
بررسی اثر هیدروکسی اوره ی نانولیپوزومه شده بر روی رده ی سلولی سرطان سینه
سید ابراهیم علوی1، مائده کوهی مفتخری اصفهانی*2، محسن چیانی3، عظیم اکبرزاده4، امیر حیدری نسب5

 1 کارشناس ارشد، دانشگاه علوم و تحقیقات تهران، دانشکده فنی و مهندسی، گروه مهندسی شیمی،گروه بیوتکنولوژی

 2  کارشناس ارشد، دانشگاه علوم و تحقیقات تهران، دانشکده فنی و مهندسی،گروه مهندسی شیمی،گروه بیوتکنولوژی

 3 کارشناس ارشد، میدان پاستور- خیابان 12 فروردین- انستیتو پاستور ایران-بخش بیوتکنولوژی- پایلوت

 4 دانشیار، دانشگاه علوم و تحقیقات تهران- دانشکده فنی و مهندسی- گروه مهندسی شیمی-گروه بیوتکنولوژی

5 استاد، میدان پاستور- خیابان 12 فروردین- انستیتو پاستور ایران-بخش بیوتکنولوژی- پایلوت

چکیده 

مقدمه: بیماری سرطان یکی از مخرب ترین بیماری ها در جهان است و سرطان سینه یکی از  شایع ترین انوع سرطان در بین زنان 
می باشد. هیدروکسی اوره از داروهای مهم  در شیمی درمانی می باشد که با وجود خواص درمانی در دراز مدت عوارض جانبی متعددی 
را درپی دارد. این تحقیق با هدف استفاده از فناوری نانودارورسانی به روش لیپوزومه کردن دارو درجهت کاهش عوارض جانبی و افزایش 

شاخص درمانی انجام گردید. 
مواد و روش ها: برای تهیه نانولیپوزوم، نسبت مشخصی از فسفاتیدیل کولین و کلسترول با یکدیگر ترکیب نموده و سپس داروی 
هیدروکسی اوره به آن اضافه گردید. میانگین قطر هیدروکسی اوره ی نانولیپوزومه شده با کمک دستگاه زتا سایزر اندازه گیری شد. 
همچنین درصد انکپسولاسیون محاسبه شد. الگوی آزادسازی دارو از نانولیپوزوم ها نیز با استفاده از روش دیالیز انجام شد. در نهایت اثر 

سایتوتوکسیسیتیِ فرمولاسیون تهیه شده با استفاده از روش MTT مورد بررسی قرار گرفت.
یافته ها: میانگین قطر هیدروکسی اوره ی نانولیپوزومه شده و  با بازده انکپسوله شده هیدروکسی اوره ی نانولیپوزومه به ترتبب 402/5 
نانومتر و  70/836 درصد محاسبه گردید. همچنین الگوی آزادسازی دارو از نانولیپوزوم ها به روش دیالیز نشان داد که میزان رهایش دارو 

از داروی نانولیپوزومه طی 28 ساعت برابر با 25/85% می باشد. 
نتیجه گیری: این مطالعه نشان داد که اثر سایتوتوکسیسیتی داروی نانولیپوزومه بیشتر از داروی استاندارد می باشد.

کلمات کلیدی: سرطان سینه، نانودارورسانی، هیدروکسی اوره، لیپوزومه کردن

مجله تازه هاي بیوتکنولوژی سلولي- مولكولي
دوره سوم، شماره یازدهم، تابستان 1392 

مقدمه

جهان  مختلف  نقاط  در  سلامتی  مشکلات  ترین  بزرگ  از 
سینه  سرطان   .)4( کرد  اشاره  سرطان  بیماری  به  توان   می 
شایع ترین نوع سرطان در بین زنان جهان شناخته شده است 
)15(. این بیماری سالانه جان هزاران انسان را می‌گیرد. عوامل 
موثر بر باروری، محیط زیست، شیوه ی زندگی و فعالیت های 
سرطان   .)10( باشند  می  روند  این  بر  توضیحی  همگی  بدنی 
داده  تشخیص  های  سرطان  در  اول  ی  رتبه  ایران،  در   سینه 

شده در میان زنان ایرانی را دارا است )13(. متاسفانه در ایران 
توزیع  و  مراحل  پاتولوژیک،  بالینی  های  ویژگی  که  مطالعاتی 
از  اندک است )5،6،12(.  بیماری را نشان دهد بسیار  این   سن 
توان  می  سینه  سرطان  درمان  برای  رایج  درمانی  های  روش 
 .)4( کرد  اشاره  درمانی  شیمی  و  رادیوتراپی  جراحی،  به 
باشد  می  سرطانی  ضد  داروهای  جمله  از  اوره  هیدروکسی 
داسی  سلول  خونی  کم  خونی،  های  بدخیمی  درمان  در  که 
مورد  ها  بیماری  دیگر  و  میلوپروریفلاتیو، سرطان سینه  شکل، 
اوره  هیدروکسی  از  استفاده   .)8،9،16( گیرد  می  قرار  استفاده 
مانند  پوستی  و  خونی  نامطلوب  های  واکنش  با  مدت  دراز  در 

آدرس نویسنده مسئول : گروه بیوتکنولوژی- گروه مهندسی شیمی- 
 دانشکده فنی و مهندسی-دانشگاه علوم و تحقیقات تهران

Email : maedehkoohi@gamil.com 
 تاریخ دریافت مقاله: 1391/06/06

تاریخ پذیرش: 1391/08/30
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آتروفی  و  آلوپسی3  اسکلرال2  ی  رنگدانه  هیپرپیگمانتاسیون1، 
کاهش  برای  مختلفی  های  )3،14(. روش  است  پوست4 همراه 
عوارض جانبی و افزایش بازده درمان بکار گرفته شده است. فن 
آوری نانو انقلابی در تشخیص و درمان سرطان به وجود آورده 
استفاده  برای  نانو  مقیاس  در  درمانی  های  حامل   .)11( است 
بالینی مورد استفاده قرار می گیرند که لیپوزوم یکی از این حامل 
ها می باشد. لیپوزوم ها وزیکول های دولایه ای فسفولیپیدی و 
متحدالمرکز هستند که دارای دو ناحیه آبدوست و آبگریز می 
باشند. داروهای آبدوست در محفظه ی آبی و داروهای آبگریز و 
دوگانه دوست در فسفولیپیدهای دولایه ای قرار می گیرند )7(. 
هدف از این مطالعه، نانولیپوزومه کردن داروی هیدروکسی اوره 
آن  جانبی  عوارض  کاهش  و  درمانی  شاخص  بهبود  منظور  به 

می‌باشد.

مواد و روش ها

ساخت داروی نانولیپوزومه ی پگیله شده
برای ساخت نانولیپوزوم، فسفاتیدیل کولین )سیگما( و کلسترول 
)سیگما( )به نسبت 10 به1( در 100 میلی لیتر از اتانول )مرک( 
98 درصد حل شد )دمای محیط، 300 دور بر دقیقه(، تا یک 
سوسپانسیون شفاف و زرد رنگ حاصل شود. برای ساخت داروی 
روتاری  دستگاه  از  استفاده  با  حاصل  اتانول  شده،  نانولیپوزومه 
دقیقه(  بر  دور   90 گراد،  سانتی  درجه   50 )دمای  اواپوراتور 
)ساخت شرکت Heidolph آلمان( حذف شد، سپس به میزان 
مشخص سرم فیزیولوژی و هیدروکسی اوره )سیگما( )8 میلی 
گرم( را به ژلوز حاصل اضافه کرده و مخلوط گردیدند. )دمای 
محیط، 24 ساعت، 300 دور بر دقیقه(. برای این فرمولاسیون، 
 5 مدت  به  ها  محلول  شد. سپس  تهیه  نیز  دارو  بدون  کنترلِ 
 Bandelin دقیقه با استفاده امواج صوت هموژنیزه شدند )مدل

.)Sonorex Digitec, 60 Hz

تعیین اندازه نانو ذره

 ) Malvern Instruments Ltd با استفاده از دستگاه زتاسایزر)مدل
میانگین قطر نانولیپوزوم ها اندازه گیری شد. 

درصد انکپسولاسیون 
یک  شده،  انکپسوله  ی  اوره  هیدروکسی  مقدار  بررسی  جهت 

هیدروکسی  فرمولاسیون  از  گرم(  میلی   0/32( لیتر   میلی 
اوره ی نانولیپوزومه با سرعت 13000 دور بر دقیقه به مدت زمان 
2 ساعت در دمای 4 درجه سانتریفیوژ شد. سپس با استفاده از 
SHI� شرکت UV – 1601PC  دستگاه اسپکتروفوتومتر )مدل 

MADZU( جذب نوری محلول رویی داروی نانولیپوزومه شده 

در طول موج 214 نانومتر سنجیده شد. پس از آن با استفاده از 
فرمول1، بازده انکپسولاسیون محاسبه گردید. 

انکپسولاسیون بازده درصد=  )شده انکپسوله داروی درصد(⁄)دارو 
کل(  ×صد

برای رسم منحنی استاندارد غلظت های متفاوتی از هیدروکسی 
اوره تهیه شد و مقدار جذب با روش اسپکتروفوتومتری در طول 

موج 214 نانومتر سنجیده شد. 

بررسی رهایش دارو

نانولیپوزوم ها، مقدار 0/32 میلی  از  دارو  بررسی رهایش  برای 
گرم از فرمولاسیون هیدروکسی اوره نانولیپوزومه شده، در داخل 
کیسه دیالیز ریخته شد و در 100 میلی لیتر  بافر فسفات سالین 
با pH  4.7 ، در حالی که بر روی مگنتیک استایرر قرار داشت، 
قرار داده شد )24 ساعت در دمای 37 درجه سانتی گراد(. سپس 
میزان داروی آزاد شده در بافر PBS به روش اسپکتروفتومتری در 
طول موج 214 نانومتر اندازه گیری و درصد رهایش هیدروکسی 

اوره با استفاده از منحنی استاندارد به دست آمد. 

بررسی اثر سایتوتوکسیسیتی دارو

 RPMI کشت  محیط  در   MCF-7 سلولی  رده  کشت  از  پس 
)اینویتروژن( ، 100 میکرولیتر سوسپانسیون حاوی 10000 سلول

 MCF-7 )ساخت انستیتو پاستور ایران( در چاهک های پلیت 
و  گراد  سانتی  درجه   37 دمای  در  و  شد  ریخته  ای  خانه   96
رویی  محیط  ساعت   24 از  پس  شد.  انکوبه   %5  CO2  تحت 
 سلول ها برداشته شد و غلظت های مختلف از فرمولاسیون داروی 

تازه های بیو تکنولوژی سلولی - مولکولی دوره سوم، شماره یازدهم، تابستان 1392، بررسی اثر هیدروکسی...

1- Hyperpigmentation
2- Scleral pigmentation
3- Alopecia
4- Skin atrophy
5- (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoli�
um bromide
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و  ریخته شد  ها  بر روی سلول  آن  و کنترل  نانولیپوزومه شده 
انکوبه گردید، سپس  به مدت 24 ساعت در شرایط ذکر شده 
محلول رویی برداشته و محلول MTT )0/5 میلی گرم بر میلی 
ارغوانی  رنگ  انکوباسیون،  ساعت   3 از  پس  و  شد  اضافه  لیتر( 
 100 در  زنده  های  سلول  در  فورمازان(  تشکیل  به  )مربوط 
موج  طول  در  جذب  شد.  حل  )مرک(  ایزوپروپانول  میکرولیتر 
 Power Eave 570 نانومتر اندازه گیری )اسپکتروفوتومتر مدل
 pharm برنامه  از  استفاده  با   IC50 میزان و  گیری  اندازه   )XS

محاسبه گردید. 

یافته ها

تعیین اندازه ی نانو ذره

اوره  هیدروکسی  ی  نمونه  برای  ها  نانولیپوزوم  قطر  میانگین 
نانولیپوزومه شده 402/5 نانومتر به دست آمد.

درصد انکپسولاسیون 

درصد انکپسولاسیون با توجه به منحنی استاندارد دارو محاسبه 
شد. با توجه به فرمول بازده بارگذاری )فرمول1(، مقدار داروی 
انکپسوله نشده محاسبه شد و با توجه به مقدار اولیه دارو در هر 
میلی لیتر از فرمولاسیون تهیه شده، درصد داروی انکپسوله شده 

برای داروی لیپوزومه شده 70/836 بدست آمد.

بررسی رهایش دارو

مقدار هیدروکسی اوره ی آزاد شده از فرمولاسیون دارویی تهیه 
شده در بافر PBS طی بازه های زمانی 1 ساعت، 2 ساعت، 3 
ساعت، 24 ساعت و 28 ساعت  با استفاده از منحنی استاندارد به 
دست آمد. مقدار داروی آزاد شده در بافر PBS برای فرمولاسیون 

هیدروکسی اوره نانولیپوزومه شده 25/85% شد.

منحنی1- میزان رهایش هیدروکسی اوره از فرمولاسیون هیدروکسی اوره 

.PBS لیپوزومه شده در بافر

بررسی اثر سایتوتوکسیسیتی دارو

ی  اوره  هیدروکسی  فرمولاسیون  سایتوتوکسیسیتی  میزان 
 MTT نانولیپوزومه شده در غلظت های مختلف به کمک روش

بررسی شد که نتایج در نمودار2 آورده شده است.

نمودار1- مقادیر IC50 )میلی گرم بر میلی لیتر( برای فرمولاسیون های 

هیدروکسی اوره ی نانولیپوزومه شده و هیدروکسی اوره استاندارد.

بحث

انواع  درمان  برای  نوین  درمان  از  نوعی  هدفمند  دارورسانی 
بیماری ها است و بخشی از آن مبتنی بر دارورسانی با استفاده 
نانوحامل،  این  انواع  از  یکی  است.  لیپیدی  های  نانوحامل  از 
لیپوزوم است. در سال 1996 نتایج پژوهش دیمیتری کرپوتین و 
همکاران منجر به ساخت ایمونولیپوزوم های حاوی داروهای ضد 
سرطان شد )1(. در سال 2001، کرالد و همکاران میزان سمیت 
به  نسبت  را  لیپوزوم  در  شده  محصور  دوکسوروبیسین  داروی 
داروی دوکسوروبیسین استاندارد بر روی قلب مورد بررسی قرار 
دادند که نتایج نشان داد که سمیت قلبی داروی دوکسوروبیسین 
محصور در لیپوزوم به مقدار قابل توجهی کمتر است )11(. در 
سال 2012 چی چانگ چانگ و همکاران در پژوهش خود که 
های  رده  روی  بر  را  شده  لیپوزومه  کرکومینوئید1  داروی  اثر 
  MDA-MB-231 و   MDA-MB-435S و   MCF-7 سلولی 
داروی   IC50 مقدار  که  رسیدند  نتیجه  این  به  کردند،  بررسی 
کمتر  نشده  لیپوزومه  داروی  از  شده  لیپوزومه  کرکومینوئید 
است، بنابراین با لیپوزمه کردن این دارو، درصد زنده مانی سلول 
آزمایش  کنونی،  پژوهش  در   .)2( یافت   کاهش  سرطانی  های 

1 - Curcuminoid

تازه های بیوتکنولوژی سلولی - مولکولی دوره سوم، شماره یازدهم، سید ابراهیم علوی و همکاران
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داروی  سلولی  سایتوتوکسیسیتی  میزان  سنجش  جهت  هایی 
هیدروکسی اوره به فرم استاندارد و مقایسه آن با شکل لیپوزومه 
ی دارو با روش MTT طراحی و اجرا شد. نتایج حاصل از اندازه 
گیری قطر لیپوزوم ها با استفاده از دستگاه زتاسایز، اندازه ذرات 
را در ابعاد نانو تایید کرد. همچنین بررسی میزان بارگذاری دارو 
نشان داد که مقدار انکپسولاسیون هیدروکسی اوره نانولیپوزومه 
شده 70/836% می باشد که در حد قابل قبولی می باشد. برای 
اینکه الگوی داروی آزاد شده در زمان های مختلف مشخص شود 
از روش دیالیز استفاده شد. نانوذرات فرمولاسیون تهیه شده برای 
 in vitro شرایط  تحت  شده  انکپسوله  اوره  هیدروکسی  انتشار 
مشخص شد )نمودار 1(. آزاد سازی هیدروکسی اوره از نانوذرات 
شامل فاز اولیه انتشار سریع و در ادامه ی آن فاز انتشار کند بود. 
با توجه به نمودار 1 می توان گفت که بیشترین میزان رهایش 
دارو در 2 ساعت اول رخ داده است. همچنین نتایج نشان داد که 
استفاده از نانولیپوزوم ها نقش بسزایی را در رهایش دارو دارد، 
زیرا دارو زمان بیشتری را صرف عبور از لایه های فسفولیپیدی 
می کند. اثر سایتوتوکسیسیتی فرمولاسیون داروی نانولیپوزومه 
آزمایش  این  در  قرار گرفت.  بررسی  مورد   MTT با روش  شده 
بر  سایتوتوکسیسیتی  اثر  دارو،  فاقد  نانولیپوزومی  فرمولاسیون 
روی MCF-7 نشان نداد. نتایج نشان داد که داروی نانولیپوزومه 
شده مقدار IC50 کمتری را نسبت به نمونه ی هیدروکسی اوره 
این بدان معنی است که میزان توکسوسیتیه  استاندارد دارد و 

دارو افزایش یافته است.

تشکر و قدردانی

بیوتکنولوژی  پایلوت  بخش  در  آزمایشگاهی  مراحل  تمامی 
انستیتو پاستور ایران انجام شده است. بدینوسیله از جناب آقای 
مریم  و  تقوی  مهدیه  امیری،  ها شقایق  و خانم  قاسمی  سهیل 
فرحناک که با تمام وجود همکاری لازم را داشته اند، تقدیر و 

تشکر به عمل می آید.
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