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هاي مختلف  بررسي ميزان صدمات سيتوژنتيكي ناشي از پرتوهاي يونيزان طي زمان
هاي گليوما به روش  يد از سلول در مدل كشت اسفرويIudrها با  انكوباسيون سلول
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  I ريز دكتر علي نشاسته*
   II سري نورالدين بيشه  

  III  دكتر سميده خويي 
   

     
  

  
  

  
  
  

  
  
  

  
  
  

  مقدمه
 سال است كه به عنوان 40هاي هالوژندار، حدود   پيريميدين    

ــه   ــرار گرفت ــده پرتــوي مــورد توجــه ق ــد و در  حــساس كنن ان
هاي مختلف نتايج قابل قبولي در آزمايشهاي كلينيكـي           سرطان

  )1(.از آنها به دست آمده است
ــدين ــان ســلول      پيريمي ــت درم ــالوژن دار، جه ــاي ه ــاي  ه ه

  )2(.روند بالايي دارند بـه كار ميسرطاني كه سرعت تكثير 
  

  
  
  

   
 باز تيمين در    ت ساختاري به  ـها، به دليل شباه         اين مولكول 

 DNAبـه جـاي تيمـين در مولكـول          ) Sفاز  (DNAزمان سنتز   
 )3(.دهنـد   گيرنـد و حـساسيت پرتـوي را افـزايش مـي             قرار مـي  

 Iudrهـاي پرتـوي ماننـد         مكانيسم بيوشيميايي حساس كننـده    
مطالعات نشان داده اسـت كـه ايـن         . اخته شده نيست  كاملاً شن 

  ده توسط ـاء شـهاي هيدراته الق ش با الكترونـل در واكنـعوام
  

  چكيده 
هـاي سـرطان      ، آنالوگ تيميدين و بـه عنـوان حـساس كننـده پرتـوي سـلول               )Iudr(يوريدين  دئوكسي-2ايدو-5: زمينه و هدف      

 زمان انكوباسـيون  مطالعات بر روي اسفروييدها نشان داده است كه افزايش.  شناخته شده استin vivo و in vitroانساني در 
Iudr    هدف از اين مطالعـه، بررسـي ميـزان صـدمات سـيتوژنتيكي ناشـي از پرتوهـاي                  . شود  ها مي    سبب افزايش برداشت سلول

 در مدل كشت اسفروييد و تعيين زمان لازم انكوباسيون جهت ايجاد            Iudrها با     هاي مختلف انكوباسيون سلول     يونيزان طي زمان  
   .   بيشترين حساسيت سلولي است

 بـا منـشاء گليومـا اسـتفاده شـد كـه بـه صـورت         U87MG در اين مطالعه بنيادي ـ كاربردي، از خط سلولي  : رسير    روش ب
هاي يك، دو و سه زمان دو برابـر شـدن حجـم     طي زماناسفروييدها .  ميكرومتر كشت داده شد300 و  100اسفروييد با دو قطر     

، ميـزان  )Co 60(60 پرتـودهي بـا گامـاي كبالـت     2Gyمـار دارويـي و   پس از تي. ند انكوبه شدIudr از µM1اسفروييد با غلظت 
  .  بررسي شدt-testگيري شده، سپس براساس آزمون آماري   سلول به روش كامت قليايي اندازهDNAهاي وارده به  آسيب

هـاي    ، ميزان آسـيب   Iudrسفروييدها با   نتايج حاصل از اين مطالعه نشان داده است كه با افزايش زمان انكوباسيون ا             : ها  يافته    
 ميكرومتر بوده 100 ميكرومتر بيشتر از 300 دو قطر افزايش يافت و ميزان آن در اسفروييدهاي به قطر     ر در ه  DNAپرتوي به   

 كه با افزايش زمان انكوباسيون از يك زمان دو برابر شدن حجم اسفروييد به دو زمان، افـزايش                 مطالعات نشان داده است     . است
در حالي كه از دو زمان به سـه زمـان دو برابـر شـدن حجـم              . شود   مشاهده مي  DNAهاي وارده به      داري در ميزان آسيب     معني

  .گردد  وارد نميDNAاي به  اسفروييد، آسيب قابل ملاحظه
 به  تم اسفروييد نسب  ها طي دو زمان دو برابر شدن حج         با توجه به نتايج به دست آمده، عملاً انكوباسيون سلول         : گيري      نتيجه

  . تري جهت ايجاد حساسيت پرتوي است يك و سه زمان دو برابر شدن حجم اسفروييد، زمان مناسب
             

   كامت -Iudr     4 – 3     اسفروييد– 2    گليوبلاستوما – 1:    ها كليدواژه

 21/6/86: تاريخ پذيرش،23/11/85:تاريخ دريافت

I(ودانشيار PhD،دانـشگاه علـوم پزشـكي و خـدمات بهداشـتي درمـاني ايـران،        تقاطع بزرگراه شهيد همت و چمران،       فيزيك پزشكي، گروه راديولوژي، دانشكده پيراپزشكي
  ).مؤلف مسؤول*(تهران، ايران

II (د فيزيك پزشكيكارشناسي ارش.  
III ( استاديار وPhDگاه علوم پزشكي و خدمات بهداشتي درماني ايران، تهران، ايران بيوفيزيك، گروه فيزيك پزشكي، دانشكده پزشكي، دانش.  
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گر اوراسيل    هاي آزاد واكنش    پرتوهاي يونيزان، ايجاد راديكال   
هـاي تـك       نتيجه آن، ايجاد شكست    )4(.كنند  هاي هاليد مي    و يون 
. اي اسـت    تههاي دو رش ـ     و متعاقب آن شكست    DNAاي    رشته

در صورت عدم ترميم و يا ترميم ناقص، سبب مـرگ سـلولي             
هـاي   سـلول  DNA ميـزان جـايگزيني ايـن دارو در    )5(.شود  مي

هـا بـستگي       سـلول  DNAسرطاني و طبيعي، به اختلاف سنتز       
هايي كه قدرت تكثير دارند قـادر بـه دريافـت             تمام سلول . دارد

هـا در      اين مولكـول   لذا، يكي از كاربردهاي   . باشند  اين دارو مي  
هاي طبيعي اطراف تومـور، قـدرت         تومورهايي است كه سلول   
  . تقسيم كمي داشته باشند

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

نفوذ و جذب داروهاي مختلف و بررسي اثرات عوامل مختلف          
   )6(.باشند هاي تومور واقعي مي در سلولدرماني 

يدهاي داده است كه با انكوباسيون اسـفروي      مطالعات نشان       
ر طـي يـك بـار زمـان دو برابـر            ــ ـ ميكرومت 100-200با قطر   

 درصـد از    72 نـشاندار، حـدود      Iudrشدن حجم اسفروييد بـا      
در حالي كه در اسفروئيدهاي بزرگ      . اند  ها نشاندار شده    سلول
ها پـس      درصد سلول  28 حدود   ، ميكرومتر 700-1000 با قطر 

 ايـن مطلـب     )7(.اند  دار شده   از اين مدت زمان انكوباسيون نشان     
نشان دهنده آن است كه با افزايش قطر اسفروييد، تنوع سيكل          

از سـوي ديگـر مطالعـات نـشان داده          . يابد  سلولي افزايش مي  
در  Iudrاست با افزايش زمان انكوباسـيون، ميـزان برداشـت           

  . يابد هاي مختلف افزايش مي يدهاي با اندازهاسفروي
اي بـراي     ، راه سـاده   DNAبررسي نسبي ميـزان مهـاجرت           

. باشـد   در يك سلول مي    DNAهاي    گيري ميزان شكست    اندازه
هـاي    هاي متفاوتي براي بررسي ميزان شكـست        اگر چه روش  

ل روش  ارائـه شـده اسـت، ولـي چنـد عام ـ           DNAاي    رشته  تك
  . كند هاي ديگر جالب مي ا نسبت به روشت رـكام
از جمله مزاياي ايـن روش ايـن اسـت كـه امكـان بررسـي                    

 نيـاز بـه     ها به صورت تكـي وجـود دارد و          ر سلول صدمات د 
 لـذا، در هـر   .سلول با عوامل راديوايزوتـوپ نيـست    باند شدن   

پذير است، قادر بـه آشـكار كـردن           گيري امكان   اي اندازه   هسته
هزينـه اسـت و كـاربرد آن          كـم باشـد،      مي DNAحداقل آسيب   

 هـدف از انجـام ايـن تحقيقـات، بررسـي تـأثير              )8(.آسان است 
يدهاي ســلولهاي فــزايش مــدت زمــان انكوباســيون اســفروي ا

بر ميزان صدمات سيتوژنتيكي ناشي از       Iudrگليوبلاستوما با   
توانـد گـام      نتيجه ايـن تحقيـق مـي      . باشد  پرتوهاي يونيزان مي  

ين استراتژي درمان در كـاربرد مـواد حـساس          موثري در تعي  
  .  بدخيمي چون گليوما باشدهايكننده در تومور

  
  روش بررسي

: خـط سـلولي  .     اين مطالعه از نوع بنيادي ـ كـاربردي اسـت   
با منـشاء    U87MGخط سلولي مورد استفاده در اين مطالعه،        

) MEM)Gibco BRLگليوما بوده است؛ كه در محـيط كـشت   
، )µg/ml25/0(، استرپتومايـسين  )u/ml100(لينسـي   حاوي پنـي  

)Gibco(Fungizone )ml/L1(، 10 %سرم جنين گاوي )Gibco 

BRL ( گرم 22/0و NaHCO3)Merck (كشت داده شده است .  
هـا بـا دانـسيته        جهت كشت تك لايه، سـلول     : كشت تك لايه      

cells/cm2102  هاي     در فلاسكT-25)Nune (  كشت داده شدند .
 و اشــباع از رطوبــت Co2%5 و C37˚انكوبــاتور هــا در  ســلول

هـا، از محلـول       جهـت تريپـسينه كـردن سـلول       . نگداري شـدند  
ــسين و % 25/0 ــي فــسفات    EDTA% 03/0تريپ ــافر نمك در ب

  . استفاده شد
    كشت اسفروييد و اندازه گيري زمان دو برابر شدن حجـم           

ليتر    سلول در ده ميلي    5×105جهت كشت اسفروييد، تعداد     : آن
هـاي    بـر روي پتـري    % FCS 10 حـاوي    MEMمحيط كـشت    

mm100           كـشت داده   % 1 پوشيده شده با لايه نـازكي از آگـار
ــت. شــدند ــاتور  پلي ــا در انكوب ــا C37˚ه و اشــباع از  Co2%5 ب

 سه روز يـك بـار نيمـي از محـيط        هر. رطوبت نگهداري شدند  
پــس از ســه روز، . شــد  بــا محــيط تــازه جــايگزين مــيكــشت

هايي منتقل     به ميكروپليت  µm50قطر تقريبي   اسفروييدهاي با   
پوشـيده  % 1شدند كه كف هر چاهـك از ميكروپليـت بـا آگـار              

اي صورت گرفت كـه در هـر خانـه،            انتقال به گونه  . شده است 
 بـا   C37˚هـا در انكوبـاتور        پليـت . يك اسفروييد قرار داده شد    

5%Co2      روز،  38بـه مـدت     . و اشباع از رطوبت نگهداري شدند 
وييد با لنز مدرج   متناوب دو قطر عمود بر هم هر اسفر       به طور   
حجـم هـر اسـفروييد طبـق رابطـه زيـر       . شـد  گيـري مـي    اندازه
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  )6π×b2×a=V )1/   حجم اسفروييد :محاسبه شد
ــه در آن  ــك و  a    ك ــر كوچ ــفروييد   b قط ــزرگ اس ــر ب  قط

سپس منحني حجم بر حسب زمان در مقيـاس نيمـه           . باشد  مي
  . لگاريتمي ترسيم گرديد

در منطقه خطي منحنـي يـا فـاز لگـاريتمي، اسـفروييدها از                  
  )  ckt×V0=V) 2حجم اسفروييد    :كنند رابطه زير پيروي مي

 حجـم اسـفروييد     V حجم اوليه اسـفروييدها،      V0    كه در آن    
 نمايانگر شـيب بخـش خطـي نمـودار          k و   tپس از مدت زمان     

 شـدن   از روي شيب بخش خطي منحني، زمان دو برابر        . است
بـه دسـت     Ln2/k=VDTحجم اسفروييد با استفاده از معادلـه        

   . آيد مي
بــه منظــور بررســي اثــر حــساس : Iudr    تيمــار دارويــي بــا 

هاي گليوما در حضور پرتو، بـه پتـري            در سلول  Iudrكنندگي  
 ميكرومتـر بـه ازاي      300 و   100حاوي اسفروييدهاي با قطـر      

 µM100غلظـت   دارو بـا     µl100سي محيط كـشت،       هر ده سي  
 هر پتري به يـك ميكرومـولار        تا غلظت موجود در   (اضافه شد 

 و به مدت يك، دو و سه بار زمان دو برابر شدن حجم              )برسد
   .اسفروييد، تيمار شدند

 گري پرتو گامـا كبالـت       2ز  ودر اين مطالعه، از د    : پرتودهي    
60)Teriton 760 ( باcGy/min5/1=Dose rate جهت پرتودهي 

 سـه   به هيمن منظـور پـس از گذشـت يـك، دو و            . داستفاده ش 
زمــان دو برابـــر شــدن حجـــم اســفروييد از انكوباســـيون    

، اسفروئيدها تحت تابش پرتو گاما      Iudrيدها با داروي    اسفروي
  . قرار گرفتند

بــه روش ســنجش كامــت در  DNAهــاي      بررســي آســيب
 DNAهـاي وارد بـه        به منظـور بررسـي آسـيب      : محيط بازي 

/ يدها را بـه وسـيله محلـول تريپـسين         سـفروي تـدا ا  ها، اب   سلول
EDTA   هاي تكي در آورده و سـپس از ايـن             به صورت سلول
  . ها استفاده شد هاي تكي جهت بررسي آسيب سلول

ــولي        ــارز معم ــكوپي، آگ ــذاري لام ميكروس ــد گ ــد از ك  بع
)NMA=Normal Melting Agarose ( تهيــه % 1را بــه شــكل

 سپس آگـارز    ،وي لام قرار داده   كرده و به طور يكنواخت بر ر      
ــايين  ــاي ذوب پ ــا دم ــه )Low=Low Melting Agarose(ب  ب

 10 ميكروليتــر از آن را بــا  75تهيــه شــده؛  % 5/0صــورت 

 سلول مخلوط كـرده و بـر        104ميكروليتر محيط كشت حاوي     
 .روي ژل آماده شده قبلي ريخته و در سطح لام پخـش كـرده             

ر روي ـد و ب ـــ ـل شدنــاسلايدهاي آماده شده به يخچال منتق    
، M Nacl5/2 ،mM EDTA100( ز كننـده ــ ـر ليــ ـا بافــ ـه آن

mM Tris10 ،HCl ،Triton X-1001 % 5/7و=pH ( اضـــافه
  . گرديد و به مدت يك ساعت در يخچال نگهداري شدند

 پس از يك ساعت به اسلايد فوق، محلـول دينيچـره كننـده                 
)mM NaOH300 ،mM EDTA1 ،13=pH ( و بـه  اضافه شـد 

  .مدت نيم ساعت در يخچال نگهداري شدند
    اسلايدها، نهايتاً به آرامي از محلول دينچـره كننـده خـارج            
شده و به داخل تانك الكتروفورز حـاوي بـافر دينيچـر كننـده              

 ولت قرار   23 دقيقه تحت ولتاژ     30قرار منتقل شدند و به مدت       
يدها سازي محيط بازي، به اسلا     سپس، جهت خنثي  . داده شدند 
اضافه شـد و بـه   ) M Tris-HCl4/0 ،5/7=pH(كننده بافر خنثي

در نهايـت،   . مدت پـنج دقيقـه در ايـن محـيط نگهـداري شـدند             
 اتيديم برمايد   µg/mL10اسلايدها در سيني مخصوص حاوي      

بـراي  . آميـزي شـدند      دقيقه رنگ  10قرار داده شده و به مدت       
دار بـا    ها از ميكروسكوپ فلورسـانس دوربـين        مشاهده آسيب 

جهت  comet scoreافزار  سپس از نرم. داستفاده ش WGفيلتر 
ــا DNAآنــاليز اســتفاده شــد كــه ميــزان آســيب    ســلول را ب

  . كند  و درصد آنها تعيين ميDNAگيري طول مهاجرت  اندازه
حاصل ضـرب  (tail momentالذكر  افزار فوق سرانجام، نرم    

هـر چـه    . كنـد  را محاسـبه مـي    ) طول دنباله در شـدت انتهـايي      
بيشتر باشد، نمايـانگر آسـيب       tailميزان و شدت اين دنباله يا       

  . باشد  سلول ميDNAبيشتر 
 400در اين پژوهش به ازاء هـر نمونـه بـه طـور متوسـط                    

در كليه مراحل آزمايش، پس     . سلول مورد بررسي قرار گرفت    
هـاي تكـي و پـيش از انجـام            از تبديل اسـفروييدها بـه سـلول       

ها اندازه گيري شد كه در تمـام          سلول Viabilityت  آزمون كام 
   .بود% 90مراحل اين مقدار بيش از 

 P-value مقـادير  ،t-testاز آزمـون   : تجزيه و تحليل آمـاري        
نمودارهــا و محاســبات . ندهــا محاســبه و مقايـسه شــد  نمونـه 

 2003افـزار كـامپيوتري       آماري در اين پژوهش به كمـك نـرم        
Excel انجام شده است .  
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  ها يافته
 بـه صـورت تـك لايـه و رسـم         U87MGهـاي         كشت سلول 

جهــت بررســي اثــر : )Growth Curve(منحنــي رشــد ســلولي
در پرتودرمــاني گليومــا، منحنــي رشــد  Iudrكننــدگي  حــساس
 در مقيـاس نيمـه لگـاريتمي بـه صـورت      U87MGهـاي    سلول

در .  روز ترسـيم شـد     10تعداد سلول برحسب زمـان در طـي         
نحني يا فـاز لگـاريتمي، شـيب منحنـي محاسـبه           منطقه خطي م  

سپس از روي شيب، زمان دو برابر شدن سلول محاسبه          . شد
  . باشد  ساعت مي28±76/0شد كه معادل 

اسـب زمـان دو برابـر شـدن حجـم           كشت اسـفروييد و مح        
، Iudrبراي بدست آوردن مدت زمان تيمار دارويي        : يداسفروي

مطـابق روش توضـيح     زمان دو برابر شدن حجـم اسـفروييد         
 تـصوير   1شكل شماره   . داده شده در بخش فوق محاسبه شد      

ــه قطــر  U87MGاســفروييدي ســلولهاي   ميكرومــر را 300ب
  . دهد نشان مي

به منظور رسم منحني رشد اسـفروييد، ميـانگين حجـم بـه                
دست آمده به صورت نيمه لگاريتمي برحـسب زمـان ترسـيم            

 روز نـشان    38ا در طـي      نمودار رشد اسفروييد ر    2شكل  . شد
از روي شيب خط قالب شده به فـاز لگـاريتمي زمـان             . دهد  مي

دو برابــر شــدن حجــم اســفروييد محاســبه شــد كــه معــادل   
  .  ساعت به دست آمد96/0±65

     
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

 ميكرون 300 به قطر U87MGهاي  نمائي از اسفروييد سلول -1شكل شماره 
  x40نمايي  با بزرگ

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

 در U87MGهاي  يدهاي سلولنمودار رشد حجمي اسفروي -2شكل شماره 
، زمان دو برابر شدن حجم اسفروييد FCS درصد 10 حاوي MEMمحيط كشت 

) 25 تا 4روزهاي (با استفاده از شيب خط قالب شده به فاز لگاريتمي منحني
اف اين منحني ميانگين سه بار تكرار آزمايش همچنين مقادير انحر. محاسبه شد

  . باشد حاصل سه بار تكرار مي) SEM(معيار
  

 اسفروييدهاي  DNAزان آسيب وارد شده به      ــي مي ـ    بررس
ه تيمـار دارويـي     ــ ـر بـه واسط   ــ ميكرومت 300 و   100ر  ـبا قط 
ـــطــي ي  ـــ ــان دو براب ــار زم ــم ـر شـــك، دو و ســه ب دن حج

  : اسفروييد
طي يـك،    DNAهاي وارد شده به       به منظور بررسي آسيب       
ــفروييدها،    د ــم اسـ ــدن حجـ ــر شـ ــان دو برابـ ــه زمـ و و سـ

، 65 ميكرومتـر را     300 و   100اسفروييدهاي با قطـر متوسـط       
قـرار داده و پـس از        Iudr ساعت تحـت تيمـار بـا         195 و   130

 DNAهـاي     ، ميـزان آسـيب    60Co پرتو گامـا     Gy2پرتودهي با   
  . ها توسط روش كامت قليايي بررسي شد سلول

ــكا      ــ4 و 3ل اش ــه ترتي ــده توســط    ب ــه ش ــصوير گرفت ب ت
ــت را در      ــست كام ــل از ت ــانس حاص ــكوپ فلئورس ميكروس

دهد كـه    ميكرومتر را نشان مي 300 و   100اسفروييدهاي قطر   
طي سه زمـان دو برابـر شـدن حجـم اسـفروييد تحـت تيمـار                

  . اند قرار گرفته Iudrداروي 
شـود     مـشاهده مـي    4و   3ل شماره   اشكاهمانطوري كه در        

آسـيبي مـشاهده     باشـد   رل مـي   كـه نمونـه كنت ـ     )الـف (در شكل 
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 Iudrكه نمونه تيمار بـا      ) ب(در صورتي كه در شكل    . شود  نمي
  . شود باشد، آسيب مشاهده مي مي
باشـد، آسـيب      كـه نمونـه پرتـو داده بـا گامـا مـي            ) ج(شكل    

كه نمونه پرتـو داده بـه       ) د(در شكل . دهد  بيشتري را نشان مي   
هاي قبلـي    تري نسبت به گروه   باشد، آسيب بيش    مي Iudrهمراه  

  . شود مشاهده مي
   

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

 مــشاهده 4 بــا شــكل شــماره 3   در مقايــسه شــكل شــماره 
شـكل  (با افزايش قطر اسفروييد در نمونـه كنتـرل       شـود كه     مي
در حالي كه   . شود  ، تغييري در ميزان آسيب مشاهده نمي      )الف

، پرتو ديده و پرتو ديـده بـه         هاي انكوبه شده با دارو      در نمونه 
با افزايش قطر اسفروييد از ميـزان       ) شكل ب، ج، د   (همراه دارو 

  . كاسته شده است DNAآسيب وارد به 
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

 در مدل U87MGهاي  نمونه تصوير گرفته شده توسط ميكروسكوپ فلورسانت حاصل از تست كامت از سلول   -3شكل شماره   
.  قـرار گرفتنـد    Iudrن دو برابـر شـدن حجـم اسـفروييد تحـت تيمـار بـا                  ميكرومتر كه طي يك بـار زمـا        100كشت اسفروييد با قطر     

  .Iudrنمونه پرتو ديده به همراه ) د(نمونه پرتو ديده و شكل) ج(، شكلIudrنمونه تيمار با ) ب(نمونه كنترل، شكل) الف(شكل

 در مدل U87MGهاي  لنمونه تصوير گرفته شده توسط ميكروسكوپ فلورسانت حاصل از تست كامت از سلو   -4شكل شماره   
.  قـرار گرفتنـد  Iudr ميكرومتر كه طي سه بـار زمـان دو برابـر شـدن حجـم اسـفروييد تحـت تيمـار بـا                     300كشت اسفروييد با قطر     

  .Iudrنمونه پرتو ديده به همراه ) د(نمونه پرتو ديده و شكل) ج(، شكلIudrنمونه تيمار با ) ب(نمونه كنترل، شكل) الف(شكل
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    مقايسه نتايج تيمار دارويي و پرتودهي دو گروه اسفروييد         
ل از   مقايسه نتايج حاص   5شكل  :  ميكرومتر 300 و   100با قطر   

 65 ميكرومتـر را طـي       300 و   100دو گروه اسفروييد به قطر      
انكوباسيون با  ) ج( ساعت 195و  ) ب( ساعت 130،  )الف(ساعت

Iudr  شـود، در دو      همـانطور كـه مـشاهده مـي       . دهـد    نشان مي
و  Iudrهــاي تيمــار شــده بــا  هــا يعنــي نمونــه گــروه از نمونــه

 وارده بـه    هـاي   بـزان آسي ـ ـده با گاما، مي ـ   ـهاي پرتو دي    نمونه
DNAي هر سهــر طـ ميكرومت100ر ـ در اسفروييدهاي با قط  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

) >05/0p(داري  زمان انكوباسـيون دارويـي بـا اخـتلاف معنـي          
در گروه   . ميكرومتر است  300بيشتر از اسفروييدهاي با قطر      

در طــي يــك زمــان انكوباســيون  Iudr پرتــو ديــده بــه همــراه
 100هـاي بـا قطـر          سلول DNAيزان آسيب در    اسفروييدها، م 

ــي   ــتلاف معنـ ــا اخـ ــر بـ ــشتر از ) >05/0p(داري ميكرومتـ بيـ
 ميكرومتـر   300هـاي وارده در اسـفروييدهاي بـا قطـر             آسيب
  . است

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

 ميكرومتر مربوط بـه نمونـه هـاي كنتـرل،     300 و 100 در اسفروييدهاي با قطر Tail Momentنمودار مقايسه  -5شكل شماره 
سـاعت تحـت   ) ج(195) ب(130و ) الف(65ها اسفروييدها طي   در اين نمونهIudrپرتو ديده و پرتو ديده به همراه    . Iudrتيمار شده با    

  ).سه بار تكرار استفاده شده است) SEM(اند، از انحراف معيار ميانگين آزمايشها سه بار تكرار شده( قرار گرفتندIudrتاثير 
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هـاي وارد شـده بـه     همچنيــن در ايــن گروه، ميزان آسيب         
DNA شــــدن، در ي دو و ســــه زمــــان دو برابــــردر طــــ 

داري    ميكرومتـر بـا اخـتلاف معنـي        100اسفروييدهاي با قطر    
)05/0p< (  ــا قطــر ــر 300بيــشتر از اســفروييدهاي ب  ميكرومت

      . است
هاي آسـيب ديـده بـا اسـتفاده از روش             نمايش تعداد سلول      

ــت ــگ  : كام ــايي و رن ــت قلي ــام روش كام ــس از انج ــزي  پ آمي
 از هـر لام حداقل در    (ها عكسبـرداري شـده    ها، از سلول    سلول

 cometافـزار   ها توسط نـرم  سلول tail momentو ) سه ميدان

scoreگيري شدند  اندازه .  
در اثر   DNAهاي وارده به          به منظور مقايسـه ميزان آسيب    

افزايش زمان انكوباسيون، در گـروه پرتـو ديـده بـا گامـا بـه                
آنهـا   tail momentهايي كه ميـانگين   درصد سلول Iudrهمراه 

گروه پرتو ديده بـا گامـا بـه تنهـايي     tail momentاز ميانگين 
   . بيشتر است محاسبه شد

.  نمايشگر نتيجه حاصـل از ايـن محاسـبات اسـت           1جدول      
شـود افـزايش زمـان تيمـار افـزايش            همانطوريكه مشاهده مي  

ــشتر  ــلول tail momentبيـ ــروه   را در سـ ــر دو گـ ــاي هـ هـ
ــا قطــر   اســفروئيدي ــاي ب ــشان 300 و 100ه ــر را ن  ميكرومت

ناشـي از   tail momentاز سوي ديگر ميزان افـزايش  . دهد مي
 نـسبت بـه     300، در اسـفروييدهاي     Iudrافزايش زمـان تيمـار      

دهد كه افـزايش      اين نشان مي  .  بيشتر است  100يدهاي  اسفروي
يدهاي بـا قطـر بيـشتر مـوثرتر         در اسفروي  Iudrزمان تيمار با    

  . است
  

 Iudrهاي ناش از پرتو گاما در حضور  ان آسيبميز -1جدول شماره 
  Iudrهاي مختلف انكوباسيون اسفروييدها با داروي  در زمان

     و درصد افزايش آسيبIudrزمان انكوباسيون اسفروييد با 
  قطر اسفروييد

   ساعت195   ساعت130   ساعت65
  %70  %66  %60   ميكرومتر100
  %68  %61  %51   ميكرومتر300

  
  بحث

ها    درماني با تشعشع خارجي، در درمان اكثر سرطان            پرتو
در جهت اسـتفاده    . از اهميت و جايگاه خاصي برخوردار است      

هاي تركيبي جهـت كـاهش        بهينه از پرتودرماني، امروزه شيوه    
هـاي   هاي سالم و در عين حال افزايش آسيب دوز پرتوي بافت 

ن يكـي از اي ـ   . تومور، مد نظر اكثر محققين قـرار گرفتـه اسـت          
ايـن دارو،  . باشـد  مـي  Iudrهـاي پرتـوي     عوامل، حساس كننده  

هاي در حال تقسيم كه در فـاز سـنتز            اختصاصاً توسط سلول  
هاي سرطاني و طبيعي هـر        لذا، سلول . شود   مي داشتباشند بر 

استفاده از اين عوامـل     . باشند  دو قادر به دريافت اين دارو مي      
هـاي    لولباشـد كـه س ـ      هاي سرطاني مـي     دارويي مختص بافت  

  . اطراف از قدرت تقسيم كمي برخوردار باشند
گليومــا، از نظــر تئــوري بهتــرين گزينــه بــراي ايــن روش      

هاي عمده در پرتـو درمـاني،         يكي از شكست  . باشد  درماني مي 
مـان چرخـه    زهـاي بـا       هاي هايپوكسيك و سلول     وجود سلول 

 .باشند  هاي مقاوم به پرتو مي      طولاني است، كه از دسته سلول     
اسفروييد به عنوان مدل چند سلولي سيستم بافت سرطاني، با          

هاي غير همگن، مدل مناسبي بـراي بررسـي ايـن             دسته سلول 
 با توجه به اينكـه اكثـر عوامـل          )9(.باشد  هاي مي   دسته از سلول  

كننـد لـذا    اد مـي ــ ـاي ايج   هــ ـهاي تك رشت    سيتوژنتيك شكست 
ي تـك   هـا   ش كامت قليايي، كه براسـاس شكـست       ـتكنيك سنج 

كنــد، يــك روش اســتاندارد و قابــل  عمــل مــي DNAاي  رشــته
هاي سرطاني    اطمينان در جهت بررسي مقاومت پرتوي سلول      

   )11و 10(.باشد مي
مطالعات در مدل كشت تك لايه نشان داده است كه غلظـت                

به همراه تابش پرتو گاما در مدل كـشت    Iudrميكرومولار  يك  
هاي گليوما، سـبب افـزايش حـساسيت پرتـوي            تك لايه سلول  

همچنـين ميـزان صـدمات سـلولي در فـاز           . شـود   ها مي   سلول
 همچنـين مطالعـات نـشان       )12(. اسـت  تنمائي بيشتر از فاز ثاب ـ    

داده است كه غلظت يك ميكرومولار در اسفروييدها هم غلظت          
  )7(.حساسيت پرتوي استمناسبي براي ايجاد 

يدهايي با قطرهـاي    زمايشهاي انجام شده بر روي اسفروي         آ
هاي يدده است كه ميزان برداشت در اسـفروي       مختلف نشان دا  

يدهاي با قطـر كـوچكتر كمتـر    با قطر بزرگتر نسبت به اسفروي  
   )7(.است

يدهاي بـا قطـر      در اسـفروي   Iudr    از عوامل كاهش برداشـت      
ــاه  ــر، وجــود ن ــاطق مختلــف   ي در ســلولمگونبزرگت هــاي من
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ناهمگوني در چرخه سلولي به دليـل افـزايش         . يد است اسفروي
هـا بـه مـواد        قطر اسفروييد و كاهش ميزان دسترسـي سـلول        

شــود، كــه ســبب ايجــاد دســته  غــذايي و اكــسيژن ايجــاد مــي
هـاي    هاي چرخه سـلولي طـولاني و سـلول          هاي با زمان    سلول

  . شود هايپوكسيك مي
شود كه ايـن دسـته        ه سلولي سبب مي   ـش زمان چرخ  ـافزاي    

ــر شــدن حجــم     از ســلول ــان دو براب ــك زم ــد در ي ــا نتوانن ه
در صـــورتي كـــه در . را برداشـــت نماينـــد Iudrاســـفروييد، 

ــشاهده     ــلولي م ــاهمگوني س ــر ن ــر كمت ــا قط ــفروييدهاي ب اس
هــاي اوليــه انكوباســيون بيــشترين  شــود، لــذا در زمــان نمــي

  . برداشت را دارند
ــو      ــات اتوراديـ ــه در   مطالعـ ــت كـ ــشان داده اسـ گرافي نـ

ها طي     درصد از سلول   52 ميكرون،   300يدهاي با قطر    اسفروي
 در ايـن    )7(.انـد   را برداشت كرده   Iudrيك زمان دو برابر شدن      

طي يك   Iudrآزمايش نشان داده شد كه پرتودهي در حضور         
 درصـد  51 را DNAزمان دو برابر شـدن، ميـزان آسـيب بـه         

 زماني كـه فقـط از پرتـو بـه تنهـايي اسـتفاده شـده                 نسبت به 
همچنين مطالعات قبلي نشان داده است، كه به        . دهد  افزايش مي 

 از يك زمان دو برابـر       Iudrواسطه افزايش زمان انكوباسيون     
 در  Iudrن برداشـت    ازن به چهار زمان دو برابر شدن، مي ـ       شد

 درصـد افـزايش     21اسفروييدهاي بـا قطـر بـزرگ بـه ميـزان            
 نتايج حاصل از اين آزمايش نشان داده است كه بـا            )7(.يابد  مي

افزايش زمان انكوباسيون از يك زمان دو برابر شدن به سـه            
 ميكرومتر،  300زمان دو برابر شدن در اسفروييدهاي با قطر         

 درصد افزايش يافتـه     68 درصد به    51ميزان آسيب سلولي از     
به همـان    Iudr توان گفت كه    با مقايسه اين دو نتيجه مي     . است

اي كــه توســط ســلول برداشــت شــود، باعــث افــزايش  انــدازه
.  سلول مـي شـود     DNAحساسيت پرتوي و آسيب رساني به       

 نـشان داده    )1جـدول شـماره     (از سوي ديگر، نتايج بدست آمـده      
ــوي     ــدمات پرتـ ــزان صـ ــه ميـ ــت كـ ــلول در DNAاسـ  سـ

ــا قطــر  در  Iudr ميكرومتــر در حــضور 300اســفروييدهاي ب
 65 درصد در طي     51ابش پرتو گاما، به تنهايي از       مقايسه با ت  

ــه    ــيون ب ــاعت انكوباس ــي  68س ــد در ط ــاعت 195 درص  س
ــه اســت  ــزايش يافت ــزان  . انكوباســيون اف ــه مي در صــورتي ك

در اسـفروييدهاي بـه قطـر        Iudrصدمات پرتـوي در حـضور       
 درصـد   71 ساعت به    65 درصد در طي     60 ميكرومتر از    100

  . ه است ساعت افزايش يافت195در طي 
ــا قطــر       ــل وجــود  300در اســفروييد ب ــه دلي ــر، ب  ميكرومت

تر نسبت به اسفروييدهاي با قطـر         هاي با چرخه طولاني     سلول
ها نيـز      ميكرومتر، با افزايش زمان انكوباسيون اين سلول       100

ل بـا افـزايش   به همـين دلي ـ . خواهند شد Iudrقادر به برداشت    
 در اسفروييدهاي بـه     سيبان افزايش آ  ززمان انكوباسيون، مي  

 100 ميكرومتــر بيــشتر از اســفروييدهاي بــه قطــر 300قطــر 
 100ها در اسفروييد به قطـر   زيرا، اكثر سلول. ميكرومتر است 

ميكرومتر در طي يك زمان دو برابر شدن، قادر بـه برداشـت             
Iudr   بــوده و در نتيجــه بيــشترين آســيب طــي اولــين زمــان

  . شود انكوباسيون ايجاد مي
هـاي   كـاربردن حـساس كننـده   ه   توجه به اينكه هدف از ب      با    

هاي سرطاني و كـاهش       پرتوي، افزايش صدمات پرتوي سلول    
همچنـين  . باشـد   هاي سالم اطراف تومور مي      صدمات به سلول  

هـا    به تنهايي سبب ايجاد آسيب بـه سـلول         Iudrاز آنجايي كه    
ش داد  اي افـزاي    شود، لذا بايد زمان انكوباسيون را تا اندازه         مي

هـاي    كه با حداقل دوز پرتوي ضمن افزايش آسيب بـه سـلول           
  . هاي سالم آسيب نرسد سرطاني، به سلول

نتــايج حاصـــله نــشان داده اســـت كــه افـــزايش زمـــان        
د مـورد مطالعـه از      ــ ـر اسفرويي ــر دو قط  ــانكوباسيون در ه  

يك زمان دو برابر شدن به دو زمان دو برابـر شـدن، ميـزان               
. دــ ـده  ش مـي  ــداري افزاي   را با افزايش معني   صدمات سلولي   
ش زمان انكوباسيون از دو بـه سـه زمـان           ــدر حالي كه افزاي   

داده ـان نــــداري را نــش يــــش معنــــدن، افزايــــدو برابــر ش
  . است

هـاي    اي از سـلول      بـا مجموعـه    با توجه به اينكه در كلينيك         
ايج ه نتـــه بـــ بــا توجــســرطاني و طبيعــي ســروكار داشــته و

د كـه   ــ ـه رسي ـتـوان بـه ايـن نتيج ـ        حاصل از اين مطالعـه مـي      
و حداقل دوز تابـشي،      Iudrتوان با تيمار      بهترين زماني كه مي   

 130حـــداكثر حـــساسيت ســـلولي را ايجـــاد كـــرد، زمـــان  
يعني بـه انـدازه دو بـار زمـان دو برابـر شـدن حجـم                 (ساعت

  .باشد مي) اسفروييد
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  گيري نتيجه
نـشان داده اسـت كـه انكوباســيون        نتـايج بـه دسـت آمـده     

ها طي دو زمان دو برابر شدن حجم اسـفروييد، نـسبت              سلول
به يك و سـه زمـان دو برابـر شـدن حجـم اسـفروييد، زمـان                  
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Evaluation of the Extent of Cytogenetic Damage Induced by Ionizing 

Radiation at Different Intervals of Cell Incubation with Iudr in 
Spheroid Model of Glioblastoma Cell Line Using Comet Assay 
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Abstract 
    Background & Aim: 5-iodo-2-deoxyuridine(Iudr) is a thymidine analog that is known as a radiosensitizer for human 
cancer cells in in vitro and in vivo studies. The investigations on the spheroid have shown that Iudr uptake of cells 
increases with the increasing Iudr incubation time. The aim of this study was to evaluate the extent of cytogenetic damage 
induced by ionizing radiation at different intervals of cell incubation with Iudr using comet assay.  
    Material and Method: In this basic experimental study, U87MG, a Glioblastoma cell line was cultured as spheroid in 
two different sizes, 100 and 300µm. The spheroids were incubated with Iudr in three different volume doubling times. Then 
they were irradiated by 2Gy of gamma radiation of cobalt 60. The extent of DNA damage was measured using alkaline 
comet assay and the data were analyzed by Students' t-test.  
    Results: The results showed the extent of DNA damage induced by gamma radiation in combination with Iudr was 
greater in spheroids with 300µm of diameter than spheroids with 100µm of diameter. Investigations revealed that the DNA 
damage after two volume doubling times of incubation with Iudr is significantly more than one volume doubling time of 
incubation in two different sizes of spheroids, but the extent of damage in spheroids with 300µm of diameter was larger. 
However, there is no significant difference between the DNA damage after incubation for two and three volume doubling 
times.     
    Conclusion: As it can be seen, two-volume-doubling-time incubation of cells is more suitable than one or three volume 
doubling times to develop radiation sensitivities.   
 
 
 
 
Key Words:     1) Glioblastoma     2) Spheroid     3) Iudr     4) Comet         
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