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چکیده 
سابقه و هدف: داروی کربوپلاتین، از خانواده ترکیبات پلاتینیوم، جزء داروهای ضدسرطان است. استفاده از این دارو با عوارض 
جانبی همراه است. تجویز هدفمند و انتخابی منجر به کاهش عوارض جانبی داروها خواهد شد. این امر می تواند با استفاده از فناوری نانو 
محقق شود. در این مطالعه داروی کربوپلاتین بر روی نانوذرات پلی بوتیل سیانوآکریلات بارگذاری شد و سپس خواص آن مورد ارزیابی 

قرار گرفت. 
داروی  میزان  تعیین  شد. جهت  استفاده  دارو  حاوی  نانوذره  ساخت  امولسیونی جهت  پلیمریزاسیون  روش  از  ها:  و روش  مواد 
بارگذاري شده در نانوذره، از روش اسپکتروفتومتری استفاده گردید. بررسی های سایتوتوکسیسیتی کربوپلاتین آزاد و بارگذاری شده بر 

روی نانوذره با استفاده از آزمون MTT بر روی رده سلولی MCF-7 صورت گرفت.
یافته ها: اندازه و پتانسیل زتای نانوذرات حاوی دارو به ترتیب 319 نانومتر و 7- میلی ولت محاسبه گشت. درصد بارگذاری داروی 
از  ناشی  سلولی  بقاء  میزان  که  داد  نشان  سایتوتوکسیسیتی  های  بررسی  شد.  زده  تخمین  درصد   6 نانوذره  این  روی  بر  کربوپلاتین 
کربوپلاتین و نانوذره حاوی کربوپلاتین در کم ترین غلظت یعنی 20 ماکرومولار )P < 0.01( به ترتیب 0/6 ± 80 درصد و 0/6 ± 84 

درصد و بیشترین غلظت 160 ماکرومولار )P < 0.01( به ترتیب 0/5 ± 44 درصد و 0/2 ± 51 برآورد شد. 
نتیجه گیری: احتمالاً به دلیل بارگذاری پایین، میزان سایتوتوکسیسیتی کربوپلاتین در حالت نانوذره نسبت به شکل آزاد کاهش 
یافت. مطالعات بیشتری نیاز است تا نانوذره مناسب این دارو با استفاده مونومر بوتیل سیانوآکریلات تهیه شود. در این راستا استفاده از 

روش پلیمریزاسیون مینی امولسیونی به عنوان یکی از روش های نامزد می تواند قلمداد شود.
کلمات کلیدی: پلی بوتیل سیانوآکریلات، دارورسانی، پلیمریزاسیون امولسیوني، کربوپلاتین، سایتوتوکسیسیتی
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مقدمه 

دی  سیکلوبوتان  )1و1-  آمین  دی  سیس   یا  کربوپلاتین 
است  درمانی  شیمی  داروی  یک   ،)II( پلاتینوم   کربوکسیلاتو( 

که برای درمان بعضی از بدخیمی ها مثل سرطان سر وگردن، 
تخمدان و ریه استفاده می شود. این دارو در اواخر دهه 1980 
وارد بازار شد و به دلیل عوارض جانبی کمتر نسبت به داروی 
قرار  توجه  مورد  پلاتین  سیس  یعنی  پلاتینوم  خانواده  اصلی 
داروهای  گروه  به  متعلق  کربوپلاتین  و  پلاتین  سیس  گرفت. 
ضدسرطان خانواده پلاتینوم هستند. آنها با DNA سلول واکنش
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داده و در تعمیر آن تداخل ایجاد می کنند )37(. این دارو به 
موازات خواص ضد سرطانی دارای عوارض جانبی مثل نوتروپنی، 
شنوایی،  آسیب  استفراغ،  تهوع،  خونی،  کم  ترومبوسیتوپنی، 
سیس   .)27،31( باشد  می  مو  ریزش  و  خستگی  کلیه،  آسیب 
دی آمین دی کلرو پلاتینوم )II( )سیس پلاتین( یکی دیگر از 
داروهای خانواده پلاتینوم، قدیمی ترین و رایج ترین داروی مورد 
استفاده حاوی پلاتینوم، می باشد. این دارو از طریق هیدرولیز، 
فعال و دارای بار مثبت می گردد. از این فرایند ترکیبات آبداری 
حاصل می شود که بسیار فعال هستند. این ترکیبات در مرحله 
بعد قادرند کمپلکس های DNA- ترکیبات اضافی را به وجود 
آورند و از این طریق باعث مرگ سلول گردند )16(. مشکلات 
رایج مربوط به استفاده بالینی سیس پلاتین، سمیت های تجمعی 
مثل سمیت کلیه، سمیت شنوایی و نوروپاتی محیطی می باشد 
به  دارو  اتصال  از  ناشی  سریع  شدن  غیرفعال  همچنین   .)36(
پروتئین های پلاسما و بافت، ایجاد مقاومت ذاتی یا اکتسابی در 
دسته ای از سلول های تومور، کارایی درمانی سیس پلاتین را 
محدود می کند )16(. بارگذاری داروها بر روی حامل های پایدار 
این عمل  تغییر می دهد.  را  دارو  های  فارماکوکینتیک  خونی، 
افزایش احتباس و نفوذپذیری رگهای تومور،  به دلیل خاصیت 
باعث افزایش تجمع دارو در تومور می شود. در مطالعات مختلف 
استفاده  کربوپلاتین  تحویل  جهت  گوناگون  های  نانوحامل  از 
شده است. نانوحامل های کربنی )1(، درختواره ای )17(، آهن 
)21(، پلی لاکتیک کو گلیکولیک اسید )PLGA( )7( و سدیم 
آلژینات )24( دسته ای از این حامل ها هستند. نانوذرات پلی 
بوتیل سیانوآکریلات )PBCA( به عنوان نانوحامل، شرایط ایده 
آل برای دارورسانی شامل زیست تخریب پذیری، توانایی تغییر 
توزیع زیستی داروها را دارند. همچنین تهیه آنها آسان و نیاز به 
فرایند خالص سازی خاصی ندارند )2،6،18،29(. اولین گزارش 
ساخت این نانوذرات توسط Couvreur P و همکارانش در سال 
1979 ارائه شد )6(. بعد از آن چندین مطالعه در مورد توزیع 
توزیع   ،)13( ها  فارماکوکینتیک  سمیت،   ،)10( مولکولی  وزن 
زیستی )8(، پایداری )30( و الحاق داروهای مختلف در ارتباط 
عوارض  به  توجه  با   .)3،12،23،34( گزارش شد  نانوذره  این  با 
جانبی شدید مربوط به کربوپلاتین و جهت افزایش کارایی آن، 
در این مطالعه ما بر آن شدیم تا از این نانوذره بعنوان حامل این 

دارو استفاده کنیم. 

مواد و روش ها

 Evobond®Tongاز شرکت )BCA( مونومر بوتیل سیانوآکریلات
شد.  خریداری   Shen Enterprise Co., Ltd. )Taiwan( 
شرکت  از  سدیم  هیدروکسید  و  کلریدریک  اسید  دکستران، 
مرك آلمان خریداری گردید. پلی اتیلن گلیکول 600 دالتون از 
شرکت کیمیاگران امروز )ایران( تهیه شد. کربوپلاتین از شرکت 
)ZHECHEM )China تهیه شد. همه مواد شیمیایي و واکنش 
گرهاي استفاده شده در این مطالعه از درجه آنالیتیکي برخوردار 

بودند. آب استفاده شده در سرتاسر مطالعه آب مقطر بود.

روش ها

ساخت و توصیف نانوذره پلي بوتیل سیانوآکریلات حاوي 
کربوپلاتین

در مورد این نانوذره با استفاده از روش پلیمریزاسیون امولسیوني 
بارگذاري شد )14(. جزئیات  این دارو  نانوذره،  تولید  در حین 
 BCA کار به اختصار عبارت از اضافه شدن مونومر یک درصد
نرمال،  اسید کلریدریک 0/01  پلیمریزاسیون حاوي  به محیط 
کربوپلاتین )mg/ml 1(، پلی اتیلن گلیکول 0/25% و دو درصد 
پلیمریزاسیون در  بود. محیط  پایدار کننده دکستران 70000 
حال به هم خوردن )rpm 500( بود. به هم زدن چهار ساعت 
pH محیط به وسیله سود )NaOH( یک  ادامه یافت و سپس 
ادامه  به هم زدن  به 5/5 رسید. یک ساعت دیگر  نرمال  دهم 
اندازه  آورند.  دست  به  را  خود  نهایی  شکل  نانوذرات  تا  یافت 
دینامیک  تفرق  روش  از  استفاده  با  نانوذرات  زتای  پتانسیل  و 
 )ZEN 3600,  Nano-ZS مدل  زتاسایزر  دستگاه  بوسیله  نور 
 )Malvern Instruments Ltd., Worcestershire, UK تعیین 
شد. سوسپانسیون حاصل با دور rpm 21500 به مدت 2 ساعت 
 )GRX- 220 high speed refrigerated درجه   4 دماي  در 
و  گردید  سانتریفوژ   centrifuge, TOMY, Saitama, Japan(
سوپرناتانت جدا شد. جهت حذف داروي متصل نشده به نانوذره، 
بار دیگر شستشوي رسوب نانوذره با آب مقطر صورت گرفت. 
میزان  نانوذره،  در  شده  بارگذاري  داروی  میزان  تعیین  جهت 

نانوذره...  ،1393 پانزدهم، تابستان  - مولکولی دوره چهارم، شماره  تازه های بیو تکنولوژی سلولی 
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پلاتینوم موجود در سوپرناتانت با روش اسپکتروفتومتری جذب 
اتمی مشخص و براساس فرمول-1 میزان بارگذاری تعیین شد. 

در مرحله بعد جهت لیوفیلیزه و ذخیره کردن نانوذره، به رسوب 
mg/( باقیمانده، هم وزن مونومر استفاده شده مانیتول محلول

ml 200( به عنوان محافظ سرما و ممانعت کننده از آگلومریزه 

مانند  ساختی  فرایند  دارو  فاقد  نانوذره  گردید.  اضافه  شدن 
محیط  به  دارویی  که  تفاوت  این  با  داشت  دارو  حاوی  نانوذره 
نانوذرات  شناسی  شکل  بررسی  جهت  شود.  نمی  اضافه  فوق 
 XL30, Philips,( روبشی  الکترونی  میکروسکوپ  از  حاصل، 

Netherlands( استفاده گردید.

بررسی پایداری نانوذره

دارو،  حاوی  نانوذره  فرمولاسیون  پایداری  بررسی  جهت 
در  اندازه  تغییرات  نظر  از  امولسیون،  صورت  به  فرمولاسیون 
زتاسایزر  دستگاه  با  ماه   3 مدت  به  و  ماهه  یک  زمانی  فواصل 
مورد بررسی قرار گرفت. قبل از هر اندازه گیری نمونه به مدت 
یک دقیقه ورتکس شد. اندازه های به دست آمده نسبت به روز 
ساخت مقایسه گردید. لازم به ذکر است قبل از شروع بررسی، 
pH امولسیون های مربوط به نانودارو به 3 کاهش یافت. چون 

در این pH نانوذرات PBCA از پایداری بالاتری برخوردار هستند 
.)22(

آزمون MTT برای بررسی میزان سایتوتوکسیسیتی 
نانوذرات حاوی دارو و داروی آزاد

به منظور بررسی اثرات سایتوتوکسیسیتی کربوپلاتین و مقایسه 
گرفت  صورت   MTT آزمون  دارو،  حاوی  نانوذره  با  اثرات  این 
ازاء هر چاهک  به  با رقت 104×1 عدد   MCF-7 38(. سلول(
محیط  شد.  داده  کشت   DMEM محیط  در  خانه،   96 پلیت 
کشت حاوی 10% سرم جنین گاوی و 1% آنتی بیوتیک پنی 
اکسید کربن  استرپتومایسین، تحت شرایط 10% دی  سیلین/ 
و دمای 37 درجه قرار گرفت. 24 ساعت پس از کشت سلول 
سلول  شد.  ریخته  بیرون  رویی  محیط  آنها،  چسبیدن  و  ها 
با غلظت های یکسان 0، 20، 40، 80 و 160 ماکرومولار  ها 
آزاد  داروی  و  دارو  حاوی  نانوذره  فرمولاسیون  از  کربوپلاتین 

انکوباسیون، محیطهای حاوی  از  تیمار شدند. 48 ساعت پس 
محلول  از  ماکرولیتر   100 و  برداشته  دارویی  فرمولاسیونهای 
MTT )0/5 میلی گرم در میلی لیتر PBS با pH برابر با 7/4( به 

هر چاهک اضافه شد. انکوباسیون به مدت سه ساعت در دمای 
37 درجه صورت گرفت. سپس محلول MTT برداشته و جهت 
حل شدن کریستالهای فورمازان تشکیل شده، 200 ماکرولیتر 
بعد  مرحله  در  شد.  اضافه  چاهک  هر  به   %100 ایزوپروپانول 
ریدر  الایزا  دستگاه  بوسیله  نانومتر   570 در  جذب  میزان 
).BioTek Instruments, VT, U.S.A( خوانده شد. آزمایشات 
بصورت سه تایی و سه بار تکرار شد. سایتوتوکسیسیتی سلولی 
با فرمولاسیونهای مختلف  از نسبت جذب سلولهای تیمارشده 
 IC50 میزان  آمد.  دست  به  کنترل  سلولهای  جذب  به  دارو، 
 Pharm PCS فرمولاسیون های مختلف با استفاده از نرم افزار
 )Pharmacologic Calculation System( statistical package

)Springer- Verlag, USA( محاسبه شد.

نتایج
به  سیانوآکریلات  بوتیل  مونومر  اضافه شدن  از  دقیقه پس  ده 
محیط واکنش، رنگ محیط شروع به شیري رنگ شدن کرد. 
اندازه و پتانسیل زتای نانوذرات حاوی دارو 319 نانومتر و 7/2- 
میلی ولت محاسبه گشت. بررسی های میکروسکوپ الکترونی 

روبشی نشان دهنده تشکیل نانوذرات بود )شکل-1(. 
         

بوتیل  پلی  نانوذره  از  روبشی  الکترونی  میکروسکوپ  میکروگراف  شکل-1 

سیانوآکریلات بارگذاری شده با کربوپلاتین )بزرگنمایی 7500 برابر(

تصاویر حاصل از این بررسی نشان داد نانوذرات بصورت کروی 
با سطحی صاف و بصورت مجزا می باشند. همچنین نانوذرات 
میزان  بررسی  از  حاصل  نتایج  بودند.  همگن  تقریباً  حاصل 
بارگذاری نشان داد که میزان بارگذاری دارو بر روی نانوذرات 

تازه های بیوتکنولوژی سلولی - مولکولی دوره چهارم، شماره پانردهم، فاطمه دشتی رحمت آبادی و همکاران
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نانوذرات، براساس نتایج به  6 درصد است. در بررسی پایداری 
دست آمده، تغییرات اندازه نشاندهنده پایداری نسبی نانوذرات 
در حالت امولسیون در طول سه ماه بود )جدول-1(. بطوریکه 
تغییرات اندازه مشاهده شده نسبت به روز اول غیرقابل ملاحظه 

تلقی بود. 
جدول-1 تغییرات اندازه نانوذره با فواصل زمانی یک ماهه و به مدت سه ماه

               نانوذره
اندازه )نانومتر(

نانوذره PBCA حاوی 
کربوپلاتین

319روز اول
310ماه اول
317ماه دوم
325ماه سوم

شکل-2 اثرات سایتوتوکسیسیتی کربوپلاتین و کربوپلاتین بارگذاری شده بر 

روی نانوذره PBCA بر روی سلول MCF-7 پس از 48 ساعت انکوباسیون. 

نتایج به صورت میانگین ± 5 درصد خطا از حداقل سه آزمایش مستقل ارائه 

گردید.

بر  دارو  بارگذاری  شد  مشخص  سایتوتوکسیسیتی،  بررسی  در 
روی نانوذره نه تنها باعث افزایش سایتوتوکسیسیتی آن نشد، 

بلکه آن را نیز کاهش داد )شکل 2(. 
در حداکثر و حداقل غلظت کربوپلاتین، سایتوتوکسیسیتی دارو 
در حالت نانوذره به ترتیب 20 و 13 درصد نسبت به داروی آزاد 
کاهش یافت. بطوریکه مقدار IC50 برای کربوپلاتین آزاد 100 
 ،PBCA ماکرومولار و کربوپلاتین بارگذاری شده بر روی نانوذره

147 ماکرومولار محاسبه گشت )شکل 3(. 
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شکل-3 مقادیر IC50 مربوط به کربوپلاتین و کربوپلاتین بارگذاری شده بر 

روی نانوذره PBCA. نتایج به صورت میانگین ± 5 درصد خطا از حداقل 

سه آزمایش مستقل ارائه گردید.

بحث
داروهای ضدسرطان حاوی پلاتینوم بصورت داخل رگی تجویز 
می شوند و در طول یک روز 65-98 درصد از پلاتینوم در پلاسما 
به پروتئینها متصل می شود )5،25(. در این راستا کربوپلاتین به 
عنوان یکی از داروهای خانواده پلاتینوم مورد استفاده قرار می 
دارای یک سری  به همراه خواص ضدسرطانی  دارو  این  گیرد. 
رو  روبه  محدودیت  با  را  دارو  تجویز  که  است  جانبی  عوارض 
کرده است )27،31(. نانوذرات با اساس پلیمری ذارت کلوئیدی 

پلیمری با اندازه کمتر از میکرون هستند. فرآورده درمانی مورد 
نظر می تواند در بستر آنها جاسازی یا کپسوله گردد و یا به سطح 
آنها کونژوگه شود )20(. در مطالعات گسترده در محیط درون 
تحویل  برای  مناسب  هایی  عنوان حامل  به  نانوذرات  این  تنی، 
مورد  ها  واکسن  و  ژنها  داروها،  زیستی،  های  مولکول  هدفمند 
استفاده قرار گرفته اند. این امر باعث افزایش کارایی دارو و به 
حداقل رساندن عوارض جانبی آنها می گردد )15(. پلیمرهای 
این  این دسته هستند. مزیتی که  از  پلی آلکیل سیانوآکریلات 
نانوذرات دارند این است که تنها این پلیمرها قادرند بر پدیده 
سطح  توان  می  همچنین   .)4،32( کنند  غلبه  دارویی  مقاومت 
آنها را با پوشاندن بوسیله سورفاکتانت ها )30( یا بوسیله پیوند 
کووالانسی با زنجیره های پلی اتیلن گلیکول تغییر داد تا از این 

طریق نانوذرات مخفی تولید کرد )26(. 
را  آنها  که  دارند  جالب  ویژگی  دو  نانوذرات  این  این،  بر  علاوه 
اینکه  اول  کند.  می  ممتاز  دارورسان  های  سیستم  عنوان  به 
پلیمرهای زیست تخریب پذیر در محیط برون  نسبت به سایر 
تنی  درون  محیط  در  و  هستند  برخوردار  بالا  پایداری  از  تنی 
را  آنها  بتوان  شود  می  باعث  امر  این  شوند.  می  تجزیه  سریعاً 
در آزمایشگاه ذخیره کرد و نانوذراتی با رهش تحت کنترل در 
با روش های  آنها  اینکه  آورد. دوم  به دست  تنی  محیط درون 
مختلفی ساخته می شوند، در نتیجه خواص سطحی می تواند 
طوری تغییر کند که واکنش نانوذرات با ساختارهای زنده سلولی 

را تحت کنترل درآورد )33(.
جذب  طریق  از  لوپرامید(  و  دالارگین  )مثل  مختلفی  داروهای 
ساده بر روی سطح این نانوذرات بارگذاری شده اند )19(. علاوه 
اضافه شدن در طول  با  یا دوکسوروبیسین  این متوترکسات  بر 
فرایند پلیمریزاسیون، در این نانوذرات الحاق گشته اند )12،28(. 
حاوی   PBCA نانوذره  ساخت  به  موفق  مطالعه  این  در  ما 
مقاله  یک  تنها  داریم  اطلاع  ما  آنجائیکه  تا  شدیم.  کربوپلاتین 
داروهای  از  عنوان عضوی  به  پلاتین  بارگذاری سیس  مورد  در 
در  که   .)9( دارد  وجود  نانوذره  این  روی  بر  پلاتینوم،  خانواده 
این مقاله نیز اثر پایدارکننده های مختلف و سورفاکتانت سدیم 
اما  است.  شده  بررسی  نانوذره  خواص  روی  بر  سولفات  لوریل 
سایتوتوکسیسیتی مورد ارزیابی قرار نگرفته است. همچنین در 
جستجوی صورت گرفته در بانک های اطلاعاتی مختلف مطالعه 
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ای در مورد بارگذاری کربوپلاتین بر روی PBCA یافت نشد و 
عنوان  به  بار گزارش می شود. حامل های دیگری  اولین  برای 

حامل کربوپلاتین مورد استفاده قرار گرفته اند )1،7،17،24(.
پتانسیل  و  اندازه  نظر  از  ما  مطالعه  در  تولیدشده  نانوذرات 
نظر  از  هرحال  به  اما  بودند.  برخوردار  مطلوب  کیفیت  از  زتا 
را  کمیت  این  نتوانست  حاصل  نانوداروی  سایتوتوکسیسیتی 
دلایل  تواند  می  امر  این  دهد.  افزایش  آزاد  داروی  به  نسبت 
دلایل  این  از  یکی  پایین  بارگذاری  که  باشد  داشته  مختلفی 
شد  مشخص  همکاران،  و   Egea MA مطالعه  به  نسبت  است. 
میزان بارگذاری داروی کربوپلاتین بیشتر از سیس پلاتین است. 
دارو  دو  این  پذیری  انحلال  میزان  به  توان  را می  این وضعیت 
از سیس  بیشتر  کربوپلاتین  میزان حلالیت  داد، چونکه  نسبت 
مطالعه حاضر  در  تولیدی  نانوذرات  اندازه  نظر  از  است.  پلاتین 
نسبت به مطالعه Egea MA و همکاران افزایش قابل ملاحظه 
ما، 160  مطالعه  از  نانوذرات حاصل  اندازه  بطوریکه  داد.  نشان 
نانومتر بزرگتر برآورد گردید. این امر می تواند ناشی از تغییرات 
وزنی در نوع پایدارکننده استفاده شده در دو مطالعه باشد. وزن 
مولکولی دکستران استفاده شده در این مطالعه 70 کیلودالتون 
از دکستران  همکاران  و   Egea MA که  درحالیست  این  و  بود 
40 کیلودالتون استفاده کرده بودند. هرچند میزان بارگذاری در 
نانوذرات  این  از آنجائیکه  اما به هرحال  بود،  پایین  این مطالعه 
در حضور پلی اتیلن گلیکول تهیه شدند، در نتیجه این ویژگی 
را دارند که به صورت مخفی باقی بمانند. این امر باعث می شود 
تا نانوذرات مدت زمان بیشتری در جریان خون باقی بمانند، در 
نتیجه کارایی دارو افزایش می یابد. همچنین از طرف دیگر از 
آنجائیکه قرار است این نانوذره برای درمان تومور مورد استفاده 
قرار گیرد، بدلیل خواص ویژه تومور )اثر EPR(، افزایش تجمع 
بیشتر  نانوذره 100-10  بر روی  بارگذاری شده  دارو در حالت 
از حالت آزاد است )35(. همین دو دلیل می توانند در راستای 
جبران بارگذاری پایین عمل کنند و باعث افزایش کارایی دارو 
در محیط درون تنی شوند. اما به هرحال مطالعات بیشتری نیاز 
است تا نانوذره مناسب از داروی کربوپلاتین با استفاده از مونومر 
از روش پلیمریزاسیون  این راستا استفاده  BCA تهیه کرد. در 

مینی امولسیونی یکی از روش های نامزد می تواند قلمداد شود.
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