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چکیده
سابقه و هدف: در سال های اخیر نانوحامل ها تحول شگرفی را در درمان بسیاری از بیماری ها بوجود آورده اند. در میان این 
نانوحامل ها، نانوحامل های لیپیدی دارای اهمیت خاصی هستند. یکی از نانو حامل های لیپیدی آرکئوزوم می باشد. در این مطالعه برای 

افزایش کارایی و کاهش عوارض جانبی پاکلی تاکسل، این دارو نانوآرکئوزومه شد. 
مواد و روش ها: برای تهیه پاکلی تاکسل نانوآرکئوزومه، آرکئوزوم در نسبت مشخصی از بافر PBS حل شد. میانگین قطر ذرات 
با استفاده از دستگاه زتاسایزر بدست آمد. بازده انکپسولاسیون فرمولاسیون تهیه شده با روش اسپکتروفتومتری محاسبه شد. با استفاده 
از روش MTT میزان سایتوتوکسیسیتی فرمولاسیون تهیه شده بررسی شد. الگوی رهایش دارو طی 26 ساعت با استفاده از روش دیالیز 
مورد بررسی قرار گرفت.  با استفاده از شبکه عصبی مصنوعی میزان رهایش دارو از فرمولاسیون نانوآرکئوزومی با دقت بالا پیش بینی شد. 

در این روش از 4 لایه با 20 نورون در لایه های پنهان، رهایش پاکلی تاکسل از فرمولاسیون نانوآرکئوزومی پیش بینی شد.
انکپسولاسیون فرمولاسیون تهیه شده 99/1±0/21  بازده  نانومتر شد.  نانوآرکئوزومه 521/4  میانگین قطر پاکلی تاکسل  یافته ها: 
درصد بدست آمد. میزان رهایش دارو از نانولیپوزوم های پگیله طی 26 ساعت 0/149% بدست آمد. مقادیر پیش بینی شده برای رهایش 

پاکلی تاکسل نانوآرکئوزومی دارای رگرسیون )R( 0/99716 و میانگین مربع خطای )MSE(  13-10 × 4/01 بود.
نتیجه گیری: مدل استفاده شده در این مطالعه نشان دهنده ی این است که شبکه عصبی مصنوعی می تواند میزان انتشار را با 
دقت بالا پیش بینی کند. همچنین این امکان وجود دارد که میزان انتشار را برای داروهای دیگر با این مدل پیش بینی کند. اگرچه باید 

در نظر گرفته شود که انتشار دارو دارای الگوی خاصی است.
کلمات کلیدی: نانوآرکئوزوم، پاکلی تاکسل، سایتوتوکسیسیتی، MCF-7، شبکه عصبی مصنوعی
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مقدمه
پاکلی تاکسل از داروهای مورد استفاده در درمان سرطان سینه 
متابولیزه  کوتاه  عمر  نیمه  یک  با  دارو  این  متاسفانه  باشد.  می 
به غلظت مورد  به منظور دستیابی  به همین دلیل  می شود و 
نیاز در طی دوره های مناسب زمانی، استفاده مکرر از دوزهای 
نسبتا بالا ضروری است و این مسئله منجر به سمیت می شود 
 )13(. استفاده از نانوحامل ها به منظور بهبود کارایی و الگوی 

سمیت پاکلی تاکسل به نظر امیدبخش می رسد. نانوحامل ها 
نانوفناوری استفاده می شود  به عنوان یک فناوری پیشگام در 
)1(. از میان این نانوحامل ها، دارورسانی مبتنی بر چربی1، در 
دهه های اخیر بیشتر مورد توجه بوده است )12(. آرکئوزوم ها 
از نانوحامل های لیپیدی بوده و ساختار آنها از چربی های غشاءِ 
آرکئوباکتریال شامل چربی های دی اتر و/یا تترا اتر ساخته شده 
است )16(. این نانوحامل ها زیست سازگار و زیست تخریب پذیر 
های  )15،10(. چربی  نیستند  بدن2 سمی  داخل  در  و  هستند 
آرکی باکتریال در مقایسه با دیگر فسفولیپیدها، ساختار منحصر
1 Lipid

2 In vivo
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به فردی دارند. این چربی ها از زنجیره های ایزوپرونوئید که به 
گلیسرول متصل شده اند ساخته شده اند )8(.  که این ساختار 
در  پایداری  از جمله  متمایزی  ویژگی های  آمدن  بوجود  باعث 
مقابل اکسیداسیون، افزایش pH  و مقابله با نمک های صفراوی 

و لیپازها می شود )3(.
به  تاکسل  پاکلی  کردن  نانوآرکئوزومه  مطالعه،  این  از  هدف 
منظور بهبود شاخص درمانی و کاهش عوارض جانبی و همچنین 
پیش بینی رهایش این دارو با استفاده از شبکه عصبی مصنوعی 

)ANN(1 می باشد.
 in vitro از آنجا که انجام روش های آزمایشگاهی چه در محیط
و چه در محیط in vivo هزینه زیادی را در بر دارند، می توان 
با استفاده از تکنیک ANN تا حد زیادی هزینه های اقتصادی 

را کم کرد.
انسان  عصبی  سیستم  از  گرفته  الهام  مصنوعی   عصبی  شبکه 
است و همانند مغز انسان، متشکل از نورون های متعدد است. 
این شبکه ها دارای پتانسیل برای یادگیری، به خاطر سپردن، و 

جعل ارتباط بین داده ها است )6(.
این شبکه ها سیستم هوشمند پویا مبتنی برداده های تجربی 
هستند که به هیچ قیاس منطقی و انتقال دانش برای ساختار 
شبکه از طریق پردازش داده های تجربی نیاز ندارند. شبکه های 
عصبی مصنوعی، قواعد عمومی بر اساس محاسبات انجام شده 

بر روی داده های عددی و یا نمونه ها بدست می آورد )11(.
مواد و روش ها

پاکلی تاکسل و محلول MTT 2)0/5 میلی گرم بر میلی لیتر( 
 ،DMSO ،از شرکت سیگما3 خریداری شد. اتانول، ایزوپروپانول
Mg�  ،Mg2Cl2.5H2O  ،KCl  ،HCl  ،Yeast extract  ،Peptonn

گردید.  تهیه  مرک4  شرکت  از   CaCl2.2H2O و   SO4.7H2O

سلول  و  اینویتروژن5  شرکت  از   RPMI  1640 کشت  محیط 
MCF-7 از بانک سلولی انستیتو پاستور ایران تهیه شد.

ساخت داروی نانوآرکئوزومه
 ،Pepton از  برای تهیه ی محیط کشت، نسبت های مشخصی 

1	  Artificial neural network

2	  (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium 
bromide

3	  Sigma

4	  Merck

5	  Invitrogen

 ،MgSO4.7H2O ،Mg2Cl2.5H2O ،KCl ،HCl ،Yeast extract

CaCl2.2H2O در 8 میلی لیتر بافر PBS با pH7.4 حل شد. پس 

از اتوکلاو کردن محیط کشت ساخته شده، آرکی باکتر ها  به 
آن اضافه شد و جهت رشد درون دستگاه شیکر انکوباتور با دمای 
30 درجه سانتیگراد و سرعت 150 دور بر دقیقه قرار داده شد. 
پس از 48 ساعت محیط کشت حاوی باکتری با سرعت 4000 
دور بر دقیقه به مدت 15 دقیقه سانتریفیوژ گردید. پس از آن 
سوپرناتانت دفع شد. آرکئوزوم ها با استفاده از روش بلیق و دیر 
استخراج شدند )4(. لیپید های قطبی با استفاده از استون سرد 
شدند و پس از  اینکه رسوب کردند در کلروفرم ذخیره شدند. 
آرکئوزوم های تهیه شده در 20 میلی لیترPBS به همراه 10 
 DMSO میکرولیتر  قبلا در 100  تاکسل که  پاکلی  میلی گرم 
حل شده بود، حل شد. به منظور یکنواخت کردن آرکئوزوم ها 
و افزایش بهره بری فرمولاسیون تهیه شده به مدت 10 دقیقه با 
فرکانس 60 هرتز سونیکه )Bandelin Sonorex Digitec( شد.

تعیین اندازه نانو ذره
با استفاده از دستگاه زتا سایزر6  نانوآرکئوزوم ها   متوسط قطر 

مورد بررسی قرار گرفت.
بازده انکپسولاسیون

جهت بررسی مقدار پاکلی تاکسل بارگذاری شده، یک میلی لیتر 
با سرعت 13000  تهیه شده  فرمولاسیون  از  میلی گرم(   2/5(
دور بر دقیقه به مدت 30 دقیقه در دمای 4 درجه سانتی گراد 
اسپکتروفتومتر  دستگاه  از  استفاده  با  سپس  شد.  سانتریفیوژ 
نوری  جذب   )SHIMADZU شرکت   UV – 1601PC )مدل 
سوپرناتانت حاصله در طول موج 227 نانومتر سنجیده شد. پس 
از آن با استفاده از فرمول زیر، بازده بارگذاری محاسبه گردید 

.)3(
100 × )حداکثر  داروی انکپسوله شده / مقدار داروی انکپسوله 

شده( = درصد بارگذاری دارو
برای رسم منحنی استاندارد غلظت های متفاوتی از پاکلی تاکسل 
بصورت سریالی تهیه شد و مقدار جذب با روش اسپکتروفتومتری 

در طول موج 227 نانومتر سنجیده شد.
بررسی رهایش دارو

مقدار  ها،  نانوآرکئوزوم  از  دارو  شدن  آزاد  الگوی  بررسی  برای 

6	  Zeta sizer

1393، بررسی اثر فرمولاسیون... تازه های بیو تکنولوژی سلولی - مولکولی دوره چهارم، شماره پانزدهم، تابستان 
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تاکسل  پاکلی  فرمولاسیون  از  گرم(  میلی   2/5( لیتر  میلی   1
در  و  شد  ریخته  دیالیز  کیسه  داخل  در  شده،  نانورکئوزومه 
روی  بر  در حالی که    pH=7/4 با  PBS بافر  لیتر   میلی   100
مگنتیک استایرر قرار داشت، قرار داده شد )26 ساعت، دمای 
بافر  37 درجه سانتی گراد(. سپس میزان داروی آزاد شده در 
PBS در بازه های زمانی مختلف، طی 26 ساعت با استفاده از 

روش اسپکتروفتومتری در طول موج 227 نانومتر اندازه گیری 
و درصد رهایش پاکلی تاکسل با استفاده از منحنی استاندارد به 

دست آمد. 
بررسی اثر سایتوتوکسیسیتی

صد میکرولیتر محیط کشت RPMI 1640 حاوی 10000 سلول 
MCF7 را در چاهک های پلیت 96 خانه ای7 ریخته و در دمای 
37 درجه سانتی گراد و تحت CO2 5% انکوبه شد. پس از  24 
ساعت محیط رویی سلول ها را برداشته و غلظت های مختلف 
از فرمولاسیون پاکلی تاکسل نانوآرکئوزومه شده و کنترل آن بر 
روی سلول ها ریخته و به مدت 24 ساعت در شرایط ذکر شده 
 MTT(0.5 انکوبه شد. سپس محلول رویی را برداشته و محلول
mg/ml( اضافه شد و پس از 3 ساعت انکوباسیون رنگ ارغوانی 

 100 در  زنده  های  سلول  در  فورمازان(  تشکیل  به  )مربوط 
موج 570  در طول  گردید. جذب  ایزوپروپانول حل  میکرولیتر 
نانومتر اندازه گیری )اسپکتروفتومترمدل Power Eave XS( و 

میزان IC50 با استفاده از برنامه ی Pharm  محاسبه گردید.
نتیجه گیری

تعیین اندازه ی نانو ذره
 521/4 زتاسایزر  دستگاه  از  استفاده  با  نانوذرات  قطر  میانگین 

نانومتر بدست آمد. 
درصد انکپسولاسیون

استاندارد  منحنی  به  توجه  با  تاکسل  پاکلی  بارگذاری  درصد 
داروی  مقدار  بارگذاری،  بازده  فرمول  به  توجه  با  شد.  محاسبه 
بارگذاری نشده بدست آمد، که با کم کردن از مقدار داروی اولیه 

درصد داروی بارگذاری شده طی 26 ساعت 99/1 بدست آمد.
بررسی رهایش دارو

تاکسل  پاکلی  فرمولاسیون  از  شده  آزاد  تاکسل  پاکلی  مقدار 
نانوآرکئوزمه شده در بافر PBS طی  بازه های زمانی 30 دقیقه، 

7	  96 Well Plate

1 ساعت، 1 ساعت و 30 دقیقه، 2 ساعت، 3 ساعت و 4 ساعت، 
5 ساعت، 6 ساعت، 24 ساعت، 25 ساعت، 26 ساعت با استفاده 
تاکسل  پاکلی  مقدار درصد  آمد.  به دست  استاندارد  از منحنی 
الگوی  آمد.  از 26 ساعت 0/149 درصد بدست  آزاد شده پس 
آورده   1 شکل  در  نانوآرکئوزومه  تاکسل  پاکلی  داروی  رهایش 

شده است.

شکل 1: الگوی رهایش دارو از فرمولاسیون پاکلی تاکسل نانو 
آرکئوزومه شده در مدت 26 ساعت

بررسی اثر سایتوتوکسیسیتی
تاکسل  پاکلی  فرمولاسیون  سایتوتوکسیسیتی  میزان 
 MTT نانوآرکئوزومه شده در غلظت های مختلف به کمک روش

بررسی شد که نتایج در شکل 2 آورده شده است.
شکل 2: مقادیر Mμ( IC50( برای دو فرمولاسیون پاکلی 

تاکسل نانوآرکئوزومه شده و پاکلی تاکسل استاندارد 
شبکه عصبی مصنوعی

 در این تحقیق از یک شبکه عصبی 4 لایه ای با 20 نورون در 
لایه های پنهان استفاده شد. تعداد نورون های لایه های پنهان 
با توجه به حداقل خطای میانگین مربعات )MSE( برای پیش 
بینی داروی آزاد شده در مقایسه با مقادیر تجربی تعیین شد. 
feed-forward back propaga�  برای آموزش شبکه از الگوریتم 

tion استفاده شد. در مطالعه ی کنونی برای پیش بینی پاکلی 

تاکسل آزاد شده از یک مجموعه ی داده )زمان انتشار( استفاده 
شد. پس از مرحله ی آموزش مجموعه ی دیگری از داده ها که 
در آموزش شبکه مداخله نداشته اند، برای تست شبکه استفاده 
شد. مقادیر پیش بینی شده برای رهایش دارو با مقادیر تجربی 

مقایسه شد و نمودار مربوطه در شکل 2 مشاهده می شود.

شکل 2: مقادیر پیش بینی شده برای پاکلی تاکسل نانوآرکئوزومه 
با استفاده از ANN در مقایسه با مقادیر تجربی

تازه های بیوتکنولوژی سلولی - مولکولی دوره چهارم، شماره پانردهم، سید ابراهیم علوی و همکاران
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مقادیر پیش بینی شده برای رهایش پاکلی تاکسل نانوآرکئوزومه 
آماری  آنالیز   1 جدول  است.   0/99716  )R( رگرسیون  دارای 

مدلسازی را نشان می دهد.
RMSE

فرمولاسیون نانوآرکئوزومه10-13 × 0/997164/01
جدول شماره 1: نتايج حاصل از آناليز آماري مدل سازي

بحث
انواع  درمان  برای  نوین  درمان  از  نوعی  هدفمند  دارورسانی 
بیماری ها است. ثابت شده است که نانوحامل ها تونایی رساندن 
ها  نانوحامل  این  از  یکی  دارند.  های هدف  به سلول  را  داروها 

آرکئوزوم است.
در سال 2010 لی و همکاران، پتانسیل آرکئوزوم ها را به عنوان 
یک حاملی برای دارو رسانی از طریق دهان در مورد داروهای 
پپتیدی )انسولین( بر روی موش های دیابتی بررسی کردند )8(. 
در مطالعه ای که کریشنا و همکاران بر روی موش انجام دادند به 
این نتیجه رسیدند که آرکئوزوم هیچ گونه سمیتی حتی در دراز 
مدت بر روی موش ها ندارد )7(. در سال 2011 لی و همکاران 
پتانیسل های ایمنی آرکئوزوم های ساخته شده از PLFE8 را به 
عنوان وسیله انتقال واکسن از راه دهان  مورد بررسی قرار دادند 
قابل توجهی در  ثبات  بود که آرکئوزوم ها  این  نتایج گویای  و 
محیط های شبیه سازی شده ی معده ای و روده ای داشتند و 
همچنین آرکئوزوم ها باعث طولانی تر شدن طول عمر آنتی ژن 
های نشان دار شده با فلورسنت دستگاه گوارش پس از تجویز 

خوراکی شدند )9(.
نانوآرکئوزومه  تاکسل  پاکلی  فرمولاسیون  اثر  مطالعه  این  در 
داده  قرار  بررسی  مورد  سینه  سرطان  سلولی  ی  رده  روی  بر 
در  نانوذرات  قطر  میانگین  گیری  اندازه  از  حاصل  نتایج  شد. 
را  ذرات  ی  اندازه  نانوآرکئوزومه  تاکسل  پاکلی  فرمولاسیون 
داروی  میزان  بررسی  همچنین   .)17( کرد  تایید  نانو  ابعاد  در 
بارگذاری شده نشان داد که مقدار قابل توجهی از پاکلی تاکسل 

بارگذاری شده است. 
اثر سایتوتوکسیسیتی فرمولاسیون پاکلی تاکسل نانوآرکئوزومه 
آزمایش  این  در  قرار گرفت.  بررسی  مورد   MTT با روش  شده 
سایتوتوکسیسیتی  اثر  دارو  فاقد  ی  نانوآرکئوزومه  فرمولاسیون 

8	  Polar lipid fraction E

ناچیزی را بر روی MCF-7 نشان داد. شکل 2 نشان می دهد که 
اثر سایتوتوکسیسیتی فرمولاسیون پاکلی تاکسل نانوآرکئوزومه 
برای  باشد.  از داروی استاندارد پاکلی تاکسل مقدار می  بیشتر 
توجیه این مطلب می توان گفت که فرمولاسیون حاوی آرکئوزوم 
پایداری بیشتری نسبت به شرایط مختلف )pH، دما، لیپازها و 
لیپیدی،  بدلیل وجود پوشش  از خود نشان می دهند و  غیره( 
رهایش دارو از آن نسبت به داروی استاندارد کندتر می باشد.  

برای بررسی الگوی رهایش دارو در بازه های زمانی مختلف از 
روش دیالیز استفاده شد. این بررسی نشان داد که رهایش دارو 
انتظار  که  همانطور  و  گیرد  می  انجام  آهسته  نسبتاً  به صورت 
داشتیم استفاده از نانوآرکئوزوم ها به عنوان عامل دارو رسانی 
با   .)5( دارد  دارو  رهایش  سرعت  کردن  کند  در  بسزایی  نقش 
توجه به شکل 1، آزاد سازی پاکلی تاکسل شامل دو فاز انتشار 
سریع و کند بود. همچنین در این شکل نشان داده شده است که 
میزان رهایش دارو در 3 ساعت اول بیشتر بود. در این پژوهش 
بینی  پیش  مصنوعی  عصبی  شبکه  از  استفاده  با  دارو  رهایش 
و  اخیر  ی  دهه  چند  در  مصنوعی  عصبی  های  شبکه  گرديد. 
در مطالعات صورت گرفته برای مدلسازی سیستم های پیچیده 
در  اند.  داده  نشان  خود  از  بالایی  بسیار  قابلیت  خطی  غیر  و 
فرمول  عنوان  به  الگوریتم  یک  کردن  پیدا  امكان  که  مواردی 
از  خروجی  و  ورودی  های  نمونه  تعداد  که  زمانی  یا  و  نباشد، 
سیستم زیاد باشد و قصد طراحی مدلی برای آن سیستم وجود 
تواند  از شبکه های عصبی مصنوعی می  استفاده  باشد،  داشته 
مفید باشد. شبکه های عصبی ابزار قدرتمندی در تعیین روابط 
بسیار پیچیده برای مدل سازی در سیستم هایی که تنها ورودی 

و خروجی در آن مشخص است، می باشد )14(.
این مدل با استفاده از یک مجموعه داده از دارو برای آموزش بود 
و با مجموعه ی دیگری از داده ها که در مرحله آموزش دخالتی 
نداشت تست شد . مدل استفاده شده که در آن برای آموزش 
شبکه از الگوریتم feed-forward back propagation استفاده 
شد نشان داد که روش شبکه عصبی مصنوعی می تواند مقدار 
انتشار را با دقت بالا پیش بینی کند. همچنین این امکان وجود 
با این مدل پیش  انتشار را برای داروهای دیگر  دارد که مقدار 
بینی کند، اگرچه  باید در نظر گرفته شود که انتشاردارو دارای 

الگوی خاصی است .

1393، بررسی اثر فرمولاسیون... تازه های بیو تکنولوژی سلولی - مولکولی دوره چهارم، شماره پانزدهم، تابستان 
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