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چکیده
ــدان  ــد. می ــی باش ــل م ــاد آن دخی ــی در ایج ــل مختلف ــه عوام ــت ک ــی اس ــد عامل ــاري چن ــک بیم ــا و ی ــان در دنی ــی زن ــایع ترین بدخیم ــتان ش ــرطان پس س
شــعوری فرادرمانــی )FCF( توســط محمدعلــی طاهــری بنیانگــذاری شــده اســت کــه نــه انــرژی اســت و نــه مــاده و همچنیــن فاقــد کمیــت اســت، بنابرایــن 
نمــی تــوان آن را مســتقیماً مــورد انــدازه گیــری قــرار داد. بــا ایــن وجــود، ارزیابــی اثــرات آنهــا بــه طــور غیــر مســتقیم از طریــق آزمایشــات کنتــرل شــده در 
آزمایشــگاه امکان پذیــر اســت. هــدف از ایــن مطالعــه بررســی اثــر میــدان شــعوری فرادرمانــی بــر ســلول هــای ســرطان پســتان (MDA-MB-231)  بــه روش 
فلوســایتومتری در زمــان‌24 ســاعت بــود. بــه منظــور تعییــن مــرگ ســلولی در نمونــه ی تیمــار شــده بــا میــدان شــعوری فرادرمانــی و مقایســه ی آن بــا کنتــرل، 
رنــگ آمیــزي ســلول ها بــا دو رنــگ Annexin-V و پروپیدیــوم یدیــد (PI) انجــام گرفــت. نتایــج نشــان داد کــه در زمــان 24 ســاعت، درصــد آپوپتــوز زودرس 
ــه ترتیــب 5/92 درصــد، 3/49  ــه رده‌هــای ســلولی کنتــرل ب ــه تحــت تأثیــر میــدان شــعوری فرادرمانــی، نســبت ب و تأخیــری، آپوپتــوز تــام و نکــروز در نمون
درصــد، 9/41 درصــد و 4/68 درصــد افزایــش یافــت. نهایتــا میــزان مــرگ برنامه ریــزی شــده ســلول‌های ســرطانی در ایــن زمــان حــدود9/41 درصــد، تحــت 

تأثیــر ایــن میــدان در رده ی ســلولی ایــن مطالعــه افزایــش یافتــه اســت.
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مقدمه

ــان  ــان زن ــوان یکــی از شــایع‌ترین ســرطان‌ها در می ســرطان پســتان به عن
بــه شــمار مــی رود.  طبــق آمارهــای ســازمان جهانــی بهداشــت، ســرطان 
ــود.  ــامل می‌ش ــان را ش ــن زن ــرطان‌ها در بی ــد س ــدود 30 درص ــتان ح پس
ایــن نــوع ســرطان بعــد از ســرطان ریــه دومیــن عامــل مرگ‌و‌میــر ناشــی 
ــه  ــن زده شــده اســت ک ــزارش شــده اســت. تخمی ــان گ از ســرطان در زن
ــش از  ــه بی ــار در ســال 2018 ب ــون بیم شــیوع ســرطان پســتان از دو میلی
ــان‌دهنده  ــه نش ــد ک ــش می‌یاب ــال 2046 افزای ــار در س ــون بیم ــه میلی س
افزایشــی ‌46 درصــدی اســت )۱، ۲(. ســرطان پســتان بیمــاری اســت کــه در 
آن ســلول های بدخیــم از بافــت پســتان منشــا گرفتــه و بــه طــور نامنظــم و 
ــب از بافت هــای پســتان،  ــن ســلول ها اغل ــد. ای ــر می یابن ــده ای تکثی فزاین
ــاری  ــراف مج ــای اط ــو  ه ــیری و لوب ــاری ش ــاننده، مج ــلول های پوش س
)لوبــولار( منشــاء می گیــرد )۳(. رده ســلوليMDA-MB- 231 مربــوط بــه 
ــت.  ــكل اس ــی  ش ــي و دوك ــوژي، اپيتليال ــر مورفول ــتان، از نظ ــرطان پس س
قــدرت تهاجمــي ايــن رده ســلولي از طريــق توانایــی تخريــب پروتئوليتيــك 
ــري مي شــود )۴، ۵(. هــدف از انجــام  ــلولي ميانجي گ ــارج س ماتركيــس خ
ــلول های  ــر س ــی ب ــعوری فرادرمان ــدان ش ــر می ــی اث ــه بررس ــن مطالع ای

ســرطان پســتان (MDA-MB-231) اســت. 

مواد و روش‌ها

کاربرد میدان شعوری فرادرمانی

ــام،  ــار اع ــک ب ــا ی ــلول های MDA-MB-231 ب ــه، س ــن مطالع  در ای
از شــروع مطالعــه تــا انتهــا )زمــان ۲۴ ســاعت( در معــرض میــدان 
ســلول‌های همچنیــن  گرفتنــد.  قــرار   )FCF( فرادرمانــی   شــعوری 

ــرل در  ــروه کنت ــوان گ ــه عن ــی، ب ــر فرادرمان ــدون تاثی MDA-MB-231 ب
نظــر گرفتــه شــدند.

کشت سلولی 

  MDA-MB-231ــتان ــرطان پس ــلولی س ــی س ــش از رده ــن پژوه در ای
کــه از بانــک ســلولی انســیتو پاســتور تهیــه شــده، اســتفاده شــد. ســلولهای 
ــا ۲  ــت DMEM1 (Gibco, USA) ب ــط کش  MDA-MB-231در محی
  (Gibco,ــن گاوي ــا ســرم جنی ــن غنــی شــده ب ــی مــولار L -گلوتامی میل
ــین  ــیلین/ استرپتومایس ــی س ــای پن ــی بیوتیکه ــول ۱٪ آنت  (USAو  محل
ــی  ــا )37 درجه ــدهی دم ــرل ش ــرایط کنت ــت ش  (Biosera, France)تح
ســانتی گــراد( و دی اکســیدکربن %5 کشــت داده شــدند. ســلولها بهصــورت 
ــد. ایــن محیــط کشــت هفتهــاي ســه  تــک لایــه در فلاســک رشــد کردن
بــار تعویــض شــد و بــراي برداشــت کــردن ســلولها نیــز از محلــول ســترون 

تریپســین EDTA-اســتفاده شد‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬.

1. Dulbecco's Modified Eagles Medium

فلوسایتومتری

بــه منظــور تعییــن درصــد ســلولهاي آپوپتوزشــده در یــک جمعیــت ســلولی 
ــرل،  ــلولی در کنت ــت س ــا جمعی ــاس آن ب ــی و قی ــا  فرادرمان ــده ب تیمارش
یدیــد  پروپیدیــوم  و   Annexin-V رنــگ  دو  بــا  ســلولها  رنگآمیــزي 
(Sigma-Aldrich,Germany) انجــام گرفــت. بــه ایــن صــورت کــه پــس 
از تیمــار ســلولها بــا میــدان شــعوری فرادرمانــی بعــد از 24 ســاعت، ســلولها 
 )PBS( را تریپســینه کــرده و شستوشــوي ســلولها بــا بافــر فســفات ســالین
ــلولها، 100  ــانتریفوژ س ــل از س ــوب حاص ــه رس ــت. ب ــام گرف ــتریل انج اس
میکرولیتــر بافــر بایندینــگ بــه میکروتیــوپ 1/5 میلــی لیتــر اضافــه شــد. در 
ادامــه 10 میکــرو لیتــر از رنــگ پروپیدیــوم یدیــد )PI( و پنــج میکرولیتــر از 
رنــگ آنکســین )Annexin-V( نیــز بــه محتویــات موجــود در میکروتیــوب 
ــا حرکــت دســت و  ــه آرامــی ب اضافــه شــد. ســپس تمامــی محتویــات را ب
ــرده طــوري  ــوط و یکدســت ک ــر مخل ــا یکدیگ ــوب ب ــکان دادن میکروتی ت
کــه رســوب ســلولها بــا مــواد موجــود بــه راحتــی حــل شــود. در مرحلهــی 
بعــد، نمونههــا در دمــاي اتــاق )25 درجهــی ســانتیگراد( بــه مــدت زمــان 10 
 BD( دقیقــه در تاریکــی انکوبــه شــد. در نهایــت بــا دســتگاه فلوســایتومتري
ــت.  ــام گرف ــلولی انج ــز س Biosciences, San Diego, CA, USA( آنالی
تجزیــه و تحلیــل دادههــا بــا اســتفاده از نــرم افــزار دســتگاه و تقســیم نقــاط 
ــا  Q4 انجــام  ــه چهــار ناحیهــی Q1 ت ثبــت شــده در منحنــی دو بعــدي ب
ــا  ــوز ی ــا آپاپت ــت الق ــی در جه ــرات فرادرمان ــن اث ــور تعیی ــه منظ ــت. ب گرف
ــزار  ــرم اف ــه وســیلهی ن ــه ب نکــروز، درصــد ســلولهاي مســتقر در هــر ناحی

ــزارش شــد. دســتگاه فلوســایتومتري )FCS Express( محاســبه و گ

تحلیل آماری

جهــت انجــام محاســبات آمــاري از برنامهــی گراف پــد 9 و SPSS نســخهي 
ــا اســتفاده از  2016 اســتفاده شــده اســت. اطلاعــات پــس از جمــع آوری ب
آزمــون آنــوا یکطرفــه، آنالیــز واریانــس و آزمــون توکــی (Tukey) تجزیــه 
ــار تکــرار شــد. اختــاف در ســطح 0/05  ــل شــد. سنجشــها ســه ب و تحلی

معنــادار تلقی شــد.

نتایج و بحث

ــروه  ــن گ ــاداری بی ــرات معن ــدول ۱ و شــکل 1، تغیی ــج ج ــاس نتای ــر اس ب
کنتــرل و تیمــار مشــاهده شــد (P<0.001). داده هــا نشــان داد کــه درصــد 
آپاپتــوز اولیــه و تاخیــری و مجمــوع آپاپتــوز و نکــروز در رده هــای ســلولی 
تیمــار شــده بــا FCF نســبت بــه رده هــای ســلولی بــدون تیمــار )کنتــرل( 

افزایــش داشــته اســت )شــکل ۱(. 

Q1 Q2 Q3 Q2+Q3 Q4
Control (-) 3.72% 0.93% 4.68% 5.61% 90.7%

FCF 8.40% 4.42% 10.6% 15.02% 76.6%
Difference of FCF from negative control 4.68% 3.49% 5.92% 9.41% 14.1%

 جدول1: اثر FCF بر آپاپتوز در سلول های MDA-MB-231 در گروه های تیمار شده و کنترل در فاصله زمانی 24 ساعته. 
.)Q4(  و درصد سلول های زنده )Q3( ؛ درصد سلول های آپوپتوز اولیه)Q2( ؛ درصد سلول های آپوپتوز دیررس)Q1( درصد سلول های نکروزی
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شکل ۱. نمودار تغییرات مرگ سلولی در فاصله زمانی ۲۴ در گروه‌های کنترل و تیمار سنجش شده با روش فلوسایتومتری. ****: از نظر آماری معنادار (P<0.0001). ***: از نظر آماری 
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ــلولی تحــت  ــای س ــار رده‌ه ــه رفت ــده اســت ک ــاهده ش ــن مش ــش از ای پی
ــاوت  ــف متف ــدی مختل ــای رش ــعور)ط( در محیط‌ه ــای ش ــر میدان‌ه تاثی
ــدی و در  ــت دو بع ــط کش ــه در محی ــال، هنگامی ک ــوان مث ــه عن ــت. ب اس
شــرایط in vitro ســلول‌ها تحــت میدان‌هــا قــرار می‌گیرنــد افزایــش 
تکثیــر مشــاهده می‌شــود )۶(. در حالی کــه در مــدل مــوش و شــرایط 
ــات  ــر مطالع ــاوه ب ــت )۷(. ع ــده اس ــزارش ش ــتاز گ ــار متاس in vivo مه
ــه  ــت ک ــده اس ــزارش ش ــز گ ــوژی نی ــای میکروبیول ــلولی، در آزمایش‌ه س
تکثیــر ویــروس در محیــط کشــت و تحــت تاثیــر میدان‌هــای شــعوری)ط(
افزایــش می‌یابــد. در حالیکــه در مــدل مــوش صحرایــی، فرادرمانــی پاســخ 
ــی را  ــب برفک ــروس ت ــال وی ــر فع ــن غی ــط واکس ــده توس ــا ش ــی الق ایمن

بهبــود می‌بخشــد )۸(. 

نشــان   MDA-MB-231 ســلولی  رده  بــر  مطالعــه  ایــن  مشــاهدات 
داد کــه فرادرمانــی می‌توانــد زنده‌مانــی ایــن رده ســلولی را کاهــش و 
ــا  ــش ب ــن آزمای ــل ای ــد. تکمی ــش ده ــده را افزای ــزی ش ــرگ برنامه‌ری م
ــا  ــلولها ب ــی س ــده مان ــی زن ــن ارزیاب ــون MTT و همچنی ــتفاده از آزم اس
ــتور کار  ــاعت در دس ــی ۴۸ و ۷۲ س ــل زمان ــایتومتری در فواص روش فلوس
ــنهاد  ــدی، پیش ــدم بع ــوان ق ــرار دارد. به عن ــه ق ــن مطالع ــندگان ای نویس
ــای  ــول ه ــان مولک ــطح بی ــر س ــر FCF ب ــی، اث ــات آت ــم در مطالع می کنی
ــر  ــن اث ــود. همچنی ــی ش ــد Fas(CD95) بررس ــوز مانن ــده آپوپت ــا کنن الق
ــط  ــف در محی ــار رده‌هــای ســلولی مختل ــر رفت ــدان شــعوری)ط( ب ــن می ای
کشــت‌های دو بعــدی، ســه بعــدی و مــدل موجــود زنــده مــورد مقایســه و 

ــرد.  ــرار گی ــی ق ارزیاب
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