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چکیده

يرفتـار متاسـتاز  شیافـزا منجـر بـه  که هستنديرویدازخانواده اندوپپتیکینازهامتالوپروتئیکسماتر

يچـا يهـا فنـول یپلی) جزء اصلEGCGگالات (گالوکاتچیناپی.شوندمییانسانمیبدخيتومورها

هـدف  بـا مطالعـه ایـن . شـود میدر درمان سرطان استفاده هامهارکننده ماتریکس متالوپروتئینازو سبز

صـورت  بـه سیسـتم تحویـل لیپـوزومی    در EGCGبارگـذاري و رهـایش   سازيینهبه،یداريپایشافزا

هـا بـا روش بارگـذاري غیرفعـال و     لیپوزومنـانو در ایـن مطالعـه   .شـد انجام آزمایشگاهی و محاسباتی 

منحنی رهایش داروومیزان بارگذاريپایداري، اندازه، پتانسیل زتا، و سپستهیهنازكیهلایپوشانآب

با استفاده از سلولی سرطان پستانبر سه رده هانانولیپوزومیسلولیتسم.شدبررسیها نانولیپوزوماز

-EGCGانفعـالات  وفعـل هـدف بررسـی   بـا محاسـباتی هـاي  مطالعـه . شدیبررسیمانآزمون زنده

درشـت  دانـه یمولکـول ینامیـک ديسازیهشبراهاز یپوزوم لنانوبر ساختار آناثر ینو همچنیپوزوم لنانو

ولـت و میـزان   میلی-6/14نانومتر، بار سطحی آنها 6/73±9/6هامیانگین قطر نانولیپوزوم.ارزیابی شد

رهـایش  لیپوزوم باعـث  نـانو درون EGCGبارگـذاري  درصد به دست آمد. 5/78±3/7بارگذاري دارو 

شـد.  دارو تی ـفعالو قدرت اثر افزایشهمچنین منجر به وشد ساعت 72پس از پیوسته و کامل دارو 

از قرارگیري دارو در نزدیک سطح لیپوزوم است. نتایج انرژي و تابع نشانمحاسباتیهاي مطالعهنتایج 

وسیلهبهلیپیدي فازتوزیع شعاعی نشان از پایداري لیپوزوم حاوي دارو است. همچنین اکثریت دارو در 
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روش ییکارادییتأو لیپوزومنانوشده که خود گویاي درصد بالایی بارگذاري دارو در لیپوزوم احاطهنانو

یشحمـل و رهـا  يبـرا یپـوزومی اسـتفاده از حامـل ل  حاضر يهاافتهیبراساساست.یافتهتوسعهسنتز 

EGCG دارو است.ییکارایشافزابرايراهکار مناسب

سازي دینامیک مولکـولی، میـدان   ، شبیهپستانگالات، لیپوزوم، سرطانگالوکاتچیناپیکلیدي: هاي واژه

.درشت مارتینینیرو دانه

مقدمه-1

ناشـی از سـرطان در   ومیرمرگعامل اصلی سرطان پستان

، سرطان یبه گفته سازمان بهداشت جهانو استبین زنان 

سرطان در سـطح جهـان   ینتریعشا2021سال درپستان 

در سـرطان  انه یسـال یددرصد از کل موارد جد12و است

توانـد مـی سرطان پستان دهد.یمیلسراسر جهان را تشک

هـاي سـرطان غیرتهـاجمی یـا تهـاجمی باشـد.     صورتبه

درصـد از کـل   80هسـتند ولـی   درمـان قابـل غیرتهاجمی 

نگرانـی  یـک ایـن کـه  هستنداجمی پستان تههايسرطان

.]4-1[استحوزه سلامتمسئله مهم در بزرگ و 

ثابـت  هاسالدر طول شدهانجامهايهمطالعبسیاري از 

اي از ، خـانواده 1کـه مـاتریکس متالوپروتئینازهـا   انـد کرده

ــه   ــدازهاي وابســته ب ــز اندوپپتی ــوده ورويفل ــؤثر ب درم

تجزیه ماتریکس خـارج سـلولی   راهاز هاسرطانگسترش 

MMP-2آنهـا که در بین باشندمیدر طی بازسازي بافت 

اینو بیان بالایی دارندسرطانی هايبافتدر MMP-9و 

و یتهـاجم در بـروز حالـت  آنهـا بـر نقـش   یدلیلمسئله

مـاتریکس متالوپروتئینازهـا را   هایافته. این استيمتاستاز

معرفـی بـراي درمـان سـرطان    مناسبیک هدف عنوانبه

از رشد و انتشـار تومـور   تواندمیآنهاکرده و مهار فعالیت 

].6؛5[جلوگیري کند

لیوفن ـپلییک ترکیب گیاهی2گالاتگالوکاتچیناپی

زیسـتی  منشأواسطهبهکه استیسرطانضدهايویژگیبا 

1 Matrix Metalloproteinases (MMPs)
2 Epigallocatechin Gallate (EGCG)

توانـایی  بـه دلیـل  اسـت. ایـن دارو  به آن توجهآن بسیار 

مختلـف  مسـیرهاي زایـی از  تومـور و مهـار  آپوپتوزالقاي 

، مهـار متیلاسـیون و مهـار    Wnt-β-cateninسلولی نظیر 

MMP-9وMMP-2ویـژه بـه هامتالوپروتئینازماتریکس 

همچنـین  ].7[کنـد مـی سرطانی خـود را اعمـال   ضدآثار

بـا مهـار   زایـی رگضدهايویژگیگالاتگالوکاتچیناپی

؛ 8دارد [رشـد انـدوتلیایی در سـرطان پسـتان     فاکتورهاي

راهکـه از  داردسه حلقه آروماتیـک  EGCGمولکول .]9

هـاي ویژگـی وانـد شـده حلقه پیرنی به یکـدیگر متصـل   

آن شـیمیایی  با سـاختار  ايویژهزیستی این ترکیب ارتباط 

آن بـه انتقـال   اکسـیدان آنتـی هـاي ویژگیبراي مثال ، دارد

ــین    ــرون ب ــدروژن و الکت ــروههی ــايگ هیدروکســیل ه

موجـود در ایـن   هـاي حلقه. ارتباط داردDو Bهايحلقه

زیستی این دارو نظیر مهـار پروتـوزوم،   هاينقشدارو در 

بـاکتري آن  ضـد هايویژگیشوك حرارتی و ايهپروتئین

هـاي محـدودیت ازجملـه .]11؛ 10[)1شکل(استمؤثر

حساسـیت  کوتـاه، عمرنیمهبه توانمیEGCGاستفاده از 

و ی یغشـا کـم  نفوذپذیري،محیطpHنور، گرما وبه بالا 

ایـن  که سبب ناکارآمدياشاره داشتجذب سلولی اندك 

تجـویز خـوراکی ایـن    زمانبر این در علاوه.شودمیدارو

شـود کــه  باعـث مـی  دارو حضـور چنـدین گـروه فنـولی    

ــنش ــرض واک ــی مولکــول در مع ــابولیکی مختلف ــاي مت ه

ــه ــیونازجملــ ــیون3سولفونیداســ و 4، گلوکورونیداســ

3 Sulfonidation
4 Glucuronidation
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قرار بگیرد و پروفایل فارماکوکینتیـک ناکـافی   1متیلاسیون

تـا  تلاشـند در پژوهشـگران ، روازایـن ].12[داشته باشـد 

ــايروش ــداري هـ ــزایش پایـ ــراي افـ ــدي را بـ و جدیـ

.  ]13[کنندارائهEGCGفراهمیزیست

یکی از مسائل مهم در حوزه درمـان طراحـی سیسـتم    

واسـطه بـه داروهـا سـاده اسـت.   مناسـب و  ییانتقال دارو

انتقـال  هـاي روشمتنـوع شـیمیایی  فیزیکـی هـاي ویژگی

سـاختارهاي  هـا لیپوزومنـانو . دنطلبمیدارویی متفاوتی را 

هـاي کـه در آنهـا مولکـول   هسـتند ايشوندهتشکیلخود 

مـی قـرار هـم کنـار درايگونهبهفسفولیپید در محیط آبی

دهند. اینمیتشکیلدولایه راکرويغشايیککهگیرند

دردوسـت آبداروهايبارگیريامکانگیري،جهتنحوه

راهـا نـانولیپوزوم پوسـته درگریـز آبداروهـاي وهسته

آبEGCGفیزیولوژیکی،شرایطدرسازد.میپذیرامکان

بـراي بهبـود   نیازمنـد نانوحامـل  وبـوده ناپایـدار وگریز

واسـطه بـه هـا پـوزوم یلحلالیت و افزایش پایداري اسـت. 

هـاي مولاسـیون دارو توانایی فرگریزآبهاي بخشوجود 

و رهایش مناسب دارو در فضاي مناسب را داشته گریزآب

در حـوزه  کنـد. را فـراهم مـی  و انتقال بـه داخـل سـلول    

نتیک دارویـی و توزیـع   یس ـواسـطه بـه ها پوزومیپزشکی، ل

کـردن  هدفمنـد بـا دارویی مناسب و کاهش سـمیت دارو  

اسـت توجـه مـورد رهایش دارو در بافـت هـدف بسـیار    

تواند این ها مینانولیپوزومدر EGCGبارگذاري . ]15؛14[

ترتیـب غلظـت و   ایـن به.کند حفظمولکول را از تخریب 

ــدا مــیافــزایش نظــر مــوردجــذب آن در محــل  ــدپی . کن

لیپوزوم و افـزایش  نـانو در EGCGگـذاري  سازي باربهینه

سـازي تحویـل دارو یـک    بهینـه منظور بهري ادرصد بارگذ

اصل بسیار مهم است.

ــر    ــی اث ــه بررس ــه ب ــن مطالع ــیوندر ای دارو فرمولاس

در لپیـوزومی  حامـل سیسـتم  راهاز گالاتگالوکاتچیناپی

1 Methylation

بـر ایـن   عـلاوه .شـود پرداختـه مـی  درمان سرطان پسـتان  

بـا  گـالات  کـاتچین گـالو دارو اپـی فرمولاسـیون سازوکار

از گیـري بهـره بالیپوزوم در سطح مولکولی نانواستفاده از 

دینامیــک مولکــولی ســازيشــبیهمحاســباتیهــايروش

و تجربـی  محاسباتینامهشیوهدر بنابراین. شودمیمطالعه 

EGCGانـداختن  دامبهبراي نانولیپوزومبه مطالعه توانایی 

یـافتن شـرایط   در این مطالعههدف نهایی ماه شد.پرداخت

و بارگـذاري آوردن حـداکثر درصـد   دسـت بـه بهینه براي 

اســتEGCGبــراي حامــل لیپــوزومیبهتــرین شــرایط 

.)1شکل(
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یشگاهیآزماومحاسباتی هاي مطالعهخلاصه گرافیکی و تصویر ترسیمی 1شکل 

هاروشمواد و -2

ینامیـک دسازيیهشبو ساختارييهادادهدریافت 2-1

آنیلتحلویهتجزو یمولکول

هــاي بیولــوژي پیچیــده بــا تعــداد بــراي مطالعــه سیســتم

ســازي نــوین نظیــر شــبیههــايروشبــالا يهــامولکــول

سـازي دینامیـک   شـبیه راهاز .می شوداستفاده درشت دانه

گــالات گالوکــاتچیناپــیيدارو،درشــتدانــهمولکــولی

)EGCG( 1فسفاتیدیل کولینلیپیدفسفوو)POPC ( نحوه

ــت   ــیون دارو و موقعیــ ــري فرمولاســ دارو در قرارگیــ

ســاختار اولیــه شــد.بررســیگرفتــه هــاي شــکللیپــوزوم

هاي پارامترها و ثابت،)بو الف2هايشکل(درشتدانه

ه مـارتینی ب ـ يتارنمااز EGCGو POPC مربوط بهنیرو 

چهاردر سیستم ثابت نیرو مارتینی به ازاي هر . دست آمد

نوع چهارکلی طوربهوشوددر نظر گرفته میدانه یکاتم 

شده اسـت.  قطبی و باردار تعریفغیردانه قطبی، ناقطبی، 

1 Palmitoyl-2-Oleoyl-Glycero-3-Phosphocholine (POPC)

کـه معـادل   دارنـد  هـا اعضـایی   که هرکدام از ایـن گـروه  

].16[هاي اتمی خاص هستندمدل

ــک بــراي انجــام شــبیهدر ایــن مطالعــه ســازي دینامی

ينیـرو و ثابـت  2019مولکولی از برنامه گرومکس مـدل  

ــد ــتفاده شـ ــارتینی اسـ ــهنخســـت. ]18؛17[مـ اي جعبـ

سـاخته شـد.  نـانومتر  90×90×90شکل بـه ابعـاد   مکعبی

3000بـه تعـداد نهـایی    1:10لیپید و دارو با نسـبت  فسفو

در EGCGمولکــول 300وPOPCمولکـول فسـفولیپید  

در ادامه نیـز  .صورت تصادفی قرار داده شدداخل جعبه به

در هاي آب به سیستم اضـافه شـد.   به مقدار کافی مولکول

نیتنـدتر الگـوریتم سازي از روش سازي شبیهمرحله بهینه

سازي دمـا و فشـار   تعادل. براي ]18[استفاده شد2کاهش

برندسـن بـراي   بارسـتات  ترتیب از روش ترموستات و به

کلـوین و  درجـه  300سازي سیستم در دما و فشـار  تعادل

. ]21-19[اتمسفر استفاده شد1فشار 

2 Steepest Descent
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هـا  در این سیستم از شرایط مـرزي در تمـامی جهـت   

هـا  براي محاسـبه انـدرکنش  PME1استفاده شد. از روش 

و هــاي واندروالســی. انــدرکنش]21[بلنــد اســتفاده شــد 

نانومتر محاسبه شد. فاصله 2/1هدر محدودالکتروستاتیک

300وثانیـه و سـاختارها هـر    فمت30زمانی براي هر گـام  

سـازي  تعادلها در مرحله سازيشبیهپیکوثانیه ذخیره شد.

هـا بـه   سـازي شـبیه نانوثانیه انجام شد. تمامی 50به مدت 

بـا  يسازیهشبیلتحلویهتجزمیکروثانیه انجام شد.1مدت 

VMD2افـزار  نـرم گرومکس ویلتحلياستفاده از ابزارها

تهیـه  3مولیپـا برنامـه وسیلهبهتمامی تصاویر و انجام شد

.]22شد [

1 Particle- Mesh Ewald (PME)
2 Visual Molecular Dynamincs (VMD)
3 PyMol
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ا

لف

ب

دج

درشتدانهساختار 2شکل

POPCنمودار تابع توزیع شعاعی ج) ؛ (EGCG)گالوکاتجین گالات اپی-ب؛(POPC)لیپید فسفاتیدیل کولین -الف

سازي دینامیک مولکولیدر طی شبیهEGCGو POPCدسترس درسطح د)؛ EGCGو

یتجربيهامواد و روش2-2

مواد2-2-1

 ـPOPCیپیدفسفول EGCG، 1پلارلیپیـد یاز شرکت آوانت

، یگمااز شـرکت س ـ MTTو نمـک  ) درصد95(خلوص 

ــانول و 3یبکــواز شــرکت گ2DMEMکشــت یطمحــ ، مت

ــرك  ــرم از شــرکت م ــاي و ســلولکلروف MCF-7رده ه

SKBR-3 وMDA-MB-231ــلول ــک س یتوانســتیاز بان

.دشیهپاستور ایران ته

1 Avanti Polar Lipids
2 Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM)
3 Gibco

هانانولیپوزومیهته2-2-2

1در POPCیپیدفسـفول بـه  10:1EGCGنسبت وزنـی  

و شـد ) حل 1:1متانول (نسبت کلروفرم:محلول لیتر میلی

یـدلف خـلأ (ه یـر با استفاده از دستگاه تبخیآليهاحلال

1به مـدت  یپیدهاگذار ليبالاتر از دماییآلمان) و در دما

يحاویپیدينازك للایهپس از تشکیل ساعت حذف شد. 

EGCG ــا ــتفاده از ب ــول اس ــفات محل ــافر فس )PBS(ب

شـده بـا   ایجـاد یـه  چندلاهـاي نانولیپوزوم. شدیپوشانآب

هـاي نـانولیپوزوم مکرر به ذوب و انجماداستفاده از روش

هـاي بـا   نهایت براي سنتز لیپـوزوم درو شدتبدیل یه لاتک
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ــدازه  ــا غشــاهانظــر از روش مــوردقطــر ان ياکســترود ب

. بهره گرفته شدينانومتر100یکربناتیپل

شناسـی و ریخـت یزیکوشیمیاییفیابیمشخصه2-2-3

هایپوزوملنانو

و ی)قطــر و شــاخص پراکنــدگیــانگینانــدازه (میــعتوز

بـا اسـتفاده از   یـا نـور پو یپراکنـدگ وسـیله بهپتانسیل زتا 

ییپوزوملیونشد. سوسپانسیريگاندازه1زریازتاسدستگاه 

شـد.  یـق رقمولار میلی1/0فسفاتبافر با 1:10به نسبت 

173ثابـت  یهبا زاوگرادیدرجه سانت25ها در یريگاندازه

ــدازه  ــريگدرجــه انجــام شــد. ان ــر ی ــدازه متوســط قط ان

و پراکنـدگی و شاخصبودهبر شدت یمبتنهانانولیپوزوم

افـزار دسـتگاه   نـرم وسـیله یم بـه مسـتق طـور  بهپتانسیل زتا 

.شدمحاسبه 

هالیپوزومنانودارو دربارگذاريییکارابررسی2-2-4

 ـ،بارگذاريتعیین کارایی منظوربه ياسـتاندارد بـرا  یمنحن

EGCG)متانول یمحلول آبدر نانومتر276جذببیشینه

ــا نســبت مســاو ــانول و آب1:1يب ــاي در غلظــت) مت ه

تریلیلیم/کروگرمیم100و 50، 25، 5/12، 6، 3مشخص 

و سـپس شـد ترسـیم فـرابنفش  -یمرئ ـیسـنج یـف طبا 

EGCG6یالیزدیسهکو آزاد با استفاده از نشده محصور-

به ) PBS, pH=7.4بافر فسفات (محلول بر یدالتونیلوک8

گــرادســانتیدرجــهچهــار در دمــاي ســاعت12مــدت 

دارو در حـاوي یپوزوماز لیحجم مشخص.شدجداسازي 

ورتکس شد یهثان10-15به مدت ومتانول حلیآلحلال

-یمرئ ـیسـنج یـف طوسـیله بـه EGCGغلظت و سپس 

هــايیپــوزوملبارگــذاريمحاســبه بــازده يبــرافــرابنفش 

EGCG1معادلـه بـا  براساسبارگذاريبازده شد. یینتع

.محاسبه شد

1 Nano-ZS, Malvern

هالیپوزومنانواز دارو یشرهایبررس2-2-5

1یپوزوم،از نـانول EGCGرهایش يالگویبررسمنظوربه

ــیم ــریل ــانوللیت بعــد از جداســازي يســنتزهــايیپوزومن

ریختـه و  یدالتـون یلوک8-6یالیزدیسهدر کداروهاي آزاد 

ــیم100در  ــریل ــافر فســفاتلیت ــاب ــه 37يدر دم درج

ور غوطهدور در دقیقه 150یسیزن مغناطبر همگرادیسانت

در شده و درصد رهایش دارورهايدارویزانسپس مشد.

 ـسـنجی یـف مشـخص بـه روش ط  یزمانيهابازه -یمرئ

با استفاده EGCGجذب یشینهموج بفرابنفش و در طول

رهایش با اسـتفاده از  یمنحنو یینتع3و2هاي معادلهاز 

.شدرسم 2سمیپرپدگراففزارنرم

2 GraphPad Prism
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:1معادله

بارگذاريبازده)درصد( =
محصورشده دارويمقدار

شدهاستفادهدارويکلمقدار
× 100

: 2معادله

گرم)شده (میلیمقدار داروي رها=لیتر) حجم محلول (میلی×فاکتور رقت ×لیتر) گرم/ میلیشده (میلیغلظت داروي رها

:3معادله

=(درصد) رهایش دارو 
رها شدهدارويمقدار

شدهيبارگذاريمقدار دارو
× 100

هاپوزومینانوليداریپایتنبرونیبررس-2-2-6

ــداري ــانولپای ــايیپوزومن ــافر فســفات در در يســنتزه ب

pH=7.4 چهـار بـه مـدت   گرادیدرجه سانت4يدر دماو

یشدن بازه زمانيسپرمنظور بعد از اینهبشد. یهفته بررس

ــانول ــدازه ن ــوردنظر ان ــایپوزومم ــتگاه ه ــا اســتفاده از دس ب

.شدیابیارزیزرزتاسا

هاپوزومیلنانویسلولتیسمیبررس-2-2-7

MDA-MB-231و MCF-7،SKBR-3یسـلول هاي رده

یطو در مح ـشدیهپاستور ایران تهیتوانستیاز بانک سلول

DMEM يگاوینسرم جندرصد 10باFBS1 ،1 درصـد

شـرایط  بادر انکوباتور سلولی یسیناسترپتوما-یلینسیپن

گرادیدرجه سانت37يکربن و دمااکسیديگاز ددرصد5

90تـا 80هـا بـه   که تراکم سلولیزمانکشت داده شدند. 

از EDTA2/یپسـین تریمبـا اسـتفاده از آنـز   ،یددرصد رس

با تـراکم  اهسلولبازکشت داده شدند.سطح جداسازي و 

ــک پل 5000 ــر چاه ــلول در ه ــتس ــه در 96ی 100خان

1 Fetal Bovine Serum (FBS)
2 Ethylenediaminetetraacetic Acid (EDTA)

پس از کشت داده شدند.DMEMکاملیطمحیکرولیترم

يهـا غلظـت برداشـته و هاسلولیروییطساعت مح24

یگزینآزاد جايو دارویپوزوم نانولیونمختلف از فرمولاس

يبرا. تیمار و انکوبه شدندساعت 72سپس به مدت .شد

محلـول  نخسـت آزاد يدارویسـلول تیاثـر سـم  یبررس

. دشهیتهDMSOیآلبا استفاده از حلالEGCGییدارو

در یـی و محلول استوك داروهیتهییدارويهاسپس رقت

يداروییتـا غلظـت نهـا   دش ـقیرقیکشت سلولطیمح

یی. حفظ غلظـت نهـا  دیدست آه سنجش بينظر برامورد

ریهـا را تحـت تـأث   سلولکه ی) در سطحDMSOحلال (

درصـد) مهـم اسـت و در انجـام     1/0قرار ندهد (کمتر از 

از بعـد  انتخاب شد. یحلال آليبرایکنترلMTTآزمون 

100بـا  یمحلـول روی ـ شدن مدت زمان مـوردنظر  يسپر

لیتـر یلیم/گرمیلیم5/0تترازولیوممحلول نمکیکرولیترم

هايیستالکریونساعت انکوباسچهارو پس از یگزینجا

زنده در يهادر سلولتشکیل شده رنگ فورمازانیارغوان

570مـوج در طولبحل و جذDMSOیکرولیترم100

حـداکثر غلظـت   مـه ینیـزان شـد و م یـري گنانومتر اندازه
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IC50یای دارو بازدارندگ
پـد گـراف افزار با استفاده از نرم1

مـانی بـا سـه    زندههاي آزمایشتمامی .دشمحاسبه سمیپر

.شدتکرار براي هر رده سلولی انجام 

هاي آماريبررسی2-2-8

سـم یپرپـد گـراف افـزار استفاده از نرمآنالیزهاي آماري با 

بودن یا نبودن تفـاوت میـان   دارمعناانجام شد. براي تعیین 

زیآنالو ودنتیاست-ی(آزمون تهاي مختلف از روش گروه

مقـدار احتمـال   با داري معنااستفاده شد. میزان )2انسیوار

)p-Value(ــر از ــه شــد.05/0کمت ــزان در نظــر گرفت می

p<0.05 ،0.01با یک ستاره یا مربع<p<0.05 با دو ستاره

با سه ستاره یـا مربـع مشـخص شـده     p<0.01یا مربع و 

) رگرسـیون غیرخطـی   MTTاست. براي آزمون سـمیت ( 

براي نتـایج حاصـل از تیمارهـاي دارویـی بـا اسـتفاده از       

ترسیم شد.سمیپرپدگرافافزارنرم

نتایج و بحث-3

محاسباتیبخش نتایج 3-1

گیــريشــکلزمــانبررســی نحــوه توزیــع دارو در بــراي

لیپوزوم تابع توزیع شعاعی براي دارو و لیپید محاسبه شد. 

ه اسـت  هر دو تابع توزیع شعاعی لیپید و دارو مشابيالگو

مــرزي توزیــع هــايبخــشبــا ایــن تفــاوت کــه دارو در 

پیـک بلنـدتري بـراي دارو در بخـش     و داردتـري فراوان

ــاهده   ــودار مش ــدایی نم ــدابت ــکل (ش ــل .)ج2ش مراح

درو قرارگیـري دارو داخـل لیپـوزوم   گیري لیپوزوم شکل

آغـازین در مراحـل  . اسـت نشان داده شدهدالف3شکل 

ــبیه ــازيش ــکس ــهی ــات از مجموع ــشتجمع ــايبخ ه

هـاي مولکـول هیدروفوب لیپیـدها بـه همـراه تعـدادي از     

EGCGدرواقـع است. مشاهدهقابلEGCG واسـطه بـه

1 Half-maximal inhibitory concentration (IC50)
2 ANOVA

. در گیردمیقرار هیدروفوبی در این تجمعاتهايویژگی

لیپوزومی شـکل  ساختارهايکه سازيشبیهمراحل انتهایی 

در فضاي آبـی  EGCGمولکول اندکی تعدادگرفته است، 

قرارگرفتــهلیپـوزوم  دروندربیشـتر و شـود مـی مشـاهده  

تصویري از مقطـع عرضـی لیپـوزوم بـه     د 3شکلاست.

هـاي بخـش در موجـود )رنـگ نـارنجی  (EGCGهمراه 

طور که مشاهده هماندهد.نشان میرا هیدروفوب لیپوزوم 

ــی ــد دارو م ــمتEGCGکنی ــک  در قس ــاي نزدی ــه ه ب

ــت و    ــه اس ــرار گرفت ــفولیپیدي ق ــی از  سرفس ــه برخ البت

دسـترس حـلال   درمشـابه کلسـترول   مولکولهايقسمت

.]24-23[است
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بالف

دج

وه

یپوزومگالوکاتجین گالات در داخل لاپییريو قرارگیپوزوملنانویريگمراحل شکل3شکل 
انتهاي درگرفتهشکليهالیپوزوم- ج؛سازي دینامیک مولکولیشبیهبعد از نانوثانیه 300- ب؛سازيشبیهآغازتوزیع لیپید و دارو در - الف

- ه؛ گرفته استصورت عمود بر لایه لیپید قرار روي بخش سطحی لیپیدي بهرنگ) نارنجیدارو (مقطع عرضی لیپوزوم - د؛سازيشبیه
زمانهاي الکتروستاتیک در کشبه انرژي میاننمودار مربوط - و؛ سازيهاي واندروالس مربوط به لیپوزوم در طی شبیهکشانیانرژي م

سازيشبیه

En
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يو سـاختارها هـا پوزومینـانول يری ـگشکلندیدر فرآ

منجـر بـه کـاهش    دروفوبی ـهيهـا تجمع بخش،ییغشا

به کاهش موضوعنیکه اشود،یسطح در دسترس حلال م

 ـ کـاهش سـطح   .گـردد یپارامتر سطح در دسترس منجر م

، اما در شدمشاهده د2شکلدر براي لیپوزوم دسترس در

وجـود  دسترس درتغییرات زیادي در سطح EGCGمورد 

گیـري  زمان شـکل دسترس لیپید درسطح کاهش . نداشت

لیپـوزوم در طـی   گیـري شـکل معرفـی از  درواقعلیپوزوم 

از سـوي دیگـر عـدم کـاهش سـطح      اسـت.  سـازي شبیه

خــاص دارو در قرارگیــرياز نشــانEGCGدســترس در

موازي بـا  صورتبهاین دارو درواقعلیپیدي است.يغشا

کـه در  اسـت قرارگرفتـه لیپیدي در لیپـوزوم  يسطح غشا

. شوددیده مینیز گرفتهشکلتصویر مقطع عرض لیپوزوم 

کورکــومین نیــز ماننــدهیــدروفوب هــايبســیاري از دارو

.]25دارنـد [ در غشـا  گیـري جهتچنین EGCGهمانند 

انـرژي  ،گرفتـه شـکل لیپـوزوم  يپایـدار منظور بررسـی به

دهندهنشان. نتایج شدروستاتیک محاسبه تواندروالس و الک

لیپـوزوم  گیـري شـکل نقش بیشتر انـرژي وانـدروالس در   

همچنـین پایـداري   .نسبت به انرژي الکتروستاتیک اسـت 

گـواهی از پایـداري لیپـوزوم    سـازي شـبیه در انتهـاي  آنها

.)دو ج3هاي شکل(استگرفتهشکل

لیپوزوم نـانو هـاي فیزیکوشـیمیایی  ویژگیبررسی 3-2

EGCGحامل دارو 

شـده  بارگذاريهاي نانولیپوزومزتا یلاندازه و پتانسیعتوز

نشـان  1جـدول  در DLSروشبا اسـتفاده از  EGCGبا 

شـده زیـر  بارگذاريي هانانولیپوزومداده شده است. اندازه 

یـانگر ب1/0یـک نزدیشاخص پراکنـدگ با و نانومتر100

هـا نـانولیپوزوم و قابـل اعتمـاد   باریکیاربسیعاندازه توز

شـده  بارگذاريهاينانولیپوزومزتا یلاندازه و پتانس.است

یســتیزیــعتوزبررســیيبــرامهــم یژگــیوبــا دارو دو 

و یدارورسـان هـاي یسـتم ساسـت. انتخـاب  هانانولیپوزوم

انتخاب ي یکنانومتر100یانگین اندازهمهاي بانانوحامل

ــرامــؤثر ــرار ازيب ــدوتلیالرتیســتمسف ) RES(1یکولوان

کـه بـا   اسـت یکامل منطق ـطور بههمچنین.]26ماست [

دنبال آنبهاندازه ودارو به ساختار نانولیپوزوم شدنافزوده

.]27پیدا کنـد [ یشافزادارویريبارگيموجود برايفضا

ــارا ــذاريییک ــربارگ ــاس ب ــبت اس ــت نس EGCGغلظ

یـري  گاندازهدارویهغلظت اولبهیپوزومشده در ليبارگذار

 ـبـا اسـتفاده   شده يبارگذارEGCG. غلظت شد یاز منحن

ــايشــکل(اســتاندارد  ــه) بوالــف4ه ــرايشــدهتهی ب

.آمددست ه غلظت بیانگراددارویی بايهامحلول

1 Reticuloendothelial System (RES)
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DLSحاصل از دستگاه جینتا1جدول

)mg: mg: دارو (POPCدارو
میانگین اندازه 

)nm(
)mV(پتانسیل زتا

شاخص 

پراکندگی

کارایی بارگذاري

(درصد)

-142/0-5/667/7±03/9: 10بدون دارو

EGCG1:109/6±6/736/14-119/03/7±5/78

پوزومیلنانودارو و پایداري شیرهایبررس3-3

 ـاز رایکیزیالیدکینامیروش د يهـا بـرا  روشنیتـر جی

یدارورسـان يهـا سـتم یدارو از سيرهاسازکینتیسنییتع

رهـایش  .استیشگاهیآزمایطدر شراهاپوزومیمانند نانول

ــ ــذاريEGCGو آزاد EGCGیتجمعـ ــده در بارگـ شـ

ساعت بررسی و منحنـی رهـایش   72به مدت یپوزوملنانو

آزاد بـا  EGCGشیرهـا . دنمایش داده ش ـج 4شکل در

حـاوي  پوزومیاز نـانول داروشیرهاکینتیسسهیهدف مقا

 ـتحويبرالیپوزومنانولیپتانسیابیارزو همچنیندارو لی

در شدهبارگذاريEGCGسرعت انتشار شد.یبررسدارو 

درآزاد EGCGکندتر از داري معنابه صورت لیپوزومنانو

. بـه دلیـل   اسـت ) pH=7.4و C37°(دماي مشابهشرایط

ي دارورهـایش انفجـاري  هـا  انسجام غشـاي نـانولیپوزوم  

EGCG انســجام. مشــاهده نشــداولیــه هــاي ســاعتدر

شـده فسفولیپید اسـتفاده بودن اشباعبه درجه هانانولیپوزوم

ینتـر فـراوان در ایـن مطالعـه  .داردبستگیآندر ساختار 

عنـوان  بـه که شداستفاده POPCسازگارزیستیپیدفسفول

اسـتفاده  هـا  در یوکـاریوت یعـی طبکولین لیدیفسفاتمدل 

یوندپیکيحاوPOPCچرب یدهاياسیرهشود. زنجیم

خـواص  یرغشـا و سـا  بـودن سیالمنجر بهه سیسدوگان

شود.یملیپیديیهلایزیکیف

بالف

دج

Ab
so

rb
an

ce

A
bs

.(
27

6n
m

)

Y = 0.02062*X + 0.02549
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100و f3 ،6 ،5/12 ،25 ،50:تا aشدههاي استفاده(غلظتEGCGمختلف يهاشدت جذب غلظت-الف4کلش

-د؛ یپوزوملنانوصورت آزاد و بهEGCGیشرهامنحنی -ج؛ EGCGاستاندارد منحنی- ب)؛لیترمیکروگرم/میلی

گرادیدرجه سانت37و 4يدر دماEGCGیپوزومنانولیداريپا

دارو اسـتفاده  عنوان حامـل  بههانانولیپوزومکه از زمانی

شرایط در یابارگذاري داروزمان آنها در پایداريشود، یم

. استیپوزومو کاربرد لیدو مورد مهم در طراحتنیدرون

هـاي  هاي سنتزي در بازهنانولیپوزوماندازهمنظورنیايبرا

ــانی  ــه37و4يدمــادرروزه 28و 21، 14، 7زم درج

شـکل  شدند.یبررسpH=7.4در بافر فسفات گرادیسانت

هاي سـنتزي اسـت.   اندازه نانولیپوزومنشانگر تغییرات د4

درجه4يدمادرهاي سنتزي ماندگاري بالایی نانولیپوزوم

انـدازه روز28د از سـپري شـدن   بعیولداردگرادیسانت

نشـان شیافزاگرادیسانتدرجه37يدمادرهانانولیپوزوم

.]28[دهدمی

حـاوي حامـل لیپـوزومی  بررسی سمیت سلولی -3-4

پستانهاي سلولی سرطان ردهبر EGCGدارو 

و آزادEGCG،بـدون دارو نـانولیپوزوم  یتسـم یزانم

تـا  25(مختلفيهادر غلظتدارونانولیپوزوم حاوي 

آزمـون سـمیت   اسـاس  برلیتر)میکروگرم در میلی200

یبررسبر سه رده سلولی سرطان پستان MTTسلولی

IC50مقـادیر غلظـت  و )جو الـف 5هـاي شکل(شد

EGCGو در نانولیپوزومشدهبارگذاريEGCGيبرا

شـد  محاسـبه  سـم یپرپدگرافآزاد با استفاده از برنامه 

ــه، .)2جـــدول( ــت در ایـــن مطالعـ منظـــور از غلظـ

ــانول ــاوي داروپوزومین ــا 25(ح ــرمیم200ت در کروگ

پوزومیشده درنـانول يبارگذارEGCG) غلظت تریلیلیم

 ـپیلياست و وزن اجزا یغلظـت، نقش ـ نیـی در تعيدی

.ندارد

Si
ze

(n
m

)
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مختلفیسلوليهابر ردهدر نانولیپوزوم شده بارگذاريآزاد و EGCGتیسمزانیم2جدول

IC50 (µg/mL)
MCF-7SKBR-3MDA-MB-231

EGCG1523/1419/226آزاد

EGCG8/578/548/67نانولیپوزومه

بـدون دارو در  پوزومیلنـانو بـودن  یسـم ریغیبررس

 ـیدرك ايدارو بـرا يحـاو پوزومیلنـانو با سهیمقا یمن

ــتمیس ــتحوس ــرالی ــانیاطميدارو و ب ــیاز ان و یمن

 ـادر. ]29[اسـت يضـرور یدرمانحاملیاثربخش نی

عنـوان  هبـدون دارو ب ـ يهـا پوزومیلنـانو تیمطالعه سم

یـی مستقل از داروحاملبالقوه خود تیاز سمياریمع

)تریلیلیمبرگرمیلیم25/0- 2(يهادر غلظتداردکه 

نمـودار  شـد و  یبررس ـ) MTTبا اسـتفاده از آزمـون (  

سـاعت 72بعد از تیمـار  MCF-7هاي مانی سلولزنده

بـدون یخـال پوزومیکـه نـانول  )الف5شکل(نشان داد

اسـت و  یسمریخود غيخودبهوبودهیعوارض جانب

مارشدهیتMCF-7يهاشده در سلولمشاهدهیمانزنده

 ـوارزی(آناليآمارنظرازهاپوزومینانولبا فاقـد )1انسی

و بـدون تیمـار  کنتـرل يهابا سلوليدارامعناختلاف

براي بررسی مهار فعالیت متابولیک سـه  در ادامه.است

ــتانیســـلولرده  و MCF-7،SKBR-3ســـرطان پسـ

MDA-MB-231 هـاي مختلـف   در اثر تیمار با غلظـت

 ـیدر مکروگرمیم200تا 25( آزاد و EGCG)تـر یلیل

انجام شد. نتایج )MTTنانولیپوزوم حاوي دارو آزمون (

ــه غلظــت یــانگرب داروي آزاد و مهــار رشــد وابســته ب

ساعت 72گذشت زمانپس ازانولیپوزوم حاوي دارون

حــداکثر غلظــت مــهین). دو ب5هــايشــکلاســت (

نانولیپوزومــه در EGCG) بــراي IC50ی (بازدارنــدگ

سـرطان  یسـلول آزاد در هر سه رده EGCGمقایسه با 

1 ANOVA

ــر MDA-MB-231و MCF-7،SKBR-3پســتان کمت

EGCGاز يغلظت کمترنتیجه ). در2جدول(باشدمی

هـاي  رشـد سـلول  درصـد  50مهـار  يبرانانولیپوزومه 

دهنده قـدرت  نشانو ایناستازینموردسرطان پستان

.استهارشد سلولدر مهار نانولیپوزومه EGCGبالاتر 
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بالف

دج

)تریلیلیدر مگرممیلی2تا 25/0(نانولیپوزوم بدون داروشده با تیمارMCF-7هاي مانی سلولنمودار زنده5کلش

(د) تیمار شده MDA-MB-231و (ج) MCF-7، (ب)SKBR-3هايمانی سلولساعت (الف)، نمودار زنده72بعد از 

. )تریلیلیدر مگرممیکرو200تا free-EGCG()25(آزادEGCGو ) EGCG)Lip-EGCGدارويبا نانولیپوزوم حاوي

با سه p<0.01مربع و ایبا دو ستاره p<0.05>0.01مربع،ایستاره کیبا ns،(p<0.05غیرمعنادار (p>0.05زانیم

و مربع براي مقایسه با گروه کنترل درهاي آزمایشی(ستاره براي مقایسه بین گروهمربع مشخص شده استایستاره 

نظر گرفته شده است).

در نانولیپوزومـه  EGCGتأثیري علت افزایش قدرت 

بـه دلیـل   EGCGیـداري پاافـزایش هـا رشد سلولمهار 

.باشــدلایــه لیپیــدي نــانولیوزوم مــیبارگــذاري آن در دو

یشافـزا سببها بارگذاري داروها در نانولیپوزومهمچنین

ctrl 0.25 0.5 1 2
0

20

40

60

80

100

120

Conc. (mg/mL)

ns
ns

ns
ns
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شود ومییسرطانيهادارو در سلولیسلولدرون جذب 

به میزان حـدود  آزاد يها را نسبت به داروسلولیمانزنده

 ـ. ]30[دهدمیکاهش دو برابر  رسـد نظـر مـی  ه بنابراین ب

هاي لیپوزومی منجر به افزایش اثرگـذاري  استفاده از حامل

شود.هاي سرطانی پستان میبر سلولEGCGدارو 

)IC50(کمتـرین  شـده در بین سه رده سلولی بررسـی 

SKBR-3ها مربوط به رده سـلولی رشد سلولمهار يبرا

ــرم در میلــی 8/54( ).2جــدول(اســتلیتــر) میکروگ

رنـده یگتیاساس وضعبراغلب پستانسرطان يهاسلول

پروژسـترون  رندهی)، گERاستروژن (رندهیجمله گازخود، 

)PR(2یانسـان یدرمیفاکتور رشد اپرندهی) و گHER2 (

مثبـت،  MCF-7(ER(يهـا شـوند. سـلول  یميبندطبقه

SKBR-3 ــز ــت HER2نی ــیمثب ــه حــالیدرباشــند م ک

دهسـتن یگانـه منف ـ سـه MDA-MB-231هاي ردهسلول

). تفـاوت در  HER2و ER ،PRقابـل توجـه   انی(بدون ب

ها بـه  تواند بر نحوه پاسخ سلولیمهارندهیگاینتیوضع

EGCGـارایبگذارد، زریتأث  يرهایدر مس ـهـا  رنـده یگنی

ــد یمــEGCGنقــش دارنــد.یســلولیدهــگنالیســ توان

کنـد،  لیمختلـف را تعـد  یسـلول یده ـگنالیسيرهایمس

 ـتکث،یسـلول يکه در بقاییرهایجمله مساز و آپوپتـوز  ری

وسـیله بـه شـده  مهارایخاص فعال يرهاینقش دارند. مس

EGCGانواع مختلف سرطان پستان انیممکن است در م

مثبــت HER2يهــاســلولمثــالبــراي،متفــاوت باشــد

)SKBR-3 (يهـا با سـلول سهیاست در مقاممکنER-

) واکـنش  MDA-MB-231(یسه منفای) MCF-7مثبت (

انیـــبEGCGهچنـــین .]31[نشـــان دهنـــدیمتفـــاوت

) مانند ErbBایEGFR(یدرمیفاکتور رشد اپيهارندهیگ

ErbB1 وErbB2 ـوبـه را که در سرطان پسـتان  در ژهی

 ـSKBR-3) و A-431(دیدرموئیاپنومیکارس از حـد  شیب

يهـا یژگ ـیدرك و.]32؛ 7[کنـد یشوند، مهار م ـیمانیب

MCF-7 ،SKBR-3يهاخاص سلولیکیو ژنتیمولکول

يشتریبنشیب،یتجربطیهمراه با شراMDA-MB-231و 

بقا پس از جیشده در نتامشاهدهراتییتغلیرا در مورد دلا

هـاي  جملـه محـدودیت  ازکه دهدیارائه مEGCGدرمان 

.روداین مطالعه به شمار می

گیرينتیجه-4

یکی از راهکارهاي مناسب براي انتقـال هدفمنـد دارو بـه    

بافـت تومــوري، کـاهش دوز مصــرفی، کـاهش عــوارض    

شدن داروها در بـدن، افـزایش   تجزیهجانبی، جلوگیري از 

حلالیت داروهاي کم یـا نـامحلول و غیـره اسـت کـه بـا       

هـاي  باشد. نانوحامـل پذیر میها امکاناستفاده از نانوحامل

. یکی از این کردتوان در دارورسانی استفاده مختلفی را می

هـا کـه رشـد چشـمگیري در عرصـه مطالعـات       نانوحامل

هـاي  کـه بـا ویژگـی   سـت  ارهایش دارو دارد، نانولیپوزوم 

پذیري، تخریبسازگاري، زیستفرد مانند زیستبهمنحصر

هــاي ترکیــبانــدازه مطلــوب، توانــایی بارگــذاري انــواع 

یکـی از  باشـد. اي مطلوبی مـی دوست و آبگریز گزینهآب

لیپـوزوم بـراي   سنتز سازي مراحل مهم در این حوزه بهینه

یکی از پارامترهاي مهم در امـر دارورسـانی   انتقال داروها 

هر دارو به واسطه شرایط فیزیکوشیمیایی .آیدبه شمار می

ــاص  ــاوتی خ ــیون متف ــرایط فرمولاس ــد ش ــت. نیازمن اس

در سـازي دینامیـک مولکـولی    هاي تئوري نظیر شبیهروش

یـابی بـه   در دسـت هاي آزمایشـگاهی تجربـی   روشکنار 

همچنــین کــاهش  شــرایط بهینــه فرمولاســیون دارو و  

در ایـن مطالعـه   هاي این فرایند بسیار راهگشا است.هزینه

راهاز EGCGسـرطانی دارو  ضـد آثـار به بررسی بهبـود  

پرداخته شد. یکی از مسائل مهم در فرمولاسیون لیپوزومی 

در EGCGدارو قرارگیـري این بررسی نحوه اندرکنش و 

دینامیک مولکولی سازيشبیهلیپوزومی است. نتایج يغشا

نزدیـک  سر آبدوسـت و  بخشدارو در قرارگیرياز نشان

هاي دنبالهدر نزدیکی سطح غشا در بخش لیپوزوم و سطح

داروهاي. این رفتار را در باشدمیيفسفولیپیدچرباسید
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شـده مشـاهده هیدروفوب مشابه دیگر نظیر کورکومین نیز 

نتایج انرژي و تابع توزیع شعاعی نشان از پایـداري  .است

ــین   ــاوي دارو اســت. همچن ــوزوم ح ــاسلیپ ــایج براس نت

غشـاي دولایـه   دارو در بخـش  بیشترین میزانسازيشبیه

که خـود گویـاي   استشدهاحاطهلیپیدي توسط لیپوزوم 

لیپـوزوم اسـت.   درEGCGدرصد بالایی بارگذاري دارو 

سازي دینامیک شبیهیی با نتایج بالایهمبستگیتجربیجنتا

از یبـی ترکتوسعه اسـتفاده به که دهدیرا نشان ممولکولی

ود خواص روش محاسباتی در کنار روش تجربی براي بهب

یجنتـا یکل ـطـور بـه .شـود تأکید مـی ها بسیارنانولیپوزوم

در EGCGبارگـذاري پژوهش نشـان داد کـه   یناتجربی 

در ی و اثربخشـی آن سـلول مـرگ  یشباعث افـزا لیپوزوم 

هـا  دادهین. اشودیمپستانسلول سرطان مختلفهايرده

دارو را یـن ایاثربخش ـ،یشـین پيهـا پژوهشأییدتضمن 

کرده است. یشنهادپیدجددرمانییمیشیمرژیکعنوان به

ــنایــبترک ــوزومیلیونفرمولاســی ــیپ ــارایی ه ب ــل ک دلی

وشـدن دارو کپسـول شـرایط در پایـداري  بارگذاري بالا، 

تنی، افزایش نیمه عمـر دارو و جـذب سـلولی بـالا     درون

یـاز نرو ایـن از. دارو استیلتحويکاربردهايمناسب برا

یـن اسـتفاده از ا یتر در جهـت بررس ـ یش ـبهـاي همطالعبه 

.استيضروریوانیحالگويدر EGCGلیپوزوم حاوي 

قدردانی و تشکر

مراتـب تشـکر   دانندیبر خود لازم ماین مقالهسندگانینو

گروه استادان ، محترم دانشکدهاستیصمیمانه خود را از ر

علـوم زیسـتی  دانشـکده  یمسـئولان پژوهش ـ بیوفیزیک و 

ياری ـقیتحقنیکه ما را در انجام اتربیت مدرسدانشگاه 

.کردند، به عمل آورند
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Abstract:
Matrix metalloproteinases (MMPs) are a zinc endopeptidase family that
increases the metastatic behavior of human malignant tumors.
Epigallocatechin gallate (EGCG) is a major component of green tea
polyphenols and is used as an MMP inhibitor in cancer treatment. This study
aims to develop and optimize the loading of EGCG in the liposomal delivery
system in an experimental/ computational way. In this study, nanoliposomes
were prepared by passive loading and thin-film hydration method. Size, zeta
potential, stability, encapsulation efficiency, and nanoliposome drug release
profile were investigated. Cytotoxicity of nanoliposomes was evaluated on
three breast cancer cell lines using an MTT viability assay. To investigate
the EGCG-Liposome interaction, coarse-grained Molecular Dynamic
simulations were carried out. The mean diameter of liposome was 73.6±6.9
nm, the surface charge was -14.6 mV and the encapsulation efficiency was
78.5±7.3%. The encapsulation of EGCG into the liposome caused a
continuous release of the drug after 72 h, which also increased the potency
of the drug. Due to the EGCG hydrophobic properties, the major distribution
is located at the hydrophobic part of the membrane. The energy and radial
distribution function results indicate the stability of liposomes. Simulation
results demonstrate that the majority of the drug is surrounded by liposomes,
which indicates high encapsulation efficiency and confirms the developed
synthesis method. Due to the low solubility of the drug, it seems that the use
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of liposomal carriers to deliver and release EGCG is a suitable solution to
increase the efficiency of the drug.
Keywords: Epigallocatechin Gallate, Liposome, Breast Cancer, Molecular
Dynamics Simulation, Martini Force Field
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