی MDA-MB-231 تحت 
تیمارهای مختلف PDT که با میکروســکوپ نــوری اینورت و با بزرگ 
نمایی X100 مورد بررســی قرار گرفتند در شــکل 4 نشــان داده شده 
اســت. مقایسه تصاویر به‌دســت‌آمده بیانگر این است که بیشترین تغییر 
مورفولــوژی در ســلول‌های تحت تیمار بــا غلظــت 100 میکروگرم بر 
میلی‌لیتــر از راداکلریــن و تابش نور با توان J/cm2 20 رخ داده اســت 
به‌طوری که ســلول‌ها از حالت دوکی شکل و چسبیده به کف فلاسک در 
حالت کنترل )قسمت الف شکل 4( خارج شده و ابتدا تحت تیمار با غلظت 
 ،10 J/cm2 100 میکروگرم بر میلی‌لیتر از راداکلرین و تابش نور با توان
به‌حالت گرد و جداشده از کف پلیت به‌همراه اجسام آپوپتوتیک در غشای 
سلولی درآمده )قسمت ب شــکل 4( و در نهایت مورفولوژی آن‌ها تحت 
تیمــار با غلظت 100 میکروگرم بر میلی‌لیتــر از راداکلرین و تابش نور با 
توان J/cm2 20، مشــابه ســلول‌های مرده‌ای که مراحل آخر آپوپتوز را 

سپری می‌کنند، قابل مشاهده بود )قسمت ج شکل 4(.

تعیین مکانیسم مرگ سلولی

MDA- برای تعیین مکانیســم مرگ ســلولی القاء شده در سلول‌های
MB-231 تحت تیمار فتودینامیکی با راداکلرین، از آنالیز فلوسایتومتری 
استفاده شد. نتایج فلوسایتومتری نشان‌دهنده وقوع آپوپتوز یا مرگ سلولی 
برنامه‌ریزی‌شــده در این سلول‌ها بود. همانطور که در شکل 5 نشان داده 
 IC50 تحت تیمار با غلظت MDA-MB-231 شده است در سلول‌های
 %7.17 ،10 J/cm2 54 میکروگرم بر میلی‌لیتــر راداکلرین( و تابش نور(
سلول‌ها در مرحله اولیه آپوپتوز، 23.3% سلول‌ها در مرحله تاخیری آپوپتوز 
و %13.5 ســلول‌ها در مرحله نکروز قرار داشتند. درمورد سلول‌های تحت 
تیمار با غلظت IC50 (73 میکروگرم بر میلی‌لیتر راداکلرین( و تابش نور 
J/cm2 20، %11.5 ســلول‌ها در مرحله اولیه آپوپتوز، 27.6% سلول‌ها در 

شکل 1. اثر غلظت‌های مختلف راداکلرین بر سلول‌های MDA-MB-231 بعد از 4 ساعت 
تیمار در تاریکی

شکل 2. اثر درمان فتودينامكيي با واسطه راداکلرین تحت تابش نور قرمز لیزری با چگالی 
MDA-MB-231 20 بر روی سلول‌های سرطانی J/cm2 10 و J/cm2 انرژی

شکل 3. تعیین IC50 راداکلرین برای دو گروه تحت تیمار با دو چگالی انرژی متفاوت
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مرحله آپوپتوز تاخیری و 6.6% سلول‌ها در مرحله نکروز هستند.

بحث و نتیجه‌گیري
مطالعه حاضر اثر فتودینامیک‌درمانی با اســتفاده از ماده حســاس‌به‌نور 
 )MDA-MB-231( راداکلرین را برروی رده ســلولی ســرطان پستان
نشان داده است. اثرات ضدتوموری PDT با استفاده از راداکلرین به‌عنوان 
حساس‌کننده نور در برخی از انواع سرطان در شرایط برون‌تنی و درون‌تنی 
گزارش شــده اســت )13، 16 و 17(. با این حال، اطلاعات کمی درمورد 
پتانسیل PDT با واســطه راداکلرین برای درمان TNBC، شکل مقاوم 
به درمان هورمونی ســرطان پســتان وجود دارد. هدف اصلی این مطالعه 
پرکردن این شــکاف و ارزیابی اثربخشی PDT با واســطه راداکلرین بر 
MDA- انسانی است. بنابراین سلول‌های سرطانی پستان رده TNBC
MB-231 به‌دلیل نداشــتن گیرنده‌های استروژن، پروژسترون و فاکتور 

رشد اپیدرمی به‌عنوان یک مدل برای TNBC درنظر گرفته شدند.

سمیت تاریکی کم یک حساس‌کننده نوری، عوارض جانبی نامطلوب را 
برروی بافت‌های طبیعی درطول درمان PDT به حداقل می‌رساند. برای 
MDA- این منظور، ما اثر راداکلرین را بدون تابش نور برروی سلول‌های
MB-231 بررســی کردیم. نتایج نشان داد که راداکلرین در غلظت‌های 
MDA- 10 و 25 میکروگرم بر میلی‌لیتر تاثیری بر زنده مانی سلول‌های

MB-231 ندارد. در غلظت‌های بالاتر راداکلرین )50-100 میکروگرم بر 
میلی‌لیتر(، کاهش کمی )8 تا 24 درصد( در زنده‌مانی سلول‌های سرطانی 
MDA-MB-231 مشاهده شد که نشــان‌دهنده سطح پایین سمیت 
راداکلرین به‌تنهایی است. ســمیت تاریکی کم راداکلرین توسط محققان 
دیگر نیز گزارش شــده اســت. بائه و همکاران )17( گــزارش کردند که 
راداکلرین )2.5-20 میکروگرم بر میلی‌لیتر( بدون تابش لیزر هیچ اثر جانبی 
سمی روی سلول هایTC-1 نداشت. همچنین میرزایی و همکاران )18( 

	MDA-MB-231 با واسطه راداکلرین بر مورفولوژی سلول‌های سرطانی PDT شکل 4. تصاویر میکروسکوپی از تأثیر تیمارهای مختلف
20 J/cm2 ج: تحت‌تأثیر غلظت 100 میکروگرم بر میلی‌لیتر از راداکلرین و تابش نور با توان 	10 J/cm2 ب: تحت‌تأثیر غلظت 100 میکروگرم بر میلی‌لیتر از راداکلرین و تابش نور با توان الف: کنترل	

با  تیمارشــده   MDA-MB-231 ســلول‌های )b a( کنترل )سلول‌های تیمارنشده(	 	MDA-MB-231 آنالیز فلوسایتومتری برای بررسی آپوپتوز در سلول‌های )B .5 شکل
20 J/cm2 231 تیمار شده با راداکلرین )73 میکرولیتر در میلی‌لیتر( و دوز نوری-MDA-MB سلول‌های (c 		 10 J/cm2 راداکلرین )54 میکرولیتر در میلی‌لیتر( و دوز نوری
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گزارش کردند که راداکلرین به‌تنهایی در غلظت‌های 2.5 و 5 میکروگرم بر 
میلی‌لیتر فاقد اثر سمی بر روی سلول‌های HepG2 و HFLF-PI4 است. 

نتایج PDT با راداکلرین در غلظت‌های مختلف و تحت تابش با دو دوز 
نوری متفاوت نشــان داد که بازده PDT هم به غلظت دارو و هم به دوز 
نوری وابســته است و با افزایش هر کدام از این دو فاکتور، بهبود می‌یابد. 
به‌طوری که بــا افزایش غلظت راداکلریــن از 10 میکروگرم بر میلی‌لیتر 
 ،10 J/cm2 بــه 100 میکروگرم بر میلی‌لیتر به همــراه تابش نور با توان
میزان مرگ ســلول‌های MDA-MB-231 از 9% به 58% در مقایسه با 
 گروه کنترل رسید. از طرف دیگر با زیادشدن دوز نوری از J/cm2 10 به

J/cm2 20 نیــز در هر غلظــت ثابت از راداکلرین میزان مرگ ســلولی 

به‌صــورت معنــی داری )p < 0/05( افزایش نشــان داد. به‌طوری‌که در 
 غلظــت 100 میکروگرم بــر میلی‌لیتر راداکلرین بــا افزایش دوز نوری از

J/cm2 10 بــه J/cm2 20، میــزان مرگ‌ومیر ســلولی از 58% به %69 

MDA- افزایــش یافت. ایــن روش درمانی تاکنون برروی رده ســلولی
MB-231 مطالعه نشــده است ولی برروی رده‌های سلولی دیگر بررسی 
شــده اســت. نتایج این مطالعات، اثر مهاری راداکلرین فعال‌شده با نور را 
برروی سلول‌های آدنوکارسینومای کولون )HT29(، رده سلولی سرطان 
ریه )A549( و ســلول‌های ســرطان دهانه رحم )TC-1( نشان داده‌اند. 
علاوه‌برایــن، تجربیاتــی در کاربرد بالینــی راداکلریــن در PDT برای 

کارسینوم سلول بازال پوست )21( و تک سلولی عصبی وجود دارد. 

تکثیر ســلول‌های ســرطانی پس از PDT را می‌توان با مکانیسم‌های 
مختلفی مانند اتوفاژی، نکروز و آپوپتوز سرکوب کرد )23، 24(. تحقیقات 
نشان داده اســت که کلرین e6، یک جزء مهم راداکلرین، پتانسیل ایجاد 
آپوپتوز در ســلول‌های ســرطانی را دارد )25(. بنابراین در این مطالعه ما 
برای بررســی القاء آپوپتوز در اثر فرایند PDT با راداکلرین در سلول‌های 
MDA-MB-231 از آنالیــز فلوســایتومتری اســتفاده کردیم. حدود 
39% ســلول‌های MDA-MB-231 تحت درمان فتودینامیکی با 73 
میکروگرم بر میلی‌لیتر راداکلرین )IC50( و دوز نور J/cm2 20 در مرحله 
آپوپتــوز و حدود %7 آن‌هــا در مرحله نکروز ظاهر شــدند. این داده‌ها با 
یافته‌های ســنجش سمیت سلولی که در آن سطح بقای سلولی درصورت 
تیمار تحت همین شــرایط، حدود 50 درصد بود، مطابقت داشــت. القای 
آپوپتوز در ســلول‌های MDA-MB-231 پس از PDT با راداکلرین، 
یک مزیت برای این درمان اســت زیرا فرار سلول‌های سرطانی از آپوپتوز 

یکی از دلایل اصلی رشد و تکثیر کنترل‌نشده آن‌ها است.

به‌طورخلاصــه، این مطالعه آزمایشــگاهی نشــان می‌دهــد که درمان 
فتودینامیکی با واســطه راداکلرین درکاهش ســلول‌های سرطانی پستان 
)سلول‌های MDA-MB-231( با القای آپوپتوز مؤثر است. درکل، نتایج 
این تحقیق نشان داد که PDT با واسطه راداکلرین می‌تواند یک رویکرد 
ارزشمند برای درمان TNBC باشد. اگرچه تحقیقات بیشتر هم در شرایط 

آزمایشگاهی با اعمال دوزهای تابش بیشتر، زمان‌های انکوباسیون مختلف 
و هم در شــرایط برون‌تنــی )کار با حیوانات آزمایشــگاهی( و کارآزمایی 

بالینی برای اثبات آن موردنیاز است.

تشکر و قدردانی
نویســندگان از سازمان پژوهش‌های علمی و صنعتی ایران برای حمایت 
مادی و معنوی از تحقیق حاضر در قالب پرژوهانه سال 1403 )صورتجلسه 

شماره 359 مورخ 3 / 2 / 1403( تقدیر و تشکر می‌نمایند.
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