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Introduction: Cancer is recognized as one of the leading causes of mortality 

worldwide and remains a major global health challenge. Among the various types of 

cancer, gastric cancer is considered one of the most aggressive and prevalent 

malignancies due to its high incidence rate, late diagnosis, and poor prognosis. The 

AGS cell line is widely used as a reliable in vitro model for studying human gastric 

adenocarcinoma because of its adhesive growth pattern, relatively rapid proliferation, 

and preservation of the invasive characteristics of primary tumor cells. Conventional 

therapeutic approaches for gastric cancer, including surgery, radiotherapy, and 

chemotherapy, have shown partial clinical success; however, these methods are 

frequently associated with serious limitations such as systemic toxicity, damage to 

healthy tissues, severe side effects, and the development of drug resistance. 

Consequently, the development of advanced drug delivery systems has attracted 

considerable attention as a promising strategy to improve therapeutic efficacy while 

minimizing adverse effects. In this regard, nanotechnology has emerged as a powerful 

platform for the design of smart nanocarriers capable of enhancing drug stability, 

improving bioavailability, and enabling controlled and targeted drug release. Cisplatin 

is one of the most important chemotherapeutic agents used in the treatment of gastric 

cancer and exerts its anticancer activity primarily through binding to DNA, disrupting 

replication and transcription processes, and ultimately inducing apoptosis. 

Nevertheless, its clinical application is limited by severe toxicity and acquired drug 

resistance. Cellulose nanocrystals have gained significant attention in drug delivery 
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systems owing to their biodegradability, high mechanical strength, structural stability, 

and ability to provide sustained and controlled drug release. In addition, bovine serum 

albumin is considered an ideal biological carrier because of its excellent 

biocompatibility, low toxicity, biodegradability, and natural tendency to accumulate in 

tumor tissues. Polyvinyl alcohol also plays an important role as a biocompatible 

polymeric matrix in the fabrication of stable nanocarriers. Furthermore, hyaluronic acid 

serves as a targeting ligand through its specific interaction with CD44 receptors, which 

are overexpressed on the surface of many cancer cells, including gastric cancer cells. 

This targeted interaction facilitates the selective uptake of nanoparticles by tumor cells 

and significantly enhances the efficiency of targeted drug delivery systems. 

Aims: The aim of this study was to design and evaluate a smart nanocarrier system 

based on cellulose nanocrystals, polyvinyl alcohol, bovine serum albumin, and 

hyaluronic acid for the targeted delivery of cisplatin to gastric cancer cells. This study 

sought to improve drug stability, controlled release behavior, selective cellular uptake, 

and reduced toxicity toward normal cells by utilizing the biocompatible and targeting 

properties of these components. In addition, the cytotoxicity and anticancer selectivity 

of the synthesized nanoparticles were investigated in the AGS gastric cancer cell line 

to evaluate the potential efficiency of this nanocarrier system in enhancing the 

therapeutic performance of gastric cancer treatment. 

Materials and methods: In this study, cellulose nanocrystals were extracted from raw 

cellulose through controlled sulfuric acid hydrolysis using 64% sulfuric acid, followed 

by ultrasonication, centrifugation, and dialysis to obtain both stable suspensions and 

freeze-dried powders. Cisplatin was subsequently loaded onto cellulose nanocrystals at 

different concentrations, and the drug-loading efficiency was determined 

spectrophotometrically at 370 nm. Multifunctional BSA (Bovine Serum Albumin)-

PVA (Polyvinyl Alcohol)-CNC (Cellulose Nanocrystals)-CDP (Cisplatin) 

nanoparticles coated with PEG-hyaluronic acid were then synthesized by initially 

coating the drug-loaded cellulose nanocrystals with bovine serum albumin, followed 

by the formation of a stable hydrogel network using polyvinyl alcohol. To improve 

targeting ability and biological stability, the nanoparticle surface was further 

functionalized with NH2-PEG-HA in the presence of EDC/NHS as a coupling agent, 

and the final suspension was purified by dialysis before further analyses. The 

physicochemical properties of the synthesized nanoparticles, including crystalline 

structure, thermal stability, particle size, and zeta potential, were characterized using 

X-ray Diffraction (XRD), Thermogravimetric Analysis (TGA), and Dynamic Light 

Scattering (DLS) analyses, respectively. In addition, the release kinetics of cisplatin 

from the nanocapsules were investigated under different pH conditions simulating 

normal and tumor microenvironments, and the obtained data were analyzed using the 

Korsmeyer–Peppas kinetic model. To evaluate biocompatibility and selective 

cytotoxicity, AGS gastric cancer cells and normal GES-1 gastric epithelial cells were 

treated with the synthesized nanocapsules and free cisplatin, followed by MTT assay 

for IC50 determination. Furthermore, the selectivity index (SI) was calculated to assess 

preferential toxicity toward cancer cells. Finally, apoptosis induction was evaluated 

using Annexin V/PI staining and flow cytometry. All experiments were performed in 

triplicate, and the data were statistically analyzed using one-way ANOVA followed by 

Duncan’s multiple range test in SPSS22 software. 

Results: The physicochemical characterization results demonstrated that all 

synthesized nanoparticles and nanocapsules possessed a predominantly amorphous 

structure. The XRD patterns exhibited broad diffraction peaks within the 15–30° range, 

while the absence of sharp crystalline peaks confirmed the successful incorporation of 

cellulose nanocrystal–cisplatin complexes into the BSA-PVA matrix and the formation 

of a homogeneous noncrystalline system. TGA analysis further revealed that increasing 

the concentration of cellulose nanocrystals from 50 to 200 mg significantly enhanced 
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the thermal stability of CNC-CDP nanoparticles, as higher concentrations remained 

thermally stable up to nearly 300°C. Moreover, the BPC(100 mg)CP-HA nanocapsules 

showed lower thermal degradation and greater structural stability compared with drug-

free nanocapsules, indicating the reinforcing effect of CNC-CDP within the 

nanocapsule network. DLS analysis demonstrated that increasing the cellulose 

nanocrystal concentration increased particle size from 322 to 363 nm, while the zeta 

potential decreased from +13.05 to +2.14 mV. Surface coating with BSA, PVA, PEG, 

and hyaluronic acid further increased the particle size to 476 nm and elevated the PDI 

value, confirming the successful formation of multilayered nanocapsules. Drug release 

studies indicated that cisplatin release was significantly higher under acidic conditions 

(pH=5.8) than under physiological conditions (pH=7.4), and the release rate increased 

over time. In contrast, increasing the cellulose nanocrystal concentration reduced the 

drug release rate, suggesting a more compact and stable nanostructure. MTT assay 

results showed that drug-free nanocapsules exhibited negligible cytotoxicity against 

both AGS and GES-1 cells, whereas cisplatin-loaded nanocapsules significantly 

reduced the viability of cancer cells. Among all formulations, BPC(50 mg)CP-HA 

exhibited the strongest anticancer activity, with an IC50 value of 224.75 µg.mL-1 against 

AGS cells and the highest selectivity index (SI=1.75), indicating superior selective 

toxicity toward cancer cells. Furthermore, flow cytometry analysis demonstrated that 

this formulation induced the highest percentages of early and late apoptotic cells, while 

free cisplatin caused the greatest level of necrotic cell death. 

Discussion: In recent years, smart nanocarrier systems have emerged as promising 

strategies for targeted cancer therapy due to their ability to improve drug stability, 

provide controlled release, and reduce systemic side effects. In the present study, 

multifunctional nanocapsules composed of cellulose nanocrystals, BSA, PVA, PEG, 

and hyaluronic acid were designed for the targeted delivery of cisplatin to AGS gastric 

cancer cells. The obtained results demonstrated that drug-free nanocapsules exhibited 

negligible cytotoxicity against both AGS and GES-1 cells, indicating the favorable 

biocompatibility of the synthesized nanocarrier system. This biocompatibility may be 

attributed to the intrinsic properties of the nanocarrier components, which are unlikely 

to induce oxidative stress, membrane damage, or mitochondrial dysfunction in healthy 

cells. Furthermore, PEGylation and hyaluronic acid-mediated targeting reduced 

nonspecific nanoparticle accumulation in normal cells while improving selective 

uptake by cancer cells through CD44 receptor interactions. Physicochemical 

characterization revealed that increasing the concentration of cellulose nanocrystals 

resulted in larger particle sizes and lower zeta potential values, likely due to the 

formation of denser polymeric networks and stronger hydrogen-bonding interactions 

among the nanocarrier components. Nevertheless, the BPC(100 mg)CP-HA formulation 

exhibited an appropriate particle size distribution and acceptable uniformity for drug 

delivery applications. Drug release studies further demonstrated that cisplatin release 

was significantly higher under acidic conditions than at physiological pH, while 

increasing cellulose nanocrystal concentration reduced the release rate. This behavior 

was associated with the formation of a more compact polymeric network that restricted 

drug diffusion and enabled sustained and controlled release. In addition, flow 

cytometry analysis revealed that the BPC(50 mg)CP-HA nanocapsules induced the 

highest levels of apoptosis in AGS cells, whereas free cisplatin predominantly caused 

necrotic cell death. These findings suggest that encapsulation of cisplatin within the 

designed nanocarrier system not only enhances anticancer selectivity but also promotes 

apoptosis-mediated cell death, thereby potentially improving the therapeutic efficacy 

of cisplatin in gastric cancer treatment. 

Conclusion: This study demonstrates that smart nanocapsules BPCCP-HA based on 

cellulose nanocrystals and a BSA-PVA hydrogel provide an effective strategy to 

overcome the therapeutic limitations of cisplatin. This system enhances 
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physicochemical properties, structural stability, and pH-responsive drug release, 

thereby improving targeted delivery of the drug to AGS cancer cells. The designed 

formulation shows good biocompatibility and low toxicity toward healthy cells. 
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 افزایش جهت شدهکنترل هایغلظت  با CNC بر مبتنی هیدروژلی نانوذرات  مهندسی

 AGS  هایسلول در پلاتینسیس اثرگذاری و پذیریانتخاب 

 *2، هاشم یعقوبی 1پیام مددزاده 

   ، واحد اردبیل، دانشگاه آزاد اسلامی، اردبیل، ایرانشناسیگروه زیست-

 

 چکیده   واژگان کلیدی 

سوووولووولووی،    یووسآپوووپووتوووز

 پلاتین، لاین سووولولیسووویس

AGS  ، ،نانوکریسوتال سولول ،

 اسیدهیالورونیک

در این پژوهش، یک  .  ها  هوشمند  را فراهم کرده استها  نانوفناور  امکان توسعه حامل پیشرفت  هدف: 

 BSA–PVA در قالب نانوهیدروژل  (CNC)  ها  سلول، سیستم نانوحامل هوشمند مبتنی بر نانوکریستال 

به   (CDP) پلاتینطراحی شد تا انتقال هدفمند دارو  سیس  (HA) اسیدو هیالورونیک  PEG شده باتقویت

با روش پیونددهی شیمیایی   CNC نانوذراتها:  مواد و روش   .را فراهم سازد AGS ها  سرطان معدهسلول 

و دارو درو حل امولسیون چندمرحله به  CDP حلال سنت،  و  انتشار حلال  بارگذار  شد. سپس  وسیله  ا  

و   pH ها  فی،یکوشیمیایی، مورفولوژ ، رهایش وابسته بهساخته و ویژگی BPCCP-HA ها نانوکپسول 

نتایج      نتایج:  .دش بررسی   GES-1 و سالم AGS ها  سرطانیها بر سلول آن   یساثرات سمیت و آپوپتوز

 CNC-CDP ، اندازه نانوذراتmg  200به  50از  CNCبا اف،ایش غلظت نی، نشان داد که  DLSحاصل از 

رهایش  الگو     .کاهش یافت  mV+  14/2  را تا  +05/13از    و پتانسیل زتا  یافته  اف،ایش  نانومتر  363به    322از  

در   داد    مختلف  pHدارو  نانوکپسول سیس دارو   رهایش  که  نشان  از  طور  به  BPCCP-HA ها پلاتین 

ها   که نانوکپسول   نشان داد  سمیت سلولیو زمان بود. نتایج ارزیابی    CNC، غلظت  pH  دار  وابسته بهمعنی

توجهی نشان ندادند، اما  سمیت قابل  (µg.mL  400-1)  غلظتبالاترین  حتی در   (HA-BPCCPفاقد دارو )

 نانوکپسول  چنین مشخص شد کههمدار  اف،ایش داد.  طور معنیسمیت سلولی را به BPCCP-HA اف،ودن  

BPCCP-HA  حاو  mg  50  نانوذره  CNC  ها در سلول   یسبیشترین تأثیر را در القا  آپوپتوز   AGS  

  مرگ   بلکه  دهد،می   اف،ایش  را  سلولی  سمیت  تنها  نه  مطالعه  این   در  یافتهتوسعه  نانوحامل :گیری:  نتیجه   .داشت

 .کندمی   هدایت  مطلوب  آپوپتوز  سمت  به  را  سلولی

 22/02/1405تاریخ دریافت: 

 03/04/1405تاریخ بازنگری: 

 10/04/1405  تاریخ پذیرش: 

 

 همقدم -1

شمار میرود و بهعنوان یکی از عوامل اصلی مرگومیر در سراسر جهان  ها  سلامت جهانی بهترین چالشسرطان یکی از مهم

شناخته میشود. در میان انواع سرطانها، سرطان معده نی، یک بدخیمی شایع و خطرناک محسوب میشود  )1( .  رده   سلولی 

AGS  یک مدل آزمایشگاهی ارزشمند و استاندارد برا  مطالعه آدنوکارسینوم معده انسان است. ویژگیها  عمومی  این رده  

سلولی  شامل رشد چسبنده و نسبتاً سریع، پایدار  ژنتیکی در شرایط کشت و حفظ ویژگیها  تهاجمی سلول ها  سرطانی 
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بیمار  سرطان،  به  ویژه سرطان  معده  شامل   راهبردها  درمانی جهت درمان  پرکاربردترین  است  )2(.  در حال حاضر،  اولیه 

جراحی، پرتودرمانی  و  شیمیدرمانی  میباشد. اگرچه این روش ها تا حد  موفق بودهاند، اما با محدودیتها  جد  از جمله  

عوارض جانبی گسترده، آسیب به بافتها  سالم و به ویژه، توسعه مقاومت دارویی مواجه هستند  )3(. شیمیدرمانی بهعنوان  

یک درمان سیستمیک، فاقد اختصاصیت لازم است و به سلولها  سالم با تقسیم سریع نی، آسیب میرساند.  این چالشها، مسیر  

را برا  ظهور و توسعه روشها  درمانی نوین هموار ساخته است  )4(. در این میان، نانوتکنولوژ  به عنوان یک راهبرد تحول آفرین،  

پتانسیل فوق العادها  برا  غلبه بر این موانع از خود نشان داده است. در این روش با بهرهگیر  از نانوحاملها  هوشمند، میتوان  

عوامل درمانی را بهطور انتخابی به بافت تومور رساند، فراهمی زیستی آن را اف،ایش داد و عوارض جانبی را به حداقل رساند. این  

 )CDP(  از سویی نی،  سیسپلاتین  .)رویکرد هدفمند، بهویژه برا  دارورسانی موثر عوامل درمانی نوین امیدبخش بوده است  )5

یک دارو  شیمیدرمانی کلاس پلاتین و از پایهها  مهم درمان سرطان معده، بهویژه در مراحل پیشرفته یا متاستاتیک است 

)6(.  اهمیت  درمانی این دارو  بهدلیل مکانیسم اثر قو  است که با اتصال به DNA سلولها  سرطانی و ایجاد اختلال در رونویسی  

بهعنوان   سلول،   سویی،  نانوکریستالها   میشود )7(.  از  )آپوپتوزیس(  سلول  برنامهری، شده  مرگ  به  منجر  تکثیر،  و 

تقویت کنندهها  زیستتخریب پذیر  شرایط لازم را جهت  اف،ایش استحکام مکانیکی نانوحاملها، پایدار  ساختار  و مقاومت در  

برابر تخریب زودرس فراهم میکنند  )8( .  این نانوساختارها با ایجاد شبکه ا  متراکم، امکان رهایش کنترل شده و تدریجی دارو را  

نانوساختارها  در  این  غلظت  بهینهساز   میکنند.  با  جلوگیر   درمانی  عوامل  بیموقع  و  ناگهانی  رهایش  از  و  ساخته  میسر 

نانوحاملها و عاملدار کردن سطح نانوحاملها توسط لیگاندها  هدفمند مانند فولیکاسید، میتوان دارو را به طور اختصاصی و 

با بازدهی بالاتر  به سلولها  سرطانی رساند و عوارض جانبی را به حداقل رساند.  )9(.  از سویی دیگر،  آلبومین سرم گاو  

)BSA(  بهعنوان یک پروتئین سرمی فراوان، در دسترس و ارزان  به طور گستردها  در سیستم ها  دارورسانی  )به ویژه آزمونها   

درون آزمایشگاهی(   بهکار میرود  ) 10(. این پروتئین بهدلیل زیستسازگار  عالی، سمیت پایین و قابلیت تج،یه پذیر  زیستی،  

از   برا  رهایش دارو محسوب میشود. در دارورسانی هدفمند، آلبومین سرم گاو  میتواند بهطور طبیعی  یک حامل ایدهآل 

طریق اثر اف،ایش نفوذ و نگهدار  )EPR( در بافتها  تومور  تجمع یابد )11(. پلیوینیلالکل )PVA( یک پلیمر خطی است 

که برا  تشکیل هیدروژل نیاز به ایجاد پیوندها  عرضی دارد. در روشها  سنتی از عوامل شیمیایی مانند گلوتارآلدهید برا   

ایجاد این پیوندها استفاده میشود که باقیمانده سمی این عوامل میتواند برا  کاربردها  زیستپ،شکی خطرناک باشد   )12(. 

همچنین  لیگاند ها   هیالورونیکاسید  بهعنوان یک هدفیاب مولکولی دقیق در دارورسانی هدفمند عمل میکند که با اتصال 

شوند، امکان به وفور بیان می  معده ها  سرطانی از جمله سرطان  که بر سطح بسیار  از سلول   44CDها   اختصاصی به گیرنده

شناسایی و ورود انتخابی نانوحاملها  دارویی را بهدرون سلول ها  سرطانی فراهم میکند  )13( . این مکانیسم هدفگیر  فعال،  

بر   تأثیر  از  ناشی  عوارض جانبی  توجه  قابل  موجب کاهش  و  داده  اف،ایش  به شدت  را  تومور   بافت  در  دارو  ترجیحی  تجمع 

سلول ها  سالم میشود   )14(. از دیگر م،ایا   هیالورونیکاسید، پایدار  شیمیایی بالا، سمیت پایین و ه،ینه تولید مقرون به  

صرفه است که آن را به گ،ینه ا  ایدهآل برا  کاربردها  بالینی تبدیل میکند. این لیگاند از طریق  آندوسیتوز وابسته به گیرنده،  

ورود کارآمد نانوذرات حاو  دارو را به سلول سرطانی تسهیل مینماید  )15(.  نانوذره  چندمنظوره  طراحی شده در این پژوهش  

با ترکیب هماف،ا  نانوکریستالها  سلول، ، هیدروژل PVA، پوشش Polyethylene Glycol( PEG(، آلبومین سرم گاو  و  

با  که  میکند  کنترلشده   سیسپلاتین  ایجاد  رهایش  و  بهینه  بارگذار   برا   هوشمند  سامانها   لیگاند  هیالورونیکاسید، 

بهرهگیر  همزمان از هدفگیر  غیرفعال و هدفگیر  فعال، تجمع انتخابی دارو در بافت تومور  را اف،ایش داده، زمان ماندگار   

)رده  AGS(  تقویت  علیه سلول ها  سرطان  معده  انتخابی  را به صورت  بهبود میبخشد و سمیت آن  را  دارو در گردش خون 
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میکند؛ بهطور  که هدف نهایی این پژوهش، دستیابی به یک فرمولاسیون کارآمد و پیشرفته برا  غلبه بر محدودیتها  درمانی  

 سیسپلاتین و ارتقا  اثربخشی آن در درمان سرطان پستان است.

 هامواد و روش  -2 

 تترازولیوم -2H-فنیل  د -2،5-(تیازولیل-2-متیل  د -4،5)-3  ،(DMSO)  سولفوکسید  متیل  ، (KCl)  پتاسیم   کلرید :مواد

کلروفرم،    ، (4PO2KH)  هیدروژن فسفات پتاسیمد (،  NaCLکلراید ) (، سدیم HCLاسید )اتانول، هیدروکلریک  ، (MTT)  بروماید 

  (CDP)  پلاتینسیسو دارو  ( NaOH) سدیم هیدروکسید، (2NH) آمین-( PEG) اتیلن گلیکولپلی-( HA) هیالورونیک اسید

  شیمی  آزمایشگاه   از  پارافرمالدهید  ( وPVP)  پیرولیدونوینیلپلی،  (PVA)  الکلوینیلپلی.  شدند  خریدار (  آلمان)  مرک  شرکت  از

 DMEM، DMEM/F-12محیط کشت  ،  ( BSA)  آلبومین سرم گاو    (، FBSگاو  )  جنین  سرم.  شد  تهیه(  ایران)  موجال  دکتر

 . شدند خریدار ( آمریکا متحده ایالات) Biowest شرکت از EDTA-تریپسین و

 روش انجام کار 

شده سلول، خام  ها  سلول،  از طریق هیدرولی، اسید  کنترلنانوکریستالدر این پژوهش    :های سلولزیسنتز نانوکریستال

ابتدا.  شدنداستخراج   که  صورت  تقریبیسلول،    g   5بدین  مولی  )جرم  با g/mol   14/162خام   )mL   40   اسیدسولفوریک  

(4SO2H)  ،64  ( جرم مولیدرصد وزنیmol /g    08/98)  به   1  در این آزمایش  . نسبت جامد به مایعندتحت هیدرولی، قرار گرفت

گراد  تحت همزدن مداوم انجام  شد.  سپس سوسپانسیون درجه سانتی 45  دما   ودقیقه    45حفظ شد و واکنش به مدت    10

حاصل بهمدت 15 دقیقه تحت امواج فراصوت )Hz50( قرار گرفت. در انتها به ترکیب حاصلmL   600 آب مقطر یخزده اضافه 

شده و جهت خالصساز  و  جداساز  نانوکریستالها از اسید و ناخالصیها،  3  مرتبه  سانتریفیوژ )rpm12000  بهمدت  15  دقیقه(  

پراکنده شد. در نهایت،  سوسپانسیون نانوکریستالها  سلول،  بهمنظور   شد.  در ادامه  رسوب حاصل، در آب  دیونی،ه، مجدداً 

حذف یونها  باقیمانده و تعدیل   pH، با استفاده از غشا  دیالی، دارا  آستانه جداساز KDa   12  تا  14، در مجاورت آب 

مقطر قرار گرفت تا  pH محیط به محدوده خنثی ) 6  تا  7(  رسید.  برا  تولید پودر نانوکریستال سلول،، بخشی از سوسپانسیون 

 همگن شده و سپس توسط دستگاه انجماد خشک )LMC-2, Rubarth, Germany(، خشک شد  )16(.

سیس داروی  نانوکریستالبارگذاری  در  )پلاتین  سلولزی  سیس  :(CNC-CDPهای  دارو   تهیه  با  جهت  پلاتین 

تهیه   mmoL  1با غلظت  درصد    96اتانول    mL   100در(  Pt2N6H2Cl)پلاتین  سیس  پودر  mg   3، ابتداmmoL   1غلظت

ازا  هر  mL  از محلول  سیسپلاتین( به  mg  50،  100  و  200ها  سلول،  )ها  مختلفی از نانوکریستالسپس غلظت گردید.  

به  محلول  اف،وده  و   مخلوطها   بهمدت  24  ساعت  در  دما 25  درجه سانتیگراد،  در تاریکی و تحت هم،دن قرار گرفتند. پس از 

آن، سوسپانسیون ها با سانتریفیوژ  )rpm12000  بهمدت  15  دقیقه(  جداساز  و رسوب با اتانول مطلق شستشو داده شد. در 

, LMC-2, Rubarth(  خشک دستگاه  انجماد  با  سیسپلاتین  توسط  شده  بارگذار   سلول،   نانوکریستالها   نهایت، 

Germany(  خشک گردید  و   برا  استفاده در مراحل  در  فری،ر80-  درجه سانتیگراد  نگهدار  شد. بازده بارگذار  با اندازهگیر   

 سیسپلاتین موجود در مایع رویی توسط اسپکتروفتومتر در طول موج 370 نانومتر تعیین شد  )17(. 

 (:1معادله) شد  تعیین زیر شرح بهها  سلول،  در هر کدام از غلظت ها  نانوکریستال CDP بازدهی بارگذار 

=
  مقدار دارو  سیس پلاتین  مورد استفاده برا   تهیه  نانوکریستال −مقدار دارو  سیس پلاتین  در مایع  رویی 

کریستال نانو  مقدار دارو  سیس پلاتین  مورد استفاده برا   تهیه  
×  1درصد بارگذار  دارو    : معادله   100
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نانوذرات   با    BSA-PVA-CNC-CDPتهیه  جهت   :PEG-Hyaluronic acid  (BPCCP-HA)پوشش دار شده 

   CDPبارگذار  شده با    ها  مختلف()در غلظت  ها  سلول، از نانوکریستال  mg   10ابتدا،  BPCCP-HAسنت، نانوذرات  

همراهmg/mL   10  بافر فسفات سالین  )PBS( اف،وده شده و   بهمدت  1  ساعت در دما  اتاق به  BSAاز محلول    mL   20به

و تحت هم،دن ملایم قرار داده شد تا پوشش اولیه تشکیل  شد. سپس،mL   10  از محلولPVA   ) 4  درصد  w/v(  به مخلوط  

   mL،اضافه شد و هم،دن بهمدت  2  ساعت دیگر ادامه یافت تا شبکه هیدروژلی پایدار ایجاد شود. در مرحله بعد، برا  اصلاح سطح

محلول    5 غلظت( HA-PEG-2NH)  آمینه-اسیدهیالورونیک- گلیکول  اتیلنپلیاز  با   ،mmoL   2  کاتالیست حضور   در 

EDC/NHS )به عنوان عامل اتصالدهنده(   به مخلوط اضافه و واکنش بهمدت  12  ساعت در دما   4  درجه سانتیگراد  در 

تاریکی انجام شد. سوسپانسیون حاصل جهت حذف مواد واکنشدهنده استفاده نشده، بهمدت  48  ساعت در برابر آب دیونی،ه )با  

استفاده از غشا  دارا  آستانه جداساز KDa   12( دیالی، گردید. در نهایت، نانوذرات پایدار شده BPCCP-HA برا  استفاده  

 در آزمون ها  بعد ، در دما  4 درجه سانتیگراد نگهدار  شدند )18(. 

  XRDنانوذرات تهیه شده از دستگاه فازها  بلور  موجود در  جهت شناسایی :تعیین مشخصات فیزیکوشیمیایی نانوذرات

(Bruker D8 DISCOVER, Germanyشد استفاده  خواصهم .  (  )با   CNC-CDP ها نانوکپسول  حرارتی  چنین، 

مختلف   نانوکپسول CNCدرصدها    ،)HA -BPP (HA-PEG-PVA-BSA  نانوکپسول و   )HA-CP(100 mg)BPC   از 

C.min-گرمایش نرخ  با  600 تا   گراددرجه سانتی 25 بین دماها  در( ژاپن ، DTA-TGA-32) آنالی، گرماسنجی وزنی  طریق

 ,DLS)  پویا   نور  پراکندگی  از  استفاده   با  هاو نانوکپسول  نانوذراتزتا     پتانسیل  متوسط و  اندازه  .شد  تعیین  هوا  فشار  تحت  °20 1

 Malvern Instruments, Westborough, USA( تعیین شد.

ها  مختلف حاو  غلظت  BPCCP-HAنانوذرات    بین   CDPدارو    انتشار  سینتیک  مقایسه  برا :    سینتیک رهایش دارو

CNC،  با  مختلف  محیط  دو  از  pH  ( 4/7متفاوتpH=  8/5ها  سالم( و )محیط اطراف سلولpH=  ها  محیط اطراف سلول

طور  جداگانه  در mL  10  بافر  استاتسدیم  )pH=55/5(  به  هانانوکپسول  آزادساز ،  سینتیک  تعیین  برا .  شد   سرطانی( استفاده

و محلول گلوک، 5 درصد  )pH=77/4( در 37 درجه سانتیگراد انکوبه شدند.  در فواصل زمانی  برنامهری،  شده )هر30 دقیقه تا  

3  روز(،  پس از  سانتریفیوژ  )rpm12000  و  30  دقیقه(،   مایع  رویی   نمونهها برا   سنجش  آزادساز   جمعآور   شد.  سپس،   تا  بازه  

زمانی   بعد ، نانوذرات  درmL   10  محیط  کشت تازه،   مجددا به  حالت  سوسپانسیون  درآمدند. می،ان  غلظت  دارو  سیس پلاتین  

در  هر  نمونه  بهکمک  دستگاه  اسپکتروفتومتر  و در طول  موجnm   370  اندازهگیر   شد.  درصد   رهایش دارو  سیس پلاتین از  

 نانوکپسولها بهکمک معادله 2 محاسبه شد: 

 =
PBS محتوا   کل  دارو  سیس پلاتین  در مایع  رویی 

مقدار دارو  سیس پلاتین  محصور شده در نانوکپسول  ها
×  2درصد رهایش دارو     :معادله  100

تا مکانیسم    گرفتند،مورد تحلیل قرار     Korsmeyer-Peppasسینتیکی  مدل  به کمکها  حاصل از این آزمایش داده  سرانجام

 .  (18) آزادساز  دارو مشخص شود

تلیال معده انسان  ) GES-1(  لاین سلولی اپی( از  AGS)  ها  سرطانیسلولدر این پژوهش در کنار    :مطالعات سمیت سلولی

بهعنوان نمونه  شاهد،  بهصورت مواز   استفاده  شد. هدف  از  استفاده از سلول  سالم، ایجاد یک گروه شاهد معتبر برا  ارزیابی  

 انتخابگر  و سمیت ذاتی نانوذرات بود. 



 AGS 182  هایسلول  در پلاتینسیس  اثرگذاری و  پذیریانتخاب  افزایش جهت شدهکنترل هایغلظت با CNC بر مبتنی هیدروژلی  نانوذرات مهندسی
 

 5/ شماره 2/ دوره 17/ جلد 1405سلول و بافت/ تابستان 

 
 

 g/mlسرم اسب،  درصد  5شده با  مکمل DMEM/F-12 در محیط GES-1 ها سلول   GES-1:های سالم  کشت سلول

µ10  ،انسولینmL /ng  20  1درمی،فاکتور رشد اپی-g.ml µ   5/0  ،100  هیدروکورتی،ونmL/ng  سیلین/استرپتومایسین  پنی

  24مدت  به  (گراددرجه سانتی  37  در دما   2COدرصد    5)انکوباتور    بهها  کشت شدند. این سلولچاهکی    96ها   و در پلیت

 ساعت منتقل شدند. 

  7×310چاهکی با تراکم سلول    96ها   به پلیت   AGSها برا  این منظور سلول  :AGSهای سرطانی  های سلولکشت لاین

( و سپس انکوبه شدند  FBSدرصد    10با    DMEMمحیط کشت کامل منتقل شدند )محیط    µL  200سلول در هر چاهک در

 ساعت(. 24مدت به 2COدرصد  5و  گراددرجه سانتی 37)دما 

ها   شود( نانوکپسولدرصد سلول می  50)غلظتی که موجب مرگ حداقل    50ICمی،ان    :(50IC)محاسه میزان    MTTتست  

BPCCP-HA  حاو  غلظت(  ها  مختلفCNC  با استفاده از روش )MTT    ساعت پس از    24ارزیابی شد. برا  این منظور

µL.mL-  400و    200،  100،  50)صفر )شاهد(،    CDPها  مختلف  ( با غلظتGES-1و یا   AGSها   ها )سلولکشت، سلول

چنین  و هم  (CNCها  مختلف  )با غلظت  HA-BPCCPها   از نانوکپسول  mL/µg  400و    200،  100،  50( و صفر )شاهد(،  1

 (CNCها  مختلف  )بدون دارو و در غلظت  BPCP-HAها   از نانوکپسولµL/mL   400و    200،  100،  50صفر )شاهد(،  

در محیط کشت( به هر چاهک اضافه    µg/mL  5)  MTTمحلول    µL   20ساعت،  24پس از    تیمار شده و دوباره انکوبه شدند. 

گراد(، مایع رویی برداشته شده و بلورها  فورمازان توسط  DMSO   درجه سانتی  37ساعت و دما   5شده و پس از انکوباسیون )

)µL  200  در هر چاهک( حل شد. پس از انکوباسیون )30  دقیقه و دما 37  درجه سانتیگراد(، جذب نور  در  nm  570  توسط  

 دستگاه  قرائت صفحه چندچاهکی  )BioTek Instruments, Winooski, VT, USA( اندازهگیر  شد )19(.

بر   (SI) بینی عوارض جانبی سامانه نانودارویی، شاخص انتخابیمنظور ارزیابی سمیت انتخابی و پیشبه :(SI)  شاخص انتخابی

ها  سرطانی و ایمنی بالاتر سامانه  دهنده سمیت ترجیحی بر سلول نشان یکبالاتر از  SI مقادیرمحاسبه شد.    3معادله اساس 

 که مقادیر کمتر از یک بیانگر سمیت بیشتر بر سلول ها  سالم است.باشند، در حالیدارورسانی می

 (GES−1) سلولها   نرمال IC50  

(𝐴𝐺𝑆)سلولها   سرطانی 𝐼𝐶50  
            3:معادله          ((SI)  )شاخص انتخابی = 

همراه  پروپیدیوم  یدید  به  آنکسینکیت    از  ، یسنکروز  از  یسآپوپتوز  برا  این منظور و جهت تمای، بین  :بررسی مرگ سلولی

استفاده  شد.  سلولها   AGS  تیمار  شده  با  نانوکپسولها   BPCCP-HA  )با غلظت ها  مختلف  CNC(  و  CDP  آزاد با 

استفاده  از  فلوسایتومتر   و  کیت Immunostep (   Annexin V-Dy634(  و  طبق  پروتکل  تأمینکننده،  برا   آپوپتوزیس 

از سلول ها   AGS  تیمار  نشده  بهعنوان  کنترل  مثبت  استفاده  شدند.  دادهها  با    مورد  تج،یه  و  تحلیل  قرار  گرفتند .  همچنین 

 فلوسایتومتر FACS Verse و  نرماف،ار FlowJoTM نسخه 10 پردازش شدند )20(.

 آماری  آنالیز -3

 از   SPSS22  اف،ارنرم  از  استفاده  با   ها داده  تحلیل   و  تج،یه.  شد  ارزیابی   تکرار  سه  در  مطالعه   این  در   شده   گیر اندازه  پارامتر  هر

دنبال  آن  آزمون  دانکن  برا   مقایسه ها   چندگانه  در  آستانه  معنیدار   5  درصد  انجام  شد.  به  و  طرفهیک  واریانس  آنالی،  طریق

توزیع  نرمال  دادهها   با  استفاده   از  آزمون  کولموگروف-اسمیرنوف  بررسی  شد.  نتایج   بهصورت  مقادیر  میانگین  با   انحراف  معیار  

 )میانگین ±  انحراف معیار( گ،ارش شدهاند . 
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 نتایج  -4

 ارزیابی مشخصات ساختاری، حرارتی و ابعادی نانوذرات

XRD 

ها از  کلیه نمونهغیربلور   ماهیت  (،  1)شکل  CNCها  مختلف  ها  سنت، شده در غلظتنانوذرات و نانوکپسول   XRD الگو 

دهنده  ها  تی، بلور  و حضور یک قله پهن، نشانکند. فقدان قلهها  حاو  دارو را تأیید میجمله نانوذرات پایه و فرمولاسیون 

و تبدیل آن به   BSA-PVAدر داخل ماتریس  (  CDP-CNCپلاتین )سیس-ها  سلول، نانوکریستالبارگذار  موفق و تلفیق  

دست آمده از طیف  XRD  )شکل 1(، مشخص شد که همه الگوها    XRD، از جمله نمونه   طبق نتایج به  .حالت آمورف است

HA-CP(100mg)BPC  ،محدودهقله در  گسترده  و  پهن  زاویه   می  θ ~2  30تا    15      نشان  قلهدرجه  این  پهن دهند.    

مشخصه   اصلی مواد با ساختار آمورف یا نانوبلور است. عدم وجود قلهها  تی، و باریک نشان میدهد که نمونه ها فاقد نظم بلور   

با   پایه  نانوذرات  که  میکند  برا BSA-PVA-NPs   تأیید  بلورینگی  فاقد  و  پهن  بسیار  میباشند.  همچنین  الگو   بلند-برد 

موفقیت سنت، شدهاند و دارا  ساختار  آمورف هستند. از سویی دیگر، با بارگذار  دارو در دُزها  مختلف CNC )50، 100 و 

mg 200(، الگو  کلی نمونه ها  ) BSA-PVA-CNC-CDP(  تغییر محسوسی نمیکند و ماهیت آمورف خود را حفظ میکنند.  

طبق نتایج بهدست آمده چنین استنباط میشود که نانوذرات CNC-CDP )که به خود  خود ممکن است حالت بلور  داشته  

باشد( در درون ماتریس آمورف  BSA-PVA  به خوبی تلفیق شده و به حالت آمورف یا مولکولی درآمده است. بهعبارت دیگر،  

 دارو در شبکه   نانوذرات حل شده و یک سیستم یکنواخت و غیربلور  تشکیل داده است. 

 

 

،  CNC  (50مختلف  ها غلظت پلاتین وشده با دارو  سیسبارگذار  )  BSA-PVA ،BSA-PVA-CNC-CDPنانوذرات  XRD: طیف 1شکل

 HA-CP(100mg)BPCو نانوکپسول  ( mg 200و  100
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TGA  
با اف،ایش   CNC-CDP نانوذراتدر    مشخص شد که،ها  سنت، شده  نانوذرات و نانوکپسول  TGAطبق نتایج حاصل از نمودار  

نانوکریستال از  غلظت  سلول،   بهmg  200به    50ها   حرارتی  پایدار   قابل،  بهملاحظهطور  است،  یافته  بهبود  که ا   طور  

به  mg   200نمونه ن،دیک  دما   سانتی  300تا  مؤثر درجه  نقش  نشاندهنده  که  میماند  باقی  قابلتوجه  تخریب  گراد  بدون 

BPP-نانوکپسول  .)A-2نانوکریستالها  سلول،  در اف،ایش یکپارچگی ساختار  و مقاومت در برابر تج،یه حرارتی است )شکل

HA ، کاهش وزن سریعتر  در محدوده  100  تا  300  درجه سانتیگراد  احتمالا ناشی از تخریب زودهنگام پلیمرها یا اج،ا   

دهد  نشان میHA-BPP   ، پایدار  حرارتی بالاتر  را در مقایسه با HA-CP(100mg)BPC نانوکپسولپروتئینی است. در مقابل،  

 .)B-2در تقویت شبکه نانوکپسول و بهتأخیر انداختن تخریب حرارتی است  )شکل  CNC-CDP  که حاکی از اثر سینرژیستی

باقیمانده نهایی در دما 600  درجه سانتیگراد در نمونهها  حاو  سلول، بیشتر است که نشاندهنده تشکیل خاکستر غنی از  

کربن و پایدار  حرارتی برتر در دماها  بالا است. این نتایج بهوضوح تأثیر مثبت ترکیب  CNC-CDP  را در طراحی نانوحاملها   

 پایدار برا  کاربردها  دارورسانی هدفمند تأیید میکند.

 

 ، CDPاز محلول    mLبه ازا  هر  ها  سلول،   نانوکریستال  mg  200و    100،  50حاو    CNC-CDP نانوذرات(  A  ؛TGA  . نمودار2شکل

B  )نانوکپسولHA -BPP (HA-PEG-PVA-BSA  و نانوکپسول ) HA-CP(100mg)BPC   به ترتیب 

 

DLS 

که    مشخص شد(  3و شکل  1)جدولسنت، شده    نانوذرات و نانوکپسول سنت، شدهطبق نتایج حاصل از اندازه و پتانسیل زتا   

از نظر اندازه و یکنواختی در محدوده مطلوبی برا  دارورسانی قرار   HA-CP(100mg)BPC و نانوکپسول  CDP-CNC  نانوذرات

،  CNC-CDP  در نانوذرات  mg  200به    50با اف،ایش غلظت نانوکریستال سلول،  از  طبق نتایج حاصل مشخص شد که  دارند.  

دهنده تشکیل ساختارها   اف،ایش یافت، که نشان ( PDIنانوذرات )  نانومتر و یکنواختی  363±3/21به    322±7/14اندازه ذرات از  

CNC 50)در نانوذرات  +13/ 05±23/4از  نانوکریستال سلول، ،    با اف،ایش غلظت    نانوذراتچنین پتانسیل زتاپایدارتر بود. هم

CDP -mg)  به  mV  72/6±14/2+    نانوذرات  درCDP-(200 mg)CNC    .از سویی دیگر مشخص شد که با اف،ودن  کاهش یافتBSA  ،

PVA  ،PEG    وHA    به نانوذراتCDP-(100 mg)CNC    پتانسیل زتا واندازهموجب اف،ایش ،PDI     نانوذرات در مقایسه با حالت  این

 ترتیب به 14/5±476 نانومتر،  mV 5/17±8/91+ و 0/08±0/51 اف،ایش یافت  )جدول1 و شکل3(. اولیه به 

 



 ، هاشم یعقوبی  پیام مددزاده 185

 

 5/ شماره 2/ دوره 17/ جلد 1405سلول و بافت/ تابستان 

 

به ازا   ها  سلول،   نانوکریستال mg 200و  100، 50حاو   CNC-CDP ( نانوذرات؛PDI)  شاخص پراکندگی ذرات: اندازه، پتانسیل زتا و  1جدول

  HA-CP(100mg)BPCنانوکپسول  و پلاتینسیساز محلول  mVهر 

 

 
-سیساز محلول  mLبه ازا  هر ها  سلول،   نانوکریستال mg 200و  100، 50حاو   CNC-CDP ( پتانسیل زتا  نانوذراتB( اندازه و A: 3شکل

 HA-CP(100mg)BPC نانوکپسول لاتین وپ

 

 CNCهای مختلف  با غلظت  HA-CP(100mg)BPCهای  از نانوکپسول  CDPالگوی رهش داروی  

 ( pH=4/7خنثی )  شرایط  در   CNC  مختلف ها غلظت با  HA-CP(100mg)BPC  ها نانوکپسول  از  CDP  آزادساز  دارو   الگو 

دار   معنی رمختلف به طو   pHبر تأثیرپذیر  مستقیم از دو محیط با  علاوه  CDP  که آزادساز   داد  نشان  (pH=8/5)  اسید   و

طور  که از شکلA-4  و  B  (. همانBو    A-4ها  سلول،  و مدت زمان آزمایش قرار دارد )شکلتحت تأثیر غلظت نانوکریستال

استنباط میشود، با کاهش سطح  pH  از  7/4 به  5/8  می،ان رهایش دارو   CDP  در همه غلظتها  نانوکریستالها  سلول،  

)50،  100  و  mg  200( اف،ایش یافت، اما این اف،ایش در رهایش دارو با غلظت نانوکریستالها رابطه  عکس داشت بهطور  که  

اف،ایش غلظت این ترکیبات موجب کاهش رهایش دارو شد. از سویی دیگر، آزادساز  CDP بهطور معنیدار  تحت تاثیر مدت  

 زمان آزمایش بوده و این تأثیر از نوع تأثیر مستقیم بوده و اف،ایش مدت زمان، رهایش دارو را اف،ایش داده است. 

 نانوکپسول  / نوع نانوذره 
 اندازه ذرات 

(nm) 
 انحراف معیار

 پتانسیل زتا 

(mV ) 
 انحراف معیار PDI انحراف معیار

CNC-CDP (50 mg) 322 7 /14± 05 /13 + 23 /4± 28 /0 05 /0± 

CNC-CDP (100 mg) 338 3 /11± 01 /12 + 14 /3± 31 /0 09 /0± 

CNC-CDP (200 mg) 363 3 /12± 14 /2 + 72 /6± 33 /0 10 /0± 

HA-CP(100mg)BPC 476 5 /14± 91 /8 + 17 /5± 51 /0 08 /0± 
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نانوکریستال سلول، ( از محیط با   mg 200و  100، 50ها  متفاوت )با غلظت   BPCCP-HA ها  از نانوکپسول CDPرهایش دارو   : نمودار4شکل

pH ها  مختلف؛A) 4/7pH=  وB )8 /5pH= 

 

 بررسی سمیت سلولی 

 مانی سلولی میزان زنده

دست آمده از مقایسه میانگین دادهها )شکل5(، مشخص شد که نانوذرات  BPCP-HA  )فاقد دارو   CDP( ت اثیر طبق نتایج به

  mg/mL  نداشتند و با اف،ایش غلظت تا  GES-1  و  AGS   معنیدار  و در سطح احتمال  5  درصد بر رو  زندهمانی سلولها

400 نی، این تأثیر معنی دار نبود. اما با اف،ودن دارو  CDP توان مقابله با سلولها  سرطانی AGS توسط نانوکپسولها بهطور  

معنیدار  )در سطح احتمال  5  درصد( اف،ایش یافت.  از سویی دیگر مشخص شد که با اف،ایش غلظت نانوکپسولها  حاو   

CDP  می،ان زندهمانی سلولی بهطور معنیدار   و در سطح احتمال  5  درصد  کاهشی بود.  همچنین طبق نتایج بهدست آمده  

می،ان    ،BPCCP-HA   نانوکپسولها ساختار  در  نانوکریستالها   سلول،   پایینتر  غلظتها   از  استفاده  که  شد  مشخص 

زندهمانی سلولها   AGS  یا  GES-1  نی، به نسبت کاهش غلظت، کاهشی بود. بهطور  که با کاهش غلظت نانوکریستالها  

سلول،  از  200  به  mg/mL  50  زندهمانی سلولی هر دو لاین سلولی به طور معنیدار  کاهش یافت )شکل5(.  برا  نمونه درصد  

CP(50 mg)BPC-سلول،  )  ها نانوکریستالترین غلظت  و کم  (400g/mLµ) ها  تیمار شده با بالاترین غلظتمانی سلولزنده

HA( در سلولها   AGS  یا  GES-1  )به ترتیب برابر با  22/98  یا  49/34  درصد( مشاهده شد )شکل5(. کمترین درصد زندهمانی  

سلولی )21/45  درصد( در تیمار سلولها   AGS  با نانوکپسولها   CDP  آزاد و در غلظت  µg/mL400  مشاهده شد که بهطور  

معنیدار  در سطح احتمال  5  درصد، کمتر از سایر تیمارها بود.  از سویی دیگر،  با بررسی اثر تیمارها  مختلف بر رو  سلولها   

GES-1،  مشاهده شد که نانوذرات BPCP-HA  )فاقد دارو   CDP(  اثر سیتوتوکسیک قابل توجهی بر زندهمانی این سلولها 

نداشتند. در مقابل، دارو  آزاد   CDPکاهش معنیدار  در زندهمانی سلولها  سالم ایجاد کرد، که میتواند مربوط  به عدم  

 انتخابگر  این دارو باشد )شکل5( . 
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و   CDPحاو  دارو    BPCP-HAو  BPCP-HAها  مختلف نانوذرات  تحت تأثیر غلظت GES-1و  AGSها  مانی سلول: درصد زنده5شکل

 . است  مطالعه مورد زمانی مقاطع از  یک   هر در  تیمارها بین(  % 5 احتمال سطح   در)  دارمعنی اختلاف دهنده  نشان متفاوت حروف* آزاد. CDPچنین هم

 

 

  (  SI)   شاخص انتخابی و    50ICمیزان  

،  50ها   در تمامی غلظت BPCP-HA نتایج آزمون سمیت سلولی نشان داد که تیمارها  حاو  نانوذرات سنت، شده بر پایه

بودند که بیانگر سمیت بسیار پایین   GES- 1و  AGSدر هر دو رده سلولی  µg.mL 400-1 بیشتر از  50IC دارا  mg 200و    100

عملکرد زیستی بهتر  از   BPCCP-HA . در مقابل، نانوذرات(2)جدول ها استو عدم فعالیت ضدسرطانی مؤثر این فرمولاسیون 

 µg/mL  و  AGSها در سلول  µg/mL 75/224برابر 50IC با HA -CP(50 mg)BPCکه فرمولاسیون طور  خود نشان دادند، به

ها  سنت، شده بود ر میان نانوکپسول ( د=57/1SI)  پذیر دارا  بالاترین شاخص انتخاب GES-1 ها  نرمالدر سلول  56/394

نشان سلولکه  بر  بیشتر  ترجیحی  اثر  سلولدهنده  به  نسبت  سرطانی  همها   است.  نرمال  غلظت  ها   اف،ایش  با  چنین 

می،انسلول،   ها نانوکریستال  ، 50IC ها در سلولAGS   احتمال  به طور معنی و در سطح  و   درصد  5دار   یافت  اف،ایش 

شاخص SI نی،  کاهش پیدا کرد، بهطور  که در غلظت  mg  200   از نانوکریستالها   سلول،  مقدار SI به  1/02  رسید که حاکی  

  µg/mL  برابر 50IC نی، با CDP دارو  آزادچنین  هم.  (2)جدول  ها  بالاتر استپذیر  ضدسرطانی در غلظتاز کاهش انتخاب

172/87در سلول ها  AGS و   µg/mL  223/45 در سلول ها  GES-1 دارا  SI معادل  1/31  بود،  که اگرچه سمیت بیشتر   

 بود.  HA-CP(50 mg)BPC پذیر  آن کمتر از فرمولاسیونها نشان داد، اما انتخابنسبت به نانوکپسول
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 آزاد    CDPها  سنت، شده و و شاخص انتخابی نانوکپسول GES-1و  AGSها  برا  سلول  50IC: می،ان 2جدول

 . است مطالعه  مورد  زمانی  مقاطع از  یک هر در تیمارها بین(  % 5 احتمال سطح   در) دارمعنی اختلاف   دهنده نشان  متفاوت حروف*

SI 50IC 

(GES-1) 
50IC 

(AGS) 
Treatment 

b
1  a

400 ˃ a
400 ˃ HA -P(50 mg)BPC 

b
1  

a
400 ˃ 

a
400 ˃ HA -P(100 mg)BPC 

b
1  

a
400 ˃ 

a
400 ˃ HA -P(200 mg)BPC 

a
1.75  a

394.56  c
224.75  HA -CP(50 mg)BPC 

a
1.32  

a
399.14  

b
302.07  HA -CP(100 mg)BPC 

a
1.02  

a
400 ˃ 

a
390.08  HA -CP(200 mg)BPC 

b
1.31  

c
223.45  

d
172.87  (Free)CDP  

 سلولی  یسآپوپتوز

  از   ، یسنکروز  یا   یسآپوپتوز  از  اعم   سلولی،  مرگ  الگوها   بر  تمرک،   با  پ،شکی –ارزیابی سمیت سلولی داروها و ترکیبات دارویی

   CDPو  BPCP-HA  ،BPCCP-HAها   است. در این پژوهش پس از بررسی سمیت سلولی نانوکپسول  برخوردار  ا ویژه  اهمیت

طور  که در شکلها   6  و  7  که سلولی است. همان  یسپلاتین(، نیاز به بررسی این سمیت از نظر آپوپتوز)دارو  آزاد سیس

 AGS ها   ترکیبات است، نشان داده شده است، بیشترین درصد سلول  50ICتیمار شده با غلظت    AGSها   مربوط به سلول

 50BPC)ها   ها با نانوکپسولدرصد( مربوط به تیمار این سلول  45/20و    12/27ترتیب  )به  یسز واقع در مرحله پیش و پس آپوپتو

CPHAmg)  شکلکه از این نظر با تمامی تیمارها اختلاف معنیطور بود، به( 7و شکل  6دار  داشت-Dاما از نظر سلول .)  ها

واقع در مرحله نکروزیس  تیمار سلولها با  CDP  آزاد بیشترین مقدار )33/09  درصد( را داشت که از این نظر با تمامی تیمارها  

 .)E-7اختلاف معنیدار  نشان داد )شکل6 و شکل 

 
،  HA-BPCPها  نانوکپسول 50IC ها  غلظت ثیرات  تحت آپوپتوتیک پیش و پس واقع در محله نکروتیک، AGSها  سلول : درصد 6شکل

BPCCP-HA وCDP  پلاتین( )دارو  آزاد سیس 

 . است مطالعه  مورد  زمانی  مقاطع از  یک هر در تیمارها بین(  % 5 احتمال سطح   در) دارمعنی اختلاف   دهنده نشان  متفاوت حروف*
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شده؛  محاسبه 50IC ها  غلظت تأثیر تحت آپوپتوتیک پیش و پس نکروتیک،  فازها  در  واقع AGSها  سلول از  فلوسایتومتر   شماتیک : تصویر7شکل

A  ،تیمار شاهد )Bنانوکپسول ) HA-CP(50 mg)BPC  ،C نانوکپسول )HA-CP(100 mg)BPC  ،Dنانوکپسول )  HA-CP(200 mg)BPC  وE  )CDP  

 آزاد.

 

 بحث  -5

نانوحامل هوشمند برا  انتقال کارآمد و هدفمند داروها  ضدسرطان،  مبتنی بر  ها   ها  اخیر، طراحی و توسعه سامانهدر سال

تبدیل شده است. اهمیت این فناور  در قابلیت آن برا  محافظت از   نوین جهت درمان سرطانبه یکی از ارکان اصلی پ،شکی  

واسطه  عمر گردش خون سیستمیک و کاهش عوارض جانبی از طریق تجمع ترجیحی در بافت تومور بهعوامل درمانی، اف،ایش نیمه

و  سلول،   نانوکریستالها   پایه  بر  هوشمند  نانوحامل  سامانه  یک  مطالعه،  این  است  )21(.  در  احتباس  و  نفوذ  اف،ایش  اثر 

هیدروژلها  BSA-PVA تقویتشده با PEG و لیگاند  هیالورونیکاسید، جهت انتقال هدفمند و کارآمد دارو   سیس پلاتین 

به سلول ها  سرطان پستان AGS طراحی و سنت، شد. هدف کلی این تحقیق، ارزیابی تاثیر غلظتها  مختلف نانوکریستالها   

سلولی  سمیت  و  کنترل شده  رهایش  بارگذار ،  راندمان  بر  نانوذرات،  این  در  پایدارساز  و  تقویت کننده  ج،ء  به عنوان  سلول،  

شوند، امکان  به وفور بیان می AGS ها که بر رو  سلول  44CDها   گیر  فعال گیرندهاست. این نانوحامل با هدف  پلاتینسیس

اثرات ضدسرطانی  این دارو  را فراهم میکند. رویکرد مذکور نه تنها حلالیت و   اف،ایش  تجمع ترجیحی دارو در بافت تومور و 

پایدار  این عامل ضدسرطانی را بهبود میبخشد، بلکه با اف،ایش نفوذ و احتباس درون تومور ، یک استراتژ  مؤثر برا  غلبه بر  

محدودیتها  درمانی رایج و دستیابی به یک روش درمانی هدفمندتر و کمعارضهتر ارائه می دهد.  نتایج حاصل از تحقیق حاضر  

نشان داد که نانوکپسولها   BSA-PVA-CDP-PEG-HA (  BPCP-HA  )حاو   CNC  در غلظتها  )50،  100  و  200 

mg(( از زیستسازگار  مناسبی بر سلولها  سرطانی )AGS( و سلولها  سالم )GES-1( برخوردار بودند. بهطور که هیچ-

گونه سمیت قابل ملاحظها  در این نانوحامل ها مشاهده نشد )شکل5(.  این زیستسازگار  مطلوب را میتوان به ماهیت ذاتی 

اج،ا  تشکیل دهنده  نانوذرات  نسبت داد.  از سویی دیگر، میتوان  دلیل اصلی عدم سمیت قابل ملاحظه این نانوحاملها  را  به عدم  

تداخل مخرب آنها با فرآیندها  سلولی حیاتی نسبت داد )22(. این نانوکپسولها از ترکیباتی سنت، شدهاند که تمایل به ایجاد 

 PEG تنش اکسیداتیو، آسیب غشا  سلولی و یا اختلال در عملکرد میتوکندر  و چرخه سلولی ندارند )23( . همچنین، پوشش

و هدفگیر  با هیالورونیکاسید، از تجمع غیراختصاصی و در نتیجه قرار گرفتن طولانیمدت و با غلظت بالا در سلولها  سالم  

در سطح    44CDگیرنده  غلظت بالا   ها  سالم فاقد  . بنابراین، سلول (24)  کندجلوگیر  می در این پژوهش(  GES-1  )مانند 

با زیستتخریبپذیر   این موضوع، همراه  القا نمیشود.  دُز مؤثر  نانوحاملها   قرار نگرفته و مکانیسم سمیت  خود، در معرض 

کنترل شده اج،ا، منجر به پاسخ سیتوتوکسیک قابلتوجهی نمیشود.  موفقیت یک سامانه نانوحامل در دارورسانی هدفمند تا حد  

زیاد  به ویژگیها  فی،یکوشیمیایی آن، بهویژه اندازه ذرات و یکنواختی توزیع )شاخص پراکندگی ( وابسته است  )25(. اندازه 

نانوذرات نقش کلید  در فرآیندها  زیستی حیاتی از جمله فرار از سیستم رتیکولوآندوتلیال، نفوذ به بافت تومور از طریق اثر 
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اف،ایش نفوذ و احتباس  )EPR(  و درونیاخته ا  شدن مؤثر دارد  )26(. بهطور کلی، ذرات در محدوده  100  تا  600  نانومتر برا   

دستیابی به تعادل مطلوب بین زمان گردش طولانیمدت در خون و نفوذ کارآمد بهدرون تومور ایدهآل در نظر گرفته میشوند 

)27(. همچنین، یک PDI پایین )کمتر از  0/5(  نشاندهنده توزیع یکنواخت اندازه ذرات است که برا  پیشبینی پذیر  رفتار 

فارماکوکینتیک و توزیع بیولوژیکی ضرور  است )28(. مطابق با یافتهها  این مطالعه، اف،ایش غلظت نانوکریستالها  سلول،  

بهبود   اندازه ذرات و  اف،ایش قابلتوجه  به  نانوذرات حامل  سیسپلاتین )CNC-CDP( ، منجر  از  50  به  100  و  mg  200  در 

ایجاد   عامل  و  ساختار   نقش تقویتکنندگی  از  ناشی  میتواند  روند  این  )کاهش  PDI( شد  )جدول1(.  آنها  یکنواختی 

و  هیدروژنی  پیوندها   ایجاد  با  نانوالیاف ها   سلول،   این  بالاتر،  غلظتها   در  باشد.  سلول،   شبکه نانوکریستال ها  

برهمکنشها  فی،یکی قو تر، به عنوان یک اسکلت یا عامل متصلکننده عمل میکنند که ذرات کوچکتر را به یکدیگر متصل  

کرده و ذرات ب،رگتر، اما با ساختار یکپارچهتر و پایدارتر تشکیل میدهند   )29(.  این فرآیند ادغام کنترل شده، توزیع اندازه را  

شد  کمتر(  زتا   )پتانسیل  سطحی  بار  کاهش  موجب  نانوالیاف ها   سلول،   غلظت  اف،ایش  میسازد.  هم،مان،  یکنواخت تر 

)جدول1(. دلیل این امر احتمالا خنثیساز  نسبی گروهها  باردار سطح توسط گروه ها  هیدروکسیل فراوان و نسبتاً خنثی  

رو  نانوکریستالها  سلول،  است  )8(. این کاهش بار سطحی میتواند با کاهش دافعه الکترواستاتیکی بین ذرات، به تشکیل 

بهینه   است.  فرمولاسیون  همسو  شده  مشاهده  اندازه  اف،ایش  با  که  کند،  کمک  متراکمتر  و  ب،رگتر  ساختارها  

. این نتیجه  (1)جدول  بسیار پایینی ایجاد کند PDI آل وا  در محدوده ایده، توانست اندازه ذره HA-CP(100mg)BPCنانوکپسول

نشاندهنده یک هماف،ایی مطلوب بین اج،ا است. بهنظر میرسد پروتئین BSA و پلیمر PVA با نقشها  امولسیون کنندگی و  

تثبیت کنندگی خود، تشکیل نانوذرات را تسهیل و هدایت میکنند، در حالی که نانوکریستال سلول،  در غلظت بهینه )100  

پایدار  فی،یکی عمل میکند، بدون آنکه موجب اف،ایش نامطلوب اندازه یا  mg( بهعنوان تقویت کننده شبکه و بهبوددهنده 

ناهمگنی شود  )30(.  نتایج بررسی الگو  رهایش  دارو  سیسپلاتین  از نانوکپسولها  BPCCP-HA   )CNC  در غلظت ها   

)50،  100  و  mg  200(( در  دو محیط با اسیدیته متفاوت   )7/4 و  5/8( نشاندهنده وابستگی شدید روند رهایش به متغییرها  

کلید  pH محیط، غلظت نانوکریستال سلول،  و زمان است.  طبق نتایج حاصل )شکل4(، کاهش pH از  7/4  به  5/8  به طور  

معنادار  نرخ و می،ان کلی رهایش  دارو  را در تمامی فرمولاسیون ها اف،ایش داد.  مکانیسم این پدیده احتمالاً ناشی از تضعیف  

برهمکنشها  فی،یکوشیمیایی بین دارو و ماتریکس نانوکپسول و نی، تورم بیشتر شبکه پلیمر  در محیط اسید  است  )31(.  

محیط اسید  شبیه ساز شده میتواند باعث پروتونهشدن گروهها  عاملی در آلبومین،PVA   و سلول،  میشود که منجر به کاهش  

پیوندها  هیدروژنی و الکترواستاتیکی متصلکننده دارو و در نتیجه تسهیل خروج آن میگردد )32(. علاوهبراین، نتایج حاصل،  

یک رابطه معکوس معنادار بین غلظت نانوکریستالها  سلول،  و می،ان رهایش دارو را در هر دو محیط pH آشکار کرد  )شکل4(.  

را   این مشاهدات  یافت.  اف،ایش غلظت  نانوکریستالها   سلول،   از  50  به  mg  200، می،ان رهایش دارو کاهش  با  بهطوریکه 

غلظتها   داد. در  نسبت  نانوکریستالها  سلول،   اف،ایش  غلظت  شبکه توسط  و  ساختار   به نقش تقویتکنندگی  میتوان 

به عنوان یک سد  نانوکپسول،  پایدارتر درون ماتریکس  ایجاد یک شبکه فیبر  متراکم تر و  با  بالاتر،  نانوکریستالها   سلول،  

فی،یکی مؤثر عمل کرده و انتشار دارو را با محدودیت بیشتر  مواجه میسازند  )33(. این ساختار متراکم، خروج مولکولها  

سیسپلاتین  را کندتر  نموده  و منجر به پروفایل رهایش کنترلشدهتر و با دوامتر میشود.  از سو  دیگر، رهایش دارو در تمامی 

شرایط به صورت وابسته به زمان بود، بهطور  که با اف،ایش زمان، درصد رهایش تجمعی بهطور پیوسته و معنادار  اف،ایش یافت.  

این رفتار نشاندهنده مکانیسم رهایش مبتنی بر انتشار کنترلشده از درون شبکه پلیمر  است و از پایدار  فی،یکی نانوکپسولها  

در طول دوره آزمایش حکایت دارد.  همسو با نتایج بهدست آمده در این پژوهش،  Bourang  و همکاران )34(، با بررسی ت اثیر 
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می،ان  pH  بر رهایش دارو   سیسپلاتین  از نانوذرات مبتنی بر  PLA–PEG/PLA–chitosan  پوشش دار شده با هیالورونیک-

اف،ایش میدهد.  تصاعد   را بهطور معنی دار و  از  7/4  به  5  می،ان رهایش دارو  اسید، گ،ارش کردند که کاهش  pH  محیط 

همچنین گ،ارش کردند که اف،ایش رهایش دارو با گذر زمان یک رابطه مستقیم  داشتند که با نتایج بهدست آمده در این پژوهش  

همراستا بود.  ارزیابی مکانیسم القا  آپوپتوزیس  بهعنوان یک معیار حیاتی در توسعه عوامل درمانی ضدسرطان محسوب میشود.  

این بررسی تعیین میکند که فرآیند مرگ سلولی بهصورت برنامه ری،  شده و فاقد پاسخ التهابی )آپوپتوزیس( رخ میدهد یا با  

بروز نکروز همراه است که میتواند منجر به آسیب بافتی و مقاومت درمانی شود  )35(. بنابراین، تحلیل کمی و کیفی آپوپتوزیس  

نه تنها مکانیسم عمل عامل درمانی را روشن میسازد، بلکه بهعنوان پیشبینیکنندها  قو  برا  پتانسیل ترجمه بالینی آن 

عمل مینماید.  طبق نتایج به دست آمده در این پژوهش، مشخص شد که  نانوکپسول BPCCP-HA حاو   mg  50  نانوکریستال  

سلول،  نقش بس،ایی در القا   موثر آپوپتوزیس  دارد )شکلها   6  و  7(. این فرمولاسیون توانست بیشترین درصد سلول ها را 

در مراحل پیشآپوپتوتیک  و پسآپوپتوتیک قرار دهد و از این نظر با تمامی گروهها  تیمار  دیگر تفاوت معنیدار  داشت. این  

از   عمدتا  این سمیت  بلکه  میکند،  ایجاد  سلولی  تنها سمیت  نه  طراحیشده  نانوحامل  که سیستم  است  آن  از  حاکی  نتیجه 

طریق فعالساز  مسیرها  تنظیمشده و تمی، آپوپتوز اعمال میشود. در مقابل، تیمار سلولها با سیس پلاتین آزاد، الگو  کاملاً  

این   اما مکانیسم غالب در  ایجاد کرد،  نی، سمیت قابلتوجهی  اگرچه  دارو  سیسپلاتین  آزاد  را نشان داد  )شکل6(.  متفاوتی 

مورد نکروز بود، بهطور  که بیشترین درصد سلولها  نکروتیک ) 33/09  درصد(  در  این  گروه  مشاهده  شد .  این  تفاوت  معنادار 

بین  فرم  کپسوله  شده  و  آزاد  دارو، نقش حیاتی سیستم نانوحامل را در تغییر سرنوشت سلول و هدایت آن به سمت آپوپتوز اثبات  

که منجر   44CDها از طریق گیرنده  نانوکپسول  سلولی هدفمنداف،ایش جذب درون  توان بهرا میکند. دلایل احتمالی این امر  می

به تجمع غلظت مؤثر بالاتر دارو در اندامکها  خاص میشود  و رهایش کنترلشده و پایدار دارو درون سیتوپلاسم که ممکن 

 است فعالساز  طولانیمدت و مؤثر مسیرها  سیگنالینگ آپوپتوتیک را سبب شود، نسبت داد. 

 گیری  نتیجه -6

  BSA-PVA  ها  سلول،  و هیدروژلمبتنی بر نانوکریستال BPCCP-HA ها  هوشمنددهد نانوکپسول این مطالعه نشان می

کار  مؤثر برا  رفع محدودیتها  درمانی سیسپلاتین هستند. این سامانه با بهبود ویژگیها  فی،یکوشیمیایی، پایدار  راه

ساختار  و رهایش وابسته به  pH، انتقال هدفمند دارو به سلولها  سرطانی AGS را اف،ایش میدهد. فرمولاسیون طراحی شده  

دارا  زیست سازگار  مناسب بوده و سمیت کمی برا  سلول ها  سالم نشان میدهد. همچنین با هدایت مرگ سلولی به مسیر  

آپوپتوزیس  برنامهری،  شده، نسبت به دارو  آزاد که عمدتاً نکروز ایجاد میکند عملکرد بهتر  دارد. در نتیجه، این نانوحامل  

ضمن اف،ایش زیست فراهمی و اثر ضدسرطانی سیسپلاتین، میتواند عوارض جانبی و احتمال بروز مقاومت دارویی را کاهش  

 داده و گامی مهم در توسعه درمانها  هدفمند سرطان معده محسوب شود.

 تشکر و قدردانی  -7

نویسندگان این اثر نهایت تشکر و قدردانی را از معاونت محترم امور پژوهشی دانشگاه آزاد اسلامی واحد اردبیل جهت همکار  

 ها   تکمیلی دارند. در پروژه علمی حاضر و دانشگاه محقق اردبیل جهت انجام برخی از آزمایش
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  =     ر و ی ی   م ا ی ع   د ر   پ ل ا ت ی ن   س ی س   د ا ر و ی   م ق د ا ر − ن ا ن و ک ر ی س ت ا ل   ت ه ی ه   ب ر ا ی   ا س ت ف ا د ه   م و ر د   پ ل ا ت ی ن   س ی س   د ا ر و ی   م ق د ا ر      ن ا ن و ک ر ی س ت ا ل   ت ه ی ه   ب ر ا ی   ا س ت ف ا د ه   م و ر د   پ ل ا ت ی ن   س ی س   د ا ر و ی   م ق د ا ر   × 100
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