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 مقاله پژوهشي 

صورت هب 4آمین نسل  ارزیابی فعالیت ضد سرطانی متوتروکسات کونژوگه شده با دندریمر پلی آمیدو
  یک مطالعه تجربی: MCF-7کوالانسی بر روي رده سلولی سرطانی 

  
  ٣*غلامرضا دهقان، ٢بهزاد منصوري، ١فريدون عابدي گبلو

 
  31/04/1398تاریخ پذیرش  07/02/1398تاریخ دریافت 

 
 يدهچک

ن که به آ، است سطح خود در فعال بسيار آميني يهاگروه با و، در مقياس نانو، هاي زيادشاخه با دندريمر پلي آميدو آمين ماکرومولکولي: هدف و زمينهپيش
 -دريمر پلي آميدو آميندهد. هدف از مطالعه حاضر سنتز و بررسي خواص ساختاري کمپلکس دنمتوتروکسات را مي ، ازجملههاي ضد سرطانياجازه اتصال به دارو

  است. MCF-7متوتروکسات و سپس بررسي توانايي سميت سلولي کمپلکس سنتز شده بر روي رده سلولي سرطاني 
به دندريمر نسل  Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimide (EDC) واسطهبهابتدا متوتروکسات ، براي انجام اين مطالعه تجربي: کار مواد و روش

خواص ساختاري آن تعيين شد. جذب سلولي نانو ذرات  dynamic light scatteringيه و فور ليتبد قرمزمادون يسنجفيط وسيلهبهصل شد و سپس مت ۴
 Diamidino-2-phenylindole-6,′4 يزيآمرنگو  methylthiazol tetrazolium (MTT)کمي با استفاده از دستگاه فلوسايتومتري انجام گرفت. آزمون  صورتبه

dihydrochloride (DAPI) ر روي متوتروکسات و متوتروکسات به فرم آزاد ب -براي ارزيابي توانايي القاء سميت سلولي و آپوپتوز سلولي توسط دندريمر  بيبه ترت
  استفاده شد. MCF-7ي هاسلول
ميلي ولت) مناسب داشت. آناليز  ۳۵/۵ ± ۳۷/۴بار (نانومتر) و  ۳۰ ± ۲۹/۷( متوتروکسات اندازه -که کمپلکس دندريمر، هاي اين مطالعه نشان داديافته: هايافته

درصد افزايش داد. نتايج  ۱۸، ميزان جذب سلولي را در مقايسه با دندريمر خالي، فلوسايتومتري نشان داد که اتصال متوتروکسات به دندريمر پلي آميدو آمين
نسبت به ، متوتروکسات -تيمار شده با دندريمر MCF-7ي هاسلولسميت سلولي و القاي آپوپتوز  که، هسته سلولي نشان داد يزيآمرنگسميت سلولي و 
  بود. ترکممتوتروکسات آزاد 

از  ترمکمتوتروکسات جذب سلولي بيشتري داشت اما سميت سلولي و آپوپتوز  -کمپلکس دنديمر اگرچهنشان داد که  آمدهدستبهنتايج : گيريبحث و نتيجه
  ات آزاد بود.متوتروکس
 جذب سلولي، سميت، آپوپتوز، دندريمر، متوتروکسات : هاکليدواژه

  
 ١٣٩٨ مرداد، ۳۸۱-۳۹۲ ص، پنجم شماره، مايسدوره ، يهارومي پزشکمجله 

  
  +۹۸۳۳۳۹۲۷۱۷ : تلفن، دانشگاه تبريز، دانشکده علوم طبيعي، گروه بيوشيمي، تبريز: آدرس مکاتبه

Email: dehghan2001d@yahoo.com 

  
  مقدمه

 يعيوس طيفاست که  ريواگ ريمزمن و غنوعي بيماري ، سرطان
از  يکي در حال حاضر مارييب ني. اشوديم موجبرا  اختلالاتاز 

در  ريوممرگ عوامل نيترعيشا د و ازافرا يمشکلات سلامت نيترمهم
از  بعد ريوممرگ عيعامل شا نيدوم، سطح جهان است. سرطان

 تهافيهاي توسعهدر سراسر جهان و کشور يعروقي و قلب هايمارييب
 و حوادث در يعروق -يقلب هايمارييعامل مرگ بعد از ب نيو سوم

                                                             
  رانيز، ايز، تبري، دانشگاه تبريعي، دانشکده علوم طبيجانور يست شناسي، گروه زيميوشيارشد ب يدانش آموخته کارشناس 1
 رانيا ز،يتبر ي، دانشگاه علوم پزشکيمونولوژيا قاتي، مرکز تحقيپزشک يشناس يمنيا يدکترا يدانشجو ٢
  (نويسنده مسئول) رانيا ز،يتبر ز،يدانشگاه تبر ،يعيدانشکده علوم طب، يجانور يشناس ستيگروه ز، يميوشياستاد ب 3

سرطان پستان  .)۲, ۱( روديبه شمار م افتهيتوسعه ترکمهاي کشور
است. بر اساس آمارهاي سازمان  ترين سرطان در ميان زنانرايج

يك نفر دچار سرطان پستان ، زن ١٠تا  ٨جهاني از هر بهداشت 
ابتلاي  احتمال، زن ١٥تا  ١٠از هر ، آمارهاي ايران شود. بر اساسمي

 سرطان پستان در يك زن به سرطان پستان وجود دارد اما سن بروز
زنان كشورهاي  کم يك دهه كمتر ازدست يزنان ايران بين

درمان سرطان با توجه به نوع  يهاروش .)٤, ٣( است افتهيتوسعه
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فاوت مت يماريب نيو سن ابتلا به ا يماريب شرفتيپ زانيم، سرطان
از  يو جراح يپرتودرمان، يدرمانيميش حاضر اما در حال، است
، انيم نيروند که از ايدرمان سرطان به شمار م ياصلي هاروش

, ٥( روديدرمان سرطان به کار م براي طور گستردهبهي درمانيميش
 کنترل، درمان باهدفگوناگون  ياز داروها استفادهي درمانيمي. ش)٦
که با توجه به نوع ، از سرطان است يناش يهانشانه نيتسک ايو 

ي درمانيميشي داروها. شوديآن انجام م شرفتيپ سرطان و درجه
توزيع ، عدم اختصاصي بودن ازجملهدر اغلب موارد عوارض جانبي 

 مشکل عدم حاليت، سميت بالا، و سرطانيي سالم هاسلولدارو بين 
دارو دفع سريع کليوي و واکنش دارو از طريق گروه فعال خود با 

استفاده از  دارند کهي آزاد در گردش خون را به همراه هانيپروتئ
متوتروکسات . )٨, ٧(کند را براي درمان سرطان محدود مي هاآن

از  يدرمان انواع خاصکه براي ست ضد سرطان ا يداروها ازجمله
-ياستفاده م هير و سر و گردن، پوست، پستان ازجملهها سرطان

 دياس کيفول ديتول يرقابت متوتروکسات مهارکننده. )١٠, ٩(شود
 ) ازDHFR( ردوکتاز دروفولاتيه يد مياست که بااتصال به آنز

.  )١١( کنديم يريجلوگ دروفولاتيبه تتراه دروفولاتيه يد ليتبد
 جهيو درنت هانيديميريو پ هانيپور يعيساخت طب يفولات برا

نقش خود  يفايا ياست. فولات برا يضرور RNAو  DNAساخت 
 تترا هيدروفولاتبه  DHFR ميآنز لهيوسبه ديعنوان کوفاکتور بابه

 ليو از تبد افتهياتصال  DHFR ميبه آنزمتوتروکسات ل شود. يتبد
از  هجيدرنت، کندمي وفولات جلوگيريبه تترا هيدر دي هيدروفولات

به سات متوتروک لي. تماشوديم يريجلوگ نيديميريو پ نيپور سنتز
.  )١٣, ١٢( است دي هيدروفولات هزار برابر DHFR مياتصال به آنز
استفاده از  واسطهبه يدرمانيميشداروهاي  ويژهبهها انتقال دارو

و در مطالعات مختلفي  شنهادشدهيپ مؤثرراهکاري  عنوانبهنانوذرات 
ي هاسلولرا با نانوذرات مختلف به داخل  يدرمانيميشداروهاي 

نانوذراتي که براي انتقال  ازجمله. )١٦-١٤(اند سرطاني منتقل کرده
، تقرار گرفته اس مورداستفادهبيشتر  مراتببهداروهاي ضد سرطاني 
اولين خانواده از دندريمرهاي تجاري . )١٧(نانوذره دندريمر است 

. در مورد است ) PAMAMين (پلي آميدوآم دندريمر نوع، شده
نانومتر  يک اندازهبه ازاي هر نسل به) قطر( اندازه، PAMAMسري 

 ١/١ اين قطر بين ١٠تا نسل  ١از نسل  کهطوريبه ابدييافزايش م
تعداد زيادي از واحدهاي  .)١٨, ٧( کنديمتغيير  نانومتر ٤/١٢تا 

 رداشاخههاي سلولي (مونومر  شيميايي تکراري در داخل دندريمرها
و بالاتر  ٤ يهانسلمنشعب ) باعث القا خاصيت نانو حاملي در 

 يهاگروهدندريمرها داراي ، در مقايسه با پليمرهاي خطي. شوديم
ش ي نقها را براي ايفاکه آن باشنديظرفيتي م انتهايي فعال چند

.  در مطالعه حاضر مطرح ساخته است، دارويي يهاعنوان حاملبه
متصل شده  PAMAMداروي متوتروکسات به سطح نانو ذره ، ابتدا

ت سلولي سمي، و بعد از تعيين خصوصيات فيزيکو شيميايي نانوذرات
با  MCF-7ي هاسلولو القاء آپوپتوز القاء شده با نانوذرات بر روي 

  ارزيابي شد.     DPAI يزيآمرنگو  MTTاستفاده از تست 
  

  مواد و روش کار
از شرکت  ۴نسل  يمرنانو ذره دندر، حاضر يدر مطالعه تجرب

از نانو ذره  )mg/ml ۲(شد. سپس محلول  يهته يکاآمر يگمايس
 يوشد. در مرحله بعد دار يه(محلول در متانول) ته يمردندر

 يو برا، شد يهته DMSOمحلول در  )mg/ml ۳(متوتروکسات 
به  EDC، روکساتموجود در متوت يلگروه کربوکس يفعال ساز

 يريراست يو عمل مخلوط کردن رو يداضافه گرد mg/ml ۵مقدار 
از نانو ذره  ينآم يهاگروه ينانجام واکنش ب يصورت گرفت. برا

 ،متوتروکسات يز داروفعال شده ا يليکبا گاما کربوکس يمردندر
از  يرا با مقدار مشخص يمراز نانو ذره دندر يمقدار مشخص

: يمردندر ۲: ۱نسبت (مخلوط کرده  EDCبا  دهمتوتروکسات فعال ش
 يکيمتوترکسات) و سپس اجازه داده شد تا به مدت سه روز در تار

 کهازآنجايي. يردعمل انجام واکنش صورت گ يريراست يکامل رو
 ،به نانو ذره متصل نخواهد شد کاملاًمام متوتروکسات است ت يهيبد

، آزاد (واکنش نداده) EDEو متوتروکسات  يحذف دارو يلذا برا
 به، متوتروکسات) -يمراز کونژوگه هاي سنتز شده (دندر يمقدار

دالتون منتقل شد و  يلوک ۱۰مقطع با سطح  ياليزد يسهداخل ک
 PBS يترل يليم ۵۰ يکونژوگه به داخل بشر حاو يحاو ييسهک

  .يدگرد يريراتاق است يساعت در دما ۲۴قرار داده شد و به مدت 
  

  : تعيين خصوصيات فيزيکو شيميايي دندريمر
و  يخال يمرنانو ذره دندر يو بار سطح يپراکندگ يبضر، اندازه

 DLSمتوتروکسات با استفاده از اسپکتروفتومتري  -يمردندر

(dynamic light scattering, Zetasizer Nano ZS, Malvern 

Instrument)  هم)۱۹( شد يريگاندازه گرادسانتيدرجه  ۲۵در .-
 از مريبه نانوذره دندر ساتصحت اتصال متوتروک يبررس يبرا ينچن
 Fourier transform( يهفور يلتبد قرمزمادون يسنجفيط

infrared spectroscopy۲۰( ) استفاده شد(.  
  

 : MCF-7کشت و تيمار رده سلولي سرطان پستان 
 بر .شد يهته يرانپاستور ا يستوياز انس MCF-7 يرده سلول
 يقاتدر مرکز تحق هاسلول يناستفاده از ا ياساس راهنما

 يطمح يترل يليم ۷ در داخل، يزتبر يدانشگاه علوم پزشک يمونولوژيا



 ۱۳۹۸ مرداد، ۵، شماره ۳۰دوره   اروميه مجله پزشکي
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 U/ml يلينس يپن يهايوتيکب يآنت يحاو ١RPMI-1640کشت
سرم گوساله تازه  درصد ۱۰ و mg/ml ۱۰۰استرپتوماسين  ۱۰۰

ي هاسلولانجام شد.  هاسلولعمل يخ زدائي ) (FBS٢متولد شده 
 يدنبعد از رسه و منتقل شد يترل يليم ۷۵دفريز شده به فلاسک 

 يپسينبا استفاده از تر ها، سلولدرصد ۷۰ يبه تراکم بالا هاسلول
ي رو يعمل پاساژ سلول .ا شدنداز ته فلاسک جد درصد ۲۵/۰

 يشاتانجام آزما يبراي پاساژ سوم هاسلولانجام گرفت و  هاسلول
  به کار گرفته شدند. يسلول

  
  : جذب سلولي نانو ذرات

 )مول: مول ۱: ۱با نسبت ( FITCدر ابتدا نانو ذره دندريمر با 
نشاندار شد و سپس ميزان جذب سلولي آن با استفاده از 

با  MCF-7رده سلولي ، ارزيابي شد. براي اين منظور فلوسايتومتري
خانه کشت داده شد و به  ۲۴سلول در يک پليت  ۵× ۱۰۴تراکم 
و از نظر مورفولوژي و سياليت کنترل ساعت انکوبه شد  ۲۴مدت 
ميکرومولار از نانو ذره  ۱ي مذکور با غلظت هاسلول. سپس گرديد

مواجهه گرديده  FITCا نشاندار شده ب متوتروکسات-خالي و دندريمر
انکوبه شدند. بعد از گذشت  گرادسانتيدرجه  ۳۷ساعت در  ۴و براي 

 هاسلولبراي آناليز کمي محيط کشت دور ريخته شده و ، ساعت ۴
شسته شدند. عمل تريپسينه کردن در  )PBS )۴/۷ pHسه بار با 

rpm ۱۳۰۰  آوردن پلاک سلولي  دستبهدقيقه جهت  ۱۰به مدت
 PBS (PH 7.4) و در نهايت درفيوژ يخچال دار انجام شد در سانتري

انس فلورس شدتشده و با استفاده از فلوسايتومتري آناليز شد.  حل
FITC  براي هر نمونهنانومتر بررسي شد.  ۴۹۰در طول موج ،

 Win افزارنرمتوسط  نتايجشده و يآورجمع عدد سلول ۱×۱۰۴

MDI .آناليز شد  
  

سلولي متوتر     سميت  سي  سات و کمپلکس دندريمر برر  -وک
  : متوتروکسات

سميت سلولي متوتروکسات و کمپلکس آن با نانو ذره دندريمر 
براي  ارزيابي شد. MTTتوسط تست  MCF-7بر عليه رده سلولي 

 ۲۰۰با ي، اخانه ۹۶پليت  يهاچاهکابتدا هريک از ، اين منظور
هزار سلول  ۱۰حاوي  RPMI 10% FBSميکروليتر از محيط کشت 

چسبنده هستند و جهت  MCF-7ي هاسلول کهازآنجاييپر شد. 
تمامي ، ارزيابي بايد در شرايط نرمال رشد قرار داشته باشند

ه ب هاسلولساعت انکوباسيون و چسبيدن کامل  ۲۴آزمايشات بعد از 
انجام شد.  درصد ۷۰رسيدن به تراکم بالاي  طورهمينکف پليت و 

 RPMIيط رويي با محيط جديد مح، پس از اين زمان انکوباسيون

                                                             
1 Roswell Park Memorial Institute 1640 

و  ٤٠٠، ٣٠٠، ٢٠٠، ١٥٠، ۱۰۰، ۵۰ يهارقتحاوي  FBSبدون 
نانو -ميکرو گرم بر ميلي ليتر از متوتروکسات و متوتروکسات ٥٠٠

ساعت انکوباسيون در انکوباتور  ٤شد. بعد از  جايگزين ذره دندريمر
 همحيط حاوي ترکيبات دارويي فوق دور ريخت، گرادسانتيدرجه  ٣٧

اضافه  هاچاهکميکرو ليتر محيط کامل به هر يک از  ٢٠٠ شد و
 انکوبه کشت شرايط در ساعت ٧٢و  ٤٨، ٢٤ به مدت هاسلولگرديد. 

) به هر mg/ml 2با غلظت ( MTTميکرو ليتر محلول  ٥٠ .شدند
 کنترل منفي براي عنوانبهتيمار نشده  يهاسلولخانه اضافه شد و 

محيط به دقت ، ساعت انکوباسيون ٤از  بعد مقايسه استفاده شدند.
به هر خانه اضافه گرديد.  DMSOميکرو ليتر  ٢٠٠و  هبرداشته شد

درجه انکوبه شد و  ٣٧دقيقه در دماي  ٣٠پليت به مدت ، سپس
 سنجش الايزابا استفاده از دستگاه  570nmر جذب فرمازين د

ي زنده به هاسلولسنجيده شد. مانايي نسبي به شکل درصد 
بررسي اثر درماني کمپلکس  و ي تيمار نشده نشان داده شدهالسلو
  شد. تکرار چاهک سه در شده ذکر يهاگروه در داروها از غلظت هر
  

 : DAPI يزيآمرنگبررسي آپوپتوز به روش 
ه هست يرفولوژوم(ي القاء آپوپتوز به روش کيفي سربر يبرا
 ينبدانجام شد.  DAPIفلورسنت  يزيآمرنگآزمون ، )هاسلول

 از در هر چاهکعدد  ۲×۱۰۵به تعداد  MCF-7 يهاسلولمنظور 
پوشانده شده بود کشت  ليکه کف آن با لامل استر ياخانه ۶ تيپل

 دارويي يهاگروهبا  هاسلول، ساعت انکوباسيون ۲۴و بعد از ، داده شد
 ۴) به مدت IC50دندريمر (با غلظت  -متوتروکسات و متوتروکسات

ميلي  ۲سپس مايع رويي حاوي گروه دارويي با  وساعت تيمار شدند 
ساعت انکوبه  ۷۲ليتر از محيط کشت کامل جايگزين شد و به مدت 

شستشو داده  PBSو با  دور ريخته شده ييرو طيمح. در نهايت شد
انکوبه شد. بعد  قهيدق ۱۵به مدت  Triton X100شده و با محلول 

 DAPIو با رنگ  شستشو PBSدوباره با  هاسلول ونياز انکوباس
 ياز رو يفضارنگ ا هاسلول يزيآمرنگد. بعد از دنش يزيآمرنگ

 کروسکوپيشستشو داده شده و با استفاده از م PBSبا  هاسلول
  .)۲۱( شد يبردار عکس انسفلورس

  
  : آناليز آماري

ار سه تکر صورتبه هايبررسکليه ، براي افزايش دقت آزمايش
 آماري افزارنرمو نتايج با استفاده از  هادادهصورت گرفتند. تمامي 

Graph pad prism v6.07(Graph pad Software, USA)  و
 عنوانبه PV< 0.05واريانس دو طرفه مورد آناليز قرار گرفت و 

  در نظر گرفته شد. دارمعنينتيجه 

2 Fetal Bovine Serum 
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  هايافته
 -و دندريمر، متوتروکسات، يمردندرنانوذره  براي FTIR نتايج

شود. تغييرات در طيف جذبي مي مشاهده ۱متوتروکسات در شکل 
بعد از اتصال متوتروکسات بر روي سطح نانو ذره دندريمر  FTIRدر 

 N-Hمربوط به  cm-1۳۴۳۷طيف جذبي در ، باشدقابل مشاهده مي
به نانو  مربوط O-Hدوم و آميدها کششي) و ، هاي نوع اول(آمين

 cm-1 ۲۹۹۹ هاي جذبيذره دندريمر و متوتروکسات هستند. طيف
از آلکانها (کششي) متعلق هستند.  C-Hبه پيوند  cm-1 ۲۹۱۵ و

 NH2–و ارتعاش کششي  C=O يهاگروهبه  cm-1۱۶۵۲طيف 
وجود  دهندهنشانمربوط است که  )Iپيوند آميد  عنوانبهه شده (اشار

 متوتروکسات است. همچنين -پيوند آميدي در کمپلکس دندريمر
به  cm-1 ۱۷/۱۴۲۳ ،۴۳ /۱۳۱۹ ،۳۳/۱۰۳۷ ،۵۱/۹۵۱ هايطيف

خمشي  CH3 ،N-O ،C-O ،C-H–مربوط به پيوندهاي  بيترت
ره روکسات به نانو ذهستند. از عمده تغييراتي که بعد از اتصال متوت

 cm-1از توان به شيفت طيف جذبي مي، شوددندريمر مشاهده مي
متوتروکسات -دندريمر  در cm-1 ۱۶۵۲به ، در دندريمر خالي ۱۶۵۰

متوتروکسات نسبت -عمق و پهناي اين باندها در دندريمر، اشاره کرد
به دندريمر خالي بيشتر شده است و نشانگر تشکيل پيوند آميدي در 

به در دندريمر خالي  cm-1 ۱۵۳۷ ن ناحيه است. همچنين طيفاي
cm-1 ۱۵۲۷ متوتروکسات انتقال يافته است. -در دندريمر  

  

  دهد.متوتروکسات را نشان مي -و دندريمرنانو ذره دندرايمر خالي، را براي متوتروکسات FTIRطيف جذبي : )۱شکل (
  

مر                   ي ندر مر و د ي ندر نوذره د نا حي  ط ــ بار س ندازه و   -ا
  : متوتروکسات

اندازه نانو ذره دندريمر ، شودديده مي ۲شکل  همانطور که در
اين در حالي است که ، باشدنانو متر مي ۵۱/۲۷±  ۷۳/۹خالي برابر 

 اندازه کونژوگه، بعد از اتصال داروي متوتروکسات به سطح نانو ذره

نانو متر افزايش يافته است.  ۳۰±  ۲۹/۷متوتروکسات) به  -(دندريمر
درصد از بار سطحي نانو ذره دندريمر خالي برابر  ۹۶همچنين 

ميلي ولت مثبت بوده و براي نانو ذره کونژوگه به  ۱۳/۸±۱۴/۷
تواند ) که مي۳شکل است (ميلي ولت کاهش يافته  - ۳۷/۴±۳۵/۵

  مربوط به پوشش سطحي نانوذره دندريمر توسط متوتروکسات باشد.
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 دهندهنشان بيبه ترت b و a.شده است يريگاندازه DLSمتوتروکسات که با استفاده از  -ه دندريمر خالي و دندريمر اندازه نانو ذر: )۲شکل (

  است.متوتروکسات  -دندريمر اندازه نانو ذره دندريمر خالي و 

 دهندهنشان بيبه ترت b و a.شده است يريگاندازه DLSمتوتروکسات که با استفاده از  -بار سطحي نانو ذره دندريمر خالي و دندريمر: )۳شکل (
  است. متوتروکسات -دندريمر بار سطحي نانو ذره دندريمر خالي و
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  : جذب سلولي نانو ذرات
آناليز نتايج مربوط به جذب سلولي با استفاده از دستگاه 

ي تيمار نشده از هاسلولدرصد  ۸/۹۹فلوسايتومتري نشان داد که 
هيچ  هاسلولبدين معني که ، )A-۴شکل بودند (منفي  FITCنظر 

اين در حالي  را نشان ندادند. FITCسيگنالي مبني بر جذب رنگ 
ميکرو مولار از نانو ذرات  ۱با  MCF-7ي هاسلولاست که وقتي 

درصد  ۸/۸۱، شودتيمار مي FITCدندريمر خالي نشاندار شده با 
 ۹/۹۹ علاوهبه ، )B-۴شکل بودند (مثبت  FITCاز نظر  هاسلول

متوتروکسات  -نانو ذره دندريمر ي تيمار شده باهاسلولرصد از د
. مثبت C-۴باشند(شکل مثبت مي FITCنشاندار شده هم از نظر 

دهنده جذب سلولي موفقيت  نشان، FITCاز نظر  هاسلولبودن 
 است. FITCدار شده با نانو ذره و کونژوگه نشان آميز

  

غلظت نانو دهد (به وسيله فلوسايتومتري را نشان مي FITCمتوتروکسات نشاندار شده با -و دندريمر جذب سلولي نانو ذره دندريمر: )۴شکل (
-متوتروکسات مي-نانو ذره خالي و دندريمر، گروه کنترل دهندهنشان بيبه ترت Cو  A ،Bساعت است).  ۴تيمار ميکرومولار بوده و زمان  ۱ذرات 

  باشد.
 : MTT ارزيابي ميزان سميت سلولي با تست

متوتروکسات به فرم آزاد و  ياثرات سم يينو تع يجهت بررس
 ينيمتوتروکسات) و تع-يمردندر( يمرکونژوگه آن با نانو ذره دندر

IC50 يشآزما MTT يهاسلول يمارحاصل از ت يجانجام گرفت. نتا 
MCF-7 ۵۰۰و  ۴۰۰، ۳۰۰، ۲۰۰، ۱۵۰، ۱۰۰، ۵۰هاي با غلظت 

µg/ml  متوتروکسات در  -يمردندر وآزاد از متوتروکسات به فرم
نشان داده شده  A ،B ،C ۵ساعت در شکل  ۷۲و  ۴۸، ۲۴ يهازمان

 MCF-7 يسرطان يهاسلولکه  دهدينشان م MTT يجاست. نتا
کنترل اثر  يهاسلولشده با متوتروکسات نسبت به  يمارت

و  اثرات وابسته به غلظت يننشان داد و ا يشتريب يتوتوکسيکسا

 غلظت متوتروکسات و گذشت يشکه با افزا کهچنان، باشديمزمان اثر 
ه است ک يدر حال ين. ايابديم يشافزا يتوتوکسيکاثرات سا، زمان

متوتروکسات  -يمرمورد مطالعه دندر يهاها و زمانغلظت يندر هم
از  با متوتروکسات به فرم آزاد يسهدر مقا يترکم يتوتوکسيکاثر سا

 يآمده برا دستبه IC50مقدار مثال  يخود نشان داد. برا
در  ينا، بود µg/ml ۱۲/۸۲ ساعت برابر با ۷۲متوتروکسات آزاد در 

کونژوگه  يبرا، شده ياد يدر بازه زمان يتکم يناست که هم يحال
  محاسبه شد. µg/ml ۹/۱۶۹ متوتروکسات برابر-يمردندر

 

اثرات سايتوتوکسيک  بيبه ترت Cو  MCF-7 .A ،Bي هاسلولروي  متوتروکسات -اثرات سايتوتوکسيک متوتروکسات و دندريمر: )۵شکل (
 دهد.ساعت را نشان مي ۷۲و  ۴۸، ۲۴هاي زماني متوتروکسات را در بازه-متوتروکسات و دندريمر
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 : جهت بررسي کيفي آپوپتوز DAPI يزيآمرنگ
 يهاسلولآزمون نشان داد که به دنبال مواجه شدن  ينا يجتان

MCF-7 متوتروکسات به  -يمرمتوتروکسات آزاد و دندر يبا دارو
هسته  يدر مورفولوژ ييراتتغ، IC50ساعت با غلظت  ۷۲مدت 

شامل قطعه  ييراتتغ ينو ا، آپوپتوز) مشاهده شد يم(علا يسلول
و قطعه قطعه شدن  ينيفشرده شدن کرومات، قطعه شدن هسته

فوق  ييراتتغ شودي). همانطور که مشاهده م۶بود (شکل  ينکرومات
 ودشيو سالم) مشاهده نم يکدستگروه کنترل ( يدر هسته سلول

شده با  يمارت يهاسلولاست که در  يدر حال ين). اa - ۶(شکل 
 املاًکآپوپتوز  يمعلا، متوتروکسات - يمردندر متوتروکسات و يدارو

شده با  يمارت يهاگروهو شدت آپوپتوز در ، شوديمشاهده م
 است. يشترب هاگروه يرسابا  يسهمتوتروکسات در مقا

  

 دهندهنشان بيبه ترت dو  a ،b ،cدهد. جهت ارزيابي کيفي آپوپتوز را نشان مي DAPIبا رنگ  MCF-7ي هاسلولهسته  يزيآمرنگ: )۶شکل (
ي تيمار هاسلولوتروکسات و ي تيمار شده با متها، سلولکنترل مثبت)(ي تيمار شده با نانو ذره دندريمر ها، سلولکنترل منفي)(ي سالم هاسلول

  ساعت است. ۷۲تيمار  زمانمدتمتوتروکسات.  -شده با دندريمر 
  

  گيرينتيجهبحث و 
هاي شناخته شده در سرطان نيترعيشاسرطان پستان يکي از 

م هاي درماني مرسوگزينه اگرچهبين زنان در سراسر دنيا است. 
ي توجهقابلهاي پيشرفت، و پرتو درماني يدرمانيميش ازجمله
يک  عنوانبهاما درمان سرطان به حد مطلوب نرسيده و ، اندداشته

 رسديمبه نظر بر اين، . بنا)٢٢(باشد چالش باليني اساسي مطرح مي
هاي مناسب جهت تحويل مقادير مناسب دارو به که طراحي حامل

ي سرطاني جهت نجات جان بيماران مبتلا بسيار هاسلولداخل 
 هاي ليگاندويژگي ازجملهحياتي است. جهت اينکار موارد مختلفي 

 ،اختصاصيت به گيرنده و همچنين تمايل تصال به گيرنده)، (اندازه
يرند مورد دقت و نظر قرار گ کاملاًنوع لينکر بايد ، وپوگرافي گيرندهت
 سرطان يدرمانيميشداروهاي  از يکي عنوانبه . متوتروکسات)٢٣(

 يمياييش فيزيکو هيئتما دليلبه اما، باشديممورد استفاده  پستان
 .دباشمي ضعيفي فراهمي زيست پروفايل داراي، )بودن اسيدي( آن
 با ار فولات گيرنده خوبي به و بوده اسيد فوليک آنالوگ دارو اين

در . )٢٣(کند مي شناسايي از اسيد فوليک ترنييپاتمايل اتصال 
 . از طرفگردديمنتيجه اين يک مزيت بزرگ براي اين دارو محسوب 

ا هفولات در برخي از سرطان يهارندهيگافزايش بيان  دليلبهديگر 
سرطان پستان گزينه بسيار مناسبي براي هدف گيري  خصوصاًم

. اما با اين وجود يک مشکل بيولوييکال وجود دارد باشنديم هاسلول
 ليگاند به شکل عنوانبهو آن هم اينکه در صورت استفاده از فولات 

ي سرطاني را فراهم هاسلولناخواسته مواد لازم جهت تسريع رشد 
ر متوتروکسات يک جايگزين بسيا رسديمه نظر . در نتيجه بميانموده

لذا در مطالعه  .)٢٤(باشد ليگاند مي عنوانبهمناسب براي استفاده 
 ورتصبهآن را ، جهت استفاده از مزيت ليگاندي متوتروکسات، حاضر

نژوگه کو تأثيرکوالانسي به سطح نانوذره دندريمر متصل کرديم و 
سميت ، متوتروکسات بر روي جذب سلولي -(نانو حامل) دندريمر

  سلولي و آپوپتوز ارزيابي شد.
اي ضد سرطاني مطالعات زيادي در جهت سنتز کونژوگه داروه

ا هها و پلي دکسترانپلي پيپتيد، مريمرها و نانو ذرات پليبا پلي
افزايش خاصيت ضد سرطاني و کاهش عوارض سيستمتيک  منظوربه

داروئي انجام شده است. در مطالعه حاضر ابتدا داروي متوتروکسات 
به سطح نانو ذره دندريمر متصل شد و  EDCاستفاده از  واسطهبه

نشان داد که پيوند آميدي در کونژوگه  FTIRهاي طيفآناليز 
 cm-1١٦٥٢و  cm-1٣٤٣٧هاي متوتروکسات در طيف -دندريمر

موفقيت آميز بودن اتصال  دهندهنشانکه ، تشکيل شده است
اشد. بپيوند کوالانسي مي واسطهبهمتوتروکسات به نانوذره دندريمر 

استفاده  EDCمر از براي اتصال متوتروکسات به دندري کهازآنجايي
ت نتايج پژوهشي اس اين نتيجه منطقي بوده و هم راستا با، شده است

. و )٢٥(توسط ژانگ و همکارانش به دست آمد  ٢٠٠٩که در سال 
اتصال کووالانسي دارو به دندريمر احتمال جداشدن  دليلبهآن اينکه 
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چه در خارج و چه در داخل سلول به شدت کاهش ، دارو از سطح آن
  که اين موضوع هدف اصلي ما در اين مطالعه بوده است. )٢٦( ابدييم

 رد تغييراتي ثباع است ممکن ذره نانو با دارو شدن کونژوگه 
 نتايج حاصل از .شود نهايي ذره نانو شيمايي فيزيکو خصوصيات

DLS ندازه ا، که به دنبال اتصال متوتروکسات به دندريمر، نشان داد
باشد. نانومتر بيشتر از دندريمر به فرم آزاد مي ٣کونژوگه  نهايي

اثر نه چندان ، متوتروکسات يک مولکول کوچک است کهازآنجايي
 تواند قابل قبول باشد. همچنينبر اندازه نهايي کونژوگه مي چشمگير

بار سطحي دندريمر خالي بعد از اتصال متوتروکسات کاهش يافت و 
هاي سطحي نانو ذره دندريمر به دنبال به پوشش آمين توانديم

و  Lvاي اتصال کوالانسي متوتروکسات مربوط باشد. در مطالعه
توتروکسات (فوليک اسيد) را به آنالوگ م ٢٠١٧همکاران در سال 

و نتايج  )٢٧(هاي مختلف نانو ذره دندريمر متصل کردند سطح نسل
فوليک اسيد در  -آنها نشان داد که اندازه و بار سطحي در دندريمر

افزايش و کاهش جزئي دارد  بيبه ترتهاي خالي مقايسه با دندريمر
  که هم راستا با نتايج مطالعه حاضر است.

 هاي بسيار مهم در بحث دارورساني جذب سلوليمقوله ازجمله
هاي دارو رسان حامل .)٢٨(باشد مي هاسلولنانو ذرات توسط  مؤثر

توانند از مسيرهاي مختلفي به بسته به نوع اصلاحات سطحي مي
براي جذب  هاسلولمسيرهايي که  ازجملهداخل سلول ورود کنند. 

سيتوز اندو، توان به فاگوستيوزمي، کنندعوامل مختلفي استفاده مي
وز غير اندوسيت، وسيتوز وابسته به کاوئوليناند، کلاترين واسطهبه

. )٣٠, ٢٩(وابسته به کلاترين/کائولين و ماکروپينوسيتوز اشاره کرد 
هاي دارويي و محتويات آنها بعد از ورود داخل حامل کهازآنجايي

و سپس به ليزوزوم  )pH ~6.3ابتدا در ليزوزوم اوليه (با ، سلولي
يي از بنابرين تا رهاسازي عوامل دارو، رسندمي )pH ~4.7(ثانويه 

مقداري از محتويات دارويي تحت ، ليزوزوم ثانويه به سيتوپلاسيم
لي شود. از بين مسيرهاي جذب سلواسيديتيه پايين تخريب مي تأثير

قادر ، کائولين/کلاترين به وابسته غير مسير اندوسيتوز، ذکر شده
ها به و بدون رسيدن به ليزوزم ماًيمستقاست محتويات خود را 

-کند و يا قادر است محتويات خود را از گزند آنزيم سيتوپلاسم آزاد
مسير جذب سلولي  کهازآنجايي. )٣١, ٧(هاي ليزوزومي حفظ کند 

، ائولينک/کلاترين به وابسته غير اندوسيتوز فوليک اسيد از مسير
ذا در صورت اتصال متوتروکسات به ل، )٣٣, ٣٢, ٢٩(افتد اتفاق مي

محتويات دارويي منتقل شده نسبت به ساير مسيرها ، سطح دندريمر
و اين خود مزيت ، ي برخوردار خواهد بودترکماز درجه تخريب بسيار 

بسيار مهم ديگري براي نانوحامل (کونژوگه) سنتز شده ما محسوب 
بدون جدا شدن که  دهديمشود. اين ويژگي به ما اين اجازه را مي

، siRNA، ليگاندهايمان عوامل مختلف درماني مانند قطعات ژنتيکي
miRNA  و داروهاي ديگر را به شکل ترکيبي با استفاده از اين حامل

ي هدف برسانيم. در مطالعه حاضر جذب سلولي کونژوگه هاسلولبه 
درصد بيشتر از دندريمر خالي صورت  ١٨متوتروکسات  -دندريمر

، اشدبو دليل اين امر نقش ليگاندي متوتروکسات مي ،گرفته است
تور رسپ -اندوسيتوز به روش فوليک اسيد  واسطهبهکه قادر است 

وارد سلول شده و جذب سلولي را افزايش دهد. اين يافته هم راستا 
  .  )٣٤(باشدمي ٢٠١٥و همکاران در سال  Qiهاي با يافته

با متوتروکسات به  MCF-7ي هاسلولبه دنبال مواجه شدن 
ه ب هاسلولميزان زيستايي ، فرم آزاد در سه بازه زماني مورد مطالعه

اين در حالي است که ميزان سميت ، داري کاهش يافتشکل معني
از داروي آزاد  ترمک مراتببهمتوتروکسات  -در نانو حامل دندريمر

اتصال بين داروي متوتروکسات و نانو ذره دندريمر  کهازآنجاييبود. 
از نوع کوالانسي است و بسيار بديهي است که دارويي که به شکل 
کوالانسي به نانو ذره متصل شده است توانايي رهايش و آزاد شدن 

ي دارو نيز کاهش خواهد يافت. با درنتيجه اثر درمان، )۲۶(ندارد 
شود که کونژوگه کردن مشاهده مي، مراجعه به نتايج جذب سلولي

متوتروکسات با نانو ذره دندريمر قادر است که جذب سلولي را بيشتر 
رهايش ، اما وجود پيوند کوالانسي بين دارو و نانو ذره، کند

 ترکم متوتروکسات از نانو ذره دندريمر را مختل کرده و سميت
افته شود. اين يمتوتروکسات نيز از اين ناشي مي -کونژوگه دندريمر

باشد مي ۲۰۰۴و همکاران در سال  Gurdagنيز هم سو با مطالعه 
و همکاران داروي  Khatri ۲۰۱۴. طي پژوهشي در سال )۳۵(

پيوند آميدي به سطح نانو ذره دندريمر  واسطهبهمتوتروکسات را 
متوتروکسات ، ي ديگري. در مطالعه)۱۹(متصل کردند  ۵نسل 

 ،اتصال الکتروستاتيکي به سطح حامل کيتوزاني اصلاح شده واسطهبه
دار سميت سلولي در متصل شد و نتايج حاکي از افزايش معني

يز معلت آن را به رهايش موفقيت آ، مقايسه با متوتروکسات آزاد بود
 دييتأ. براي )۳۶(دارو و نوع پيوند بين دارو و حامل ارتباط دادند 

 يزيآمرنگميزان آپوپتوز به روش کيفي از ، نتايج سميت سلولي
DAPI  استفاده شد. نتايج نشان داد که داروي متوتروکسات به

هسته  قطعه قطعه شدنآپوپتوز (تنهايي به ميزان بيشتري باعث القاء 
د توانکه مي، شودمتوتروکسات مي -سلولي) نسبت به دندريمر

که  ن ذکر استتاييدي بر يافته حاصل از سميت سلولي باشد. شايا
آزمايشات سميت و آپوپتوز سلولي جهت نشان دادن پايداري 
نانوحامل سنتز شده و عدم رهايش دارو انجام شده است و هدف از 

بلکه ساخت نانوحامل پايدار جهت ، اين آزمايشات رساندن دارو نبوده
 و سميت القاء لذا تواناييي هدف بوده است. هاسلولهدف گيري 

توسط کونژوگه نسبت به داروي آزاد دلالت بر  ترکم سلولي آپوپتوز
پايداري پيوند کوالانسي و به دنبال آن پايداري نانو حامل توليد شده 

متفاوت از مطالعات  کاملاًنتايج مطالعات حيواني  کهازآنجاييدارد. 
لذا عدم بررسي نانو حامل توليد شده در مدل ، آزمايشگاهي است
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هزينه مالي بالا) براي مقايسه با نتايج حاصل از اين  دليلبهحيواني (
باشد. با توجه به مطالعه از محدويت بسيار مهم در اين پژوهش مي

هاي آزمايشگاهي و حيواني متفاوت اينکه امکان دارد نتايج ارزيابي
ي مشابهي در مدل حيواني هم انجام شود مطالعهپيشنهاد مي، باشند

توليد شده بر روي تومورهاي سرطان پستان  نانو حامل تأثيرگيرد تا 
مشخص شود. با توجه به اينکه نوع پيوند بين دارو و نانو حامل در 

 تنها، مهمي دارد و در مطالعه حاضر تأثيرپايداري نانو حامل نهايي 
و نانو حامل بررسي شده است که محدويت  پيوند کوالانسي بين دارو

شود که اتصال نهاد ميباشد. پيشديگري براي اين پژوهش مي
 أثيرتمتوتروکسات به دندريمر با پيوندهاي مختلف ارزيابي گردد تا 

نوع پيوندها بر نانو حامل نهايي نيز مشخص گردد. هم چنين 
آن  ،شود که براي ارزيابي کارايي نانو حامل توليد شدهپيشنهاد مي

ش يرا به شکل ترکيبي با داروها و قطعات ژنتيکي مختلف مورد آزما
قرار دهند تا پتانسيل انتقال ساير عوامل دارويي اين نانو حامل 

  مشخص گردد.

 -نتايج اين پژوهش نشان دادکه نانو حامل دندريمر، کلي طوربه
جذب  MCF-7ي هاسلولچشمگيري توسط  طوربهمتوتروکسات 

شوند. با اين حال سميت سلولي و توانايي القاء آپوپتوز توسط نانو مي
-از داروي متوتروکسات آزاد بود. بنابرين مي ترکمد شده حامل تولي

توان نتيجه گرفت که ناحامل ياد شده از پايداري خوبي برخوردار 
داروها و قطعات  ازجملهتوان براي انتقال عوامل دارويي است و مي

 ژنتيکي استفاده نمود.
  

  يتشکر و قدردان
يسندگان مقاله مراتب تشکر و قدرداني صميمانه خود را از نو

 اعلام، آقاي عباس نوبخت که در ويرايش علمي مقاله کمک کردند
دارند. و همچينن از همکاران مرکز تحقيقات ايمونولوژي بابت مي

  شان تشکر صميمانه دارند.بي دريغ همکاري
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Abstract 
Background & Aims: Poly (amidoamine) dendrimer (PAMAM) is highly macromolecular at nanosize 
with widely active amine groups on the surface that allows it to attach to the anti-cancer drugs such as 
Methotrexate (MTX). This study aimed to synthesize and characterize PAMAM-MTX (dendrimer-
MTX) complex, then to evaluate the cytotoxic effect of the synthesized complex on MCF-7 cancer cells. 
Materials & Methods: To perform this experimental study, initially, MTX was conjugated to the G4 
dendrimer using Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) carbodiimide (EDC), then it was characterized by 
Fourier-transform infrared (FTIR) and dynamic light scattering (DLS). Quantitative cellular uptake of 
nanoparticles was carried out using flow cytometry. The methylthiazol tetrazolium (MTT) and 4′, 6-
Diamidino-2-phenylindole dihydrochloride (DAPI) staining assays were used for evaluating the ability 
of dendrimer-MTX and MTX in inducing cell cytotoxicity and apoptosis on MCF-7 cancer cells, 
respectively. 
Results: The results of this study illustrated that the dendrimer-MTX complex had optimal size (30 ± 
7.29 nm) and zeta potential (5.35 ± 4.37 mV). Flow cytometry analysis revealed that the cellular uptake 
was increased (18%) after conjugating MTX on the dendrimer compared to bare dendrimer. 
Interestingly, cell cytotoxicity and DAPI staining results displayed lower cell cytotoxicity and apoptosis 
for MCF-7 cells that were treated with dendrimer-MTX compared to free MTX. 
Conclusion: The obtained data indicated that dendrimer-MTX complex had a higher cellular uptake, 
but cell cytotoxicity and apoptosis were lower than free MTX. 
Keywords: Methotrexate, dendrimer, apoptosis, cytotoxicity, cellular uptake. 
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