
بررسی اثر سمیت آرتیمیزینین نانولیپوزومه شده بر رده ی سلولی سرطان سینه
ندا دادگر1*، سید ابراهیم علوی2، مائده کوهی مفتخری اصفهانی2، محسن چیانی2، سپیده ترابی3، عظیم اکبرزاده2

1 گروه بیوتکنولوژی، دانشکده کشاورزی، دانشگاه علوم و تحقیقات تهران، تهران، ايران

2 بخش نانوبیوتکنولوژی، پايلوت، انستیتو پاستور ايران، تهران، ايران

3 گروه اصلاح نباتات دانشکده کشاورزی دانشگاه علوم و تحقیقات تهران ، تهران، ايران

چکیده
مقدمه: در سال های اخیر نانوحامل ها تحول شگرفی را در درمان بسیاری از بیماری ها بوجود آورده اند. در میان اين نانوحامل ها، 
لیپوزوم ها از اهمیت ويژه ای برخوردار هستند. آرتیمیزينین از داروهای مورد استفاده در درمان سرطان سینه می باشد. اين دارو علاوه 

بر خواص درمانی دارای عوارض جانبی هم می باشد. به همین دلیل ما با استفاده از لیپوزوم سعی کرديم از عوارض جانبی کم کنیم.
مواد و روش ها: برای تهیه آرتیمیزينین نانولیپوزومه شده نسبت های مشخصی از فسفاتیديل کولین، کلسترول، پلی اتیلن گلايکول 
به  نانولیپوزومه شده  از دستگاه زتاسايزر میانگین قطر آرتیمیزينین  با استفاده  با يکديگر ترکیب گرديد. سپس  2000 و آرتیمیزينین 
دست آمد. بازده بارگذاری برای اين فرمولاسیون با استفاده از روش اسپکتروفتومتری بدست آمد. با استفاده از روش ديالیز میزان رهايش 
آرتیمیزينین از فرمولاسیون تهیه شده طی 24 ساعت بررسی شد. میزان سايتوتوکسیسیتی آرتیمیزينین نانولیپوزومه ی پگیله شده با 

استفاده از روش MTT مورد بررسی قرار گرفت.
یافته ها: میانگین قطر نانولیپوزوم ها 455 نانومتر گزارش شد. بازده بارگذاری و میزان رهايش دارو از نانولیپوزوم های پگیله شده 
 IC50 برای فرمولاسیون آرتیمیزينین نانولیپوزومه ی پگیله شده به ترتیب 3/5±91/62 و 5/17 درصد گزارش شد. نتايج  نشان داد که

فرمولاسیون تهیه شده نسبت به داروی استاندارد مقدار کمتری را داراست.  
نتیجه گیری: اين مطالعه نشان داد که با نانولیپوزومه و پگیله کردن داروی آرتیمیزينین میزان سايتوتوکسیتی اين دارو نسبت به 

داروی استاندارد افزايش می يابد. 
کلمات کلیدی: نانولیپوزوم، آرتیمیزينین، سرطان سینه، پگیله کردن

مقدمه
فن آوری نانو، انقلابی را در تشخیص و درمان سرطان به وجود 
نانو  است )15(. حامل های درمانی مختلفی در مقیاس  آورده 
برای استفاده بالینی مورد استفاده قرار می گیرند. نانو حامل ها 
باعث افزايش حلالیت دارو، کنترل رهايش دارو، کاهش عوارض 
جانبی و بهبود توزيع زيستی دارو می شوند )3(. در میان اين 
بر چربی)لیپید(، در دهه های  مبتنی  دارورسانی  ها،  نانوحامل 
اخیر بیشتر مورد توجه بوده است )14(. يکی از اين حامل های 
لايه  چند  يا  يک  از  ها  لیپوزوم  باشد.  می  ها  لیپوزوم  دارويی، 
از محفظه  اند که متشکل   ی چربی متحدالمرکز تشکیل شده 

باشد  می  لیپیدی  دولايه  بین  در  که چربی  آبی  و  های چربی 
شیمی  به  توان  می  سینه  سرطان  درمان  های  راه  از   .)8،11(
از داروهای  اشاره کرد )6(. يکی  راديوتراپی و جراحی  درمانی، 
مورد استفاده در درمان سرطان سینه، آرتیمیزينین می باشد. 
آرتیمیزينین يک لاکتون ترپن جدا شده از برگ درخت درمنه 
است )5،9(. مولکول آرتیمیزين باعث صدمه ی مولکولی و در 
نهايت می تواند منجر به مرگ سلول شود )1،5(. اين دارو علاوه 
بر خواص درمانی باعث بروز عوارض جانبی در طولانی مدت می 
شود. يکی از موارد بحث برانگیز در نانودرمانی کاهش و يا حذف 
از  نانو دارورسانی يکی  فناوری  باشد.  کامل عوارض جانبی می 
روش های مدرن و موفق در کاهش اين عوارض می باشد. در 
اين مطالعه به منظور بهبود اثر درمانی و کاهش عوارض جانبی، 

آدرس نويسنده مسئول : تهران- دانشگاه علوم و تحقیقات تهران- دانشکده 
 فنی و مهندسی- گروه بیوتکنولوژی کشاورزی

Email :nedadadgar89@yahoo.com 
 تاريخ دريافت مقاله: 91/9/2

تاريخ پذيرش: 2/24/ 92
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داروی آرتیمیزينین نانولیپوزومه و پگیله شد.
مواد و روش ها

مواد
گلیکول  اتیلن  پلی  کلسترول،  کولین،  فسفاتیديل  آرتیمیزين، 
PEG 2000( 2000( و محلول MTT 1)0/5 میلی گرم بر میلی 
 RPMI کشت  محیط  شد.  خريداری  سیگما2  شرکت  از  لیتر( 
1640 از شرکت اينويتروژن3 خريداری شد. اتانول و ايزوپروپانول 

از شرکت مرک4 و سلول MCF7 از بانک سلولی انستیتو پاستور 
ايران تهیه گرديد.

تهیه داروی نانولیپوزومه و پگیله
فسفاتیديل کولین، کلسترول و PEG 2000 )نسبت 1:5:14( در 
مقدار مشخصی اتانول 98% حل شد )دمای محیط، 400 دور بر 
دقیقه(. سپس 1 میلی گرم آرتیمیزين اضافه و با کمک همزن 
مغناطیسی  مخلوط گرديد )دمای محیط، 15 دقیقه، 300 دور 
اواپوراتور )شرکت هیدلف5  روتاری  به کمک  اتانول،  بر دقیقه(. 
سرم  لیتر  میلی   12 در  حاصله  ژلوز  و  گرديد  تبخیر  آلمان( 
فیزيولوژی حل گرديد. سپس فرمولاسیون تهیه شده به مدت 
5 دقیقه سونیکه )Bandelin Sonorex Digitec، 60 هرتز( شد.

اندازه گیری نانوذرات
يک میلی گرم از فرمولاسیون تهیه شده در 10 میلی لیتر سرم 
فیزيولوژی حل گرديد و پس از اندازه گیری جذب آن در 630 
زتا  دستگاه  از  استفاده  با  ها  نانولیپوزوم  قطر  میانگین  نانومتر، 

سايزر )Malvern Instruments Ltd( سنجیده شد.

بازده انکپسولاسیون

از  گرم  میلی  يک  شده،  محصور  داروی  مقدار  محاسبه  برای 
به  دقیقه  بر  دور   50000 سرعت  با  شده  تهیه  فرمولاسیون 
سانتريفوژ شد.  گراد  سانتی  درجه   4 دمای  در  دقیقه  مدت30 
 UV – )مدل  اسپکتروفوتومتر  دستگاه  از  استفاده  با  سپس 
سوپرناتانت  نوری  جذب   )SHIMADZU شرکت   1601PC

1  (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide
2  Sigma
3  Invitrogen
4  Merck
5  Heidolph

فرمولاسیون تهیه شده در طول موج 195 نانومتر سنجیده شد. 
پس از آن با استفاده از فرمول1، بازده انکپسولاسیون محاسبه 

شد.

فرمول 1

بررسی رهایش دارو

برای بررسی الگوی رهايش دارو از فرمولاسیون نانولیپوزومه ی 
تهیه شده، درکیسه  فرمولاسیون  از  پگیله، مقدار 1 میلی گرم 
ديالیز ريخته شد و در 25 میلی لیتر  بافر PBS با  pH 7.4 در 
شد  داده  قرار  داشت،  قرار  استايرر  مگنتیک  روی  بر  که  حالی 
)دمای محیط، 48 ساعت(. سپس میزان داروی آزاد شده در بافر 
به روش اسپکتروفتومتری  بازه های زمانی مختلف  PBS  طی 

در طول موج 195  نانومتر اندازه گیری و درصد رهايش دارو با 
استفاده از منحنی استاندارد دارو به دست آمد. 

بررسی اثر سایتوتوکسیسیتی
پس از کشت رده سلولی MCF7 ، 100 میکرولیتر از سوسپانسیون 
که حاوی 10000 سلول بود در چاهک های پلیت 96 خانه ای 
ريخته و در دمای 37 درجه سانتی گراد و تحت CO25 % انکوبه 
شد. پس از 24 ساعت محیط رويی سلول ها را برداشته و غلظت 
نانولیپوزومه و پگیله  های مختلف از فرمولاسیون آرتیمیزينین 
بر  استاندارد  آرتمیزينین  داروی  و همچنین  آن  کنترل  و  شده 
روی سلول ها ريخته شد. سپس به مدت 24 ساعت در شرايط 
از آن محلول رويی را بیرون ريخته  انکوبه شد. پس  ذکر شده 
و100 میکرولیتر از  محلول MTT )0/5 میلی گرم بر میلی لیتر( 
اضافه شد و پس از 3 ساعت انکوباسیون رنگ ارغوانی )مربوط 
میکرولیتر   100 در  زنده  های  سلول  در  فورمازان(  تشکیل  به 
اندازه  نانومتر  ايزوپروپانول حل شد. جذب در طول موج 570 
 IC50 و میزان )Power Eave XS گیری )اسپکتروفوتومترمدل

با استفاده از برنامه pharm محاسبه گرديد.

1392،  بررسی... تازه های بیو تکنولوژی سلولی - مولکولی دوره چهارم، شماره سیزدهم، زمستان 
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یافته ها
اندازه گیری نانوذرات

از  استفاده  با  پگیله  ی  نانولیپوزومه  آرتمیزينین  قطر  میانگین 
دستگاه زتاسايزر 455 نانومتر بدست آمد.

بازده انکپسولاسیون

فرمولاسیون   )EE%( انکپسولاسیون  بازده  آوردن  بدست  جهت 
با توجه به فرمول 1 مقدار  نانولیپوزومه ی پگیله  آرتیمیزينین 
به مقدار  با توجه  انکپسوله نشده بدست آمد، که  آرتیمیزينین 
که  آمد  دست  به  شده  انکپسوله  داروی  درصد  اولیه  داروی 

3/5±91/62 درصد گزارش شد.

بررسی رهایش دارو

 مقدار رهايش دارو در بافر PBS برای فرمولاسیون تهیه شده 
طی بازه های زمانی 2 ساعت، 4 ساعت، 6 ساعت، 24 ساعت و 
48 ساعت  با استفاده از منحنی استاندارد آرتیمیزينین، 5/17 

درصد به دست آمد.

شکل 1: الگوی رهايش آرتیمیزينین از فر مولاسیون داروی نانولیپوزومه ی 

پگیله

بررسی اثر سایتوتوکسیسیتی
تکنیک  اساس  بر  مختلف  های  غلظت  در  دارو  سمیت  میزان 
داروی  فرمولاسیون  برای    IC50 مقدار  شد.  بررسی   MTT

نانولیپوزومه ی پگیله شده و داروی استاندارد با استفاده از برنامه 
ی Pharm بدست آمد که نتايج در شکل 2 مشاهده می شود.

شکل3: مقادير )IC50 )µg/ml  برای فرمولاسیون های داروی نانولیپوزومه 

ی پگیله شده و داروی استاندارد

بحث
در چند دهه ی اخیر تلاش گسترده ای در جهت درمان سرطان 
از داروهای کاربردی در درمان سرطان  سینه شده است. يکی 
استفاده  که  است  داده  نشان  ها  بررسی  است.  آرتیمیزين  ها 
از  جلوگیری  يا  و  پیشگیری  در  تواند  می  آرتیمیزين  روزانه 
از  تواند  می  آرتیمیزين   .)7( کند  کمک  سینه  سرطان  توسعه 
طريق مکانیسم های مختلف بر رشد سرطان اثرگذار باشد که 
باعث مرگ سلول های پیش سرطانی  مکانیسم ها  اين  از  يکی 
های  سلول  مرگ  باعث  مستقیم  طور  به  ديگر  مکانیسم  در  و 
آنتی  اثرات  داشتن  دلیل  به  دارو  اين   .)6( شود  می  سرطانی 
اثر مهارکنندگی رشد،  و  متاستاز  التهابی، ضد  آنژيوژنیک، ضد 
است  درمانی  شیمی  در  استفاده  برای  توجهی  مورد  کانديد 
برای  جديد  رويکرد  يک  شده  پگیله  لیپوزوم  تکنولوژی   .)7(
است.  درمانی  های  پروتئین  فارماکوکینتیکِ  خواص   بهبود 
پروتئین  با  های  حامل  عنوان  به  شده  پگیله  های  لیپوزوم 
غیرکووالان متصل شده، اما با ويژگی بالا در سطح خارجی استفاده 
پگیلاسون  زايی،  جهش  مثل  هايی  روش  خلاف  بر  شوند.  می 
مستقیم، يا همجوشی به پروتئین حامل، تکنولوژی لیپوزوم پگیله 
توالی اسید آمینه ی يک پروتئین را تغییر نمی دهد و دلبستگی 
کووالانسی عامل های برقراری ثبات را ايجاد نمی کند )4(. در 
سال 2005، چن و همکاران اثر آدريامايسین محصور در لیپوزوم 
از طرق مختلف بر مدل های منتشر شده ی سرطان سینه  را 
تجويز شده بودند، مورد بررسی قرار دادند و نتايج نشان دهنده 
ی جذب درصد بالايی از آدريامايسین محصور در لیپوزوم توسط 
نتايج نشان داد که میزان  بود و همچنین  سلول های توموری 
توکسیسیته ی دارو به شدت افزايش يافته است )3(. در سال 
2001، کرالد و همکاران میزان سمیت داروی دوکسوروبیسین 
دوکسوروبیسین  داروی  به  نسبت  را  لیپوزوم  در  شده  محصور 
داد  نشان  نتايج  که  دادند  قرار  بررسی  مورد  قلب  روی  بر  آزاد 
به  لیپوزوم  در  محصور  دوکسوروبیسین  داروی  قلبی  سمیت 
مقدار قابل توجهی کاهش يافت )12(. بررسی ها نشان داده شده 
است که داروهای پگیله شده مدت طولانی تری را در گردش 
خون به صورت پايدار باقی می مانند )10(. در اين مطالعه اثر 
ی  نانولیپوزومه  آرتیمیزينین  فرمولاسیون  سايتوتوکسیسیتی 
پگیله مورد بررسی قرار گرفت. پس از ساخت لیپوزوم ها به روش 

تازه های بیوتکنولوژی سلولی - مولکولی دوره چهارم، شماره سیزدهم، ندا دادگر و همکاران
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تبخیر فاز معکوس میانگین قطر نانوذرات اندازه گیری شد، که 
نتايج حاصل از آن اندازه ی لیپوزوم ها را در ابعاد نانو تايید کرد 
و  آبدوستی  ماهیت  گلايکول  اتیلن  پلی  چون  همچنین   .)13(
نفوذ پذيری بالايی دارد، به لايه های لیپوزمی نفوذ کرده و آن ها 
را به هم فشرده می سازد بنابراين نانوذرات ساخته شده نسبت به 
لیپوزوم، از قطر کمتری برخوردار می باشند. همانطور که نتايج 
نشان داد میزان قابل توجهی از آرتیمیزينین درون نانولیپوزوم 
پلی  که  آنجا  از  رسد  می  نظر  به  همچنین  شدند.  محصور  ها 
اتیلن گلايکول، نانولیپوزوم محتوی آرتیمیزينین را می پوشاند، 
خروج دارو را کندتر کرده و باعث می شود ماندگاری دارو بیشتر 
مانند  نامحلولی  داروهای  گلايکول  اتیلن  پلی  همچنین  شود. 
آرتیمیزينین را به صورت محلول در می آورد که اين امر سبب 
افزايش انکپسولاسیون می گردد. اثر سیتوتوکسیک فرمولاسیون 
تهیه شده با روش MTT مورد بررسی قرار گرفت. نتايج نشان 
نانولیپوزومه ی پگیله IC50 ی کمتری را  داد که فرمولاسیون 
نسبت به داروی استاندراد دارد و اين نشان دهنده ی آن است 
که سمیت فرمولاسیون تهیه شده نسبت به فرم استاندارد دارو 
پلی  که  گفت  توان  می  پديده  اين  توجیه  برای  است.  بیشتر 
دارو  رهايش  و کم شدن  پايداری  افزايش  باعث  گلیکول   اتیلن 

می شود.

سپاسگذاری

پايلوت  بخش  در  پژوهش  اين  آزمايشگاهی  مراحل  تمامی 
بیوتکنولوژی انستیتو پاستور ايران انجام شده است. بدينوسیله 
تمام  با  که  زهرا صفاری  و خانم  قاسمی  آقای سهیل  از جناب 
عمل  به  تشکر  و  تقدير  اند،  داشته  را  لازم  همکاری   وجود 

می آيد.

1392،  بررسی... تازه های بیو تکنولوژی سلولی - مولکولی دوره چهارم، شماره سیزدهم، زمستان 
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