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چکیده 

زمینه و هدف: یکی از استراتژیهای موثر جهت هدفمند کردن شیمی درمانی در درمان سرطان، استفاده از نانوحاملهای لیپیدی 
است. در این مطالعه فرمولاسیون بهینه‌ی نیوزومی دارای دوکسوروبیسین جهت مبارزه‌ی بهتر با سلولهای سرطانی تهیه شده و مورد 

ارزیابیهای فیزیکوشیمیایی و سلولی قرار گرفته است.

و  )%52/5(  Span60 کلسترول)%22/5(،  کولین)%20(،  فسفاتیدیل  از  استفاده  با  نیوزومی  وزیکول‌های  بررسی:   روش 
بررسی  شد.  بارگذاری  نیوزوم‌ها  درون  دوکسوروبیسین  سپس  شدند.  تهیه  نازک  فیلم  روش  با  و   )%5(  DSPE-PEG2000
دمای در  دارو  رهایش  میزان  و  انجام   FTIR ،SEM سایزر،  زتا  دستگاه‌های  از  استفاده  با  آن‌ها  فیزیکوشیمیایی   شاخصه‌های 
oC 37 و oC 44 محاسبه گردید. در پایان میزان سمیت نانوسامانه‌ی حامل دارو به روی رده‌ی سلولی KG-1 سرطان مغز استخوان 

به روش MTT سنجیده شد.

زتای پتانسیل  درصد،   94/18 انکپسولاسیون  راندمان   ،160/37±2/65  nm اندازه  دارای  دارو  حاوی  نیوزومهای   یافته‌ها: 
 FTIR 1/24±58/11- و شاخص پراکندگی 0/02±0/234 می‌باشد. رهایش دارو در این نانوحامل کنترل شده است و بررسی mV
و SEM، نشان داد که دارو و نانوحامل برهمکنشی نداشته و ذرات آن ساختاری کروی داشته‌اند. همچنین بررسی‌های سلولی نشان 

داد که میزان سمیت دارو در شرایط کپسوله شده نسبت به شرایط غیرکپسوله بیشتر است.

نتيجه‏گيري: نتایج این بررسی ضمن تایید ویژگیهای فیزیکوشیمیایی مناسب و آهسته رهش بودن سامانه، نشان می دهد که این 
نانوسامانه آنیونی باعث افزایش سمیت دارو برای رده‌ی سلولیKG-1 سرطان مغز استخوان می شود؛ بدین ترتیب این نانو حامل 

نیوزومی می‌تواند، حاملی مناسب جهت رسانش دارو به سلولهای سرطانی باشد.

KG-1 واژه های کلیدی: نیوزوم، نئوپلاسم، دوکسوروبیسین، مغز استخوان، رده‌ی سلولی
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از  یکـی  می‌کنـد)10و9(.  جلوگیـری  سـرطانی  سـلولهای  پیشـرفت 

داروهـای موثـر در فراینـد شـیمی درمانـی ترکیبـی چهـار حلقـه‌ای به 

نـام دوکسوروبیسـین اسـت که حلالیت نسـبی در آب و پایـداری زیاد 

در رطوبـت و دماهـای بـالا از جملـه ویژگیهـای فیزیکوشـیمیایی ایـن 

ترکیـب ضدسـرطان بـه شـمار مـی‌رود)11(. داروی دوکسوروبیسـین 

متعلـق بـه خانـواده‌ی آنتـی بیوتیـک آنتراسـایکلین اسـت کـه بـه دلیل 

 II در عملکـرد آنزیـم توپوایزومـراز ،DNA تمایـل بـالا در اتصـال بـه

اختالل فیزیکـی ایجـاد نمـوده و در نتیجـه باعـث اختالل در فراینـد 

همانندسـازی سـلولها می‌شـود)10(. اگرچه دوکسوروبیسـین در درمان 

طیـف وسـیعی از سـرطانها بـه کار مـی‌رود امـا بـه دلیـل غیرهدفمنـد 

بـودن شـیمی درمانی، عوارض جانبـی زیادی را به دنبـال دارد، بنابراین 

اسـتفاده‌ی بالینـی آن بـه دلیـل عـوارض جانبـی بـالا و بـروز مقاومـت 

دارویـی با چالـش روبرو گردیده اسـت)12(. از این رو نانوپزشـکی به 

دنبال اسـتفاده از ابزارها و نانوحامل‌هایی اسـت که در سـطح مولکولی 

بـا بـدن وارد تعامـل می‌شـوند، تـا از این طریق بـا انتقـال دارو به بافت 

مـورد نظـر، کارایـی درمـان را افزایـش و عـوارض جانبـی را کاهـش 

دهـد)13(. در ایـن میـان از نانوحاملهـای لیپیـدی از جملـه لیپـوزوم و 

نیـوزوم می‌تـوان بـه عنـوان راهکارهایـی نوین جهـت دارو رسـانی به 

بافتهای سـرطانی اشـاره نمـود)14(.

نیوزومهـا، وزیکول‌هـای سـورفکتانتهای غیریونی هسـتند که از 

هیدراتاسـیون کلسـترول با سـورفکتانتهای غیریونی در محیط آبی تهیه 

می‌شـوند. کلسـترول بـرای دو لایه سـختی‌ را فراهم می کنـد که باعث 

شـکل گیـری نیوزوم‌هایـی بـا نفوذپذیـری کمتـر خواهنـد شـد)15(. 

سـورفکتانت هـای غیریونـی نیـز، سـایز وزیکـول را افزایـش داده و به 

آن شـارژ می‌دهنـد، ایـن دو مـورد باعـث افزایش بـازده بـه دام اندازی 

در نیوزوم‌هـا می‌شـوند)16(. طراحـی آسـان، زیسـت تخریـب پذیری، 

زیسـت سـازگار بودن، غیرایمونوژن بودن، انعطاف پذیری بالا، آهسـته 

رهـش بـودن و غیـره، بخشـی از مزایـای نیوزومهاسـت کـه آن را بـه 

یکـی از مهمتریـن سیسـتمهای دارو رسـان مبدل کرده اسـت)18و17(. 

در مطالعـه‌ی حاضـراز رده‌ی سـلولی KG-1 اسـتفاده شـده اسـت کـه 

ایـن رده سـلولی پلئومورفیسـم قابـل توجهـی را نشـان می‌دهـد و بـا 

وجـود درصدهـای متفاوتی از لنفوسـیتها و گرانولوسـیتهای بالغ در آن، 

اکثـر سـلولهای ایـن رده در مراحـل میوبلاسـت و پرومیوبلاسـت قرار 

دارنـد و بـه دلیـل شـباهت زیـاد ایـن رده بـا سـلولهای بنیـادی خون، 

مقدمه
علـل  مهمتریـن  از  یکـی  حاضـر  حـال  در  سـرطان  بیمـاری 

مـرگ و میـر در جهـان می‌باشـد، بـه گونـه‌ای که ایـن بیماری کشـنده 

دومیـن علـت مـرگ و میـر در جهـان و سـومین علـت مـرگ و میـر 

 در ایـران اسـت و هـر سـاله حـدود 14 میلیـون نفـر را در دنیـا درگیـر 

می کند)2و1( و تخمین زده شـده که در سـال 2020، حدود 15 میلیون 

مـورد جدیـد از ابتال بـه سـرطان و حـدود 10 میلیـون مـورد مـرگ و 

میـر ناشـی از سـرطان گـزارش خواهـد شـد)3(. دلیـل اکثـر سـرطانها 

نقـص در تنظیـم سـلولی اسـت کـه بـه دلیـل آسـیب ژنتیکی ناشـی از 

مـواد شـیمیایی، هورمونهـا و گاهـی اوقـات ویروسـها ایجـاد می‌شـود 

کـه در طـی آن سـلولهای نرمـال دچـار تغییـر شـده و به مکانسـیمهای 

دقیـق کنتـرل کننده‌ی چرخه‌ی سـلولی پاسـخی نمی‌دهنـد، بنابراین در 

اثـر تکثیـر کنتـرل نشـده‌ی این سـلولها تـوده‌ای سـلولی به نـام تومور 

ایجـاد می‌شـود)4(. عـدم وابسـتگی بـه پیـام رسـانی فاکتورهای رشـد 

طبیعـی، گریـز از پیامهـای مهـاری رشـد، گریـز از آپوپتـوز، نامحـدود 

بـودن همانندسـازی، رگ‌زایـی و متاسـتاز از ویژگیهـای بارز سـلولهای 

است)5(. سـرطانی 

مغز اسـتخوان ماده‌ای نرم و اسـفنجی است که دارای سلول‌های 

مـادر یـا پایـه بنـام سـلول‌های بنیـادی اسـت که ایـن سـلولها وظیفه‌ی 

تولیـد سـلول‌های خونی را بر عهـده دارند. بنابراین هـر گونه نقص در 

سیسـتم تکثیـر این سـلولهای بنیـادی می‌تواند منجر به بروز مشـکلات 

خونـی از جملـه سـرطان خـون شـود. سـرطان خـون نیـز یکی از سـه 

بدخیمـی شـایع در میـان کـودکان اسـت کـه معمـولا از مغز اسـتخوان 

شـروع و در اثـر تکثیـر ناقـص گلبولهـای سـفید و پیش‌سـازهای آن، 

تعـداد زیـادی گلبولهـای سـفید غیرطبیعی و تکامـل نیافتـه در خون و 

مغـز اسـتخوان تولیـد می‌شـود. سـن، جنـس، قـرار گرفتـن در معرض 

پرتوهـای خطرنـاک، ژنتیـک و غیـره از جملـه فاکتورهـای موثـر برای 

ابتال بـه ایـن بدخیمـی کشـنده اسـت. شـیمی درمانـی و پیونـد مغـز 

اسـتخوان از جمله مهمترین روشـهای درمانی سـرطان خون اسـت، که 

در ایـن میـان شـیمی درمانـی از جایگاه ویـژه‌ای برخوردار اسـت)6-8(. 

سایتوتوکسـیک  داروهـای  از  درمانـی  شـیمی  اسـتراتژی  در 

اسـتفاده می‌شـود کـه بـر چرخـه‌ی سـلولهای سـرطانی موثـر بـوده و 

بـا تولیـد رادیکالهـای آزاد، فراینـد مـرگ برنامه ریـزی شـده)آپوپتوز( 

را در سـلولهای سـرطانی بـه جریـان می‌انـدازد و بدیـن صـورت از 
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ســاخت و بررســی نانونیوزومهای حاوی ...
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مجله دانشکده پیراپزشکی دانشگاه علوم پزشکی تهران )پیاورد سلامت( دوره 12 مهر و آبان 1397

فاطمه بهرامی بنان و همكاران

311

مـدل مناسـبی بـرای تحقیقـات لوکومیـک می‌باشـند)20و19(. بنابراین 

بـا توجـه عـوارض جانبی بـالای داروهای شـیمی درمانی از یک‌سـو و 

نقـش حاملهـای لیپیدی در رسـانش موثرتر داروها به سـلولها، هدف از 

پژوهش حاضر سـاخت و بررسی فیزیوشـیمیایی نانوحاملهای نیوزومی 

حاوی داروی دوکسوروبیسـین و بررسـی میزان سـمیت سـلولی آن بر 

روی رده سـلولیKG-1 سـرطان مغز اسـتخوان می‌باشـد.

روش بررسی
مواد شیمیایی 	•

ویال‌هـای  صـورت  بـه  دوکسوروبیسـین‌هیدروکلراید  داروی 

شـرکت  بـه  متعلـق  میلی‌لیتـر  بـر  میلی‌گـرم   2 غلظـت  بـا  تزریقـی 

Cell pharm GmbH آلمـان، فسـفولیپید سـویا )SPC( و سـوربیتان 

 Lipoid GmbH متعلـق بـه شـرکت )SPAN-60( مونـو اسـتئارات

پلیمـر و  آلمـان   Merck شـرکت  بـه  متعلـق  کلسـترول   آلمـان، 

DSPE-PEG2000 متعلـق بـه شـرکت Northern Lipid Inc آلمان، 

تهیـه و خریداری شـد. 

ترسـیم نمودار کالیبراسیون دوکسوروبیسـین هیدروکلراید  	•

و بـه دسـت آوردن معادله خط 

غلظت‌هـای  دارو،  کالیبراسـیون  نمـودار  رسـم  منظـور  بـه 

و ایزوپروپیـل  در  دوکسوروبیسـین‌  داروی  اسـتوک  از   مختلفـی 

Phosphate Buffered Saline) PBS( بـه روش سـری اسـتاندارد 

سـاخته شـد. سـپس جذب نوری آنها توسـط دسـتگاه اسـپکتروفتومتر 

در طـول مـوج ماکزیمـم دوکسوروبیسـین)nm 480(، بـا تکرارهـای 3 

تایـی گرفته شـده و سـپس نمـودار کالیبراسـیون رسـم و معادله خط و 

ضریـب رگراسـیون آن محاسـبه گردید)21(. 

ساخت نیوزومهای حاوی دوکسوروبیسین  هیدروکلراید  	•

نیوزومهایحـاوی دوکسوروبیسـین  بـه روش آب‌پوشـانی لایـه 

نـازک و بـا نسـبت‌های مولی جـدول 1 تهیـه گردید، کـه خلاصه‌ی آن 

 ،SPC بدیـن شـرح اسـت: در مرحله‌ی نخسـت، فـاز لیپید)فسـفولیپید

کلسـترول، SPAN-60( و DSPE-PEG2000 در حالل کلروفـرم و 

در دمـای oC 45 بـر روی روتاری)هایدولـف، آلمـان( حـل شـده و در 

شـرایط خلأ، فیلم نازک خشـک تهیـه گردید. همچنین جهـت اطمینان 

از حـذف کامـل حالل، فیلـم نـازک لیپیـدی چندیـن دقیقـه بـا گاز 

نیتـروژن هـوا دهـی گردید. در مرحلـه‌ی دوم، عمـل هیدراتـه کردن با 

افـزودن مقدار مشـخصی بافر PBS همـراه با داروی دوکسوروبیسـین، 

طـی مـدت 60 دقیقـه و در دمـای oC 55 انجـام گردیـد. در پایـان، بـا 

اسـتفاده از سـونیکیت پروبـی با توان 40% و 60% بـرای مدت 10 دقیقه 

کاهش سـایز داده شـد)22و21(.

جدول 1: نسبتهای مولی جهت تهیه‌ی سامانه‌ی نیوزومی بهینه‌ی حاوی داروی دوکسوروبیسین 

درصد مولی
DSPE-PEG2000 

نسبت لیپید به دارودرصد مولی SPCدرصد مولی Span60درصد مولی کلسترول

522/552/52010

تعیین درصد بارگذاری دارو در نیوزوم 	•

بـرای این منظور ابتـدا نیوزومهای حـاوی دارو را بعد از کاهش 

سـایز وارد کیسـه دیالیـز نمـوده و بـه مدت یک سـاعت درون بشـری 

محتـوی بافـر PBS )حجـم بافـر درون بشـر سـه برابـر حجـم نمونـه 

نیوزومـی( و در دمـای oC 4 قـرار داده شـد تـا دوکسوروبیسـین آزاد و 

انکپسـوله نشـده حـذف گـردد. سـپس نیوزومهـای سـاخته شـده را با 

نسـبتهای حجمـی 9:1 بـا ایزوپروپیـل مخلوط کـرده تا دیـواره لیپیدی 

اطـراف دوکسوروبیسـین شکسـته شـود و دارو آزاد گـردد. در مرحلـه 

بعد میزان جذب دوکسوروبیسـین انکپسـوله شده با اسـتفاده از دستگاه 

 )480 nm( اسـپکتروفتومتر در طـول مـوج ماکزیمـم دوکسوروبیسـین

محاسـبه شـد. در پایان با اسـتفاده از نمودار اسـتاندارد دوکسوروبیسین 

در ایزوپروپیـل، و رابطـه)1(، درصـد درون‌گیـری دوکسوروبیسـین در 

نیـوزوم محاسـبه گردید)21(.

• بررسی روند رهایش دارو از سامانه‌ی بهینه‌ی نیوزومی 	

بررسـی الگوی رهایش داروی دوکسوروبیسـین از نانوسامانه‌ی 

بهینـه شـده‌ی نیوزومـی درون بافـر PBS بـه صـورت 3 بـار تکـرار 

 و در شـرایط سـلول نرمـال) oC 37 و pH=7/4( و سـلول سـرطانی

)oC 44 و pH=5/4( انجـام گرفت. برای این منظور مقدار مشـخصی از 

محلـول نیوزومـی حـاوی دارو، درون کیسـه دیالیز قرار گرفت. سـپس 
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کیسـه‌ی دیالیـز محتـوی محلـول نیوزومـی درون فالکونـی بـا شـرایط 

یـاد شده)شـرایط سـلول سـرطانی و شـرایط سـلول نرمـال( قـرار داده 

شـد و کل مجموعـه اسـتیرر گردیـد و همزمـان بـا انجام اسـتیرر عمل 

برداشـت نمونـه از محیـط بافـری اطـراف کیسـه‌ی دیالیـز در زمانهای 

مشـخص)1، 2، 3، 4، 5، 8، 12، 24 و 48 سـاعت( انجـام گرفـت. در 

انتهـا بـا بهره‌گیـری از معادلـه‌ی کالیبراسـیون دوکسوروبیسـین در بافر 

 PBS نسـبت بـه محاسـبه غلظت‌هـای آزاد شـده‌ی دارو در دما‌هـای

oC 37 و oC 44 و بـه ترتیـب بـا pH هـای 7/4 و 5/4 در زمان‌هـای 

مختلـف و رسـم نمـودار آن اقـدام گردیـد)22و21(.  

پتانسیل  و  پراکندگی  نانو ذرات و ضریب  اندازه‌ی  تعیین  	•

زتا

نیوزومـی،  فرمولاسـیون   )Zeta-Potential( زتـای  پتانسـیل 

شـاخص پراکندگی )Polydispersity Index( و سـایز آنها، با استفاده 

از دسـتگاه زتـا سـایزر Brookhaven Instruments Corp  در دمـای 

oC 25 و زاویـه 90o اندازه‌گیـری گردیـد. بـرای تعییـن بـار سـطحی و 

انـدازه‌ی نانـوذرات بـه ترتیـب از μL 1500 وμL  600 نمونه با غلظت

mg/ml  0/1 اسـتفاده گردیـد.

توسط  دوکسوروبیسین،  حاوی  نیوزومی  سامانه‌ی  آناليز  	•

دستگاه طيف سنجي مادون قرمز

از  سـانتریفیوژ  بـا  نیوزومـی  حامل‌هـای  منظـور  ایـن  بـرای 

سوسپانسـیون جـدا شـده و محلـول اضافـی تبخیـر گردیـد. نمونه‌هـا 

بـا KBr مخلـوط شـده و در درون پلیـت فشـرده می‌شـوند. طیـف 

FT-IR بـه منظـور بررسـی گروه‌هـای عاملـی نانونیـوزوم در محدوده 

طیـف و  جامـد،  نمونه‌هـای  بـرای   400-4000  cm-1 مـوج   طـول 

AT-IR cm-1 4000-600 بـرای نمونه‌هـای مایـع، اسـکن گردیـد. در 

نهایـت طیـف FT-IR سـامانه‌ی حـاوی دارو و سـامانه‌ی فاقـد دارو به 

منظور بررسـی برهمکنشهای شـیمیایی احتمالی میان دارو و نانوسامانه، 

باهم مقایسـه گردیدند. 

• تصویربرداری از نانونیوزومهای حاوی دوکسوروبیسین   

از نانو نیوزومها دارای داروی دوکسوروبیسین با استفاده از میکروسکوپ 

و  SEM (Scanning Electron Microscope( روبشی   الکترونیکی 

به   FE-SEM (Field Emission Scanning Electron Microscopy(

منظور بررسی شکل و ساختار نانونیوزوم‌های تولیدی حامل دارو تصویر 

گرفته شد)از نمونه با غلظت mg/ml  0/1 یک قطره روی لام ریخته و 

می‌گذاریم خشک شود سپس روی نمونه، اپراتور، پوشش طلا داده و 

تصویر تهیه می‌گردد.(.

• رده سلولی و محیط کشت

اين مطالعه در محيط آزمايشگاه و با استفاده از رده سلول‌های 

مغز استخوان )KG-1( انجام شد. رده‌ی سلولیKG-1  از بانک سلولی 

از سلول  نوع  این  مورفولوژی  تهیه شد.  ایران(  پاستور)تهران،  انستیتو 

منابع،  با  مورفولوژی  است.  بوده   suspension و  کروی  مورفولوژی 

تطبیق داده شده است و طی امور کشت سلولی هیچ‌گونه آلودگی متقاطع 

یا Cross-contamination از لاین‌های دیگر سلولی مشاهده نشد و 

سلولهای این رده‌ی سلولی در فلاسک‌های یک بار مصرف کشت سلول 

در محیط کشت RPMI-1640، 15 درصد FBS، در دمای oC 37  با 

فشار 5% از CO2 و 95% بخارآب کشت داده شد.

• تعیین سمیت سلولی و زنده‌مانی سلول 	

سمیت سلولی با روش MTT برای فرمولاسیون‌ مطالعه شده به 

کارگرفته شد. به منظور اندازه‌گیری سمیت، سلول‌های KG-1 سرطان 

با غلظت 104 در هر چاهک در پلیت  مغز استخوان به طور جداگانه 

96 تایی  به مدت 24 ساعت کشت داده شدند. سپس سلول‌ها با حجم 

یکسانی از محیط کشت تازه، تیمار شدند)حجم یکسانی از محیط کشت 

آزاد  دوکسوربیسین  داروی  از  متفاوتی  غلظت‌های  و  اضافه شد(  تازه 

و نیوزوم حاوی دوکسوربیسین)1، 5 و 10 میکروگرم بر میلی‌لیتر( به 

صورت چهار بار تکرار در چاهک‌ها تزریق شد. پس از آن مجددا به 

مدت 48 ساعت در انکوباتور قرار گرفت. سپس میزان 20 میکرولیتر 

محلول MTT با غلظت 5 میلی‌گرم بر میلی‌لیتر به هر چاهک اضافه و به 

مدت 3 ساعت انکوبه شد. بعد از آن مایع رویی خارج شد و به‌منظور 

حل کردن کریستال‌های فورمازون 150 میکرولیترDMSO اضافه گردید. 

در هر مرحله برای خارج کردن مایع رویی، سانتریفوژ صورت گرفت. 

جذب در طول موج 570 نانومتر با استفاده از الایزا ریدر ثبت گردید و 

در نهایت با توجه به رابطه‌ی 2 درصد زنده‌مانی سلولها محاسبه شد.

• روش آماری

در پژوهـش حاضـر تمامـی اعـداد بـا اسـتفاده از میانگیـن و 

انحـراف معیـار داده‌هـا از میانگیـن در محیط Excel بیان شـده‌ اسـت.  
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همچنین بررسـی معنـی داری)P-Value>0/05( نتایج حاصل از آزمون 

سـمیت )MTT( بـا اسـتفاده از آزمـون Ordinary Anova یـک طرفه 

صـورت پذیرفتـه اسـت و تسـت مقایسـه‌ی چندگانـه نتایـج حاصل از 

آزمـون MTT از نـوع Sidak بـوده اسـت.

یافته‌ها
رهایش  الگوی  بررسی  و  دارو  درون‌گیری  میزان  	•

دوکسوروبیسین از نیوزمهای پگیله شده

نمودار 1: نمودار کالیبراسیون دوکسوروبیسین در ایزوپروپیل 

نمـودار  بـه  توجـه  بـا  دوکسوروبیسـین،  بارگـذاری  درصـد 

رابطـه‌ی  از  اسـتفاده  بـا  و   )1 دوکسوروبیسـین)نمودار  کالیبراسـیون 

نیوزومـی 94/18 درصـد  نانوسـامانه‌ی  در  انکپسولاسـیون  1 درصـد 

محاسـبه شـد. 

 PBS نمودار 2: نمودار کالیبراسیون دوکسوروبیسین در

 PBS هـم چنیـن بـا اسـتناد بـه نمـودار کالیبراسـیون در بافـر

زمانهـای  در  دوکسوروبیسـین  داروی  رهایـش  نمـودار   ،)2 )نمـودار 

مشـخص و برای شـرایط سـلول نرمـال)oC 37  و pH=7/4( و سـلول 

44 و pH=5/4( رسـم گردید)نمـودار 3(.   oC(سـرطانی
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نمودار 3: نمودار رهایش داروی دوکسوروبیسین از نانونیوزوم در شرایط سلول سرطانی)بالا( و نرمال)پایین(

بررسـی الگـوی رهایـش دارو بـا توجـه بـه  نمـودار 3 نشـان 

می‌دهـد کـه نانوسـامانه‌ی طراحی شـده، ضمن برخـورداری از رهایش 

کنتـرل شـده، حداکثـر رهایش آن در طی مدت 48 سـاعت، در شـرایط 

سـلولهای نرمـال و سـرطانی به ترتیـب 38/38 درصـد و 58/24 درصد 

است.

اندازه، شاخص پراکندگی و پتانسیل زتا برای نانوسامانه‌ی  	•

پگیله شده‌ی نیوزومی

شکل 1: اندازه نانوسامانه‌ی نیوزومی دارای دوکسوروبیسین
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نتایـج حاصل از دسـتگاه DLS نشـان می‌دهد که نانوسـامانه‌ی 

 nm پگیلـه شـده‌ی حـاوی داروی دوکسوروبیسـین، دارای انـدازه‌ی

2/65±160/37 و شـاخص پراکندگی )PDI( 0/02±0/234 است)شکل 

1(. همچنیـن بـا توجـه بـه شـکل 2، میـزان پتانسـیل زتـا ایـن سـامانه  

1/24mV±58/11- اسـت.

شکل 2: پتانسیل زتا نانوسامانه‌ی نیوزومی دارای دوکسوروبیسین
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بررسی برهمکنش میان دارو و نانوسامانه 	•

نمودار 4: طیف FT-IR داروی دوکسوروبیسین

نمودار 5: نمودار FT-IR نانونیوزم دارای دوکسوروبیسین

همچنیـن پیک‌هـای شـاخص طیـف IR-FT سـامانه نیـوزوم 

ناحیـه پهـن  پیـک  از:  عبارتنـد   )5 دوکسوروبیسـین)نمودار   حـاوی 

 1632/13  cm-1 پیـک  و   OH گـروه  مشـخصه‌ی   3235/86  cm-1

طیـف  مقایسـه‌ی  بـا  می‌باشـد.   C=Oکششـی ارتعـاش  مشـخصه‌ی 

ناشـی از نانوسـامانه‌ی فاقد دارو و نانوسـامانه‌ی حاوی دارو مشـخص 

می‌شـود کـه ورود دارو به سـامانه تغییراتی جزیی در پیکهای شـاخص 

سـامانه حـاوی دارو نسـبت به سـامانه فاقد دارو ایجاد شـده اسـت که 

نشـان می‌دهـد دارو درون سـامانه لـود شـده اسـت. بـه عنـوان مثـال 

فاقـد  در سـامانه‌ی  cm-1 1632/07، 2126/29 و 3243/99  پیکهـای 

 دوکسوروبیسـین)نمودار 6( بـا اندکـی تغییـر بـه ترتیـب بـا پیک‌هـای

cm-1 1632/13، 2104/59 و 3235/86، در سامانه‌ی حاوی دارو)نمودار 

5(، جابه‌جـا شـده اسـت. بنابرایـن از آنجاکه در طیف FTIR سـامانه‌ی 

نیـوزوم حـاوی دارو هیـچ پیـک جدیـدی ایجـاد نشـده و پیکـی هـم 

ناپدیـد نشـده اسـت، میـان سـامانه و دارو فعـل و انفعال شـیمیایی رخ 

نـداده اسـت و دارو و سـامانه ماهیـت خـود را حفـظ نمود‌ه‌اند.

دوکسوروبیسـین)نمودار  داروی   FT-IR طیـف  بـه  توجـه  بـا 

و  3236/02  cm-1  ،1631/71  cm-1 شـاخص  پیک‌هـای   ،)4 

cm-1 2109/22 را نشـان می‌دهد، که پیک cm-1 3236/02 مشـخصه‌ی 

گـروه OH، و پیـک cm-1 1631/71 مشـخص کننـده‌ی گـروه عاملـی 

C=O می‌باشـد. 
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نمودار 6: طیف FT-IR نانو نیوزوم فاقد دارو

بررسی مورفولوژی نانوسامانه‌ی دارای داروی دوکسوروبیسین 	•

شکل 3: تصویر میکروسکوپ SEM از نانونیوزوم دارای دارو

شکل 4: تصویر میکروسکوپ FE-SEM از نانونیوزوم دارای دارو
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شـکل 3 و 4، شـکل ظاهـری نانـوذرات حـاوی دارو را نشـان 

می‌دهد که به ترتیب توسـط میکروسـکوپ الکترونی روبشـی SEM و 

FE-SEM گرفته شـده اسـت. همان‌گونه که در این تصاویر مشـخص 

مورفولـوژی  از  برخـورداری  ضمـن  شـده  تولیـد  نانـوذرات  اسـت، 

یکنواخت و همگن، دارای توزیع مناسـب و سـاختار کروی هسـتند به 

گونـه‌ای کـه مـرز میـان ذرات به خوبی قابل تشـخیص اسـت. 

بررسی سمیت سلولی 	•

نمودار 7: مقایسه‌ی سمیت سلولی نانونیوزومهای فاقد دارو، داروی دوکسوربیسین آزاد و دوکسوربیسین نیوزومه

 MTT روش  از  اسـتفاده  بـا  سـلولی  بقـای  میـزان  بررسـی 

نشـان داد کـه سـامانه نیوزومـی حـاوی داروی دوکسوروبیسـین رشـد 

سـلول‌هایKG-1  را بـه صـورت وابسـته بـه دوز کاهـش می‌دهـد، به 

 گونـه‌ای کـه با افزایش غلظـت داروی دوکسوروبیسـین از μg/ml 1 به

μg/ml 10 در نانوسـامانه‌های نیوزومـی، میـزان سـمیت دارو افزایـش 

یافتـه اسـت، در حالی‌کـه ایـن اثـر بـرای دوکسوروبیسـین انکپسـوله 

نشـده بـه مراتب کمتر بوده است)شـکل 3(. همچنین بقـای بیش از 90 

درصـد سـلولها، تحـت تاثیر سـامانه نیوزومـی فاقد دارو نشـان می‌دهد 

کـه این سـامانه‌ی نیوزومی سـمیتی بـرای سـلولها ندارد.

MTT نمودار 8: بررسی معنادار بودن نتایج حاصل از آزمون
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همچنیـن بررسـی معنـادار بـودن نتایـج آزمون سـمیت سـلولی 

)MTT( نشـان می‌دهـد که)نمـودار 8(، گـروه کنتـرل با سـامانه‌ی فاقد 

دارو )Blank Niosome( رابطـه‌ی معنـادار نداشـته اسـت. مقایسـه‌ی 

غلظت‌هـای  در  دوکسوروبیسـین  داروی  بـا  نیوزومـی  گروه‌هـای 

ترتیـب  از وجـود رابطـه‌ی معنـی داری)بـه  1 و 10µg/mL حاکـی 

P-Value>0/05( بـوده اسـت. در غلظـت µg/mL 5 هیچ گونه رابطه 

معنـی داری)P-value<0/05( میان حامـل های نیوزومی و داروی آزاد 

مشـاهده نگردیـده اسـت، امـا نتایـج MTT در تمامی گروه‌ها نشـان از 

اثرگـذاری بـه مراتـب بیشـتر فـرم نیوزومـه در مقایسـه بـا داروی آزاد 

اسـت.  بوده 

بحث 
در مطالعه‌ی حاضر نانوسامانه‌های دارای داروی دوکسوروبیسین 

 0/234±0/02 پراکندگی  شاخص   ،160/37±2/65  nm اندازه‌ی  با 

راندمان  که  است،  شده  تهیه   -58/11±1/24  mV زتای  پتانسیل  و 

انکسولاسیون آن 94/18 درصد بوده است. بررسی FT-IR و SEM آن 

حاکی از عدم برهمکنش میان دارو و سامانه و مورفولوژی یکنواخت 

و همگن نانوسامانه است. این پژوهش ضمن تایید آهسته رهش بودن 

نیوزومی، نشان می‌دهد که حداکثر رهایش دارو در طی 48  سامانه‌ی 

ساعت، در شرایط سلولهای نرمال و سرطانی به ترتیب 38/38 درصد 

و 58/24 درصد است. همچنین در بررسی سلولی آن مشخص شد که 

میزان سمیت داروی دوکسوروبیسین نیوزومه شده در غلظتهای مختلف 

نیوزومه  به داروی  استخوان سرطانی شده، نسبت  برای سلولهای مغز 

نشده در غلظتهای مختلف، به مراتب بیشتر است. با توجه به کارایی 

بالای نانوذرات لیپیدی در رسانش هدفمند دارو به سلولها، پژوهشهای 

متعددی بر روی این نانوحاملهای دارویی انجام گرفته است که بخشی از 

آنها در ادامه بیان و به مقایسه‌ی آنها با پژوهش حاضر پراخته شده است.

پگیله  تاثیر   ،2005 سال  در  همکاران  و   Thigpen مطالعه  در 

کردن لیپوزومهای حاوی دوکسوروبیسین بر سلولهای سرطانی تخمدان 

عوارض  کاهش  ضدتوموری،  فعالیت  افزایش  که  است  شده  بررسی 

زندگی  کیفیت  بهبود  درمان،  دارو جهت  مصرفی  دوز  کاهش  جانبی، 

بیماران و غیره، برای لیپوزوم پگیله شده حاوی دوکسوروبیسین تایید 

شد)23(. نتیجه‌ی این پژوهش همانند پژوهش حاضر نشان می‌دهد که 

انتقال داروهای ضدسرطان با استفاده از نانوحاملهای لیپیدی پگیله شده، 

داروها  این  ضدتوموری  فعالیت  افزایش  باعث  سرطانی،  سلولهای  به 

می‌شود.

نانو  انتقال دارو،  Paolino و همکاران سیستم  در سال 2008، 

کردند.  طراحی  را   5-fluorouracil داروی  حاوی  نیوزومی  کپسول 

جهت درمان سرطان پوست نانو کپسول به عنوان دارویی موضعی به 

سلول های SKMEL-28 )ملانومای انسانی( وHaCaT  )غیر ملانوم 

 )P53 تومور  با یک جهش خاموش در ژن سرکوبگر  پوست  سرطان 

عرضه شد و در این بررسی افزایش نفوذپذیری دارو 4 تا 8 برابر مشاهده 

نانو کپسول  و همکاران در سال 2009   Cosco گردید)24(. همچنین 

نیوزومی حامل داروی fluorouracil-5 را جهت درمان سرطان پستان 

به سلول‌های MCF-7 و T47D موشی عرضه کردند و در این مطالعه 

افزایش سیتوتوکسیک داروی مذکور)در غلظتی 10 برابر کمتر از حالت 

پژوهش حاضر،  همانند  پژوهشها  این  بود)25(.  مشهود  دارو(  محلول 

تاییدی بر افزایش فعالیت ضدسرطانی داروهای سیتوتوکسیک کپسوله 

شده می‌باشد.

در سال Anbarasan ،2013  و همکاران نانو کپسول نیوزومی 

ارایه کردند.  حامل داروی Capecitabine علیه سرطان کولورکتال را 

در این تحقیق افزایش پایداری و رهایش آهسته‌ی داروی کپسوله شده 

تایید شد)26(.

طراحی   2013 سال  در  همکاران  و   Tavano مطالعه‌ای  در 

حامل  نیوزومی  نانوکپسول  شامل  دارو،  تحویل  سیستم  نوآورانه‌ی 

داروی ضدسرطان doxorubicin hydrochloride را ارایه دادند. بعد 

طریق  از  سلول‌ها  توسط  نیوزوم  افزایش جذب  منظور  به  طراحی،  از 

کونژوگه شد.  نیز  ترانسفرین  به  کپسول  نانو  این  ترانسفرین  گیرنده‌ی 

  MDA-MB-231و  MCF-7 سلول‌های  به  مذکور  نانوکپسول  سپس 

عرضه شده در این مطالعه نیوزوم طراحی شده به عنوان یک داروی ضد 

سرطان مفید، تایید شد)27(.

از  مختلفی  فرمولاسیونهای  سال 2016،  در  همکاران  و   Shah

نمودند که  تهیه و گزارش  را  ناپروکسن  نانونیوزومهای حاوی داروی 

اندازه‌، حداکثر لود دارو و رهایش دارو طی 12 ساعت در این نانوسامانه 

با توجه به فرمولاسیونهای مختلف به ترتیب بین 381 تا 414 نانومتر، 

بوده است.  متغیر  تا 75/24 درصد  تا 71/98 درصد و 65/91   60/36

رهایش آهسته‌تر، اندازه‌ی کمتر و انکپسولاسیون بیشتر، از جمله مزایای 

پژوهش حاضر نسبت به پژوهش  Shah و همکاران است)28(.

یوسفی علداشی و همکاران در سال 2016، سمیت نانولیپوزومهای 

بررسی  تخمدان  سرطان  روی  بر  را  تاکسل  پاکلی  حاوی  مغناطیسی 

به  نسبت  لیپوزومه  داروی  که  یافتند  دست  نتیجه  این  به  که  نمودند 

در  قنبری و همکاران  دارد)29(. همچنین  بالاتری  آزاد سمیت  داروی 
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سال 2016، نانوذرات لیپوزومی حاوی سیس پلاتین جهت اثرگذاری 

بر HepG2 کارسینومای کبد انسانی تهیه نمودند و گزارش نمودند که 

انکپسولاسیون دارو باعث افزایش کارایی آن نسبت به حالت آزاد دارو 

می‌‍‌شود)30(. اگرچه نتیجه‌ی پژوهشهای علداشی و همکاران و قنبری و 

همکاران همانند پژوهش حاضر، افزایش فعالیت ضدتوموری ترکیبات 

در  نیوزومی  نانوحامل  از  استفاده  اما  می‌دهد،  نشان  را  شده  انکپسوله 

پژوهش حاضر از مزایای آن نسبت به پژوهشهای مذکور است.

حاوی  نیوزومهای   ،2017 سال  در  همکاران  و   Kanaani

 80 رهایش  و  درصد   92/3 انکپسولاسیون  درصد  با  را  کورکومین 

که  نمودند  گزارش  و  تهیه   Solvent evaporation روش  به  درصد 

داروی  به  نسبت  تخمدان   A2780 سلولی  رده‌ی  بر  آن  میزان سمیت 

آزاد کورکومین بیشتر است)31(. در سال 2017، نادر‌ی نژاد و همکاران 

نیوزومهای حاوی کورکومین را به منظور اثرگذاری بر سرطان استخوان 

تهیه کرده و گزارش نمودند که کورکومین نیوزومه نسبت به کورکومین 

آزاد، به نسبت بیشتری مانع رشد سلولهای سرطان استخوان می‌شود)32(. 

همچنین در سال 2017، نادری نژاد و همکاران نانولیپونیوزومهای حاوی 

 KG-1 ،Saos-2 دوکسوروبیسین تهیه و سمیت آن را بر رده‌های سلولی

انکپسوله  که دوکسوروبیسین  نمودند  و گزارش  MG-63، سنجیده  و 

شده باعث کاهش بیشتر بقای سلولهای سرطانی نسبت به شکل آزاد این 

افزایش  تاییدی بر  دارو می‌شود. این پژوهشها همانند پژوهش حاضر 

فعالیت ضدتوموری، داروهای ضدسرطان نیوزومه است)33(.

تهیـه‌ی  ضمـن  همـکاران،  و  حقیرالسـادات   ،2018 سـال  در 

لیپوزومهـای دارای دوکسوروبیسـین بـه منظـور اثرگذاری بر سـلولهای 

سـرطان اسـتخوان، بـه ایـن نتیجـه دسـت یافتنـد کـه سـمیت داروی 

دوکسوروبیسـین در شـرایط کپسـوله نسـبت بـه شـرایط آزاد بیشـتر 

اسـت)34(. اگرچه نتیجه‌ی پژوهش حقیرالسـادات و همـکاران همانند 

پژوهـش حاضر، افزایش فعالیت ضدتوموری ترکیبات انکپسـوله شـده 

را نشـان می‌دهـد، اما اسـتفاده از نانوحامل نیوزومـی در پژوهش حاضر 

از مزایـای آن نسـبت بـه پژوهـش حقیرالسـادات و همکاران اسـت.

حاوی  نانوسامانه‌ی  ساخت  به  منتهی  اگرچه  حاضر  پژوهش 

داروی ضدسرطان دوکسوروبیسین با ویژگیهای فیزیکوشیمیایی مناسب 

گردید که میزان سمیت آن بر رده سلولی KG-1 سرطان مغز استخوان 

مورد مطالعه قرار گرفت، اما بررسی فرمولاسیونهای متفاوت نیوزومی 

دیگر، بررسی شرایط دمایی و اسیدیته متفاوت با پژوهش حاضر و نیز 

مطالعه درون تنی نانوسامانه‌ی مذکور از جمله کاستی‌ها و محدودیتهای 

پژوهش حاضر می‌باشد که می‌تواند در پژوهشهای آینده مورد بررسی 

قرار گیرد.

نتیجه گیری

گسترده‌ای  طیف  درمان  در  هرساله  درمانی  شیمی  داروهای 

به  از آن عوارض جانبی زیادی  استفاده  اما  به کار می‌ر‌ود  از سرطانها 

دنبال دارد که کیفیت زندگی افراد مبتلا به سرطان را کاهش می‌دهد، 

سلولهای  به  دارورسانی  هدفمند  سیستمهای  به  دستیابی  رو  این  از 

سرطانی که عوارض جانبی ناشی از شیمی درمانی را به حداقل ممکن 

پژوهش  در  ما  یافته‌های  است.  ناپذیر  اجتناب  دهد، ضرورتی  کاهش 

نیوزومی  نانوسامانه‌ی  از  هدفمند  نیمه  و  بهینه  فرمولاسیونی  حاضر 

ویژگیهای  تایید  ضمن  که  می‌کند  پیشنهاد  را  دوکسوروبیسین  دارای 

کنترل  رهایش  بالا،  انکپسولاسیون  دارای  آن،  مناسب  فیزیکوشیمیایی 

شده‌ی دارو در شرایط سلول سرطانی و نرمال و افزایش سمیت دارو در 

حالت انکپسوله شده در مقایسه با حالت آزاد است. بنابراین با توجه به 

شواهد فوق می‌توان نانوسامانه‌ی حاضر را به عنوان ترکیبی ضدتوموری 

به منظور بررسی‌های تکمیلی در جهت درمان سرطانهای مرتبط با مغز 

استخوان پیشنهاد نمود. در پایان، بررسی فرمولاسیونهای متنوع حاوی 

مختلف  رده‌های  روی  بر  نیوزومی  سامانه  ارزیابی  دوکسوروبیسین، 

سلولهای سرطانی و بررسی درون تنی نانوسامانه فوق، به منظور تکمیل 

پژوهش حاضر، به پژوهشگران بعدی پیشنهاد می‌شود.

تشکر و قدردانی

الملل  بین  پردیس  بیوتکنولوژی  پژوهشی  مرکز  از  بدین‌وسیله 

یزد  شهیدصدوقی  درمانی  بهداشتی  و خدمات  پزشکی  علوم  دانشگاه 

و همچنین جناب آقای هاشم شاهی مالمیر تشکر و قدردانی می‌شود.
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Preparation and Study of Nano-Niosomes Containing 
Doxorubicin and Evaluation of its Toxicity on Acute 
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Background and Aim: One of the effective strategies for targeting chemotherapy 
in the treatment of cancer is the use of lipid nano-carriers. In this study, an optimal 
formulation of niosomal drug containing doxorubicin has been developed to better 
fight cancer cells.
Material and Methods: Niosomal vesicles were prepared using  
phosphatidylcholine (22%), span60 (52/5%), cholesterol (22/5%) and 
DSPE-PEG2000 (5%) by thin-film method. Then Doxorubicin was loaded into the 
niosomes. Their physico-chemical features were assayed using Zeta-Sizer, FTIR 
and SEM, and the amount of drug release was calculated at 37° C and 44° C. At the 
end, the toxicity of the nano drug carrier system was measured on the KG-1 cell line 
of the bone marrow cancer by MTT method.
Results: Niosomes containing Doxorubicin have a size of 160/37±2/65nm, 
the encapsulation efficiency of 94/18%, zeta potential of -58/11±1/24 mV and 
polydispersity index (PDI) of 0/234±0/02. The release of the drug is controlled 
in this nano-carrier and FTIR and SEM investigations showed that the drug and 
nano-carrier did not interact and their particles had a spherical structure. Also, 
cellular studies showed that drug toxicity was higher in encapsulated conditions 
compared to non-encapsulated conditions.
Conclusion: The results of this study, meanwhile confirming the proper  
physicochemical characteristics of the system and being a slow-release system 
indicate that this nano-carrier anionic increases the toxicity of the drug for the KG-1 
cell line of the bone marrow, thus, this niosomal nano-carrier can be a suitable 
carrier for drug delivery to cancer cells.
Keywords: Niosome, Neoplasm, Doxorubicin, Bone Marrow, KG-1 Cell Line
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