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 ALA توليد شده درون تومور پس از مصرف PpIXدوزيمتري اي  بررسي مقايسه
  در درمان فوتودايناميك به دو روش فلوئوريمتري و فلوئورسانس اسپكتروسكوپي

  
  
  
  

 Iدكترناديا نقوي
 IIبيگي دكتر محمدحسين ميران*

  IIIآمنه سازگارنيا دكتر

  چكيده
 به عنوان (Photo Dynamic Therapy-PDT)وتودايناميك تراپي مسئله حائز اهميت در كاربرد ف:زمينه و هدف

در ايـن راسـتا، لازم اسـت        . هاي اساسي درمان نوين ضايعات سرطاني، مـسئله دوزيمتـري بهينـه اسـت               يكي از پايه  
 Aminolevulinic از طرفي بـا توجـه بـه اينكـه    . اطلاعات كافي در مورد غلظت دارو درون بافت هدف حاصل شود

Acid ALA نـوري پروتوپـورفيرين   كننـده   نوري نيست و منجر به توليد حساس كننده    ود يك حساس   خIX (PpIX) 
 حائـز  PDT توليد شده در بـافت هدف براي دوزيمتري         PpIXشود، مسئله تعيين مقدار       بافت هدف مي  هاي    در سلول 

 بـه منظـور تعيـين غلظـت         در اين مطالعه، دو روش فلوئـوريمتري و فلوئورسـانس اسپكتروسـكوپي           . باشد  اهميت مي 
PpIXاند  درون بافت هدف بررسي شده .  

. انجام شـده اسـت  Balb/c  موش CT26در فاز درون تني بر روي رده سلولي كارآزمايي باليني  اين مطالعه :روش كار
اي با    ته هف Balb/c) 8-6 موش   18 در پهلوي راست     CT26 سلول زنده    106براي اين منظور ابتدا با تزريق زير جلدي تعداد          

 درون تومور به دو روش فلوئوريمتري و فلوئورسـانس          PpIXسپس غلظت   . ، تومور كولون القاء گرديد    ) گرم 20-28وزن  
ها در سطح اطمينـان        پس از اطمينان از نرمال بودن توزيع داده        ها،  تجزيه و تحليل آماري داده    . اسپكتروسكوپي تعيين گرديد  

  . انجام گرفته است V. SPSS  12افزار نرمسط  درصد، با استفاده از آزمون تي تو95
 407 طـول مـوج   PpIXطـول مـوج تحريـك فلوئورسـانس     تـرين   دست آمـده مناسـب   ه   بر اساس نتايج ب    :يافته ها 

رسد و پس   مي درون تومور به حداكثر خودPpIX تجمع ALA ساعت پس از تزريق 8همچنين . است(nm) نانومتر 
بنابراين چنانچه براي نگهداري بيمار در محلي تاريك مشكلي وجـود نداشـته             . ودش  مي از آن پروسه دفع دارو شروع     

از سـوي ديگـر در هـر دو روش بـا            . زمان براي تابش ليزر درماني اسـت      ترين     ساعت پس از تزريق مناسب     8،  باشد
درون بافت   PpIXغلظت،  PpIXطيف فلوئورسانس بافت و بر اساس منحني استاندارد تعيين شده براي              گيري    اندازه

  .تومور تعيين شد
هم در زمينه كاربردهـاي     ،   با توجه به اهميت مسئله تعيين مقدار داروي تجمع يافته درون بافت هدف             :گيري  نتيجه
ايـن روش  سـازي    كـه در واقـع گـامي در راسـتاي بهينـه          PDTدوزيمتـري   سازي     و هم در زمينه مدل     PDTكلينيكي  
البتـه فلوئورسـانس    . باشـند   مـي  ي و فلوئورسانس اسپكتروسـكوپي مـؤثر      هر دو روش فلوئوريمتر   ،  باشد  مي درماني

  .زمان حقيقي بر فلوئوريمتري برتري داردگيري  اسپكتروسكوپي به دليل غيرتهاجمي بودن و امكان اندازه
  

  IXپروتوپورفيرين -4   فلوئورسانس اسپكتروسكوپي-3 فلوئوريمتري    -2 فوتودايناميك تراپي    -1 :كليد واژه ها
  
 31/5/89:   تاريخ پذيرش،  12/3/89:افتيخ دريتار

  

  مقدمه
فوتودايناميك تراپـي درمـاني موضـعي اسـت كـه بـا             

ايـن  . شـود   مـي  روش غيرگرمايي باعـث تخريـب سـلولي       
هـا    روش محاسن قابل توجهي در مقايسه با سـاير روش         

ــان ضــايعات ســرطاني دارد  ــن موضــوع. در درم ــ، اي ه ب
گيـرد كـه      مـي   قـرار  خصوص وقتـي مـورد توجـه جـدي        

 نيـز   (Premalignant)بسياري از ضايعات قبل از بدخيمي       
شوند و از طرف ديگر با پيـشرفت          مي با اين روش درمان   

توان بـه بـسياري از ضـايعات      ميآندوسكوپيهاي   تكنيك
، اين در حالي است كه در اغلب موارد       . دسترسي پيدا كرد  

 مــرگ وميــر درمــان جراحــي ايــن ضــايعات همــراه    
  

مـشاوره دكتـر     و   محمدحسين ميران بيگـي    به راهنمايي دكتر     مهندسي پزشكي  جهت دريافت درجه دكتراي      ناديا نقوي خانم  نامه    اي است از پايان     ن مقاله خلاصه  اي
  .1389، سالآمنه سازگارنيا

(I ايرانتهران، دانشگاه تربيت مدرس، دكتراي مهندسي پزشكي ،  
(IIايران، تهران، دانشگاه تربيت مدرس،  آل احمد وشهيد چمرانهاي  تقاطع بزگراه، نشكده برق و كامپيوتردا،  دا نشيار ومتخصص مهندسي پزشكي *)مولف مسئول ( 

(IIIايران، مشهد، درماني مشهد-دانشگاه علوم پزشكي و خدمات بهداشتي، پژوهشكده بوعلي، مركز تحقيقات فيزيك پزشكي،  استاديار و متخصص فيزيك پزشكي  
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  )2و1(.استي قابل توجه

بـه نـور توسـط      كننـده     جذب انتخـابي مـواد حـساس      
سلول هايي كه سرعت تكثير بيشتري دارنـد و همچنـين           
فعال شدن دارو پس از تابش موضعي نـور ليـزر باعـث             

ســرطاني هــاي  درجــاتي از تخريــب انتخــابي در ســلول
شود و اين موضـوع تـرميم محـل درمـان را تـسريع          مي
ش درماني را در يـك محـل        كند و انجام مكرر اين رو       مي

  )3(.سازد ميسر مي

هـاي     در حوزه درمان تومورهـا قابليـت       PDTاگرچه  
خوبي از خود نشان داده است، اما روند پـذيرش آن بـه             
عنوان مسير اصلي درمان تومور سرعت زيادي نداشـته     

ــا حــدودي نتيجــه ضــعف در حــوزه   . اســت ايــن امــر ت
اطمينـان  دوزيمتري دقيق براي    ) 4(. است PDTدوزيمتري  

  .از نتيجه درمان ضروري است
در حال حاضر محققين همگي بر اين موضوع اتفـاق          

 نتيجـه توليـد اكـسيژن       PDTنظر دارند كه اثـر درمـاني        
كننـده نـوري بـه        سازي حـساس    يگانه تحت شرايط فعال   

 توليـد دوز  PDTبنـابراين هـدف    )4(.باشد وسيله نور مي
ي يـا كنتـرل     كافي از اكسيژن يگانه به منظور مرگ سلول       

هاي بدخيم درون تومور ضمن حفظ سلامت         رشد سلول 
  .باشد هاي سالم اطراف تومور مي بافت

 بـه جـاي     PDTهاي كلينيكي استاندارد بـراي        پروتكل
گيري دوز اكـسيژن يگانـه، بـر          تكيه بر محاسبه يا اندازه    

دارو و نـور    اي    اساس مصرف مقدار از پيش تعيين شده      
هـاي دوزيمتـري، تفـاوت در         وش اين گونه ر   )4(.باشند  مي

ــزان اكــسيژن و    ــزان جــذب دارو توســط تومــور، مي مي
  خواص اپتيكي بافـت بـراي بيمـاران مختلـف را در نظـر             

 نمي گيرند و در نتيجه همين عوامل ممكن است موجـب           
شوند كـه توليـد اكـسيژن يگانـه در حـين درمـان بـراي            

بنــابراين در .  رســيدن بــه پاســخ مطلــوب كــافي نباشــد
 بهتر است بر اساس دوز      PDTن حالت، دوزيمتري    بهتري

تجمع يافته اكسيژن يگانه درون بافت باشد تـا از نتيجـه            
  . درمان اطمينان حاصل شود

  در اين راستا، به منظور محاسبه دوز اكسيژن يگانه،        
لازم است اطلاعـات كـافي در مـورد غلظـت دارو درون             
بافت هدف، ميزان نور جـذب شـده توسـط دارو، ميـزان       

هـا كـه      اكسيژن درون بافت هدف، و بـرهمكنش بـين آن         
. شـود، حاصـل شـود       موجب توليـد اكـسيژن يگانـه مـي        

دهـد كـه      تحقيقات انجام شده بر روي حيوانات نشان مي       
علي رغم استفاده از يك پروتكل كلينيكـي معـين كـه بـر              
اساس دوز داروي مـصرفي و دوز نـور تابـشي اسـت،             

باشد؛ به طوري كـه      رنج پاسخ درمان بسيار گسترده مي     
هيچ گونه پاسـخ  " و هم "پاسخ درماني كامل"هم شامل   
  )6و5(. است"درماني

 بـر   PDTنتايج تحقيقات انجام شده در حوزه دوزيمتري        
باشـد و     اساس مشاهدات و تجربيـات كلينيكـي محـدود مـي          

از سـوي   . ها ناقص خواهد بود     ارزيابي و مقايسه بر پايه آن     
سـازي و نقـش ارزنـده آن در     ديگر با توجه به اهميـت مـدل    

سـازي در     زمينه دوزيمتري، در دو دهه گذشته مسئله مـدل        
 بسيار مورد توجـه محققـين ايـن حـوزه بـوده             PDTحوزه  
هـاي انجـام شـده، يكـي از           امـا در تمـام مـدل سـازي        . است

كننـده   حساسپارامترهاي مهم به عنوان ورودي مدل غلظت،  
در ) 7-12(.باشـد   درون بافت هدف در زمان درمـان مـي         نوري

ارائه شده هاي  مدلهاي  واقع تعيين اين پارامتر يكي از چالش
  .  استPDTدر زمينه دوزيمتري 

 بيـشتر   ALAاين مسئله در مورد استفاده از داروي        
ــي   ــت م ــائز اهمي ــه    ح ــرا ك ــود؛ چ ــك  ALAش ــود ي  خ

نـوري نيــست، بلكـه پــس از مــصرف در   كننــده  حـساس 
 IXپــورفيرين مــسير ســنتز بيولوژيــك تبــديل بــه پروتو

(PpIX) شود و پس از آن         ميPpIX   كننـده   حـساس  نقش
 ) 9-11(.كند  را درون بافت هدف ايفاء مينوري

 PpIXبا توجه به لـزوم تعيـين غلظـت           در اين تحقيق  
 PpIXدرون بافت هدف، بر اساس ويژگي فلوئورسانس        

ــانس  ــوريمتري و فلوئورســـــــ از دو روش فلوئـــــــ
 درون تومـور    PpIXاسپكتروسكوپي بـراي دوزيمتـري      

بهره جسته شده است و در نهايت بـر اسـاس نتـايج بـه               
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 از ايـن دو روش    دست آمده به مقايسه كـارايي هـر يـك         
  .پرداخته شده است

  
  روش كار

  ها  كشت و تكثير سلول
ها در فاز درون تني و بـر روي تومورهـاي             آزمايش

 . انجـام گرفتـه اسـت   Balb/cهاي    كولون زيرجلدي موش  
مـشتق شـده از    CT26  ردة سـلولي بـراي ايـن منظـور،   

 از انـستيتو    Balb/cتومور كارسـينوماي كولـون مـوش        
اســتريل در هــاي  درون فلاســكپاســتور ايــران تهيــه و 

ــشت   ــيط ك ــاوي RPMI-1640مح ــFCS 10% ح  ي و آنت
 سـيلين، بـه صـورت       يهاي استرپتومايسين و پن     بيوتيك

) C°( درجـه سـانتيگراد      37سوسپانسيون در انكوبـاتور     
 دي اكسيد كـربن مـورد كـشت و تكثيـر قـرار      5% يدارا
بـه  هـا    بعد از دو تا سه روز رشد و تكثير، سـلول     .فتگر

جـدا كـردن    . صورت تك لايـه كـف فلاسـك را پوشـانند          
 و در   EDTA-از كف فلاسك توسـط تريپـسين      ها    سلول

بعـد از   . صـورت گرفـت   شرايط اسـتريل در زيـر هـود،         
د هــا شــمارش شــده و درص ــ تريپــسينه كــردن، ســلول

روش تريپان بلو و بـا اسـتفاده از لام            به هاي زنده   سلول
 106 و سوسپانــسيون ســلولي بــا غلظــت نئوبـار تعيــين 

  .گرديد آماده PBSليتر محلول سلول زنده در هر ميلي
  

 ايجاد مدل توموري حيواني

اي بـا      هفته Balb/c) 8-6هاي    مدل توموري در موش   
ان خريداري  كه از انستيتو پاستور اير    )  گرم 20-28وزن  
ــاشــدند ــدء، الق ــات.  گردي ــتاندارد  حيوان در شــرايط اس

ــس ــشگاهي در قف ــاق   آزماي ــك ات ــاي مخــصوص در ي ه
 و همچنـين  %65 رطوبت و  0C 2±23جداگانه در دماي 

بـه هـر   سـپس   . شـب طبيعـي قـرار داشـتند    -سيكل روز
ميكـرو ليتـر     100  سلول زنده در حجم    106 موش، تعداد 

)μl(  محلولPBS  تزريق شد.)صورت زيـر       تزريق به   )8و6
  بعــد از. شــدانجــام  جلــدي در پهلــوي راســت حيوانــات

   روز تومورهــا رشــد كــرده و قطــري در حــدود16-12
  .داشتند) mm (متر ميلي 8-6

  
 تجمـع يافتـه درون تومـور بـه روش           PpIXتعيين غلظـت    
 فلوئوريمتري

ها براي ايـن تحقيـق، دو         سازي موش   به منظور آماده  
ام آزمايش رژيـم غـدايي فاقـد كلروفيـل          هفته قبل از انج   

اين امر براي پيشگيري از تـداخل       . ها اعمال شد    براي آن 
ــانس    ــك فلوئورس ــالي پي ــاوي   PpIXاحتم ــواد ح ــا م  ب
 8در پايـان دو هفتـه بـه         . كلروفورم در نظر گرفتـه شـد      

 بــه ازاي هــر  گــرم ميلــي  500 بــا دوز ALAمــوش 
  مـوش 4. به شكل صـفاقي تزريـق شـد      )mg/kg(كيلوگرم

بـه ايـن   . نيز به عنوان گروه كنترل در نظر گرفتـه شـدند   
: شدندبندي     موش موجود در سه دسته تقسيم      12ترتيب  

G1) 4هــا   مــوش كــه بــه آنALA تزريــق شــده بــود و 
 سـاعت   2فاصله زماني بين تزريـق و اسـتخراج تومـور           

 تزريق شده بـود و      ALAها     موش كه به آن    4 (G2،  )بود
 سـاعت   3و اسـتخراج تومـور      فـاصله زماني بين تزريق     

 مـوش بـه     ALA  ،2 مـوش بـدون تزريـق        4 (G3و  ) بود
  ).G2 موش براي گروه 2 و G1عنوان كنترل براي گروه 

 2 مــوش كنتــرل 2 بــه همــراه G1هــاي گــروه  مــوش
 بـه وسـيله كلروفـورم خفـه         ALAساعت پس از تزريق     

هـاي    تومـور مـوش   . هـا اسـتخراج شـدند       شدند و تومور  
 سـاعت پـس از      3 موش كنترل    2راه   نيز به هم   G2گروه  

  . استخراج شدندALAتزريق 
 موجـود   PpIX   در مرحله بعد به منظـور اسـتخراج         

محلـول شـامل    ) ml( ميلـي ليتـر    2در بافت، به هر تومور      
SDS (Sodium Dodecyl Sulfate) 10 % ــر در آب مقط

هاي آزمايش ابتـدا   ها در لوله هر يك از نمونه   . اضافه شد 
هاي كوچـك تـري تقـسيم شـد و      به تكهبه خوبي خرد و  

ــشت    ــوژنيزه گ ــزن هم ــيله هم ــه وس ــپس ب ــول . س محل
   سـاعت در دمـاي     24هموژنيزه به دست آمده بـه مـدت         

°C 20-            گذاشته شد و روز بعد پس از باز شدن انجمـاد 
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از هر  ) μl( ميكرو ليتر  200  محلول در دماي اتاق تاريك،      
 محلــــول شــــامل ml 8/3محلــــول برداشــــته و بــــه 

 (CH3OH) و متــانول (HClO4) نرمــال 2ركلريك اســيدپ
 ســپس محلــول حاصــل بــه مــدت )12و8، 7(.اضــافه گرديــد

محلـول  .  سـانتريفيوژ شـد    rpm 2000دقيقه و با دور     10
شفاف به دست آمـده بـه كـووت كـوارتز منتقـل شـد و                

 سـاخت   6200-پـي -درون اسپكتروفلوئورومتر مدل اف   
 (FP-6200, Jasco Corporation, Japan)شركت جاسكو
هــايي كــه بــراي تحريــك     طــول مــوج . قــرار گرفــت 
هـا    هـا بيـشتر بـه آن         در ساير مقاله   PpIXفلوئورسانس  

  )13و10، 9(.باشند  ميnm 420 و nm 407اشاره شده است، 
تـرين طـول      در اين تحقيق به منظور انتخـاب مناسـب        

ها اعمال گـشت و       موج هر دو طول موج مذكور به نمونه       
ر طيـف فلوئورسـانس نـشري از    اثر اين دو طول موج ب ـ  

در مرحله بعد در راستاي نيل به . ها بررسي گرديد نمونه
 موجـود در بافـت از روي        PpIXهدف اصلي، كه تعيـين      
 PpIXباشـد، منحنـي اسـتاندارد         طيف فلوئورسانس مـي   

براي تعيين منحني استاندارد مقادير تعيـين       . تعيين گشت 
-دي- اس μl  200( بـه بلانـك آزمـايش        PpIXاز  اي    شده

  . اضافه شد)  محلول استخراجml 8/3اس و 
هـا در     محلول اين   با تعيين سطح سيگنال فلوئورسانس    

 ها طول موجي كه دامنه طيف فلوئورسانس حاصل از بافت        
 را كـه    PpIXتوان منحنـي اسـتاندارد        ، مي حداكثر مي شود  

عبارت اسـت از دامنـه سـيگنال فلوئورسـانس بـر حـسب              
با اسـتفاده از    . حلول تعيين نمود   موجود در م   PpIXغلظت  

 را بر   PpIXتوان غلظت     منحني استاندارد به دست آمده مي     
هاي بافت تومـور      اساس دامنه سيگنال فلوئورسانس نمونه    

 تزريق شده اسـت تعيـين       ALAها    هايي كه به آن     در موش 
  .نمود
  

 تجمـع يافتـه درون تومـور بـه روش           PpIXتعيين غلظـت    
  فلوئورسانس اسپكتروسكوپي

در اســتفاده از روش فلوئورســانس اسپكتروســكوپي،  

هايي استفاده شد كه بـا   مشابه روش فلوئوريمتري از موش   
در  CT26  از ردة سلولي  سلول106  تعدادتزريق زيرجلدي

 به طور صفاقي و با دوز       ALA. ها تومور القاء شده بود      آن
mg/kg 200   هاي مذكور تزريـق شـد و          موش از موش   3 به

ساعت طيف فلوئورسـانس نـشري از سـطح         سپس هر يك    
پوست تومور بـه طـور كـاملاً غيرتهـاجمي بـا اسـتفاده از               

گيري   سيستمي كه براي اين منظور طراحي كرده ايم، اندازه        
  .شد

 1 سيستم طراحي شده همان طور كه در شكل شـماره           
نشان داده شده است شامل فلوئورسانس اسپكتروسـكوپ        

ــتس    ــركت اوان ــاخت ش  ,Avaspec-2048, Avantes)س

Netherlands)       فيبر نوري دو شـاخه ،(FCR-UV200/600-

2-IND, Avantes, Netherlands) ديود ليزر ،nm 405 براي 
 ,RLD405)تحريك فلوئورسانس سـاخت شـركت رويتنـر   

Roithner Laser Technik, Austria) و كــامپيوتر بــراي  
  .ها است آناليز داده

 فيبر با   12شامل   پروب متصل به فيبر نوري دو شاخه        
ليزر (براي انتقال نور از منبع نور ) µm( ميكرومتر200قطر  

nm 405    بـه بافـت اسـت كـه        )  براي تحريك فلوئورسـانس
 قرار دارند و ايـن فيبـر        µm 600همگي حول فيبري بـا قطر      

مخصوص انتقـال طيف نشري فلوئورسانس از سطح بافت        
  .باشد بـه اسپكتروسكوپ مي

 بـه كـامپيوتر     USBتوسط كابـل    اسپكتروسكوپ نيز   
 را به كـامپيوتر منتقـل  ها  داده، متصل شده و براي آناليز   

به منظور افزايش دقت و يكـسان بـودن شـرايط           . كند مي
   از mm10 پــروب در فاصــله ، در سرتاســر آزمــايش

سطح تومور ثابت شده و تابش به طور عمود بـر سـطح           
  . بافت انجام شد

در هـا     ز حركت موش  از سوي ديگر براي جلوگيري ا     
 mg/kg 10با تزريـق داخـل صـفاقي        ،  زمان اندازه گيري  

ــن  ــار ســامان  (زايلازي ــي بهي و ) ســاخت شــركت داروي
mg/kg 50 در ايـن روش بـا    . ندبيهوش شد ها     آن  كتامين

ــه اســتخراج تومــور نيــست   ــازي ب ــه اينكــه ني   ، توجــه ب
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زماني يك  هاي    طيف فلوئورسانس در فاصله   گيري    اندازه
كان بررسي پروسه تجمع و دفع دارو را درون         ساعته ام 

  . ساعته فراهم نمود34اي  بافت تومور در بازه
 بـــر اســـاس طيـــف PpIXبـــراي تعيـــين غلظـــت 

فلوئورســانس بــه دســت آمــده از ايــن سيــستم انــدازه 
بـراي ايـن    .  تعيـين شـد    PpIXگيري، منحني استاندارد    

 بـه بافـت تومـور       PpIXهاي مشخصي از      منظور غلظت 
 ALAهــا   مــوش ديگــر كــه بــه آن3شــده از اســتخراج 

هـاي    هـر يـك از بافـت      . تزريق نشده بود، اضافه گرديد    
ــس از اســتخراج درون   ــوري پ ــول ml 4توم % 10 محل

SDSها به  هر يك از نمونه.  و آب مقطر قرار داده شدند
 - C 20° سـاعت در دمـاي       24خوبي هموژنيزه شـده و      

ــز شــدند ــك ا . فري ــي هري ــخ زداي ــد پــس از ي ز روز بع
 rpm 2000دقيقــه بــا دور   10هــا بــه مــدت     محلــول 

  .سانتريفيوژ شدند
ــت    ــفاف حاصــل غلظ ــول ش ــه محل ــپس ب ــاي  س ه

بــراي دســتيابي بــه .  اضــافه شــدPpIXمشخــصي از 
منحني استاندارد طيف فلوئورسانس محلول حاصل كه 
درون كووت ريخته شده بـه وسـيله سيـستم طراحـي            

معرفـي   نمايش داده شده و     1شده كه در شكل شماره      
به منظور افزايش دقت، محلول . گيري شد گرديد، اندازه

 به سه PpIXنهايي متعلق به هر تومور پس از افزودن     
 3بخش تقسيم شد و به اين ترتيب از هر نمونه غلظـت        

بـه ايـن ترتيـب منحنـي        . گيري انجام شـد     مرتبه اندازه 
 بـــــر اســـــاس فلوئورســـــانس PpIXاســـــتاندارد 

  .اسپكتروسكوپي به دست آمد
 پس از اطمينان از نرمـال       ها،  تجزيه و تحليل آماري داده    

 درصد، با استفاده    95ها در سطح اطمينان       بودن توزيع داده  
 انجـام گرفتـه   SPSS V.12 افـزار  نـرم از آزمون تي توسط 

  .است

  

  
سـيگنال  گيـري      سيستم طراحي شده براي انـدازه      -1شكل شماره   

  .ح بافتفلوئورسانس به طور غيرتهاجمي و از روي سط
  
 ها يافته

 نتايج حاصل از فلوئوريمتري

تــرين طــول مــوج تحريــك  بــه منظــور انتخــاب مناســب
 بـا   nm 420 و   nm 407هاي    ، طول موج  PpIXفلوئورسانس  

  نشان 2نتايج اين مقايسه در شكل شماره       . هم مقايسه شدند  
شـود كـه      بر اساس اين نتايج مـشاهده مـي       . داده شده است  

 nmنس بـراي طـول مـوج تحريـك          دامنه سيگنال فلوئورسـا   
 است و بنابراين امكان آشكارسازي      nm 420 بيشتر از    407

  .باشد پيك فلوئورسانس با اين طول موج بيشتر مي
از سوي ديگر همان طور كه در شكل مشخص است           
پيك دامنه سيگنال فلوئورسـانس نـشري در طـول مـوج            

nm 598 ــيگنال     اســت در صــورتي ــه س ــك دامن ــه پي ك
 nm 635در حــــدود  PpIXنــــشري فلوئورســــانس 

 گيـري شـد     نتيجـه اين تفاوت   پس از بررسي     )15و14(.است
ناشـي از وجـود     ،  كه شيفت مشاهده شده در طول مـوج       
كـار گرفتـه شـده      ه  اسيد كلريك در محلـول اسـتخراج ب ـ       

  .باشد  مي موجود در بافتPpIXبراي استخراج 
نتيجه ديگر به دست آمده در مورد فاصـله زمـاني بـين             

. اسـت ) تـابش ليـزر درمـاني     (دارو و انجـام درمـان       تزريق  
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 nm630درمـاني    كه طول موج     PDTمطمئناً در زمان درمان     
شود هرچه تجمع دارو درون تومور بيشتر باشـد،           تابش مي 

هـاي اكـسيژن يگانـه افـزايش          احتمال توليـد تعـداد مولكـول      
در . يابد و به تبع آن نتيجه درمان نيـز بهتـر خواهـد بـود            مي

 ســاعت 3 ســاعت و 2ي كلينيكــي فاصــله زمــاني كاربردهــا
   )16(.پيشنهاد شده است

 كـه   G2 و   G1ها در دو دسته       موشبندي    با توجه به گروه   
گيري طيـف فلوئورسـانس    بر اساس استخراج تومور و اندازه    

 بود، نتايج   ALA ساعت پس از تزريق      3 ساعت و    2به ترتيب   
ه است كـه   گوياي اين مسئل3نشان داده شده در شكل شماره     

، بـه مراتـب      ALA سـاعت پـس از تزريـق         3در فاصله زماني    
  . ساعت است2 درون تومور بيشتر از PpIXتجمع 

  
  

 بـراي   nm 420  و nm 407 مقايسه دو طول مـوج       -2شكل شماره   
  .PpIXتحريك فلوئورسانس 

  

  
 و  ALAبررسي تأثير فاصله زماني بـين تزريـق          -3شكل شماره   

   درون تومورPpIXتجمع اخذ طيف فلوئورسانس بر 
  

دسـت آمـده بـر اسـاس روش         ه  منحني استاندارد ب ـ  
.  نمايش داده شده اسـت     4شماره  فلوئوريمتري در شكل    

 كـه معـرف پيـك       3 و   2شـماره   ل  اشكابا توجه به نتايج     
منحنـي  ،   اسـت  nm 600فلوئورسانس نـشري در حـدود       

استاندارد بر اساس دامنه سيگنال فلوئورسانس نـشري        
 بر اساس منحني استاندارد   .  است nm 600در طول موج    

 PpIX غلظـت    ،  3شـماره   دست آمـده و نتـايج شـكل         ه  ب
 پـس از تزريـق      hr 3 و   hr 2هـاي     درون تومور در زمان   

ALA 5  شمارهشكل( تعيين گرديد.(  

  
نماينگر ميـانگين   ها    داده. (PpIXمنحني استاندارد    -4شكل شماره   
سـيگنال نـشري بـه      ) اسـت  خطاي استاندارد    ±گيري    سه بار اندازه  

 و طـول مـوج      nm 600روش فلوئوريمتري و در طول موج نـشري         
  . تعيين شده استnm 407تحريك 

  

  
  درون بافت تومور پس از تزريق PpIXنمودار غلظت   -5شكل شماره 

ALA    به ميزان mg/kg 500   ساعت پـس از     3 ساعت و    2هاي     و در زمان 
  ). خطاي استاندارد است±گيري  زهها نمايانگر سه بار اندا داده(تزريق 
  

 نتايج حاصل از فلوئورسانس اسپكتروسكوپي

در استفاده از سيستم طراحي شـده بـر اسـاس روش            
  فلوئورســـانس اسپكتروســـكوپي بـــا توجـــه بـــه اينكـــه 
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سنجي به طور غيرتهاجمي با استفاده از فيبر نوري و           طيف
شــود و مــشابه فلوئــوريمتري  از روي تومــور انجــام مــي

هاي شيميايي بـراي اسـتخراج        ي به استفاده از محلول    نياز
PpIX   ــك ــايي در پيـ ــست، جابجـ ــت نيـ ــود در بافـ  موجـ

 ظاهر نشد و همـان طـور كــه          PpIXفلوئورسانس نشري   
  . آشكار گرديدnm 635رفت پيك در طول موج  انتظار مي

 نشان داده شده است،  6البته همان طور كه در شكل شماره        
 نيز وجود دارد كه با توجه       nm 675يك پيك ديگر در طول موج       

 و هم پس از آن وجـود  ALAبه اينكه اين پيك هم قبل از تزريق         
  .باشد دارد، ناشي از تركيبات كلروفيلي موجود در بافت مي

ــشري از    ــر اســاس شــدت ســيگنال فلوئورســانس ن ب
هاي مشخـصي      با غلظت  PpIXهاي بافت تومور كه       محلول
 بـر   PpIX اسـتاندارد    ها اضافه شـده اسـت، منحنـي         به آن 

اســاس روش فلوئورســانس اسپكتروســكوپي و سيــستم  
.  نمـايش داده شـده اسـت       7معرفي شده، در شكل شـماره       

منحني استاندارد بر اسـاس دامنـه سـيگنال فلوئورسـانس           
در بـه دسـت آوردن      .  اسـت  nm 635نشري در طول موج     

اين منحني، به منظور حذف اثر فلوئورسانس ذاتي بافت كه     
باشد، دامنـه سـيگنال       ز مواد فلوئورسانس بافت مي    ناشي ا 

 .ها كم شده است فلوئورسانس بلانك از تمام نمونه
هـا    با توجه به اينكه در اين روش نيازي به كشتن موش          

و استخراج تومور نيست و تنهـا بـا بيهـوش كـردن موقـت               
شـود، ايـن امكـان فـراهم          موش طيف فلوئورسانس اخذ مي    

اين كار  .  نيز بررسي شود   PpIXع  بود تا پروسه تجمع و دف     
 سـاعت انجـام   34در فواصل زماني يك ساعته و بـه مـدت         

  . نشان داده شده است8شد كه نتايج آن در شكل شماره 
  

  
 طيف فلوئورسانس از سطح بافت تومـور قبـل و           -6شكل شماره   
  .ALAپس از تزريق 

  
 تعيـين شـده بـه روش        PpIXمنحنـي اسـتاندارد      -7شكل شماره   

نمـاينگر ميـانگين سـه بـار        هـا     داده. (رسانس اسپكتروسكوپي فلوئو
نتـايج در طـول مـوج نـشري         )  خطاي استاندارد است   ±گيري    اندازه

nm 635 و طول موج تحريك nm 405اخذ شده است .  
  

  
هيستوگرام شدت سيگنال فلوئورسانس از سطح       -8شكل شماره   

يـزان   بـه م   ALAبافت تومور بر حسب فاصله زماني پس از تزريق          
mg/kg 200 .از هـر يـك   گيري  نماينگر ميانگين سه بار اندازهها   داده

ميـانگين فلوئورسـانس ذاتـي      .  خطاي استاندارد اسـت    ± موش   3از  
  .كم شده استها   از تمام دادهALAبافت قبل از تزريق 

  
 و منحنـي اسـتاندارد بـه    8بر اساس نتايج شكل شماره      

موجـود در    PpIX، غلظـت    7دست آمـده در شـكل شـماره         
بافت بر حسب زمان تعيـين گرديـد كـه نتـايج آن در شـكل           

در راستاي نيل بـه هـدف       .  نمايش داده شده است    9شماره  
 درون بافت تومـور    PpIXاصلي اين تحقيق كه تعيين غلظت       

، PpIXباشد و همچنين تعيين تابع زماني توزيع پـذيري            مي
 ،هـا   پس از عبـور دادن نمـودار بـا درجـات مختلـف از داده              

هـاي موجـود      بهتـرين همخـواني را بـا داده        3نمودار درجه   
 + y = 0.002x3 - 0.110x2داشت و به اين ترتيـب معادلـه    

1.515x (R² = 0.962)كننده غلظت   كه توصيفPpIX درون 
  .بافت هدف به عنوان تابعي از زمان است، به دست آمد
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  درون تومـور بـه عنـوان تـابعي از          PpIX غلظـت    -9شكل شماره   

  ALAفاصله زماني پس از تزريق 

  
 گيري  و نتيجهبحث

 مــشاهده 2همــان طــور كــه از نمــودار شــكل شــماره 
ترين طول موج براي تحريك فلوئورسانس        شود مناسب   مي

PpIX ــوج ــول م ــن اســاس در  nm 407 ط ــر اي  اســت و ب
ســازي سيــستم فلوئورســانس اسپكتروســكوپي از   پيــاده
 nm 405ج كـه    ترين ليزر موجود بـه ايـن طـول مـو            نزديك

از سوي ديگر بر اساس نتايج به دست        . است، استفاده شد  
 نمـايش   5آمده به روش فلوئوريمتري كه در شكل شماره         

 تجمـع   ALA ساعت از تزريق     3داده شده است، با گذشت      
PpIX      ايـن نتيجـه    .  سـاعت اسـت    2 درون تومور بيشتر از

هاي حاصل از فلوئورسـانس اسپكتروسـكوپي      توسط داده 
شود و علاوه بر اين با توجه بـه غيرتهـاجمي             ييد مي نيز تا 

بودن فلوئورسانس اسپكتروسكوپي از سطح بافت تومور،       
  .ها نيز ميسر شد امكان بررسي ساير زمان

 9  شـماره  با توجه به نتايج نشان داده شده در شكل        
ــع   ــشترين تجم ــت PpIXبي ــس از  8 درون باف  ســاعت پ

 از  PpIXفع  باشد و پس از آن پروسه د        مي ALAتزريق  
شود كه بر اسـاس رونـد نزولـي           مي بافت تومور شروع  

 ساعت پس   48شود    مي  پيش بيني  9شماره  نمودار شكل   
بحـث  .  القايي بـاقي نمانـد     PpIX اثري از    ALAاز تزريق   

 درون بافت تومـور     PpIXتعيين زماني كه حداكثر تجمع      

دهد از نظر به حداكثر رساندن اثربخـشي درمـان            مي رخ
از . باشـد   مـي   تابش نور درمـان حـائز اهميـت       بـا حداقل 

تعيين مـدت زمـان لازم بـراي دفـع دارو از            ،  سوي ديگر 
بافت نيـز بـه ويـژه در كاربردهـاي كلينيكـي ايـن روش               

از نقطه نظر دور نگهداشـتن بيمـار از نورهـاي           ،  درماني
  .شديد پس از درمان ارزشمند است

يابي دستاورد اين تحقيق دستترين  مهم،  علاوه بر اين  
 را درون بافـت     PpIXبه روشي است كـه بتـوان غلظـت          

چرا كه تحقيقات انجام شـده بـر روي         . هدف تعيين نمود  
رغـم اسـتفاده از يـك        دهـد كـه علـي       مـي  حيوانات نشان 

پروتكل كلينيكي معين كه بر اساس دوز داروي مصرفي         
رنج پاسخ درمـان فتودايناميـك      ،  و دوز نور تابشي است    

شـامل پاسـخ   كه هـم   طوريه   ب ؛دباش  مي بسيار گسترده 
  )6و5(.درماني كامل و هم هيچ گونه پاسخ درماني است

اگرچه بخشي از تغييرات در پاسخ به درمان مربوط          
به تفاوت در شرايط بيولوژيك هر بيمار است اما مسئله          

نوري درون بافت هدف، يكي     كننده    مقدار داروي حساس  
ايـن  . باشد  ن مي در نتيجه درما  كننده    از فاكتورهاي تعيين  

امر ناشي از ارتباط مـستقيم دوز اكـسيژن يگانـه توليـد             
شده درون بافت هدف با حاصل ضرب دوز دارو و دوز       

وان در زمـان     بنابراين چنانچه بت   )18و17(.نور تابشي است  
درمان غلظت دارو درون بافت هدف را به درستي تعيين          

ي توان با افزايش يا كاهش چگال       مي صورت نمود در اين  
انرژي تابشي به دوز كافي از اكسيژن يگانه دست يافـت           

  . يابد  ميو به اين ترتيب احتمال موفقيت درمان افزايش
آشكارسازي هاي    اخير در زمينه تكنيك   هاي    پيشرفت

تعيين دوز دارو در زمان درمـان       ،  سيگنال فلوئورسانس 
دست آمده در اين تحقيق     ه  نتايج ب . را ميسر ساخته است   

 تجمع يافته درون    PpIXاست كه تعيين غلظت     بيانگر آن   
تومور بـه هـر دو روش فلوئـوريمتري و فلوئورسـانس            

 بــا ايــن تفــاوت كــه ؛باشــد  مــياسپكتروســكوپي ميــسر
فلوئوريمتري نياز به نمونه برداري از بافت تومـور دارد          

  . شود  ميو از اين نظر روشي تهاجمي محسوب
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بـر    زمـان از سوي ديگر، دوزيمتري دارو با ايـن روش          
 Real)باشد و بنابراين نمي توان به شكل زمان حقيقي  مي

time)    در مقابـل، در فلوئورسـانس      .  از نتايج استفاده نمود
اسپكتروسكوپي طيف فلوئورسانس نشري از سطح بافـت        

ــع   ــوري جم ــر ن ــروب فيب ــه وســيله پ ــه  ب آوري شــده و ب
ــي  ــل م ــكوپ منتق ــود اسپكتروس ــن روش  . ش ــابراين اي بن

توان به شكل زمان حقيقـي        ه و همچنين مي   غيرتهاجمي بود 
  .و در زمان درمان از نتايج استفاده نمود

با توجه به اهميت مسئله تعيين مقـدار داروي تجمـع            
هم در زمينه كاربردهاي كلينيكي ، يافته درون بافت هدف

PDT  دوزيمتري سازي   و هم در زمينه مدلPDT  كـه در 
 ش درمـاني  ايـن رو  سـازي     واقع گامي در راستاي بهينـه     

هـر دو روش فلوئـوريمتري و فلوئورسـانس         ،  باشـد  مي
البتــه فلوئورســانس . باشــند  مــياسپكتروســكوپي مــؤثر

اسپكتروســكوپي بــه دليــل غيرتهــاجمي بــودن و امكــان 
  .زمان حقيقي بر فلوئوريمتري برتري داردگيري  اندازه
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A Comparative Study of PpIX Dosimetry Produced within the 
Tumor after ALA Administration in Photodynamic Therapy By 

Fluorometry and Fluorescence Spectroscopy Methods 
  
 

N. Naghavi, PhDI        *M.H. Miran Baygi, PhDII 
A. Sazgarnia, PhDIII 

  
  
  
 

Abstract 
Background: The important issue in the application of Photodynamic Therapy (PDT), as one of the 

fundamental basis of new treatment for cancerous  lesions, is optimal dosimetry. In this context, it is 
necessary to obtain enough information about the drug concentration within the target tissue. On the 
other hand, the fact that ALA itself is not a photosensitizer and causes the production of Protoporphyrin 
IX (PpIX) in target tissue, determining the amount of PpIX produced in the target tissue is important for 
PDT dosimetry. Thus, in this study fluorometry and fluorescence spectroscopy have been investigated to 
determine the concentration of PpIX within the target tissue.  

Methods: This study was carried out in vivo on CT26 cell line of Balb/c mouse. In this context, first by 
subcutaneous injection of 106 CT26 cells into right side of 18 Balb/c mice (6-8 weeks old, weighting 20-
28 gr), colon carcinoma tumors were induced. Then, tissue concentration of PpIX was determined by 
using two methods: fluorometry and fluorescence spectroscopy. Statistical analysis of data, after 
ensuring normal distribution of data in the 95% confidence, was conducted using student’s t-test in SPSS 
V.12 software. 

Results: Based on the results, appropriate PpIX fluorescence excitation wavelength is 407 nm. Also, 8 
hours after injection of ALA, PpIX accumulation reaches its maximum and then the process of drug 
discharge begins. Thus if there is no problem to keep the patient in the dark room, the best time for 
radiation of treatment laser is 8 hours after ALA injection. On the other hand, in both methods by 
measuring the fluorescence spectrum of tissue and based on the standard curve determined for PpIX, the 
concentration of PpIX within the tumor tissue was determined. 

Conclusion: Considering the importance of determining the amount of drug accumulated within the 
tissue, both in clinical applications of PDT and modeling of PDT dosimetry which is a step in order to 
optimize this therapy, both methods; fluorometry and fluorescence spectroscopy; are effective. However 
fluorescence spectroscopy, as being noninvasive and allowing real time measurement, is preferd to 
fluorometry.   
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