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  چکیده

. شوند هزار زن به این سرطان مبتلا می 7شود و سالانه  ها در میان زنان ایرانی محسوب می ترین سرطان سرطان سینه از شایع :مقدمه

. هاي طبیعی اثر سویی نداردهاي سرطانی است و بر سلولی قادر به از بین بردن انتخابی سلولآرتمیزینین دارویی است گیاهی که به تنهای

فرمولاسیون هدف از این مطالعه تهیه . سمی و کارآمدي براي تحویل هدفمند داروها هستندپذیر، غیرها حاملین زیست تخریبنیوزوم

  .است) MCF-7(این فرمولاسیون بر روي رده سلول سرطانی سینه انسانینیوزومی داروي آرتمیزینین و بررسی اثر سایتوتوکسیسیتی 

براي این منظور مقادیر مشخصی از . و تزریق اتر استفاده شد روش تبخیر فاز معکوس براي تهیه نیوزومهاي آرتمیزینین از :هامواد و روش

span20 کمک روتاري اواپوریتور، فاز ژلوزي بدست آمده در بافر ، آرتمیزینین و کلسترول در اتانول حل گردید و پس از تبخیر حلال با

هاي آرتمیزینین با دستگاه زتاسایزر اندازهقطر متوسط نیوزوم. حل گردید و سپس به کمک سونیکاتور همگن سازي شد) pH 7.4(فسفات

  . مورد ارزیابی قرار گرفت MTT assayاثر سایتوتوکسیسیتی با روش . گیري شد

بازده کپسوله . نانومتر تعیین شد 267±5و در روش تبخیر فاز معکوس برابر با  220±3نیوزومها در روش تزریق اتر قطر متوسط  :نتایج

) IC50(درصد بدست آمد و اثر سایتوتوکسیسیتی  4/92±3و در روش تبخیر فاز معکوس برابر با  3/86±2شدن دارو روش تزریق اتر 

 . تر از فرم معمولی دارو بودهاي سرطانی بیشداروي نیوزومه بر روي سلول

هاي دارو رسانی مانند نیوزومها نقش موثري در افزایش کارایی دارو و دهد که استفاده از حاملاین مطالعه نشان می: نتیجه گیريبحث و 

  .کاهش دوز مصرفی آن دارد

  .MCF-7نیوزوم، سایتوتوکسیسیتی، آرتمیزینین، :کلیديهاي هواژ

  

 

  

  

  

  

 
 e.asgharkhany@gmail.com: نشانی الکترونیک         .الناز اصغرخانی ،تهران، انستیتو پاستور ایران، بخش پایلوت نانو بیوتکنولوژي: نشانی نویسنده پاسخگو ١ قدمھ م
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  ایران هاي پستان بیماري ۀفصلنام                                        .  .. ت سلولی آرتمیزینینبررسی اثر سمی

 ٨ 

  دمهمق

هدف یک سیستم تحویل دارویی هدفمند، افزایش تحویل 

هاي دارو در منطقه مورد نظر و کاهش اثر آن بر بافت

در خون را اي که یک حالت پایدار غیرهدف است به گونه

ایجاد کند و یا در بافت هدف، سطحی از درمان را که 

تر را شامل تر باشد و مدت زمان طولانیسمیتر و غیرموثر

د را ایجاد کند که در این راستا، طراحی یک دوز شو

  مناسب دارویی، عنصر مهم در رسیدن به این هدف 

سرطان پستان در کل جهان پنجمین علت  ).1(هستند

مرگ ناشی از سرطان بعد از سرطان ریه، معده، کبد و 

  ).2(کولون است

هاي غیریونی با هاي سورفکتانتها وزیکولنیوزوم

لایه هستند که از سکوپی لایهساختارهاي میکرو

هاي غیر یونی در هیدرتاسیون کلسترول با سورفکتانت

هاي مهم دارو رسانی شوند و از سیستممحیط آبی تهیه می

هاي دیگر دارورسانی هدفمند در مقایسه با روش. باشندمی

هاي زیادي هستند ها، نیوزومها داراي مزیتمثل لیپوزوم

تر، هزینه هاي تهیه آسانه روشتوان بکه از آن جمله می

تر تر، انعطاف پذیري ساختاري و سمیت پایینتولید پائین

علاوه براین . به دلیل طبیعت غیر یونی آنها اشاره کرد

زا نیوزمها زیست سازگار، زیست تخریب پذیر و غیر ایمنی

نانومتر  10-100هاي تري در اندازهبوده و با طیف وسیع

  ز لحاظ حلالیت، نیوزومها طیف ا. قابل تهیه هستند

خل ادر د(تري از داروها شامل داروهاي هیدروفیلوسیع

در ناحیه به خصوصی در بیرون (و لیپوفیل) یک فاز آبی

 ). 3(اندازندرا به دام  می) هاي چربیلایه

Srinivas  در مطالعات خود  2010و همکاران در سال

جهت . را گسترش داد aceclofenacفرمول نیوزومال 

بهتر کردن امکان دسترسی در مطالعات ارزیابی خود اثرات 

هاي غیریونی وکلسترول را در تغییر ترکیب سورفکتانت

ظرفیت کپسوله شدن، اندازه ذرات و رهاسازي دارو را مورد 

استفاده  Peppasبراي این کار از مدل . مطالعه قرار دادند

  ).4(کردند

د در ساختار خود آرتیمیزین داراي گروه لاکتون پراکسی

اي شود زمانی که پراکسید در ساختار مادهاست و تصور می

هاي مثل سلول(باشد در تماس با غلظت بالاي آهن

هاي اکسیژن فعال و ناپایدار باعث رهاسازي گونه) سرطانی

هاي سرطانی به دلیل د و سلولشوشدن مولکول می

  ).5(روندکمبود آهن از بین می

القا آرتمیزینین بر روي ) 2004(و همکاران سینگ. پ

در مقایسه با . هاي سرطانی انسان را بررسی کردندسلول

هاي سرطانی سطح سلولی هاي نرمال، سلولسلول

 آنها آهن را به کمک. ها دارندبیشتري براي گیرنده

هاي پس سلول. گیرندهاي گیرنده آهن میپروتئین

فته و نابود کمبود آهن قرار گر سرطانی بیشتر تحت تاثیر

  ). 6(شوندمی

اثرات ضد سرطانی مشتقات ) 2001(یانگ لی و همکاران

با . چرخه سلولی بررسی کردند G1آرتیمیزنین در فاز 

اصلاح ساختار آرتمیزینین یک سري مواد جدید کشف 

هاي سیانو و آریل است کردند که این مشتقات شامل گروه

شده هاي کشت که تاثیرات قوي بر علیه رشد سلول

P388  سرطان خون موشی وA549  سرطان ریه انسانی

   G1ها با تجمع در فازاین فعالیت. بدخیم داشتند

  ).7(هاي سرطان خون موشی باعث مرگ آنها گردیدسلول

به همین دلیل از ترپنوئیدها و فلاونوئیدهاي متعدد  

استخراج شده از این گیاه که داراي فعالیت ضد سلولی 

از . شودضد تومور هستند استفاده میو ) سایتوتوکسیک(

دیگر اثرات آرتمیزینین و مشتقات آن، فعالیت آنها بر علیه 

هاي سرطانی سینه است که داراي اثر کشندگی سلول

نشان  2005تحقیقات جدید در سال ). 8(انتخابی است

دادند که آرتمیزینین به تنهایی قادر به از بین بردن 

  در حالی که بر . تهاي سرطانی اسانتخابی سلول

  ). 9(هاي طبیعی اثر سویی نداردسلول

پتانسیل آرتمیزینین را در ) 2006(هري لاي و همکاران

جلوگیري از رشد سرطان سینه در موش مطالعه کردند که 

دي متیل  12 و 7از ) 50mg/kg(با یک دوز خوراکی

بنزن آنترازن که به عنوان القا کننده سرطان سینه است، 

ها که با در این بررسی یک گروه از موش. داستفاده ش

درصد خوراك داده شده با گروه شاهد  02/0آرتمیزینین 

که با پودر ساده تغذیه شده بودند مقایسه و نشان داده شد 

که آرتمیزینین باعث کاهش سرطان در مقایسه با شرایط 

  ).10(کنترل شد

هاي پیچیده استخراج منابع محدود تهیه و روش

ها سبب شده ن و مقرون به صرفه نبودن این روشآرتیمیزی

تا در پی یافتن راههایی براي کاهش هزینه و اثر بخشی 

بهتر این دارو باشیم مطالعه حاضر با هدف نیوزومه کردن 
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آرتمیزینین، بهینه سازي فرمولاسیون و بررسی خواص 

  . فیزیکوشیمیایی آن است

  

  هامواد و روش

، کلسترول و محلول span20 ،span60آرتمیزینین، 

MTT(0.5 mg/ml)  مورد استفاده در این تحقیق از

شرکت سیگما آلدریچ، ایزوپروپانول و اتانول از شرکت 

از شرکت  RPMI 1640مرك و محیط کشت 

Invitrogen  خریداري و رده سلولیMCF-7  از بانک

  .سلولی انستیتو پاستور ایران تهیه شد

  

  :هاروش

 :تمیزینینرسم منحنی استاندارد آر

هاي مختلفی براي رسم منحنی استاندارد، غلظت

)0.312-0.5 mg/ml ( از آرتمیزینین استاندارد تهیه

گیري نانومتر اندازه 195گردید و جذب آنها در طول موج 

هاي مورد استفاده و جذب سپس با توجه به غلظت. شد

متناظر آنها، منحنی استاندارد به کمک نرم افزار اکسل 

هاي مجهول مورد عادله آن جهت تعیین غلظترسم و م

 . استفاده قرار گرفت

   : تهیه فرمولاسیون نیوزومی آرتمیزینین

براي تهیه نیوزومهاي آرتمیزینین از دو روش تبخیر فاز 

معکوس و تزریق اتر استفاده شد و از سورفکتانت و 

 .هاي مختلف استفاده گردید کلسترول و دارو در غلظت

  :یون نیوزومی به روش تبخیر فاز معکوستهیه فرمولاس 

هاي متفاوت نیوزومی با استفاده از این روش فرمولاسیون 

توضیح  1985در ساب   Azmineکه اولین بار توسط

هاي مختلفی از نسبت .داده شده است تهیه شدند

، کلسترول و دارو در span60 ،Span20هاي سورفکتانت

گاه روتاري تحت اتانول حل و سپس فاز حلال توسط دست

درجه سانتی گراد با  50شرایط خلاء و در درجه حرارت 

ژلوز باقیمانده به . دور در دقیقه، جدا گردید 90چرخش 

 که بر روي همزن مغناطیسیکمک بافر فسفات و درحالی

قرار داشت، ) دور در دقیقه 300درجه سانتیگراد، 37(

سازي اندازه ذرات، جهت همگن. هیدراته گردید

 5وات به مدت  35با توان (پانسیون نیوزومی سونیکهسوس

سپس جهت انجام آزمایشات در یخچال  گردید و) دقیقه

 ). 11(قرار گرفت

  

  : تهیه فرمولاسیون نیوزومی به روش تزریق اتر

هاي متفاوت نیوزومی با استفاده از این روش فرمولاسیون

در سال   Deanmerو  Bighamکه اولین بار توسط

هاي مانند روش قبل غلظت. ئه شد، تهیه گردیدارا 1976

متفاوتی از سورفکتانت، کلسترول و دارو تهیه شده و در 

مقدار مناسبی دي اتیل اتر حل شد سپس قطره قطره به 

که ) pH 7.4 ،10mM(داخل محلول بافر فسفات سالین

 300درجه سانتی گراد،  60- 50(بر روي همزن مغناطیسی

 ). 13و  12 ،11(ت، تزریق گردیدقرار داش) دور در دقیقه

  :هاي نیوزومیتعیین اندازه وزیکول 

هاي آرتمیزینین با بررسی قطر و پتانسیل زتاي نیوزوم

 Zen 3600, Malvern(استفاده از دستگاه زتاسایزر

Instrument Ltd, Malvern Worcestershire,UK (

  . تعیین گردید

  : درصد کپسوله شدن

ن بطور غیرمستقیم و با سنجش میزان انکپسوله شد

درجه  4دقیقه،  g17000، 60(استفاده از سانتریفیوژ

انجام شد به این ترتیب که مقدار مشخصی از ) سانتیگراد

فرمولاسیون نیوزومی دارو سانتریفیوژ گردید و رسوب 

بدست آمده نیز دوبار با فسفات بافر سالین شسته شد و 

گیري و سپس با مقدار داروي آزاد در مایع فوقانی اندازه

  . استفاده از معادله زیر بازده انکپسولاسیون محاسبه گردید

  :1معادله 

  
 

  : مطالعه رها سازي دارو به صورت برون تنی

هاي نیوزومی با استفاده از مطالعه رهایش دارو از وزیکول

به این . دیالیز انجام شد روش انتشار دینامیکی از غشا

ولاسیون نیوزومی دارو در معینی از فرمر مقدا ترتیب که

داخل کیسه دیالیزي ریخته و سپس این کیسه دیالیز را 

  )pH7.4،10mM( میلی لیتر بافر فسفات سالین 25داخل 

درجه  37(قرار داده و سپس بر روي یک همزن مغناظیسی

. دهیممی قرار) دور در دقیقه 300با سرعت  h32به مدت 

در فواصل زمانی مختلف مقدار دو میلی لیتر از بافر اطراف 

کیسه را برداشته شده و توسط همان مقدار بافر تازه 

کنیم و سپس جذب نوري آرتمیزینین را در جایگزین می

گیري نانومتر اندازه 195ها بدست آمده در طول موج نمونه
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 ١٠ 

 
هاي آرتمیزینین  نیوزومه درصد کپسوله شدن براي نمونه :1 نمودار

تهیه شده به روش تزریق اتر براي شکل سمت چپ و روش تبخیر 

  فاز معکوس براي شکل سمت راست

 

ارو در کرده و به کمک منحنی استاندارد میزان رهایش د

 . گرددهاي مختلف تعیین میزمان

 :بررسی سمیت سلولی دارو

-MCFسلول  10000صد میکرولیتر سوسپانسیون حاوي

اي ریخته و در دماي خانه 96هاي پلیت را در چاهک 7

. انکوبه شد CO2 5%درجه سانتیگراد و تحت شرایط  37

ها را برداشته و ساعت محیط رویی سلول 24پس از 

مختلف از فرمولاسیون نانونیوزومه دارو، کنترل هاي غلظت

ها ریخته و به مدت آن و داروي استاندارد را بر روي سلول

ساعت در شرایط ذکر شده انکوبه شد، سپس محلول  24

 گرم بر میلیمیلی MTT )5/0رویی را برداشته و محلول 

ساعت انکوباسیون، رنگ  3کنیم و پس از اضافه می) لیتر

هاي زنده در در سلول) وط به تشکیل فورمازانمرب(ارغوانی

صد میکرولیتر ایزوپروپانول حل شده و جذب آنها در طول 

اسپکتروفوتومتر (شودنانومتر اندازه گیري می 570موج 

با استفاده از  IC50و میزان ) Power Eave XSمدل 

  . دشمحاسبه   pharmبرنامه 

  آنالیز آماري

بیان ) SD, n=3(اف معیارانحر ±صورت میانگین ه نتایج ب

و با روش آنالیز  SPPSها با استفاده از نرم افزار داده. شد

اختلاف  p<0.05در . طرفه آنالیز گردیدیک واریانس

  . دار اعلام شد معنی

 

  نتایج

  :تعیین اندازه نانو ذره

ها با استفاده از دستگاه زتا سایزر میانگین قطر نانونیوزوم

نانو نیووزومه به روش تزریق اتر براي نمونه آرتیمیزین 

نانومتر  267±5نانومترو روش تبخیر فاز معکوس  3±220

  .دست آمدب

  :درصد انکپسولاسیون

درصد انکپسولاسیون با توجه به منحنی استاندارد و به 

درصد داروي انکپسوله . ، محاسبه گردید1کمک معادله 

 3/86±2شده براي داروي نیوزومه شده به روش تزریق اتر 

و براي داروي نیوزومه شده به روش تبخیر فاز معکوس 

    ).1نمودار (درصد بدست آمد 3±4/92

 :بررسی رهایش دارو

مقدار آرتمیزینین آزاد شده از فرمولاسیون دارویی تهیه 

 32و  24، 3، 2، 1هاي زمانی شده در بافر فسفات طی بازه

ر مقدا. دست آمدا استفاده از منحنی استاندارد بساعت ب

داروي آزاد شده در بافر فسفات براي فرمولاسیون 

و ) رنگ آبی(آرتمیزینین نانونیوزومه به دو روش تزریق اتر

نشان داده  2در منحنی ) رنگ قرمز(تبخیر فاز معکوس

 .شده است

  :بررسی اثر سایتوتوکسیسیتی دارو

فرمولاسیون آرتیمیزین نیوزومه  سایتوتوکسیسیتیمیزان 

هاي مختلف به استاندارد در غلظتشده و آرتمیزینین 

آورده  2بررسی شد که نتایج در نمودار MTTکمک روش 

  .شده است

  

 بحث و نتیجه گیري

دانید روش معمولی درمان دارویی  گونه که میهمان

سرطان، بدین صورت است که ماده موثر را وارد بدن 

هاي سرطانی به دیگر کنند و این ماده علاوه بر سلول می

، باعث این امر. کندهاي بدن نیز تاثیر میو بافت هاسلول

تر اینکه موجب آسیب مصرف بسیار بالاي دارو شده و مهم
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  منحنی آبی مربوط . با استفاده از کیسه دیالیز PBSمنحنی رهایش آرتیمیزین در بافر : 2منحنی

  .به روش تبخیر فاز معکوس و منحنی قرمز مربوط به روش تزریق اتر است

 

 
  براي فرمولاسیون آرتیمیزین نیوزمه شده به ) برحسب میکروگرم در میلی لیتر( IC50مقادیر : 2نمودار

 ش تبخیر فاز معکوس و تزریق اتر و داروي استاندارد فاقد نیوزومدو رو

 

از آنجایی که . دشوهاي مجاور بدن نیز میرساندن به بافت

آرتیمیزین یک ماده طبیعی گیاهی است عوارض کمتري 

هایی از جمله نسبت به مواد شیمیایی دارد اما محدودیت

هاي لیپاز و زي سریع توسط ماکروفاژها یا آنزیمپاکسا

که مدت زمان گردش ...  متابولیزاسیون سریع توسط کبد و

هاي جدید نانو تکنولوژي در روش. دهدخونی را کاهش می

د که سبب تغییر شودارو رسانی از الگویی پیروي می مانند

مشخصاتی مثل جذب دارو، زمان . گرددمشخصات دارو می

رو، میزان لازم آن، زمان دفع آن، ایمنی آن و در رهایی دا

نهایت سبب افزایش اثر درمانی و ایمنی شده و بیماران نیز 

تر تر و سالمدر استفاده از این دسته از داروها راحت

  . هستند

از مقایسه دو روش با توجه به قطر نیوزومها معلوم شد که 

ي چند هاروش تبخیر فاز معکوس منجر به ایجاد وزیکول

  هاي تک لایه را تشکیل لایه و روش تزریق اتر وزیکول

توان به بالاتر بودن بازده در تایید این مطلب می. دهدمی

انکپسولاسیون فرمولاسیون نیوزومی به روش تبخیر فاز 

). 1نمودار(معکوس نسبت به روش تزریق اتر اشاره کرد

  همچنین در بررسی الگوي آزاد شدن دارو از نیوزومها 

در بررسی اثر . این پدیده محسوس خواهد بود

هاي تهیه شده مشاهده شد سایتوتوکسیسیتی فرمولاسیون

به تنهایی اثري بر رده ) کنترل(که نیوزومهاي فاقد دارو

نداشتند و تاثیر فرمولاسیون نیوزومه  MCF-7 سلولی

 استشده بسیار بیشتر از داروي خالص نیوزومه نشده 

)IC50 در واقع اثر سایتوتوکسیسیتی آنها ). آن کمتر بود

تمام این . دهدتفاوت کاملاً معنی داري با یکدیگر نشان می

در ) نیوزوم(هاي دارو رسانینتایج متاثر از نقش حامل

همان طور که . انتقال بهتر دارو و بهبود عملکرد آن است

رفت فرمولاسیون نیوزومی آرتیمیزینین باعث انتظار می

. شودی و کاهش دوز مصرفی آن میافزایش شاخص درمان

یابد و با کاهش دوز مصرفی دارو، هزینه درمانی کاهش می
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 عوارض جانبی از جمله اثر سمیتی آن کاهش یافته است

  ).2نمودار(

شود که الگوي آزاد در مطالعه رهایش دارو مشاهده می

شدن دارو از فرمولاسیون نیوزومه کندتر صورت گرفته و 

از پایداري بالاي فرمولاسیون نیوزومه این نتیجه حاکی 

از میان دو روش تهیه . نسبت به داروي خالص است

نیوزومها رهایش دارو از نیوزمهاي تهیه شده به طریق 

که  استتر از روش تزریق اتر تبخیر فاز معکوس آهسته

هاي تک لایه به دلیل تبخیر این به دلیل تشکیل وزیکول

تر نسبت به روش تبخیر فاز تر حلال در روش تزریق اسریع

دارو . استهاي چند لایه ایجاد شده معکوس که وزیکول

کند و به آهستگی رهایش پیدا مسافت بیشتري را طی می

  .یابدکرده مدت زمان گردش خونی آن افزایش می
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