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 چكيده
 روش درماني جالب از طرف ديگر فتودايناميك تراپي يك . بيماريهاي شايع در جهان و ايران است ليشمانيوز جلدي يكي از : مقدمه

 اين شيوه درماني بر پايه واكنشهاي يك حساس كننده نوري در حضور مولكولهاي اكسيژن با طول . باشد براي درمان سرطان مي
 محل ضايعه، عدم درگيري سيستميك و ناكارامد بودن درمانهاي رايج، امروزه اين با توجه به . شود موج مناسبي از نور طراحي مي

 بر پروماستيگوتهاي ) PDT ( در اين مقاله كارايي درمان فتودايناميك . است شمانيوز پوستي مورد توجه واقع شده درمان براي لي
 . گردد به عنوان يك حساس كننده طبيعي گزارش مي a ليشمانيا ماژور با استفاده از كلروفيل

 هيدروكسي - a فاده از كمپلكس كلروفيل با است MRHO/IR/75/ER مطالعه بر روي انگل ليشمانيا ماژور سويه : مواد و روشها
 ابتدا ميزان جذب رنگ دارو به وسيله پروماستيگوتها در زمانهاي انكوباسيون متفاوت با . پروپيل گاما سيكلودكسترين انجام گرديد

 سيون ساعت انكوبا ۲۴ در غلظتهاي مختلف، بعد از a پس از آن سميت كمپلكس كلروفيل . هاي فلوئوريمتري ارزيابي شد بررسي
 ميكرومولار از ۱۰ دز نوري در غلظت ۳ با استفاده از PDT سرانجام آزمايشات . دارو با پروماستيگوتها مورد بررسي قرار گرفت رنگ
 هر يك از آزمايشات . محاسبه شد MTS ساعت پس از درمان به روش ۲۴ دارو انجام و تاثير درمانها با تعيين درصد بقاي انگل رنگ

 . گرديد بار تكرار ۳ حداقل
 كمپلكس IC50 . ساعت انتخاب گرديد ۲۴ ها با رنگ دارو هاي فلوئوريمتري زمان انكوباسيون پروماستيگوت با توجه به بررسي : نتايج

 متر مربع باعث مرگ بيش از نيمي از ژول بر سانتي ۲۴۸ درمان با دز نور . ميكرومولار تعيين شد ۴۲ / ۶ سيكلودكسترين، - a كلروفيل
 دارو، بدون نور و درمان با دز نور كمتر داراي تفاوت رديد كه از نظر آماري نسبت به گروههاي مشابه بدون رنگ پروماستيگوتها گ

 . مترمربع بدست آمد ژول بر سانتي ۲۴۶ تقريباٌ PDT براي LD50 . است دار بوده معني
 تاريكي و سميت نوري كافي آن در سيكلودكسترين در - a با توجه به سميت سلولي كم كمپلكس كلروفيل : بحث و نتيجه گيري

 هاي نوري ديگر نظير آلومينيوم فتالوسيانين كلرايد، اين حساس كننده به عنوان يك كانديداي اميدوار مقايسه با حساس كننده
 ، ) ۳۱ ( ياپي ، پ ۲ شماره ، ۸ مجله فيزيك پزشكي ايران، دوره ( . شود روي آماستيگوتها و مدلهاي حيواني مطرح مي PDT كننده براي آزمايشات

 ) ۹ - ۱۸ : ۹۰ تابستان

، هيدروكسي پروپيل گاما سيكلودكسترين a درمان فتودايناميك، ليشمانيوز پوستي، كلروفيل : واژگان كليدي



 ران و همكا اعظم جعفري پاريزي

 ۹۰ تابستان ، ) ۳۱ ( ، پياپي ۲ ، شماره ۸ مجله فيزيك پزشكي ايران، دوره / ۱۰

 مقدمه - ۱
 يك موقعيت مطرح جهاني را در ميان ) سالك ( ليشمانيوز

 هاي عفوني به خود اختصاص عوامل مرگ ناشي از بيماري
 و ليشمانيوز جلدي يك بيماري مهم و مورد ] ۱ [ داده است

 توجه در بسياري از قسمتهاي جهان، بويژه در منطقه
 يقايي و تقريباً همه مديترانه، تعدادي از كشورهاي آفر

 . ] ۲ [ رود كشورهاي جنوب شرقي آسيا شامل ايران بشمار مي
 هاي درماني رايج شامل تجويز سيستميك داروهاي ضد شيوه

 ، ۲ ، مگلومين آنتيمونات ۱ انگل نظير سديم استيگلوكونات
 است، كه اغلب دردناك ٤ ، ايزوتيونات پنتاميدين B ۳ آمفوترسين

 اثرات ني مدت بوده و همراه با درمان معمولاً طولا . باشند مي
 و گاه و اختلالات عملكرد كبد يي اشتها ي ضعف، ب ر ي نظ ي جانب

 ­ مي ي در درمان طولاني مدت توپن ي و ترومبوس ي لكوپن توام با
 درماني ايجاد سميت و مقاومت دارويي در شيمي ]. ۳ [ باشد

 هاي فيزيكي است استفاده از شيوه موجب شده ] ۴،۵ [ ليشمانيوز
 راپي، ترموتراپي و در سالهاي اخير مانند كرايوت

 به عنوان روشهاي جانشين براي ٥ ) PDT ( تراپي فتودايناميك
 ] ۴ [ كن كردن ليشمانيوز جلدي مورد توجه قرار گيرد ريشه

 تواند هاي انگلي موضعي پوست مي از طرف ديگر عفونت
 در PDT يك مدل در دسترس، براي مطالعه امكان كاربرد

 به ويژه در . ] ۶ , ۳ [ پوست فراهم كند درمان بيماريهاي انگلي
 ارتباط با ليشمانيوز پوستي با توجه به موقعيت محيطي

 هاي ضايعه، عدم درگيري سيستميك و ناكارآمدبودن درمان
 تواند به عنوان يك شيوه درماني مناسب مي PDT موجود،

 . ] ۳،۷ [ مطرح شود
PDT حساس كننده ( ، شامل تجويز تركيبات حساس به نور ( 

 ن در سلولهاي هدف و به دنبال آن تحت تابش و تجمع آ
 باشد قرار دادن ضايعه با طول موجهاي معيني از نور مي

 ها ها پورفيرين اولين نسل از حساس كننده . ] ۹ , ۸ [
 كه داراي مشكلاتي از قبيل پيچيدگي ] ۱۱ , ۱۰ [ هستند

1 Sodium Stibogluconate 
2 Meglumine Antimoniate 
3 Amphotercin­B 
4 Pentamidine Isothionate 
5 Photodynamic Therapy 

 ، نگه نوري مولي ضريب جذب پايين بودن ، ] ۱۲ [ شيميايي
 به مدت طولاني داشته شدن توسط بافت سالم

 اين عوامل موجب توسعه حساس . ] ۱۴ - ۱۲ [ باشند مي
 ها، شده هاي نسل دوم يعني مشتقات پورفيرين كننده
 كه در آنها كارايي جذب نور بيشتر و بهره توليد ] ۱۱ [ است

 اما بسياري از حساس . ] ۱۵ [ اكسيژن يگانه بالاتر است
 گريز بوده و سلكتيويته هاي نسل دوم بشدت آب كننده

 ها خانواده كلروفيل . ] ۱۶ [ يفي نسبت به تومور دارند ضع
 و بالا گانه تحريك سه راندمان ها با ديگري از حساس كننده

 باشند و زمان استحاله مشابه با مشتقات هماتوپورفيرين مي
 فعاليت ضد توموري آنها بعد از حمل توسط ميسل يا

 اين ماده از . ] ۱۷،۱۱،۱۰ [ ليپوزوم به اثبات رسيده است
 شود كه اين تهاي بدن موش در عرض چند روز پاك مي باف

 . ] ۱۸ [ از زمان لازم براي فتوفيرين است كوتاهتر زمان بسيار
 ­ در حال حاضر بيش از پنجاه نوع كلروفيل طبيعي شناخته

 يكي از كانديداهاي a از اين ميان كلروفيل . ] ۱۹ [ است شده
 باشد، زيرا به مطلوب به عنوان حساس كننده نوري مي

 ي از گياهان سبز تهيه شده و داراي ضريب خاموشي آسان
 . ] ۲۰ [ بالايي در ناحيه قرمز است

 مشتق ۷ اليگومرهاي سيكليك ) CDs (٦ ها سيكلودكسترين
 متصل α­1­4 شده از آميلاز با تعداد متفاوتي از واحدهاي

 ، داراي سميت بسيار كم و ] ۱۳،۲۱ [ به واحدهاي گلوكز
 مواد طبيعي بوده و به توانايي تشكيل كمپلكس با بسياري از

 هاي حمل داروهاي با اي به عنوان سيستم طور گسترده
 حلاليت كم در آب، در كاربردهاي داروشناختي استفاده

 ] ۱۳ [ داراي ساختار آمفيفيليك a كلروفيل ]. ۱۳،۲۲ [ اند شده
 باشد و تقريبا مانند همه كلروفيل و غير قابل حل در آب مي

 الكلي - ني استري هاي طبيعي داراي يك زنجيره طولا
 ناشي از a ترين محدوديت در استفاده از كلروفيل اصلي . است

 حلاليت خيلي كم آن در آب و تمايل شديد به تشكيل توده
 كه باعث تضعيف خواص فتوفيزيكي حساس ] ۲۱ [ باشد مي

6 Cyclodextrins 
7 Cyclic Oligomers
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 ۹۰ تابستان ، ) ۳۱ ( ، پياپي ۲ ، شماره ۸ مجله فيزيك پزشكي ايران، دوره / ۱۱

 تشكيل . گردد كننده و كاهش بازده فتواكسيداتيو مي
 گمان در ، حلاليت پي a كمپلكس سيكلودكسترين با كلروفيل

 هاي آبي را افزايش داده و تشكيل توده را تعديل محلول
 همچنين زمان استحاله سه گانه آن در غياب . سازد مي

 باشد كه اين اكسيژن، طولاني و در حضور اكسيژن كوتاه مي
 دو مورد از خصوصيات يك حساس كننده خوب بشمار

 . ] ۲۲ ، ۲۳ [ روند مي
 بررسي امكان درمان با توجه به موارد فوق، در اين مطالعه

 ليشمانيوز پوستي به روش فتودايناميك با استفاده از
 هيدروكسي پروپيل گاما - a كمپلكس كلروفيل

 سيكلودكسترين، با هدف دستيابي به يك شيوه درماني مؤثر
 با عوارض جانبي كمتر مد نظر قرار گرفت و در گام اول

 . يد تاثير درمان بر پروماستيگوتهاي ليشمانيا مطالعه گرد
 در سالهاي اخير براي ليشمانيوز پوستي PDT ازآنجا كه

 ، گزارشات محدودي در اين مورد وجود دارد، ] ۴ [ مطرح شده
 اي در زمينه درمان اين بيماري به روش اما تا كنون مطالعه

 . است گزارش نگرديده a فتودايناميك با استفاده از كلروفيل

 مواد و روشها - ۲
 a كلروفيل - ۱ - ۲

 توسط شركت كيميا كاوان از اسفناج a كلروفيل استخراج
 ابتدا برگهاي تازه تهيه شده اسفناج در دماي . انجام گرديد

 ، عصاره گيري از برگها پس از . شد اتاق كاملا خشك آسياب
 كمتر از دماي و در لاء عصاره به دست آمده در شرايط خ

 اين عصاره حاوي . گرديد در جه سانتيگراد تغليظ ۵۰
 براي جدا . و ساير ناخالصيها مي باشد b و a كلروفيلهاي

 از ساير تركيبات از روش كروماتوگرافي a نمودن كلروفيل
 پس از حذف حلالها با آزمون . شد ستون با فاز ثابت استفاده

TLC ۱ كلروفيل از خلوص اسپكتروفتومتري فرابنفش و a 
 بر اساس بلندترين a غلظت كلروفيل . شد اطمينان حاصل

 . تعيين گرديد ) نانومتر ۶۷۰ ( آن در متانول طول موج جذب

1 Thin Layer Chromatography 

 هيدروكسي پروپيل گاما سيكلودكسترين - ۲ - ۲
 با هيدروكسي پروپيل گاما a كمپلكس كلروفيل

 :M.W سيگماآلدريچ، آمريكا ( سيكلودكسترين، 1580; 

Cat No. 390704 ; ( دارو ناميده كه از اين به بعد رنگ 
 شكده شود، در مركز تحقيقات شيمي دارويي دان مي

 و به ] ۲۲ [ داروسازي دانشگاه علوم پزشكي مشهد تهيه
 طيف جذبي آن در آب مقطر ديونيزه منظور تعيين غلظت،

 . نانومتر ثبت گرديد ۸۰۰ تا ۴۰۰ در طول موجهاي
۲ - ۳ - ۲ MTS 

 ها در گروههاي پس از انجام درمانها روي پروماستيگوت
 ; MTS ) Cat No. G5421 مختلف بقاي انگل به روش

 با استفاده از سيستم الايزاريدر ساخت ) ا، آمريكا پرومگ
 نانومتر ۴۹۲ در طول موج ۳۲۰۰ مدل ۳ كمپاني آويرنس

 . تعيين شد
 روش كار - ۴ - ۲

 يي شد كه از طريق ا ه در اين تحقيق ابتدا اقدام به كسب داده
 دارو به پروماستيگوتها را ارزيابي آنها بتوان ميزان ورود رنگ

 از تعيين زمان مناسب در مراحل بعدي پس . نمود
 انكوباسيون و غلظت غيرسمي آن آزمايشات اصلي به منظور

 . بررسي بازده درمانهاي فتودايناميك صورت پذيرفت
 ها شرايط كشت پروماستيگوت - ۱ - ۴ - ۲

 كه از MRHO/IR/75/ER انگل ليشمانيا ماژور سويه
 حفظ و نگهداري Balb/c طريق پاساژ در بدن موش

 آزمايشات در اين تحقيق مورد گرديد، جهت انجام مي
 ­RPMI پروماستيگوتها در محيط . استفاده قرار گرفت

1640 ) HIMEDIA; AT 028 ( واحد پني ۱۰۰ ، حاوي 
 ليتر به ميكروگرم استرپتومايسين در هر ميلي ۱۰۰ سيلين و

 درجه سانتيگراد ۲۷ در انكوباتور FCS درصد ۱۰ انضمام
 ، ابتدا محيط كشت ها به منظور پاساژ انگل . كشت داده شدند

 مانده به آن فلاسك را خارج كرده و هم حجم محيط باقي
 فعاليت و رشد پروماستيگوتها منجر . محيط كشت اضافه شد

2 [4, 5­dimethylthiazol­2­yl]­2, 5 diphenyltetrazolium 
bromide 
3 AWARENESS



 ران و همكا اعظم جعفري پاريزي

 ۹۰ تابستان ، ) ۳۱ ( ، پياپي ۲ ، شماره ۸ مجله فيزيك پزشكي ايران، دوره / ۱۲

 . گردد به تغيير رنگ محيط كشت از صورتي به زرد مي
 روز نگهداري در ۶ هاي پاساژ داده شده پس از انگل

 رحله در فاز باشند كه در اين م انكوباتور آماده استفاده مي
 . ] ۲۴ [ ثابت رشد هستند

 آزمايشات فلوئوريمتري به منظورتعيين مدت - ۲ - ۴ - ۲
 زمان انكوباسيون

 ابتدا طيف . آزمايشات فلوئوريمتري شامل سه مرحله است
 - a نشري فلوئورسانس حاصل از كمپلكس كلروفيل

 a مناسبترين طول موج نشر كلروفيل سيكلودكسترين ثبت و
 نمونه اول . ظور سه نمونه انتخاب شد بدين من . گرديد تعيين

 ، نمونه SDS ۱ درصد ۱۰ در محلول a شامل انگل و كلروفيل
 و نمونه سوم a دوم شامل انگل بدون حضور كلروفيل

 كه بعنوان a بدون انگل و كلروفيل SDS درصد ۱۰ محلول
 اين بررسي به منظور . شاهد اصلي مورد استفاده قرار گرفت

 ت ساختاري انگل بر طيف اطمينان از عدم تاثير محتويا
 . صورت گرفت a فلوئورسانس كلروفيل

 موجود در a در مرحله بعد به منظور سنجش كمي كلروفيل
 ها به روش فلوئوريمتري نياز به رسم منحني استاندارد نمونه

 با a بر همين اساس ابتدا كمپلكس كلروفيل . بود a كلروفيل
 شد و تهيه SDS درصد ۱۰ ميكرومولار در محلول ۱۶ غلظت

 هاي مختلف براي رسم منحني استاندارد آماده از آن غلظت
 ها به روش فلوئوريمتري با طول موج طيف نشري نمونه . گرديد

 منحني . نانومتر تعيين گرديد ۶۷۲ نانومتر و نشر ۴۱۷ تحريك
 . رسم شد a سطح سيگنال نشري بر حسب غلظت كلروفيل

 د و نشر شاهد هاي رسم منحني با سه بار تكرار به دست آم داده
 پس از رسم منحني استاندارد، شدت . از آنها كسر گرديد

 بر حسب ميكرومولار a ها به غلظت كلروفيل فلوئورسانس نمونه
 زمان ين تر مناسب آوردن براي به دست در نهايت . تبديل شد

 - a يون پروماستيگوتها با كمپلكس كلروفيل انكوباس
 انگل بر ۲ × ۱۰۷ سوسپانسيون انگل با تراكم سيكلودكسترين،

 و ۶ ، ۴ , ۲ مدت به ليتر تهيه گرديد و در لوله آزمايش با آن ميلي
 بعد از اتمام . ه شد انكوب درجه سلسيوس ۲۷ در دماي ساعت ۲۴

1 Sodium Dodecyl Sulfate 

 زمان انكوباسيون، به منظور خارج كردن رنگ داروي باقيمانده از
 انجام و به منظور پاره كردن غشاء PBS ۲ محيط، شستشو با

 ن محتواي آنها به رسوب باقيمانده ميزان ها و خارج شد انگل
 سپس . اضافه گرديد SDS درصد ۱۰ ميكروليتر محلول ۵۰۰

 يمتري با فلوئورسانس انگل به روش فلوئور ي نشر يف ط
 . بدست آمد نانومتر ۶۷۲ نانومتر و نشر ۴۱۷ موج تحريك طول

 به موازات اين كار درصد بقاي پروماستيگوتها در هر نمونه به
 MTS و با استفاده از منحني استاندارد تعيين MTS روش

 . تعداد سلولهاي زنده در هر نمونه مورد محاسبه قرار گرفت
 تعيين غلظت مناسب رنگ دارو براي انجام درمان - ۳ - ۴ - ۲

 ­ انگل بر ميلي ۱ × ۷ ۱۰ سوسپانسيون پروماستيگوتها با تراكم
 مولار ميكرو ۲ / ۵ و ۱۰،۵ ، ۲۰ ، ۵۰ هاي غلظت با ليتر تهيه و

 . شد انكوبه ساعت در لوله آزمايش ۲۴ لكس به مدت از كمپ
 ها به منظور ز اتمام زمان انكوبه و شستشوي نمونه بعد ا

 ۹۶ خارج كردن رنگ داروي اضافي، پروماستيگوتها به پليت
 خانه منتقل شدند، به طوري كه تعداد پروماستيگوت در هر

 زان بقا ي آن م پس از . ليتر باشد ميكرو ۲۰۰ در ۱ × ۶ ۱۰ چاهك
 كه در آن ي غلظت و آمد به دست MTS ا انجام تست ب

 آمد، به دست پروماستيگوتها ي مرگ برا يزان م ين كمتر
 كمپلكس از غلظت ين با ا هاي بعدي و درمان انتخاب گرديد

 . گرفت انجام a يل كلروف
 درمانهاي فتودايناميك - ۴ - ۴ - ۲

 گروه : براي انجام درمانها چهار گروه موردنظر قرار گرفت
 ن كنترل لحاظ گرديد و درگروههاي دوم تا اول به عنوا

 چهارم ارزيابي آثار بترتيب نوردهي به تنهايي در دزهاي
 دارو بر دارو به تنهايي و تاثير توأم نور و رنگ مختلف، رنگ

 به منظور . بقا و تكثير پروماستيگوتها مدنظر قرار گرفت
 انگل بر ۱ × ۷ ۱۰ انجام درمانها سوسپانسيون انگل با غلظت

 سپس سوسپانسيون انگل در دو لوله . ليتر تهيه شد ميلي
 سيكلودكسترين با - a آزمايش شامل كمپلكس كلروفيل

 و بدون كمپلكس به ) ميكرومولار ۱۰ ( مولار ۱۰ - ۵ غلظت
 در اين مرحله از محيط . ساعت انكوبه گرديد ۲۴ مدت

2 Phosphate Buffered Saline



 هيدروكسي پروپيل گاما سيكلودكسترين بر ليشمانيا ماژور - a سميت نوري و سلولي كلروفيل

 ۹۰ تابستان ، ) ۳۱ ( ، پياپي ۲ ، شماره ۸ مجله فيزيك پزشكي ايران، دوره / ۱۳

 استفاده شد تا ورود رنگ دارو FCS درصد ۵ كشت حاوي
 ها با محيط پس كليه نمونه س . به داخل انگل تسهيل شود

 شستشو داده شدند و داروي اضافي از FCS كشت بدون
 در پليت ۴ و ۲ نوردهي گروه هاي . محيط خارج گرديد

 ۲۴۸ ، ۱۹۸ ، ۱۲۴ خانة استريل و با دزهاي نوري ۲۴ هاي
 پس از اتمام مراحل . متر مربع انجام گرفت ژول بر سانتي

 هاي پليت هك پروماستيگوت به هر يك از چا ۱ × ۶ ۱۰ فوق
 ساعت به هر چاهك ۲۴ خانة استريل منتقل و بعد از ۹۶
 سپس پليت در . اضافه گرديد MTS ميكروليتر ۲۰

 پس از . درجه سلسيوس قرار داده شد ۳۷ انكوباتور در دماي
 نانومتر توسط ۴۹۲ ها در طول موج ساعت جذب نمونه ۳

 ي ها سيستم الايزاريدر تعيين و درصد بقاي انگل در نمونه
 محيط كشت مورد استفاده در مراحل . مذكور محاسبه گرديد

 FCS درصد ۱۰ ها حاوي دهي و انكوباسيون نهايي انگل نور
 ها فراهم بود تا شرايط مناسب براي رشد، بقا و تكثير انگل

 چاهك حاوي ۶ با تكرار و هر بار آزمايشات با سه بار . آيد
 رنت از يك منبع نوراني غير كوه . نمونه صورت گرفت

 مجهز LC­122 آمريكا مدل Luma Care ساخت شركت
 متر ميلي ۸ ۱ متر و قطر لكه ميلي ۲ هاي نوري با قطر به رشته

 قبل از آغاز نوردهي . ها استفاده گرديد جهت نوردهي نمونه
 نانومتر كه مناسب با رنگ داروي مورد استفاده ۶۷۰ ± ۳۰ پروب

 ي ي دانسيته گير به منظور اندازه . بود روي منبع نور نصب شد
 توان و خروجي پروب نوري مورد استفاده در اين تحقيق، از

 CON­TROL­CURE نورسنج IL   ساخت 1400
 مجهز به آشكارساز UVPROCESS شركت آمريكايي

 چگالي توان خروجي . استفاده شد ۲ نوري داراي پاسخ تخت
 ۶۰ نانومتر، ۶۷۰ منبع نوري از فيبرهاي اپتيكي در طول موج

 نوردهي . بوده است ± % ۵ متر مربع با همگني سانتي وات بر ميلي
 شد و به منظور جلوگيري خانه انجام ۲۴ هاي ها در پليت انگل

 ها، از تابش نور پراكنده از نمونة تحت نوردهي به ساير نمونه
 . دهي گرديد هر نمونه به تنهايي نور

1 Spot Size 
2 Flat­ Response 

 ها تجزيه و تحليل آماري داده - ۵ - ۲
 ها توسط ها، داده تيگوت پس از تعيين درصد بقاي پروماس

 در . مورد تجزيه و تحليل قرار گرفت SPSS ۱۱ / ۵ نرم افزار
 ها انجام روي داده ۳ اين بررسي آماري، ابتدا آزمون نرماليتي

 ها از آزمونهاي گرفت و در صورت نرمال نبودن توزيع داده
 ، و براي ٥ ويتني - و من ٤ واريس - ناپارامتري كروسكال

 ۶ توكي يز واريانس يك طرفه، آزمونهاي هاي نرمال از آنال داده

 ي نتايج درماني در گروههاي براي مقايسه ۷ تي تست و
 .. گيري شد مختلف بهره

 هيدروكسي پروپيل گاما - a طيف جذبي كمپلكس كلروفيل - ۱ نمودار
 سيكلودكسترين در اب مقطر ديونيزه

 نتايج - ۳
 طيف نشري فلوئورسانس حاصل ازكمپلكس - ۱ - ۳

 سيكلودكسترين - a كلروفيل
 با a كلروفيل نشان دهنده طيف جذبي كمپلكس ) ۱ ( نمودار

 به منظور . باشد نانومتر مي ۶۹۲ قله جذب در طول موج
 اقدام به بررسي a تعيين مناسبترين طول موج نشر كلروفيل

 حاصل اين بررسي در . ها گرديد طيف نشري آن در نمونه
 گردد، ه مي همانطور كه مشاهد . ارائه شده است ) ۲ ( نمودار

 نانومتر در طول ۴۱۷ قله نشر اين ماده پس از تحريك در
 .. نانومتر ثبت شده است ۶۷۲ موج

3 Normality 
4 Kruskal­Wallis 
5 Man­Whitney 
6 Tukey 
7 T­test 
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 ۹۰ تابستان ، ) ۳۱ ( ، پياپي ۲ ، شماره ۸ مجله فيزيك پزشكي ايران، دوره / ۱۴

0 

5 

10 

15 

20 

25 

450  500  550  600  650  700  750  800 

يل
روف

 كل
س

پلك
كم

 از 
ري

 نش
س

سان
ور

لوئ
 ف

a - 
رين

كست
لود

سيك
 

 ) nm ( طول موج

c 

a 

a 

b 

 - c استخراج شده از انگلها بدون حضور كمپلكس، - b درصد، SDS ۱۰ سيكلودكسترين در محلول - a كمپلكس كلروفيل - a طيفهاي نشري فلوئورسانس - ۲ نمودار
SDS ۱۰ نانومتر بوده است ۵ و ۱۰ نانومتر انجام شد و پهناي باند تحريك و نشر مانوكروماتورها به ترتيب ۴۱۷ تحريك در طول موج . درصد . 

 - a رسم منحني استاندارد كمپلكس كلروفيل - ۲ - ۳
 سيكلودكسترين

 سيكلودكسترين در - a براي تعيين غلظت كمپلكس كلروفيل
 فلوئوريمتري، نياز به رسم داخل انگلها بر اساس نتايج

 طول موجهاي تحريك و . منحني استاندارد اين كمپلكس بود
 منحني . نانومتر انتخاب گرديد ۶۷۲ و ۴۱۷ نشر به ترتيب

 ها اين داده . شود مشاهده مي ) ۳ ( استاندارد مربوطه در نمودار
 منحني استاندارد . باشد گيري مي ميانگين سه سري اندازه

 : كند و از معادله زير تبعيت مي مورد بحث خطي بوده
F= ۰۶۳ / ۲ ×C;  R 2 = ۹۹۷ / ۰ ) ۱ ( 

 غلظت C سيگنال فلوئورسانس نشري، F ، بالا در معادله
 سيكلودكسترين بر حسب ميكرومولار - a كمپلكس كلروفيل

 . باشد ضريب همبستگي منحني مي R2 و

 تعيين زمان مناسب انكوباسيون كمپلكس - ۳ - ۳
 ها لودكسترين با پروماستيگوت سيك - a كلروفيل

 ها با منظور تعيين زمان مناسب انكوباسيون پروماستيگوت به
 ها دارو ميزان كمپلكس ورودي به پروماستيگوت رنگ

 بر همين اساس پس از زمانهاي متفاوتي از . ارزيابي گرديد
 دارو، سطح سيگنال در ها با رنگ انكوباسيون پروماستيگوت

 س با استفاده از منحني استاندارد سپ . هر نمونه تعيين شد
 سطح سيگنال به مقدار كل كلروفيل در هر نمونه تبديل و در

 هاي مرحله بعد با تقسيم اين مقدار بر تعداد پروماستيگوت
 ي استخراج شده a زنده موجود در هر نمونه مقدار كلروفيل

 همانطور كه در . به ازاي هر پروماستيگوت محاسبه گرديد
 گردد حتي دو ساعت پس از آغاز ه مي مشاهد ۴ نمودار

 دار توسط انگل معني a كلروفيل ۱ انكوباسيون ميزان جذب
 ساعت بعد، مشهود ۲۴ بوده است ولي تغييرات آن تا

 داري بين ديگر زمانهاي باشد و تفاوت آماري معني نمي
 با توجه به اين نتايج و . گردد انكوباسيون مشاهده نمي
 ساعت براي ۲۴ مدت زمان ، ] ۲۱ [ مطالعه كسما و همكاران

 . انكوباسيون انتخاب شد

1 Uptake 
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 سيكلودكسترين از - a منحني استاندارد تعيين كمپلكس كلروفيل - ۳ نمودار
 nm ۴۱۷ = excitation λ ، nm ۶۷۲ ( روي سيگنال حاصل از فلوئوريمتري

= emission λ ( . گيري و انحراف معيار ها بيانگر ميانگين سه بار اندازه داده 
. روي ميانگين است
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 ي ورودي به هر پروماستيگوت پس از زمانهاي a مقدار كلروفيل - ۴ نمودار
 - a ميكرومولار از كمپلكس كلروفيل ۱۰ انكوباسيون متفاوت انگلها با غلظت

 ها بيانگر ميانگين  سه بار اندازه گيري و انحراف معيار داده . سيكلودكسترين
 . ميانگين است روي

 a كلروفيل - سميت كمپلكس سيكلودكسترين - ۴ - ۳
 ها بر پروماستيگوت

 پس از تيمار پروماستيگوتها با غلظتهاي مختلفي از كمپلكس
 ساعت، درصد بقاي آنها ۲۴ سيكلودكسترين به مدت - a كلروفيل
 نمودار ( بر اساس نتايج بدست آمده . بررسي شد MTS با آزمون

 ميكرو مولار از كمپلكس مورد نظر ۲۰ غلظتهاي بالاتر از ) ۵
 ميكرومولار از ۱۰ با توجه به اينكه غلظت . باشد كشنده مي

 كمپلكس براي پروماستيگوتها كشنده نبود و همچنين بر پايه
 كه ] ۲۲ [ همكارانش و دنتوتو و ] ۲۱ [ مطالعات كسما و همكارانش
 براي انجام درمانهاي فتودايناميك a از همين غلظت از كلروفيل

 اند مربوط به لوسمي انساني استفاده كرده Jurkat ي سلولهاي رو
 . غلظت اخير براي درمانها انتخاب شد
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 ) µM ( سيكلودكسترين - a غلظت كمپلكس كلروفيل

 گر ميانگين ن ها بيا داده . سيكلودكسترين - a سميت كمپلكس كلروفيل - ۵ نمودار
 . گيري و انحراف معيار روي ميانگين است سه بار اندازه

 نها نتايج درما - ۵ - ۳
 ، a مولار از كلروفيل ميكرو ۱۰ اين بخش از مطالعه در غلظت

 ساعت و با اعمال دزهاي نور ۲۴ مدت زمان انكوباسيون
 درصد . ژول بر سانتيمتر مربع انجام گرفت ۲۴۸ ، ۱۹۸ ، ۱۲۴

 هاي مورد آزمايش پس از درمان بقاي پروماستيگوتهاي گروه
 هد كه دزهاي د اين نتايج نشان مي . آمده است ) ۶ ( در نمودار

 دارو اثر معنا داري بر تكثير و بقاي فوق در غياب رنگ
 ژول بر سانتيمتر ۱۲۴ ها نداشته و با دز نوري پروماستيگوت

 a ميكرومولار از كمپلكس كلروفيل ۱۰ مربع در غلظت
 ۱۹۸ ، در دز نوري ۸۷ / ۲ ها به درصد بقاي پروماستيگوت

 دريافت دز و با ۷۴ / ۲ مربع درصد بقا به متر ژول بر سانتي
 كاهش ۴۵ / ۳ مترمربع درصد بقا به ژول بر سانتي ۲۴۸ نوري

 و سپس به ۱۹۸ به ۱۲۴ با افزايش دز نوري از . يافته است
 داري در مترمربع تفاوت آماري معني ژول به سانتي ۲۴۸

 PDT نور براي LD ۵۰ . ميكرومولار ديده شد ۱۰ غلظت
 . مترمربع بدست آمد ژول بر سانتي ۲۴۶ تقريباٌ
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 با توجه به . باشد بر روي پروماستيگوتهاي ليشمانيا ماژور مي

 ساعت كه كمترين ميزان كمپلكس ورودي به ۲ اينكه غير از
 هر پروماستيگوت در آن اندازه گيري شد بين ساير زمانهاي

 يده نشد و همچنين غلظت داري د معني انكوباسيون، تفاوت
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 ران و همكا اعظم جعفري پاريزي

 ۹۰ تابستان ، ) ۳۱ ( ، پياپي ۲ ، شماره ۸ مجله فيزيك پزشكي ايران، دوره / ۱۶

 اي بر پروماستيگوتها ميكرومولار از كمپلكس اثر كشنده ۱۰
 ساعت براي انكوباسيون و غلظت ۲۴ مدت زمان . نداشت

 . ميكرومولار از كمپلكس براي درمان در نظر گرفته شد ۱۰
 كمپلكس بكار رفته در اين تحقيق، بدون نوردهي، در

 ميكرومولار ۱۰ ظت در غل . تاريكي سميت ايجاد نكرده است
 بين درصد بقاي سه گروه درمان كه دزهاي نوري با انرژي

 اند، ژول بر سانتي متر مربع را دريافت كرده ۲۴۸ ، ۱۹۸ ، ۱۲۴
 اي با كسما و همكارانش مطالعه . داري ثبت شد تفاوت معني

 با هيدروكسي پروپيل گاما a استفاده از كمپلكس كلروفيل
 . انجام دادند Jurkat سيكلودكسترين بر روي سلولهاي

 نتايج نشان داد كه بعد از نوردهي به وسيله ديود نوري
 هيچ كاهشي در بقاي سلولي ) وات ميلي ۵۰ نانومتر و ۶۶۰ (

اگر a بر اساس اين مطالعه حضور كلروفيل . ] ۲۱ [ ديده نشد
 چه اندكي سميت سلولي داشته، ولي سميت نوري نشان

 از عواملي چون ناشي از تواند ناشي اين نتيجه مي . است نداده
 در مطالعه مذكور حين FCS عدم كاهش غلظت

 دارو، پايين بودن شدت نور و عدم تطابق انكوباسيون با رنگ
 طيف نشري ديود نوري مورد استفاده با قله جذب كمپلكس

 . بوده باشد
 اي با استفاده از كمپلكس دنتوتو و همكارانش نيز مطالعه

 گاما سيكلودكسترين بر با هيدروكسي پروپيل a كلروفيل
 نتايج نشان داد كه بعد . انجام دادند Jurkat روي سلولهاي

 ۲ / ۱۲ نانومتر و ۶۸۸ ( ثانيه نوردهي با ديود ليزر ۱۸۰ از
 مرگ سلولي در % ۵۰ تقريبا ) بر سانتيمترمربع وات ميلي

 سيكلودكسترين - a كلروفيل سلولهاي انكوبه شده با كمپلكس
 تيجه با بقاي سلولي بدست آمده در اين ن . ] ۲۲ [ افتد اتفاق مي

 با . نوري بالاتر كاملاٌ قابل مقايسه است تحقيق حاضر در دز
 ، بد a توجه به عدم انجام تحقيق مشابه با استفاده از كلروفيل

 اي هم بين نتايج بدست آمده در اين مطالعه نيست مقايسه
 هاي نوري روي با استفاده از ساير حساس كننده

 در گزارش آكيلوو و همكاران . ها انجام گيرد پروماستيگوت
 تني با آمينولوونيليك اي در شرايط برون كه مربوط به مطالعه

 ها باشد كاهشي در تعداد پروماستيگوت مي ) ALA ( اسيد

 به اين دليل كه انگل ليشمانيا فاقد . ديده نشد PDT بعد از
 . كند را كد مي ۱ " هم " ژني است كه آنزيمهاي مسئول سنتز

 را ۹ ۲ بدين ترتيب انگل ليشمانيا قادر نيست پروتوپورفيرين
 در . ] ۳ [ به طور مؤثر سنتز نمايد MAL ۳ يا ALA از

 از مطالعه ديگري كه توسط ديوتا و همكاران، با استفاده
 حساس كننده آلومينيوم فتالوسيانين كلرايد بر روي

 درصد ليز سلولي براي ۵۰ هاانجام شد، پروماستيگوت
 دارو در دز نوري ليتر از رنگ ميكرومول بر ميلي ۱ غلظت

 ۵ مترمربع و بطور مشابه براي غلظت ژول بر سانتي ۰ / ۸
 ژول بر ۰ / ۵ ليتر از رنگ دارو در دز نوري ميكرومول بر ميلي

 بدين . ] ۴ [ مترمربع بلافاصله بعد از درمان ديده شد نتي سا
 داروي با استفاده از رنگ PDT ترتيب از آنجا كه بازده

 طراحي شده در اين مطالعه نتايج قابل قبول و مشابهي با
 ها فراهم آلومينيوم فتالوسيانين كلريد بر روي پروماستيگوت

 بر روي هاي بعدي شود با بررسي بيني مي نموده است، پيش
 با انتخاب بهينه پارامترهاي غلظت ها بتوان آماستيگوت

 . به كارايي مناسبي از درمان دست يافت دارو و دز نور، رنگ

 نتيجه گيري - ۵
 بنابراين با توجه به موارد فوق و قابل حل بودن كمپلكس

 در هيدروكسي پروپيل گاما سيكلودكسترين - a كلروفيل
 دارو ي خالص، اين رنگ a محيطهاي آبي بر خلاف كلروفيل

 كننده نوري اميدواركننده در را به عنوان يك حساس
 ­ درمانهاي فتودايناميك بر روي ليشمانيوز جلدي كانديد مي

ولي قضاوت قطعي موكول به تكميل آزمايشات . گردد
 . خواهد بود

 تشكر و قدرداني - ۶
 نويسندگان ضمن سپاسگزاري از حوزه معاونت محترم

 لوم پزشكي مشهد كه حمايت مالي اين پژوهشي دانشگاه ع
 تحقيق را عهده دار بودند، از جناب آقاي دكتر مهرداد
 ايرانشاهي عضو مركز تحقيقات گياهان دارويي، سركار خانم

1 Heme 
2 PpIX 
3 Methyi­ Aminolevulinate



 هيدروكسي پروپيل گاما سيكلودكسترين بر ليشمانيا ماژور - a سميت نوري و سلولي كلروفيل

 ۹۰ تابستان ، ) ۳۱ ( ، پياپي ۲ ، شماره ۸ مجله فيزيك پزشكي ايران، دوره / ۱۷

 دكتر حوريه نصيرلي كارشناس مسئول آزمايشگاه آناليز مركز
 تحقيقات دارويي، و جناب آقاي دكتر عشقي دانشيار گروه

 دوسي مشهد نيز به خاطر همكاريهاي شيمي دانشگاه فر
 دريغ در انجام امور مختلف اين پروژه قدرداني و تشكر بي

 اين مقاله از پايان نامه دانشجويي كارشناسي ارشد . نمايند مي
 . است فيزيك پزشكي منتج شده
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