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  مقدمه
هاي سيستم اعـصاب مركـزي        بدخيمي% 40گليوما بيش از        

   )1(.ار مشكل استــز بسيــود و تشخيص آن نيش را شامل مي
  
  
  

  
  
  
  
  
  
  

  
دهـد، ولـي بـه        اگر چه گليوما به نقاط دور دست متاستاز نمي        

  مل در موارد زيادي ي كاان تومور، جراحـت مكـدليل حساسي
  
  
  

  چكيده 
هاي پرتوي در پرتودرماني،   حساس كنندهاند كه استفاده از  نشان دادهin vivo و in vitroآزمايشات مختلف : زمينه و هدف    

هـاي سـلولي تحـت شـرايط خـاص تجمـع يافتـه و بـا رشـد،                     بـسياري از دودمـان    . ابزار مفيدي در درمان سرطان گليوما اسـت       
 in vivoاين اسفروييدها از ابعاد مختلف، شبيه تومورهاي . دهند تشكيل مي) spheroid(ساختارهاي چندسلولي به نام اسفروييد

بنابراين مطالعه خصوصيات رشـد و رفتـار اسـفروييدها، نقـش مهمـي در درك رفتـار تومورهـا در شـرايط مختلـف                    . شندبا  مي
ــشگاهي دارد ــين نقــش   . آزماي ــه، تعي ــن مطالع ــوي در  ) Iudr)Iododeoxyuridineهــدف از انجــام اي ــدگي پرت در حــساس كنن

  . باشد اسفروييدهاي سلولهاي گليوما مي
در .  انجـام شـد  T Testلعه پژوهشي از نوع آزمايشگاهي بوده و مقايسه نتايج توسط آزمون آمـاري  اين مطا: رسير    روش ب

 از دودمـان سـلولي   U87MG سـلولهاي  DNAهـاي ايجـاد شـده در      جهت مقايسه آسـيب comet assayاين مطالعه از آزمون 
   .ر انجام شد ميكرومت300 و 100آزمايشات، روي اسفروييدها در دو قطر . گليوما استفاده شد

 در هر دو قطر اسـفروييد نـشان   Iudrنتايج حاصل از بررسي اثر تشعشع در اسفروييدها در حضور و عدم حضور        : ها  يافته    
شـود، بـويژه در     و در نتيجـه افـزايش آسـيب سـلولي مـي     tail moment به همراه پرتو، باعث افـزايش  Iudrدهد كه حضور  مي

دهد كـه حـضور       اين نشان مي  .  مشاهده شده است   Iudrتري در حضور       سلولها آسيب بيش   %50 ميكرون در    300اسفروييدهاي  
Iudrشود  باعث افزايش حساس كنندگي پرتوي در اسفروييدها مي، در غلظت اشباع .  

 300 ميكرومتـر نـشان مـي دهـد كـه در اسـفروييدهاي       300 و 100ها در اسـفروييدهاي  tail momentمقايسه : گيري     نتيجه
 Iudr و يا سلولهايي با چرخه طولاني باشد كـه   G0تواند به دليل وجود سولهاي        ومتر، آسيب سلولي كمتر بوده است كه مي       ميكر

تواند باعث افـزايش حـساسيت پرتـوي سـلول             نيز مي  Iudr برداشت كم    ،همچنين براساس نتايج حاضر   . اند  كمتري دريافت كرده  
 وارد چرخـه    G0 را افزايش داد تا سلولهاي       Iudrتوان زمان انكوباسيون با       مي ،جهت مؤثرتر واقع شدن اين روش درماني      . شود

شـوند، اسـتفاده    تر قرار گيرد و يا از موادي كه مانع ترميم آسيب مي تري در اختيار سلولهاي با چرخه طولاني  شده و زمان بيش   
   .نمود

             
   Iudr       5 – Comet – 4      اسفروييد  – 3    يوماگل –2 حساس كنندگي پرتوي–1 :  هاكليدواژه

  20/10/85: تاريخ پذيرش، 5/7/85  :تاريخ دريافت

I(خدمات بهداشتي ـ درماني ايران، تهران، ايراندانشيار راديوبيولوژي، دانشكده پيراپزشكي، تقاطع بزرگراه شهيد همت و چمران، دانشگاه علوم پزشكي و )*مؤلف مسؤول.(  
II (دانشكده پيراپزشكي، تقاطع بزرگراه شهيد همت و چمران، دانشگاه علوم پزشكي و خدمات بهداشتي ـ درماني ايران، تهران، ايران پزشكي، كارشناس ارشد فيزيك.  

III (گراه شهيد همت و چمران، دانشگاه علوم پزشكي و خدمات بهداشتي ـ درماني ايران، تهران، ايراناستاديار بيوفيزيك، دانشكده پيراپزشكي، تقاطع بزر.   

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 r

jm
s.

iu
m

s.
ac

.ir
 o

n 
20

25
-0

5-
17

 ]
 

                             1 / 11

http://rjms.iums.ac.ir/article-1-790-en.html


  ريز و همكاران علي نشاستهدكتر                                در مدل كشت اسفروييد از سلولهاي گليوماIudrكنندگي پرتوي  بررسي ميزان حساس

198    1386 پاييز/ 56شماره / دهمچهاردوره                                                              مجله دانشگاه علوم پزشكي ايران                          

همچنين گليوما نسبت بـه شـيمي درمـاني       . باشد  امكانپذير نمي 
بـر مـؤثر بـودن      علي رغـم گزارشـاتي مبنـي        . نيز مقاوم است  
ـــي خارجــــروش پرتودرمان ـــ، اي)2(يـ ـــن روش بـ ـــه دليـ ل ـ

 در نتيجـه روش  ب بـه سـلولهاي سـالم، محـدوديت دارد؛       آسي
درماني جديدي در پرتودرمـاني سـرطان گليومـا مـورد نيـاز             

  . است
ــدين     ــل    از پريميـــ ــدار، از قبيـــ ــاي هالوژنـــ و  Iudrهـــ

Budr)Bromodeoxyuridine(اني بــراي ، بــه همــراه پرتودرمــ
يـك   Iudr. شـود   افزايش آسيب رسيده به سلول اسـتفاده مـي        

 تا كنون به عنوان حـساس  1960آنالوگ تيمين بوده و از دهه  
 DNAدر مولكـول     Iudr )4و  3(.كننده پرتوي شناخته شده است    

رط اصلي  ـش،  DNA به   Iudrورود  . شود  ن تيمين مي  ــجايگزي
كننـدگي    ساسدر حساس كنندگي پرتوي است و ميزان اين ح ـ        

 از آنجـايي    )5(. است DNAدر   Iudrوابسته به ميزان جايگزيني     
كه شعاع واندروالـسي گـروه متيـل و يـد مـشابه اسـت، ايـن                 

اي هماننـد    به طـور برجـسته  Iudrشود كه  جايگزيني سبب مي  
  )6(. گرددDNAتيمين رفتار نمايد و در فاز سنتز وارد 

اسـتفاده كلينيكـي        گليوما به عنـوان بهتـرين انتخـاب بـراي           
Iudr باشد چرا كه اطراف سلولهاي سـرطاني را سـلولهاي            مي

انـد، در     عصبي سالم كه قـدرت تقـسيم ندارنـد، در بـر گرفتـه             
نتيجه برداشـت دارو تنهـا توسـط سـلولهاي سـرطاني كـه از               

حـضور   )7-9(.گـردد   قدرت تقسيم بالايي برخوردارند، انجام مي     
Iudr     اي در    رشـته  هاي تـك   ستدر پرتودرماني باعث القاء شك

DNA ــي ــردد م ــه  )11و 10(.گ ــا ك ــا وارد  Iudr از آنج  DNAتنه
شود كه در فاز سنتز هستند، محـدوديت اصـلي            سلولهايي مي 

در استفاده از اين دارو، وجود سـلولهاي تومـوري اسـت كـه              
 كه براي رفـع ايـن   )12( هستندG0قدرت تقسيم ندارند و در فاز    

ر دارويـي را افـزايش داد تـا بـا           توان زمان تيما    محدوديت، مي 
 و در اختيار قرار گرفتن زمان       G0وارد چرخه شدن سلولهاي     

 Iudrتــر بــراي ســلولهاي بــا چرخــه طــولاني، برداشــت  بــيش
  . افزايش يابد

    اسفروييدهاي توموري چند سلولي، شباهت بسيار زيـادي        
دارند و مدل بسيار مناسـبي بـراي مطالعـه     in vivoبه تومور 

 جذب داروهاي مختلف و بررسي اثرات عوامل مختلف         نفوذ و 

 سـنجش   )13(.باشـند   درماني در سـلولهاي تومـور واقعـي مـي         
ــت ــرو  ) Comet assay(كام ــاد ميك ــورز در ابع  و ژل الكتروف

)Microgel electrophoresis=MGE(  ــال ــدا در س  1984، ابت
 كه تحت شرايط خنثي، آزمايش Ostling & Johansonتوسط 

دادنــد، معرفــي شــد؛ در ايــن روش فقــط     خــود را انجــام  
ايـن روش    )14(.اي قابـل بررسـي بودنـد        هاي دو رشته    شكست

 و ســپس 1988و همكــارانش در ســال  Singhبعــدها توســط 
در روش  .  تكميل شـد   1990 و همكاران در سال      Oliveتوسط  
Singh   هـاي    اي و آسـيب     هاي تك رشـته     و همكارانش، شكست

هـاي    جهت برآورد آسيب   )16و  15(.بازي نيز قابل بررسي بودند    
، روش سنجش كامت در محيط بـازي،        DNAاي در     تك رشته 

يك روش بسيار حساس و دقيـق اسـت و بـه آسـاني ميـزان                
برتـري  ) 18و  17(.كنـد   آسيب القاء شده توسط پرتو را آشكار مي       

ــر ســاير روشــها   ــن روش ب ــدازه،اصــلي اي ــزان   ان ــري مي گي
   )19(.ها در سطح سلول منفرد است شكست

    بنابراين در مرحله اول، هدف از انجام اين مطالعه بررسـي           
 در مــدل كــشت U87MGميــزان حــساس كننــدگي ســلولهاي 

 اســت و در Iudrاســفروييد نــسبت بــه پرتــو توســط داروي  
مرحلــه بعــد، هــدف، بررســي نقــش ســلولهاي هيپوكــسيك و  

 Iudrســلولهاي خــارج از چرخــه در ميــزان حــساس كننــدگي 
  .باشد مي

  
  رسيروش بر

 پژوهشي و از نوع آزمايـشگاهي بـوده و خـط            ،    اين مطالعه 
 بــا منــشا U87MG ،ســلولي مــورد اســتفاده در ايــن مطالعــه

  :حل كار به شكل زير انجام شده استمرا. گليوما بوده است
 )MEM)Minimum essential medium    از محــيط كــشت 

)Gibco BRL ( ن استرپتومايـسين  سـيلي   واحد پنـي 100حاوي
 Penicilline streptomyecine( ،Fungizone(ليتـر   هر ميلـي در

سـرم جنـين    % 10و  ) Gibco) (ليتـر    ميكروگرم در ميلـي    25/0(
ــاوي ــي22/0و ) Gibco BRL(گـ ــرم بـ ــديم  گـ ــات سـ  كربنـ

)NaHCO3()Merck (جهت كشت سلولي استفاده شده است .  
 ابتدا سلولها به شكل تك لايه كـشت         ،جهت كشت اسفروييد      

 104جهت كشت تك لايه ابتدا سـلولها بـا دانـسيته            . ندداده شد 
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) T-25)Nuncهـاي     متـر مربـع در فلاسـك        سلول در هر سانتي   
 37كشت داده شدند، سـپس سـلولها در انكوبـاتور در دمـاي              

و اشـباع از رطوبـت، نگهـداري         CO2% 5گراد بـا      درجه سانتي 
ــدند ــول   . ش ــلولها، از محل ــردن س ــسينه ك ــت تريپ % 25/0جه

trypsin  03/0  و %EDTA)Ethylenediaminetetraacetic ( در
در ايــن آزمــايش، كــشت . بــافر نمكــي فــسفات اســتفاده شــد

بــراي ايــن . انجــام شــد liquid overlayاســفروييد بــه روش 
منظور، ابتدا سلولهاي كشت تك لايه، تريپسينه شدند، پـس از           

 سلول در   5×105شمارش و تعيين تعداد سلولهاي زنده، تعداد        
 FCS)Fetal calfحـاوي   MEMليتـر محـيط كـشت      ميلـي 10

serum (10 %  متـر پوشـيده شـده         ميلي 100هاي    بر روي پتري
ــازكي از آگــار   هــا در  پليــت. كــشت داده شــدند% 1بــا لايــه ن

و اشـباع    CO2% 5گراد با      درجه سانتي  37انكوباتور در دماي    
 بــار در هفتــه نيمــي از محــيط 2. از رطوبــت نگهــداري شــدند

 روز، 3پـــس از . يط تـــازه جـــايگزين شـــدكـــشت، بـــا محـــ
هايي    ميكرومتر به ميكروپليت   50اسفروييدهاي با قطر تقريبي     

% 1منتقل شدند كـه كـف هـر چاهـك از ميكروپليـت بـا آگـار                  
اي صورت گرفت كـه در هـر          انتقال به گونه  . پوشيده شده بود  

هـا در انكوبـاتور در    پليـت . خانه يك اسفروييد قـرار داده شـد    
 و اشـباع از رطوبـت       CO2% 5گـراد بـا       جه سانتي  در 37دماي  

 روز، دو قطر عمـود      2-4به مدت يك ماه، هر      . نگهداري شدند 
حجم . شد  گيري مي   بر هم در هر اسفروييد با لنز مندرج اندازه        
  :  هر اسفروييد طبق رابطه زير محاسبه شد

)1(    V= a×b2×π/6 )حجم اسفروييد(   
. باشـد   بزرگ اسفروييد مي  ، قطر   b، قطر كوچك و     aكه در آن،    

سپس منحني حجم بر حسب زمان در مقياس نيمـه لگـاريتمي            
با رسم ايـن منحنـي نيـز هماننـد منحنـي رشـد           . ترسيم گرديد 

  .شود كه شرح آنها قبلاً آمده است سلولي، سه منطقه ديده مي
    در منطقه خطي منحنـي يـا فـاز لگـاريتمي، اسـفروييدها از              

  :كنند رابطه زير پيروي مي
)2(   V= V0×ekt )حجم اسفروييد (  

، حجـم اسـفروييد     V، حجم اوليـه اسـفروييدها،       V0كه در آن،    
، نمايانگر شـيب بخـش خطـي نمـودار        k و   tپس از مدت زمان     

از روي شيب بخش خطي منحني، زمان دو برابر شـدن           . است

  . آيد حجم اسفروييد بدست مي
 با ميـزان    60    جهت پرتودهي به سلولها، پرتو گاماي كبالت        

 گـري بـه اسـفروييدهاي       2 گري در دقيقه به ميـزان        105دوز  
  . سلولهاي گليوما داده شد

روش سنجش كامت در محيط بازي مورد استفاده در ايـن               
و همكـاران در سـال       Singhمطالعه، روش تعديل شده توسط      

 در اين روش ابتدا لام ميكروسكوپ با لايه         )15(.باشد   مي 1988
 سلول در   104تقريباً  . پوشيده شد % 1گارز معمولي   نازكي از آ  

حـل شـد و بـر       % 5/0 ميكروليتر آگارز با دماي معمـولي        100
روي لام آماده شده قبلي، ريخته و در سطح لام پخش شد تـا              

  . منعقد شد
    اسلايدهاي آماده شده به يخچال منتقـل شـدند و بـر روي             

مـولار     ميلـي  100   مولار كلريد سديم،   5/2(آنها بافر ليز كننده     
EDTA ،10ــي ــولار   ميلـ ــون % Tris-HC1 ،1مـ ، X-100تريتـ

5/7=pH ( اضــافه گرديــد و بــه مــدت يــك ســاعت در يخچــال
پس از يك ساعت به اسلايدهاي فوق، محلـول         . نگهداري شدند 

، EDTAمـولار      ميلـي  NaOH  ،1مولار     ميلي 300(دينيچر كننده 
13=pH (        ل نگهداري  اضافه شد و به مدت نيم ساعت در يخچا

شـود و     مـي  DNAهـاي     اين ماده باعث باز شدن رشته     . شدند
اسـلايدها، نهايتـاً    . سـازد   را آشكار مي   DNAهاي بازي     آسيب

به آرامي از محلول دينيچر كننده، خارج شـده و در كنـار هـم               
در داخل تانك الكتروفورز حـاوي بـافر دينيچـر كننـده، قـرار              

 ولـت قـرار     23اژ   دقيقـه تحـت ولت ـ     30داده شدند و بـه مـدت        
پس از پايان الكتروفورز، جهـت خنثـي سـازي محـيط            . گرفتند

، Tris-HCl مـولار    4/0( كننـده   بازي، به اسلايدها بـافر خنثـي      
5/7=pH (  ــدت ــه م ــن محــيط  5اضــافه شــد و ب ــه در اي  دقيق

در نهايــت اســلايدها در ســيني مخــصوص . نگهــداري شــدند
ر قرار داده و     ميكروگرم اتيديم برمايد در هر ميليمت      10حاوي  
هـا از ميكروسـكوپ       براي مـشاهده آسـيب    . آميزي شدند   رنگ

اسـتفاده  ) WG)Wide greenدار بـا فيلتـر   فلورسانس دوربـين 
 جهت آنـاليز اسـتفاده شـد كـه     comet scoreافزار  از نرم. شد

گيــري طــول  در ســلول را بــا انــدازه DNAميــزان آســيب بــه 
. كنــد يو درصــد آنهــا تعيــين مــ DNA) مهــاجرت( جابجــايي

حاصـل ضـرب طـول    (tail momentافـزار،   سرانجام ايـن نـرم  
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هـر چـه ميـزان و       . كند  را محاسبه مي  ) تهاييندنباله در شدت ا   
تـر    تر باشد، نمايانگر آسيب بـيش       بيش tailشدت اين دنباله يا     

DNA باشد سلول مي .  
) >P value )001/0=P، مقــادير T Testبــه كمــك آزمــون     

نمودارها و محاسبات آمـاري  . قايسه شد ها محاسبه و م     نمونه
 Excel 2003افـزار كـامپيوتري    در اين مطالعـه بـه كمـك نـرم    

  .انجام شده است
  

  ها يافته
به شكل تـك لايـه كـشت داده شـدند و             U87MG    سلولهاي  

 سـاعت بدسـت     30زمان دو برابر شدن جمعيت سلولي برابر        
 liquid overlayتواننـد در كـشت    مـي  U87MGسلولهاي . آمد

 اسـفروييد حاصـل از      1شكل شـماره    . هندتشكيل اسفروييد د  
اين سـلولها را بـا اسـتفاده از ميكروسـكوپ معكـوس نـشان               

  .دهد مي
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  U87MGتصوير اسفروييد سلولهاي  -1شكل شماره 
  )×40بزرگنمايي (

  
    جهت تعيين مدت زمـان دو برابـر شـدن حجـم اسـفروييد،              

بر حـسب زمـان طـي يـك مـاه        منحني رشد حجم اسفروييدي     
براي اين كار پس از كشت اسفروييد و انتقـال آنهـا            . رسم شد 

اي، قطرهاي عمود بر هم اسفروييدها هر          خانه 24هاي    به پليت 
حجـم اسـفروييدها    . شـدند گيري     روز اندازه  30 روز طي    4-2

 محاسـبه شـده و منحنـي رشـد اسـفروييدها در             1طبق رابطه   
بر حـسب   ورت حجم اسفروييدها    مقياس نيمه لگاريتمي به ص    

 منحني رشـد اسـفروييدي      ،1نمودار شماره   . زمان ترسيم شد  
 منطقــه در منحنــي 3. دهــد را نــشان مــي U87MGســلولهاي 

  :بدست آمده قابل تشخيص است
   فاز تأخيري-1    
   فاز لگاريتمي-2    
   فاز پلاتو-3    

از ز لگـاريتمي، بـا اسـتفاده            در منطقه خطـي منحنـي يـا فـا         
 زمان دو برابر شدن حجم اسفروييدها با اسـتفاده از           2رابطه  

 ساعت بدست 4/59شيب فاز لگاريتمي محاسبه شد كه معادل        
  .آمد

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

 در  U87MGمنحني رشد اسفروييدهاي سـلولهاي       -1نمودار شماره   
 ددر روزهاي مختلف دو قطر عمـو      %. FCS10 حاوي   MEMمحيط كشت   

شده و حجم هـر  گيري   طور مرتب با لنز مدرج اندازه بر هم اسفروييدها به   
، خطـي بـه     VDTجهـت تعيـين     .  محاسـبه گرديـد    1اسفروييد طبق رابطـه     

 ،و از روي شـيب خـط      ) خط مـشكي پررنـگ    ( شده fitقسمت نمايي منحني    
VDT  آزمايشات سه بار تكرار شدند و از انحراف معيـار          ( محاسبه گرديد
  ). استفاده شد) SEM(ميانگين

  
در اسـفروييدهاي    Iudrهت تعيـين اثـر حـساس كننـدگي              ج

بـا روش    DNAاي    هـاي تـك رشـته        شكست ،سلولهاي گليوما 
Comet بـراي ايـن منظـور اسـفروييدهاي        . گيري شـدند     اندازه
به مدت يك بار زمـان دو برابـر شـدن حجـم              U87MGسلول  

قـرار   Iudr، تحـت تيمـار دارويـي بـا          ) سـاعت  4/59(اسفروييد
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يمار دارويـي، اسـفروييدها پرتـودهي شـدند،         پس از ت  . گرفتند
سپس تريپسينه شده و به سلولهاي منفرد تبديل شدند و پـس            
ــده، تحــت        ــر كنن ــز كننــده و دينيچ ــاي لي ــزودن بافره از اف
ــس از      ــان پ ــدند و در پاي ــرار داده ش ــايي ق ــورز قلي الكتروف

هـاي گرفتـه     عكـس .آميزي، از سـلولها عكـسبرداري شـد       رنگ
   بررسي شدند و ميــزانComet Scoreافزار  شده توسط نرم

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

Tail Momentجهـت بررسـي   . ها، تعيين و اندازه گيري شدند
 300 و   100اثر سلولهاي هيپوكسيك، آزمايـشات در دو قطـر          

) د-الــف(3و ) د-الــف(2هــاي  شــكل. ميكرومتــر انجــام شــدند
ه و كنترل   تصوير سلولهاي حاصل از اسفروييدهاي تيمار شد      

 ميكرومتـر   300 و   100 ختلـف بـا قطرهـاي     هـاي م    را در گروه  
  . دهند نشان مي

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

 ب الف

 د ج
 ميكرومتر ـ 100ز اسفروييدهاي با قطر سلولهاي حاصل ا:ب ميكرومتر ـ كنترل، 100سلولهاي حاصل از اسفروييدهاي با قطر :  الف-2شكل شماره
 100سلولهاي حاصل از اسفروييدهاي با قطر : د، Co60 ميكرومتر ـ تابش ديده با 100سلولهاي حاصل از اسفروييدهاي با قطر : ج، Iudrتيمار شده با 

 Iudr به همراه تيمار با Co 60ميكرومتر ـ تابش ديده با 
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 3 و   2 هاي اشـكال شـماره      نتايج حاصــل از آناليــز عكس        
ايــن . تــــده اسـي قابــل مــشاهــــ بخوب2  شــمارهدر نمــودار

تـر   ميكروم300 و 100 اسـفروييدهاي  Tail Momentنمودار، 
د دهــ  ـان مي نتايج نش . دهد  را در چهار گروه مختلف نشان مي      

  ه در ـدش ديــاي تابــ اسفروييدهTail Momentزان ــه ميــك

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

تـر از گـروه تـابش         داري بـيش    اختلاف معنـي   با   Iudrحضور  
همــان طـور كــه مــشاهده   ).>001/0P(ديـده بــه تنهـايي اســت  

 100هاي قطر  ها در تمام نمونهTail Momentشود، ميزان  مي
 ميكرومتر بوده است، بـويژه آنچـه        300تر از     ميكرومتر، بيش 

 در گـروه تـابش ديـده بـا     Tail Momentكه مهم است ميزان 

 ب الف

 د ج
 ميكرومتر ـ 300سلولهاي حاصل از اسفروييدهاي با قطر : ب ميكرومتر ـ كنترل، 300سلولهاي حاصل از اسفروييدهاي با قطر :  الف-3شكل شماره 

 300سلولهاي حاصل از اسفروييدهاي با قطر : د، Co60 ميكرومتر ـ تابش ديده با 300اسفروييدهاي با قطر سلولهاي حاصل از : ج، Iudrتيمار شده با 
 Iudr به همراه تيمار با Co 60ميكرومتر ـ تابش ديده با 
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Iudr     300در اسـفروييدهاي بـا قطـر        . در دو سري فوق است 
 موجب  G0يپوكسيك و سلولهاي    ميكرومتر، وجود سلولهاي ه   

اهش كـــاهش حـــساسيت پرتـــوي ســـلولها و در نتيجـــه كـــ
همچنين در اسفروييدهاي   . است  رساني به سلولها شده       آسيب

تـري در حـضور        سلولها، آسيب بـيش    %50 ميكرومتر به    300
Iudr وارد شده است .  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

يدهاي ها در اسفرويTail Momentنمودار مقايسه  -2نمودار شماره 
دهد كه  ها نشان ميtail moment ميكرومتر ـ مقايسه  300 و 100با قطر 

.  در هر دو قطر اسفروييد افـزايش داشـته اسـت           Iudrاثر پرتو در حضور     
 در tail momentهـا،   شـود در همـه نمونـه    همانطور كه بوضوح ديده مي

آزمايـشات سـه بـار      (باشـد    ميكرومتـر مـي    300تر از      ميكرومتر بيش  100
  ).ار شدندتكر

  
  بحث

كننـدگي پرتـوي          هدف از اين مطالعه تعيـين نقـش حـساس         
Iudr            در اسفروييدهاي سلولهاي گليومـا، همچنـين تعيـين اثـر

ناهمگوني در تقـسيم سـلولي در ايـن حـساس كننـدگي بـوده               
 از رده   U87MGدر اين مطالعه بررسي روي سلولهاي       . است

 انجـام   ،وييدده بـه شـكل اسـفر      ــت داده ش  ـسلولي گليوما كش  
اســفروييدهاي چندســلولي، ســطح متوســطي از . شــده اســت

پيچيدگي موجود بين سلولهايي كـه بـه صـورت تـك لايـه در               
ــد و تومورهــاي موجــود در   رشــد مــي in vitroشــرايط  كنن

 ثابت شده است كـه در       )20(.باشند  جانوران و انسان را دارا مي     

بـه  هاي ديگـر، سـلولها در كـشت سـه بعـدي               مقايسه با كشت  
 )21(.دارنــد in vivoتــري بــه وضــعيت  مراتــب شــباهت بــيش

 مقاومـت   ،همچنين نشان داده شده است كه كـشت اسـفروييد         
بت به تـك لايـه از خـود نـشان        تري نس   پرتوي و گرمايي بيش   

 محدوديت در انتقال جرم در كشت سـه بعـدي،           )23و  22(.دده  مي
كنـد كـه شـبيه بـه          حالت هتروژنـي بـراي سـلولها ايجـاد مـي          

هـاي متعـددي اسـت كـه در تـوده سـرطاني مـشاهده                 وتيپفن
   )24(.شود مي
هــر چنــد روش معمــول پرتودرمــاني همچنــان در درمــان     

گيرد، ولـي اختـصاصي    سرطان گليوما مورد استفاده قرار مي   
 بـه عنـوان   ،ي براي سلولهاي سـرطاني ننبودن اين روش درما 

ــا    ــن روش درمـ ــتفاده از ايـ ــي در اسـ ــدوديت بزرگـ ي نمحـ
از روشهاي جديد درمـان سـرطان، پرتودرمـاني          )25(.اشدب  مي

هدفمند است كه در اين روش، دارو را در ابعاد مولكولي و به             
كننــد كــه باعــث افــزايش  طــور اختــصاصي وارد تومــور مــي

يكـي از    )26(.شـود   حساسيت سلولهاي سـرطاني بـه پرتـو مـي         
 اسـتفاده از    روشهاي مورد استفاده در پرتودرمـاني هدفمنـد،       

تــرين   يكــي از مهــم)27(.باشــد ار مــيهــاي هالوژنــد يــدينپريم
 در  ،باشد كه بـا ورود آن بـه سـلول           مي Iudrها،    هالوپريميدين

شـود و عملكـرد هـسته را          ، جايگزين تيمين مي   DNAمولكول  
 سـلولهايي وارد    DNAدر   Iudr از آنجـا كـه       )3(.دهـد   تغيير مي 

 فـاز  شود كه در فاز سنتز هستند، حضور سلولهايي كه در       مي
G0       هـاي    شـوند، يكـي از محـدوديت         قرار دارند و تقـسيم نمـي

   )12(.عمده در استفاده از اين دارو در تومور هدف است
، نشان دهنـده    Iudrهاي متفاوت     نتايج بدست آمده با غلظت        

يك نسبت معكوس بـين سـلولهاي در چرخـه سـلولي و قطـر               
انـد كـه      دهمطالعات اتوراديوگرافي نشان دا    )28(.اسفروييد است 
در سلولهاي اسـفروييدهاي بـا قطرهـاي         Iudrميزان برداشت   

 برداشـت   ،يعنـي بعـضي از سـلولها      ) 28(.كنـد   مختلف فـرق مـي    
را  Iudr برداشـت بـسيار زيـادي از         ،كم و برخي ديگـر    بسيار  

دهد كـه در اسـفروييدهاي        اين مطالعه نشان مي   . اند  نشان داده 
 ولـي   ،انـد   ت كـرده  را برداش ـ  Iudr ،سلولها% 52 ميكرون،   300

دهد كه آيا افزايش صدمات سولي در سلولهايي كه           نشان نمي 
Iudr   اند نيز مشاهده خواهد شد؟ همـان         كمتري برداشت كرده
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شـود، ميـزان     بخوبي مشاهده مي2طور كه در نمودار شماره    
صدمات وارده توسـط پرتـو بـه سـلول در اسـفروييدهاي بـا           

ه اسـت،  ــ ـزايش يافت اف ـIudr ميكرومتر در حضور    300ر  ــقط
 سـلولها در حـضور    % 50اي اسـت كـه بـه          اين ميزان به گونـه    

Iudr،  اين نتيجـه در مقايـسه      . تري وارد شده است    آسيب بيش
رغـم    دهـد كـه علـي       نـشان مـي    Iudr درصـدي    52با برداشت   

ــر  ــه 300در اســفروييدهاي  Iudrبرداشــت كمت ــر ك  ميكرومت
از چرخه سلولي   و خارج    G0تواند به دليل وجود سلولهاي        مي

و همچنــين وجــود ســلولهايي بــا چرخــه طــولاني باشــد، ايــن 
زايـي پرتـوي در سـلول     برداشت كم نيز منجـر بـه حـساسيت       

  .شده است
ــا ش هــاي  اي، شكــست هــاي دو رشــته كــست    در مقايــسه ب

 DNAاي ناشي از پرتوهاي يونساز غيرمـستقيم در           رشته تك
اي   اي تك رشـته   ه   جهت برآورد آسيب   )29(.تر است   بسيار بيش 

، روش سنجش كامـت در محـيط بـازي، يـك روش             DNAدر  
بسيار حساس و دقيق است و به آسـاني ميـزان آسـيب القـاء               

  )18و 17(.كند شده توسط پرتو را آشكار مي
ن مطالعـه، همـان طـور كـه در نمـودار            ــ ـج اي ــ ـق نتاي ــ    طب

ــماره  ــي 2شـ ــده مـ ــزان    ديـ ــود، ميـ  در tail momentشـ
ــا  ــفروييدهاي ت ــضور  اس ــده در ح ــتلاف  Iudrبش دي ــا اخ ، ب

تر از اسفروييدهاي تابش ديده بدون حضور         داري، بيش   معني
Iudr ايـن مطلــب نيـز نـشان دهنــده ايـن اسـت كــه در      .  اسـت

، ايـن   Iudrاسفروييدها نيز در صـورت وجـود غلظـت اشـباع            
ماده باعـث افـزايش حـساسيت سـلولي و در نتيجـه افـزايش               

  . شود كشتار سلولي مي
اند، بعد از يـك        را برداشت كرده   Iudrرصد سلولهايي كه        د

 براي اسفروييدهاي كوچـك     ،بار، زمان دو برابر شدن حجمي     
 Iudr همچنـين جـذب      )28(.تر از اسفروييدهاي بزرگ است      بيش

در عمــق اســفروييد در ســلولهاي گليومــا و ســرطان پــستان، 
براسـاس نتـايج حاصـل     )30(.باشد هاي سطحي مي كمتر از لايه  

 در tail momentميـزان  ، )2نمـودار شـماره   (از بررسي حاضـر 
ــفروييدهاي  ــت    300اس ــا حال ــسه ب ــر در مقاي  100 ميكرومت

داري كاهش داشته است كه در تأييـد          ميكرومتر به طور معني   
توانـد بـه خـاطر حـضور          اين اختلاف مي  . باشد  نتايج قبلي مي  

ــا   ، همچنــين وجــود G0ســلولهاي خــارج از چرخــه ســلولي ي
 300تـر در اسـفروييدهاي        رخه سلولي طولاني  ايي با چ  سلوله

انــد و يــا كمتــر  ميكرومتــر باشــد كــه دارو را دريافــت نكــرده
اند، در نتيجه نسبت به پرتو، كمتر حساس شـده            دريافت كرده 

انـد كـه منجـر بـه      و كمتر تحت تأثير پرتو يونساز قرار گرفتـه   
كاهش آسيب به سلولها و در نتيجه مرگ سـلولي كمتـر شـده      

  .است
ــه حاضــر، وجــود ســلولهاي        محــدوديت اصــلي در مطالع

بوده و در نتيجـه      G0هيپوكسيك يا سلولهايي است كه در فاز        
محـدوديت  . ت نكرده و يا كمتر برداشت كردنـد       دارو را برداش  

باشـد كـه در       ديگر اين روش، وجود اثر ترميم در سلولها مـي         
ــابش ــه ت ــايق اولي ــد گيــري و ايجــاد آســيب اتفــاق مــي  دق . افت

حدوديت ديگر اين روش در كاربردهاي كلينيكي انتقال دقيق         م
جهت مـؤثرتر واقـع شـدن ايـن         . باشد  دارو به محل تومور مي    

ــاني،  ــر      روش درم ــا ب ــود ت ــي ش ــي طراح ــد روش دقيق باي
هاي ناهمگوني تقسيم سـلولي، حـضور سـلولها در            محدوديت

و سلولهاي داراي چرخـه طـولاني غلبـه نمـوده و بـه      G0  فاز
ود ــ ـش  پيـشنهاد مـي   . ا را وارد چرخه سلولي نمايد     طريقي آنه 

افـزايش   Iudr مدت زمان تيمـار دارويـي بـا          ،كه در اين روش   
، Iudr زيرا با افزايش زمان تيمار دارويي، برداشت         ،داده شود 

زرگ، ــ ـهم در اسفروييدهاي كوچك و هم در اسفروييدهاي ب        
ي بـه سـلولهاي دارا   Iudrيابـد كـه بـه دليـل ورود           افزايش مي 
 پيشنهاد ديگر جهـت بررسـي   )28(.باشد م كمتر مي  ـقابليت تقسي 

، تعيـين اثـر   Iudrافزايش اثر كشندگي پرتـو گامـا در حـضور           
باعـث   Iudrاز آنجـا كـه حـضور        . ترميم در اسفروييدها است   

 DNAاي و آسـيب بـازي در    هـاي تـك رشـته     افزايش شكست 
شود و بخشي از ايـن آسـيب نيـز بـه روشـهاي مختلفـي،                  مي
تـوان از يـك مـاده كـه مـانع تـرميم ايـن                 گردد، مـي    ميم مي تر

كننـدگي    شـود، اسـتفاده كـرد و اثـر حـساس            ها مـي    شكستگي
  . تري را مشاهده نمود بيش

بررسي روشهاي مختلف انتقال دارو به طور موضـعي بـه               
درون بافت تومور، همچنين بررسي اثـر تقطيـع دوز و تعيـين             

ه عنـوان تحقيقـات بعـدي       بهترين زمان تابش دوز دوم نيـز ب ـ       
   .شود توصيه مي
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  گيري نتيجه
    در اسفروييدها نيز همانند كشت تك لايه در صورت وجود          

، اين ماده باعث افزايش حساسيت سلولي و        Iudrغلظت اشباع   
  .شود در نتيجه افزايش كشتار سلولي مي

در تومور افـزايش يابـد، همـين         Iudr    هر چقدر ميزان جذب     
 باعث افزايش حساس كننـدگي پرتـوي و در          Iudrميزان جذب   

  . شود نتيجه افزايش صدمات سلولي مي
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Abstract 
    Background & Aim: In vitro experiments and in vivo studies have revealed that radiosensitizers in radiation therapy 
may serve as powerful tools in the treatment of glioma cancers. Many cell lines, under some specific conditions will 
aggregate and grow to form multicellular structures called spheroid. Thses spheroids resemble in vivo tumor models in 
several aspects. Therefore studying growth characteristics and behavior of spheroids is beneficial in understanding the 
behavior of tumors under various experimental conditions. The aim of the current study was to determine the role of 
Iudr(Iododeoxyuridine) in sensitizing glioma cell line spheroids to radiation.  
    Material and Methods: This study is an experimental research and T-test was used to compare the results. In this 
study we compared the DNA induced damages in U87MG cell line using alkaline comet assay method. Experiments were 
performed with two different sizes of spheroids(100µm and 300 µm). 
    Results: Our results showed the effect of radiation on both diameters of spheres in the presence and absence of Iudr. 
Accordiology radiation in the presence of Iudr increased the tail moment and thus increased cellular damage. Iudr, in 
saturation concentration increases the cells radiosensitivity. Specifically in 300µm spheroids, in the presence of Iudr, cell 
damage was increased to 50%.   
     Conclusion: Comparison of tail moments in spheroids with 100 and 300µm diameter showed that cell damages in 
larger spheroids(300µm) are lesser than smaller ones(100µm). It may be because of existence of G0 cells and cells with 
longer cycles, in which Iudr is incorporated to a lesser extent into them. Also, our results showed that minimum presence 
of Iudr increased the cells radiosensitivity. Therefore inorder to increase the efficacy of this modality of treatmnt we can 
increase the incubation time of Iudr, increasing the cell population in the cell cycle. In addition cells with longer cycles have 
more time to incorporate Iudr, or we can use agents that inhibit repairing.  
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