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چکیده
سابقه و هدف: سالانه بیماری سرطان سینه جان هزاران نفر را می گیرد. فن آوری نانو از مباحث عمده ی مجامع علمی امروز در 
زمینه دارورسانی هدفمند می باشد. فن آوری نانو کمک می کند تا زمان، مکان و سرعت آزاد سازی دارو کنترل شود. هیدروکسی اوره 
از داروهای مورد استفاده در درمان سرطان سینه است که استفاده از آن عوارض جانبی يی را در پی دارد. به همین دلیل برای کاهش 

عوارض، افزايش کارايی، راحتی و آسايش بیماران از فن آوری نانو دارورسانی لیپوزومی استفاده شد. 
مواد و روش ها: نسبت مشخصی از فسفاتیديل کولین، کلسترول و پلی اتیلن گلايکول 2000 با يکديگر ترکیب شدند، سپس 
داروی هیدروکسی اوره به آن اضافه گرديد. میانگین قطر هیدروکسی اوره ی نانولیپوزومه ی پگیله با کمک دستگاه زتا سايزر اندازه گیری 
شد. بازده انکپسولاسیون و میزان رهايش دارو از فرمولاسیون نانولیپوزومه ی پگیله به ترتیب با استفاده از روش اسپکتروفتومتری و روش 

ديالیز بررسی شد. جهت سنجش سمیت دارو از روش MTT استفاده شد.
یافته ها: میانگین قطر هیدروکسی اوره ی نانولیپوزومه ی پگیله 338/2 نانومتر شد. بازده انکپسولاسیون فرمولاسیون تهیه شده 
0/173±64/212 درصد بدست آمد. میزان رهايش دارو از نانولیپوزوم های پگیله طی 28 ساعت 21/71% بود. اين بررسی نشان داد که 

اثر سايتوتوکسیسیتی داروی نانولیپوزومه ی پگیله شده 38/93% بیشتر از داروی آزاد می باشد.
نتیجه گیری: استفاده از پلی اتیلن گلیکول حلالیت دارو و همچنین برخورد آن را با سلول های هدف افزايش می دهد.

کلمات کلیدی: فن آوری نانو، دارورسانی هدفمند، سرطان سینه، لیپوزومه ی پگیله، هیدروکسی اوره 
مقدمه

پیشرفت سريع در فن آوری نانو سبب افزايش روز به روز دارو 
از مقوله های مهم در دارو سازی،  های جديد شده است )7(. 
بحث دارورسانی هدفمند می باشد. با روش های معمول، دارو 
تاثیر دارو  تمامی بدن تحت  و  در سراسر بدن پخش می شود 
معمولی  های  درمان  از  بسیاری  بالینی  کاربرد  گیرد.  می  قرار 
بوسیله ی ناتوانی در رساندن غلظت های درمانی دارو به بافت 
های هدف و يا اثرات مضر سمی و شديد روی عضوها و بافت 
های معمولی، محدود شده است. رويکرد های مختلف برای غلبه 
بر مشکلات با ارايه ی انتخابی رساندن دارو به منطقه ی آسیب 
ديده با استفاده از حامل های مختلف دارويی بکار گرفته شده 
 اند. در میان نانوحامل ها، لیپوزوم ها بیشترين توجه را به خود 

از   يکی  لیپوزومی  رسانی  نانودارو  آوری  فن  است.  کرده  جلب 
روش های مجديد در زمینه ی دارورسانی می باشد که موفقیت 
لبپوزومها  است.  آورده  بدست  عرصه  اين  در  را  زيادی  های 
باشند  می  متحدالمرکز  فسفولیپیدی  دولايه  دارای  وزيکولهای 
)8(. يکی از بزرگترين مشکلات سلامتی در نقاط مختلف جهان 
بیماری سرطان می باشد )5(. سرطان مخرب ترين بیماری در 
جهان به شمار می آيد که سالانه که بیش از 10 میلیون مورد 
جديد از آن گزارش می شود. )1(. در سال های اخیر فن آوری 
نانو انقلابی را در تشخیص و درمان سرطان به وجود آورده است. 
روش های درمانی رايج از جمله جراحی، راديو تراپی و شیمی 
سرطان  درمان  در  را  ای  ملاحظه  قابل  های  پیشرفت  درمانی 
و  سیتوتوکسیک  عامل  يک  اوره  هیدروکسی  اند.  کرده  ايجاد 
در  آن  خاصیت ضدتوموری  به  توجه  با  که  است،  سرطان  ضد 
درمان انواع سرطان از جمله سرطان پستان مورد استفاده قرار
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می گیرد. اين بیماری بیشترين شیوع را در بین زنان دارد. اين 
سرطان  بین  در  را  دوم  ی  رتبه  ايرانی  زنان  میان  در  بیماری 
ها داراست. اين بیماری در زنان ايرانی يک دهه زودتر از زنان 
کشورهای توسعه يافته بروز می کند. استفاده از هیدروکسی اوره 
علاوه بر خواص درمانی در دراز مدت باعث بوجود آمدن اثرات 
نامطلوب پوستی و خونی در بیماران تحت درمان می شود )11(. 
برای کاهش عوارض جانبی و  نانو  از فن آوری  به همین دلیل 
افزايش راندمان درمان استفاده کرديم. در اين مطالعه به منظور 
افزايش کارايی داروی هیدروکسی اوره از فن آوری نانولیپوزوم 

پگیله شده استفاده شد.
مواد و روش ها

اتیلن  پلی  کلسترول،  کولین،  فسفاتیديل  اوره،  هیدروکسی 
میلی   0/5(1  MTT محلول  و   )PEG  2000(  2000 گلیکول 
و  اتانول  شد.  خريداری  سیگما2  شرکت  از  لیتر(  میلی  بر  گرم 
ايزوپروپانول از شرکت مرک3 تهیه گرديد. محیط کشت 1640 
از   MCF-7 سلول  و  خريداری  اينويتروژن4  شرکت  از   RPMI

بانک سلولی انستیتو پاستور ايران تهیه شد.

ساخت داروی نانولیپوزومه ی پگیله شده
پلی  و  کلسترول  کولین،  فسفاتیديل  نانولیپوزوم،  ساخت  برای 
اتیلن گلايکول )به نسبت1:10:20( در 100 میلی لیتر اتانول 98 
درصد حل شد )دمای محیط، 300 دور بر دقیقه(. برای ساخت 
از  استفاده  با  فاز حلال فوق،  پگیله شده  و  نانولیپوزومه  داروی 
دستگاه روتاری اواپوراتور5 )شرکت Heidolph آلمان( حذف شد، 
سپس به میزان مشخص سرم فیزيولوژی و هیدروکسی اوره )8 
میلی گرم( به ژلوز حاصل اضافه و هم زده شد )دمای محیط، 24 
ساعت، 300 دور بر دقیقه(. برای اين فرمولاسیون کنترل بدون 
دارو نیز سنتز شد. سپس محلول ها به مدت 5 دقیقه سونیکه 
شد )Bandelin Sonorex Digitec، 60 هرتز( تا بازده بارگذاری 

دارو افزايش يابد. 

1 (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphen-
yltetrazolium bromide
2  Sigma
3  Merck
4  Invitrogen
5  Rotary Evaporator

تعیین اندازه نانو ذره
 ) Malvern Instruments Ltd( 6با استفاده از دستگاه زتا سايزر

متوسط قطر نانولیپوزوم های پگیله شده اندازه گیری شد. 
بازده انکپسولاسیون

يک  شده،  انکپسوله  ی  اوره  هیدروکسی  مقدار  بررسی  جهت 
با  را  شده  تهیه  فرمولاسیون  از  گرم(  میلی   0/32( لیتر  میلی 
سرعت 13000 دور بر دقیقه به مدت 2 ساعت در دمای 4 درجه 
اسپکتروفوتومتر  دستگاه  از  استفاده  با  سپس  شد  سانتريفیوژ 
نوری  جذب   )SHIMADZU شرکت   UV – 1601PC )مدل 
نانومتر سنجیده  محلول رويی فرمولاسیون در طول موج 214 
شد. پس از آن با استفاده از فرمول زير،  بازده انکپسولاسیون 

محاسبه گرديد.
درصد انکپسولاسیون= )کل دارو / مقدار داروی انکپسوله 
شده(×100

بررسی رهایش دارو
پگیله  های  نانولیپوزوم  از  دارو  شدن  آزاد  الگوی  بررسی  برای 
شده، مقدار 0/32 میلی گرم از فرمولاسیون دارويی نانولیپوزومه 
ی پگیله، در داخل کیسه ديالیز ريخته شد و در 10میلی لیتر  
بر روی مگنتیک  با pH 7.4  در حالی که  بافر فسفات سالین 
استايرر قرار داشت، قرار داده شد )دمای 37 درجه سانتی گراد، 
24 ساعت(. سپس میزان داروی آزاد شده در بافر PBS به روش 
و  گیری  اندازه  نانومتر   214 موج  طول  در  اسپکتروفتومتری 
درصد رهايش هیدروکسی اوره را با استفاده از منحنی استاندارد 

به دست آمد. 
بررسی اثر سایتوتوکسیسیتی دارو

ابتدا رده سلولی MCF-7 در محیط کشت RPMI 1640 کشت 
سلول   10000 حاوی  سوسپانسیون  میکرولیتر  صد  شد.  داده 
M-CF7 در چاهک های پلیت 96 خانه ای7 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 های مختلف 
از فرمولاسیون داروی نانولیپوزومه ی پگیله و کنترل آن را بر 
روی سلول ها ريخته و به مدت 24 ساعت در شرايط ذکر شده 
 0/5( MTT انکوبه شد، سپس سوپرناتانت را دفع کرده و محلول
انکوباسیون  میلی گرم بر میلی لیتر( اضافه و پس از 3 ساعت 
6  Zeta sizer
7  96-well plate

1392،  فعالیت سایتوتوکسیک... تازه های بیو تکنولوژی سلولی - مولکولی دوره چهارم، شماره سیزدهم، زمستان 
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رنگ ارغوانی )مربوط به تشکیل فورمازان( در سلول های زنده در 
100 میکرولیتر ايزوپروپانول حل شد. جذب در طول موج 570 
 )Power Eave XS )اسپکتروفوتومترمدل  گیری  اندازه  نانومتر 

و میزان IC50 با استفاده از برنامه ی pharm  محاسبه گرديد.
نتیجه گیری

تعیین اندازه ی نانو ذره
متوسط قطر نانولیپوزوم ها برای فرمولاسیون هیدروکسی اوره 

نانولیپوزومه و پگیله شده  338/2  نانومتر بدست آمد.
درصد انکپسولاسیون

برای  دارو  استاندارد  منحنی  به  توجه  با  انکپسولاسیون  درصد 
هر نمونه محاسبه شد. با توجه به فرمول بازده انکپسولاسیون، 
کرده  کم  اولیه  مقدارداروی  از  را  نشده  انکپسوله  داروی  مقدار 
و بر داروی اولیه تقسیم و در 100 ضرب شد، درنتیجه درصد 
پگیله   ی  نانولیپوزومه  داروی  برای  شده  انکپسوله  داروی 

0/173±64/212 به دست آمد.
بررسی رهایش دارو

دارويی  فرمولاسیون  از  شده  آزاد  ی  اوره  هیدروکسی  مقدار 
نانولیپوزومه ی پگیله در بافر PBS طی  بازه های زمانی مختلف 
با استفاده از منحنی استاندارد به دست آمد. مقدار داروی آزاد 
و  شده  نانولیپوزومه  ی  اوره  هیدروکسی  فرمولاسیون  از  شده 

پگیله 21/71% شد.

بافر  نانولیپوزومه و پگیله شده در  اوره  الگوی رهايش هیدروکسی  شکل 1: 

PBS

بررسی اثر سایتوتوکسیسیتی دارو
های  غلظت  در  ها  فرمولاسیون  سايتوتوکسیسیتی  میزان 
 مختلف به کمک روش MTT بررسی شد که نتايج در شکل 2

آورده شده است.

نمودار2: مقادير IC50 برای فرمولاسیون هیدروکسی اوره ی نانولیپوزومه ی 

پگیله و داروی استاندار

بحث
همانطور که ثابت شده است، نانو حامل ها توانايی رساندن عوامل 
درمان  اساساً  که  پتانسیلی  با  را  هدف  های  سلول  به  درمانی 
سرطان را با افزايش تعداد عوامل موثر در درمان تغییر می دهد، 
را دارند )6(. نتايج دلگرم کننده ای از داروهای لیپوزومه شده 
در درمان و يا پیشگیری طیف وسیعی از بیماری ها، در حیوانات 
آزمايشگاهی و همچنین انسان ها، نشان می دهد که محصولاتی 
بر پايه ی لیپوزوم برای کاربردهای بالینی در آينده ی نه چندان 
دور تولید خواهد شد )4(. لیپوزوم ها توانايی عبور از موانع متعدد 
زيستی، حفاظت از دارو در مقابل تخريب، تحويل هدف دار دارو 
و آزادسازی محموله ی درمانی در يک دوز بهینه را دارند )3،9(. 
بهبود  برای  جديد  رويکرد  يک  شده  پگیله  لیپوزوم  تکنولوژی 
خلاف  بر  است.  درمانی  های  پروتئین  فارماکوکینتیکِ  خواص 
روش هايی مثل جهش زايی، پگیلاسون مستقیم، يا همجوشی 
آمینه  اسید  توالی  پگیله  لیپوزوم  تکنولوژی  پروتئین حامل،  به 
ی يک پروتئین را تغییر نمی دهد و دلبستگی کووالانسی عامل 
های برقراری ثبات را ايجاد نمی کند )10(. لیپوزوم پگیله شده 
اين  همچنین   .)1( شود  می  دارو  سازی  آزاد  در  تاخیر  باعث 
فرمولاسیون، پیوستگیِ به سلول های سرطانی و جذب سلولی 
میزان  بررسی  از  نتايج حاصل   .)2( دهد  افزايش می  را  داروها 
انکپسولاسیون دارو نشان داد که مقدار انکپسولاسیون64/212 
است. از آنجا که اضافه کردن دارو پس از پگیله کردن لیپوزوم 
صورت گرفته است به نظر می رسد اين مقدار به دلیل ممانعت 
PEG 2000 از نفوذ دارو، است. برای اينکه الگوی داروی آزاد 

تازه های بیوتکنولوژی سلولی - مولکولی دوره چهارم، شماره سیزدهم، سید ابراهیم علوی و همکاران
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شده در زمان های مختلف مشخص شود از روش ديالیز استفاده کرديم. آزاد سازی هیدروکسی اوره از نانوذرات شامل فاز اولیه انتشار 
سريع و در ادامه ی آن فاز انتشار کند بود. بیشترين میزان رهايش دارو در 2 ساعت اول رخ داد. اثر سايتوتوکسیک فرمولاسیون دارويی 
نانولیپوزومه و پگیله شده با روش MTT مورد بررسی قرار گرفت و رده ی سلولی مورد استفاده MCF-7 بود. در اين آزمايش فرمولاسیون 
نانولیپوزومی پگیله شده ی فاقد دارو اثر سايتوتوکسیسیتی بر روی MCF-7 نشان نداد. نتايج نشان داد که داروی نانولیپوزومه ی پگیله 

مقدار IC50 کمتری را نسبت به داروی استاندارد دارد که نشان دهنده ی اثر سمیت بالای فرمولاسیون تهیه شده است.
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