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متصل به  سينيوروبدوكس مشتق از سم عقرب بر افزايش ميزان نفوذاثر پپتيد 

 MDA-MB-231و  HeLaهاي  نانوذرات طلا در سلول
 
  

  23/3/99: پذيرش ؛ تاريخ 21/7/98:مقاله دريافت تاريخ

هاي  توانند از غشاي سلولي عبور كنند و با قابليت حمل مولكول مي  )CPPs(پپتيدهاي نفوذكننده در سلول  :زمينه و هدف
 .ن مـورد اسـتفاده قـرار بگيرنـد    و درمـان سـرطا   درمانيش دارويي، ژن در زمينه رهايها  سيتوپلاسم سلولبه درون  مختلف

ابزار مناسبي براي  ت بالا، پراكنش نوري فوق العاده و عدم سميتحلاليبدليل سنتز آسان، ) GNPs(نانوذرات طلاي كروي 
سـم عقـرب   ) MCa(در اين مطالعـه از يكـي از پپتيـدهاي مشـتق از پپتيـد ماروكلسـين       . باشند مي تصويربرداري مولكولي

)MCaUF1-9-C ( سرطان متصل به سامانه پپتيدي ضدداروقابليت نفوذ انتخابي  تابراي اتصال به نانوذرات طلا استفاده شد-
  .ارزيابي قرار گيردو ميزان مرگ و مير سلولي حاصل از آن مورد سرطاني سلولي هاي  به رده ،نانوذره

 )DOX( دكسوروبيسـين سـرطان  داروي ضد نـانومولار  500غلظـت   بـا  MDA-MB-231و  HeLaهـاي   سلول: روش ها
و ميـزان مـرگ ميـر     شـدند تيمـار  ) DOX-MCaUF1-9-C-GNP( MCaUF1-9-C-GNPو ) GNP )DOX-GNPمتصل به 
بـا اسـتفاده از   هـا   سـلول  بـه درون طـلا   نفوذ كيفـي نـانوذرات  . اندازه گيري گرديد MTTبا استفاده از روش ها  سلولي آن

  .مورد بررسي قرار گرفت) AAS(با كمك طيف سنجي جذب اتمي ها  ميكروسكپ زمينه تاريك و نفوذ كمي آن
؛ ماندنـد  بـاقي  زنـده  DOX-MCaUF1-9-C-GNPو  DOX-GNP  از تيمار بـا  بعد HeLaهاي  از سلول% 87حدود  :نتايج

بعلاوه . كاهش يافت DOX-MCaUF1-9-C-GNP، %30پس از تيمار با  MDA-MB-231هاي  سلول يدرحاليكه درصد بقا
-MDA-MBهـاي   در سـلول  DOX-MCaUF1-9-C-GNPمطالعه با ميكروسكپ زمينه تاريك نشان داد كه نفوذ نانوذرات 

برداشـت  % 33نشـاندهنده   نيـز  حاصل از طيـف سـنجي جـذب اتمـي    هاي  داده .مي باشد HeLa هاي  بيشتر از سلول 231
 .بود MDA-MB-231هاي  در سلول DOX-MCaUF1-9-C-GNPنانوذرات 

رهايش دارو با  يك سيستم ابزار مناسبي براي طراحيتواند  مي نانوذره-ست آمده نشان داد سامانه پپتيدنتايج بد :گيري نتيجه
  .باشدقابليت نفوذ انتخابي 

 
 .سميت سلولي، جذب سلولي، دوكسوروبيسين نانوذره طلا، ماروكلسين، :كلمات كليدي
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  مقدمه
مـوثر  هاي  سلول به عنوان روش به درونانتقال دارو هاي  سيستم
مورد استفاده   از جمله درمان سرطانها  بسياري از بيماري در درمان

هـا   سيسـتم  بر كاربرد موفـق ايـن   فاكتورهاي مختلفي .گيرند مي قرار
بـه  هـا   به راندمان بالاي ورود آن توان مي جمله تاثيرگذار است كه از

سلول، بارگيري بالاي داروها، عدم تخريب داروها در فضـاي   درون
  .اشـاره كـرد   تحريك سيستم ايمنـي  حداقل سميت و خارج سلولي،

ويروسي و غيرويروسـي نظيـر   هاي  حاملوي ر لعات بسياري برمطا
كه در  )CPP( سلول كننده درو پپتيدهاي نفوذها  تئينليپوزوم ها، پرو

از  .1-5 رهايش داخل سلولي داروها نقش داشته اند، انجام شده است
اين حامـل هـا، پپتيـدهاي نفوذكننـده در سـلول داراي مزايـاي        بين

سـاخت   توان به مي از جملهباشند كه  مي داروهادر رهايش  متعددي
پپتيـدهاي  از ميـان  . 7، 6 اشاره كـرد ها  آسان و امكان اصلاح توالي آن

بـا وجـود    اشاره كـرد كـه   TAT توان به پپتيد مي ،متداولنفوذكننده 
 بـه داخـل  انتخابي  داراي قابليت ورودتوانايي بالا در نفوذ به سلول، 

   .8دباش نمي ،ر درمان سرطان حائز اهميت استكه به ويژه دها  سلول
صــورت بســيار گســترده اي در بفلورســانس آلــي هــاي  رنــگ

امـا اسـتفاده از    .گيرنـد  مي مولكولي مورد استفاده قرارتصويربرداري 
 باشـد  مـي  با مشكلاتي مانند عدم حلاليت و كاهش نور همـراه ها  آن
نانوذراتي نظير نانوذرات طـلا، نقـره، نقـاط كوانتـومي و ذرات     . 11-9

مـورد  مغناطيسي در زمينه تصويربرداري بيولوژيـك و رهـايش دارو   
داراي ) GNPs( ي كـروي نانوذرات طلا. 12-15 مطالعه قرار گرفته اند

مزاياي متعـددي از جملـه زيسـت سـازگاري، حلاليـت و توانـايي       
بيولوژيـك و نيـز خـواص    هاي  در اتصال به مولكول فردمنحصر به 

 نظيـر جـذب و پراكنـدگي نـوري بسـيار بـالا      فـوق العـاده    فيزيكي
هـاي   بنابراين نانوذرات طلا به خوبي در رهـايش مولكـول  . باشند مي

در همچنـين   موثر بوده وها  ، و پروتئينDNA ،siRNAمختلف مانند 
 مـورد اسـتفاده قـرار   هـا   و بافـت هـا   تصويربرداري مولكولي سـلول 

  .8 گيرند مي
، پپتيـدي   MCaبا نـام اختصـاري   ) Maurocalcine(ماروكلسين 

اسيد آمينه تشـكيل شـده و اولـين بـار از سـم يـك        33است كه از 
 .16 جـدا شـده اسـت    Maurus palmatusعقرب تانزانيـايي بـه نـام    

ماروكلسين علاوه بر فعال سازي كانـال كلسـيمي، بـه عنـوان پپتيـد      

ها  تواند مواد مختلف از جمله پروتئين مي نفوذكننده نيز عمل كرده و
ــدها 17 ــول18، پپتي ــاي  ، مولك ــي كوچــك ه ــا19رنگ و  20-23 ، داروه

تمـامي قطعـات پپتيـدي مشـتق از     . را بارگيري كنـد  25، 24 نانوذرات
ماروكلسين قابليت نفوذ بيشتري نسبت به شكل تانخورده اين پپتيـد  

آمينواسيد، نشان داده اند كه حاكي از آن است كه هـر يـك از    33با 
موجود در ماروكلسين اكسـيد شـده و تـاخورده     )Domains(نواحي 

به صورت اختصاصي در فرايند نفوذ پپتيـد بـه داخـل سـلول نقـش      
  بـه مفهـوم تـانخورده و    MCaUF1-9 )UFها، از ميان اين پپتيـد . دارند

بار خـالص صـفر    داراي) باشد مي نشاندهنده تعداد آمينواسيدها 9-1
قايسـه بـا سـاير    بوده و خواص مربوط بـه نفـوذ آن بـه سـلول در م    

كه داراي ميـزان قابـل تـوجهي بـار      پپتيدهاي حاصل از ماروكلسين
 در ايـن مطالعـه،  . 19 تـا انـدازه اي متفـاوت اسـت     باشند، مي مثبت

MCaUF1-9-C بـه نـانوذرات طـلا     كننده به سـلول به عنوان پپتيد نفوذ
در انتهـاي كربوكسـيليك خــود    MCaUF1-9-Cپپتيــد . متصـل گرديـد  

باشـد كـه بـه واسـطه دارا      مي داراي يك اسيد آمينه سيستئين اضافي
 امكـان اتصـال پپتيـد بـا نـانوذره را فـراهم      ) SH-(بودن عامل تيول 

عمـل كـرده و بـا    تصويربرداري عنوان عامل  نانوذره طلا به . كند مي
 نشوارد واك ـهـا   كمك پپتيدهاي متعدد متصل بـه خـود، بـا سـلول    

ايـن سـامانه بـا اتصـال داروي ضدسـرطان بـروي سـطح        . شـود  مي
بنـابراين  . تواند به رهايش درون سلولي دارو كمك كند مي نانوذرات
مختلـف   سلول سرطانيدو  ي اين سامانه در رهايش دارو درتوانمند

مـورد مطالعـه قـرار     )DOX( با اتصـال بـه داروي دوكسوروبيسـين   
ميـان   در ضدسـرطان بـوده كـه   دوكسوروبيسين يك داروي . گرفت
DNA 26 كند مي جاي گرفته و بيوسنتز ماكرومولكولي را متوقف.  

  
  ها روشمواد و 

  مواد
از سـم ماروكلسـين    مشـتق پپتيـد سـنتتيك   ( MCaUF1-9-C پپتيد
كشور كـره،   Peptron تكاپوزيست نماينده شركت شركتاز ) عقرب

از بانــك ژن و ســلول   MDA-MB-231و  HeLaســلولي هــاي  رده
ــازي  ــرم سـ ــن و سـ ــات واكسـ ــه تحقيقـ ــرج، و  موسسـ رازي كـ

  .Sigma-Aldrich از شركت )DOX(دوكسوروبيسين 
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   ها روش
  سنتز نانوذرات طلا

ميلي  100به . سنتز شدند Frens 27نانوذرات طلا براساس روش 
در حـال جـوش،    درصد تتراكلرواوريـك اسـيد   01/0يتر از محلول ل

 1از محلـول تـري سـديم سـيترات دي هيـدرات       ميكروليتـر  1000
بعد از اين مرحله، رنـگ  . درصد به عنوان عامل احيايي اضافه گرديد

 ـ. محلول از زرد به بي رنگ و در نهايت بـه قرمـز تغييـر يافـت     ن اي
شد و سـپس   دقيقه جوشانده 10محلول پس از تغيير رنگ به مدت 

  .ي متوقف گرديدگرماده
  
و تعيـين   MCaUF9-1-Cدار كردن نـانوذرات طـلا بـا پپتيـد      عامل

  مشخصات فيزيكوشيميايي آن ها
ابتـدا غلظـت    به نانوذرات طلاي كـروي،  پپتيدبه منظور اتصال 

وزن  ،GDALPHLKL-Cبا تـوالي  ( MCaUF1-9-Cپپتيد مولار از  1/0
به اين منظـور  . ، تهيه گرديد)%90خلوص بيش از  و 1066 مولكولي

 )PBS(سالين  تر از بافر فسفاتليميلي  38/9ميلي گرم از پپتيد در  1
 1بـه  محلول پپتيـدي تهيـه شـده    ميكروليتر از  1 سپس. حل گرديد

نانومولار پپتيد  100تا غلظت  ليتر از نانوذرات طلا اضافه گرديد ميلي
سـاعت در دمـاي    1به مدت  نانوذره طلا-محلول پپتيد .فراهم گردد

اتصال پپتيد با نانوذرات  امكانآزمايشگاه بروي همزن قرار گرفت تا 
 5000با دور  دقيقه 10به مدت  نانوذرات عامل دار شده. فراهم شود

اين عمل چندين بار تكرار گرديد و هر بار بـا آب  . سانتريفوژ شدند
محلـول  ر پپتيد متصل نشـده موجـود د  مقطر شستشو گرديد تا تمام 

شـيميايي  مشخصـات فيزيكو . 28 نـانوذره حـذف شـود    -رويي پپتيد
ــه پپتيــد بوســيله طيــف س ــ ــانوذرات طــلاي آزاد و متصــل ب جي نن

ــرابنفش ــي -ف  عكســبرداريو ، )UV-Vis spectrophotometry(مرئ
. مورد ارزيـابي قـرار گرفـت    )TEM(ميكروسكپ الكتروني عبوري 

، و پتانسيل زتـاي  )PDI(همچنين سايز، شاخص توزيع اندازه ذرات 
 . بررسي شد )DLS(تفرق نور پويا  اين نانوذرات توسط اندازه گيري

  
  به نانوذره ي طلا اتصال دوكسوروبيسين

دوكسوروبيسين يك داروي پـودري قرمـز رنـگ اسـت كـه در      
شود و پس از حل شـدن در   مي دماي محيط و دور از نور نگهداري

ال جهـت اتص ـ . گيـرد  مي قرار درجه سانتيگراد 4، در دماي مقطرآب 
از ميكرومـولار   5/0-10 ، غلظـت دوكسوروبيسين بـه نـانوذره طـلا   

اضـافه   نـانوذرات طـلا  ميلـي ليتـر از محلـول     1دوكسوروبيسين به 
ــد ــانوذره  . گردي ــه ن ــين ب ــال دوكسوروبيس ــانكنش   اتص ــوع مي از ن

سـاعت در   1آميزه پپتيد و نانوذره به مـدت  . باشد مي الكترواستاتيك
پـس از ايـن   . روي همزن مغناطيسي قرار داده شـد آزمايشگاه بماي د

به مـدت  دور در دقيقه  5000سرعت مرحله، محلول بدست آمده با 
دقيقه سانتريفوژ شد و اين عمل چندين بار تكرار گرديـد و هـر    10

شستشو گرديد تا تمام دوكسوروبيسين متصل نشده، مقطر بار با آب 
بـه نـانوذرات    اتصال دوكسوروبيسـين  .28 از اين محلول خارج شود
و طيـف سـنجي فلورسـانس مـورد      DLSطلا بـا اسـتفاده از روش   

  .بررسي قرار گرفت
  

 با نانوذرات متصل به دوكسوروبيسين ها  تيمار سلول

ســلول ( HeLa ســرطانيهــاي  از ســلولســلول  20000تعــداد 
سلول سرطاني سينه ( MDA-MB-231و ) سرطاني دهانه رحم انسان

 محـيط (كامـل   محيط كشتاز  ميكروليتر 100با حجم نهايي ) انسان
RPMI 1640  درصد از سـرم   10حاويFB )Fetal bovine serum (

 penicillin-estreptomycinاسترپتومايسـين  -درصد پني سـيلين  1و 

(PS)(، بـه و  داده شـد قرار خانه اي،  96ميكروپليت هاي  در چاهك 
انكوبـه    CO2درصد  5حاوي   C 37̊انكوباتور ساعت در  24 مدت
ميكروليتر از نـانوذره   PBS ،100پس از سه مرتبه شستشو با  .گرديد
ــين،  10-100000، غلظـــت )GNP(آزاد  ــانومولار دوكسوروبيسـ  نـ

DOX-GNP و ،DOX-MCaUF1-9-C-GNPافزوده شـد  ها  ، به چاهك
پـس از   .گرديـد عت تحـت شـرايط قبلـي انكوبـه     سـا  2و به مدت 

بــه منظــور آزادســازي هــا  حــاوي ســلولشستشــوي مجــدد، پليــت 
  C 37̊سـاعت در انكوبـاتور    24دوكسوروبيسين از نانوذره به مدت 

در نهايـت پـس از شستشـوي    . انكوبـه شـد    CO2درصـد   5حاوي 
-MTT )3-(4,5رنـگ  % 10ميكروليتـر از محلـول    100مرحله آخر، 

dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide ( بـــه
 3افـزوده شـد و بعـد از گذشـت يـك دوره انكوباسـيون       ها  چاهك

نـانومتر بـا دسـتگاه     570در طـول مـوج   هـا   ساعته، جذب چاهـك 
Reader زنـده بـا در نظـر    هـاي   در نهايت درصد سلول. خوانده شد
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درصـد   100گرفتن چاهك كنترل كـه تنهـا حـاوي محـيط بـوده و      
  .8 ، محاسبه گرديدشده اندها زنده در نظر گرفته  سلول

  سرطاني هاي  سلول دوكسوروبيسين درهاي  كمپلكس بررسي نفوذ
هـاي   براي مطالعه جـذب نـانوذرات عامـل دار شـده در سـلول     

HeLa  وMDA-MB-231 ،104×3   از هــــر نــــوع ســــلول، روي
 ـميلي متر  18×18به سايز هايي  لامل هـاي   ل داخـل چاهـك  كه از قب

 24جاي گرفته بودند، قـرار داده شـد و بـه مـدت      اي خانه 6پليت 
  .گرديدنـد انكوبه   CO2درصد  5حاوي   C 37̊ساعت در انكوباتور 

 ـ DOX-MCaUF1-9-C-GNPو  GNPميكروليتـر از   100سپس  روي ب
تحـت شـرايط    سـاعت  2ريخته شد و به مـدت  ها  هر يك از سلول

. در متانول فيكس شدندها  سلول ،پس از شستشو. انكوبه شدندقبلي 
زيـر   ،خاصيت پراكنش نوري نانوذرات طـلا  براساسها  سپس سلول

  .8 مطالعه گرديدند Olympusميكروسكپ زمينه تاريك  
  

هـاي   دوكسوروبيسـين در رده هـاي   كمپلكس سنجش كمي نفوذ
  سلولي

در  دوكسوروبيســينهــاي  كمــپلكسنفــوذ  بــراي مطالعــه كمــي
 طيف سنجي جذب اتمي اسـتفاده گرديـد  سلولي، از روش هاي  رده

 سـرطاني هاي  سلولسلول از هر يك از  104به اين منظور تعداد  .29
HeLa  وMDA-MB-231 خانـه اي  24ميكروپليت هاي  ر چاهكد ،

محيط كشت كامل، كشت شـدند و بـراي   ميلي ليتر  1با حجم نهايي 
انكوبـه   CO2درصـد   5حـاوي   C 37̊ساعت در انكوباتور  24مدت 
-DOX-MCaUF1-9-C، و  DOX-GNPميكروليتر از 200سپس  .شدند

GNPسـاعت تحـت شـرايط     2افزوده شد و به مـدت  ها  ، به چاهك
 PBS ،200پـس از سـه مرتبـه شستشـو بـا        .قبلي انكوبه گرديدنـد 

اضـافه  ها  به هر يك از چاهك EDTA-ميكروليتر از محلول تريپسين
براي  .قرار داده شد  C 37̊دقيقه در انكوباتور  2-4و براي مدت  شد

 Agua(ميكروليتر از محلول تيزاب سلطاني  150ليز كردن سلول ها،

regina (سـاعت در   24اضافه شد و به مـدت  ها  به هر يك از نمونه
پـس از گذشـت ايـن دوره انكوباسـيون     . دماي محيط انكوبه گرديد

ده ميلي ليتر رسـان  1به وسيله آب مقطر به ها  حجم هر يك از نمونه
  .اندازه گيري شدها  آنمحتواي طلاي  و شد
  

  ها يافته

، و نانوذرات )GNP(تعيين مشخصات نانوذرات طلاي آزاد 
 )MCaUF1-9-C-GNP(متصل به پپتيد 

پلاسمون سطحي نانوذرات طلا را به صورت هاي  طيف 1شكل 
 نشـان   MCaUF1-9-Cنانومولار پپتيد  100آزاد و در واكنش با غلظت 

در اين غلظت از پپتيد، شدت جذب نـانوذره آزاد در طـول   . دهد مي
كاهش  .يافتكاهش باشد،  مي كه بيشينه جذب آننانومتر  520موج 

  . باشد مي وي سطح نانوذرهرردهنده جذب پپتيد ب نشانجذب، 
، تصوير ميكروسكپ الكترونـي نـانوذرات   )و ب الف( 2 شكل 

 را نشـان  MCaUF1-9-Cتوليد شده در حالت آزاد و متصـل بـه پپتيـد    
شـود، مورفولـوژي    مـي  مشاهده در اين شكل همان طور كه. دهد مي
وي و شـبه كـروي   كر در حالت آزاد و متصل به پپتيد نانوذرات اكثر

ــي( ــد وجه ــي )چن ــ م ــد  دباش ــه پپتي ــت متصــل ب ــه در حال    ، اگرچ
چند وجهـي و نامتقـارن بيشـتري در بـين     هاي  ، شكل)ب-2شكل (

در اين تصوير، يكنواختي كمتري بين اندازه  .شود مي نانوذرات ديده
   .شود مي الف مشاهده-2نانوذرات نسبت به تصوير 

هاي حاصل از پارامترهاي اندازه گيري شـده  هاي  داده 1جدول 
در اين  آزاد نانوذراتميانگين سايز . دهد مي را نشان DLSدر روش 

 24/0نيز ها  آن) PDI(و شاخص توزيع اندازه نانومتر  54/53روش، 
يكنـواختي نسـبتاً خـوبي    كه  دادآمده نشان  بدست PDI .بدست آمد

همچنين ميانگين انـدازه نـانوذرات    .وجود داردبين اندازه نانوذرات 
ــه   ــل ب ــه   PDIو ) MCaUF1-9-C )MCaUF1-9-C-GNPمتص ــا، ب آن ه

بدست آمد كه نسـبت بـه نـانوذرات آزاد     35/0و نانومتر  85ترتيب 
 مونوديسپرسـيتي كمتـر ايـن نـانوذرات     دهنـده  نشـان بالاتر بـوده و  

علاوه بر سايز و توزيع اندازه ذرات، پارامتر ديگري كه بـا  .  باشد مي
بررسي گرديد، زتا پتانسـيل نـانوذرات    DLSاستفاده از اندازه گيري 

نتايج اين بررسي نشان داد كه با . در حالت آزاد و متصل به پپتيد بود
بـه   -6/31، زتـا پتانسـيل آن از   MCaUF1-9-C نانوذره به پپتيد اتصال

نيز تاييـد ديگـري    GNPكاهش بار منفي . كاهش يافته است -2/17
  .بر اتصال پپتيدهاست
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  )نانومولار MCaUF1-9-C-GNP ،100(  MCaUF1-9-C، و نانوذره بعد از اتصال به پپتيد )GNP(طيف جذبي نانوذره طلا به تنهايي  :1شكل 
  

         
  )ب(MCaUF1-9-C-GNP و )  الف) (GNP(نانوذرات طلا  TEM  تصاوير :2شكل 

  
  DLSاز طريق اندازه گيري  MCaUF1-9-C-GNPو  GNPتعيين مشخصات نانوذرات  :1جدول 

  )ميلي ولت(زتا پتانسيل   شاخص توزيع اندازه ذرات )نانومتر(سايز 
GNP 54/53 24/0  6/31 -  

MCaUF1-9-C-GNP 85 35/0  2/17 -  
  

  DLSاز طريق اندازه گيري  DOX-MCaUF1-9-C-GNPو  DOX-GNPتعيين مشخصات نانوذرات  :2جدول 
  شاخص توزيع اندازه ذرات  )نانومتر(سايز 

DOX-GNP 10/58  28/0  
DOX-MCaUF1-9-C-GNP 79/90  307/0  
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تعيــين غلظــت بهينــه دوكسوروبيســين جهــت اتصــال بــه 
  نانوذرات طلا

، 5/0هـاي   غلظـت  به منظور تعيين غلظت بهينه دوكسوروبيسين،
 ميلي ليتـر از نـانوذرات   1ميكرومولار از دوكسوروبيسين به  10و  1
)GNP و ،MCaUF1-9-C-GNP (   اضـافه گرديــد و مشـخص شــد كــه

ميكرومـولار دوكسوروبيسـين پـس از گذشـت      10و  1 هاي  غلظت
كـه در   گردند، در حـالي  مي دوره انكوباسيون منجر به تجمع نانوذره

دوكسوروبيسـين، محلـول    )نـانومولار  500( ميكرومولار 5/0غلظت 
 .مي كنندنانوذره طلا و كنژوگه پپتيدي آن، پايداري خود را حفظ 

 
تعيين مشخصات نانوذرات طلاي متصل به دوكسوروبيسين 

)DOX-GNP  وDOX-MCaUF1-9-C-GNP(  
، و GNP( نـانوذره طـلا  براي ارزيابي اتصال دوكسوروبيسين به 

MCaUF1-9-C-GNP( ــا ، محلــول ــانوذره ي ــانوذرهن پــس از  پپتيــد -ن
 مجدداً ،ن موجود در محلول رويييو حذف دوكسوروبيس سانتريفوژ

اندازه گيـري   و سپس شدت فلورسانس آن در آب مقطر حل گرديد
 دوكسوروبيسـين همان غلظت از محلـول  شدت فلورسانس شد و با 

از  نـانوذره و  دوكسوروبيسين اتصال. مقايسه گرديد )نانومولار 500(
ــوي    ــار مثبــت گــروه آمين ــين ب ــانكنش الكترواســتاتيك ب ــق مي طري

گيرد كـه   مي دوكسوروبيسين و بار منفي روي سطح نانوذره صورت
. بين پپتيد و نانوذره ضعيف تر است كووالاناين ميانكنش از اتصال 

-DOXشـدت فلورسـانس محلـول دوكسوروبيسـين آزاد،      1 نمودار

GNP،  وDOX-MCaUF1-9-C-GNP  ميكرومـولار  5/0، را در غلظـت 
در مقايسـه بـا دوكسوروبيسـين آزاد،    . دهد مي دوكسوروبيسين نشان

 به ترتيب MCaUF1-9-C-GNP، و GNPجذب دوكسوروبيسين بروي 
نتايج بدست آمده نشان داد كه حضور پپتيـد  . بود% 31، و%41 معادل

 . بر سطح نانوذره، بر شدت فلورسانس تاثير چنداني نداشته است

حاصل از پارامترهاي اندازه گيري شده ذرات هاي  داده 2جدول 
DOX-GNP  را در روشDLS ميانگين  در اين روش، .دهد مي نشان

بدست آمد كه  28/0نيز ها  آن PDIو نانومتر  10/58 اندازه اين ذرات
 .افزايش نشان داد نانوذرات آزاد PDIاندازه و نسبت به 

متصــل بــه    MCaUF1-9-C-GNPميــانگين انــدازه نــانوذرات   
ــين  ــه   PDIو )  DOX-MCaUF1-9-C-GNP(دوكسوروبيس ــا، ب آن ه

بدسـت آمـد كـه سـايز آن نسـبت بـه        3/0نانومتر و  79/90ترتيب 

بـالاتر بـوده و نشـاندهنده      )فاقـد دوكسوروبيسـين  (نانوذرات قبلي 
كه تا انـدازه اي   در حالي. اتصال دوكسوروبيسين به اين ذرات است

PDI        آن كاهش پيـدا كـرده و اتصـال دوكسوروبيسـين توانسـته بـه
  .يكنواختي اندازه نانوذرات كمك كند

  
ــه       ــل ب ــلاي متص ــانوذرات ط ــميت ن ــر س ــي اث بررس

 -DOX-GNP ،DOX-MCaUF1-9-C(دوكسوروبيســــين 

GNP(سرطاني هاي  ، بر سلولHeLa و ،MDA-MB-231  
ميـزان  بعد از تائيد اتصال دوكسوروبيسـين بـه نـانوذرات طـلا،     

و   HeLaسرطاني هاي  ايجاد شده بروي سلولهاي  سميت كمپلكس
MDA-MB-231 توسط تست ،MTT   نمودارهـاي  . سـنجش گرديـد

 2تيمار شده، پس از گذشـت  هاي  سلول يالف، و ب، درصد بقا-2
، )الـف -2نمـودار  ( HeLaهـاي   در سـلول . دهـد  مي ساعت را نشان

ــا محلــول   يدرصــد بقــا ميكرومــولار  5/0ســلول پــس از تيمــار ب
بـه   DOX-MCaUF1-9-C-GNP، و DOX-GNPدوكسوروبيسين آزاد، 

نتايج بدست . محاسبه گرديد%  62/87، و % 12/87، %95/94ترتيب 
سلول در اثر اتصـال دوكسوروبيسـين    يآمده نشان داد كه درصد بقا

به نانوذرات طلا، نسـبت بـه دوكسوروبيسـين آزاد تفـاوتي نداشـته      
نمـودار  ( MDA-MB-231هاي  سلول ياست؛ درصورتيكه درصد بقا

نســبت بــه   DOX-MCaUF1-9-C-GNPپــس از تيمــار بــا   ) ب-2
كـاهش نشـان داده   %  30، % 100دوكسوروبيسين آزاد با درصد بقـا  

دوكسوروبيسـين بـروي آن، درصـد    % 31توجه به جذب است كه با 
 . باشد مي قابل توجهي

 
ــانوذرات  ، DOX-GNP ،DOX-MCaUF1-9-C-GNPنفــوذ ن

   MDA-MB-231، و HeLaسرطاني هاي  در سلول
براي بررسي كيفي نفوذ نانوذرات متصل به دوكسوروبيسين، هر 

،  بوسيله MDA-MB-231، و HeLaسرطاني هاي  يك از انواع سلول
تصاوير بدسـت  . ميكروسكپ زمينه تاريك مورد مطالعه قرار گرفتند

هـاي   در سـلول  DOX-MCaUF1-9-C-GNPآمده نشان داد كـه نفـوذ   
MDA-MB-231 هاي  نسبت به سلولHeLa بعـلاوه  . باشـد  مي بيشتر

هـاي   به درون هيچ يـك از سـلول   DOX-GNPاثري از نفوذ نانوذره 
  ). 3ل شك(سرطاني مشاهده نگرديد 
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  دوكسوروبيسين آزاد) ميكرومولار 5/0(نانومولار  500با غلظت  DOX-MCaUF1-9-C-GNP، و DOX-GNPمقايسه شدت فلورسانس  :1نمودار 

  

 
-DOX-MCaUF1-9-C، و DOX-GNPدر اثر تيمار با دوكسوروبيسين آزاد، ) ب( MDA-MB-231، و )الف( HeLaهاي  تعيين مرگ سلول :2نمودار 
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بـزرگ  (  DOX-MCaUF1-9-C-GNPو  DOX-GNPدر اثر تيمار بـا   MDA-MB-231و  HeLaتصاوير ميكروسكپ زمينه تاريك سلولهاي : 3شكل 
 )x20نمايي 

 
  

 

    
و ) الف(بر اساس تعداد  MDA-MB-231، و HeLaسرطاني هاي  در سلول DOX-MCaUF1-9-C-GNP، و DOX-GNPبررسي كمي نفوذ  :3نمودار 

  .P >01/0 ** .از طريق طيف سنجي جذب اتميها  نانوذرات به درون سلول) ب(درصد نفوذ 
  

همچنين نتايج حاصل از مقايسه كمـي نفـوذ سـلولي نـانوذرات     
)  DOX-GNP، DOX-MCaUF1-9-C-GNP(دوكسوروبيسين متصل به 

-DOXبــه روشــني نشــان داد كــه تعــداد و درصــد برداشــت ذرات 

MCaUF1-9-C-GNP ــلول ــاي  در سـ ــتر از  MDA-MB-231هـ بيشـ
محاسـبات انجـام   ). الـف و ب -3نمودار (باشد  مي HeLaهاي  سلول

از % 33ساعته،  2دهد كه پس از يك دوره انكوباسيون  مي شده نشان
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 MDA-MB-231هاي  توسط سلول DOX-MCaUF1-9-C-GNPذرات 
 DOX-GNPبرداشت شده اند، در حاليكه درصد برداشت نانوذرات 

 . بوده است% 2بسيار ناچيز و در حدود  DOX-MCaUF1-9-C-GNPو 

 

  بحث
 بـه داخـل   هدف افـزايش نفـوذ نـانوذرات طـلا     مطالعه اخير با

ماروكلسـين  مشـتق از   سرطاني با تكيه بـر اتصـال پپتيـد   هاي  سلول
)MCaUF1-9-C (بـا   دارويـي  به نانوذره به منظور توليد يك نانوحامل

 )DOX-MCaUF1-9-C-GNP(  ي دوكسوروبيسـين پتانسيل حمل دارو
  .صورت پذيرفت

عقرب وجـود دارد  هاي  ماروكلسين در طيف وسيعي از توكسين
عنـوان پپتيـد نفوذكننـده بـه سـلول عمـل كـرده و  جزئيـات         كه به 

  .16 خصوصيات آن نيز به خوبي مورد بررسي قرار گرفته است
بـراي  هـا   توانايي آنپپتيدهاي نفوذكننده به سلول،  مزيت بزرگ

رساندن محموله به اجزاي داخل سلولي نظير ميتوكندري، ليـزوزوم،  
تواننــد بــه  مــي دهنفوذكننــ پپتيــدهاي. هســته و سيتوپلاســم اســت

متعددي با سايزهاي مختلف متصـل شـده و بـه شـكل     هاي  محموله
موثري، پپتيـدها، پـروتئين هـا، آنتـي بـادي هـا، نوكلئيـك اسـيدها         

ــدها، واليگون( ــا،  )cDNA ،RNA ،siRNAكلئوتيـ ــوروكروم هـ ، فلـ
با پايه ليپيدي، كوانتوم دات ها، ويروس هايي  نانوذرات، فرمولاسيون

ن در تصويربرداري رزونانس مغناطيسي، و دارو را در ها، عوامل تباي
in vitro  وin vivo  30انتقال دهند  .  

كـوولان پپتيـد نفوذكننـده بـه محمولـه،      با اتصال كوولان يا غير
در . شود مي مورد نظر به داخل سلول انجامهاي  توزيع موثر مولكول

مطالعه قـرار  ميان محموله ها،  نانوذرات به ميزان قابل توجهي مورد 
 فعـال بيولوژيـك  هـاي   گرفته انـد، زيـرا تعـداد زيـادي از مولكـول     

در عبـور از  نانوذرات اما عدم توانايي . اتصال يابندها  توانند به آن مي
بـه   in vivoو  in vitroرا در هـا   غشاي ليپيدي سلول، اسـتفاده از آن 

رت بنابراين نـانوذرات اغلـب بـه صـو    . كند مي ميزان زيادي محدود
شوند تا سختي نفوذ  مي كننده به سلول استفادهكمپلكس با پپتيد نفوذ

  .30مرتفع شود ها  آن
نانوذرات طلا جذب بالاي امواج الكترومغناطيس را در محدوده 

در محدوده طـول  ها  نور مرئي از خود نشان داده و بيشينه جذب آن
اين قابليت جذب بـه علـت پديـده    . باشد مي مترنانو 520-550موج 

 اين مطالعهدر . باشد مي )SPR(اي به نام رزونانس پلاسمون سطحي 
انجـام  كـه   صورت گرفت MCaUF1-9-Cپپتيد  پيوند نانوذرات طلا به

نسـبت   MCaUF1-9-C-GNPكاهش شدت جـذب   از طريق اين پيوند
 ). 1شكل (در محدوده مرئي به اثبات رسيد  GNPبه 

سايز، زتا پتانسيل، و توزيع انـدازه  (  DLSدر مرحله بعد مطالعه 
و  MCaUF1-9-C-GNPو  GNPبه منظور تعيـين خصوصـيات   ) ذرات

نتايج اين مطالعه نشان ). 1جدول (مقايسه آنها با يكديگر، انجام شد 
افزايش يافته و اين افزايش نشـاندهنده   GNPداد كه اندازه نسبت به 
مطالعـه زتـا پتانسـيل،     همچنـين در . باشـد  مي اتصال پپتيد با نانوذره

. نشان داده شـد  GNPنسبت به  MCaUF1-9-C-GNPكاهش بار منفي 
باشد كـه   مي بار نانوذره طلا بدليل وجود لايه سيترات روي آن منفي

بدليل نشستن پپتيد با بار مثبت، ميزان بـار منفـي نـانوذره عامـل دار     
تيـد بـا   يابد كه خود دليل ديگري بر اتصال پپ مي شده با پپتيد كاهش

نيـز نتـايج حاصـل از اتصـال نـانوذره، و       2جدول . باشد مي نانوذره
نانوذره، به دكسوروبيسين را با استفاده از روش انـدازه   -سامانه پپتيد

بدست آمده از ايـن  هاي  در حقيقت، داده. دهد مي نشان DLSگيري 
. باشـد  مي روش، تاييدكننده نتايج حاصل از طيف سنجي فلورسانس

در مقايسه بـا نـانوذرات   ها  همزمان با افزايش فلورسانس نمونهچون 
اثـر  . نيز افزايش پيـدا كـرده اسـت   ها  فاقد دوكسوروبيسين، سايز آن

نيــز  DOX-MCaUF1-9-C-GNPو  DOX-GNPكشــندگي ســلولي  
آزمايش شـد و   MDA-MB-231و  HeLaسرطاني هاي  بروي سلول

 ـ      در % 30زان سامانه طراحي شـده توانسـت مـرگ سـلولي را بـه مي
نتايج بدست آمـده از ايـن   . افزايش دهد MDA-MB-231هاي  سلول

عكسـبرداري زمينـه   (آزمايش بـا نتـايج حاصـل از مطالعـات كيفـي      
حاصل از مطالعه قبلـي  ) طيف سنجي جذب اتمي(و كمي )  تاريك

 نشـان هـا   نانوذره را به درون ايـن سـلول   -ما كه ورود انتخابي پپتيد
توان مرگ سلولي بيشـتر و انتخـابي    مي ق بوده وكاملا منطب 31داد  مي

دوكسوروبيسين را بـه فعاليـت پپتيـد     -نانوذره -پپتيدهاي  كمپلكس
 .متصل به نانوذره نسبت داد

نانوذرات طلا به سبب رزونـانس پلاسـمون سـطحي موضـعي،     
اين خاصـيت بـه همـراه    . داراي خاصيت پراكنش نوري قوي هستند

آن را به يك عامل كنتراست قدرتمند در پايداري نوري نانوذره طلا، 
بنـابراين در مرحلـه بعـد نفـوذ     . 32تصويربرداري تبديل كرده اسـت  

DOX-GNP و ،DOX-MCaUF1-9-C-GNP    ــك از ــر ي ــل ه ــه داخ ب
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  379 تا 367 ؛4، شماره 9؛ دوره 1399 پاييز نشريه علمي پژوهشي دانشگاه علوم پزشكي البرز،

با استفاده از ميكروسكپ زمينه تاريك مـورد مطالعـه قـرار    ها  سلول
هـاي   بين هيچ يك از اين نانوذرات طلا  و سلول).  3شكل (گرفت 

امــا در مــورد ســلول . ميانكنشــي صــورت نگرفــت HeLaســرطاني 
MDA-MB-231 پپتيد ،MCaUF1-9-C     توانست باعـث افـزايش نفـوذ

بـه   DOX-GNPنانوذره طلا به داخل سلول شود، در حاليكـه خـود   
 .تنهايي نتوانست به داخل اين سلول نفوذ بكند

 ـ   Poillotدر مطالعه اي كه توسط  ده، و همكـارانش انجـام گردي
هاي  به داخل سلول Cy5براي حمل  MCaUF1-9-Cخصوصيات پپتيد 

 F98   نكتـه قابـل تـوجهي كـه در     . 19مورد مطالعه قرار گرفته اسـت
وجود دارد، آن است كه اين پپتيد توانسـته  MCaUF1-9-C-GNP مورد 

نانومولار در تصويربرداري ميكروسكپ زمينه تاريـك   100غلظت با 
برابر كمتـر از  غلظتـي اسـت     30د كه حدود مورد استفاده قرار بگير

)M 3 ( كه در مطالعه قبلي براي MCaUF1-9-C-Cy5    اسـتفاده شـده
 دليل اين موضوع وجود پپتيدهاي متعدد بروي سطح نـانوذره . است
  .28باشد  مي طلا

ذرات  نفوذي عملكرد توانند مي تاريك زمينه ميكروسكپ تصاوير
DOX-GNP و ،DOX-MCaUF1-9-C-GNP  هــاي   بــه درون ســلول

مشخصـي در برداشـت    هاي كمـي  سرطاني را نشان دهند، اما تفاوت
طيف سـنجي جـذب   . دهند هاي مختلف ارائه نمي ها توسط سلول آن

مقايسه با تصـويربرداري زمينـه تاريـك، از دقـت بيشـتري       اتمي در
هـا، مجموعـه    برخوردار است، چون به جاي بررسي تك تك سلول

اين روش علاوه بر . 29كند  مي يمار را بررسيي در معرض تها سلول
دقت بالا، از حساسيت بيشتري نيز برخوردار اسـت، چـون قابليـت    

 گيري مقادير اندك نانوذرات طـلاي درون سـلول را داشـته و    اندازه
 ppbرا در سـطح  هـا   تواند تفاوت نفوذ نانوذرات به درون سـلول  مي

طيـف سـنجي جـذب    هـاي   بنابراين بر مبناي داده. 33 تشخيص دهد
اتمي و با توجه به مقـداركل نـانوذرات بـه كـار رفتـه، ميـزان نفـوذ        

DOX-GNP  وDOX-MCaUF1-9-C-GNP ــلول ــاي  در سـ ، HeLaهـ
توسـط  هـا   ، براساس تعداد و درصـد برداشـت آن  MDA-MB-231و

شـد كـه    براساس اين محاسبات مشـخص . سلول ها، محاسبه گرديد
  DOX-MCaUF1-9-C-GNP به وجود نانوذرات مربوط نفوذ   حداكثر

نتايج بدست آمده از . باشد مي MDA-MB-231هاي  در سلول%) 33(
سلولي تيمار شده با نانوذرات، با تصـاوير زمينـه   هاي  آناليز جمعيت
منطبق بود و ايـن بـه مفهـوم آن اسـت كـه حضـور       ها  تاريك سلول
MCaUF1-9-C تغيير داده ها  رفتار جذبي نانوذره طلا را به درون سلول

  .    است
  

  گيري نتيجه
اي متشـكل از نـانوذره طـلا و پپتيـد بـا       در اين مطالعه، سـامانه 

اين پپتيد از پپتيد بزرگتري به نـام  . قابليت ورود به سلول ساخته شد
ماروكلسين گرفته شده بود كه با توجه به توالي و بار خـالص خـود   

. نشـان داد ها  سلول باشد، قابليت نفوذ متفاوتي در مي كه معادل صفر
اين پپتيد از طريق گروه تيول ريشه سيستئين به نانوذره طـلا متصـل   
شد و به اين مجموعـه داروي ضدسـرطان دوكسوروبيسـين اضـافه     

-DOX-MCaUF1-9)دوكسوروبيسـين   -نـانوذره  -سامانه پپتيد. گرديد

C-GNP)    توانست در مقايسه با محلول دوكسوروبيسـين آزاد و نيـز
، مـرگ سـلولي را   )DOX-GNP(دوكسوروبيسين  -وذرهمجموعه نان

به شكل انتخابي افزايش دهد كه اين بـدليل قابليـت نفـوذ انتخـابي     
تواند در زمينه تحقيقات  مي نانوذره -سامانه پپتيد. پپتيد به سلول بود

جديـد رهـايش انتخـابي دارو در    هـاي   سرطان براي ساخت سيستم
درمان سرطان با بهـره وري  سلول ها، استفاده شود و در تشخيص و 

  .      بالا و سميت پايين مفيد واقع شود
  

  تشكر و سپاسگزاري
از اعضاي محترم بخش بانك ژن و سلول و نيـز جنـاب آقـاي     

درمـاني موسسـه   هـاي   دكتر مجيد تبيانيـان در بخـش تصـفيه سـرم    
تحقيقات واكسن و سـرم سـازي رازي كـرج كـه در انجـام مراحـل       

  .را ياري كردند، سپاسگزاريم مختلف اين مطالعه ما
  

  پشتيباني/بودجه
اين كار با بودجه دانشگاه تربيت مـدرس و موسسـه تحقيقـات     

 .واكسن و سرم سازي رازي انجام شد
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Background: Cell penetrating peptides (CPPs) can enter a cell through the cell 
membrane, and used in the fields of drug delivery, gene therapy, and cancer therapy by 
their property transporting various molecules into cytoplasm. Gold nanospheres (GNSs) 
are a useful tool for molecular imaging, because they are not cytotoxic and have high 
solubility, excellent light scattering property and ease of synthesis. We constructed a drug 
delivery system by developing gold nanospheres conjugated to MCaUF1-9-C, a CPP 
derived from maurocalcine (MCa) scorpion toxin. We examined the applicability of this 
cell-selective anti-cancer drug delivery system by evaluating its cell-penetrating and cell 
death activities. 
Methods: Cell viability of HeLa and MDA-MB-231 cells, against 500 nanomolar 
concentration of doxorubicin (DOX)-conjugated gold nanoparticles (DOX-GNPs, and 
DOX-MCaUF1–9-C-GNP) were evaluated using MTT assay. Cell penetrability of MCaUF1-9-
C peptide conjugated to gold nanoparticles investigated using of dark field imaging and 
atomic absorption spectroscopy (AAS). 
Results: HeLa cell viability was about 87% when treated with DOX-GNP and DOX-
MCaUF1-9-C-GNP, whereas DOX-MCaUF1–9-C-GNP induced high cytotoxicity in MDA-
MB-231 cells (30%). Dark field imaging demonstrated higher affinity of MCaUF1–9-C-
GNP for the MDA-MB-231 cell compared with HeLa cells. Moreover, atomic absorption 
spectrometry data analysis showed that 33% of the total amounts of the applied MCaUF1–9-
C-GNP were internalized in MDA-MB-231 cells.  
Conclusion: These results demonstrated that peptide conjugated GNP would be a useful 
tool for the development of a cell-selective drug delivery system.  
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