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Abstract �

  Javad Solati, Ali Salehzadeh*h

Department of Biology, Ra. C., Islamic Azad University, Rasht, Iran

https://doi.org/10.71631/zisti.2024.1215412

Introduction: Treatment of breast cancer is difficult due to the diverse, drug-resistant and 
metastatic types of the disease. New pharmaceutics have been focused on the specific
 targeting of cancer cells to improve the efficacy of chemotherapy. This study aimed 
to investigate the anticancer effects of iron oxide nanoparticles conjugated with cou-
marin and hyaluronic acid (Fe3O4@Glu-CO-HA) on breast cancer cell line (MCF-7).

Materials and Methods: Fe3O4 nanoparticles were chemically synthesized and con-
jugated with hyaluronic acid and coumarin. The physicochemical properties of
 the nanoparticles were evaluated by FT-IR, XRD, zeta potential and SEM and TEM imaging. The 
inhibitory effects of nanoparticles on cancer cells were investigated by MTT assay for 24 and 48 
hours and flow cytometry analysis was used to determine the frequency of apoptotic/necrotic cells.

Results: According to the results, iron oxide nanoparticles were synthesized correctly and con-
jugated with hyaluronic acid and coumarin. The particles had a spherical shape with a size of 
10-60 nm and a surface charge of -11mV. Fe3O4@Glu-CO-HA nanoparticles exhibited concen-
tration- and time-dependent inhibitory effects on cancer cells, and the 24- and 48-hour 50% inhib-
itory concentration were 111 and 63μg/mL, respectively. Treatment of MCF-7 cells with Fe3O4@
Glu-CO-HA nanoparticles caused a sharp increase in the percentage of apoptotic and necrotic cells.

Conclusion: This study showed significant anticancer effects of Fe3O4@Glu-CO-HA
 nanoparticles on the breast cancer cell line. The observed anticancer effects can be attributed to the 
targeting of cancer cells due to the presence of hyaluron-
ic acid on the nanoparticle surface as well as the anticancer effects of coumarin.
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شـــیوه آدرس‌دهـــی ایـــن مقاله : ج صولتـــی ، ع صالح‌زاده.  بررســـی ویژگی های ضد سرطانی نانوذره اکســـید آهن کنژوگه شـــده با کومارین و اســـید هیالورونیک در رده ســـلولی 

سرطان پستان )MCF - 7(. مجله دانش زیســــــتی ایــــــران. 1404؛20 )1(: 45-35
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بررســی ویژگی‌هــای ضــد سرطانــی نانــوذره اکســید آهــن کنژوگــه شــده بــا کوماریــن و اســید هیالورونیــک در رده 

)MCF-7( ســلولی سرطــان پســتان

 ، علی صالح‌زاده*
جواد صولتی1

گروه زیست شناسی، واحد رشت، دانشگاه آزاد اسلامی، رشت، ایران
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مقدمـــه: درمان سرطان پســـتان با توجه بـــه وجود انواع متنـــوع آن و مقاومت بـــه داروها به راحتی امکان پذیر نیســـت. 

داروهـــای جدید بـــر هدف گیـــری اختصاصی ســـلول های سرطانی به منظور بهبود اثربخشـــی شـــیمی درمانـــی متمرکز 

شـــده‌اند. این مطالعه با هدف بررســـی اثرات ضدسرطانی نانوذره اکســـید آهـــن کنژوگه با کومارین و اســـید هیالورونیک 

)Glu-CO-HA( ب@ Fe3O4(بر رده ســـلولی سرطان پســـتان )MCF - 7( انجام شد

مواد و  روش: نانوذره  Fe3O4 به روش شـــیمیایی ســـنتز شـــد و با هیالورونیک اســـید و کومارین کنژوگه شـــد. ویژگی های 

فیزیکوشـــیمیایی نانوذرات بـــا آزمایش‌های FT-IR، XRD، پتانســـیل زتا و تصویربرداری SEM و TEM ارزیابی شـــد. اثرات 

مهاری نانوذرات بر ســـلول های سرطانی با آزمایش MTT در مدت 24 و 48 ســـاعت بررســـی شـــد و از آنالیز فلوسایتومتری 

جهت تعیین فراوانی ـــسلول های آپوپتوزی/نکروزی اـــستفاده شد

یافته ها: بر اســـاس نتایج، نانوذره اکســـید آهن به خوبی ســـنتز شـــده و با اســـید هیالورونیک و کومارین کنژوگه شـــد. 

 Fe3O4 @ب )Glu-CO-HA ذرات دارای شـــکل کـــروی با اندازه 10 - 60 نانومتر و بار ســـطحی 11- میلی ولت بودند. نانـــوذره

دارای اثـــرات مهاری وابســـته به غلظت و زمان بر ســـلول های سرطانی بـــود و غلظت نیمه مهاری آن در 24 و 48 ســـاعت 

بـــه ترتیـــب 111 و 63 میکروگرم/میلی لـــیتر بود. تیمار ســـلول های MCF - 7 بـــا نانوذره Glu-CO-HA( ب@ Fe3O4 ســـبب 

افزایش درصد ـــسلول‌های آپوپتوزی و نکروزی ـــشد

نتیجـــه گیـــری:   این مطالعه اثرات ضدسرطانـــی قابل توجه نانـــوذره Glu-CO-HA( ب@ Fe3O4  بر ســـلول های رده سرطان 

پســـتان را نشـــان داد. اثرات ضد سرطانی مشـــاهده شـــده را می توان به هدف گیری ســـلول های سرطانی بـــه دلیل وجود 

اـــسید هیالورونیک بر ـــسطح نانوذره و همچنین اثرات ضدسرطانی کومارین مرتبط دانـــست
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سرطان پســـتان به عنـــوان شـــایع تریـــن و فراوان ترین نوع 

سرطان در دنیا شـــناخته می شـــود. بر اســـاس آخرین آمارها، 

شـــیوع این بیماری شـــامل بیش از 2/2 میلیـــون مورد جدید 

در ســـال اســـت که منجر به مرگ حـــدود 700 هزار بیمار در 

هر ســـال می شـــود. این بـــیماری علاوه بر نرخ شـــیوع بالا، 

یکی از کشـــنده ترین انواع سرطان نیز محســـوب می شـــود، 

بـــه طوری کـــه چهارمیـــن عامل رایـــج مرگ ومیر ناشـــی از 

سرطـــان در نظر گرفتـــه می شـــود )1(. میزان بـــالای تلفات 

ناشـــی از این بـــیماری ممکن اســـت با تشـــخیص دیرهنگام 

ایـــن بیماری مرتبط باشـــد. بـــا این حـــال، کارایـــی ناکافی 

روش هـــای درمانـــی کنونـــی به ویـــژه روش های شـــیمی 

درمانـــی را می تـــوان یکـــی از دلایل اصلـــی مرگ ومیر بالای 

سرطان پســـتان در نظـــر گرفت )2(. تا کنون انـــواع متعددی 

از سرطان پستان شـــناخته شـــده اند که الگوی تکثیر، تهاجم 

بافتی، متاســـتاز و پاســـخ بـــه دارو در آنان متفاوت اســـت 

و ایـــن امر یکـــی از چالش هـــای اصلی در شـــیمی درمانی 

سرطان پســـتان محســـوب می شـــود. علاوه بر این، برخی از 

انواع تومورهـــای پســـتان دارای الگوی تهاجمـــی و قابلیت 

مقاومـــت دارویی بالایـــی بوده، بـــه طوری کـــه با سرعت 

بالایـــی در بـــدن بیمار گـــسترش یافته و در برابـــر رژیم های 

شـــیمی درمانی اســـتاندارد مقاومت از خود نشـــان می دهند 

)3(.  بـــا در نظـــر گـــرفتن ایـــن ویژگی ها، یـــافتن داروهای 

مؤثر و کارآمد بـــه منظور کنترل تکثیر و گـــسترش تومورهای 

پســـتان از اولویت های تحقیقاتی محققین بـــه شمار می آید. 

اســـتفاده از فناوری نانو در زمینه تشـــخیص و درمان سرطان 

یـــک رویکرد جدیـــد و آینده دار بـــه شمار می آیـــد. ذرات 

نانو بـــه دلیل اندازه کوچک و ســـطح وسیعشـــان می توانند 

بـــه عنـــوان حامـــل ترکیبـــات دارویـــی و دارو رســـانی به 

بافت هـــای سرطانی مـــورد توجه قـــرار گیرند. ایـــن رویکرد 

نه تنها می تواند در بهبود دارو رســـانی نقش داشـــته باشـــد، 

همچنیـــن می تواند ســـبب افزایش پایـــداری دارو در بدن و 

آزاد ســـازی کنترل شـــده آنان شـــده و به ایـــن ترتیب باعث 

ارتقـــای اثربخشـــی داروهای ضـــد سرطانی شـــوند )4(. در 

این زمینه نانوذرات مغناطیســـی اکســـید آهن بســـیار مورد 

توجـــه قـــرار گرفته اند. ایـــن ذرات به طور ذاتی از ســـمیت 

نســـبتاًً پایین و زیست ســـازگاری مناســـبی برخوردارند، سنتز 

آنان آســـان و ارزان اســـت و پایداری خوبی در شرایط درون 

تنی دارنـــد )5(. همچنین، بـــه دلیل دارا بـــودن ویژگی های 

مغناطیســـی، نانوذرات اکســـید آهـــن می توانند بـــه عنوان 

حاملیـــن دارویـــی هدایت پذیر مورد اســـتفاده قـــرار گرفته 

شـــوند. در ایـــن فراینـــد، تحت تأثیـــر نیروی مغناطیســـی 

بیرونـــی، ترکیبـــات دارویی به صـــورت هدفمند به ســـوی 

بافت هـــای سرطانـــی هدایـــت شـــده و بـــه ایـــن ترتیب 

کارایی و اثربخشـــی شـــیمی درمانی افزایش یافته و عوارض 

ســـمیتی ناشـــی از توزیع غیراختصاصی دارو در بدن کاهش 

می یابـــد )5(. هدف گیـــری اختصاصـــی ســـلول های سرطانی 

می توانـــد نقش کلیـــدی در افزایش موفقیت شـــیمی درمانی 

و پیامدهای بیماران داشـــته باشـــد. اســـتفاده از لیگاندهای 

مولکولـــی در هدف گیـــری اختصاصـــی ســـلول های سرطانی 

به عنـــوان رویکردی نوین در این زمینه شـــناخته می شـــود. 

بـــه عنوان یکـــی از انواع پلی ســـاکاریدهای برون ســـلولی، 

اســـید هیالورونیـــک یک جـــزء اصلـــی بافـــت همبند در 

جانـــوران بـــه شمار می آیـــد. این مـــاده یک پلیمـــر قندی 

متشـــکل د-گلوکورونیـــک اســـید و ان-اســـتیل گلوکز آمین 

اســـت که علاوه بر دخالـــت در اتصالات ســـلولی، با تعدادی 

از فرایندهای ســـلولی مانند حرکت ســـلولی، اتصال ســـلولی، 

تکثیر و مهاجرت ســـلولی مرتبط اســـت. همچنین، این ماده 

یک لیگانـــد کلیدی بـــرای فرایندهـــای ســـیگنالی مرتبط با 

زنده مانی و آپوپتوز ســـلولی اســـت )6-7(. مطالعات پیشین 

نشـــان می دهند که ســـلول های سرطانی ســـطوح بالاتری از 

گیرنده های هیالورونیک اســـید را در مقایســـه با ســـلول های 

طبیعی بیـــان می کننـــد. این یافته هـــا نشـــان می دهند که 

هیالورونیک اســـید یک عامـــل کلیدی در تکثیـــر، گسترش و 

متاســـتاز سرطان اســـت )7-8(. به همین دلیـــل، هدف گیری 

ســـلول های سرطانی با اســـتفاده از گیرنده های هیالورونیک 

می توانـــد در طراحی داروهای ضدسرطانی مـــورد توجه قرار 

گیـــرد. کومارین یک ترکیـــب فنلی دو حلقه ای اســـت که به 

عنـــوان یک متابولیـــت ثانویه در گونه هـــای مختلف گیاهی 

اســـت. کوماریـــن دارای ویژگی هـــای بیولوژیـــک متعددی 

مانند اثـــرات ضد اکســـیدانی، ضد التهابـــی، ضدمیکروبی و 

ضد سرطانی اســـت. ایـــن ماده اثرات ضدسرطانـــی خود را از 

طریق توقف پیشروی چرخه ســـلولی و القـــای آپوپتوز اعمال 

می کند )9(. مطالعات پیشـــین اثرات ســـمیتی کمپلکس های 

فلـــزی کوماریـــن و مشـــتقات آن را بر روی انـــواع مختلف 

رده هـــای سرطانی نشـــان داده انـــد. با این حـــال، حلالیت 

محدود این ماده در آب ســـبب کاهش دسترســـی زیســـتی و 

اثربخشـــی درون تنی آن شـــده و به همین دلیل کاربردهای 

دارویـــی کوماریـــن را با محدودیت مواجه ســـاخته اســـت 

)10(

مقدمه

دانش زیستیی ایران   .  سال 1404    .    دوره  20  .   شماره1 
کارخانه و همکاران اثر ضد سرطانی نانوذرات ...
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سنتز نانوذرات
در ابتـــدا نانـــوذره اکســـید آهـــن مگنتیک طبـــق روش زیر 

ســـنتز شـــدند. در ابتدا 7/57 گـــرمGlu-CO-HA( ب@ Fe3O4 و 

3/17 گـــرم FeCl2.4H2O در 300 میلی لـــیتر آب مقطـــر حل 

شـــدند و مخلـــوط واکنش در دمـــای 80 درجه ســـانتی گراد 

بـــه مدت یک ســـاعت حرارت داده شـــدند. ســـپس، محلول 

آمونیـــاک یـــک نرمـــال قطـــره قطره بـــه مخلـــوط واکنش 

افزوده شـــد و مخلـــوط واکنش بـــه مدت 3 ســـاعت دیگر 

در دمـــای 80 درجـــه ســـانتی گراد حـــرارت دهـــی شـــد تا 

نانوذره  Fe3O4تشـــکیل شـــود. مخلوط واکنش سانتریفوژ شد 

و نانـــوذره اکســـید آهـــن جمع آوری شـــد و  بـــا آب مقطر 

شســـته و ســـپس در آون خشـــک شـــد. در ادامه، نانوذرات 

ســـنتز شده با اســـتفاده از گلوکز عامل دار شـــدند. این کار با 

هـــدف افزایش قابلیت اتصـــال آنان به اســـید هیالورونیک و 

کومارین انجام شـــد. بـــرای عامل دار کردن نانوذرات اکســـید 

آهن، یک گـــرم  Fe3O4 و 0/5 گرم D-گلوکز بـــه 60 میلی لیتر 

آب مقطر اضافه شـــدند و بـــه مدت 30 دقیقه در دســـتگاه 

اولتراســـونیک قرار داده شدند. ســـپس به مدت 30 دقیقه در 

دمـــای 180 درجه ســـانتی گراد حرارت داده شـــد تا نانوذرات 

با اســـتفاده از گلوکـــز عامل دار شـــوند. ســـپس، نانوذرات 

عامل دار شـــده جداســـازی شـــدند، و با آب مقطـــر و اتانول 

شســـته شـــدند و در نهایت در دمای 70 درجه ســـانتی گراد 

خشـــک شـــدند )11(. به منظور کنژوگه کردن نانوذره Glu( ب@ 

Fe3O4، یـــک گرم از نانـــوذره و نیم گرم کوماریـــن و نیم گرم 

اســـید هیالورونیک به 50 میلی لیتر آب مقطر اضافه شـــدند، 

به مدت 30 دقیقه در دســـتگاه اولتراســـونیک قرار گرفتند و 

ســـپس مخلوط واکنش به مـــدت 24 ســـاعت در دمای اتاق 

هم زده شـــد. در پایـــان، نانـــوذرات Glu-CO-HA( ب@ Fe3O4با 

اســـتفاده از ســـانتریفوژ جمع آوری شـــده و با اســـتفاده از 

خـــشک کن انجمادی خـــشک شدند.   

تعیین ویژگی های فیزیکی شیمیایی نانوذرات
طیف ســـنجی مـــادون قرمز تبدیـــل فوریـــه )FT-IR( برای 

ــسی حـــضور گروه های عامـــلی مختـــلف در نانوذره بررـ

Glu-CO-HA( ب@ Fe3O4  با اســـتفاده از دستگاه اسپکتروفتومتر 

شرکت)Spectrum 100 (ت Perkin Elmer و در محدود جذبی 

cm -1 500 تـــا 4000 انجام شـــد. برای بررســـی و تشـــخیص 

ســـاختار کریســـتال نمونه های ســـنتز شـــده Glu-CO-HA( ب@ 

Fe3O4 از دســـتگاه پراش اشـــعه ایکـــس )PW1730، فیلیپس 

 Cu-Kα ( م tube (با طول مـــوج 1.54056 انگـــستروم )هلنـــد

Å =1.54056=X-ray tube ، λ( اســـتفاده شد. آنالیز تعیین پتانسیل 
زتا بـــرای ارزیابی پایـــداری و اندازه نانـــوذرهGlu-CO-HA( ب@ 

 100-SZ هیدراته شـــده با آب با اســـتفاده از دستگاه  Fe3O4

شرکت HORIBA  )ژاپن( انجام شـــدند. برای بررســـی سطح 

و اندازه نانوذره ســـنتز شـــده از تصویربرداری میکروسکوپ 

  MIRA3 مدل TESCAN شرکـــت )SEM( الکترونی نـــگاره

و میکروســـکوپ الکترونی گـــذاره )TEM( شرکت Zeiss آلمان 

مدل Zeiss-EM900 اـــستفاده ـــشد

کشت سلولی و آزمون زنده مانی
ســـلول مورد اســـتفاده در ایـــن مطالعه رده ســـلولی سرطان 

پســـتا 7 -ن MCF بود که از بانک ســـلولی انســـتیتو پاســـتور 

ایران خریداری شـــد. ســـلول ها ابتدا در محیط کشت 1640 

ت- RPMIو در دمای 37 درجه ســـانتی گراد و CO2 ت 5% تکثیر 

داده شـــدند و ســـپس به منظور انجام مطالعات سلولی مورد 

اســـتفاده قـــرار گرفتند. به منظـــور تعیین میـــزان زنده مانی 

ســـلول ها در اثـــر تیمار بـــا غلظت‌هـــای مختلـــف نانوذره  

Glu-CO-HA( ب@ Fe3O4  از آزمایـــش MTT اســـتفاده شـــد. به 

طور خلاصـــه، در ابتدا ســـلول ها در چاهک هـــای پلیت 96 

خانه کشـــت ســـلولی با تراکـــم 104 ســـلول در هر چاهک 

تقســـیم شـــدند. ســـپس غلظت های مختلف از نانوذرات از 

6/15 تـــا 500 میکروگرم/میلی لـــیتر بـــه چاهک هـــا اضافه 
شـــد. چاهک هایی هم بـــدون اضافه شـــدن نانـــوذرات به 

عنوان شـــاهد در نظر گرفته شـــدند. ســـلول ها به مدت 24 

ســـاعت در دمـــای 37 درجه ســـانتی گراد قرار داده شـــدند. 

 5/0 MTT در مرحلـــه بعـــد، 100 میکـــرو لیتر از محلـــول

میلی گرم/میلی لـــیتر بـــه هر چاهک اضافه شـــد و ســـلول ها 

به مدت 4 ســـاعت دیگر در 37 درجه ســـانتی گراد قرار داده
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مواد و روش ها

 اســـتفاده از نانوکنژوگه های فلزی یکـــی از راهکارهای مورد 

اســـتفاده بـــه منظور بهبود دسترســـی زیســـتی چنین موادی 

در نظر گرفته می شـــود. بـــر این اســـاس، در مطالعه حاضر 

نانـــوذره اکســـید آهن مگنتیک عامل دار شـــده بـــا گلوکز و 

کنژوگه شـــده با اســـید هیالورونیک و کومارین ســـنتز شد و 

ویژگی هـــای ضدسرطانی آن در رده ســـلولی سرطان پســـتان 

مـــورد مطالعـــه قـــرار گرفـــت. ایـــن مطالعـــه می تواند در 

دســـتیابی به نانوداروهـــای کمپلکس به منظـــور هدف گیری 

هدفمـــند ـــسلول های سرطانی کمک کننده باـــشد
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نتایج انتشار دیســـک و چاهک متابولیت آسپرژیلوس 
ترئوس و فوزاریوم روی اســـتافیلوکوک اورئوس

مقادیـــر 20، 40 ، 60 و 80 میکرولیتر متابولیت آســـپرژیلوس 

ترئوس روی دیســـک در محیط کشـــت تریپتیک ســـوی آگار 

قـــرار گرفـــت و بعد انکوباســـیون، قطـــر هاله عدم رشـــد 

بـــه ترتیـــب 17، 24 ، 28 و 30 میلـــی متر ایجـــاد کرد و قطر 

هالـــه عدم رشـــد آنتی بیوتیـــک ونکومایســـین 22 میلی متر 

بدســـت آمد. مقادیـــر 100، 150 و 200 میکرولیتر متابولیت 

آســـپرژیلوس ترئوس در روش چاهک بعد انکوباســـیون، قطر 

هاله عدم رشـــد به ترتیـــب 31، 35 و 40 میلی متر ایجاد کرد. 

در انتشـــار دیســـک برای فوزاریـــوم با مقادیـــر مذکور قطر 

هاله عدم رشـــد بـــه ترتیـــب 8، 11 ، 12 و 15 میلی متر ایجاد 

کـــرد. در روش چاهک بـــرای فوزاریوم، قطر هاله عدم رشـــد 

بـــه ترتیـــب 16، 18 و 20 میلی متر بدســـت آمد )شـــکل ۲(. 

نتایـــج آماری نشـــان داد که مقادیر مختلـــف متابولیت تاثیر 

متفاوتـــی بـــر قطر هاله عدم رشـــد داشـــتند و بـــا افزایش 

غلظـــت متابولیت، قطر هاله عدم رشـــد نیـــز افزایش یافت 

 )P≥ 0/05( و معنی دار شـــد

شـــدند. در ادامه، مقدار 200 میکرو لـــیتر DMSO به منظور 

حل کردن کریســـتال های فورمـــازان به هر چاهـــک افزوده 

شـــد و پلیت به مدت 30 دقیقه در دمای اتاق شـــیک شـــد. 

در مرحلـــه آخـــر، جذب نوری هـــر چاهـــک د ر طول موج 

570 نانـــومتر با اســـتفاده از یک دســـتگاه خوانشـــگر پلیت 

اندازه گیری شـــد و تعیین درصـــد مهار زنده مانی ســـلول ها 

با اســـتفاده از رابطه زیر محاســـبه شد )12(

تعیین میزان آپوپتوز و نکروز سلولی
   بـــه منظـــور تعییـــن درصد ســـلول های آپوپتوز شـــده در 

 Fe3O4 @ب )Glu-CO-HAجمعیت ســـلولی تیمار شـــده با نانوذره

، حدود 105 ×5 ســـلول تیمار شـــده با غلظـــت نیمه مهاری 

نانوذره )IC50( و جمعیت ســـلولی گروه شـــاهد، رنگ آمیزي 

)PI(  و پروپیدیـــوم یدید Annexin-V ســـلول ها با دو رنگ

 Apoptosis detection kit,( بر اســـاس دســـتورالعمل کیت

Roch, Germany( انجـــام گرفـــت. بـــه طـــور خلاصه، بعد 

  Fe3O4 @ب )Glu-CO-HA از تیمار کردن ســـلول ها بـــا نانـــوذره

بـــه مدت 24 ســـاعت، ســـلول های رده پســـتان تریپســـینه 

شـــده و با اســـتفاده از ســـانتریفوژ جداســـازی شـــدند. به 

ســـلول های ســـانتریفوژ شـــده، 100 میکرولیتر بافر بایندینگ 

در میکروتیـــوب 1/5 میلی لـــیتری اضافه گردید. ســـپس، 10 

میکـــرو لیتر از رنـــگ پروپیدیوم یدیـــد و 5 میکرولیتر از رنگ

Annexin-V  نیـــز بـــه محتویـــات موجـــود در میکروتیوب 

اضافـــه شـــد. تمامی محتویـــات میکروتیـــوب بـــه آرامی با 

یکدیگـــر مخلوط شـــدند و نمونه ها در دماي اتـــاق به مدت 

زمـــان 10 دقیقـــه در تاریکـــی انکوبه شـــد. در مرحله آخر، 

آنالیز ـــسلولی توسط دـــستگاه فلوـــسایتومتري انجام گرفت

ویژگی های نانوذرات سنتز شده
بررســـی گروه های عاملـــی نانـــوذره Glu-CO-HA( ب@ Fe3O4با 

cm -1نشـــان دهنده پیک های جذبـــی در  FT-IR آزمایـــش

421، 581 و 625 به ترتیب ناشـــی از پیوندهای Fe-O مربوط 

بـــه یون هـــای+Fe 2    واقـــع در جایگاه های هشـــت وجهی و 

یـــون+Fe 3 واقـــع در جایـــگاه چهاروجهی اســـت. این حالت 

نشـــانه ی شـــکل گیری ســـاختار اکســـید آهـــن می باشـــد. 

- cm 582، 792، 896 بـــه 
1

1
پیک هـــای قابـــل مشـــاهده در ب

ترتیب مربوط بـــه پیوندهای C-C، C-H، =CH می باشـــند. 

 C-C 1409 مربوط به پیوند cm -1 همچنین پیک جذبـــی در

در حلقه ی بنزنی موجود در ســـاختار اســـت. طول موج های 

cm -1 1625 و 1749 و 3453 نیـــز مربـــوط بـــه پیوندهـــای 

C=C، C=O و OH می باشـــد. با توجه بـــه وجود پیک های 

مشـــاهده شـــده در ســـاختار نانوذره، می توان نتیجه گرفت 

که نانوذره به درســـتی ســـنتز شده است )شـــکل 1(. بررسی 

 XRD ســـاختار کریســـتالی نانوذرات با اســـتفاده از آزمایش

نشـــان دهنده پیک هایی در مقادیـــر θ2 برابر 30 و 44 و 65 

درجه هســـتند که مربوط بـــه نانوذرات آهن اکســـید بوده 

و مطابـــق بـــا شماره کارت 03-0863 می باشـــد. همچنیـــن، 

پیک های جزئی قابل مشـــاهده در θ2 بیـــن 10 تا 30 درجه 

نشـــان دهنده ســـاختار آمورف کومارین اســـت )شکل 2(

آنالیز آماری

آزمایش های MTT در ســـه تکرار انجام شد و از آزمون آماری 

آنالیز واریانـــس یک طرفه )ANOVA( با ســـطح معنی داری 

جهـــت بررســـی تفـــاوت معنـــی دار زنده مانـــی   p>0/05

ســـلول ها اســـتفاده شـــد. انجام آزمون آماری با اســـتفاده از 

نرم افـــزار GraphPad Prism نســـخه 9/0 انجـــام پذیرفت. 

نتایج
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 Fe3O4 @ب )Glu-CO-HA نانوذره XRD شکل 2. آنالیز

شکل 1. طیف FT-IR نانوذره Glu-CO-HA( ب@ Fe3O4 سنتز شده در این مطالعه

بررســـی ریخت شناســـی و انـــدازه نانـــوذرهGlu-CO-HA( ب@ 

Fe3O4  بـــا اســـتفاده از تصاویر میکروســـکوپ‌های الکترونی 

نشـــان داد که ذرات ســـنتز شده دارای شـــکل کروی و اندازه 

بین 10 تا 70 نانومتر هســـتند )شـــکل 3(.  آنالیز پتانسیل زتا 

بـــرای ارزیابی کمی میـــزان بار الکتریکی و پایـــداری نانوذره 

Glu-CO-HA( ب@ Fe3O4 انجام گرفت. بر اســـاس نتایج میانگین 

پتانســـیل زتا برای نانـــوذره Glu-CO-HA( ب@ Fe3O4مقدار 11- 

)4 )شـــکل  بود  ولت  میلی 

شکل 3. تصویر میکروسکوپ الکترونی گذاره )a( و نگاره )b( نانوذره Glu-CO-HA( ب@ Fe3O4 . ذرات دارای شکل 

کروی و اندازه بین 10 تا 60 نانومتر هستند.
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شکل 4. تعیین میزان پتانسیل زتا ( نانوذره Glu-CO-HA( ب@ Fe3O4 . نانوذره سنتز شده دارای بار سطحی معادل 11- 

میلی ولت است.

بررسی زنده مانی سلول ها
از آزمایـــش MTT بـــه منظـــور ارزیابـــی میـــزان زنده مانی 

Glu- ســـلول های رده سرطان پســـتان تیمار شـــده با نانوذره

CO-HA( ب@ Fe3O4  اســـتفاده شد. نتایج نشـــان داد که میزان 

زنده مانی ســـلول ها در اثر تیمار 24 ســـاعته بـــا غلظت های 

ب@   )Glu-CO-HAنانـــوذره میکروگرم/میلی لـــیتر   25 و   12/5

Fe3O4  دچـــار کاهـــش جزئی شـــد، امـــا با افزایـــش غلظت 

نانـــوذره، در غلظت هـــای بیـــشتر از 50 میکروگرم/میلی لیتر 

کاهش معنـــی داری در میـــزان زنده‌مانی ســـلول های مذکور 

مشـــاهده شـــد. همچنین، غلظت نیمه مهاری ایـــن نانوذره 

در رده سلول سرطان پســـتانMCF - 7 مقدار 111 میکروگرم/

میلی لیتر محاســـبه گردیـــد. ارزیابی زنده مانی ســـلول ها پس 

از تیمار 48 ســـاعتی با نانـــوذرهGlu-CO-HA( ب@ Fe3O4  نتایج 

مشـــابهی را نشـــان داد بـــا این تفـــاوت که غلظـــت نیمه 

مهـــاری نانوذره 63 میکروگرم/میلی لیتر محاســـبه شـــد. نتایج 

در شـــکل 5 نمایش داده ـــشده است

شکل 5. درصد زنده مانی سلول های رده سرطانی پستان تحت تاثیر نانوذره   Glu-CO-HA( ب@ Fe3O4 در زمان )a(24 و 

 .) P> 0 /0 01(***( .( 48 ساعت )نتایج به صورت درصد بقا در مقایسه با نمونه شاهد گزارش شده استb(

آپوپتوز و نکروز سلولی
بررســـی میزان آپوپتوز و نکروز ســـلولی با استفاده از آزمایش 

فلوســـایتومتری نشـــان داد که در اثر تیمار ســـلول های رده 

سرطـــان پســـتان بـــا نانـــوذرهGlu-CO-HA( ب@ Fe3O4  میزان 

آپوپتـــوز و نکروز ســـلولی افزایـــش زیادی می یابـــد. میزان 

نکروز ســـلولی در ســـلول های گروه شـــاهد و تیمار شده به 

ترتیـــب  63/3 و 02/26% بود. میزان آپوپتـــوز اولیه و تأخیری 

در ســـلول های شـــاهد به ترتیب 51/0 و 15/0 درصد بود که 

پس از تـــیمار با نانـــوذره Glu-CO-HA( ب@ Fe3O4  به 38/07 و 

64/7 درصـــد افزایـــش یافتند. نتایج در شـــکل 6 نمایش داده 

ند ا شده‌
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شکل 6. آناليز فلوسايتومتري سلول های رده سرطان پستان تحت تاثير نانوذره Glu-CO-HA( ب@ Fe3O4 به مدت 24 

ساعت. )a(: نمونه شاهد، )b(: نمونه تيمار شده با نانوذره. نتایج نشان می دهند که تیمار سلول ها با نانوذره باعث 

افزایش شدید درصد سلول های آپوپتوزی و نکروزی شده است. Q1: نکروز سلولی، Q2: آپوپتوز تاخیری، Q3: آپوپتوز 

اولیه، Q4: سلول های سالم.

بحث

 سرطـــان پســـتان یکـــی از کشـــنده ترین و فراوان ترین انواع 

سرطان بـــه شمار می آید. ایـــن بیماری دارای انـــواع مختلفی 

اســـت که از رفتار تهاجمی، سرعت توســـعه و پاسخ به درمان 

متفاوتـــی برخوردار هســـتند. بـــه همین دلیـــل، درمان این 

بیماری با اســـتفاده از داروهـــای رایج شـــیمی درمانی فاقد 

کارایی لازم هســـتند. همچنیـــن، با توجه به اینکه بســـیاری 

از داروهـــای ضد سرطان فاقـــد عملکردهای سیتوتوکســـیک 

اختصاصـــی بر ســـلول های سرطانی هســـتند،اغلب با عوارض 

جانبـــی بر ســـلول ها و بافت های غیر هدف همراه هســـتند. 

هدف گیـــری اختصاصی ســـلول های سرطانی با اســـتفاده از 

لیگاندهای اختصاصی می تواند ســـبب افزایش اثربخشـــی و 

کاهـــش عـــوارض داروهـــای ضدسرطانی شـــود )13(. بر این 

 )Glu-CO-HA اســـاس، این مطالعه با هدف ســـنتز نانـــوذره

ب@ Fe3O4 و بررســـی اثـــر ضدسرطانی آن بر ســـلول های رده 

شد انجام  پـــستان  سرطان 

بررســـی های فیزیکـــی و شـــیمیایی نانـــوذرهGlu-CO-HA( ب@ 

Fe3O4 نشـــان داد که ذرات ســـنتز شـــده دارای انـــدازه در 

مقیاس نانو و شـــکل کروی هســـتند. اندازه کوچک این ذرات 

امکان نفـــوذ بافتی مؤثر بـــه بافت های توموری و رســـیدن 

به ســـلول های سرطانـــی را فراهم می کند. همچنین، شـــکل 

کروی ذرات ســـبب می شـــود که ذرات بتوانند به سلول های 

سرطانـــی نفـــوذ کنند و اثرات ضـــد سرطانی خـــود را اعمال 

Glu-CO- نشـــان داد کـــه نانوذره MTT نمایند )14(. آزمایش

HA( ب@ Fe3O4 دارای اثـــرات ضد تکثیری وابســـته به غلظت و 

وابســـته به زمان بر روی ســـلول های سرطان پســـتان هستند، 

به طـــوری که بـــا افزایش غلظت ســـبب کاهـــش معنی دار 

زنده مانـــی ســـلول ها شـــدند. همچنین، مقایســـه شـــاخص 

غلظت نیمه مهاری در تیمارهای 24 و 48 ســـاعته نشـــان داد 

کـــه نانـــوذره Glu-CO-HA( ب@ Fe3O4 دارای اثرات ضدسرطانی 

وابســـته به زمان بر ســـلول های MCF - 7 هســـتند. اثرات 

ضد سرطانـــی نانـــوذرهGlu-CO-HA( ب@ Fe3O4 بر ســـلول های 

رده سرطـــان پســـتان را می تـــوان با هدف گیـــری اختصاصی 

ســـلول های سرطانی بـــه واســـطه اصلاح نانوذرات اکســـید 

آهن بـــا هیالورونیک اســـید و همچنین اثـــرات ضدتکثیری 

کومارین بر این ســـلول ها مرتبط دانســـت. همســـو با نتایج 

این پژوهش، مطالعات پیشـــین نشـــان داده اند که کومارین 

دارای اثـــرات سیتوتوکســـیک بر رده های متعدد ســـلول های 

سرطـــان از جملـــه ســـلول های رده سرطان پســـتان از طریق 

مهار چرخه ســـلولی و القای آپوپتوز اســـت. مشـــاهده شده 

اســـت که مشـــتقات کوماریـــن می توانند اثـــرات مهاری بر 

مهارکننـــده P53 اعمال کنـــد. پروتئین P53 یـــک مهارکننده 

تومور اســـت که با فعال ســـازی مسیرهای ســـیگنالی آپوپتوز 

بـــه ویـــژه از طریق مســـیر داخلی، ســـبب القـــای آپوپتوز 

ســـلولی شـــده و به این ترتیب از رشـــد بی رویه ســـلول ها 

جلوگیـــری می کنـــد. مهار بیـــان و فعالیت ایـــن پروتئین در 

انـــواع متعدد سرطان تاکنون گزارش شـــده اســـت )15(
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 دیده شـــده اســـت که کومارین می تواند پروتئین مهارکننده 

اختصاصـــی پروتئیـــن P53 را مهار کند. ایـــن فرایند می تواند 

ســـبب افزایش فعالیـــت P53 و در نتیجـــه شروع و پیشروی 

مســـیرهای آپوپتوز شـــود )16(. همچنین، گزارش شده است 

که کوماریـــن می تواند ســـبب مهار پیشروی چرخه ســـلولی 

در ســـلول های سرطانی شـــود، رویـــدادی که یک ســـیگنال 

جهـــت فعال ســـازی آپوپتوز ســـلولی اســـت.  گزارش شـــده 

اســـت که مشـــتقات کومارین می توانند ســـبب فعال ســـازی 

پروتئین هـــای کینـــاز وابســـته به ســـیکلین و اخـــتلال در 

چرخه ســـلولی شـــوند. این فرایند می تواند در ادامه ســـبب 

فعال سازی مســـیرهای آپوپتوزی و مرگ ســـلول های سرطانی 

)18-17( شود  

همســـو با ایـــن نتایج، مطالعات پیشـــین نشـــان داده اند که 

کوماریـــن و مشـــتقات آن می تواننـــد ســـبب افزایـــش بیان 

و یـــا فعالیت کاســـپاز هـــا در ســـلول های سرطانی شـــوند. 

کاســـپازها گروهـــی از پروتئین هـــا بـــا فعالیـــت پروتئازی 

هســـتند که در پاســـخ بـــه محرک هـــای درونـــی و بیرونی 

فعال شـــده و بـــا هضم انزیمـــی پروتئین های هدف ســـبب 

مـــرگ ســـلولی می شـــوند )19(. همچنیـــن، القـــای آپوپتوز 

ناشـــی از فعال ســـازی کاســـپاز هـــای 7 و 9 در ســـلول های 

رده MCF -7تـــیمار شـــده بـــا مشـــتقات کومارین توســـط 

Mohamed  و همـــکاران )20( گزارش شـــده اســـت، که با 

یافته های ایـــن پژوهش مطابقت دارد. علاوه بـــر این، اثرات 

 Styrene substituted مهاری کومارین و مشـــتقات آن مثـــل

biscoumarin بـــر پروتئین‌های ضدآپوپتـــوز مانندBcl- 2 در 

رده هـــای مختلف ســـلول های سرطانـــی قبلاًً گزارش شـــده 

اســـت )21(. در مطالعه ای که توســـط Li و همـــکاران انجام 

شـــد، آنان دریافتنـــد که کمپلکـــس هیدروکســـی-پلاتینیوم 

می تواند ســـبب افزایش قابل توجه کاســـپاز-3 و کاســـپاز-9 

و افزایـــش جمعیـــت ســـلول های آپوپتوتیک در ســـلول های 

سرطانـــی ردهSKOV - 3شـــوند کـــه بـــا نتایـــج مطالعه ما 

PI3K/ همخوانـــی دارد )22(. مداخله با مســـیر ســـیگنالی

Akt/mTORنیـــز می توانـــد یکـــی دیگر از مکانیســـم های 

ضدسرطانی نانوذرهGlu-CO-HA( ب@ Fe3O4 باشـــد.  این مســـیر 

ســـیگنالی در بســـیاری از فرایندهـــا از جملـــه زنده مانـــی، 

تکثیـــر، اتصـــال و حرکـــت ســـلول های جانوری نقـــش ایفا 

می کنـــد. برخـــی مطالعات پیشـــین به وضوح نشـــان دادند 

که مشـــتقات کوماریـــن می توانند از طریق تداخل با مســـیر 

ســـیگنالی مذکور ســـبب افزایش اتوفاژی، القـــای آپوپتوز و 

مهار چرخه ســـلولی در رده های متعدد ســـلول های سرطانی 

شـــوند )23(. همچنین در مطالعه ای که توســـط Ramdani و 

همکاران انجام شـــد، آنان نشـــان دادند که 4-هیدروکســـی 

کومارین ســـبب مهار وابســـته بـــه غلظت ســـلول های رده 

سرطـــان پســـتان MCF -7 از طریـــق توقف چرخه ســـلولی 

 Bax و افزایش بیان Bcl- 2 کاهش بیـــان ،M/G2 در مرحلـــه

شـــود، کـــه تائید کننـــده اثرات تحریـــک آپوپتوز ناشـــی از 

اســـت )24(. این ســـلول ها  کومارین در 

نتیجه گیری

  Fe3O4 @ب )Glu-CO-HAایـــن مطالعه با هدف ســـنتز نانـــوذره

و ارزیابـــی اثرات آن بـــر زنده مانی و آپوپتوز در ســـلول های 

رده سرطان پســـتان MCF-7 انجام شـــد. نتایـــج این پژوهش 

نشـــان داد که نانوذره ســـنتز شـــده می توانـــد در یک روند 

وابســـته به غلظـــت ســـبب کاهـــش معنـــی دار زنده مانی 

ســـلول های سرطانی شـــده و اثرات مهاری خـــود را با افزایش 

میـــزان نکروز و آپوپتـــوز در این ســـلول ها اعمال کند. اثرات 

ضد سرطانـــی مشـــاهده شـــده را می توان بـــه هدف گیری 

ســـلول های سرطانـــی بـــه دلیل وجـــود اســـید هیالورونیک 

بر ســـطح نانوذره و همچنیـــن اثرات ضدسرطانـــی کومارین 

مرتبط دانســـت. نتایـــج این مطالعـــه می تواند در توســـعه 

نانوداروهـــای هوشـــمند بـــه منظـــور هدف گیـــری و مهار 

اختصاصی ـــسلول های سرطان پـــستان کمک کننده باـــشد

تقدیر و تشکر

نویسندگان از پرسنل آزمایشگاه زیست شناسی دانشگاه 

آزاد واحد رشت تشکر می نمایند.

تعارض منافع

نویسنده گان هیج تعارض منافعی ندارند.
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