
 

 
 

 
Toxicity and bioactivity evaluation of interferon alpha-2b conjugated 
with solid lipid nanoparticles  
 
Delaram Doroud1, Marjan Khatami2, Nasim Rahmani3, Maryam Shahali4, Ariana Alavi5, Mohammad Hossein 
Hedayati6  
1 Associate Professor, PhD in Pharmaceutical Sciences, Production & Research Complex, Tehran, Iran 
2MsC in Biochemistry, Islamic Azad University, Science and Research Branch, Tehran, Iran 
3 Pharm.D, Pharmaceutics and Drug Delivery Systems Laboratory, Production & Research Complex, Tehran, Iran 
4 Assistant Professor, PhD in Molecular Genetics, Production & Research Complex, Tehran, Iran 
5 BSc in Biotechnology, Pharmaceutics and Drug Delivery Systems Laboratory, Production & Research Complex, 
Tehran, Iran 
6 PhD in Medicine Biotechnology, Production & Research Complex, Tehran, Iran 
  

Abstract 
 
Background: Interferon (IFN) are small proteins that belong to the cytokine family and may interfere with 
viral infections and some cancers. There are many studies focused on the PEGylated interferon’s bioactivity. 
In this study, we used solid lipid nanoparticles (SLNs) to produce new drug formulations, with the aim of 
reducing costs, increasing effectiveness, and also reducing side effects, and the biological effects of the 
formulation and comparing the obtained results with the interferon alpha-2b and PEGylated interferon alpha-
2b.  
Materials and methods: In this study, we evaluateed the toxicity and bioactivity of three formulations: 
interferon alpha-2b, PEGylated interferon alpha-2b, and encapsulated interferon alpha-2b with solid lipid 
nanoparticles using the MTT method and cytopathic inhibition assay (CPE), respectively.  
Results: The toxic effects of interferon encapsulated solid lipid nanoparticle (SLN-INF) was comparable 
with interferon and PEGylated interferon. In addition, empty solid lipid nanoparticles had no toxic effects on 
cells. The SLN-IFN showed higher bioactivity than the other samples tested (interferon alpha-2b, PEGylated 
interferon alpha-2b) and maintained its bioactivity over time. 
Conclusion: The results of this study indicate that interferon alpha-2b conjugated with solid lipid 
nanoparticles is a capable formulation with sufficient bioactivity and acceptable toxicity as compared to 
PEGylated interferon and can be applied in clinical trials in future studies. 
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  دانشگاه آزاد اسلامی پزشکیعلوم جله م

  255تا  246صفحات ، 1401 پاییز، 3، شماره 32 ورهد

  

-اینترفرون آلفابررسی سمیت و فعالیت زیستی نانوذرات لیپیدي جامد حاوي 

 )IFNα-2b(بی 2

 6، محمدحسین هدایتی5، آریانا علوي4، مریم شاهعلی3، نسیم رحمانی2، مرجان خاتمی1دلارام درود

    ایران ، تهران،انستیتو پاستورتحقیقاتی مجتمع تولیدي تخصصی فارماسیوتیکس، ، دکتري نشیاردا 1
   ، دانشگاه آزاد اسلامی، واحد علوم و تحقیقاتکارشناس ارشد بیوشیمی٢
   ، تهران، ایرانتحقیقاتی انستیتو پاستورمجتمع تولیدي  ،دکتري عمومی داروسازي، آزمایشگاه فارماسیوتیکس و سامانه هاي دارورسان3
   ، تهران، ایرانانستیتو پاستورتحقیقاتی مجتمع تولیدي دکتري تخصصی ژنتیک مولکولی،  ،استادیار 4
   تحقیقاتی انستیتو پاستور، تهران، ایرانمجتمع تولیدي ، سیوتیکس و سامانه هاي دارورسانکارشناس بیوتکنولوژي. آزمایشگاه فارما5
   ، تهران، ایرانانستیتوپاستور، مجتمع تولیدي تحقیقاتی زشکیدکتري تخصصی بیوتکنولوژي پ6

   کیدهچ

ها با توانایی مداخله در فعالیت ویروسی هستند. مطالعات زیادي در رابطه با ) گروهی از سایتوکاینIFNها (اینترفرون :سابقه و هدف

وذرات لیپیدي جامد جهت تولید فرمولاسیون دارویی نوین با سمیت و تعیین فعالیت زیستی آنها انجام گرفته است. در این مطالعه از نان

اثرات زیستی فرمولاسیون لیپیدي و  هدف کاهش هزینه، افزایش اثربخشی و همچنین کاهش عوارض جانبی مورد استفاده قرار گرفت

 . شدبی در شرایط برون تن بررسی 2-جامد حاوي اینترفرون آلفا

تست  ) به ترتیب با روشSLNبی کپسوله شده با نانوذرات جامد (2- عالیت زیستی داروي اینترفرون آلفادر این مطالعه سمیت و ف :روش بررسی

MTT ) و سنجش مهار اثر سایتوپاتیکCPEبی و اینترفرون آلفا پگیله شده صورت گرفت2- ) بررسی شد و مقایسه اجمالی با اینترفرون آلفا.   

داري از ) در برابر اینترفرون و اینترفرون پگیله شده تفاوت معنیSLN-INFت لیپیدي جامد (اینترفرون کپسوله شده با نانوذرا ها:یافته

زیستی بالاتري نسبت به بقیه نمونه هاي مورد آزمایش نشان داد و فعالیت زیستی آن با  SLN-IFN. همچنین شتلحاظ سمیت ندا

  .شدگذشت زمان حفظ 

بی کونژوگه شده با نانو ذرات لیپیدي جامد، فعالیت زیستی اینترفرون آلفا را 2- نترفرون آلفانتایج این مطالعه نشان داد که ای :گیرينتیجه

  .کند و با توجه به سمیت کم آن می تواند فرمولاسیون مطلوبی جهت انجام مطالعات بیشتر در بالین باشدحفظ می

 .یستی، فعالیت زSLNبی، نانوذرات لیپیدي جامد، 2- اینترفرون آلفا واژگان کلیدي:
  

  1مقدمه

هاي داراي فعالیت زیستی هسـتند  ) پروتئینIFNها (اینترفرون

هاي پستانداران جهـت  که توسط سیستم ایمنی بدن همه گونه

شوند. بر طبق تعریـف  دفاع در مقابل عفونت ویروسی تولید می

                                                
  دلارام درود ، رانیپاستور ا تویانست مجتمع تولیدي تحقیقاتی،هرانت: آدرس نویسنده مسئول

)email: d_doroud@yahoo.com  ( 

ORCID ID: 0000-0003-4167-9921   

    9/10/99: تاریخ دریافت مقاله

    19/2/1401: تاریخ پذیرش مقاله

 The( انجمن بین المللـی تحقیقـات اینترفـرون و سـایتوکاین    

International Society for interferon and cytokine 

Research (ISICR)(       سـه دسـته اصـلی از اینترفـرون انسـانی

) IFN-αها شامل اینترفرون آلفا (وجود دارد. نوع یک اینترفرون

هـا در پاسـخ   ) به وسیله بیشـتر سـلول  IFN-βو اینترفرون بتا (

شـوند. اینترفـرون گامـا    مستقیم به عفونت ویروسی تولیـد مـی  

)IFN-γهـا  اینترفرون شناخته شده از نـوع دو اینترفـرون   ) تنها

هـاي کشـنده طبیعـی    که به طور وسـیعی توسـط سـلول   است 

)NK و سلولهاي (T هـاي عفـونی   فعال شده در پاسخ به سلول
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) که IFN-ƛشوند. اینترفرونهاي لاندا (شده به ویروس سنتز می

شـوند،  ) نیـز نامیـده مـی   IL-28 , IL-29( 29و  28اینترلوکین 

هاي نوع سه هستند که به عنوان خط اول دفـاع  زو اینترفرونج

 .  )1(ضد ویروسی فعالیت دارند 

سال بـه عنـوان مهـار کننـده تکثیـر       50اینترفرون ها بیش از 

هـا در  انـد. امـروزه، اینترفـرون   ویروس آنفولانزا کـاربرد داشـته  

هـاي متعـدد و   هاي مختلـف، از جملـه سـرطان   درمان بیماري

گیرند. علاوه بر این، مالتیپل اسکلروزیس مورد استفاده قرار می

درمــان عفونــت ناشــی از ایــن ســایتوکاین در حــال حاضــر در 

  .)2(شود ) استفاده میC )HCVویروس هپاتیت 

هـاي  امروزه اینترفرون نوترکیب براي درمان هپاتیت و ویـروس 

گیــرد. ار مــیدیگــر و چنــد نــوع ســرطان مــورد اســتفاده قــر 

ــا علیــه هپاتیــت   اینترفــرون  C )، هپاتیــتB )HBVهــاي آلف

)HCV) ویروس پاپیلوماي انسانی ،(HPV  هرپس سـیمپلکس ،(

)، CMV) و ویروس سـیتومگال ( HSVیا ویروس ساده تبخال (

)، ویـروس نقـص ایمنـی انســانی    VSVویـروس حفـره دهـان (   

)HIV ،و ویــروس هــاي دســتگاه عصــبی ماننــد راینــوویروس (

آدنوویروس، کرونـاویروس فعـال هسـتند و اینترفـرون بتـا بـه       

  ).4 ،3(شود عنوان درمان براي مولتپل اسکلروز استفاده می

هاي مهم در ارزیابی کیفی تعیین فعالیت زیستی یکی از آزمون

ــن دارو  ــتای ــی از روشاس ــ. یک ــت  ه ــري فعالی ــدازه گی اي ان

ها در شرایط برون تن بررسـی توانـایی القـاي حالـت     اینترفرون

 -هـاي دوز هاي مستعد بـراي ایجـاد داده  وسی در سلولضدویر

هاي سـلولی حسـاس در ترکیـب بـا     . استفاده از ردهاستپاسخ 

ویروس سایتوپاتیک مناسب، روش موثري را براي اندازه گیـري  

کنـد. مطالعـات زیـادي بـر روي     فعالیت ضدویروسی فراهم می

هــا و فرآینــدهاي متفــاوت و هــاي مختلــف بــا روشاینترفــرون

هاي مختلف صورت گرفته است کـه همگـی   ها و ویروسلولس

هـا  موید این موضوع است که فعالیـت ضدویروسـی اینترفـرون   

متغیر است و بستگی به چند عامل از جمله نوع سلول (حضـور  

رسپتور اختصاصی اینترفرون بر سـطح سـلول) و نـوع ویـروس     

  .)5(ها دارد استفاده شده براي عفونی کردن سلول

هـاي سـلولی حسـاس    ته به رشـد سـلول در رده  دوز مهار وابس

تاکنون به عنوان یک گزینه براي ارزیـابی پتنسـی اینترفـرون،    

هـایی بـر پایـه اصـول بیـان      علاوه روشه پیشنهاد شده است. ب

هـاي سـطح   پروتئین اینترفرون القایی مانند تشخیص پروتئین

 MHC )Major هـاي کـلاس یـک و دو   ژنسلول ماننـد آنتـی  

histocompatibility complex (هـاي چسـبیده   و دیگر مولکول

  .)6(اند به داخل سلول توسعه پیدا کرده

ها ماننـد بهبـود   اینترفرونخواص فارماکوکینتیکی جهت بهبود 

پگیله این مولکـول  حلالیت و افزایش پایداري آن در بدن، فرم 

توسعه و پس از مطالعات پیش بالینی، بالینی و پایداري توسط 

سازمان غذا و داروي امریکا مورد تاییـد قـرار گرفتـه اسـت. در     

هاي با نامبی 2-آلفاینترفرون بازار دارویی ایران نیز داروي پگ ا

  .  استموجود  Sylatronو   PegIntron، Redipenتجاري 

 پگیلاسیون به فرایند اتصال پلیمر سنتتیک پلی اتیلن گلیکول

)PEG به صورت شیمیایی در شرایط برون تنی جهت افزایش (

نیمه عمر پروتئین و پپتیدهاي دارویی کوچک نظیر اینترفرون 

یلن گلیکول پلیمري است که حلالیـت آن در  گویند. پلی اتمی

آب زیاد است و در صورت اتصـال بـه پـروتئین دارویـی باعـث      

هـاي فعـال از لحـاظ    ودینامیکی بیومولکولرافزایش حجم هید

شود که دارویی و در نتیجه تاخیر در فیلتراسیون گلومرولی می

به نوبه خود سبب افزایش نیمه عمر پـروتئین نسـبت بـه فـرم     

. این پدیـده وابسـته بـه    شودله در محیط بیولوژیک میغیرپگی

و بـر اسـاس تـاثیر بـر     اسـت  طول زنجیره پلی اتیلن گلیکـول  

افزایش اندازه بیوفیزیکی بیومولکول تخمـین زده خواهـد شـد    

استفاده از این فرآورده با همراهی خوب بیمار توام خواهد  .)7(

بود. زیرا با افزایش نیمه عمر دارو و کاهش تعداد دفعات تزریق 

آن بیمار میل بیشـتري بـه ادامـه درمـان و همراهـی بـا کـادر        

پزشکی خواهد داشت. مضاف بر اینکه هزینه درمان نیز به طور 

اینکه در ابتـدا روش  قابل توجهی کاهش خواهد یافت. با وجود 

رسد، ولی معایب بسیاري را پگیلاسیون موثر و ساده به نظر می

شده نشان داده است که باعث محدودیت در کاربرد دارویی آن 

توان به ایجـاد  هاي پگیله میاست. از جمله معایب فرمولاسیون

و امکــان تغییــرات  واکــنش شــیمیایی در شــرایط بــرون تنــی

پروتئین مـورد نظـر، کـاهش فعالیـت     فیزیکوشیمیایی بر روي 

پلـی اتـیلن   زیستی، هزینه بالاي تولید، ایمونوژنیسیته مولکول 

و عدم زیست تخریب پذیري این پلیمر، تجمع بافتی و  گلیکول

لـذا تحقیقـاتی در   . )8(واکوئوله شدن توبولار کلیوي اشاره کرد 

راســتاي اســتفاده از فرمولاســیون هــاي دارویــی نــوین بــراي  

جایگزینی روش قبلی با هدف کاهش هزینه، افزایش اثر بخشی 

 و همچنین کـاهش عـوارض جـانبی صـورت گرفتـه اسـت. در       

عنوان حامـل  هاي اخیر، توجه فراوانی به تهیه نانوذرات به سال

هـاي نـانویی بـا تغییـر     ملهایی براي دارورسانی شده است. حا

خصوصیات فارماکوکینتیک دارو باعـث بهبـود عملکـرد دارو و    

شـوند. در سـاخت نـانوذرات بـه     کاهش عوارض جانبی آن مـی 

منظور انتقال داروهـا، از مـواد مختلفـی ماننـد پلیمرهـا، ذرات      

شود که بسته بـه روش تولیـد آنهـا     فلزي، لیپیدها استفاده می

 .)9( کردمتفاوتی از ذرات را تولید  توان شکل و اندازهمی
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 یــا Solid Lipid Nanoparticles نــانوذرات لیپیــدي جامــد،

SLN  ــا از یـــک مـــاتریکس لیپیـــدي جامـــد متشـــکل از هـ

  گلیســیریدها، لیپیــدها، اســیدهاي چــرب، اســتروییدها و تــري

اي کمتر از یک میکرومتر دارنـد.  اند و اندازهها تشکیل شدهموم

از ن آنها در فرمولاسیوباید این ذرات به منظور افزایش پایداري 

توان به . از این نانوذرات میشودترکیبات سورفاکتانتی استفاده 

منظور بارگیري و حمل داروهایی بـا محلولیـت بسـیار کـم در     

و آنها را در مدت زمـان مشـخص آزاد،    کردمحیط آبی استفاده 

هاي خـوراکی، تزریقـی   هاي مختلف نظیر روشو با کمک روش

  .)10(به موضع مورد نظر رسانید 

بـه   1991انوذرات لیپیدي جامـد بـراي اولـین بـار در سـال      ن 

هـاي کلوئیـدي معمـولی مثـل     عنوان جـایگزینی بـراي حامـل   

معرفـی شـد.   ) polymeric( امولسیون هـا و نـانوذرات بسـپاري   

 50ي بین هاي کلوئیدي با اندازهنانوذرات لیپیدي جامد، حامل

نانومتر هستند که از لیپیـدهاي زیسـتی کـه در فـاز      1000تا 

اند تشکیل می شوند. براي غلبه بر مشکلات مایی پراکنده شده

هاي مـایع از  مربوط به حضور چربی در فاز مایی به جاي روغن

فعـال مـورد نظـر     شـود. مـاده  استفاده میذرات جامد لیپیدي 

از لیپیـدي ذوب یـا   مانند دارو را در حین ساخت همـراه بـا ف ـ  

افزایند. به این ترتیـب دارو وارد  می یئمامخلوط نموده و به فاز 

  . )12، 11( شودساختار نانوذرات می

در این پژوهش تولید فرمولاسـیون جدیـد اینترفـرون آلفـا بـا      

رویکرد بارگذاري در نانو ذرات لیپیدي جامد بـا هـدف تعیـین    

اثر پارامترهاي عملیاتی تولید بر سـمیت فرمولاسـیون، تعیـین    

فعالیت زیستی و فعالیت ویـژه فرمولاسـیون بهینـه و مقایسـه     

ن مانند اینترفرون آ هاي رایجفرمولاسیون بهینه با فرمولاسیون

      .پگیله انجام شد

  

  مواد و روشها

بی تهیه شده از انستیتو 2-در این پژوهش از اینترفرون آلفا

پاستور ایران و اینترفرون آلفا پگیله شده اهدایی از شرکت پایا 

به همراه  Hep2قصد دارو، رده سلولی سرطان حنجره انسان 

ه از بانک تهیه شد L929رده سلولی فیبروبلاست موشی 

سلولی مجتمع تولیدي و تحقیقاتی انستیتو پاستور و ویروس 

Mengo  که به عنوانEncephalomyocarditis virus 

(EMCV)   .همچنین نیز شناخته شده است استفاده گردید

 RPMI )Roswell Park Memorialمحیط کشت هاي 

Institute Medium (و DMEM )Dulbecco's Modified 

Eagle Medium ( و سرم گاويFBS )Fetal Bovine Serum( 

، آنزیم تریپسین، آنتی بیوتیک جنتامایسین، Gibcoاز شرکت 

-MTT )3-(4,5رنگ تریپان بلو، دي متیل سولفوکساید، پودر 

dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium 

bromide(  و رنگ آمیدو بلاك مورد استفاده قرار گرفت. این

ر آزمایشگاه فارماسیوتیکس و سامانه هاي دارورسان پژوهش د

 مجتمع تولیدي تحقیقاتی انستیتو پاستور ایران انجام شد. 

آماده سازي اینترفرون بار گذاري شده در نانو ذره جامد 

  )  SLN-IFN1با تکنیک میکروامولسیون (

درجه سـانتی گـراد گـرم و     85لیپید استئاریک اسید تا دماي 

کتانت) به لیپیـد ذوب شـده، اضـافه شـد تـا      (سورفا 80تویین 

زمانی کـه محلـول شـفافی بـه دسـت آمـد. فـاز مـایع حـاوي          

میکروگرم/میلی لیتـر بـه لیپیـد     3/4اینترفرون با غلظت نهایی 

ذوب شده در حال هم خوردن اضافه شد و امولسیون اولیـه آب  

) تشکیل شد. امولسیون با دسـتگاه هموژنـایزر   W/Oدر روغن (

دور در دقیقـه   18000دقیقـه بـا دور    20لا به مدت با برش با

هموژن گردید. نانو امولسیون حاصل فورا در آب مقطر سـرد در  

حال هم خوردن اضـافه شـد تـا نـانوذرات تحـت فرمولاسـیون       

 ) تهیه شـود W/O/Wامولسیون چندگانه آب در روغن در آب (

)13(.    

نیز به عنوان کنترل به روش فوق تهیه شد. با این  SLNبلانک 

تفاوت که فاز آبی آن فاقد دارو است و فقـط حـاوي آب مقطـر    

  تزریقی است.

آماده سازي اینترفرون بارگذاري شده در نانو ذره جامـد  

  ) SLN-IFN2 با تکنیک تبخیر حلال ( 

ه درج ـ 85لیپید استئاریک اسید در مقداري استون در دمـاي  

لیتـر  میلـی  400 سانتی گراد بن ماري حل شد و به فـاز مـایع،  

(سـورفاکتانت) و اینترفـرون    80آب دوبار تقطیر حاوي تـویین  

بـر روي   میکروگرم/میلـی لیتـر،   3/4لیوفیلیزه با غلظت نهـایی  

شد؛ در دور در دقیقه اضافه  3000همزن مغناطیسی با سرعت 

اطسـیی تبخیـر   این حالت حلال آلی (استون) روي همـزن مغن 

دور در دقیقه بـه   18000می شود. امولسیون حاصل با سرعت 

دقیقـه   20بـه مـدت   وسیله دستگاه هموژنـایزر بـا بـرش بـالا     

هموژن گردید و نانوامولسیون حاصل به سـرعت بـه آب مقطـر    

گـراد اضـافه شـد و    درجـه سـانتی   2-5دو بار تقطیر در دماي 

 .)7(نانوامولسیون تشکیل گردید 

  وصیات فیزیکوشیمیایی نانوذرات سنتز شدهتعیین خص

جهت بررسی خصوصـیات فیزیکوشـیمیایی ذرات سـنتز شـده     

و پتانسـیل زتـاي ذرات   ) PDI( سایز، شاخص پلی دیسپرسیتی

تعیین شد. بـراي تعیـین پتانسـیل زتـا از دسـتگاه زتـا سـایزر        

)Malvern , UK استفاده شد. جهت بررسی سایز (SLN نمونه ،
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دقیقـه سـونیکت    20گیـري  د و قبل از اندازهتري تهیه شرقیق

 Scanning Electronشد. مرفولوژي سطحی ذرات نیز توسـط  

Microscope (SEM)     ــک ــه کم ــین ب ــد. همچن ــی ش بررس

Transmission Electron Microscope (TEM)    شـکل نهـایی

  ذرات بررسی و قابل رویت شد.

  تعیین راندمان به دام افتادن دارو  

  فتادن دارو از طریق فرمول زیر محاسبه شد.راندمان به دام ا

weight of dried formulation
Yeild

Total weight of soild material
%

  
  بررسی درصد بارگذاري (لودینگ) 

جهت بررسی درصـد بارگـذاري مقـدار مشخصـی از نـانوذرات      

(وزنـی حجمـی) سـدیم      %1/0لیپیدي در بافر فسفات حـاوي  

دودسیل سولفات توزین شده و در دماي اتـاق بـر روي شـیکر    

دور در دقیقـه بـه    2000سپس، مخلوط حاصـل در انکوبه شد. 

درجه سانتی گراد سانتریفیوژ شـد.   4دقیقه در دماي  20مدت

جدا شده و میزان اینترفرون موجود ) Supernatant( فاز رویی

  . شددر آن به روش براد فورد اندازه گیري 

  بررسی کینتیک آزادسازي اینترفرون از نانوذرات

ینترفرون از نانوذرات جامد لیپیدي براي این منظور آزادسازي ا

در کینتیک درجه صفر، درجه یک و هیگـوچی مـورد بررسـی    

قرار گرفت. در کینتیک درجـه صـفر، مقـدار ثـابتی از دارو در     

شود و نمودار درصد مقدار داروي واحد زمان از فرآورده آزاد می

. به عبارت دیگر در استآزادشده در برابر زمان یک خط راست 

شـده در برابـر زمـان    ه صفر نمودار مقدار داروي حـل مدل درج

دست آمده خط مستقیم با شیب مثبت است که مقدار شیب به

  .استبرابر با ثابت سرعت انحلال 

 براي محاسبه کینیتیک درجه صفر از معادلۀ زیر استفاده شد:

C=C.-Kt  
=C.مقدار اینترفرون کل موجود در سیستم در زمان صفر  

=Cن موجود در سیستم در زمان  مقدار اینترفرو  

=tزمان  

=Kثابت سرعت آزادسازي درجه صفر  

در کینتیــک درجــه یــک ســرعت آزادســازي بــا مقــدار داروي 

باقیمانده در سیستم رابطـه دارد و همـواره درصـدي ناشـی از     

شـود. اگـر   داروي باقیمانده در سیستم در واحد زمـان آزاد مـی  

ــک درجــه اول ب  اشــد نمــودار آزادســازي دارو براســاس کینتی

لگـاریتم درصــد داروي باقیمانـده در برابــر زمـان خــط راســت    

توان ثابـت سـرعت آزادسـازي    باشد که از روي شیب آن میمی

  درجه اول را تعیین کرد.

 براي محاسبه کینتیک درجه یک از معادله زیر استفاده شد:

Kt.Lnc=lnC.  
=C.مقدار اینترفرون کل موجود در سیستم در زمان صفر  

=C دار اینترفرون موجود در سیستم در زمان  مق  

=t زمان  

=K ثابت سرعت آزادسازي درجه یک  

براي محاسبه مدل کینتیک هیگوچی از معادلـه زیـر اسـتفاده    

  شد:

C Kt
1

2  
شده در برابر جذر در این مدل نمودار مقدار داروي تجمعی حل

دار شـیب  باشـد کـه مق ـ  زمان، خط مستقیم با شیب مثبت می

  بدست آمده برابر با ثابت سرعت هیگوچی است.

  روش بررسی الگوي رهایش دارو

براي بررسی الگوي رهایش اینترفرون از روش دیـالیز اسـتفاده   

شد. به این منظور کیسه دیالیز با مقدار مشخصـی از نـانوذرات   

  %02/0حاوي اینترفرون انباشته شده و در بافر فسـفات حـاوي   

قرار داده شـد. ایـن مجموعـه در     4/7معادل  pHسدیم آزید با 

درجه سانتی گـراد قـرار داده شـد و نمونـه      37شیکر انکوباتور 

 48و  24، 10، 8، 4، 2هـاي  برداري از بـافر فسـفات در زمـان   

تـوان  ساعت انجام گرفت. با توجه بـه نتـایج بدسـت آمـده مـی     

نمونـه   هفته ادامه داد. میزان اینترفرون در 7برداري را تا نمونه

هــاي تهیــه شــده بــه روش برادفــورد ســنجش شــد. منحنــی  

آزادسازي به صورت تجمعی (درصد وزنی وزنی) ترسیم شد. به 

عنوان کنترل همین شرایط آزادسازي براي اینترفـرون فرمولـه   

  شده با بافر به عنوان استاندارد تکرار شد.

  بررسی سمیت سلول

ل در آب و که محلو MTTبراي بررسی سمیت سلول از نمک   

هـاي  زرد رنگ است و توسط دهیدرژناز میتوکنـدریایی سـلول  

-زنده به فورمازان بنفش رنگ غیر محلـول در آب تبـدیل مـی   

شود، استفاده گردید. میزان رنگ بنفش تولید شده متناسب بـا  

هـاي  در این تسـت از سـلول  . )14(هاي زنده است تعداد سلول

L929 هـاي حـاوي   و به محـیط کشـت چاهـک    استفاده گردید

ــلول ــده،   س ــت داده ش ــاي کش ــته ــی از  غلظ ــاي مختلف ه

 48. سـپس بـه مـدت    شـد هاي مورد نظـر اضـافه   فرمولاسیون

 % 95گـراد در رطوبــت  درجـه سـانتی 37ساعت در انکوباتور 

منفی، بخشـی   قرار گرفت. براي کنترل % 5و دي اکسید کربن 

. پس از گذشت زمان مـورد  ندها بدون تیمار انکوبه شداز سلول

به چاهک ها اضافه شـد و  بافر فسفات حل شده در  MTTنظر، 

دقیقـه بـه آرامـی     20پلیت در فویل پیچیده شده و بـه مـدت   

منتقـل   CO2دقیقه پلیت را به انکوبـاتور   20شیک شد. بعد از 
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شرایط باقی ماند. در انتهـا  ساعت تحت این  4نموده و به مدت 

نـانومتر (رفـرانس    570درطول مـوج  ) ODمیزان جذب نوري (

  .)15( شدقرائت الایزا ریدر نانومتر) توسط دستگاه  620فیلتر 

هـا  اي با زیست پذیري سلولنتایج این آزمون به صورت مقایسه

اي بـه آن اضـافه نشـده، آورده    که هیچ نمونه در چاهک کنترل

هـاي  شده است. میزان سمیت سلولی با کم کردن درصد سلول

  آید.دست میه ب % 100زنده از 

  ×100هاي زنده = درصد سلول  

  

  بررسی فعالیت زیستی

بی، اینترفرون آلفـا  2- فعالیت زیستی اینترفرون آلفا بررسی

پگیله شده و اینترفرون آلفا کپسوله شده با نانوذرات جامـد  

)SLN       با انـدازه گیـري میـزان اثـر ضدویروسـی بـه روش (

. در ایـن  ) انجـام شـد  CPEسنجش مهار اثـر سـایتوپاتیک (  

هاي مورد نظر رقتاستفاده شد.  Hep-2تست از رده سلولی 

 PEGها (اینترفرون غیرکونژوگه و کونژوگه با مولاسیوناز فر

هـا  به سلول بی2- آلفا) در کنار استاندارد اینترفرون SLNو 

داخل میکروپلیت اضافه شد و سپس میکروپلیـت بـه مـدت    

گــراد در  درجـه  سـانتی 37ساعت در شرایط مناسب ( 24

در ایـن  . شد) انکوبه % 5و دي اکسید کربن  % 95رطوبـت 

مون، دامنه رقیق سازي بر اساس تخمین فعالیت زیسـتی  آز

در  IU/mg 810×4/1نمونه طبق اسـتاندارد فارماکویـه ایـی    

این بدان معناست کـه فعالیـت زیسـتی     .شودنظر گرفته می

اي بـا غلظــت یـک میلــی گرم/میلـی لیتــر بـر طبــق     نمونـه 

- در نظر گرفته می IU/ml 810×4/1اي هپاستاندارد فارماکو

 رقت سازي باید به گونه صورت گیـرد کـه غلظـت     شود و 

IU/ml1 هاي به کـار رفتـه در منحنـی دوز   حدواسط رقت -

غلظت ماده دارویی فعال اینترفرون . پاسخ آزمون قرار گیرد

ایـی  بی مورد استفاده در این مطالعـه، غلظـت بهینـه   2- آلفا

ــذاري    ــایج حاصــل از درصــد بارگ ــر اســاس نت اســت کــه ب

پس از آن، ویـروس بـا تیتـر    ده است. دست آمه (لودینگ) ب

ها اضافه شد و سپس میکروپلیت به مدت مناسب به چاهک

درجـــه  ســـانتی  37ســاعت در شــرایط مناســب ( 18- 20

) انکوبـه  % 5و دي اکسـید کـربن    % 95گـراد در رطوبــت  

هـاي کنتـرل   ها در چاهکشد. پس از تایید لیز کامل سلول

هـا خـارج   از چاهکویروسی، محیط کشت حاوي ویروس را 

 10ها اضافه و بـه مـدت   کرده و رنگ آمیدو بلاك به چاهک

دقیقه درون رنگ روي شـیکر قـرارداده شـد. سـپس رنـگ      

خارج و به آن فیکساتیو اضافه شد و پـس از آن، فیکسـاتیو   

هـا، پلیـت روي شـیکر    خارج و جهت خشک کـردن چاهـک  

ر داده درجه سانتی گراد) قـرا  42انکوباتور (با دماي تقریبی 

نانومتر  610شد. در نهایت میزان جذب نوري در طول موج 

  .  )17 ،16(شد قرائت و فعالیت زیستی محاسبه 

  

  هایافته

نانو ذرات سنتز  یزیکوشیمیاییف یاتخصوص بررسی

  شده

 با نانومتر 210 در حدود اياندازه نوذرات سنتز شدهنا

 میلی 35حدود  در مثبت شارژ و 218/0 پراکندگی ضریب

 300. اندازه کوچک ذرات (کمتراز )1(نمودار  داشتند ولت

نانومتر) به بهبود فراهمی زیستی و جذب سلولی 

 صفر عددي بین PDIمقدار کند. فرمولاسیون کمک می

 1 تا) اندازه ذره به توجه با یکنواخت لاًکام نمونه یک براي(

 ذرات اندازه هاي جمعیت با پراکنده کاملاً نمونه یک براي(

هاي دارورسانی بر پایه چربی مانند است. در سیستم )متعدد

SLN تر براي و پایین 3/0عدد  هاPDI  استقابل قبول 

نشان دهنده پایداري قابل  35پتانسیل زتاي حدود  .)18(

  .)2(نمودار  استقبول نانوذرات 

 یکروسکوپبا م یربرداريتصو ينمونه برا يجهت آماده ساز

AFM  100غلظت و بررسی مورفولوژي نانوذرات 

شد. سپس  یهته یرها در آب دو بار تقطاز نمونه یکرومولارم

 20شد و به مدت  یلترف یکرونم 22/0 یلترها توسط فنمونه

لامل قرار  يقطره از آن رو یکشد. سپس  یکتسون یقهدق

سطح لامل  يرو spin coatingگرفت و توسط دستگاه 

ها آن يو سه بعد يدو بعد یرتصاو یتپخش شد و در نها

  .)2و  1هاي (شکل دگرفته ش AFM یکروسکوپتوسط م

  

 
 توزیع سایز ذره. 1نمودار 
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 پتانسیل زتا .2نمودار 

  

  راندمان به دام افتادن دارو بررسی

آزاد در  ینترفرونغلظت ا یريبارگ یتاحتباس و ظرف ییکارا

 شد(سوپرناتانت) از روش برادفورد محاسبه  ییمحلول رو

  .)3(نمودار 

 يآزادساز ینتیکک یحاصل از بررس مودارهاين

  جامد   یپیديذرات لاز نانو ینترفرونا

آزاد شده براساس مدل  دارويغلظت  نمودار پس از رسم

آن  یهمبستگ یب، ضرا)5و  4(نمودارهاي  ینتیکیک يها

 در . نمودار آزاد سازي داروآورده شده است 1در جدول 

می دهد که نانوذرات لیپیدي حاوي  نشان زمان برابر

 ا مدلکند. زیرپیروي می هیگوچی اینترفرون از الگوي

رگرسیون  خط به نانوذرات در این مدل نزدیک آزادسازي

در این مدل  همبستگی ضریب مقدار بالاترین واست 

  شود.مشاهده می

 

  
 بعدي نانوذرهو  سه  SLN (A) بعدي نانوذره دو  AFM .1شکل 

SLN  (B) 

 
بعدي اینترفرون کونژوگه شده با نانوذرات لیپیدي  دو AFM .2شکل 

سه بعدي اینترفرون کونزوگه شده با نانوذرات  AFMو تصویر ) A( جامد

 )B( لیپیدي جامد

 
 منحنی استاندارد غلظت اینترفرون به روش برادفورد 3نمودار 

 

  مشخص يدر زمان ها ینترفرونا یشرها يالگو یجنتا

دست آمده در مدل ه استفاده ازنمودار و معادله ب با

دارو از  يسازدرصد رها ،)7 و 6هاي (نمودار یگوچیه

 2مورد آزمون قرار گرفته، در جدول  يهانانوذره در زمان

   آمده است.

  

  مقایسه ضرایب همبستگی فرمولاسیون منتخب .1جدول 

  مدل کینتیک رهاسازي ضریب همبستگی

6041/0=2r  درجه صفر 

7797/0=2r  درجه یک  

8267=2r  هیگوچی  

 

A    B 

A    B 
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ات لیپیدي حاوي آزادسازي کینتیک درجه صفر نانوذر .4نمودار 

 اینترفرون

 
آزادسازي کینتیک درجه یک نانوذرات لیپیدي حاوي  .5نمودار 

 اینترفرون

  

  MTT بررسی نتایج تست سمیت سلولی

 نترفرون،یبودن ا یسم زانیم سهیتست به منظور مقا نیا

نژوگه با نانوذرات وک نترفرونیشده و ا لهیپگ نترفرونیا

افه شدن دي متیل پس از اض .انجام شد يدیپیجامد ل

خانه، میزان جذب توسط دستگاه  96سولفوکساید به پلیت 

خوانده شد، میزان سمیت  nm570الایزا ریدر در طول موج 

 prismبرنامه  به کمک جینتا تیدر نهاو شد سلولی محاسبه 

  .شد زیآنال

تفاوت معنی  ،قابل مشاهده است 8طور که در نمودار  همان

ماده  ،SLNفرموله شده در  نترفرونیا داري بین سمیت

مشاهده نشد  پگیله نترفرونیاو  نترفرونیادارویی فعال 

)05/0>P.( نشان داده شده است که نانوذرات  نیهمچن

 يبرا یسم تیخاص يدارا ییخود به تنها يدیپیل جامد

داري بین سمیت تفاوت معنی اگرچه. ستندیها نسلول

درصد زیست  نکهیا علتبه ها مشاهده نشد، فرمولاسیون

 تهیه شده به روش تکنیک تبخیر حلال ونیفرمولاس پذیري

)SLN-IFN2 (این  ،بود کمتر از فرمولاسیون دیگر اندکی

قرار  شیمورد آزما زیستی تیفعال تستدر فرمولاسیون 

  .نگرفت

  

 
آزادسازي نانوذرات لیپیدي حاوي اینترفرون با الگوي  .6نمودار 

 هیگوچی

  

  

 
هاي نانوذرات لیپیدي حاوي اینترفرون در زمان آزادسازي .7نمودار 

 معین به روش هیگوچی

  

. درصد آزادسازي نانوذرات لیپیدي حاوي اینترفرون در 2جدول 

 زمان هاي معین به روش هیگوچی

  (ساعت)زمان رهاسازي   درصد رهاسازي اینترفرون

2/30 %  2  

9/49 %  4 

7/69 %  6 

4/84 %  8 

100 %  10  
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  زیستی تیاصل از تست فعالح جینتا یبررس

 ینترفرون،ا یانم زیستی یتفعال یسهتست مقا یندر ا

ه شده فرمول ینترفرونو ا )PEG-IFN( شده یلهپگ ینترفرونا

-SLN( در نانوذرات جامد لیپیدي به روش میکروامولسیون

IFN1نترفرون،یا زیستی تیفعال .) صورت گرفت PEG-IFN 

 2/5×610و  3/1×710، 95/2×810به ترتیب  IFN1-SLNو 

 به غلظت دست آمدهه تقسیم فعالیت زیستی ببا بود. 

ویژه محاسبه شد  تلیفعا زانیهر نمونه م اینترفرون در

 ).3(جدول 

  

  

 
درصد زیست پذیري  - مقایسه میزان سمیت نمونه ها 8نمودار 

سلولی نمونه هاي مربوط به فرمولاسیون هاي مختلف و ماده 

مقابسه با کنترل منفی (چاهک حاوي  دارویی فعال اینترفرون در

 بدون اضافه کردن فرمولاسیون هاي مختلف) L929سلول 

(Control) . نانوذرات جامد لیپیدي(SLN)پلی اتیلن گلیکول ،(PEG)،  ماده

و اینترفرون  (PEG-IFN) ، اینترفرون پگیله(IFN) دارویی فعال اینترفرون

  . (SLN-IFN2)و  (SLN IFN1)کونژوگه با نانوذرات لیپیدي 

  

  

  ها. فعالیت زیستی نمونه3جدول 

فعالیت ویژه 

(IU/mg) 

 فعالیت زیستی

 (IU/ml)  

 غلظت

(mg/ml)  

  نمونه

810×27/2 810×95/2  3/1  API-IFN 
710×16/2  710×3/1  6/0  PEG-IFN 
910×21/1  610×2/5  3 - 10 ×3/4  SLN-IFN1 

  

داراي فعالیت  SLN-IFN1که این تست نشان داد نتایج 

و است مورد آزمایش  بالایی نسبت به بقیه نمونه هاي ژهوی

  . شودآن به مرور زمان حفظ می زیستیهمچنین فعالیت 

  

  بحث

در این پژوهش اثر پارامترهاي عملیاتی تولید بر فعالیت 

بی بررسی شده است و نشان داده شد 2-زیستی اینترفرون آلفا

یدي جامد، که اینترفرون آلفا کونژوگه شده با نانوذرات لیپ

کند و فرمولاسیون فعالیت زیستی اینترفرون آلفا را حفظ می

جدید اینترفرون در مقایسه با اینترفرون پگیله شده نتایج 

 تري دارد.مطلوب

مولکول اینترفرون آلفا پگیله نسبت به مولکول اینترفرون 

تري دارد. بنابراین استفاده این غیرپگیله نیمه عمر طولانی

. با وجود اینکه در استمراهی خوب بیمار توام فرآورده با ه

رسد، ولی معایب ابتدا روش پگیلاسیون موثر و ساده به نظر می

آن نظیر ایجاد سمیت کلیوي باعث محدودیت در کاربرد این 

. بر خلاف اکثر میکروسفرهاي )19(است شده ماده در داروها 

) سمی نیستند. زیرا، در SLNیمري، نانوذرات لیپیدي جامد (پل

شود. هاي آلی سمی استفاده نمیروش تولید آنها از حلال

هاي مناسبی براي هر توانند حاملهمچنین این ترکیبات می

دو نوع داروي لیپوفیل و هیدروفیل باشند. بنابراین، استفاده از 

راي روش پگیلاسیون تواند جایگزین مناسبی باین ترکیبات می

 شاي توسط لی و همکارانمطالعه 2010در سال  .)20(باشد 

-می SLNانجام شد که نشان داد اینترفرون کپسوله شده در 

 تواند فرمولاسیون مناسبی جهت آزادسازي کنترل شده

)Controlled Release( شکی باشد براي داروهاي دامپز)21( .

اي با اینترفرون پگیله شده اما بر خلاف مطالعه کنونی مقایسه

بی 2-انجام نشده است. در این پژوهش اینترفرون آلفا

بارگذاري شده در نانوذرات لیپیدي جامد به دو روش 

لاسیون حاصل از میکروامولسیون و تبخیر حلال تهیه شد. فرمو

روش میکروامولسیون سمیت تقریبا مشابهی با فرمولاسیون 

که، میزان فعالیت  داروي اینترفرون پگیله نشان داد، در حالی

و همچنین در مدت زمان بیشتري فعالیت  ویژه آن بالاتر بود

   .خود را حفظ کرد
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