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بر روی پایداری خاصیت سایتوتوکسیسیتی سیس پلاتین  In Vitroبررسی اثر سدیم کلراید در شرایط 

 G-292در حلال دی متیل سولفوکساید بر روی رده سلولی 

   ،6، مهری مرتضوی5سید ابراهیم علوی، 4آبادی، حسن ابراهیمی شاهم3سهراب حلال خور، 2*عظیم اکبرزاده، 1سید کاظم باقرپور دون

 6، مریم فرحناک6زهرا صفاری

 بخش بیوفیزیک و بیوشیمی، دانشگاه علوم پزشکی بابل ، ، انستیتو پاستور ایرانپایلوت بیوتکنولوژی، کارشناسی ارشد .1

 پاستور ایران، بخش پایلوت بیوتکنولوژی،  انستیتو  پرفسور .2

 بخش بیوفیزیک و بیوشیمی، دانشگاه علوم پزشکی بابل استادیار .3

 بخش پایلوت بیوتکنولوژی، انستیتو پاستور ایراندکتری،  .4

 ، دانشگاه علوم و تحقیقات تهرانگروه بیوتکنولوژی گروه مهندسی شیمی کارشناسی ارشد، دانشکده فنی و مهندسی .5
 بیوتکنولوژی، انستیتو پاستور ایرانبخش پایلوت ارشد،  یکارشناس .8

 چکیده

( یکی از داروهای ضدسرطان با انحلال پذیری پایین است. دی متیل سولفوکساید Cisptسیس پلاتین ) :و هدف سابقه 

(DMSO ) در کنار( سدیم کلرایدNaCl)  باشدهای سیس پلاتین مییکی از حلالبه عنوان پایدار کننده. 

 MTTو آزمون  G-292جهت بررسی میزان سایتوتوکسیسیتی ترکیبات مختلف در محیط کشت از سلول  ها:مواد و روش

 بهره گرفته شد. FTIR، از آنالیز DMSOاستفاده شد. جهت بررسی ساختار شیمیایی سیس پلاتین و سیس پلاتین حل شده در 

به ترتیب  Cispt+NaCl+DMSOلاتین در فرمولاسیون ماکرومولار سیس پ 9و  333میزان سایتوتوکسیسیتی در رقت های  ها:یافته

 درصد تخمین زده شد.  16و  89به ترتیب برابر با  Cispt+DMSOدرصد، و در فرمولاسیون  8و  86برابر با 

تواند بطور مؤثری نشان داد که سدیم کلراید نمی DMSOبررسی ساختار شیمیایی سیس پلاتین و سیس پلاتین حل شده در  :بحث

  .بر روی سیس پلاتین گردد DMSOکنندگی مهار اثر غیرفعالباعث 

ها ین یافتهشود. اقل از حضور سدیم کلراید اعمال میاین بررسی نشان داد که اثر حلال بر روی سیس پلاتین مست گیری:نتیجه 

 پلاتین استفاده کنیم.عنوان حلالی مناسب برای سیس هکننده مطالعات بیشتری است تا بتوان از این حلال، بپیشنهاد

 دی متیل سولفوکساید، سدیم کلراید، سیس پلاتین، سایتوتوکسیسیتی :کلمات کلیدی

 مقدمه

سیس پلاتین یک داروی حاوی پلاتینوم با فعالیت ضدتوموری 

عنوان عاملی آلکیله کننده بر علیه هاست. این دارو بگسترده 

 های اپیتلیال وسفت بیضه، تخمدان، مثانه، بدخیمیتومورهای 

(. 4،14،19رود )کار میطان های مری، ریه و سر و گردن بهسر

ر آن با دد. اتم کلگریوسیله انتشار وارد سلول مهسیس پلاتین ب

س گردد. کمپلکمثبت می شود، در نتیجه بار آنآب جایگزین می

های عرضی پل واکنش داده و DNAتواند با حاوی بار مثبت می

ای رشتهبازهای مجاور( و بین N 8های ای )بین اتمداخل رشته

گردد می DNAتشکیل دهد. این فرایند باعث مهار همانندسازی 

اد های آزسیس پلاتین در سلول به گروهچنین (. هم4)

 شود و باعث دپلیمریزاسیونلین متصل میسولفیدریل در توبو

 ملکولی - سلولی بیوتکنولوژی   هایتازه

 3131 زمستان، هفدهم، شماره پنجمدوره  

  اکبرزاده پرفسورعظیممسئول :  سندهيون*

  azimakbarzadeh1326@gmail.com : یکیالکترون پست

 22/70/3131تاريخ دريافت مقاله: 
 17/70/3131تاريخ پذيرش مقاله: 
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(. این امر مونتاژ میکروتوبول 18گردد )ها مینسبی میکروتوبول

چنین ( و هم3دهد )ق تغییر مستقیم توبولین تغییر میرا از طری

-می های توموریباعث تغییراتی در الگوی اسکلت سلولی سلول

وی است (. اگرچه این دارو دارای خاصیت ضدتوموری ق12شود )

ولی عوارض جانبی آن مثل سمیت کلیه، سمیت اعصاب، تهوع 

 رو شوده تا دوز تجویزی با محدودیت روبهو استفراغ باعث شد

توان به انحلال پذیری پایین و تزریق (. از دیگر عوارض آن می6)

که میزان انحلال پذیری طوریه(. ب24داخل رگی آن اشاره کرد )

رسد می g 133 /g 253/3جه به در 25آن در آب و در دمای 

توان از های بالای دارو میآوردن غلظتدست(. جهت به22)

های سیس پلاتین های مناسب استفاده کرد. یکی از حلالحلال

 DMSO(. سیس پلاتین سریعاً به 19باشد )می DMSOحلال 

آورد. وجود میرا به DMSOشود و یک ترکیب اضافی وصل می

ردد. گجایگزین اتم کلر سیس پلاتین می DMSOدر این فرایند 

دلیل کاهش هاما استفاده از این حلال در مطالعات زیستی ب

شدید فعالیت سایتوتوکسیسیتی سیس پلاتین منتفی است 

(. از طرف دیگر مشخص شده پایداری سیس پلاتین در 23)

دن تا رسیهای آبی، از طریق افزایش غلظت سدیم کلراید محلول

-یابد. برعکس این حالت، در محلولافزایش می %3.9به غلظت 

افتد و های بیکربنات سدیم اتفاق میهای بازی مثل محلول

(. بر همین اساس این 13،14یابد )پایداری آن کاهش می

احتمال وجود دارد که بتوان با افزایش غلظت سدیم کلراید از 

لعه ااثر منفی این حلال بر روی سیس پلاتین کاست. در این مط

جهت بررسی میزان سایتوتوکسیسیتی ترکیبات مختلف در 

استفاده شد.  MTTو آزمون  G-292محیط کشت، از سلول 

دلیل سهولت در تهیه و فعالیت متابولیکی بالا به G-292 سلول

چسبنده هستند در نتیجه تهیه نمونه ها این سلول .استفاده شود

-خانه تکثیر می 98های راحتی در پلیتهها آسان است و باز آن

 .ندباشگری با بازده بالا مناسب میشوند بنابراین برای غربال

چنین جهت بررسی ساختار شیمیایی سیس پلاتین و سیس هم

بهره گرفته شد.  FTIR، از آنالیز DMSOپلاتین حل شده در 

مؤثری  طورتواند بهنشان داد سدیم کلراید نمینتایج این مطالعه 

بر روی سیس پلاتین   DMSOکنندگی ر غیرفعالمهارکننده اث

 باشد.

  روش کار

 مواد

آلمان  Merck، سدیم کلراید از شرکت DMSOسیس پلاتین، 

 FBSاتریش و  PAAاز شرکت  DMEMتهیه شد. محیط کشت 

از بانک  G-292آمریکا خریداری گردید. سلول  Gibcoاز شرکت 

سلولی انستیتو پاستور ایران تهیه گردید. سایر مواد استفاده شده 

در این مطالعه از درجه آنالیتیکال برخوردار بودند. آب استفاده 

 شده در سرتاسر مطالعه، آب مقطر بود.

 تهیه ترکیبات مختلف سیس پلاتین

 DMEMترکیبات مختلف در محیط کشت  1بر اساس جدول 

ین گاوی تهیه شدند. در مورد فرمولاسیون سرم جن %13حاوی 

Cispt+NaCl+DMSO  ترکیبDMSO  آخرین ترکیبی بود که

ون چنین انکوباسیپس از حل شدن ترکیبات دیگر اضافه شد. هم

به مدت سه  Cispt+DMSOدر این فرمولاسیون و فرمولاسیون 

ساعت صورت گرفت. این مدت زمان کافی است تا واکنش بین 

استفاده  NaCl(. غلظت 8کامل گردد ) DMSOسیس پلاتین و 

 های حاوی این ترکیب برابر با شده در تمامی چاهک

mOsmol133  بود. این غلظت یک سوم غلظت نرمال سالین

 (.5باشد )در محیط زیستی کاملاً بی خطر می است و

  MTTآزمون 

 

به منظور بررسی اثرات سایتوتوکسیسیتی این دو فرمولاسیون 

لاتین و مقایسه اثر آنها نسبت به یکدیگر از آزمون حاوی سیس پ

MTT  292استفاده شد. سلول-G  عدد به ازاء هر  1×413با رقت

کشت داده شد.  DMEMخانه، در محیط  98چاهک پلیت 

وتیک بیآنتی %1سرم جنین گاوی و  %13اوی محیط کشت ح

کربن اکسیددی %13ومایسین، تحت شرایط سیلین/ استرپتپنی

ها ساعت پس از کشت سلول 24ار گرفت. درجه قر 38 و دمای

ها با شد. سلولها، محیط رویی بیرون ریخته و چسبیدن آن

ماکرومولار  333و  153، 85، 38، 16، 9، 3های یکسان غلظت

ساعت پس  46 سیس پلاتین از هر دو فرمولاسیون تیمار شدند.

ی های دارویهای حاوی فرمولاسیوناز انکوباسیون، محیط

گرم میلی MTT (5/3ماکرولیتر از محلول  133برداشته شد و 

( به هر چاهک اضافه شد. 4/8برابر با  pHبا  PBSلیتر در میلی

درجه صورت گرفت.  38انکوباسیون به مدت سه ساعت در دمای 

های برداشته و جهت حل شدن کریستال MTTسپس محلول 

به  %133انول ماکرولیتر ایزوپروپ 233فورمازان تشکیل شده، 
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 583هر چاهک اضافه گردید. در مرحله بعد میزان جذب در 

 ,BioTek Instruments, VT)نانومتر بوسیله دستگاه الایزا ریدر 

U.S.A.)  خوانده شد. آزمایشات بصورت سه تایی و سه بار تکرار

ای هیسیتی و درصد بقاء بر اساس فرمولشد. میزان سایتوتوکس

های های تیمارشده با فرمولاسیوناز نسبت جذب سلول 2و 1

 (. 15دست آمد )های کنترل بهمختلف دارو، به جذب سلول

 1فرمول

= درصد سایتوتوکسیسیتی    1 −

 
میانگین جذب سلول های تیمار شده با ماده سمی

میانگین جذب کنترل
 ×  100 

 2فرمول

= درصد بقا  100 –   درصد سایتوتوکسیسیتی 

-به همراه غلظت اولیه اجزای تشکیلهای گوناگون : فرمولاسیون1جدول 

 MTT دهنده آنها در محیط کشت جهت استفاده در آزمون

غلظت 

سدیم 

 کلراید

غلظت اولیه دی 

متیل 

 سولفوکساید

غلظت اولیه 

 سیس پلاتین

 اجزاء فرمولاسیون

 
 فرمولاسیون             

133 

میلی 

 اسمول

25/1% 

 )حجمی/حجمی(

333 

 ماکرومولار

پلاتین+ سیس 

سدیم کلراید +دی 

 متیل سولفوکساید

- 25/1% 

 )حجمی/حجمی(

333 

 ماکرومولار
سیس پلاتین+دی 

 متیل سولفوکساید

 

 

 های مربوطهشده در فرمولاسیون: غلظت ترکیبات استفاده 2جدول 

 

  FTIRآزمون 

گراد، درجه سانتی 38در دمای  DMSOبا گذشت زمان و تبخیر 

یس و س س پلاتیندست آمد. از این سیپودر سیس پلاتین به

 هایهای برومید پتاسیم تهیه شد. قرصپلاتین اولیه قرص

 FTIR (Nicolet 740SX FTIRوسیله دستگاه هحاصل ب

spectrophotometer USA.مورد ارزیابی قرار گرفتند ) 

 نتایج 

DMSO  لی مناسب برای سیس پلاتین عمل میبه عنوان حلا-

 آسانی درماکرومولار سیس پلاتین محلول به  333کند. غلظت 

ای نقش قابل ملاحظه NaClاین حلال تهیه شد. مشخص شد 

و  Cispt+NaCl+DMSOدر سایتوتوکسیسیتی دو فرمولاسیون 

Cispt+DMSO (. در حضور این ترکیب 1کند )شکل اعمال می

-هسیس پلاتین به میزان قابل ملاحظمیزان سایتوتوکسیسیتی 

 پایین سیس پلاتینهای ها در غلظتای کاهش یافت. این تفاوت

 9و  16های ود. میزان سایتوتوکسیسیتی در رقتمشهودتر ب

ماکرومولار سیس پلاتین در فرمولاسیون 

Cispt+NaCl+DMSO  درصد تخمین 8و  21به ترتیب برابر با 

ها برای ترکیب زده شد. این اعداد در همین غلظت

Cispt+DMSO  درصد محاسبه  16و  43به ترتیب برابر با

 . گردید

 

اثرات سایتوتوکسیسیتی دو فرمولاسیون سیس پلاتین : 1شکل 

(Cispt+DMSO  وCispt+NaCl+DMSO)  بر روی بقاء سلولG-292  پس از

درصد خطا از حداقل  5 ±ساعت انکوباسیون. نتایج به صورت میانگین  46

 سه آزمایش مستقل ارائه گردید.
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 ترکیبات هاغلظت ترکیبات در همه فرمولاسیون

 پلاتینسیس  ماکرومولار 333و  153، 85، 38، 16، 9، 3

 25/1و  825/3، 31/3، 18/3، 36/3، 34/3، 3

 درصد از حجم کل

دی متیل 

 سولفوکساید

 133ها به غیر از کنترل حاوی همه چاهک

 میلی اسمول

 سدیم کلراید
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از دو سیس پلاتین حل شده  FTIRهای حاصل از ارزیابی طیف

دهنده اثر قابل ملاحظه و سیس پلاتین اولیه، نشان DMSOدر 

حلال بر روی ساختار شیمیایی سیس پلاتین بود. در سیس 

پلاتین اولیه پیوند بین عنصر پلاتینوم و نیتروژن از لیگاندهای 

آشکار گردید. این مقادیر برای پیوندهای  cm 483-1آمونیاک در

 cm-و  cm 336-1ر کلراید و پلاتینوم به ترتیب در بین عناص

های کششی مربوط به ظاهر شدند. همچنین ارتعاش 1382

 cm-و  cm 1553-1863-1های آمونیاک در نواحی  بین گروه

(. اما طیف حاصل از پودر 2ظاهر گشت )شکل  13333-3533

تفاوت  DMSOدست آمده پس از حل شدن در هسیس پلاتین ب

ه داشت. مقایسه دو طیف ای با سیس پلاتین اولیحظهقابل ملا

دهنده اثر حلال بر روی ساختار شیمیایی سیس حاصل نشان

 (. 3پلاتین بود )شکل 

 

 مربوط به سیس پلاتین اولیه FTIR: طرح شماتیک حاصل از آنالیز 2شکل

 

 

مربوط به سیس پلاتین حل  FTIR: طرح شماتیک حاصل از آنالیز 3شکل 

 . DMSOشده در 

های حاصل از این سیس دهد پیکگونه که شکل نشان میهمان

 گیر نسبت به سیس پلاتین اولیه دارد.پلاتین تفاوت چشم

 بحث

ای هتواند به آسانی در محلولکه سیس پلاتین نمیاز آنجائی

-به عنوان حامل جهت به DMSOآبی حل شود دارو اغلب در 

این عمل (. 1،2،13) دگردهای دقیق حل میآوردن غلظتدست

 وسیله انستیتو ملی سرطانهیک روش استاندارد است که اخیراً ب

(. 21) برای مطالعه اثر زیستی سیس پلاتین منتشر شده است

 شدن کنند که ترکیبما به هرحال مطالعاتی پیشنهاد میا

DMSO  با سیس پلاتین منجر به کاهش اثرات سایتوتوکسیک

مکانیسم کار (. 5،23)شود توموری میهای نسبت به سلول دارو

 های بینشنبدین صورت است که به دلیل مطلوب بودن واک

، DMSOعنصر پلاتینوم از سیس پلاتین با عنصر گوگرد از 

. ودشزین یکی از کلرهای سیس پلاتین میجایگ DMSOملکول 

 DMSO -منجر به تشکیل ترکیب اضافی سیس پلاتین این امر

ند کهای سلولی عبور میءبه آسانی از غشا این ترکیب. گرددمی

ت فعالی تشکیل این ترکیب، .یابدو در داخل سلول تجمع می

را به دلیل ممانعت  DNAای سیس پلاتین علیه مولکول دورشته

ها منجر به این نتیجه این یافته .دبرمیاز بین DMSOفضایی 

 -گیری سریع ترکیب اضافی سیس پلاتین دلیل شکلهشد که ب

DMSO نبایدبرای درمان  مورد استفاده، داروی سیس پلاتین 

مطالعه دیگری نشان داده (. 8،8،11)در این حلال حل گردد 

های آبی ناپایدار است. یس پلاتین دارویی است که در محیطس

ود. شآن مربوط به جایگزینی یون کلر میاولین شکل از تجزیه 

ن پایداری سیس پلاتیش افزایش غلظت یون کلر در محیط، افزای

های آبی به دنبال دارد. در واقع مشخص شده سیس را در محیط

از پایداری خوبی برخوردار  9/3پلاتین در محلول سدیم کلراید % 

چنین مطالعات دیگری در جوندگان نشان داده (. هم16است )

-باعث کاهش اصلی NaClکه تجویز سیس پلاتین در محلول 

 ودشیعنی آسیب سمیت کلیه می س پلاتینترین عارضه سی

ما بر آن شدیم تا از طریق افزایش ها بر اساس همین یافته .(9)

به فرمولاسیونی دست  NaClوسیله هغلظت یون کلر در محیط ب

یابیم که اولاً مشکل محدودیت انحلال پذیری سیس پلاتین را 

-هب ودارمرتفع سازیم، ثانیاً باعث کاهش اثر غیرفعال کنندگی 

حاصل فرمولاسیون  چنینهم .گردیم DMSOله حلال وسی

در نتیجه تجویز سیس کمتری را عارضه آسیب کلیه بتواند 
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اما نتایج بررسی اثرات سایتوتوکسیسیتی  .باعث شودپلاتین 

در  DMSOسیس پلاتین اولیه و سیس پلاتین حل شده در 

در حضور نمک  .نشان دهنده چیز دیگری بود NaClحضور 

لکه یتی افزایش نیافت بنه تنها سایتوتوکسیسسدیم کلراید 

نتایج حاصل از چنین هم. داری را نیز نشان دادکاهش معنی

 سیس تغییر ساختار شیمیاییدهنده نشان FTIRطیف سنجی 

در این مطالعه میزان  .بود DMSOدر حلال  پلاتین

ساعت  46سایتوتوکسیسیتی سیس پلاتین آزاد نیز پس از 

ت به ای نسبطور قابل ملاحظههانکوباسیون تخمین زده شد که ب

 درتر بود. گذشته از این هر دو فرمولاسیون تهیه شده بیش

-در غلظت NaClمشخص شد  در این مطالعه بررسی جداگانه

این  .استخطر میلی اسمول برای سلول بی 133هایی کمتر از 

 NaCl تنی بهنتنی و برودروندهنده پاسخ متفاوت موضوع نشان

میلی اسمول برای سلول  333تنی غلظت در محیط درون .است

سدیم مشخص شد ، مابر اساس مشاهدات (. 18) خطر استبی

 DMSOکنندگی حلال تواند باعث مهار اثر غیرفعالکلراید نمی

بر روی سیس پلاتین شود. برعکس در حضور این ترکیب، سیس 

نین چکمتری را نشان داد. همپلاتین میزان سایتوتوکسیسیتی 

توان این نتیجه را گرفت که اثر حلال بر روی سیس پلاتین می

شود. این مشاهدات م کلراید اعمال میمستقل از حضور سدی

پیشنهاد کننده مطالعات بیشتری است تا شرایطی مهیا شود که 

عنوان حلالی مناسب برای سیس هب DMSOبتوان در آن از 

 کنیم.پلاتین استفاده 

  :یرگیجهینت

ستقل م نیپلات سیس ینشان داد که اثر حلال بر رو یبررس نیا

 نندهشنهادکیپ هاافتهی نی. اشودیاعمال م دیکلرا میاز حضور سد

 یحلال عنوانحلال، به نیاست تا بتوان از ا یشتریمطالعات ب

 .میاستفاده کن نیپلات سیس یمناسب برا

 سپاسگزاری
پایلوت نانوبیوتکنولوژی انستیتو پاستور  این مطالعه در بخش 

 و ایران انجام شد. بدین وسیله از تمامی همکاران محترم تشکر

 می شود. قدردانی
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