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اثرات پلی‌فنول دالبرجین بــر تغییرات بیولوژیکی پرتو 
T47D یونیزان اشعۀ ایکس برروی ردۀ سلولی

خلاصه

مقدمه: ســرطان پستان رایج‌ترین سرطان تشــخیصی در زنان و عامل اصلی مرگ در آن‌ها 
اســت. سرطان پستان حدود یک‌سوم از کل سرطان‌هاي زنان را تشکیل می‌دهد که در‌صورت 
 T47D تشــخیص به‌موقع می‌تواند به یکی از سرطان‌هاي قابل علاج تبدیل گردد. ردۀ‌ سلولی
جزء ردۀ‌ سلولی کارســینوم هست که به‌عنوان ردۀ سلولی با منشأ سرطانی مورد استفاده قرار 
می‌گیرند. T47D نمایندۀ گروهی از ســلول‌های ســرطان سینه با ویژگی +ER با گیرندهای 
اســتروژنی α و β و گیرندۀ پروژســترون می‌باشــد. پلی-فنول‌ها احتمالاً مهم‌ترین ترکیبات 
گیاهی هســتند که تا‌کنون شناسایی و مطالعه شــده‌اند. دالبرجین از نئوفلاونوئیدهای سنتز‌ 
شــده است، نئوفلاونوئید‌ها دارای اثر سیتوتوکسیک هستند که سمیت ویژۀ توموری دارد. گیاه 
Dalbergia sisso در ایران با نام گیاه جک یا شیشم نامیده و در مناطق جنوب ایران کشت 
داده می‌شــود.. امروزه، درمان ترکیبی توسط پرتو بسیار حائز اهمیت می‌باشد، درمان ترکیبی 
توســط پرتو انواع مختلفی دارد یکی از آن موارد استفاده از دارو‌ها و پرتوهای درمانی همزمان 

با مصرف دارو در جهت کاهش انواع بیماری‌های سرطان می‌باشد.

 T47D روش بررســی: در ایــن پژوهش تأثیــر داروی دالبرجیــن بر‌روی ردۀ ســلولی
به‌وســیلۀ غلظت‌ســنجی، پرتودهی وآپوپتوز بررســی گردید. سلول‌های ســرطانی سینه ردۀ 
T47D تحــت تیمار دالبرجین بــا غلظت‌هــای 0/000001، 0/00001، 0/0001، 0/001، 
0/01، 0/1، 1، 10و 30 میکرومــولار قــرار گرفته‌انــد. بعد از گذشــت زمان‌هــای 24، 48 و 
72 ســاعت، 100 میکرولیتر از اســتوک MTT با غلظت نهایــی mg/ml 0/05 در محیط 
کشــت در هر چاهک افزوده شــد. پس از گذشت ســه ســاعت از زمان انکوباسیون، رسوب 
آبی فورمازان مشــاهده شــد. در مرحلۀ بعد، قدرت کلونی‌زایی ســلول‌ها در حضور پلی‌فنول 
 T47D دالبرجیــن و پرتو به‌صورت همزمان مورد ارزیابی قرار گرفت. همچنین ردۀ‌ ســلولی
و با تراکم cell/cm2 20000 در پلیت‌های 24 چاهکی کشــت داده شــدند و بعد از گذشت 
48 ســاعت از زمان کشــت ســلول‌های T47D میزان بقاء و آپوپتوز ســلول‌ها بررسی شد.

یافته‌ها: نتایج به‌دســت‌آمده در محیط آزمایشگاه نشــان داد که داروی دالبرجین به‌تنهایی 
یک داروی مؤثر بر‌روی درمان ردۀ ســلولی T47D کشت داده شده است که منجر به نابودی 
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مقدمه
سرطان كي بيماري مهلك با آمار مرگ و مير بالا است که درگيري‌هاي 
روانــي و اقتصادي زيادي را به‌دنبال دارد. ســــرطان در واقع رشــــد و 
تكثير کنترل نشــدۀ سلول هاي غير طبيعي در بدن مي باشد. شایع‌ترین 
نوع سرطان ســینه از لحاظ بافت‌شناسی کارســینوما می‌باشد که شبیه 
ســایر نئوپلاســم‌های اپیتلیالی با تعدادی مراحل پشــت ســرهم شامل 
ناهنجاری گستردۀ اپیتلیال، هایپر‌پلازی غیرنرمال کارسینومای در محل 
و کارسینومای مهاجم مشخص می‌گردد. این تغییرات توسط تعداد زیادی 
از آزمایشات ژنتیکی و ایمنوهیستوشــیمی تأیید شده‌است]1[ .سل‌لاین 
T47D ردۀ ســلولی کارســینوم هســتند و به‌عنوان ردۀ سلولی با منشأ 
ســرطانی استفاده می‌شــوند. T47D نمایندۀ گروهی از سرطان سینه با 
ویژگی +ER که دارای گیرندهای استروژنی α و β و گیرندۀ پروژسترون 
می‌باشــد.، هــر دو دارای زیر گــروه لومینال A هســتند و نوع توموری 
کارسینومای مجاری لنفی مهاجم هســتند که دارای ویژگی چسبندگی 
قوی و توانایی تشکیل اسفروئید، متاستاز ضعیف و مقاومت پرتویی بالایی 
هستند. استروژن α و β نقش در تکثیر سلول‌های سینه و رحم و پروستات 
دارد ولی استروژن α خیلی بیشتر است و استروژن β نقش کمتری دارد. 
استروژن α از AP-1 رونویسی می‌شود و استروژن β از طریق هورمون‌ها 
بیان می‌شــود. این دو سلول وقتی رشــد می‌کنند شگل گنبدی است و 
از طرفــی می‌تواند با فاکتــور نکروز تومور I(TNFα) αو با اســتفاده از 
ترکیبات ضداستروژن مانع از رشــد سلول‌های T47D ‌شود]2[. درحال 
حاضر جراحی، شیمی‌درمانی و رادیوتراپی از رایج‌ترین درمان‌های سرطان 
سینه هســتند. اما، به‌دلیل عوارض جانبــی بالینی این درمان‌ها محققان 
به‌دنبــال یافتــــن درمان‌های جایگزیــن، مکمل یا حتــی ترکیبی که 
در عین داشــــتن کارآیی بــالا، عوارض جانبی کمتری نیــز دارند، می 
باشــــند. از انواع این درمان‌ها می‌توان به اســــتفاده از ترکیبات گیاهی 

اشاره کرد که امروزه زمینۀ تحقیقات وســــیعی ازجمله بررســی اثرات 
آنتی‌اکســیدانی و ضدسرطانی را به‌خود اختصاص داده‌اند]3[. پلی‌فنول‌ها 
احتمالاً مهم‌ترین ترکیبات گیاهی هستند که تا‌کنون شناسایی و مطالعه 
شــده‌اند. هزاران مولکول دارای ساختار پلی‌فنولی )گرو‌های هیدروکسیل 
متعدد و حلقه‌های آروماتیک( در گیاهان پیشرفته و صدها نوع از آن‌ها نیز 
در گیاهان خوراکی شناسایی شده‌‌اند. پلی‌فنول‌ها، متابولیک‌های ثانویه در 
گیاهان هستند که از آن‌ها در مقابل شرایط مختلف استرس مانند عوامل 
بیمــاری‌زا و یا خطر حیوانات گیاه‌خوار حفاظــت می‌کنند. پلی‌فنول‌ها از 
آمینواسید فنیل‌آلانین مشتق شــده‌اند و آن‌ها را می‌توان براساس تعداد 
حلقه‌های فنولی در ساختمانشــان و یا اجزاء ساختاری که موجب اتصال 
این حلقه‌ها به یکدیگر می‌شود، طبقه‌بندی کرد. بر این اساس پلی‌فنول‌ها 
شــامل چهار گروه فنولیک اســید‌ها، فلاونوئید‌ها، لیگنان‌ها و استیلین‌ها 
می‌باشــند، هر‌کدام از گروه‌های نامبرده با داشــتن ویژگی‌ها و گروه‌های 
عاملی متفاوت خود به زیر‌گروه‌هایی تقسیم‌بندی می‌شود]4و5[. دالبرجین 
از نئوفلاونوئیدها ســنتز شده است. نئوفلاونوئید‌ها یک سیتوتوکسیک که 
 Dalbergia از چوب )DBN( سمیت اختصاصی توموری دارد. دالبرجین
sisso به‌دست می‌آید که معمولاً به‌عنوان چوب کریستال شمالی نامیده 
می‌شــود. یک درخت سرخ مایل به قرمز می‌باشــد که به‌سرعت در حال 
رشــد اســت. برگ آن مرکب با برگچه‌های قلبی شــکل اســت، ارتفاع 
این گیاه تابیش از 10 متر می‌رســد. در مناطق بومی ســاحل شبه قارۀ 
هند و جنوب ایران اســت. جنــس دالبرجیا از یک گونه به نام سیســیو 
 )D.Sisso( که در ایران به نام جک یا شیشم معروف است. دالبرجین از

2H-1-Benzopyran-2-one تولید شــده اســت. DBN با فرمول 
شــیمیایی C16H12O4 بیان می‌شــود. این گیاه بــرای درمان انواع 
خونریزی‌هــا، درد‌ها، تــب، درد معده، ســیفیلیس و ضدمیکروب قارچی 

آن‌ها می‌شــود. بنابراین مناسب‌ترین زمان برای درمان این نوع سلول‌های سرطانی 48 ساعت 
و غلظت کشــندگی این دارو در ردۀ سلولی T47D بررســی و 0/001 میکرومولار می‌باشد. 
همچنین این دارو در حضور پرتوی یونیزان اشعۀ ایکس خاصیت حساسیت پرتویی بیشتری را 

از خود نشان می‌دهد و منجر به القاء آپوپتوز در سلول‌های سرطانی گردیده شد.

نتیجه‌گیری: ایــن مطالعه نشــان داد که درمان ترکیبــی پرتوهای یونیــزان و پلی‌فنول 
دالبرجیــن به‌عنــوان درمان ســرطان ســلول‌های T47D کشــت داده شــده در شــرایط 
آزمایشــگاهی می‌توانــد بــه‌کار گرفته ‌شــود. بنابراین ایــن دارو مانند ســایر پلی‌فنول‌های 
گیاهی می‌باشــد و با توجه به میزان غلظت کشــندگی آن اثر پرتویی خود را نشــان می‌دهد.

واژه‌های كليدی: سرطان سینه )T47D(، پرتودرمانی، دالبرجین، درمان ترکیبی
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که در طب ســنتی اســتفاده می‌شــود. از این گیاه می‌تواند در ســاخت 
ترکیبات دارویی استفاده قرار نمود و همچنین ترکیب دالبرجین خاصیت 

آنتی‌اکسیدان قوی دارد)شکل1(]6و7[.

پرتودرماني عبارت اســت از استفاده از پرتوهاي يونيزان جهت کنترل و 
درمان بافت‌هاي سرطاني که به‌عنوان يکي از مهم‌ترين روش‌ها در معالجۀ 
بسياري از سرطان‌ها شــناخته شده است. مبناي اين روش اثرات متقابل 
پرتوهاي يون‌ساز با مواد و همچنين اثرات بيولوژيک اين پرتوها مي‌باشد. 
شــدت و انرژي پرتوهاي مورد استفاده در پرتودرماني بايد به حدي باشد 
که بتوان با استفاده از آن‌ها اثرات بيولوژيک مخرب به سلول‌هاي سرطاني 
وارد نمود. هدف از پرتودرماني از بين بردن حداکثر ســلول‌هاي سرطاني 
با حداقل آســيب به بافت‌هاي سالم بدن اســت. در‌صورتي‌که پرتودرماني 
به‌طور انتخابي باعث افزایش شدت آسيب در بافت‌هاي تومورال و کاهش 
ايجاد آسيب‌هاي ناخواسته در بافت‌هاي سالم بدن و همچنين عدم ايجاد 
مقاومت درماني در بافت‌هاي تومورال شــود، این امرگامي بسيار مؤثر در 
بهبود پدیدۀ پرتودرماني محســوب می‌شود. زیرا آسيب‌هاي ناخواسته به 
بافت‌هاي نرمال مجاور در هنگام پرتودرماني موجب ايجاد محدوديت‌ها در 
به‌کارگيري دوز درماني مؤثر و تکميل دورۀ درمان و به‌طور کلي شکســت 
درمان مي‌گردد. متأسفانه از ســوي ديگر، کاهش دوز درماني مؤثر باعث 
عدم ريشــه‌کني کامل تومور و عود مجدد سرطان مي‌شود. موفقيت يک 
اســتراتژي با هدف بهبود درمان سلول‌هاي ســرطاني به معناي تخريب 
کامل ســلول‌هاي ســرطاني و عدم عود مجدد، بستگي به افزايش سميت 
در ســلول‌هاي سرطاني و کاهش اثرات مخرب جانبي در بافت‌هاي نرمال 
مجاور در يک زمــان دارد]8[. آمار روبه افزایش مبتلایان به ســــرطان 
به ویژه ســرطان سینه و اهمیت درمان آن، خواص آنتی اکســــیدانی و 
ضدســرطانی دالبرجین و وجود مطالعات اندک در رابطه با اثرات پرتوی 
یونیزان اشعۀ ایکس بر ســلول های ســرطانی ما را برآن داشــت تا در این 
مطالعه اثر دالبرجین و پرتوی یونیزان را به تنهایی یا در ترکیب با یکدیگر 
بر بقای ســــلولی و آپوپتوز در ســلول‌های سینۀ انســانی بررسی کنیم.

روش بررسی
مواد و وسایل آزمایش

ردۀ سلولی T47D از بانک سلولی انیستیتو پاستور ایران خریداری شد. 
محیط کشــت RPMI از شرکت Gibcoا)USA(، سرم جنین گوساله 
Sigma-( آنتی‌بیوتیک‌های پنی‌ســیلین ،)GIBCO USA:10270(

و   TORGE-Germany( استرپتومایســین   ،)Alderich USA
 )Merck, Germany( و ســدیم بی‌کربنات )داروسازی جابربن حیان
  Sigma-Alderich( اســتفاده شــد. پودر دی‌فنیل-تترازولیوم‌ برماید
Sigma-( اتیدیــوم برومایــد و آکریدیــن اورنــج از شــرکت ،)USA
Alderich  USA( تهیه گردید و همچنین در تمامی آزمایش‌ها از آب 

مقطر دیونیزه استفاده شد.

کشت و پاساژ سلول

هر دو ردۀ ســلولی در محیط‌ کشت RPMI-1640 حاوی 10 درصد 
سرم جنین گاوی کشــت داده شدند. و آنتی‌بیوتیک‌های استرپتومایسین 
در 720 میلی‌گرم در لیتر و پنی‌ســیلین در 300 میلی‌گرم در لیتر اضافه 
 20000cell.cm-2 برابر T47D شد. تراکم اولیه برای کشت ردۀ سلولی
بوده اســت. زمانی‌که دانســیتۀ ســلول‌ها به حدود 80 درصد می‌رسید، 

سلول‌ها پاساژ داده می‌شدند.

MTT سنجش

از این آزمون برای ســنجش سمیت دارو اســتفاده می‌شود زیرا ماده‌ای 
 )MTT( زرد‌رنــگ دی متیل تیــازول - دی فنیل تترازولیــوم بروماید
زمانی‌که به درون ســلول وارد شود، زنجیرۀ تنفسی و سیستم‌های انتقال 
الکترون و ســایر نمک‌های تترازولیوم را احیاء می‌کنند و کریســتا‌ل‌های 
فورمازان بنفش‌رنگ نامحلول در سلول تشکیل می‌شود به این منظور، ردۀ 
ســلولی T47D با تراکم 20000cell.cm2، در پلیت‌های 96 چاهکی 
کشــت داده شد و در مدت 24، 48 و 72 ســاعت بعد از کشت سلول‌ها 
تحت ‌تیمار دالبرجین با غلظت‌هــای 0/000001، 0/00001، 0/0001، 
0/001، 0/01، 0/1، 1، 10و 30 میکرومولار قرار گرفته‌اند. بعد از گذشت 
زمان‌های ذکر‌شــده 100 میکرولیتر از اســتوک MTT با غلظت نهایی 
mg/ml 0/05 در محیط کشــت در هر چاهک اضافه شــد. بعد از ســه 
ساعت از زمان انکوباسیون، رسوب آبی فورمازان مشاهده شد، سپس 100 
میکرولیتر حلال DMSO به هر چاهک اضافه شــد و جذب محلول هر 
چاهک توســط دســتگاه الایزا ریدر در  طول‌موج570 نانو‌متر )مربوط به 
جذب رنگ MTT( و630 نانو‌متر )مربوط به جذب زمینه( سنجیده شد. 

بررسی کلنی‌زایی پس از پرتودهی یونیزان ایکس

 ،20000cell.cm-2 با تراکــم T47D در ایــن آزمایش ردۀ ســلولی
در پلیت‌های 24 چاهکی کشــت داده شــدند. بعد از رسیدن سلول‌ها به  شکل1: شکل  ســمت راست گیاه دالبرجین را نشان می‌دهد و  همچنین شکل سمت چپ 

فرمول شیمیایی دالبرجین C16H12O4 را نشان می‌دهد.
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تراکم مورد نظر، پلیت‌ها توســط پارافیلم پوشیده شد و همچنین نمونه‌ها 
با اســتفاده از یخ به بیمارســتان پارس در مدت‌زمــان 10 دقیقه جهت 
پرتودهی منتقل گردیده شد. دستگاه اشعۀ ایکسی که در این بیمارستان 
قرار داشــت، از نوع پریموس شــرکت زیمنس آلمان بود که قبل از ورود 
به قســمت پرتو‌دهی اطلاعات مندرج در جدول 1 به اپراتور دستگاه داده 
شــد، )مســاحت ناحی‌ۀ پرتودهی، فاصلۀ منبع تابش تــا کف پلیت و دوز 
مورد نظر به‌صورت ســانتی‌گری( از این موارد هســتند. در‌نهایت سلول‌ها 
تحــت ‌دوزهای 2،0، 4، 6، 8، 10 گــری پرتوی ایکس قرار گرفتند و یک 
پلیت کنترل به‌همراه ســایر پلیت‌ها به اتاق پرتودهی برده‌ شد تا اثر دوز 

پس‌زمینۀ محیط خللی در نتیجۀ آزمایش ایجاد نکند.

بعد از پرتودهی ســلول‌ها تریپسینه و شمارش سلولی انجام شد. جهت 
تشــکیل کلنی تعداد معینی از ســلول‌ها طبق جدول 2 در پلیت‌های 35 
میلی‌متری کشت داده شدند. بعد از گذشت مدت‌زمان لازم برای تشکیل 

کلنی، کلنی‌‌ها تثبیت و رنگ‌آمیزی شدند. 

سلول‌های تیمار‌شده با دالبرجین و پرتو

توانایی کلنی‌زایی سلول‌ها در درمان ترکیبی مورد ارزیابی قرار گرفت. 
ســلول‌ T47D با تراکــم 20000cell.cm2 در پلیت‌ها کشــت داده 
شــدند ســپس تحت ‌تیمار دالبرجین با غلظت‌های 0/001 میکرومولار 
قــرار گرفته‌اند. محیط کشــت ســلول‌ها بعــد از 48 ســاعت تیمار با 
دالبرجین، با محیط کشــت تازه حاوی 10 درصد ســرم تعویض شــد. 
به‌منظــور پرتودهــی، پلیت‌ها با گذر زمــان 10 دقیقه به بیمارســتان 
پــارس منتقــل گردیدند و تحت ‌تابــش 0، 2، 4، 6، 8 و 10 گری پرتو 
قرار گرفتند. بعد از آن ســلول‌ها تریپســینه و شــمارش شــدند. تعداد 
معینی )مطابــق جــدول3( در پلیت‌های 35 میلی‌متری کشــت داده 
شــدند. بعد از گذشــت مدت‌زمان لازم، کلنی‌ها رنگ‌آمیزی و شمارش 
شــدند و در نهایت راندمان کشت سلولی و کســر بقاء محاسبه گردید.

مشاهدۀ سلول‌های آپوپتوتیک و بررسی کیفی 

در این آزمون 4 گروه مورد بررسی قرار گرفتند:

 الف( بعد از گذشت 48 ساعت از زمان کشت سلول‌ T47D میزان بقاء 
و آپوپتوز سلول‌ بررسی شد.

ب( سلول‌ها تحت ‌تیمار با دالبرجین و میزان بقاء آن‌ها سنجیده شد.

 ج( سلول‌ها تحت ‌تابش پرتوی اشعۀ ایکس قرار گرفتند و آپوپتوز آن‌ها 
مورد ارزیابی قرار گرفت. 

د( ســلول‌ها تحت ‌تیمــار با دالبرجین و پرتوی اشــعۀ ایکس به‌صورت 
همزمان قرار گرفتند و ســپس مقدار رشد و بقای آن‌ها مورد ارزیابی قرار 

گرفته شد.

الف( ســلول‌های کشت‌داده‌شده بعد از رســیدن به دانسیتۀ مورد نظر 
تریپســینه و از کف پلیت جمع‌آوری شدند، سپس ســانتریفوژ شدند )با 
دور 1000 دور در دقیقه و به‌مدت 5 دقیقه( ســلول‌ها توسط بافر فسفات 
نمکی شســت و شو داده شــدند و محیط رویی خارج شد. رسوب سلولی 
بــا 25 میکرولیتر بافر فســفات نمکی ســرد و 2 میکرولیتر از رنگ‌های 
اتیدیوم‌برومایــد و آکریدین‌اورنــج سوســپانس شــد و 10 میکرولیتر از 
ســلول‌های رنگ‌شــده روی لام ریخته و لامل بر‌روی آن قرار گرفته شد 
و سپس توسط میکروســکوپ مستقیم فلورســانس با بزرگ‌نمایی40 × 

تحت‌تابش نور آبی تصویر‌برداری صورت گرفت.

 T47D ب( تیمار سلول‌ها با دالبرجین به این صورت عمل شد که سلول
تحت ‌تیمــار دالبرجین با غلظت‌هــای 0/001 میکرومولار در مدت‌زمان 
48 ســاعت قرار گرفتند. ســلول‌ها تریپســینه و از کف پلیت جمع‌آوری 
شــدند، سپس ســانتریفوژ و با محلول PBS شســت و شو داده شدند و 
محیط رویی خارج شد. رسوب سلولی با 25 میکرولیتر بافر فسفات نمکی 
ســرد و 2 میکرولیتر از مخلوط رنگ‌های اتیدیوم‌بروماید و آکریدین‌اورنج 
سوســپانس شد و 10 میکرولیتر از سلول‌های رنگ‌شده روی لام ریخته و 
لامل بر‌روی آن قرار داده شد و توسط میکروسکوپ مستقیم فلورسانس با 

بزرگ‌نمایی40 × تحت​‌تابش نور آبی تصویربرداری گردید. 

ج( در این مرحله هر دو ردۀ ســلولی کشت داده شدند و تحت ‌تیمار با 
اشعۀ ایکس )دوز 4 گری( قرارگرفتند سپس سلول‌ها تریپسینه و سانتریفوژ 
شــدند. سلول‌ها با محلول PBS شســت و شو داده شدند و محیط رویی 
خارج شــد. رسوب سلولی با 25 میکرولیتر بافر PBS سرد و2 میکرولیتر 
از مخلوط رنگی آکریدین‌اورنج و اتیدیوم‌بروماید سوســپانس شــد و 10 
میکرولیتر از ســلول‌های رنگ‌شده روی لام ریخته و لامل بر‌روی آن قرار 
داده شــد و توسط میکروسکوپ مستقیم فلوئورسانس با بزرگ‌نمایی40 × 

تحت ‌تابش نور آبی تصویربرداری انجام گردید.

د( میزان آپوپتوز ردۀ سلولی T47D بعد درمان ترکیبی )تابش پرتویی 

جدول1: مشخصات دستگاه اشعۀ ایکس مورد استفاده در پرتودهی
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و پلی‌فنول دالبرجین به‌صورت همزمان( در این قسمت انجام شد، پس از 
48 ســاعت تیمار با غلظت 0/001 میکرومولار دالبرجین با محیط کشت 
تازه حاوی 10 درصد سرم بدون دالبرجین قرار گرفتند سپس تحت ‌تیمار 
با اشعۀ ایکس )دوز 4 گری( قرار گرفتند و به‌مدت 1 تا 6 ساعت در داخل 
انکوباتور قرار داده شــدند، پس از گذشت این زمان، سلول‌ها تریپسینه و 
جمع‌آوری شــدند سپس از سانتریفوژ با دور 1000 در دقیقه و به‌مدت 5 
دقیقه قرار گرفتند، ســلول‌ها با محلول PBS شســت و شو داده شدند و 
محیط رویی خارج گردید. رســوب ســلولی با 25 میکرولیتر بافر فسفات 
نمکی سرد و 2 میکرولیتر از مخلوط رنگی آکریدین‌اورنج و اتیدیوم‌بروماید 
سوســپانس شد و 10 میکرولیتر از سلول‌های رنگ‌شده روی لام ریخته و 
لامل بر‌روی آن قرار داده شد و توسط میکروسکوپ مستقیم فلورسانس با 

بزرگ‌نمایی40 × تحت ‌تابش نور آبی عکسبرداری صورت گرفت.

یافته​ها
T47D ارزیابی اثرات دالبرجین بر رشد سلول‌های

در این آزمون ردۀ سلولی T47D تحت ‌تیمار با دالبرجین با غلظت‌های 
نهایــی 0/000001، 0/00001، 0/0001، 0/001، 0/01، 0/1، 1، 10و 
30 میکرومولار قرار گرفتند. به‌منظور به‌دست‌آوردن بهترین زمان تیمار 
دالبرجین بر‌روی سلول، زمان‌های تیمار 24، 48 و 72 ساعت مورد ارزیابی 
قرار گرفت. نمــودار1 )الف،ب،ج ،د( ‌تیمار ردۀ T47D در زمان‌های 24، 
48 و 72 ســاعت نمایش داده شــده اســت و همچنین نمودار د مقایسۀ 
 ،MTT assay تیمار سه زمان مخلتف را نشان می‌دهد. براساس منحنی
غلظت مهاری 50 درصدی بعد از تیمار 24 ســاعت دالبرجین برای سلول‌ 
T47D 1 میکرومــولار بوده اســت در‌حالی‌که بعد از تیمار 48 ســاعت 
غلظت 50 درصد مهاری این دارو در ســلول‌های T47D برابر با 0/001 
میکرومولار بوده اســت )کاهش غلظت دالبرجین(. غلظت‌های 0/00001 
در زمان 72 ساعت مربوط به سلول‌ T47D است )کمترین غلظت مهاری 
50 درصدی(. طبق ایــن یافته می‌توان گفت که تیمار با دالبرجین باعث 
کاهش ســرعت رشد ســلول‌ها شده است. بر‌اســاس رابطۀ 1 درصد بقاء 
سلول‌های تیمارشده= )میانگین جذب ســلول‌های تیمار‌شده(/)میانگین 

جذب سلول‌های شاهد(×100 محاسبه گردید.

تأثیر پرتوی یونیزان و تیمار ترکیبی دالبرجین و پرتوی یونیزان 
T47D ایکس سلول

درنمــودار 2 منحنــی بقاء ردۀ ســلولی T47D قبل و بعــد از درمان 
ترکیبی نشان داده‌شده‌است. با اســتفاده از نرم‌افزار مطلب این داده‌ها بر 
مــدل خطی درجه دو منطبق گردید. درصورت مقایســۀ این نمودارها با 
زمان قبل از تیمار ترکیبی، منحنی بقاء کاهش بیشــتری یافته اســت و 
این امر نشــان‌دهندۀ مرگ بیشتر سلول‌ها در مواجهه با پرتو و دالبرجین 
اســت و بهترین دوز انتخاب‌شده 4 گری برای مرحلۀ سنجش آپوپتوز در 

ســلول‌های T47D انتخاب گردید. در نهایت برای به‌دســت‌آوردن کسر 
بقاء از رابطۀ زیر استفاده شد. براساس رابطۀ 2 کسر بقاء = راندمان کشت 
نمونۀ تیمار‌شــده/ راندمان کشت نمونۀ شــاهد محاسبه گردید. جدول 2 
و 3 به‌ترتیب تعداد ســلول‌های کشت‌داده‌شدۀ T47D بر‌حسب دوز‌های 
مختلف اشــعۀ ایکس و تعداد سلول‌های کشت‌داده‌شدۀ T47D و )بعد از 
تیمار با دالبرجین( بر‌حسب دوز‌های مختلف اشعۀ ایکس را نشان می‌دهد 
و همچنین شکل2 تصاویر کلنی‌ها را نشان می‌دهد. شکل‌های )الف و ب( 
به‌ترتیب معرف ســلول‌های T47D قبل و بعد از پرتو و تیمار دالبرجین 

است.

T47D سنجش آپوپتوز در ردۀ سلولی

از این تست برای شناخت مشخصات ظاهری سلول‌های سالم، آپوپتوزی 
در مراحل اولیه یا ثانویه و یا نکروزی اســتفاده شــد. هر دو ردۀ ســلولی 
زمانی‌که در مرحلۀ قبل آپوپتوز باشــند، ظاهری سبز‌رنگ دارند در زمان 
تابش پرتویی این سلول‌ها زرد‌رنگ هستند، در هنگام مراحل اولیۀ آپوپتوز 
سلول‌ها به رنگ ســبز-نارنجی و در انتهای آپوپتوز به رنگ نارنجی دیده 
می‌شــوند. طبق منحنی‌هایی که در زیر آورده شده است، در هنگام تیمار 
ســلول‌ها با دارو و پرتو بیشترین درصد آپوپتوز مشاهده شد. )نمودار 3 و 

جدول4 و شکل3(

بحث و نتیجه​گیری
باتوجه به اهمیت ترکیبات فنولی در درمان سرطان و همچنین شناخت 
پرتوهای یونیزان بر ســلول‌های ســرطانی، در این مطالعه اثر دالبرجین 
به‌عنوان ترکیب فنولی در حضور پرتو یونیزان بر بقاء و آپوپتوز سلول‌های 
ســرطانی سینۀ انسانی ردۀ T47D بررسی گردید. پلي‌فنول‌ها گروهی از 
مواد شــــيميايي هستند كه در گياهان، ميوه‌ها 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 حــــاوی ترکیبات فنولی و خطر ابتلاء به ســرطان مشاهده 
شده است]9[. پلی‌فنول‌ها یک کلاس ساختاری عمدتاً طبیعی، مصنوعی 
یا نیمه‌مصنوعی، مواد شــیمیایی و آلی هستند ]10[. طبقه‌بندی فنول‌ها 
بر این اســاس می‌باشد: دســتۀ اول فنولیک‌اسید، دســتۀ دوم فلاونوئید 
)ایزوفلاونوئید، نئوفلاونوئید، چالکون، فلاونز، فلاونول، پروآنتوســیانیدین، 
آنتوسیانیدین(، دستۀ ســوم پلی‌فنولیک‌اسید و دستۀ پایانی شامل دیگر 
پلی‌فنول‌ها می‌باشــد. پلی‌فنول دالبرجین از دســتۀ دوم فلاونوئید است 
و جزء گروه نئوفلاونوئیدها می‌باشــد]11[. دالبرجین با فرمول شیمیایی 
C6H12O4 و با نام صنعتی 6 هیدروکسی 7 متوکسی 4 فنیل کومارین 
خوانده می‌شــود]12[. گیاه دالبرجیا سیســو در ایران با نام گیاه جک یا 
شیشــم نامیده می‌شود و در مناطق جنوب ایران کشت داده می‌شود. این 
گیاه بسیار شبیه به گونۀ گیاهی تلخ‌بیان می‌باشد. امروزه، ترکیباتی مانند 
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ایزوفلاون‌ها و بیوچنین یافته‌شده عامل پیشگیری شیمی‌درمانی سرطان 
دارد و همچنین به‌تازگی فعالیت‌های اســتروژن از گل‌های این گیاه یافت 
شده است. در سال‌های اخیر، مطالعات دارویی قوی روی این گیاه در حال 
انجام می‌باشد]13[. این ترکیبات دالبرجین در گیاهان دالبرجیا‌سیسو در 
چوب این گیاه بسیار فراوان است. ترکیب دالبرجین خاصیت آنتی‌اکسیدان 
قوی دارد. هدف از پرتو‌درمانی از بین بردن حداکثر ســلول‌های سرطانی 
با حداقل آســیب به بافت‌های سالم اســت. کاربرد اصلی پرتو‌درمانی در 
معالجه و یا تقلیل امراض ســرطانی می‌باشد]14[. پرتودهی ممکن است 
توسط دستگاهی خارج از بدن )رادیوتراپی خارجی( و یا توسط منبع پرتو 
در داخل بدن )رادیوتراپی داخلی( و یا توسط مواد رادیواکتیو باز درداخل 

بدن انجام شــود )رادیوتراپی سیســتمیک(. نوع پرتودهی به نوع تومور، 
تحمل بافت‌های ســالم اطراف محل آن، مســافتی که پرتو باید در داخل 
بدن طی کند همچنین به سلامت عمومی بیمار، تاریخچۀ بیماری و اینکه 
آیا بیمار از روش‌های دیگر درمان استفاده خواهد کرد یا نه و مجموعه‌ای 
عوامل دیگر بســتگی دارد. در بیشتر بیماران از روش پرتودرمانی خارجی 
و در تعــدادی از بیمــاران از ســه روش پرتو‌درمانی خارجــی، داخلی، 
سیســتمیک همراه با هم و یا جداگانه استفاده می‌شود. رادیوتراپی یکی 
از مهم‌ترین روش‌های درمان ســرطان می‌باشد، پاسخ پرتوی یونیزان در 
طول مدیریت درمان تأثیر بســیار کمی روی بافت‌های سالم می‌گذارد و 
بیشترین تأثیر روی تومور می‌باشد. در حال حاضر مشاهده شده است که 

نمودار1: درصد سلول‌های زندۀ ردۀ ســلولی T47D تیمار‌شده با غلظت‌های 0/000001، 0/00001، 0/0001، 0/001، 0/01، 0/1، 1، 10و 30 میکرومولار از دالبرجین پس از الف)24(، 
ب)48(، ج)72( ســاعت تیمار از طریق دو نمودار ستونی و خطی گزارش شده است. در قسمت د مقایسۀ‌ تیمار سه زمان مخلتف آورده شده است. نتایج حاصل سه بار تکرار 

بوده است.* نشان‌دهندۀ اختلاف معنی‌دار آماری )P>0/05( میان گروه‌ها نسبت به گروه کنترل می‌باشد.

الف

ج

ب

د

جدول2: تعداد ســلول‌های کشت‌داده‌شدۀ T47D و )بعد از تیمار با  دالبرجین( برحسب جدول2: تعداد سلول‌های کشت‌داده‌شدۀ T47D بر‌حسب دوز‌های مختلف اشعۀ ایکس
دوزهای مختلف اشعۀ ایکس
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یکی از اســتراتژی‌های مهم در درمان رادیوتراپی است]15[. برای همین 
امروزه از درمان‌های ترکیبی اســتفاده می‌شود و بسیار تأثیر به‌سزایی در 
روند بهبود بیماری دارد. بنابراین برای بررسی میزان کشندگی دارو بر‌روی 
ســلول‌ها از تست MTT استفاده شــد. دالبرجین که عضو گروه خانوادۀ 
نئوفلاونوئیدها اســت، باعث کاهش بقاء، در رده‌های ســلولی شده است. 
منحنی بقاء ردۀ سلولی T47D بعد از تیمار دالبرجین کاهش یافته است. 
طبق تحقیقات انجام‌شــده در سال 2016 این نئوفلاونوئیدها باعث مرگ 
ســلول‌های سرطان لوسمی انسانی شده است]16[. می‌توان نتیجه گرفت 
پلی‌فنول دالبرجین اثرات افتراقی در زمینۀ ســمیت، رشد و تکثیر و بقاء 
سلول‌های سرطان سینۀ انســانی T47D ایفا می‌کند. فاجعۀ میتوزی و 
پیری ســلولی از نوع مرگ‌های ناشــی از پرتو می‌باشد و سلول‌ها توانایی 
کلنی‌زایی را از دســت می‌دهند. با این تفاوت که در فاجعۀ میتوزی فاقد 
توانایی در نقاط G2 و M می‌باشد و در‌نتیجۀ آسیب وارد به DNA بدون 
ترمیم وارد میتوز می‌شود. در‌نتیجه سلول‌ها با یک هستۀ بزرگ یا چندین 
هســته‌ای ایجاد می‌شــود و بعد از دو تا سه تقســیم دچار مرگ سلولی 
می‌شــوند]17[. اما پیری ســلولی در‌نتیج‌ۀ جهش در ژن p53 و افزایش 
بیان ژن‌های ســرکوبگر توموردر مرز G1 ایجاد می‌شود. فاز G0 دوره‌ای 
است که در چرخۀ سلولی، سلول به‌صورت ساکن باقی می‌ماند و این بدان 
معنا اســت که به‌نظر می‌رسد ســلول در یک فاز طولانی G1 قرار گرفته 

نمودار2: نمودارهای بقاء ردۀ ســلولی T47D برحسب دوزهای مختلف پرتوی یونیزان و 
تیمار ترکیبی دالبرجین و پرتوی یونیزان ایکس. اختلاف بین منحنی‌های بقاء گروه کنترل 
وکنترل حلال DMSO به لحاظ آماری معنی‌دار نیســت. نتایج نشان‌دهندۀ سه بار تکرار 
است و نمودار حاصل نتایج این سه بار تکرار است. * نشان‌دهندۀ اختلاف معنی‌دار آماری 

نمودار3: مقایسۀ آپوپتوز در نمونه‌های مختلف از کشت T47D استP>0/05 میان گروه‌ها نسبت به گروه کنترل مربوطه می‌باشد.

شــکل2: تصاویر کلنی‌ها قبل و بعد از پرتودهی با اشعۀ ایکس و تیمار ترکیبی دالبرجین و 
پرتوی یونیزان ایکس

الف

ب

T47D جدول5: درصد آپوپتوز و نکروز برای نمونه‌های کشت
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شــکل2: تصاویر الف )کنترل(، ب )پرتو(، ج )دالبرجین( و د )پرتو و دالبرجین( مربوط به 
سلول‌های T47D که مشخصات ظاهری ســلول‌های سالم، آپوپتوزی در مراحل  اولیه یا 
ثانویه و نکروزی به‌صورت شماتیک با اســتفاده از رنگ‌آمیزی آکریدین اورنج و اتیدیدم 

بروماید در زیر میکروسکوپ فلئورسانس با بزرگ‌نمایی40× 

اســت و قابلیت تقسیم ندارد]18[. اثر مشاهده‌شــده و آنالیز‌های آماری 
نشان می‌دهد که میانگین کسر بقاء در حالت کنترل و تیمار با دارو و پرتو 
 10،8،6،4،2،0 P-Value<0.05 اختلاف معنی‌دار ندارد اما، در دوز‌های
گری که نشان‌دهندۀ اختلاف معنی‌دار بین میانگین کسر بقاء در دو گروه 
تیمار پرتویی و تیمار ترکیبی اســت. این اثر‌ها را این‌گونه می‌توان توضیح 
داد کــه پروتئین‌های آنتی‌آپوپتوتیک یــا پروتئین‌های القاء‌کنندۀ بقاء در 
حفظ انســجام عملکرد میتوکندری نقش دارد. این پروتئین‌ها از افزایش 
گونه‌هــای فعال اکســیژن جلوگیری می‌نماید و به‌عنوان آنتی‌اکســیدان 
عمل می‌کند]19[. از منحنی درجه دوم برای بررســی اثرحساس‌کنندگی 
پرتویی ترکیب با دالبرجین و تفســیر نمودار‌های حاصله از منحنی درجه 
دو اســتفاده می‌شــد. پارامتر‌های α و β ســهم مربوط به دوز‌های پایین 
و بالا اســت]20[. سلول‌های سرطان سینۀ انســانی زمانی‌که با پلی‌فنول 
دالبرجین تیمار شــدند و سپس تحت ‌تابش پرتو قرار گرفته‌اند، نسبت به 
حالتی‌که فقط پرتودهی صورت گرفته پارامتر β افزایش پیدا کرده و مرگ 
سلولی افزایش یافته است. در پلی‌فنولی که خاصیت حساس‌کنندگی پرتو 
داشــت، درمان‌های ترکیبی در مدت‌زمان تیمــار کوتاه‌تری انجام گرفته 
بــود]21[. در این مطالعه به‌منظور ســنجش آپوپتوز بعــد از هر مرحله 
تیمار ســلولی از روش کیفی برای ســنجش آپوپتوز استفاده شد. در این 
روش به‌منظــور مشــاهدۀ ســلول‌های آپوپتیک و نکروتیــک از دو رنگ 
فلورســانس آکریدین اورنج واتیدیوم بروماید استفاده شد. رنگ‌ آکریدین 
اورنج یک رنگ کاتیونی اســت و به‌صورت انتخابی به DNA سلول‌ها از 
طریق اینترکالیشــن متصل می‌گردد و هنگاهی‌که به DNA دو رشته‌ای 
متصل می‌شــود یعنی با نور آبی تحریک می‌شود و رنگ سبز با  طول‌موج 
525 نانومتر و زمانی‌که به DNA تک‌رشــته‌ای و یا RNA متصل شود 
انترکلیت می‌شــود یعنی بــا نور آبی تحریک می‌شــود و رنگ نارنجی با  
طول‌موج 650 نانومتر ساطع می‌کند. اتیدیوم بروماید سلول‌هایی را رنگ 
کرده که تمامیت غشــای خود را از دســت داده‌اند و  طول‌موج جذب آن 
در اتصال به DNA 510 نانومتر اســت در‌نتیجه ســلول‌ها رنگ نارنجی 
به‌خود می‌گیرند. لازم به ذکر است که وجود نقاط سبز درخشان در هسته 
نشــان‌دهندۀ متراکم شــدن کروماتین و قطعه قطعه شدن هسته است، 
بیانگر مرحلۀ اولیۀ آپوپتوز اســت. سلول‌ها در مرحلۀ انتهایی آپوپتوز و یا 
نکروز تمامیت غشــای خود را از دســت می‌دهد و در‌نتیجه رنگ اتیدیوم 
بروماید وارد سلول و هسته می‌شود و این رنگ تحت ‌تأثیر نور فلورسانس 
قرمز رنگ دیده می‌شود. ســلول‌های نکروز‌شده به رنگ نارنجی می‌باشد 
اما، کروماتین آن‌ها قطعه قطعه نمی‌شود. با این روش می‌توان سلول‌های 
آپوپتیک و نکروتیک را مشــاهده کرد]22[. طبق بررســی و آنالیز آماری 
انجام‌شــده، اختلاف بین سلول‌های آپوپتوزی در مراحل اولیه، ثانویه و یا 
نکروزی در گروه کنترل و کنترل حلال DMSO در هر دو ردۀ ســلولی 
به لحــاظ آماری معنی‌دار نیســت. این اختلاف معنــی‌داری بین درصد 
ســلول‌های آپوپتوزی در مراحل اولیۀ ســلولی با غلظت 0/001 نسبت به 
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گــروه کنترل وجود دارد. داده‌ها نشــان می‌دهد که میزان افزایش درصد 
ســلول‌های آپوپتوزی در ردۀ سلولی T47D اســت. در مطالعۀ دیگری 
نشــان داده شده است که پلی‌فنول جنیســتئین توانایی ایجاد حساسیت 
MDA- افتراقی بین ســلول‌های بدخیم اپیتلیالی ســینۀ انســان مانند

MB-231 را دارد و باعــث القــاء آپوپتوز شده‌اســت]23و24[. با توجه 
به نتایج به‌دســت‌آمده در آزمایشگاه کشت ســلول می‌توان نتیجه گرفت 
کــه پلی‌فنول دالبرجین اثرات افتراقی در زمینۀ القاء آپوپتوز ایفا می‌کند. 
نکروز بر‌خلاف آپوپتوز، مرگ بدون برنامه و پاتولوژیک اســت که در پاسخ 
به تحریکات قوی ایجاد می‌‌شــود. نکروز توسط عوامل مختلفی نظیر مهار 
تولید انرژی ســلولی )حذف ATP(، عدم تبادل جریان کلســیم سلولی، 
تولید گونه‌های فعال اکسیژن و فعال‌سازی پروتئاز‌های ضدآپوپتوزی القاء 
می‌شــود. دلیل عمدۀ این مرگ، آســیب به غشای سلولی می‌باشد که در 
بازخورد دوز‌های پایین پرتوی یونیزان ایجاد نمی‌شود و مربوط به دوز‌های 
بالا بوده است. نتایج این پروژه نشــان داد که پلی‌فنول دالبرجین داروی 
پیشنهادی برای سلول‌های ســرطانی T47D کشت‌داده‌شده در شرایط 
آزمایشــگاهی است و همچنین اثرات حســاس‌کنندگی پرتویی پلی‌فنول 
دالبرجین باعث افزایش میزان آپوپتوز شــده اســت. در نهایت مطالعات 
بیشــتری در جهت شناخت بهتر مکانیسم‌های سلولی و بیوشــــیمیایی 
پرتوی یونیزان اشــعۀ ایکس به‌تنهایی و نیز در ترکیب با دیگر روش‌های 

درمانی در جهت کاربرد این درمان ترکیبی مورد نیاز است.

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

تشکر و قدردانی می‌نمایند.
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