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   با استفاده از Docetaxelوي ذرات دار سميت سلولي نانو بررسي
  HepG2 هاي سرطاني كشت سلول

  
        1محمد شكرزاده
         2پدرام ابراهيم نژاد
        3محموداميدي

        3امير شادبورستان
  3زاوش زال زر

  

  چكيده
رساني  دارو. ست ا هاي رايج مرگ و مير در دنيا        يكي از علت   (HCC)كارسينوماي هپاتوسلولار انساني   :هدفسابقه و   

. باشـد   مـي  HCCهـاي بـالقوه بـراي درمـان          آوري اختصاصي سلولي يكي از فن     هاي  سلول، بافت يا گيرنده    سطحهدفمند در   
روش راديكـال   كـه توسـط     . باشـد  مـي  Docetaxel (DTX)هدف از اين مطالعه بررسي خـواص سيتوتوكسيـسيته نـانوذرات            

  .اند تهيه شده پليمريزاسيون
 01/0-50سـپس مقـادير       خانـه كاشـته شـد و       96عـدد سـلول در هـر چاهـك پليـت             1×104تعـداد    :مواد و روش هـا    

سپس تعـداد   . ها اضافه گرديد    سلول به آن   كشتميكروگرم بر ميلي ليتراز نانو دارو و داروي اصلي پس از يك روز از زمان                
هـاي    طـي زمـان  MTT assayز روش بور با استفاده ازهاي م هاي زنده و فعاليت آنزيم دهيدروژناز ميتوكندريايي سلول سلول

  . ساعت مشخص گرديد72و48، 24
 را توسـط نـانو      HepG2هـاي سـرطاني      مهار قوي و وابسته به غلظت تكثير سلول       ،   MTTنتايج حاصل از تست      :ها يافته

دارو و دسـت آمـد بـراي نـانو      ه كه بـا آنـاليز آمـاري ب ـ   (IC 50)هاي مهاري  غلظت. دهد دارو نسبت به داروي اصلي نشان مي
  و20/0±93/0، 39/0±86/0 ،02/1±68/0 ترتيـب شـامل   ه سـاعت ب ـ 72 و 48، 24هاي انكوباسيون  داروي اصلي در طي زمان  

  .باشد ليتر مي ميكروگرم بر ميلي 99/5±76/0  و97/0±87/8، 34/1±39/10
اد بــر روي نــسبت بــه داروي آزDTX   نــانو ذرات دارويبيــشترشــواهد موجــود حــاكي از ســميت ســلولي  :اســتنتاج

عنـوان يـك داروي      هتواند ب ـ   حاصل از اين مطالعه مي     يذرات دارو  باشد بنابراين فرمولاسيون نانو    هاي سرطاني كبد مي    سلول
 .شود انتخابي مناسب جهت مطالعات تكميلي آينده در محيط درون تن پيشنهاد

  
 MTT assay، سيتوتوكسيسيته، Docetaxel، نانو ذرات، كارسينوماي هپاتوسلولار انساني :هاي كليدي واژه

  

  مقدمه
  عنــوان يــك مــشكل بهداشــت     هســرطان كبــد بـ ـ 

ــرح اســـت   ــاني مطـ ــينوماي . جهـ   هپاتوســـلولار كارسـ
(Human Hepatocellular carcinoma: HCC)عنوان  ه ب

  امل ـين عـهان و سومـرطان در جـس ايعـامل شـپنجمين ع
  
 كه توسط معاونت تحقيقات و فناوري دانشگاه علوم پزشكي مازندران تامين شده استاست 90 -50اين مقاله حاصل طرح تحقيقاتي شماره .  

  =m.omid1364@gmail.com  E-mail                داروسازي دانشكده م،ظاع پيامبر دانشگاهي مجتع خزرآباد، جاده 18 يلومترك :ساري -محمود اميدي :مولف مسئول
   دانشكده داروسازي، دانشگاه علوم پزشكي مازندران،فارماكولوژي /تحقيقات علوم دارويي، گروه سم شناسي مركز. 1
  گروه فارماسيوتيكس، دانشكده داروسازي، دانشگاه علوم پزشكي مازندران. 2
  پزشكي مازندران، دانشكده داروسازي، دانشگاه علوم داروسازيدانشجوي كميته تحقيقات دانشجويي، . 3
 5/4/91 :              تاريخ تصويب2/3/91:           تاريخ ارجاع جهت اصلاحات    8/2/91: ريافت تاريخ د  
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  محمد شكرزاده و همكاران                       هشي   پژو  
  

3  1391تير  ، 90 ، شماره بيست و دوم دوره                                                                     لوم پزشكي مازندران                      مجله دانشگاه ع 

درمــان ايــن  .)1(ســت اهــا  ســرطانمــرگ و ميــر در انــواع
عارضه شامل دو بخش اصلي اقدامات درماني و تـسكين          
دهنده است اما اين اقـدامات در افـراد داراي تومورهـاي            

ــدوديت  ــتاتيك مح ــادي دارد  متاس ــاي زي ــابراين . )2(ه بن
ثر براي افـزايش ميـزان بقـاي بيمـاران و     ؤشيمي درماني م 

درمان هرچه بهتر بيماري در مراحل پيشرفته و عودكننده         
ــاري   ــHCCبيم ــت ب ــوردار اســت  ه از اهمي ــزايي برخ . س
سـت   ا هـا  يك تركيب از خانواده تاكـسان      DTX داروي
باشـد امـا     سل مـي   ساختماني شبيه به پكلـي تك ـ      نظركه از   

ــشتري    ــولي بي ــيون ميكروتوب ــاري دپليمريزاس ــدرت مه ق
اين دارو در تركيـب بـا برخـي داروهـاي مـورد             . )3(دارد

استفاده در شيمي درماني اثرات درماني قابل تـوجهي بـر           
ــرطان ــينوماي     س ــده و كارس ــانكراس، مع ــينه، پ ــاي س ه

  .)4 -7(روتليال داشته استيو
ــل  DTX اگرچــه داروي  ــرات ضــد ســرطاني قاب اث

بـر انـواع رده هـاي سـلولي      توجهي در محـيط بـرون تـن     
، امــا كاربردهــاي بــاليني داردكارســينوماي هپاتوســلولار 

 پيـشرفته و سـيروز      HCCدارو اثرات رضايت بخـشي بـر        
كبدي نداشته است كه دليـل عمـده آن توزيـع نامناسـب             

هـاي سـرطاني     افتي و عملكرد غير اختصاصي بـر سـلول        ب
، DTXرغم نتـايج نويـد بخـش داروي          علي. )8 -10(است

شـود كـه دوز دارو       اين دارو باعث سميت سيستميك مي     
ــان را بـ ـ ــالخورده    هو دوره درم ــاران س ــصوص در بيم خ

ــي  ــدود م ــام    مح ــن دارو ش ــانبي اي ــوارض ج ــد ع : لكن
هاي بـيش حـساسيتي، تـضعيف و سـركوب مغـز          واكنش

هـاي جلـدي، احتبـاس مايعـات بـدن،           استخوان، واكـنش  
نوروپاتي محيطي، آلوپسي، اخـتلالات قلبـي و خـستگي          

 هـاي بـاليني،    علاوه بر اين، جهـت اسـتفاده      . )11(مي باشد 
ــ ــد      هب ــايين دارو در آب، نيازمن ــسيار پ ــت ب ــل حلالي دلي

ــستم ــانول و    سي ــول ات ــل محل ــاي حــلال خاصــي از قبي ه
هـاي بيـشتر     باشد كـه باعـث واكـنش        مي 80سوربات   پلي

افـزايش  حساسيتي، كاهش تجمع دارو در بافت تومـور و         
ــر بخــش   ــا ديگ ــه دارو ب ــي  مواجه ــدن م ــاي ب ــود ه  .)12(ش

نانوتكنولوژي باعث ايجـاد يـك انقـلاب در تـشخيص و            
واسـطه   هرساني هدفمند ب ـ   دارو. درمان سرطان شده است   

رغم دارودرماني نامناسب درگذشته، يك      ذرات علي  نانو
شيوه جديد درماني را فراهم كرده كه در آن دارويي كه           

ثر مؤ، به طور    از راه وريدي يا خوراكي تجويز شده است       
 ، كاهش عوارض جانبي در بيمار شود       كند و باعث   عمل

هـاي   رساني هدفمند نسبت بـه درمـان       كه دارو  ويژه اين  هب
تري از قبيل حلاليت بهتـر       هاي برجسته  رايج داراي مزيت  

 بـا توجـه بـه     . )13-15(در آب و عملكرد اختصاصي است     
بـراي   DTXنـانو داروي    نكات ذكـر شـده فرمولاسـيون        

رســـاني هدفمنـــد در شـــيمي درمـــاني اهميـــت      دارو
  .)16(تري خواهد داشت برجسته

ــستم گوارشــي يكــي از    دارو ــق سي ــاني از طري درم
اين شيوه  . رساني در بدن است    هاي قابل قبول دارو    روش

ــ ــاي سيت  هب ــورد داروه وتوكــسيك حــائز خــصوص در م
صـورت تزريقـي در    ه ب ـاين داروها معمـولاً   . اهميت است 

دســترس هــستند و تجــويز ايــن داروهــا نيازمنــد پرســنل  
هـاي ويـژه     مراقبـت  مجرب، حضور بيمار در بيمارستان و     

برخي از مزايـاي شـيمي درمـاني از طريـق سيـستم             . است
افـزايش كـارايي و نيمـه عمـر دارو،     : گوارشي عبارتند از  

ي از افزايش بيش از حد غلظت دارو در خـون و    جلوگير
افزايش سميت دارو و كـاهش عـوارض جـانبي دارو در            

هـاي گذشـته      در سـال   علـت به همـين    . )18،  17(بدن است 
ــاي    ــويز داروهــ ــورد تجــ ــددي در مــ ــات متعــ مطالعــ
سيتوتوكسيك از طريق سيستم گوارشي صـورت گرفتـه         

  .)17 -21(است
سـاكاريد زيـست تخريـب پـذير         كيتوزان يـك پلـي    
 استيلاسيون نسبي كيتـين مـشتق     -كاتيونيك است كه با د    

تهيـه  )  و ميگـو   خرچنـگ (شده از پوست سخت پوسـتان       
توانايي افزايش نفوذپذيري تركيبات هيـدروفيل      . شود مي

و همچنين سالم بودن اين پليمر در بـدن سـبب شـده كـه               
رساني  هاي دارو  عنوان يك تركيب جديد براي سيستم      به

جذب كيتوزان به واسطه اتصال     . مورد استفاده قرار گيرد   
 باز شـدن سـريع و ناپايـدار اتـصالات           به موكوس روده و   

اتـصال  . شود هاي موكوسي انجام مي    محكم غشاي سلول  
كيتوزان به موكوس به دليل تداخل بار مثبت كيتوزان بـا            

اين . باشد هاي ساليسيليك اسيد موسين مي    بار منفي گروه  
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  Docetaxelسميت سلولي نانو ذرات 
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ي دارويي   تداخل سبب تقويت تماس طولاني مدت ماده      
دارو جـــذب  روشو غـــشاي جـــذب شـــده و بـــه ايـــن 

 مطالعـه حاضـر بـه       مطالـب فـوق   با توجه بـه      .)22(شود مي
بـر   DTXبررسي اثرات سيتوتوكسيك نانوذرات داروي      

  .پردازد  ميHepG2رده سلولي 
  

  ها مواد و روش
از خريــداري شــده  DTXدر ايــن مطالعــه از داروي 

ــركت  ــا وزن  ،)Cipla) Mumbai, Indiaش ــوزان ب  كيت
 از   درصـد  89تيلاسـيون   اس -مولكولي متوسط با درجـه د     

 شــده اســتفاده) Primex )Karmoy, Norwayشــركت 
دي متيـل    -3( -3- اتيـل  -1 ،)GSH(  گلوتاتيون L- .است

هيدروكلرايـد،  ) EDC(كربـو دي ايميـد      ) آمينو پروپيـل  
N- ــد ــسين ايميــ ــسي سوكــ ــل )NHS( هيدروكــ ، متيــ

، آمونيــوم ســريوم نيتــرات، ســديم )MMA( متــاكريلات
ــت،  ــيد نيتري ــدروكلاس ــرد،   هي ــتيك س ــيد اس ريك، اس

هيدروكسيد سـديم، و فـسفات هيـدروژن پتاسـيم كـه از             
. انـد  تهيـه شـده  ) Darmstadt, Germany(شركت مرك 
ــك   -MTT) 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)نمـــــــــ

2,5-diphenyl tetrazolium bromide) (از شـــركت 
Sigma-Aldrich )St.Louis, MO (خريداري شده است .

) تهــران، ايــران(  انــستيتو پاســتور ازHEPG2ســلولي رده 
  .تهيه شده است

 
كونژوگــه بــا نــانو ذرات  كيتــوزان ســازي تيــولات آمــاده

PMMA) متاكريلات متيل پلي:(  
اصلاح شـده راديكـال      نانوذرات با استفاده از روش    

 بـا  كيتوزان كونژوگـه  گرم    ميلي 37. پليمريزاسيون تهيه شد  
) دالتون يلو ك 100 و   50،  20(هاي متفاوت مولكولي     وزن
   مـول بـر ليتـر در دمـاي          2/0ليتر اسيد نيتريـك       ميلي 4در  
در مجـاورت    گـراد در شـرايط اسـتيرر و         درجه سانتي  40
 دقيقـه در شـرايط      10پـس از     .نيتروژن حـل گرديـد     گاز

 مـول بـر ليتـر سـريوم         08/0استيرر قوي با مگنت محلول      
 مـول بـر     2/0 در اسـيد نيتريـك       (CAN) آمونيوم نيترات 

. ليتر رسيد  ميلي 5 اضافه شد تا حجم كل به        MMA و   ليتر

  و  دقيقه ديگر ادامه يافـت     10مدت   هنيتروژن ب  فرايند گاز 
 درجه  40 دقيقه ديگر در دماي      40مدت   هسپس واكنش ب  

 پـس از     و گراد در شرايط ملايم استيرر ادامه يافت       سانتي
 محلول با استفاده از سود      PH خنك شدن در دماي اتاق،    

 بـا اسـتفاده     NPsسوسپانسيون  .  تنظيم شد  5/4در   نرمال   1
ــل   ــاليز در مقاب ــتيك    1از دي ــيد اس ــول اس ــر محل  16 ليت

 دقيقـه   90مـدت    هدوبار ب ـ  ميكرومول بر ليتر در آب مقطر     
 -50سوسپانسيون فريز شده در دمـاي        .خالص سازي شد  

  ميلي بار ليوفيليزه شـد و      01/0گراد در فشار     درجه سانتي 
ــاي  ــان 4در دم ــه س ــدي    تي درج ــل بع ــراي مراح ــراد ب گ
  .)23(شدنگهداري 

  

  :NPsبارگيري شده روي  DTX آماده سازي
براي تهيه داروهاي ضد سرطان بارگيري شده روي         

NPs   كيلــو دالتــون  20 از كيتــوزان بــا وزن مولكــولي 
پس از اضافه كـردن محلـول اسـيدي         . استفاده شده است  

CAN  ،DTX   يرر  ميلي ليتر متانول در شرايط اسـت       5/0 در
  براي دستيابي به محلول    MMAليتر از     ميلي 25/0حل شد و    

در شرايط قـوي اسـتيرر بـا        . شفاف اضافه گرديد  با رنگ   
فراينـد  .  به فلاسك دو طرفه اضـافه گرديـد    DTXمگنت  

 اضـافه   DTX.  دقيقه انجام شد   10مدت   هحباب نيتروژن ب  
بـر اسـاس وزن     )  وزني -وزني( درصد   1-4ميزان   هشده ب 

MMA  واكنش در شرايط   . ت كيتوزان بوده است    و تيولا
 ــ ــم اســتيرر ب  درجــه 40 دقيقــه در دمــاي 40مــدت  هملاي

ــانتي ــت   س ــه ياف ــراد ادام ــيم  . گ ــس از تنظ  5/4 در PHپ
مقدار . سوسپانسيون نانوذرات با روش دياليز تخليص شد      

ــا روش NPsداروي بـــــارگيري شـــــده بـــــر روي   بـــ
فـاز  . د ارزيابي ش ـ(HPLC) كروماتوگرافي با كارايي بالا 

ــك   ــوس ايزوكراتي ــستم   HPLCمعك ــتفاده از سي ــا اس  ب
HPLC Knauer )Knauer, Berlin, Germany(  با استفاده

انجام ) µ5 Bondapak) Waters, Milford, MAاز ستون 
متـانول و آب بـا       75:25فاز متحـرك شـامل نـسبت        . شد

 جذب تركيباتميزان .  بود ميلي متر در دقيقه1ميزان جريان 
 Spectra100 UV-Visا استفاده از آشكارسـاز  شسته شده ب

  .)23( نانومترقرائت شد227در طول موج 
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  : توزيع پراكندگي ذرات اندازه و
ذرات  انـدازه ذرات و توزيـع پراكنـدگي نـانو     تعيين  

 Zetasizer Nano( تهيه شده از طريق پراكندگي نور ليزر

ZS, Malvem Instrument Ltd., Malvem, UK ( 
طور خلاصه نمونه پودر خـشك شـده         هب. صورت گرفت 

 ــ   ــونيزه ب ــردن در آب دي ــا حــل ك ــانوذرات ب صــورت  هن
مدت چند دقيقـه سـونيكه       هسوسپانسيون درآورده شد و ب    

كـه يـك محلـول سوسپانـسيون همـوژن           پـس از آن   . شد
اي،  دست آمـد بـا اسـتفاده از دسـتگاه فـوق انـدازه ذره        هب

ر جـدول    تعيين شد كه د    (PDI)پتانسيل زتا و پراكندگي     
  .)24( آمده است1شماره 
  

ذرات  نـانو  ذرات پراكنـدگي  توزيـع  و ذرات اندازه :1جدول شماره   
  Docetaxel.(n=3)داروي 

  

PDI   پتانسيل زتا  (nm)اندازه ذرات  شاخص ها

039/0±051/0  2±2/41  23±187   Docetaxlنانوداروي 

  
 :نگهداري وكشت سلولي

 ــ   ــد ان ــرطاني كب ــلولي س ــه رده س ــن مطالع سان در اي
HepG2    ــران ــتور ته ــستيتو پاس ــلولي ان ــك س ــه از بان  ك

 در  31 تـا    26اند از پاساژهاي سـلولي بـين         خريداري شده 
 درصـد سـرم جنـين گـاوي         10 با   DMEMمحيط كشت   

(FBS)،  ميلي مولار،100سديم پيرووات   g/l5/1 سديم 
ــات و  ــد1بيكربنـ ــي درصـ ــي  آنتـ ــيلين بيوتيـــك پنـ  -سـ

 (BINDER, USA)اتور انكوب ـ CO2استرپتومايسين كـه در  
  گراد و رطوبت كـافي و ميـزان          درجه سانتي  37در دماي   

بــراي انجــام .  دي اكــسيد كــربن اســتفاده شــد  درصــد5
ــاني كــه ســلول  تــست ــه  هــاي مختلــف، زم   هــا حــداقل ب

 اتـيلن   - رشد سلولي رسـيدند توسـط تريپـسين         درصد 70
 از ته فلاسـك جـدا     (EDTA) استيك اسيد  تترا دي آمين 

. دقيقه سـانتريفيوژ شـدند     5مدت   هب rpm 1500و در دور    
سي محـيط كـشت بـه حالـت      رسوب سلولي در يك سي    

هـاي   سوسپانسيون تهيه شـد و درصـد زنـده بـودن سـلول            
موجود در سوسپانسيون با مخلوط شدن نسبت مساوي از         
تريپــان بلــو بــا اســتفاده از لام هموســايتومتر و بررســي بــا 

صول اطمينـان   پـس از ح ـ   . ميكروسكوپ نوري تعيين شد   
هـاي بـا درصـد زنـده      ها، از سـلول  از عدم آلودگي سلول   

  . استفاده شد براي انجام تست درصد90بودن بالاي 
  

  : MTT assayبررسي ميزان سميت سلولي با روش
به منظور بررسي اثر نانودارو وداروي اصلي بر رشـد     

 MTTهاي سرطاني از روش رنگ سـنجي         و تكثير سلول  
اين روش يك تـست متابوليـك رقـابتي       . )25(استفاده شد 

ميتوكندريايي است و بر اساس شكستن نمك تترازوليوم        
ــدريايي  ــدروژناز ميتوكن ــزيم سوكــسينات دهي  توســط آن

 100در ايـن روش ميـزان        .هاي زنده اسـتوار اسـت      سلول
 سـلول در هـر      104ميكروليتر محيط كشت حاوي تعـداد       

 ســاعت 24پـس از  .  خانــه قـرار داده شــد 96خانـه پليـت   
 50 و 10، 1، 1/0، 01/0هــــاي  انكوباســــيون غلظــــت 

ليتـر از نـانو دارو و داروي اصـلي بـه             ميكروگرم بر ميلـي   
 72 ،48 ،24هاي   تيب طي زمان  تر به   ها اضافه شد و    سلول

هاي مذكور به هـر      پس از طي زمان    ساعت انكوبه شدند،  
گـرم بـر     ميلي 5با غلظت    MTTميكروليتر   20خانه پليت   

 ساعت ديگـر در تـاريكي    4مدت   هليتر اضافه شد و ب     ميلي
پس از طي زمـان لازم محـيط كـشت حـاوي           . انكوبه شد 

MTT 200يـزان   دقت خارج شد و به هر خانـه پليـت م           ه ب 
ميكروليتر ايزوپروپانول اسيدي شـده جهـت حـل كـردن           

 دقيقـه   15پـس از     .فورمازان ارغـواني رنـگ اضـافه شـد        
انكوباسيون در دماي اتاق جـذب نـوري هـر چاهـك بـا              

در نـانومتر    570استفاده از دستگاه الايـزا در طـول مـوج           
نتـايج  .  نـانومتر قرائـت شـد      690برابر طول موج رفـرنس      

غلظتـي كـه     (IC50 ميزان بقاي سلولي و      صورت هحاصله ب 
) شـود   درصـد مـي    50سبب مهار رشـد سـلولي تـا ميـزان           

گـزارش  ) ليتر ميكروگرم بر ميلي  ( منحني غلظت    براساس
 جهـت نتيجـه بهتـر       ها آزمايشهركدام از اين     .)26(شدند

سه بار تكرار شد و ميزان بقاي سـلولي طبـق فرمـول زيـر               
   :محاسبه گرديد

  

  ميزان بقاي سلولي)= جذب نوري تست/كنترلجذب نوري (× 100
  

   انحراف از معيار با اسـتفاده       ±نتايج براساس ميانگين    
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جهـت  . انـد   گـزارش شـده  SPSS 15 افزار آمـاري  از نرم
 Student t- test  ازهـا  و تجزيه و تحليل آماري دادهبررسي 

  ≥p).05/0(ستفاده شده استا
  

  ها يافته
را نـــشان  ومتر نـــان200نـــانو ذرات قطـــر كمتـــر از 

 و 2/0فــاكتور پراكنــدگي ذرات كمتــر از   . دهنــد مــي
  توزيـع نـانو  1  شـماره نمـودار . باشـد   مي4/35پتانسيل زتا   

  .دهد  را نشان ميDTXذرات داروي 
  

  
انـدازه گيـري انـدازه ذرات نـانودارو بـا اسـتفاده از               :1نمودار شماره   
  سايزر دستگاه زتا

  
اي سـلولي رده    نمايـانگر ميـزان بق ـ     2 شـماره    نمودار

HepG2    باشد كه در مواجهـه       در محيط آزمايشگاهي مي
 نــانودارو و. نــانودارو و داروي اصــلي قــرار گرفتــه اســت

   و  1/10،  1/0،  01/0هـاي مـساوي      داروي اصلي با غلظت   
). =5n(ليتر به ترتيب تهيـه گرديـد       ميكروگرم بر ميلي   50

تـوان نتيجـه گرفـت ميـزان بقـاي        مـي 1شـماره  از نمودار  
ــس از   ــلولي پ ــيون در غلظــت  24س ــاعت انكوباس  10 س

 درصد بـراي    13/54ميزان  ه  ليتر دارو ب   ميكروگرم بر ميلي  
 درصـــد بـــراي نـــانودارو بـــا 12/37داروي اصـــلي بـــه 

 17/39افـزايش   (فرمولاسيون تيولات كيتوزان مي باشـد       
ــ≥p) 05/0 (درصــد ســميت ســلولي، طــور مــشابه در ه ب

ــمي   ــزان س ــا داروي اصــلي مي ــسه ب ــراي  مقاي ــلولي ب ت س
ــانودارو  ــد 53/42نـ  درصـــد 17/39و  ≥p)05/0( درصـ

)05/0(p≤    72 و   48هاي انكوباسيون    به ترتيب براي زمان 
دست آمده ه  با توجه به نتايج ب     .ساعت افزايش يافته است   

 HepG2نانودارو سميت سلولي بـالاتري بـر رده سـلولي           
ــه داروي  ــسبت بـ ــزان ≥p).05/0( دارد DTXنـ  IC50 ميـ

 )رشــد ســلول مــي شــود% 50كــه باعــث مهــار غلظتــي (
ــدول    ــز در ج ــسل ني ــانوذرات و داروي اصــلي دوستاك ن

  . آورده شده است2شماره 
  

  
  

  
  

  
  

 در مواجهه   HepG2رده  ) درصد( ميزان بقاي سلولي   :2نمودار شماره   
در مقايــسه بــا داروي اصــلي در غلظــت هــاي   DTXداروي  بــا نــانو
  . ساعت72 و 48، 24طي زمان هاي انكوباسيون ) =5n( مساوي
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 نـانودارو و داروي اصـلي در   IC50 (µg/ml)ميـزان   :2 شـماره  جدول
هـاي    پس از زمانHepG2هاي   سلول در مقابل  غلظت هاي مختلف  

  .(n=3)  ساعت72 و 48، 24انكوباسيون
  

  DTX دارو نانو زمان انكوباسيون
IC50(µg/ml)  

  DTXداروي 
IC50(µg/ml) 

 39/10±02/1 34/1±68/0  ساعت24

 87/8±39/0 97/0±86/0  ساعت48
 99/5±20/0 76/0±93/0  ساعت72

  
  بحث

 (In Vitro)ارزيابي اثر درماني در محيط آزمايشگاه 
شــود كــه عبــارت اســت از   ارزيــابي مــيIC50بــر اســاس 

هـا در     درصد از سلول   50غلظتي از دارو كه باعث مرگ       
تـوان    توجه به جدول بـالا مـي       با .شود يك بازه زماني مي   

نتيجه گرفت كه نانودارو عملكرد بهتري نسبت به داروي         
، 99/5ترتيـب از     هبراي داروي اصلي ب ـ    IC50. اصلي دارد 

، 39/0،  20/0  ميكروگرم بـر ميلـي ليتـر بـه         39/10،  87/8
هـاي   ليتر براي نانودارو در زمـان      ميكروگرم بر ميلي   02/1

دار و   كــاهش معنــي  ســاعت72 و 48، 24انكوباســيون 
توجهي داشته است كه اين خود سميت سلولي بالاتر      قابل
اصلي را نشان مي دهد كـه ايـن         دارو نسبت به داروي      نانو

 ذرات نـانو  تحقيـق  ايـن  در .باشـد  دار مـي   هـا معنـي    تفاوت
 الاتؤس از يكي. شد تهيه كيتوزان پليمر با DTX داروي
 نـانو  سـيون فرمولا آيـا  كـه  بـود  ايـن  تحقيـق  ايـن  در مهم

 ذرات نانو. دهد مي افزايش را DTX داروي اثرات ذرات
 افـزايش  اثر ايجاد براي مناسب اندازه داراي فوق داروي

 و (EPR) بـدن  در ماندگاري زمان افزايش و نفوذپذيري
ــز ــزايش ني ــوذ اف ــه جــذب و نف  روده موكــوس داخــل ب
 500به   ذرات وقتي كه دهند مي نشان تحقيقات. باشند مي
 كـاهش  روده موكـوس  از جـذب  ميزان رسند مي ترم نانو
ــا پتانــسيل ذرات، همچنــين. يابــد مــي ــا زت ــار ب  و مثبــت ب

 مثبــت بــار. دادنــد نــشان را پايــدار و مناســب پراكنــدگي
 بـه  PMMA منفـي  سـطحي  بـار  كـه  دهد مي نشان ذرات
 بـار . است شده پوشيده مثبت بار با كيتوزان توسط خوبي
 آزاد آمـين  هـاي  گـروه  وجود دليل فوق ذرات نانو مثبت
 رايب ـ مثبـت  بار وجود همچنين. باشد مي ذرات سطح در

 موكـوس  جـداره  بـه  فوق ذرات نانو الكترواستات اتصال
 از هـا  آن حـذف  از و باشـد  مـي  مناسـب  منفي بار با روده
 بـالاي  بـارگيري  ميزان. كند مي جلوگيري كوچك روده

 ذرات نـانو  در بالا دوستي چربي خواص با DTX داروي
 دوسـت  چربـي  هـسته  بـه  دارو ورود دليـل  هب تواند مي فوق

(PMMA) كه دهند مي نشان ها بررسي .باشد مي ذرات نانو 
 نـانو  خـصوصيات  در مهمـي  عامل كيتوزان ملكولي وزن
 بـه  نفـوذ  ميـزان  ،هـاي  ذره اندازه شامل كه باشد مي ذرات
 .باشـد  مي دارو به ايمني سيستم پاسخ شدت و سلول داخل

 و بـالا  ويـسكوزيته  نتيجه در و بالا ملكول وزن به توجه با
ــولي ــك محلـ ــات در تـ ــك مايعـ ــدن فيزيولوژيـ  در بـ
 ايـن  در بالا،ي  ملكول وزن با كيتوزان تجاري محصولات

ــق ــ دار جهــت تحقي ــوزان از ثرؤم ــا كيت ــولوم وزن ب ي لك
  .شد استفاده متوسط

  در ايـــن مطالعـــه از نـــانوذرات تيـــولات كيتـــوزان
PMMA دفمنــد از طريــق خــوراكي بــراي دارورســاني ه

 بـر روي    DTX داروي   ، استفاده شـده   DTXبراي داروي   
بـا اسـتفاده از متـد        PMMAذرات تيولات كيتـوزان      نانو

. اصلاح شده راديكال پليمريزاسيون بارگيري شده اسـت       
حذف : هايي از قبيل   اين روش تهيه نانودارو داراي مزيت     

ايط سـازي در شـر    هاي آلي، سـورفاكتانت و آمـاده       حلال
نتـايج مربـوط بـه اثـرات سيتوتوكـسيك          . ملايم تراسـت  

هـاي سـرطاني بـه روش        سلول نانودارو و داروي اصلي بر    
MTT assayميـزان غلظـت دارو و نـانو    .  ارائه شده است

ميـزان   .ليتـر اسـت     ميكروگرم بر ميلي   01/0-50دارو بين   
IC50 ذرات و داروي اصلي يـك رونـد مهـار رشـد              نانو
در  .دهـد  وابسته به غلظت را نشان مـي      هاي سرطاني    سلول

ذرات تيـولات    يك مطالعه نشان داده شده است كه نـانو        
هاي سرطاني نداشته    گونه اثر سمي بر سلول     كيتوزان هيچ 

تر نانودارو نـسبت بـه داروي         پايين IC50ميزان  . )27(است
 HepG2هــاي  يت بــالاتر ســلولحــاكي از حــساس اصــلي

توانـد بـه بـارگيري       اين امر مي  . باشد نسبت به نانودارو مي   
دارو بر سلول سرطاني و عملكرد آهسته        بيشتر و بهتر نانو   

 فرمولاسيون نـانوي    همچنينرهش دارو نسبت داده شود      
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ــر مقاومــت چنــد دارويــي ســلول  دارو مــي ــد ب هــاي  توان
 جلـوگيري از    ي ديگـر  ها  مكانيسم .)28(سرطاني غلبه كند  

 p-gpانتــشار دارو بــه خــارج ســلول ســرطاني توســط      
  تـــداخل و تمركـــز داخـــل   و  )p()29گليكـــوپروتئين (

محـل اثـر داروي     . دنباش سلولي دارو توسط نانوذرات مي    
DTXــ  سيتوپلاســـم مـــي   عنـــوان  هباشـــد و نـــانوذرات بـ

ــل     ــم عم ــده دارو در سيتوپلاس ــره كنن ــل ذخي ــك عام ي
سـط صـارمي و همكـاران       اي كـه تو    در مطالعـه  . كنند مي

  دام انـداختن  ه صورت گرفتـه اسـت ميـزان اثـر بخـشي ب ـ        
 به روش   PMMAدارو توسط نانوذرات تيولات كيتوزان      

    ارزيـابي شـده اسـت كـه         درصـد  90ذكر شـده بيـشتر از       

ذرات  نــشان دهنــده بــارگيري مناســب دارو توســط نــانو 
  .)23(باشد مي

شود با توجـه بـه مطالعـات         در پايان نتيجه گيري مي    
كيـد  أبا ت  Docetaxelانجام شده و مطالعه حاضر، داروي       

   عنـوان يـك عامـل ضـد      هتوانـد ب ـ   بر فرمولاسيون نانو مـي    
  

  .ودرمان سرطان هپاتوسلولار پيشنهاد شسرطان براي د
  

  سپاسگزاري
نويسندگان اين مقاله از معاونـت پژوهـشي دانـشگاه          

مين هزينـه   أعلوم پزشكي مازندران به دليـل حمايـت و ت ـ         
  .اين طرح كمال تشكر را دارند

 

References 
1. Llovet JM, Burroughs A, Bruix J. 

Hepatocellular carcinoma. Lancet 2003; 

362(9399): 1907-1917. 

2. Qin LX, Tang ZY. The prognostic significance 

of clinical and pathological features in 

hepatocellular carcinoma. World J 

Gastroenterol 2002; 8(2): 193-199. 

3. Guéritte-Voegelein F, Guénard D, Lavelle F, 

Le Goff MT, Mangatal L, Potier P. 

Relationships between the structure of taxol 

analogues and their antimitotic activity. J 

Med Chem 1991; 34(3): 992-998. 

4. Cascinu S, Graziano F, Barni S, Labianca R, 

Comella G, Casaretti R, et al. A phase II 

study of sequential chemotherapy with 

docetaxel after the weekly PELF regimen in 

advanced gastric cancer. A report from the 

Italian group for the study of digestive tract 

cancer. Br J Cancer 2001; 84(4): 470-474. 

5. Ryan DP, Kulke MH, Fuchs CS, Grossbard 

ML, Grossman SR, Morgan JA, et al. A 

Phase II study of gemcitabine and docetaxel in 

patients with metastatic pancreaticcarcinoma. 

Cancer 2002; 94(1): 97-103. 

6. Sinibaldi VJ, Carducci MA, Moore-Cooper 

S, Laufer M, Zahurak M, Eisenberger MA. 

Phase II evaluation of docetaxel plus one-day 

oral estramustine phosphate in the treatment 

ofpatients with androgen independent prostate 

carcinoma. Cancer 2002; 94(5): 1457-1465. 

7. Wenzel C, Locker GJ, Schmidinger M, Rudas 

M, Taucher S, Gnant MF, et al. Combined 

analysis of two phase II trials in patients with 

primary and advanced breast cancer with 

epidoxorubicin and docetaxel+granulocyte 

colony stimulating factor. Anticancer Drugs 

2002; 13(1): 67-74. 

8. Geng CX, Zeng ZC, Wang JY. Docetaxel 

inhibits SMMC-7721 human hepatocellular 

carcinoma cells growth and induces apoptosis. 

World J Gastroenterol 2003; 9(4): 696-700. 

9. Hebbar M, Ernst O, Cattan S, Dominguez S, 

Oprea C, Mathurin P, et al. Phase II trial of 

docetaxel therapy in patients with advanced 

hepatocellular carcinoma. Oncology 2006; 

70(2): 154-158. 

10. Lin HL, Liu TY, Chau GY, Lui WY, Chi 

CW. Comparison of 2-methoxyestradiol-

www.SID.ir

www.SID.ir


Arc
hive

 of
 S

ID

 
  محمد شكرزاده و همكاران                       هشي   پژو  
  

9  1390تير  ، 90 ، شماره بيست و يكم دوره                                                                 پزشكي مازندران                      مجله دانشگاه علوم 

induced, docetaxel-induced, and paclitaxel-

inducedapoptosis in hepatoma cells and its 

correlation with reactive oxygen species. 

Cancer 2000; 89(5): 983-994. 

11. Petrylak DP. The treatment of hormone-

refractory prostate cancer: docetaxel and 

beyond. Rev Urol 2006; 8 (Suppl 2): S48-55. 

12. Lee E, Kim H, Lee IH, Jon S. In vivo 

antitumor effects of chitosan-conjugated 

docetaxel after oral administration. J Control 

Release 2009; 140(2): 79-85. 

13. Kawasaki ES, Player A. Nanotechnology, 

nanomedicine, and the development of new, 

effective therapies for cancer. Nanomedicine 

2005; 1(2): 101-109. 

14. Kim KY. Nanotechnology platforms and 

physiological challenges for cancer therapeutics. 

Nanomedicine. 2007; 3(2): 103-110. 

15. Sahoo SK, Parveen S, Panda JJ. The present 

and future of nanotechnology in human 

health care. Nanomedicine 2007; 3(1): 20-31. 

16. Musumeci T, Ventura CA, Giannone I, Ruozi 

B, Montenegro L, Pignatello R, ET AL. 

PLA/PLGA nanoparticles for sustained release 

of docetaxel. Int J Pharm 2006; 325(1-2): 

172-179. 

17. Arangoa MA, Ponchel G, Orecchioni AM, 

Renedo MJ, Duchêne D, Irache JM. 

Bioadhesive potential of gliadinnanoparticulate 

systems. Eur J Pharm Sci 2000; 11(4): 333-

341. 

18. Dong Y, Feng SS. Poly (d,l- lactide- co-

glycolide) montmorillonite nanoparticles for 

oral delivery of anticancer drugs. Biomaterials 

2005; 26(30): 6068-6076. 

19. Arechabala B, Coiffard C, Rivalland P, 

Coiffard LJ, de Roeck- Holtzhauer Y. 

Comparison of cytotoxicity of various 

surfactants tested on normal human fibroblast 

cultures using the neutral red test, MTT assay 

and LDH release. J Appl Toxicol 1999; 

19(3): 163-165. 

20. Atyabi F, Aghaei Moghaddam F, Dinarvand 

R, Zohuriaan-Mehr M, Ponchel G. Thiolated 

chitosan coated poly hydroxyethyl 

methacrylatenanoparticles: synthesis and 

characterization. Carbohydr Polym 2008; 74: 

59-67. 

21. Bernkop-Schnürch A, Kast CE. Chemically  

modified chitosans as enzyme inhibitors. 

Adv Drug Deliv Rev 2001; 52(2): 127-137. 

22. Feng BH, Zhang ZY. Carboxymethy chitosan 

grafted ricinoleic acid group for nanopesticide 

carriers. Advanced Materials Research 2011; 

236-238: 1783-1788. 

23. Saremi S, Atyabi F, Akhlaghi SP, Ostad SN, 

Dinarvand R. Thiolated chitosan nanoparticles 

for enhancing oral absorption of docetaxel: 

preparation, in vitro and ex vivo evaluation. 

Int J Nanomedicine 2011; 6: 119-128. 

24. Ebrahimnejad P, Dinarvand R, Sajadi SA, 

Atyabi F, Ramezani F, Jaafari MR. Preparation 

and characterization of poly lactide-co-

glycolide nanoparticles of SN-38. PDA J 

Pharm Sci Technol 2009; 63(6): 512-520. 

25. Mosmann T. Rapid colorimetric assay for 

cellular growth and survival: application to 

proliferation and cytotoxicity assays. J 

Immunol Methods 1983; 65(1-2): 55-63. 

26. Arechabala B, Coiffard C, Rivalland P, Coiffard 

LJ, de Roeck-Holtzhauer Y. Comparison of 

cytotoxicity of various surfactants tested on 

normal human fibroblast cultures using the 

neutral red test, MTT assay and LDH release. 

J ApplToxicol 1999; 19(3): 163-165. 

27. Akhlaghi SP, Saremi S, Ostad SN, Dinarvand 

R, Atyabi F. Discriminated effects of 

thiolated chitosan-coated pMMA paclitaxel-

loaded nanoparticles ondifferent normal and 

cancer cell lines. Nanomedicine 2010; 6(5):  

www.SID.ir

www.SID.ir


Arc
hive

 of
 S

ID

  Docetaxelسميت سلولي نانو ذرات 
 

10  1391تير  ، 90 ، شماره بيست و دوم دوره                                                                     مجله دانشگاه علوم پزشكي مازندران                       

 

689-697. 

28. Davda J, Labhasetwar V. Characterization of 

nanoparticle uptake by endothelial cells. Int J 

Pharm 2002; 233(1-2): 51-59. 

29. Brigger I, Dubernet C, Couvreur P. 

Nanoparticles in cancer therapy and diagnosis. 

Adv Drug Deliv Rev 2002; 54(5): 631-651. 

 

www.SID.ir

www.SID.ir

