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مقایسة دو روش سنتز تبخیر فاز معکوس و تزریق اتر بر خواص نانوذرات نیوزومی بارگذاری 
شده با سیس پلاتین
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چکیده
 سابقه و هدف: نیوزوم یکی از نانوحامل های با سورفاکتانت غیریونی می باشد که باعث افزایش پایداری دارو در بدن می شود. در این مطالعه 

داروی سیس پلاتینِ مورد استفاده برای درمان سرطان با استفاده از فناوری نانو، نیوزومه شد.
مواد و روش ها: نانونیوزوم ها به دو روش تبخیر فاز معکوس و تزریق اتر ساخته شدند. میانگین قطر ذرات تهیه شده با استفاده از دستگاه 
زتاسایزر اندازه گیری شد. . بازده انکپسولاسیون، بارگذاری دارو و رهایش دارو طی 48 ساعت با استفاده از روش اسپکتروفتومتری محاسبه شد. 

میزان سمیت سلولی نیز به کمک روش MTT بر روی رده سلولی C6 بررسی شد.
یافته ها:نتایج اندازه ذرات را در ابعاد نانو تایید کرد. بازده انکپسولاسیون، بارگذاری و رهایش دارو برای هر دو روش تبخیر فاز معکوس و تزریق 

اتر به ترتیب 4/59± 43/6%، 3/22 ± 52/8%؛ 0/08± 4/36%، 0/17±5/28%؛ 0/55±97/53% و 1/74±81/23% بود.
بحث: این مطالعه نشان داد سمیت فرمولاسیون تهیه شده با استفاده از روش تزریق اتر بیش تر از فرمولاسیون تهیه شده با روش تبخیر فاز 

معکوس است.
نتیجه گیری: این مطالعه نشان داد تهیه نانونیوزوم های بارگذاری شده با سیس پلاتین از روش سنتز تزریق اتر نسبت به تبخیر فاز معکوس 

مناسب تر است.
C6 رده سلولی ،MTT ،کلمات کلیدی : دارورسانی، سیس پلاتین، نیوزوم
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مقدمه
ویژه در  به  را در علوم مختلف  نانو تحول شگرفی  فناوری  امروزه 
صنعت پزشکی ایجاد کرده است. با کمک این فناوری، بسیاری از 
درمان های زمان بر و پرهزینه به درمان های سریع تر و ارزان تر 
توسعه یافته اند. از کاربردهای مهم فناوری نانودارورسانی، هدفمند 
بودن آن ها می باشد. به تازگی نیز ثابت شده که می توان با استفاده 
از فناوری نانو علاوه بر کاهش عوارض جانبی، کارایی درمان را نیز 

افزایش داد )13،18(.
سرطان از بیماری های خطرناکی است که سالانه جان بسیاری از 
انسان ها را می گیرد )2(. از بزرگ ترین مشکلات سلامتی در نقاط 

مختلف جهان می توان به این بیماری اشاره کرد )5(. از جمله روش 
های درمانی در درمان سرطان می توان به جراحي، شیمي درماني و 
پرتودرماني اشاره کرد. تومورهای مغزی، به ویژه گلیومای بدخیم، به 
عنوان تهاجمی ترین سرطان انسانی طبقه بندی شده اند و با وجود 
پیشرفت های گسترده در تکنیک های جراحی مغز و اعصاب، شیمی 
درمانی و پرتودرمانی هنوز هیچ درمان موثری برای این تومورها وجود 
ندارد )3،10،15(. تومورهای مغزی دومین عامل مرگ و میر کودکان 
)مرد و زن( زیر 20 سال )سرطان خون اول شناسایی شده است(، 
دومین عامل مرگ و میر مردان در سنین 39-20 )سرطان خون 
رتبه اول است( و پنجمین عامل اصلی مرگ و میر زنان در سنین 
39-20 می باشد. در سال 2013، حدود 4300 کودک کم تر از 
20 سال با تومورهای مغزی اولیه شناسایی شدند که 3050 نفر آن 
ها زیر 15 سال بودند )1(. سیس پلاتین از داروهای شیمی درمانی 
مورد استفاده در درمان انواع مختلفی از سرطان ها از جمله سرطان 
مغز و یک عامل ضد تومور می باشد )3(. مکانیسم عمل سیس 

azimakbarzadeh1326@gmail.com
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با آلکیله کردن DNA مانند سایر  پلاتین به این گونه است که 
عوامل آلکیله کننده یک گروه آلکیل )CnH2 n+1( را به مولکول 
DNA پیوند می دهد و با این روش مانع همانندسازی DNA می 

شود )8،15،20(.
استفاده از این دارو علاوه بر خواص درمانی، عوارض جانبی نیز دارد. 
نوتروپنی، ترمبوسیتوپنی، سمیت کلیوی، افزایش اسید اوریک خون، 
اشکال شنوایی، از دست دادن حس چشایی، کاهش غلظت کلسیم 
و منیزیم خون از عوارض جانبی است که در بیماران تحت درمان 
سیس پلاتین در دراز مدت مشاهده شده است )9(. به همین دلیل 
روش های مختلفی برای کاهش عوارض جانبی و افزایش راندمان 
درمان به کار گرفته شده است.  فناوری نانودارورسانی لیپیدی یکی 
از روش های مدرن و موفق در این زمینه می باشد. نیوزوم ها یکی از 
نانوحامل های لیپیدی زیست سازگار و زیست تخریب پذیر هستند 
)7،19(. این نانوذرات حاصل از سورفاکتانت های غیریونی هستند که 
در اثر آب دهی این سورفاکتانت ها با کلسترول و دیگر چربی ها یا 
بدون حضورآن ها تشکیل می شوند. از نیوزوم ها می توان به عنوان 
حامل داروهای چربی دوست استفاده کرد. به دلیل غیریونی بودن 
نیوزوم ها، نانوذرات دارویی تهیه شده با آن ها باعث سمیت کم تر و 

افزایش شاخص درمانی داروها می شوند )14(.
هدف از این مطالعه، مقایسة دو روش سنتز تبخیر فاز معکوس و 
تزریق اتر برای ساخت نیوزوم و بررسی تاثیرات دو روش بر خواص 

نانوذرات نیوزومی بارگذاری شده با سیس پلاتین است.
مواد و روش ها

مواد
سیس پلاتین، کلسترول و اسپن 60 از شرکت سیگما خریداری شد. 
RPMI- اتانول و دی اتیل اتر از شرکت مرک تهیه شد. محیط کشت

)گلیوبلاستومای   C6 سلول  و   Invitrogen شرکت  از   1640
موشی( از بانک سلولی انستیتو پاستور ایران تهیه شد.

تهیه داروی نانونیوزومه شده
روش تبخیر فاز معکوس

برای تهیه این نانوذرات مقدار 30 میلی گرم اسپن 60، 15 میلی 
گرم کلسترول و 5 میلی گرم سیس پلاتین در 10 میلی لیتر اتانول 
 30 ،300 rpm ،98% تحت شرایط هم زدن  )37 درجه سانتی گراد
دقیقه( حل شد. فاز حلال توسط دستگاه روتاری اواپوراتور )50 درجه 
سانتی گراد، rpm 90( تبخیر شد. سپس 10 میلی لیتر PBS به 
ژلوز حاصل اضافه گردید. مشاهده شد مواد جامد تشکیل شده تحت 
شرایط هم زدن به وسیله دستگاه هم زن مغناطیسی )حمام آب 37 
درجه ، rpm 300( پس از گذشت 6 ساعت به طور کامل در بافر 

حل شدند.
روش تزریق اتر

برای تهیه این نانوذرات مقدار 30 میلی گرم اسپن 60 و 15 میلی 
گرم کلسترول در 10 میلی لیتر دی اتیل اتر حل شد. سپس 2 میلی 
لیتر اتانول 98% حاوی 5 میلی گرم سیس پلاتین به آن اضافه گردید 
و با کمک هم زن مغناطیسی  به هم زده شد )37 درجه سانتی گراد، 
rpm 300، 30 دقیقه(. محلول به دست آمده به آرامی )با سرعت 
یک میلی لیتر در دقیقه( به کمک یک میکروسرنگ با سرسوزن 14 
گیج به داخل 10 میلی لیتر بافر فسفات نمکی )pH 7.4( تزریق 
گشت. این محلول بر روی هم زن مغناطیسی در دمای 65-60 درجه 
سانتی گراد به هم زده شد. در این روش هنگامی که محلول لیپیدی 
به آرامی به داخل فاز آبی تزریق می شود، تفاوت در دمای بین فازها 
سبب تبخیر سریع اتر شده و در نتیجه موجب تشکیل نیوزوم ها می 

گردد. 
سونیکاسیون و هموژناسیون نانوذرات

به منظور همگن کردن وزیکول های سنتز شده به روش تبخیر 
اتر، سوسپانسیون های حاصل به مدت 15  فاز معکوس و تزریق 
دقیقه با فرکانس 60 هرتز در دمای محیط درون دستگاه سونیکاتور 

)BandelinSonorexDigitec, Germany( قرار گرفتند. 
هم چنین از هموژنایزر جهت تولید نانوذرات ریزتر استفاده شد. به 
این منظور سوسپانسیون های تولید شده به مدت 10 دقیقه با دور  
 (SilentCrusher M,. Heidolph rpm  10000هموژنیزه 
 Instruments GmbH, Schwabach, Germany)

گردیدند. 
تعیین اندازه نانو ذره

 Zeta متوسط قطر و پتانسیل زتای نیوزوم ها با استفاده از دستگاه
Malvern Instruments Ltd ( sizer( اندازه گیری شد.

تعیین بازده انکپسولاسیون
برای بررسی مقدار داروی انکپسوله شده توسط هر دو روش تبخیر 
فاز معکوس و تزریق اتر یک میلی لیتر از هر یک از فرمولاسیون 
ها که حاوی 0/5 میلی گرم داروی سیس پلاتین بود سانتریفیوژ 
جذب   .)21000  rpm گراد،  سانتی  درجه   4 دقیقه،   30( شد 
نانومتر با  نوری محلول رویی دو فرمولاسیون در طول موج 300 
استفاده از دستگاه اسپکتروفتومتر )مدل UV – 1601PC شرکت 
SHIMADZU( اندازه گیری شد. پس از آن با استفاده از فرمول 
محاسبه  دارو   )LE( بارگذاری  و   )EE( انکپسولاسیون  بازده  زیر 

گردید )17(.
فرمول 1

EE%=[ICC(mg/ml)-CCS(mg/ml)]/ICC (mg/ml)
که در اینجا

Initial concentration of cisplatin: ICC
Concentration of cisplatin in supernatant: CCS
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فرمول 2
LE%=AND (mg)/WN (mg)

که در اینجا
Amount of drug nanoparticle: AND

Weight of nanoparticle: WN
بررسی رهایش دارو در محیط آزمایشگاهی

برای بررسی میزان رهاسازي سیس پلاتین از نانونیوزوم ها، 1 میلی 
لیتر از هر یک از فرمولاسیون های تهیه شده به روش تبخیر فاز 
معکوس و تزریق اتر که حاوی 0/5 میلی گرم سیس پلاتین بود در 
داخل کیسه دیالیز ریخته شد و در 25 میلی لیتر بافر فسفات سالین 
با  pH 7.4 در حالی که بر روی مگنتیک استایرر قرار داشت، قرار 
داده شد )37 درجه سانتی گراد، rpm 300(. سپس طی 48 ساعت 
و در فواصل زماني مختلف مقدار 2 میلی لیتر از بافر فسفات برداشته 
با حجم برابر از بافر فسفات تازه جایگزین شد. جذب نوری نمونه ها به 
صورت جداگانه در طول موج 300 نانومتر با دستگاه اسپکتروفوتومتر 
UV-VIS اندازه گیری گردید و با استفاده از منحنی استاندارد دارو، 
غلظت داروی آزاد شده در هر زمان محاسبه شد. در نهایت نمودار 

رهایش دارو بر حسب زمان ترسیم گردید )12(.
بررسی اثر سایتوتوکسیسیتی دارو

صد میکرولیتر محیط کشت RPMI-1640 حاوی 10000 سلول 
C6 را در چاهک های پلیت 96 خانه ای ریخته و در دمای 37 درجه 
سانتی گراد و تحت CO2 %5 انکوبه شد. پس از 24 ساعت محیط 
از فرمولاسیون  برداشته و غلظت های مختلف  را  رویی سلول ها 
سیس پلاتین نانونیوزومه تهیه شده به دو روش تبخیر فاز معکوس 
و تزریق اتر و کنترل آن ها را بر روی سلول ها ریخته و به مدت 24 
ساعت در شرایط ذکر شده انکوبه شد. سپس محلول های رویی را 
برداشته و محلول MTT (0.5 mg/ml) به آن ها اضافه شد و پس 
از 3 ساعت انکوباسیون رنگ ارغوانی )مربوط به تشکیل فورمازان( در 
سلول های زنده در 100 میکرولیتر ایزوپروپانول حل گردید. جذب 
 (BioTek الایزاریدر  دستگاه  توسط  نانومتر  موج 540  طول  در 
(.Instruments, VT, U.S.A اندازه گیری و میزان IC50 با 

استفاده از برنامه ی Pharm  محاسبه گردید )11(.
آنالیز آماری

مورد  نسخه 11   SPSS افزار  نرم  با  مطالعه  از  های حاصل  داده 
بررسی قرار گرفتند. مقادیر پی کم تر از 0/05 از نظر آماری با اهمیت 

تلقی گردید.
یافته ها

تعیین اندازه نانو ذره
برای نیوزوم های تهیه شده به روش تبخیر فاز معکوس میانگین قطر، 
توزیع اندازه ذرات و پتانسیل زتای آن ها به ترتیب242/1±5/10  

نانومتر، 0/242و 23/4- میلی ولت و برای نانو ذرات نیوزومی سنتز 
شده به روش تزریق اتر به ترتیب 3/42±218/6 نانومتر، 0/202و 

19/6- میلی ولت به دست آمد.
بازده انکپسولاسیون

درصد انکپسولاسیون و بارگذاری سیس پلاتین به کمک منحنی 
استاندارد تهیه شده برای این دارو محاسبه شد. با توجه به فرمول 
بازده انکپسولاسیون، ابتدا مقدار داروی انکپسولاسیون نشده به دست 
آمد و با کم کردن از مقدار داروی اولیه درصد داروی انکپسوله شده 
محاسبه شد که این عدد برای نانوذرات تهیه شده به روش تبخیر فاز 
معکوس 4/59± 43/6% درصد و برای روش تزریق اتر %5/28±0/17 
به دست آمد. درصد بارگذاری دارو درون وزیکول ها نیز با تقسیم 
کردن مقدار داروی انکپسوله شده به وزن کل نانوذره محاسبه شد. 
درصد بارگذاری دارو درون نانوذرات برای روش تبخیر فاز معکوس 
و تزریق اتر به ترتیب 0/08± 4/36%درصد و  0/17±5/28% درصد 

به دست آمد.
بررسی رهایش دارو در محیط آزمایشگاهی

به  نیوزومی تهیه شده  نانوذرات  از  آزاد شده  مقدار سیس پلاتین 
روش تبخیر فاز معکوس و تزریق اتر در بافر PBS طی بازه های 
زمانی2، 4، 6، 8، 23، 25، 31و 48 ساعت و با استفاده از منحنی 
استاندارد به دست آمد. مقدار داروی آزاد شده پس از 48 ساعت برای 
فرمولاسیون تهیه شده به روش تبخیر فاز معکوس %97/53±0/55 
درصد و برای روش تزریق اتر1/74±81/23%  درصد به دست آمد. 
در شکل 1 الگوی رهایش سیس پلاتین از نانوذرات نیوزومه سنتز 

شده توسط هر دو روش نشان داده شده است.

شکل 1: مقایسه رهایش دارو از فرمولاسیون سیس پلاتین نانو نیوزومه تهیه شده 

به دو روش تبخیر فاز معکوس و تزریق اتر در مقایسه با نمونه استاندارد در مدت 

48 ساعت. نتایج به صورت میانگین 5± درصد خطا نشان داده شده است.

بررسی اثر سایتوتوکسیسیتی دارو
میزان سایتوتوکسیسیتی فرمولاسیون سیس پلاتین نانونیوزومه تهیه 
اتر در غلظت های  شده به دو روش تبخیر فاز معکوس و تزریق 
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مختلف به کمک روش MTT بررسی شد که نتایج در شکل 2 
نشان شده است.

شکل 2: مقایسه IC50 )برحسب µg/ml( بین فرمولاسیون سیس پلاتین 

نانونیوزومه تهیه شده به دو روش تبخیر فاز معکوس و تزریق اتر و داروی 

استاندارد. نتایج به صورت میانگین 5± درصد خطا نشان داده شده است.

بحث
بشر برای درمان بیماری ها با مشکلاتی روبرو است. داروهای مورد 
استفاده جهت درمان بیماری ها علاوه بر خواص درمانی، اثر ها سمی 
بر روی عضوها و بافت های سالم نیز دارد. از دیگر مشکلات در درمان 
بیماری ها ناتوانی در رساندن غلظت های درمانی دارو به بافت های 
هدف می باشد. به همین دلیل در این مطالعه سعی شده است با 

استفاده از نانودارورسانی از بروز این عوارض بکاهد.
از بین نانوحامل ها، نانوحامل های لیپیدی زیست سازگارتر هستند و 
در شرایط درون تنی سمی نیستند )8،22(. استفاده از این نانوحامل 
ها نه تنها باعث افزایش ماندگاری دارو در جریان خون می شود بلکه 
اثر سایتوتوکسیسیتی دارو را بر روی سلول های غیرهدف کاهش می 
دهد )7،19(. در مطالعه حاضر میزان رهایش، بارگذاری و سمیت 
فرمولاسیون سیس پلاتین نانونیوزومه شده که توسط دو روش سنتز 
تبخیر فاز معکوس و تزریق اتر تهیه شده بودند مورد بررسی قرار 

گرفت. 
نتایج حاصل از اندازه گیری میانگین قطر ذرات در فرمولاسیون سیس 
پلاتین نانونیوزومه شده برای هر دو روش سنتز، اندازه ذرات را در ابعاد 
نانو تایید کرد )Yang .)6 و همکارانش در سال 2013، خواص نانو ذرات 
نیوزومی سیس پلاتین تهیه شده با استفاده از اسپن 40 را مورد بررسی 
قرار دادند. در این مطالعه اندازه ذرات سنتز شده nm 7330 گزارش 
شد )16(. در این مطالعه 60 برای تهیه نیوزوم ها از اسپن استفاده شد. 
میانگین قطر ذرات تهیه شده با روش تبخیر فاز معکوس و تزریق اتر به 
ترتیب 242/1  و 218/6 نانومتر به دست آمد. مقایسه نتایج نشان دهنده 
کوچک تر بودن اندازه ذرات تهیه شده به روش تزریق اتر و برتری این 
روش نسبت به تبخیر فاز معکوس بود. بررسی ها نشان داده که ذرات 
کوچکتر از 400 نانومتر، می توانند از خلال اندوتلیال رگ خارج شوند و 
در جایگاه تومور تجمع نمایند )4(. در بررسی توزیع اندازه ذرات توسط 

زتاسایزر مشخص گردید نانوذرات دارای توزیع اندازه مناسب می باشند. 
میزان بارگذاری دارو با استفاده از روش اسپکتروفتومتری سنجیده شد و 
بررسی ها نشان داد که مقدار قابل قبولی از دارو درون نانو ذرات بارگذاری 
شده است. این در حالی است که میزان بارگذاری دارو درون وزیکول های 
ساخته شده به روش تزریق اتر 5/86 درصد بود که نسبت به روش تبخیر 
فاز معکوس 1/02 درصد و نسبت به مطالعه Yang در سال 2013، 2/9 
درصد بیش تر بود )21(. در مطالعة حاضر میزان رهایش دارو در بازه 
های زمانی مختلف با استفاده از روش دیالیز مورد بررسی قرار گرفت. 
استفاده از نیوزوم ها باعث افزایش پایداری دارو در بدن از طریق رهایش 
آهسته دارو می شود. در سال 2005 بررسی میزان رهایش سیس پلاتین 
توسط Sahib انجام گرفت. نتایج، رهایش 96/87 درصدی دارو را طی 
12 ساعت از نانو ذرات نیوزومی تهیه شده با اسپن 60 نشان داد )16(. 
در تحقیق حاضر طی 48 ساعت، مقدار داروی آزاد شده از نیوزوم های 
تهیه شده به روش تبخیر فاز معکوس و تزریق اتر به ترتیب 97/53 و 
81/23 درصد بود. با توجه به اینکه رهایش سیس پلاتین از نانو ذرات 
تهیه شده به روش تزریق اتر به صورت آهسته تری انجام می گیرد، می 
توان نتیجه گرفت این روش، روش مناسب تری نسبت به روش تبخیر 
فاز معکوس است. رهایش دارو از نیوزوم ها شامل دو فاز انتشار سریع و 
کند بود. شکل 1 نشان داد که میزان رهایش دارو در 8 ساعت اول بیش 
ترین مقدار را دارا بود. اثر سایتوتوکسیسیتی فرمولاسیون های تهیه شده 
با روش MTT مورد بررسی قرار گرفت. رده سلولی استفاده شده در این 
مطالعه C6 بود. در این آزمایش فرمولاسیون نانونیوزومه فاقد دارو اثر 
سایتوتوکسیسیتی ناچیزی داشت. با توجه به نتایج حاصل می توان گفت 
که داروی نانونیوزومه شده با هر دو روش سنتز نسبت به فرم استاندارد 
آن بر روی سلول های سرطانی اثر سایتوتوکسیسیتی بهتری را دارد. هم 
چنین مشاهده شد میزان سایتوتوکسیسیتی فرمولاسیون تهیه شده به 
روش تزریق اتر نسبت به روش تبخیر فاز معکوس کم تر بود که این نشان 
دهندة برتری روش سنتز تزریق اتر نسبت به تبخیر فاز معکوس در این 
مطالعه بود. برای توجیه این مطلب می توان گفت که فرمولاسیون های 
نانونیوزومی نسبت به داروی استاندارد پایداری بیش تری را در شرایط 

مختلف )pH، دما، لیپازها( از خود نشان می دهند.
نتیجه گیری

با توجه به نتایج حاصل از بررسی اندازه ذرات، بارگذاری، رهایش و 
سمیت سلولی در این مطالعه می توان نتیجه گرفت روش تزریق اتر 
برای سنتز نانو ذرات نیوزومی بارگذاری شده با سیس پلاتین مناسب 

تر از روش تبخیر فاز معکوس می باشد.
سپاسگزاري

این مطالعه در بخش پایلوت نانوبیوتکنولوژی انستیتو پاستور ایران 
انجام شد. بدین وسیله از تمامی همکاران تشکر می گردد.
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