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Abstract 

Background and Aim: In drug delivery, the formation of cyclodextrin complexes is a widely used strategy 
to overcome biopharmaceutical challenges associated with various active pharmaceutical ingredients, such as poor 
water solubility, initial instability, and low bioavailability. Given the anti-cancer properties of thymol, this study 
aimed to evaluate the effects of thymol-loaded nanoparticles in a beta-cyclodextrin complex and to assess their 
anti-cancer effects in melanoma skin cancer cells (A2058) by examining the expression of the VEGF and VEGFR 
genes. 

Methods: The synthesized nanoparticles were characterized using various methods, including zeta potential 
analysis, ultraviolet-visible spectroscopy (UV-Vis), Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR), X-ray 
diffraction (XRD), and scanning electron microscopy (SEM). To determine the cytotoxicity of the synthesized 
nanocomplex, the MTT assay was performed with β-CD-Thymol nanoparticle concentrations ranging from 62.5 
to 500 μg/ml. The Chorioallantoic Membrane (CAM) assay was conducted to evaluate the cytotoxicity of the 
synthesized β-CD-Thymol nanoparticles in the context of angiogenesis. Finally, the expression levels of genes 
involved in angiogenesis (VEGF and VEGFR) were analyzed using real-time PCR. 

Results: Dynamic light scattering analysis revealed that the mean size of the nanoparticles was 116.20 nm, 
with a zeta potential of -21.64 mV. FTIR studies indicated the presence of several biologically active functional 
groups in the synthesized nanoparticles. Additionally, the anti-cancer effects and inhibitory role of the β-CD-
Thymol complex were confirmed by a significant reduction in the expression of angiogenesis-related genes 
(VEGF and VEGFR) in A2058 cells treated with the β-CD-Thymol nanoparticle complex (P<0.001). The results 
from the CAM assay further supported these findings. 

Conclusion: The findings of this study demonstrated a significant decrease in the expression of genes involved 
in angiogenesis, specifically VEGF and VEGFR, indicating that the β-CD-Thymol complex effectively inhibits 
angiogenesis in the A2058 skin cancer cell line. Overall, in addition to inhibiting the formation of new blood 
vessels, the β-CD-Thymol nanostructure shows promise as an anti-angiogenic agent by modulating the expression 
of VEGF and VEGFR genes. 
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 اصیل پژوهشی

 
 

در  زایی کمپلکس بتاسیکلودکسترین بارگذاري شده با تیمولارزیابی اثرات سمیت و ضد رگ
 )A2058هاي سرطان پوست ملانوما (سلول

 
  1 مسعود همایونی تبریزي، *1 علی نعمتی ،1 محدثه فیض محمدي خرم آبادي

 
  ایران مشهد، اسلامی، آزاد دانشگاه مشهد، واحد شناسی، زیست گروه 1

 
 3/05/1403 پذیرش مقاله:      3/05/1403اصلاح مقاله:      11/06/1402 دریافت مقاله:

   دهکیچ
غلبه بر مشکلات بیودارویی موجود در چندین ماده دارویی فعال، مانند هاي پرکاربرد براي رسانی، یکی از راه در دارو ف:هدزمینه و 

ها است. با توجه به اثرات ضد سرطانی حلالیت ضعیف در آب، ناپایداري اولیه و فراهمی زیستی کم، تشکیل ترکیبات حاوي سیکلودکسترین
در آن اثرات ضد سرطانی  تعیینکمپلکس بتاسیکلودکسترین و در تیمول تاثیر نانوذرات بارگذاري شده با  تعیینتیمول، این مطالعه با هدف 

   انجام شد. VEGFRو  VEGFهاي ) از طریق بررسی بیان ژن2058Aهاي سرطان پوست ملانوما (سلول
 لیفروسرخ تبد یسنجفی)، طUV-Visماوراء بنفش ( یمرئ فیزتا، ط لیمانند پتانس یمختلف يهاذرات سنتز شده به روشنانو ها:روش

براي تعیین سمیت  شدند. ه یابی) مشخصSEM( یروبش یالکترون کروسکوپیم لیو تحل هی) و تجزXRD( کسی)، پراش اشعه اFTIR( هیفور
. گرفتانجام لیتر میکروگرم بر میلی 5/62-500 بینβ-CD-Thymol  ذراتنانو میزان غلظتبا  MTTتست  ،سلولی نانوکمپلکس سنتز شده

سنتز شده در روند رگزایی انجام شد.  β-CD-Thymolتعیین سمیت سلولی نانوذرات  براي) CAM )Chorioallantoic Membraneتست 
 بررسی گردید. Real-time PCRبا استفاده از  )VEGFRو  VEGF( هاي دخیل در آنژیوژنزدر نهایت میزان بیان ژن

 -mV 64/21ذرات آمده نانو زتا بدست پتانسیلو  شد تعیین nm 20/116 اینور پو یپراکندگ با استفاده ازذرات نواندازه  میانگین ها:یافته
 یضد سرطان اثر ن،یدر نانوذرات سنتز شده وجود دارد. علاوه بر ا یکیولوژیفعال ب یاملگروه ع نیکه چند دادنشان  FTIRمطالعات  .شد ثبت

تیمار شده با کمپلکس   A2058يهاسلولدر  )VEGFRو  VEGF( در رگزاییبا کاهش بیان ژنهاي دخیل  CD-thymolβ يو نقش مهار
  نیز آن را تائید نمود. CAM) و نتایج حاصل از تست P>001/0تایید شد ( thymol-CDβنانوذرات 

 VEGFRو  VEGF يهااز جمله ژن ییزارگدخیل در  بیان ژنهاي داریدهنده کاهش معنمطالعه نشان نیا يهاافتهی گیري:نتیجه
علاوه  CD-thymolβ-نانوساختار نمود. به طور کلی مهار  A2058 وستسرطان پ یرا در رده سلول ییزارگ CD-thymol-β و کمپلکس بود

 .باشدمی VEGFRو  VEGFژن  انیکنترل ب قیاز طر دوارکنندهیام ییزاعامل ضد رگیک  ،دیجد یخون يهارگ لیبر مهار تشک
 

 VEGF ،VEGFRتیمول، بتاسیکلودکسترین، ملانوما،  :هاکلیدواژه
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 مقدمه
ترین انواع سرطان پوست است که به ملانوما یکی از تهاجمی

دلیل مقاومت چند دارویی و در نتیجه درصد بقاي پایین براي 
بیماران، امکانات کمی براي رویکردهاي درمانی دارد. بروز ملانوما 

افزایش بوده و هر سال به بیش از سال گذشته در حال  50در 
. ]1،2[ مورد جدید در سراسر جهان رسیده است هزار160

هاي مرسوم براي ملانوما به کار رفته نانوتکنولوژي در اکثر درمان
-داروها براي شیمیاست و نتایج مطالعات نشان داده که تحویل نانو

درمان هدفمند، ایمونوتراپی و درمان فتودینامیک تا حد درمانی، 
مقابله با سرطان در . میدهدزیادي اثربخشی درمان را افزایش 

رو،  نیدارد. از ا یبستگ یدرمانیمیبه شدت به ش یفعل طیشرا
و  يعلم مواد، داروساز بیبا ترک دیجد یدارورسان ستمیس نیچند

 افتندیمختلف توسعه  یضد سرطان واملحمل ع يبرا يوتکنولوژیب
]1،2[ . 

 توان به عنوان تشکیل رگ هاي خونی جدیدآنژیوژنز را می 
دهاي فیزیولوژیکی نقش دارد. از سوي تعریف کرد که در فرآین

زایی براي ایجاد هیپوکسی در درمان دیگر، از مواد شیمیایی ضد رگ
هاي خونی جانبی، شود. از طریق توسعه شریانسرطان استفاده می

-) جریان خون را در بافتVEGF-Aبسیاري از عوامل رشد (مانند 
هایی که . در میان تمام روش]3[ بخشدهاي ایسکمیک بهبود می

زایی نقش مهمی در پیشرفت شود، رگمنجر به تشکیل ملانوما می
زایی بنابراین، راهبردهاي ضد رگو پیامدهاي سرطان دارد. 

مختلفی تاکنون براي افزایش اثربخشی درمان در انواع مختلف 
 .]4[ سرطان ایجاد شده است
 VEGFهاي یا انواع آن با گیرنده VEGF تعامل پیچیده بین

تري براي رویکردهاي دقیق لذازایی را تقویت کند و تواند رگمی
اي که مختص تومور است برهم زدن این فعل و انفعالات به شیوه

مورد نیاز است. یک رویکرد قابل قبول، هدف قرار دادن تنظیم 
اتصال  و همچنین محصولات VEGFهاي مرتبط با پیوند کننده

VEGF  گسترشاست که باعث افزایش فعال شدن گیرنده و 
هاي هدفمند مرتبط با رگزایی . درمان]5[ شودمی يعروق تومور

در ابتدا با این تصور توسعه یافتند که ترکیبات آنتی آنژیوژنیک رشد 
با مهار کنند و در نتیجه تومورها هاي خونی جدید را مهار میرگ

اي به طور فزاینده .از بین میبرند ،اکسیژن و مواد مغذي لازم رسیدن
تر پیچیده VEGFمشخص شده که مزایاي درمانی مرتبط با هدف 

 .]6[ گیردهاي متعددي را در بر میاز این است و مکانیسم
ها الیگومرهاي کربوهیدرات محلول در آب سیکلودکسترین

اند واحد گلوکز در یک ساختار حلقه تشکیل شده 8تا  6هستند که از 
و براي اهداف متعدد در نانوتراپی سرطان مورد استفاده قرار 

 فرمول شیمیایی به فنول طبیعی ترکیب تیمول یک. ]7[ اندگرفته
O14H10C 5-لایزوپروپی-2از نظر شیمیایی به عنوان که  است-

ارزیابی اثرات مطالعه حاضر با هدف  .]8[ شودمتیل فنل شناخته می
زایی کمپلکس بتاسیکلودکسترین بارگذاري شده سمیت و ضد رگ

 انجام شد. )A2058هاي سرطان پوست ملانوما (در سلول با تیمول
 

 هاروش
 سنتز نانوذرات بتاسیکلودکسترین بارگذاري شده با تیمول

میکروگرم بتاسیکلودکسترین به  500 ،در مطالعه تجربی حاضر
ساعت روي استیرر در دماي اتاق قرار داده شد تا به طور  1مدت 

کامل حل شود. در مرحله بعد تیمول به بتاسیکلودکسترین اضافه و 
ساعت هموژنیزه شد  1سونیکاسیون انجام شد. این محلول به مدت 

تا به صورت پودر درآید. سپس  گردیدو در دستگاه روتاري خشک 
سنجیده شد. در نهایت  زیسا کلیپارت دستگاهاندازه نانوذرات با 

 شکل و مورفولوژي توسط میکروسکوپ الکترونی بررسی گردید.
 FTIRقرمز  مادون سنجی طیف

میان  شیمیایی و برهمکنش هاي عاملیگروه منظور بررسی به
مادون قرمز بر  سنجی ه شد. طیفاستفاد FTIR از طیف ذرات نانو

-ها و یونمولکول هاي ارتعاشیجهش و بررسی اساس جذب تابش
مادون  مولکول ها اشعه کهگیرد. هنگامیصورت می هاي چند اتمی

شوند. می انرژي بالاتر برانگیخته حالتکنند، بهقرمز را جذب می
جذب، فرایندي مادون قرمز همانند دیگر فرایندهاي  جذب تابش

 از تابش هاي خاصیفرکانس فقط صورت کهاین . بهاست کوانتابی
 و خمشی ارتعاش کششی مولکول جذب و باعث مادون قرمز توسط

شود. انرژي جذب شده از نور مادون قرمز می پیوندهاي کوالانسی
خاص در طول موج  هاي عاملییا گروه پیوندهاي شیمیایی توسط

عنوان  شدت عبور نور شده و معمولا به کاهش ، منجر بهمشخص
 این به شود. توجهمی رسم) Cm-1(برحسب از عدد موجی تابعی
جذب انرژي  تمام پیوندهاي مولکول قادر به که است مهم نکته

 حرکت با فرکانس اشعه اگر فرکانس مادون قرمز نیستند، حتی
هستند قادر  داراي گشتاور دو قطبی که پیوندهایی کند، فقط تطبیق

دو  باشند. اگر تمام جذبها در طیفمادون قرمز می جذب اشعه به
، دو ماده یقین به احتمال قریب شوند، به بر یکدیگر منطبق نمونه

 یکسان هستند.
 (SEM) یروبش یالکترون کروسکوپیم

از ابزارهاي مورد  یک، یSEM روبشی میکروسکوپ الکترونی
تصاویر  بمباران الکترونی با کمک که استفاده در فناوري نانو است

 کند. در اینمی تهیه را براي مطالعه nm10 کوچکی به اجسامی
مقدار  β-CD -Thymolتصویربرداري از نانوذرات  ، جهتپژوهش

µl25 و محلول در مجاورت هوا خشک بر روي لام ریخته از نمونه 
 داده شده تا رسانا شوند. سپس با طلا پوشش ها چند ثانیهشد. نمونه

و تودهاي  ، صافیها (زبري، شکلنانوحامل مورفولوژي سطحی
محدوده  و نانوذرات زتاي لیپتانس ،یسطح بارگردید.  شدن) بررسی

 شرکت زریات، با استفاده از دستگاه زتا سااندازه ذر عیتوز
Brookhaven Instruments Corp دیگرد ريیگاندازه .

با طول  زرینور ل و تابش 90 ْ هیدر زاو نانوذرات DLS ريیگاندازه
مورد استفاده  . نمونهصورت گرفت ºc25 يدر دما nm 657موج 
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 بلافاصله و دیگرد آماده mg/ml1/0 شده در غلظت قیصورت رقبه
 .انجام شد ريیگاندازه سازيآماده از پس

 )(XRDایکس  اشعه و اجزاء در پراش اصول
و پرکاربرد  قدیمی تکنیکی ایکس یا پراش اشعه XRD روش
روش از . در این بررسی ها استخصوصیات کریستال در بررسی

XRD ثابت از قبیل عموم کمیت ساختار کریستالی براي تعیین 
 ها، تعیینفاز کریستال کیفی، تعیین ، تعیینشبکه ، هندسهشبکه

، عیوب کریستال، استرس، تنش گیري تکها، جهتاندازه کریستال
کریستال، مشاهده  توسط ایکس در پراش اشعهاستفاده شد.  شبکه

 در هر اتم باز تابیده از کریستال، که ایکس شدت اشعه شود کهمی
اند (بدون تغییر طول موج)، در پراکنده شده صورت الاستیکهب

 زوایا، شدت اشعه خواهد بود و در بقیه ماکسیمم زوایاي خاصی
 اي ندارد. منظور از پراش، همینملاحظه پراشیده شده مقدار قابل

هاي قله ،کریستالی نمونه براي یک. است ایکس رفتار اشعه
هاي متفاوت وجود دارد. هر شدت متفاوت و بامتعددي در زوایاي 

 ، زاویهاست اي خاص از نمونهصفحه ها مربوط بهقله کدام از این
 آرایش مربوط به صفحات و شدت قله بین فاصله به وابسته هر قله

 .ها در صفحات استاتم
 قله زاویه کریستال شامل آمده از پراش یک دست اطلاعات به

. است پهناي هر قله ها و همچنینماکسیمم ، شدت نسبیاکسیممم
 دهند و با استفاده از همینمی را تشکیل XRDاطلاعات اساس  این

 .وجود دارد XRDاطلاعات، کاربردهاي زیادي براي 
 )(A2058سرطان پوست  هايسلول کشت
از مرکز تحقیقات بوعلی دانشگاه فردوسی  A2058هاي سلول

، 10FBSحاوي % RPMI1640 کشت مشهد تهیه شد و در محیط
در  BIOTECH)( استرپتومایسین/سیلینپنی بیوتیکآنتی%1

 دانمارك) و در شرایط Nunce) 25Cm2   سلولی کشت فلاسک
و  CO2 5% و اتمسفر حاوي cº37در انکوباتور دماي  مناسب
ها در زیر سلول ظاهر کلی داده شدند. ارزیابی کشت 95% رطوبت

 انجام شد.  Olympus CKX)41فاز ( میکروسکوپ کنتراست
 MTT روش اب سلول بقاي میزانسنجش 

تترازولیوم بروماید)  تیازل دي فنیل (دي متیل MTTآزمون 
 داده شده و میزان زیست هاي کشتتکثیر سلول براي بررسی

 4×104، سمیت ها انجام شد. براي انجام تستسازگاري نمونه
مدت  به خانه 96 هاي پلیتدر چاهک A2058 سلول از رده سلولی

 β-CD داده شد و در معرض کمپلکس نانوذرات کشت ساعت 24
-Thymol 500و  250، 125، 5/62، 0هاي در رقت  µg/ml به 

تکرار براي هر  سه نظر گرفتن شدند (با در انکوبه ساعت 24مدت 
زمان انکوباسیون و اطمینان از  ساعت 24  از گذشت ). پسغلظت

خارج شدند. سپس  ، مواد روییبستر پلیت ها بهسلول چسبندگی
µl50 DMEM کردن  شد و با اضافه اضافه هر چاهک تازه به
µl50لدي فنی-5،2-) تیازولیل دي متیل-5،4( -3 ، ترکیب 

شد.  انکوبه ساعت 4مدت  به MTT(µg/ml 5( برومید تترازولیم

و  تخلیه ، محیطºc37انکوباسیون مجدد در دماي  ساعت 4از  پس
و  سولفوکسید حل دي متیل µl150شده در هاي تشکیلکریستال

در طول  میکروپلیت جذب آن توسط ساعته 24از انکوباسیون  پس
 صورت میزان بقاي سلولیبه نتایج .خوانده شد nm570موج 

ها، جذب درصد زنده ماندن سلول گزارش شد. براي محاسبه
(بدون  هاي گروه کنترلسلولهاي تیمار شده با دارو بر جذب سلول

 ضرب شد.  100و در عدد  دارو) تقسیم
 VEGFRو  VEGF هايژن بیان
 β-CD-Thymol   )5/62 هاي مختلفبا غلظت هاسلول

 25Tهاي لیتر) در فلاسکمیکروگرم در میلی 500و  250، 125،
  RNAاستخراجها براي ، سلولساعت 24 و بعد از گذشتشد تیمار 

 با استفاده از کیت  RNAاستخراج. گردیدندجدا  فلاسک از کف
و  RNA. غلظت انجام گرفت پروتکل طبق RNAاستخراج 

دستگاه  نوري توسط دانسیته خلوص آن با روش تعیین
 جذب نوري نسبتکه  گیري شداسپکتروفتومتري نانودراپ اندازه

 این عددو گزارش گردید هاي تیمار شده نمونه در تمامی 280/260
از انجام  پس .بود ng/μl 500 غلظت با حداقل 1,95بالاي 
 از آن براي ساخت RNA ،ng 500 کیفی و هاي کمیبررسی

cDNA سنتز  براي. استفاده قرار گرفت موردcDNA از کیت 
iScript cDNA  استفاده شد. از واکنش PCR Real-time به

استفاده گردید.  VEGFRو  VEGFهاي بیان ژن تعیینمنظور 
وب براي اطمینان از اختصاصی ذهاي تکثیري منحنی دماي چرخه

براي بررسی تغییرات  ctΔΔبودن محصول رسم گردید. از روش 
و شد استفاده  VEGFRو  VEGFهاي نسبی میزان بیان ژن

 .گردیدبار تکرار  3تمامی تستها 
 CAM تست

نانوذرات  زاییاثر ضد رگ منظور بررسی به CAM تست از 
شد. طبق پروتکل انجام  استفاده هاي متفاوتسنتز شده در غلظت

 ROSSدار نژاد نطفه مرغ عدد تخم 40شده در مطالعات قبلی ابتدا 
 صورت به کشیشد و بعد از الکل تهیه طوس مرغداران از شرکت

 جوجه دستگاه شدند. شرایط منتقل کشی جوجه دستگاه به افقی
% بود. 60تا 55 و رطوبتگراد سانتی درجه 38دماي  شامل کشی
و  کرده خارج ها را از دستگاهمرغ تخم ،از دو روز انکوباسیون پس

در  پنس وسیله به استریل شدند و در شرایط زیر هود منتقل به
 در سمت آن و متعاقب کوچک سوراخی ،مرغ تخم پهن سمت

 استریل و پارافین خمز چسب با آن و محل شدایجاد  پنجره پهلویی
شدند.  بازگردانده کشیجوجه دستگاه ها بهمرغ و تخمشد  پوشانده

 اول : گروهشامل تایی 8گروه  5در  طور تصادفی ها بهمرغ تخم
شاهد آزمایشگاهی (تیمار  دوم (فاقد تیمار)، گروه هاي کنترلنمونه

نانوذرات  μg/mL1000ار با تیم سوم ، گروهبا سرم فیزیولوژي)
 μg /mL500تیمار با  چهارم تیمول، گروه-بتاسیکلودکسترین

 تیمار با پنجم تیمول، گروه-نانوذرات بتاسیکلودکسترین
μg/mL250 شدند. در  تیمول تقسیم-نانوذرات بتاسیکلودکسترین
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. تعداد شدساعت انکوبه  72ها مجدداً بسته و به مدت نهایت، تخم
هاي با استفاده از عکس CAMهاي خونی گو طول ر

گیري شد. براي اندازه ImageJاستریومیکروسکوپی و نرم افزار 
 .]9[ اندازه گیري قد و وزن جنین از کولیس و ترازو استفاده شد

 آماري  محاسبات
آزمون آنالیز و  SPSSاز نرم افزار ها تجزیه و تحلیل داده براي

سطح  و اده گردیداستف )one way ANOVA( واریانس یک طرفه
 .در نظر گرفته شد >05/0P داريمعنی
 
 

  اخلاقیملاحظات 
انجام این تحقیق کد اخلاق  براي

IR.IAU.MSHD.REC.1402.079  از کمیته اخلاق دانشگاه
 آزاد اسلامی واحد علوم پزشکی مشهد اخذ گردید.

 

 نتایج
   β-CD-Thymolکمپلکس نانوذرات یابیمشخصه

 اندازه ذرات نانوامولسیون  تعیین
، 1-شکل شد. مطابق تعیین DLS اندازه نانوذرات توسط

 آمد.  دستبه  nm 20/116اندازه ذرات  میانگین

 
 لبتاسیکلودکسترین بارگذاري شده با تیمو-کمپلکس نانوذرات نمودار توزیع .1-شکل

 
 )(FTIR مادون قرمز سنجی طیف

 2-شکلدر   β-CD-Thymolکمپلکس نانوذره  FTIRطیف 
 ثبت شده پیک، β-CD-Thymol. در طیف نشان داده شده است

لرزش  توان بهرا می 97/529و  Cm 90/3381-1 محدوده در
، طیف اختصاص داد. در این OHگروه  و ارتعاش خمش کششی

 تواند مربوط بهمی Cm 90/3381-1 در ناحیـه نسبتا پهن پیک
در  باشد و پیک C-O و پیوند کششی β-CD-Thymol نانوذرات

موجود  . پیکاست C-O-Hاز پیوند  ناشی Cm 85/1029-1 ناحیه
موجود در  OHهاي گروه مربوط به Cm 03/861-1محدوده  در

 باشد.می ترکیبات فنولی
 

 
 β-CD-Thymolمادون قرمز کمپلکس نانوذره  سنجی طیف .2شکل 
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 پتانسیل زتا 
 particleاز دستگاه  نانوذرات يزتا پتانسیل بررسی براي

size analyze با مقادیر  استفاده شد. ثبات ذرات نانوسامانه
 زتا این گیري پتانسیلاندازه شود. اهمیتزتا آن تایید می پتانسیل

، در پایداري نانوذرات در برابر تجمع مهمی مقدار آن نقش که است
زتا  پتانسیل 3-شکلمواد باردار دارد. مطابق  بین الحاق، و تداخل

هایی با NPایجاد  براي. بود -mV 64/21 ،آمده نانوذرات بدست
 mV30±سیل زتا پایداري بالا از جهت الکترواستاتیکی، حداقل پتان

 باشد.و این نشان دهنده حضور نانوذراتی پایدار می مورد نیاز است

 
بتاسیکلودکسترین بارگذاري -گیري پتانسیل زتا نانوذراتاندازه .3-شکل

 شده با تیمول
 

   β-CD-Thymol کمپلکس نانوذرات مورفولوژي
 نماي حاصل از بررسی نانوذرات با میکروسکوپ 4-شکل

SEM  دهد که نانوذراتنشان میرا β-CD- Thymol تصویر  طبق
نظر به نانوذرات همگن بوده و سطح داراي ساختار کروي یکنواخت

  رسد.می

 
 β-CD-Thymolنانوذرات از کمپلکس  SEMتصویر  .4شکل 

-β-CD نانوذرات  MTT سلولی سمیت آزمون
Thymol 

سنجی  روش رنگ توسط صورت کمیهب سلولی آزمون سمیت
MTT براي نانوذرات β-CD-Thymol  .در  بررسیاین انجام شد

 شد. میزان غلظت ثبت مربوطه انجام و نتایج ساعت 24 بازه زمانی
لیتر میکروگرم بر میلی 5/62-500بینβ-CD-Thymol  نانوذرات

-β-CD در غیاب نانوذرات  A2058هاي سلول مانی. زندهاست

Thymol  هايسلول مانیزنده ). در مقابل1صد در صد بود (نمودار 
A2058  در نانوذرات β-CD-Thymol125، 5/62هاي با غلظت ،

 گروه کنترل کاهش به لیتر نسبتمیلی /میکروگرم 500و  250
نانوذرات  امر وجود سمیت این ).>001/0P ( داري نشان دادمعنی

لیتر را میلی /میکروگرم 5/62-500هاي بینغلظتسنتز شده در 
 سلولی اثرات سمیت بیانگر آن بود که تحقیق این تایید نمود. نتایج

 باشد و با افزایشدوز می به وابستهβ-CD-Thymol  نانوذرات
 نیز افزایش سلولی اثرات سمیتβ-CD-Thymol  نانوذرات غلظت

 بهHuvec هاي سلول بر روي  β-CD-Thymolنانوذرات یابد.می
فاقد سمیت بود و  g/mlµ250تا غلظت  ،هاي کنترلسلول عنوان

 داري مشاهده شدسمیت معنی g/mlµ500تنها در غلظت 
)01/0P<.(  

 
 علیه β-CD-Thymol نانوذرات  سلولی اثر سمیت .1نمودار

 صورت ها بهداده. انکوباسیون ساعت 24 طی A2058 هاي سلول
ها زنده مانی سلولدار معنی تفاوت *** . است =SEM (n ±3( میانگین

-β هاي متفاوت نانوذرات هاي تیمار شده با غلظتو گروه کنترل گروه بین
CD-Thymo)001/0P<( 

 

 
 هاي سلول علیهβ-CD-Thymol  نانوذرات سلولی ثر سمیتا .2 نمودار

Huvec3( میانگین صورت ها به. دادهانکوباسیون ساعت 24 طی± SEM 
(n= است. 

   ).>01/0P (500با غلظت  و گروه کنترل گروه بیندار معنی تفاوت **

*** ***

***
***
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 Real-time PCR روش به  VEGF ژن بیان
با ژن  در مقایسه  VEGFژن بیانگر میزان بیان نسبی 3نمودار
GAPDH هاي در سلولA2058 25/0هاي با غلظت در مواجهه ،

 باشد.می β-CD-Thymolلیتر نانوذرات میلی /گرم میلی 1و  5/0
بیان ژن  β-CD-Thymolهاي تیمار شده با نانوذرات در سلول
VEGF  دهنده تاثیر نشان کهیافته است بطور معناداري کاهش

 باشد.هاي تیمار شده میبالاي نانوذرات سنتز شده در سلول

 
در  GAPDH با ژن در مقایسه  VEGFژن بیان تغییرات .3 مودارن

لیتر میلی/گرملیمی  1و  0,5، 0,25هاي با غلظت مواجهدر A2058  هايسلول
β-CD-Thymol 

 

 RT-PCR روش به  VEGFR ژن بیان
با  در مقایسه  VEGFR ژن بیانگر میزان بیان نسبی 4نمودار 

 هايبا غلظت در مواجهه A2058هاي سلولدر  GAPDHژن 
 β-CD-Thymolلیتر نانوذرات میلی /میلی گرم 1و  5/0، 25/0
 1به میزان  β-CD-Thymolهاي تیمار شده با در سلول باشد.می

 .یافته استشدت کاهش ه ب VEGFRلیتر بیان ژن میلی /میلیگرم

 
در  GAPDH با ژن در مقایسه  VEGFR ژن بیان تغییرات .4نمودار

لیتر میلی/گرممیلی  1و  0,5، 0,25هاي با غلظت مواجهدر A2058  هايسلول
β-CD-Thymol

 CAMتست 
فت که میزان وزن جنین در گتوان می A5-اساس نمودار  بر

از بتاسیکلودکسترین بارگذاري شده با تیمول  g/ml250غلظت 
و  g4,81به ترتیب  1000و  500هاي و در غلظت 4,77معادل 

g4,74 05/0( دار نبودبوده است که این اختلاف وزن معنیP>( .
نشان داده شده تعداد عروق ایجاد شده  C5–همانطور که در نمودار 

از بتاسیکلودکسترین بارگذاري شده با  μg/ml250در غلظت 
ر لیتمیکروگرم در میلی 1000و  500هاي تیمول بیشتر از غلظت

لیتر میکروگرم در میلی 1000بوده است. این افزایش براي غلظت 
باشد و به صورت وابسته به دوز کاهش ) می>01/0Pدار (معنی
 .است داشته

میزان رشد قد جنین در غلظت دهد نشان می B5-نمودار 
μg/ml250  از بتاسیکلودکسترین بارگذاري شده با تیمول بیشتر از
لیتر بوده است. این گرم در میلیکرومی 1000و  500هاي غلظت

دار می باشد و به صورت وابسته به دوز معنی >05/0Pافزایش با 
 .است داشتهکاهش 

از  μg/ml1000طول عروق ایجاد شده در غلظت 
 250هاي بتاسیکلودکسترین بارگذاري شده با تیمول کمتر از غلظت

 >05/0Pبا لیتر بوده است. این کاهش میکروگرم در میلی 500و 
است  داشتهباشد و به صورت وابسته به دوز کاهش دار میمعنی

از  μg/ml250تعداد عروق ایجاد شده در غلظت  ).C5–نمودار(
هاي بتاسیکلودکسترین بارگذاري شده با تیمول بیشتر از غلظت

لیتر بوده است. این افزایش با میکروگرم در میلی 1000و  500
05/0P< داشتهو به صورت وابسته به دوز کاهش  باشددار میمعنی 

مقایسه میانگین وزن جنین، طول جنین، تعداد  .)D5–نمودار(است 
گروه مختلف بعد از تیمار با نانوذرات  5عروق و طول عروق در 

است.  آمده 1-بتاسیکلودکسترین بارگذاري شده با تیمول در جدول
ا دوزهاي به دنبال تیمار ب CAMمیکروگراف استریومیکروسکوپی 

مختلف نانوذرات بتاسیکلودکسترین بارگذاري شده با تیمول در 
 نشان داده شده است. 5-شکل

 
 

 شده با تیمول هاي مختلف بعد از تیمار با نانوذرات بتاسیکلودکسترین بارگذاريتعداد عروق و طول عروق در گروه مقایسه میانگین وزن جنین، طول جنین،. 1جدول 
P  میانگین

 طول عروق
P  میانگین

 تعداد عروق
P  میانگین

 طول جنین
P  میانگین وزن

 جنین
 هاگروه

 کنترل 0325/5 - 7725/44 - 175/30  2825/41 
05/0P< 1075/42 05/0P< 6675/33 05/0P< 6675/43 01/0 P< 025/5 کنترل آزمایشگاهی 
05/0P< 275/40 05/0P< 48/30 05/0P< 7425/41 01/0 P< 77/4 μg/ml250 
05/0P< 5275/37 05/0P< 715/28 05/0P< 6175/41 01/0 P< 81/4 μg/ml500 
05/0P< 85/36 05/0P< 105/27 05/0P< 145/40 01/0 P< 747/4 μg/ml1000 

***
*** ***
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 به دنبال تیمار با دوزهاي مختلف نانوذرات بتاسیکلودکسترین بارگذاري شده با تیمول CAMمیکروگراف استریومیکروسکوپی  .5شکل 

 

 
 )D( و تعداد عروق ایجاد شده در جنین )C( ، طول عروق)B( ، طول جنین)A( مقایسه وزن جنین .5 نمودار

 
 بحث

هاي جدید تحویل نانودارویی داراي کالیبر براي بهبود سیستم
در حلالیت و زیست سازگاري ترکیبات شیمیایی مختلف 

ها گروهی از هستند. در این راستا، سیکلودکستریندرمانی شیمی
هاي فیزیکی و شیمیایی داراي ویژگی ،نانوالیگوساکاریدهاي طبیعی

ی و سایر اهداف دارویی به براي دارورسان و منحصر به فرد هستند،
افزودن فناوري نانو تنها  .]10[ اندبرداري قرار گرفتهشدت مورد بهره

ختارهایی را بهبود بخشد. تواند کارایی و اثربخشی چنین سامی
توان براي اطمینان از تحویل هدفمند انواع مواد از نانوذرات را می

هاي زیستی بزرگ، طراحی و ترکیبات شیمیایی کوچک تا مولکول
کاربردي کرد. با توجه به اثرات ضد سرطانی تیمول، در این مطالعه 

کس در کمپلبارگذاري شده با تیمول تاثیر نانوذرات  تعیینبه 

اثرات ضد سرطانی آن از طریق بررسی  تعیینبتاسیکلودکسترین و 
 پرداخته شد. VEGFRو  VEGFهاي بیان ژن

در مطالعه حاضر اندازه متوسط نانوذرات سنتز شده با استفاده 
-CD-thymolتعیین شد. پتانسیل زتا براي  DLS nm 116,20از 
β  mV21,64-  بود، که نشان دهنده این است که نانومواد سنتز

براي مطالعه  XRDشده تا حدي پایدار هستند. تجزیه و تحلیل 
ساختار  که انجام شد CD-thymolβماهیت یکپارچگی کریستالی 

کریستالی در نانوذرات سنتز شده از بتاسیکلودکسترین بارگذاري 
ساختار و مورفولوژي شده با تیمول را تایید کرد. براي تعیین 

گردید و مشخص استفاده  SEMنانوذرات سنتز شده از آنالیزهاي 
 که ساختار این ذرات کروي است. شد 

در  VEGFنتایج مطالعات پیشین نشان داده که سطح سرمی 
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 .]11[ بیماران مبتلا به ملانوم در مقایسه با افراد سالم بالاتر است
تکثیر سلولی  ،گرم در لیترمیلی 400تیمول با غلظت  ،در یک مطالعه

) N2aهاي کشت شده (سلول يهاي نوروبلاستومارا در سلول
گرم در میلی 50و  25، 19هاي کاهش داد. علاوه براین، غلظت

هاي موش افزایش داد، اکسیدانی کل را در نورونظرفیت آنتی ،لیتر
کاهش یافت. این گزارش به وضوح نشان  N2aهاي اماّ در سلول

 .]12[ ل ضد سرطان و ضد تکثیر قوي استداد که تیمول یک عام
و  VEGFهاي در مطالعه حاضر نتایج نشان داد که بیان ژن

VEGFR هاي سلولی ملانوما به در رده ،در مقایسه با ژن مرجع
 CD-thymol-βتوجهی در گروه تیمار شده با کمپلکس طور قابل
 د. دارن معنی دار کاهشساعت،  24به مدت 

 نکهیاطلاعات را در مورد ا نیمعتبرتر in vivo يهاسنجش
 کیدر  ییزارگ ندیممکن است بر فرآ یستیمولکول ز کیچگونه 

در این مطالعه از . کندیبگذارد، ارائه م رینخورده تأثدست سمیارگان
استفاده براي مورد  in vivo ترین روشبه عنوان رایج CAMتست 

 زایی به عنوان تائید نهایی فرایند رگزایی استفاده شدمطالعه رگ
. نتایج بررسی فعالیت ضد رگزایی و میزان رشد و وزن جنین ]13[

بر روي پرده کوریوآلانتوئیک جوجه نشان داد که تیمار با غلظت 
μg/ml 250 هاي نسبت به غلظتμg/ml 500  و μg/ml 1000 

داري بیشتري در رگزایی باعث کاهش معنی CD-thymol-βاز 
 .شده استجوجه نسبت به گروه کنترل بر روي پرده آلانتوئیک 

 244-30,5تیمول با غلظت ( ،بر اساس نتایج مطالعات قبلی
با مهار رشد به  ،لیتر) در رده سلولی سرطان رحمنانوگرم در میلی

تیمول داراي  .میکنداي وابسته به غلظت، سمیت سلولی را القا شیوه
فعالیت ضد توموري قوي با القاي سمیت سلولی و کاهش شاخص 

 است A2058هاي سلولی هاي بالاتر در ردهمیتوزي در غلظت
سمیت سلولی تیمول و مشتقات آن را با  نیز مطالعه. در این ]14[

گیري فعالیت تعیین گردید. این روش براي اندازه MTTروش 
عنوان شاخص زنده ماندن سلولی و/یا سمیت متابولیک سلولی به

-CD-thymolنشان داد که  MTTسلولی مناسب است. سنجش 
β داردنوما هاي سرطانی ملامانی سلولاثر بازدارندگی بر روي زنده .

-CDعلاوه بر فعالیت سیتوتوکسیک، فعالیت تکثیر نیز براي 

thymol-β  در رده سلولی ملانوماA2058  ساعت تعیین  24پس از
نسبت به رده سلولی  A2058شد. نتایج نشان داد که رده سلولی 

است و  حساس CD-thymol-βنسبت به  Huvecنرمال 
نرمال فاقد اثر بر روي رده سلولی  CD-thymol-βکمپلکس 
 باشد.میکشندگی 

 
 گیرينتیجه

بیان ژنهاي دار دهنده کاهش معنیهاي این مطالعه نشانیافته
بود و بر  VEGFRو  VEGFهاي زایی از جمله ژنرگموثر در 

را  ییزارگ CD-thymol-βکمپلکس   CAM اساس نتایج تست
به طور کلی مهار نمود.  A2058سرطان پوست  یدر رده سلول
هاي خونی علاوه بر مهار تشکیل رگ CD-thymol-βنانوساختار 

زایی امیدوارکننده از طریق کنترل بیان جدید، یک عامل ضد رگ
-CD. اگرچه نتایج حاکی از سمیت بود VEGFRو  VEGFژن 

thymol-β باشد، اماّ، تحقیقات بیشتر هاي سرطانی میبراي سلول
ضروري  ،هاي مختلف یا حتی مشابهدر غلظت in vivoو مطالعات 

 است.
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