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تعهدنامه اصالت پایان نامه ( رساله )

اینجانب محمدرضا ذبیحی دانش آموخته مقطع کارشناسی ارشد. در رشته علوم تشریح که در تاریخ ................ از پایان نامه / رساله خود با عنوان : بررسی سازگاری پماد  یا ژل حاوی لیپوزومهای حامل ملاتونین بر واکنش التهابی موضعی  در روند ترمیم زخم های پوستی موش صحرایی نر و با کسب نمره ................ دفاع نموده ام ، بدینوسیله متعهد می شوم :

1- این پایان نامه/رساله حاصل تحقیق و پژوهش انجام شده توسط اینجانب بوده و در مواردی که از دستاوردهای علمی و پژوهشی دیگران (اعم از پایان نامه ، کتاب ، مقاله و ....) استفاده نموده ام ، مطابق ضوابط و رویه موجود ، نام منبع مورد استفاده و سایر مشخصات آن را در فهرست مربوطه ذکر و درج کرده ام .
2- این پایان نامه/رساله قبلا برای دریافت هیچ مدرک تحصیلی (هم سطح ، پایین تر یا بالاتر ) در سایر دانشگاه ها و موسسات آموزش عالی ارائه نشده است .
3- چنانچه بعد از فراغت از تحصیل قصد استفاده و هر گونه بهره برداری اعم از چاپ کتاب ، ثبت اختراع و..... از این پایان نامه داشته باشم ، از حوزه معاونت پژوهشی واحد ، مجوزهای مربوطه را اخذ نمایم .
4- چنانچه در هر مقطع زمانی ، خلاف موارد فوق ثابت شود ، عواقب ناشی از آن را می پذیرم و واحد دانشگاهی مجاز است با اینجانب مطابق ضوابط و مقررات رفتار نموده و در صورت ابطال مدرک تحصیلی ام هیچ گونه ادعایی نخواهم داشت ./


نام و نام خانوادگی : محمدرضا ذبیحی 
                                                                       تاریخ و امضاء :
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این پایان نامه را ضمن تشکر و سپاس بیکران و در کمال افتخار و امتنان تقدیم می‌نمایم به:

خدایی که آفرید
جهان را، انسان را، عقل را، علم را، معرفت را، عشق را در وجودم دمید.سپاس بی کران پروردگار یکتا را که هستی مان بخشید و به طریق علم و دانش رهنمونمان شد و به همنشینی رهروان علم و دانش مفتخرمان نمود و خوشه چینی از علم و معرفت را روزیمان ساخت.سپاس خدای را که هر چه دارم از اوست ، به امید آنکه توفیقیابم جز خدمت به خلق او نکوشم.



ای پدر
از تو هر چه می گویم باز هم کم می آورم
خورشیدی شدی و از روشنایی ات جان گرفتم و در ناامیدی ها نازم را
کشیدی و لبریزم کردی از شوق
اکنون حاصل دستان خسته ات رمز موفقیتم شد
به خودم تبریک می گویم که تو را دارم و دنیا با همه بزرگیش مثل تو را  ندارد …..
و تو ای مادر
ای شوق زیبایی نفس کشیدن
ای روح مهربان هستی ام
تو رنگ شادی هایم شدی و لحظه ها را با تمام وجود از من دور کردی و
عمری خستگی ها را به جان خریدی تا اکنون توانستی طعم خوش
پیروزی را به من بچشانی



استادان مهربانم
جناب آقای دکتر مجید ملک زاده شفارودی
و جناب آقای دکتر نورالله رضایی

که با حسن خلق و فروتنی، زحمت راهنمایی این پایان نامه را بر عهده گرفتند.
بدون مساعدت ایشان، این پروژه به نتیجه مطلوب نمی رسید، کمال تشکر و قدردانی را دارم. باشد که این خردترین بخشی از زحمات آنان را سپاس گوید
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چکیده فارسی
مقدمه: ترمیم زخم‌های پوستی فرآیندی پیچیده و حیاتی است که با پاسخ‌های التهابی و فعالیت سلولی مشخص می‌شود. ملاتونین به‌عنوان یک آنتی‌اکسیدان و تنظیم‌کننده پاسخ‌های التهابی، می‌تواند در بهبود ترمیم زخم نقش مؤثری داشته باشد. استفاده از لیپوزوم به‌عنوان حامل، پایداری و جذب موضعی ملاتونین را افزایش داده و اثرات درمانی پایدارتر ارائه می‌دهد. هدف این مطالعه بررسی سازگاری و تأثیر پماد یا ژل حاوی لیپوزوم‌های حامل ملاتونین بر واکنش التهابی موضعی در زخم‌های پوستی موش صحرایی نر بود.
مواد و روش ها: در این مطالعه تجربی، ابتدا فرمولاسیون لیپوزومال ملاتونین با روش تبخیر لایه نازک تهیه شد و ویژگی‌های فیزیکوشیمیایی آن از جمله اندازه ذرات و بازده بارگیری مورد ارزیابی قرار گرفت. سپس ۲۸ موش صحرایی نر نژاد ویستار با وزن ۲۵۰–۳۰۰ گرم به طور تصادفی به چهار گروه هفت‌تایی تقسیم شدند: گروه (1) کنترل، گروه (2) لیپوزومال ملاتونین، گروه (3) ملاتونین، گروه (4) فنی‌تویین. پس از بی‌هوشی با کتامین ۸۰ میلی‌گرم بر کیلوگرم و زایلوزین ۵ میلی‌گرم بر کیلوگرم و تراشیدن موهای موضع پشت حیوان و ضدعفونی با الکل ۷۰٪ با تیغ بیسوری زخم پوستی ایجاد شد. و در گروه‌های مربوط با ژل‌های حاوی ملاتونین لیپوزومی، ملاتونین و فنی‌تویین هر سه روز یک بار به مدت ۲۱ روز بر موضع زخم مالیده شد. هر سه روز پس از بی‌هوشی حیوان با کتامین و زایلوزین تعدادی از نمونه‌های هر گروه کشته می‌شدند، قطعه‌ای از پوست شامل ناحیه مرکزی زخم و بخش سالم اطراف آن برداشته شد. نمونه‌ها در فیکساتیو فرمالین ۱۰٪ به مدت ۲۴ ساعت فیکس شد. پس از پاساژ بافت و قالب‌گیری با میکروتوم برش‌هایی با ضخامت ۵ میکرون تهیه شد و با H&E و تری‌کروم‌ماسون رنگ‌آمیزی شدند و با میکروسکوپ نوری از نظر ترمیم و میزان التهاب مورد بررسی قرار گرفتند. سلول‌های التهابی شامل ائوزینوفیل و مونوسیت و لنفوسیت، نوتروفیل بود. داده‌ها پس از جمع‌آوری با نرم‌افزار PRISM 8 آنالیز شدند. روش تزریق اتانول : ابتدا محلول استوک DPPC، کلسترول و ملاتونین با غلظتهای به ترتیب mg/mL 10، mg/mL 2 و mg/mL 5  طور جداگانه در حجم mL 1 اتانول 96% تهیه شد. برای سنتز لیپوزوم حاوی ملاتونین، غلظت کلی فرمولاسیون 90% DPPC و 10% کلسترول بود. به این صورت که µM 5 محلول لیپیدی متشکل از µM 4.5 DPPC و µM 0.5 کلسترول بود. همچنین، غلظت ملاتونین در فرمولاسیون لیپوزومی µM 2.2 در نظر گرفته شد. حجم µL 330 DPPC، µL 96 کلسترول و µL 50 ملاتونین از محلولهای استوک برداشته شد و به ظرف شیشهای انتقال یافت. برای ترکیب دارو با محلولهای لیپیدی، ظرف شیشهای حاوی این ترکیبات چهار مرتبه در فواصل 5 ثانیهای در حمام سونیکه قرار گرفت.حجم mL 1.2 آب مقطر در ظرف شیشهای دیگری قرار داده شد و روی دستگاه هیتر و استیرر قرار داده شد. سپس دمای دستگاه به گونهای تنظیم شد که دمای آب مقطر درون ظرف به °C 83 برسد. بعد از اینکه دمای آب مقطر به محدوده مورد نظر رسید، محلول لیپیدی حاوی دارو با استفاده از سرنگ همیلتون کشیده شد. همچنان آب مقطر با سرعت rpm 750 در حال همخوردن بود، محلول لیپیدی با استفاده از سرنگ همیلتون به صورت قطره قطره با فواصل بین 8 الی 9 ثانیه به آب مقطر اضافه شد. بعد از اضافه شدن کامل محلول لیپیدی به آب مقطر، محلول واکنش به مدت 10 دقیقه همخورد. بعد از 10 دقیقه محلول واکنش از روی هیتر و استیرر برداشته شد و در دمای محیط خنک شد. جهت مشخصهیابی، µL 980 حلال و µL 20 نانوذرات لیپوزوم با هم مخلوط شدند و به درون کووت اضافه شد.تهیه لیپوزوم‌های حامل ملاتونین :
پس از تهیه سوسپانسیون لیپوزومی، پایداری فیزیکی و شیمیایی آن از نظر یکنواختی اندازه ذرات، رسوب، تغییر رنگ، و عدم تخریب دارو بررسی شد.انتخاب فسفولیپید DPPC به دلیل دمای گذار فاز حدود 41 درجه سانتی‌گراد، لیپوزوم‌ها را در دسته لیپوزوم‌های حساس به دما قرار می‌دهد؛ به‌طوری‌که امکان آزادسازی کنترل‌شده ملاتونین در محل زخم فراهم می‌شود.لیپوزوم‌های نهایی در دمای کنترل‌شده نگهداری شده و سپس در فرمولاسیون ژل دارویی به‌منظور استفاده موضعی ترکیب شدند این پارامترهای کیفی تضمین می‌کنند که لیپوزوم‌های حامل ملاتونین نه‌تنها توانایی حفاظت از دارو و آزادسازی تدریجی آن را دارند، بلکه در محیط بیولوژیک نیز از پایداری کافی برخوردار هستند و می‌توانند در ترمیم زخم نقش مؤثری ایفا کنند.
[bookmark: _Hlk218505819][bookmark: _Hlk218504287]یافته ها : نتایج نشان داد که گروه دریافت‌کننده ملاتونین لیپوزومی  در تعداد نوتروفیل‌ها و شدت التهاب موضعی نسبت به سایر گروه‌ها کاهش معنی‌داری داشت (p < 0.000001).  همچنین گروه ملاتونین لیپوزومی  روند ترمیم زخم سریع‌تر و پاسخ التهابی کنترل‌شده تری را نشان داد.و در مجموع، تحلیل نمودارهای تعاملی نشان می‌دهد که گروه‌های درمانی به‌ویژه ملاتونین و لیپوزوم ملاتونین اثر قابل توجهی در تسریع روند ترمیم زخم داشته‌اند. ملاتونین با تحریک شدید لنفوسیت‌ها در فاز ایمنی تطبیقی و لیپوزوم ملاتونین با افزایش مونوسیت‌ها در فاز پاک‌سازی بافتی، هرکدام نقاط قوت متفاوتی داشته‌اند. در مقابل، گروه کنترل در کاهش نوتروفیل‌ها عملکرد مشابه یا حتی بهتر از داروها داشته، اما در فازهای بازسازی ایمنی ضعیف‌تر عمل کرده است. بنابراین، می‌توان نتیجه گرفت که ملاتونین و لیپوزوم ملاتونین هرکدام با ویژگی‌های عملکردی خاص خود به‌عنوان ترکیبات مؤثرتر در ترمیم زخم شناخته می‌شوند، 
[bookmark: _Hlk218588084]نتیجه گیری: ارزیابی‌های اولیه نشان داد که نانو-لیپوزوم‌های تولید شده دارای اندازه ذرات یکنواخت و پایداری مناسب با درصد بارگیری بالای دارو بودند. در بررسی‌های بافتی، استفاده از ژل حاوی لیپوزوم‌های حامل ملاتونین، علاوه بر سازگاری خوب با بافت‌های پوستی، موجب کاهش التهاب موضعی و تسریع فرآیند ترمیم زخم شد. نتایج آماری نشان داد که گروه لیپوزومال ملاتونین در مقایسه با ملاتونین آزاد، عملکرد معنی‌داری در کاهش سلول‌های التهابی و بهبود ساختار کلاژن داشت. این یافته‌ها نشان می‌دهد که لیپوزومال کردن ملاتونین می‌تواند راهکار موثری برای بهبود درمان زخم‌های پوستی در موش صحرایی باشد.
کلمات کلیدی : ملاتونین، لیپوزوم،ترمیم زخم، موش صحرایی.
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زخم مزمن یا غیر قابل التیام:
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زخم‌های مزمن با التهاب مداوم همراه هستند که می‌تواند گردش خون در محل زخم را به خطر بیندازد، تعداد گلبول‌های سفید خون و گونه‌های فعال اکسیژن را افزایش دهد و استعداد بیشتری برای عفونت نشان دهد، سایر علائم را بدتر کند و مانع بهبودی شود. 
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زخم عفونی(Infected Wound):باکتری ها به زخم حمله کرده و علايم بالینی عفونت: قرمزی،
گرما،افزایش درد و اگزودای زخم مشهود است.
 زخم آلوده (Contaminated Wound): در این حالت باکتری ها در زخم وجود دارد و خطر
تهاجم میکروارگانیسم های پاتوژن و بیماری زا نیز بالاست.تمام زخم ها با باکتری ها آلوده می باشند درواقع هیچ زخمی استریل نیست. زخم آلوده بهبود می یابد.ولی زخم عفونی بهبود نمی یابد.
زخم تمیز( Clean Wound): هیچ نشانه ایی از میکروارگانیسم ها دیده نمی شود.
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التیام زخم یک فرآیند فیزیولوژیکی بسیار هماهنگ است که شامل تعاملات پویا بین سلول‌های موضعی و نفوذی، ماتریکس خارج سلولی و سیتوکین‌های مختلف می‌شود. در یک زخم حاد، این مکانیسم در مراحل متوالی و همپوشانی (هموستاز، التهاب، تکثیر و بازسازی) برای کنترل آسیب، از بین بردن عوامل بیماری‌زا و بازیابی یکپارچگی بافت، آشکار می‌شود (4).
یک زخم مزمن با اختلال پاتولوژیک در این پیشرفت منظم مشخص می‌شود. روند بهبودی در حالت التهاب مزمن به دام می‌افتد، پیشرفت نمی‌کند و قادر به پیشرفت به مراحل تکثیر و بازسازی نیست. این توقف، ترمیم را مختل می‌کند و منجر به چرخه معیوب آسیب مداوم، عفونت و التهاب ناکارآمد می‌شود (5).
فرآیندهای کلیدی:
انقباض عروقی، جریان خون به محل آسیب را کاهش می‌دهد.
تجمع پلاکت‌ها یک پلاک اولیه تشکیل می‌دهد. آبشارهای انعقادی، ترومبین را فعال می‌کنند و منجر به تشکیل لخته فیبرینی می‌شوند.
عوامل مولکولی:
پلاکت‌ها فاکتورهای رشدی مانند فاکتور رشد مشتق از پلاکت ( PDGF)   
و فاکتور رشد تغییر شکل دهنده بتا (TGFβ) را آزاد می کنند که سلول‌های ایمنی و پیش‌ساز را جذب می‌کنند.
التهاب (روز 1 تا 3 پس از آسیب):
مرحله التهابی با جذب سلول‌های ایمنی برای پاکسازی بقایای بافتی و عوامل بیماری‌زا مشخص می‌شود.

سلول‌های ایمنی کلیدی:
نوتروفیل‌ها ابتدا می‌رسند و گونه‌های فعال اکسیژن و پپتیدهای ضدمیکروبی را برای جلوگیری از عفونت آزاد می‌کنند.
نوتروفیل‌ها با آزاد کردن تله‌های خارج سلولی نوتروفیل (NETs)، که از کروماتین هسته‌ایی که با پروتئین‌ها تشکیل شده‌اند و معمولاً به گرانول‌های آنها محدود می‌شوند، قابلیت‌های ضدمیکروبی خود را تقویت می‌کنند. جزء کاتیونی NETها امکان پیوند الکترواستاتیک با سطوح میکروارگانیسم‌ها را فراهم می‌کند و آنها را در معرض سطوح بالای موضعی مولکول‌های سیتوتوکسیک قرار می‌دهد. علاوه بر این، آزمایش‌های انجام شده بر روی نوتروفیل‌های اولیه انسان نشان داده است که NETها به طور غیرمستقیم ظرفیت کمپلمان را برای از بین بردن عوامل بیماری‌زا افزایش می‌دهند (6).
سیتوکین‌ها و کموکین‌ها:
فاکتورنکروزتومورآلفا (TNF-α) پاسخ‌های ایمنی را تقویت می‌کنند. سیتوکین‌های پیش‌التهابی مثل اینترلوکین-۱ (IL-1)کموکاین‌هایی مانند اینتر لوکین 8 (IL-8)و سیکلوسایکلین 2((CXCL2 ، سلول‌های ایمنی بیشتری را جذب می‌کنند.
تکثیر(روز 3 تا 7–10):
مرحله تکثیر بر تشکیل بافت و رگ‌زایی تمرکز دارد.
فعالیت‌های سلولی:
کراتینوسیت‌ها برای بازسازی اپیتلیال زخم مهاجرت می‌کنند.
فیبروبلاست‌ها تکثیر می‌شوند و به میوفیبروبلاست‌ها تمایز می‌یابند و پروتئین‌های ماتریکس خارج سلولی مانند کلاژن را ترشح می‌کنند. 
 سلول‌های اندوتلیال(ECs) در پاسخ به سیگنالینگ فاکتور رشد اندوتلیال عروقی(VEGF)، مویرگ‌های جدیدی تشکیل می‌دهند.
فاکتورهای رشد:
 فاکتور رشد اپیدرمال (EGF) و فاکتور رشد فیبروبلاست(FGF) تکثیر سلولی را تحریک می‌کنند.
  فاکتور رشد تغییر شکل دهنده بتا تمایز فیبروبلاست به میوفیبروبلاست و رسوب کلاژن را هدایت می‌کند (7).
فاکتورهای رشد شامل FGF7، EGF و TGF-α که توسط فیبروبلاست‌ها، پلاکت‌ها و ماکروفاژهای نفوذی آزاد می‌شوند، تکثیر سلولی و تشکیل بافت جدید را تحریک می‌کنند
بازسازی(روز 10 تا هفته‌ها و ماه‌ها):
درمرحله نهایی، بافت ترمیم‌شده را تقویت کرده و عملکرد را بازیابی می‌کند.
بازسازی ماتریکس:
میوفیبروبلاست‌ها، ماتریکس خارج سلولی را منقبض می‌کنند و اندازه اسکار را کاهش می‌دهند.
متالوپروتئینازهای ماتریکس 1(MMP1) اجزای اضافی ماتریکس خارج سلولی(ECM) را تجزیه می‌کنند و سنتز و تخریب را متعادل می‌سازند (8).
تشکیل اسکار:
کلاژن نوع III  با کلاژن نوع I جایگزین می‌شود و استحکام کششی را افزایش می‌دهد.
تا حدودی در تمام سلول ها در ناحیه زخم گونه های واکنش پذیر اکسیژن  تولید می شود. از طرفی در مرحله التهاب که مهم ترین مرحله است با مهاجرت شدید لکوسیت ها به ویژه نوتروفیل ها باعث القای سنتز گونه های واکنش پذیر اکسیژن(ROS) می شوند.
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ترمیم زخم یکی از فرایندهای حیاتی در پزشکی است، زیرا هرگونه اختلال در آن می‌تواند منجر به عفونت، از دست رفتن عملکرد بافت و حتی افزایش نرخ مرگ‌ومیر در آسیب‌های گسترده شود. فرایند بهبود زخم شامل مراحل پیچیده‌ای مانند التهاب، تکثیر سلولی و بازسازی بافت است که هر یک نیازمند هماهنگی دقیق میان سلول‌ها، فاکتورهای رشد و مولکول‌های پیام‌رسان می‌باشد. در این میان، مرحله التهابی نخستین و حیاتی‌ترین مرحله محسوب می‌شود؛ زیرا ورود سلول‌های ایمنی، پاکسازی عوامل میکروبی و آماده‌سازی بستر ترمیم را بر عهده دارد. با این حال، اگر التهاب بیش از حد طول بکشد یا به‌درستی کنترل نشود، می‌تواند روند ترمیم را مختل کرده و منجر به ایجاد زخم‌های مزمن شود (9).
زخم‌های دیرترمیم‌شونده که معمولاً در اثر اختلالات التهابی، مشکلات عروقی، دیابت، عفونت یا آسیب گسترده ایجاد می‌شوند، یکی از چالش‌های مهم بالینی هستند. این زخم‌ها معمولاً با درد، هزینه‌های درمانی بالا و کاهش کیفیت زندگی همراه‌اند. . به همین دلیل، استفاده از ترکیبات دارویی با خواص ضدالتهابی و آنتی‌اکسیدانی مورد توجه ویژه قرار گرفته است؛ زیرا این ترکیبات با کاهش التهاب بیش‌ازحد، خنثی‌سازی رادیکال‌های آزاد و بهبود عملکرد سلول‌های ترمیمی، روند بهبود زخم را تسریع می‌کنند (10).
با توجه به خواص ضد التهابی و آنتی اکسیدانی ملاتونین  بر روی ترمیم زخم و اثربخشی آن به صورت نانوحامل لیپوزومی در این پژوهش به اثر لیپوزوم حاوی ملاتونین به شکل نانوژل با مزیت هایی که دارد بررسی شد.در این تحقیق این ترکیب روی زخم و ترمیم آن مطالعه شد. هم لیپوزوم و هم ملاتونین با اثر روی تعداد سلول های التهابی ترکیبی قابل درمان معرفی شدند.   
-Nاستیل-5- متوکسی تریپتامین، یا همان ملاتونین هورمونی است که توسط غده صنوبری تولید می شود. سطوح سرمی ملاتونین دخالت این هورمون را در ریتم شبانه روزی نشان داده است. ترشح آن توسط تاریکی تحریک شده و با نور کاهش می یابد.
از نظر فیزیکی، ملاتونین در حالت خالص، پودری بی‌رنگ با رنگ مایل به سفید است. چگالی ملاتونین 1.175 گرم بر سانتی‌متر مکعب، با جرم مولی 232.28 گرم بر مول و نقطه جوش آن در دمای 512.8+ درجه سانتیگراد است. نقطه ذوب ملاتونین در محدوده محدوده حرارتی 116.5+ تا 118+ درجه سانتیگراد قرار دارد (11).
مطالعات انجام یافته بر روی موش اثبات کرده اند که هورمون ملاتونین بصورت معنی دار و چشمگیری، رگ زایی در موضع زخم در حال ترمیم را افزایش می دهد.  علاوه بر اثرات ضد التهابی و ایمینو مدولاتوری، ملاتونین در بهبود زخم در چندین اورگان بافتی از جمله غدد بزاقی زیر فکی، چشم ها ، روده و پوست نقش دارد. 
یکی از برجسته ترین حامل های نانویی، نانولیپوزومها هستند که می توان آن ها را به عنوان سیستم های وزیکولار طبقه بندی کرد.علاوه بر این، تلاش‌های زیادی در زمینه توسعه حامل‌های دارویی هوشمند که محموله خود را در پاسخ به یک محرک خارجی یا داخلی تحویل می‌دهند، انجام شده است. در این راستا، لیپوزوم‌ها به عنوان یکی از موفق‌ترین سیستم‌های دارورسانی شناخته می‌شوند (12). شباهت فسفولیپیدها به غشای سلولی، عبور لیپوزوم از برخی موانع غشایی را برای توزیع در بافت‌ها و حذف از اندام‌های دفعی تسهیل می‌کند. علاوه بر این، اتصال لیپوزوم‌ها با لیگاندها و پلیمرهای مختلف، جذب دارو را بهبود می‌بخشد و زمان گردش دارو در خون را افزایش می‌دهد (13, 14).  نانوحامل‌ها باید حداقل سه ویژگی داشته باشند تا در سیستم دارورسانی غیرفعال مورد استفاده قرار گیرند: (۱) اندازه نانوحامل باید بسیار کمتر از ۴۰۰ نانومتر باشد و در محدوده ۱۰ تا ۱۰۰ نانومتر باشد که برای نشت مؤثر به محل تومور ایده‌آل است، (۲) داشتن بار خنثی یا آنیونی برای نانوحامل‌ها برای جلوگیری از دفع کلیوی ضروری است، و (۳) نانوحامل‌ها باید از سیستم رتیکولواندوتلیال(RES) محافظت شوند (15-17). به طور کلی، ساختار لیپوزوم‌ها از دو بخش تشکیل شده است؛ فسفولیپید و کلسترول. فسفولیپید‌ها جزء اصلی ساختار لیپوزومی هستند و کلسترول پایداری آنها را بهبود می‌بخشد. سر آبدوست این چربی‌ها یک گروه فسفات است که توسط یک مولکول محلول در آب مانند گلیسرول به اجزای آبگریز متصل می‌شود و می‌تواند طبیعی یا مصنوعی باشد (14, 18). ليپوزوم ها مي توانند هم داروهاي محلول در آب (در قسمت مركزي) و هم داروهاي نامحلول در آب و چربي دوست ( در غشاي دولايه اي) را در خود جاي دهند كه اين مسئله آنها را به سيستم هاي ايده آلي براي دارورساني تبديل مي كند. 
انواع مختلفی از داروها می‌توانند از طریق تأثیر بر سلول‌های پوست، متابولیسم، عملکرد سلول‌های ایمنی، رگ‌زایی و انعقاد، بهبود زخم را مختل کنند.اما در این تحقیق از ترکیب دارویی بدون سمیت و موثر بر بهبود زخم استفاده شده است.
لیپوزوم ها کنترل فارماکوکینتیک و توزیع زیستی داروها را تسهیل می کنند و می توان به وسیله آنها دو دارو را به طور همزمان به محل اثر رساند. ليپوزوم ها در صورت تجويز موضعي سبب افزايش نفوذپذيري در داخل پوست مي گردند.
در این مطالعه از زخم نوع برشی استفاده شد.مواد موثری اعم از دارو ها و ترکیبات دارویی متعددی مثل فنی تویین که در این تحقیق هم از آن استفاده شده برای ترمیم زخم به کار گرفته شده است. در این بین از هورمون ملاتونین به خاطر اثر ضد التهابی که دارد به صورت ژل لیپوزومال بهره گرفته شد. این ترکیب دارویی از اثر بخشی بالایی بر خور دار بود که در ادامه به آن خواهیم پرداخت. 
با توجه به شواهد ذکر شده در بالا و نیاز به روشی نوین در درمان جراحت های پوستی در عین عدم صرف زمان طولانی و هزینه زیاد برای تولید داروی جدید، می توان از طریق بارگذاری در نانولیپوزوم ها باعث افزایش اثرات آنها و کاهش عوارض جانبی کاربرد انواع کورتون ها در درمان بشکل هدفمند شد.
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ملاتونین : (N-acetyl-5-methoxytryptamine)
یک ایندول آمید درون‌زا است به طور کلی، این هورمون اصلی است که توسط غده پینه آل ترشح می‌شود. منابع ثانویه این هورمون، ساختارهای دیگری مانند شبکیه، روده، پوست، پلاکت‌ها و مغز استخوان هستند (19). سنتز و آزادسازی ملاتونین توسط چرخه نور/تاریکی محیطی تعیین می‌شود که نشان دهنده دخالت ملاتونین در ریتم شبانه‌روزی است. 
 تقریباً 80٪ از این هورمون در شب سنتز می‌شود و غلظت سرمی آن بین 80 تا 120 پیکوگرم در میلی‌لیتر است، در حالی که در طول روز، غلظت سرمی کمتر و از 10 تا 20 پیکوگرم در میلی‌لیتر است پس از تولید و آزادسازی ملاتونین در جریان خون، 70٪ آن به آلبومین متصل می‌شود و بقیه آن به صورت آزاد یافت می‌شود که قادر به عبور از سد خونی مغزی و جفت است.
ملاتونین عمدتاً در کبد و سپس در کلیه‌ها به 6-هیدروکسی ملاتومین متابولیزه می‌شود که به صورت کونژوگه سولفات یا گلوکورونید از طریق ادرار دفع می‌شود.  علاوه بر این حدود 5٪ از ملاتونین به صورت  آزاد از کلیه ها دفع می گردد. و بقیه ملاتونین در سیستم عصبی مرکزی به استیل سروتینین تبدیل می شود.
ملاتونین با فعال کردن مهم‌ترین آنزیم‌های آنتی‌اکسیدانی از جمله سوپراکسید دیسموتاز، کاتالاز و گلوتاتیون پراکسیداز، به عنوان یک آنتی‌اکسیدان غیرمستقیم عمل می‌کند.نیمه عمر آن 30 دقیقه است. این هورمون موجب کاهش نیتریک اکساید که در التهاب نقش دارد می شود. 
ملاتونین به عنوان یک هتروسیکل ایندولی تعریف می‌شود که شامل دو زنجیره، یعنی گروه ۵-متوکسی و 3-آمید است. ساختار ایندول غنی از الکترون است و پایداری رزونانس و واکنش‌پذیری بالایی دارد که دلیل ظرفیت مهار رادیکال‌های آزاد ملاتونین است.
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عملکردهای تنظیمی وابسته به گیرنده ملاتونین از طریق برهمکنش با گیرنده‌های ملاتونین نوع ۱ و ۲ متصل به پروتئین G انجام می‌شود (20). و دیگری با مهار تولید پیام‌رسان‌های ثانویه (cAMP، cGMP) عمل می‌کند و در نتیجه مسیرهای سیگنالینگ پایین‌دست پروتئین کینازهای A و C و پروتئین متصل‌شونده به cAMP و با فعال کردن کینازهای MAP را تغییر می‌دهد (21).
[bookmark: _Hlk218433943][bookmark: _Hlk218433857]محل‌های هدف ملاتونین هم مرکزی و هم محیطی هستند. محل‌های اتصال در بسیاری از نواحی مغز، از جمله پارس توبرالیس و هیپوتالاموس، و همچنین در سلول‌های سیستم ایمنی، غدد جنسی، کلیه و سیستم قلبی عروقی یافت شده‌اند. گیرنده ملاتونین1( MT1) در درجه اول در پارس توبرالیس، SCN همراه با سایر نواحی هیپوتالاموس، هیپوفیز، هیپوکامپ و غدد فوق کلیوی بیان می‌شود، که نشان می‌دهد اثرات شبانه‌روزی و تولید مثلی از طریق این گیرنده واسطه‌گری می‌شوند. گیرنده ملاتونین2 MT2) ) عمدتاً در SCN، شبکیه، هیپوفیز و سایر نواحی مغز بیان می‌شود و با تغییر فاز مرتبط است.
گیرنده ملاتونین ۱( MT1) در لایه‌های در حال تمایز اپیدرم، غلاف‌های ریشه خارجی و داخلی فولیکول مو، غدد اکرین و رگ‌های خونی شناسایی شد، در حالی که گیرنده ملاتونین2 ( (MT2 در غلاف ریشه داخلی، غدد اکرین و رگ‌های خونی پوست انسان شناسایی شد (22). میل ترکیبی ملاتونین با MT1 پنج برابر بیشتر از MT2 است. MT2 از نظر ساختاری 60٪ با MT1 همولوژی دارد (23).
MT1 و MT2 همودایمر و هم هترودایمر می‌شوند (24).
در پوست، بسته به گونه، متغیر است. به عنوان مثال، پوست موش عمدتاً یا منحصراً MT2 را بیان می‌کند، در حالی که پوست انسان هر دو گیرنده را بیان می‌کند، اگرچه با تمایل به سمت MT1.
ملاتونین و پیش‌سازآن به چندین پروتئین تنظیمی ازجمله آنزیم کینون ردوکتاز ۲ متصل می‌شوند. کینون ردوکتاز ۲ از سلول‌ها در برابر استرس اکسیداتیو محافظت می‌کند. و برای آپوپتوز ناشی از فاکتور نکروز تومور(TNF) در کراتینوسیت ها مورد نیاز است. سطح ملاتونین توسط متابولیسم سریع آن در کبد یا اندام‌های محیطی از جمله پوست تنظیم می‌شود.
با توجه به عملکرد ملاتونین درحذف گونه‌های فعال اکسیژن از یک سو، و نقش کلیدی فیزیولوژیکی تولید کنترل ‌شده‌ی شدید گونه‌های فعال اکسیژن در ترمیم و بازسازی زخم از سوی دیگر (25) یکی ازعملکردهای سیستم ملاتونین در پوست است.بنابراین نقش مفید ملاتونین و متابولیت‌های آن در تشکیل سد اپیدرمی و بهبود زخم ضروری است. هم چنین ملاتونین به طور مستقیم یا از طریق اثرات شبانه‌روزی خود بر دمای مرکزی بدن و پوست تأثیر می‌گذارد (26).
ملاتونین در سلول‌های پوست به سرعت از طریق مسیرهای وابسته به ایندولیک، کینوریک و P450 یا از طریق فرآیندهای غیرآنزیمی ناشی از اشعه ماوراء بنفش یا رادیکال‌های آزاد متابولیزه می‌شود. 
محور ملاتونین-میتوکندری به عنوان یک تنظیم‌کننده مهم هموستاز اپیدرمی عمل می‌کند، جایی که ملاتونین و متابولیت‌های آن، تنظیم میتوکندریایی سلول‌های اپیدرمی را از طریق بقای سلولی، ورود به مرحله نهایی، هماهنگ می‌کنند.
 فعالیت‌های محافظتی ملاتونین در پوست (چه مستقیم و چه غیرمستقیم) از طریق تعاملات متقابل با هموستاز سلول‌های پوست به میتوکندری وابسته هستند (27).
محل‌های اتصال ملاتونین در مغز ممکن است بسته به گونه متفاوت باشد. ملاتونین هم اثرات غیرگیرنده‌ای و هم اثرات وابسته به گیرنده را اعمال می‌کند. اثرات غیرگیرنده‌ای به دلیل خواص آمفی‌پاتیک (ساختار لیپوفیل و هیدروفیل) است که به ملاتونین اجازه می‌دهد آزادانه از غشاهای سلولی و هسته‌ای عبور کند. خواص آنتی‌اکسیدانی یکی از نمونه‌های اثرات غیر وابسته به گیرنده ملاتونین است.
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لیپوزوم‌ها وزیکول‌های نانوسکوپی مصنوعی هستند که از یک هسته آبی احاطه شده توسط دولایه فسفولیپید متحدالمرکز، شبیه به غشای پلاسمایی، تشکیل شده‌اند. طیف گسترده‌ای از کاربردهای بالقوه لیپوزوم‌ها عمدتاً به توانایی آنها در ترکیب مواد آبدوست در محفظه آبی، آبگریز در غشای لیپیدی و مولکول‌های آمفی‌فیلیک در رابط آبی لیپیدی نسبت داده می‌شود.
لیپوزوم ها به دلیل ساختار آمفى فیلیک خود، قادرند  ترکیبات آب دوست را در فضاى درونى و ترکیبات آب گریز را در بین غشاء دو لایه نگه دارى کنند (28).
لیپوزوم‌ها وزیکول‌های کروی فسفولیپیدی هستند که از یک یا چند دولایه لیپیدی تشکیل شده‌اند و می‌توانند داروها را در فضای آبی داخلی یا درون لایه‌های لیپیدی خود محصور کنند.ساختار آن‌ها شامل لیپوزوم‌های تک‌لایه‌ای (SUV, LUV)، چندلایه‌ای (MLV) و چندوزیکولی است که هرکدام ویژگی‌های فیزیکوشیمیایی متفاوتی برای مقاصد دارورسانی دارند.این ساختار شبه‌غشایی، لیپوزوم‌ها را به ابزاری مناسب برای رسانش ترکیبات حساس، ناپایدار یا دارای زیست‌فراهمی پایین تبدیل می‌کند (29).
لیپوزوم‌ها از زمان کشف، محبوب‌ترین نانوکامپوزیت‌های نانو بوده‌اند و فرمولاسیون‌های مختلف لیپوزومی از نظر بالینی تأیید شده‌اند تعدادی تکنیک برای آماده‌سازی لیپوزومی گزارش شده است، از جمله تزریق اتانول، تبخیر فاز معکوس، دیالیز شوینده و همگن‌سازی با فشار بالا. مطالعات اخیر نشان می‌دهند که پلیمرهای زویتریونیک قادر به تثبیت لیپوزوم‌ها هستند، زیرا آنها توسط مقادیر مساوی از گروه‌های آنیونی و کاتیونی روی سطح مولکولی تشکیل می‌شوند و دارای خواص آب‌دوستی و ضد رسوب بالایی هستند (30).
مزایای دارورسانی لیپوزومی شامل افزایش نفوذ و عبور از سد پوستی، بهبود پایداری دارو در برابر تجزیه آنزیمی و اکسیداتیو، رهایش کنترل‌شده و کاهش عوارض جانبی سیستمیک است (31). لیپوزوم‌ها قادرند داروهای هیدروفیل را در بخش آبی مرکزی و داروهای لیپوفیل را در دولایه لیپیدی خود بارگذاری کنند؛ ازاین‌رو یک سامانه دوگانه‌پسند و انعطاف‌پذیر برای طیف گسترده‌ای از داروها به شمار می‌آیند.ترکیباتی با جذب پوستی ضعیف، نیمه‌عمر کوتاه یا تحریک‌زایی بالا معمولاً با فرمولاسیون لیپوزومی نفوذ بهتر و اثر درمانی پایدارتر نشان می‌دهند.
برای غلبه بر مشکلات نفوذپذیری ضعیف پوست، رویکردهای وزیکولی مختلفی از جمله لیپوزوم‌های الاستیک پیشنهاد شده است (32).
در زمینه ترمیم زخم، کاربرد لیپوزوم‌ها سابقه‌ای چند دهه‌ای دارد و مطالعات مختلف نشان داده‌اند که این سامانه می‌تواند تحویل دقیق‌تر عوامل ضدالتهابی، آنتی‌اکسیدانی، آنتی‌باکتریال و محرک‌های رشد بافتی را فراهم کند. لیپوزوم‌ها به دلیل شباهت ساختاری به غشای سلول، می‌توانند بافت آسیب‌دیده را هدف‌گیری کرده و موجب تسریع فرایند التیام، کاهش التهاب، بهبود آنژیوژنز و افزایش بازسازی بافت شوند.ازاین‌رو، به‌کارگیری لیپوزوم‌ها برای انتقال موضعی ترکیباتی مانند ملاتونین می‌تواند راهکاری مؤثر برای ارتقای کارایی درمان زخم و کاهش عوارض احتمالی دارو باشد. 
لیپوزوم ها می توانند عملکردهای مختلفی را پس از استفاده موضعی انجام دهند. آنها می توانند رسوب دارو را در داخل پوست در محل اثر بهبود بخشند، جایی که هدف کاهش جذب سیستمیک و در نتیجه به حداقل رساندن عوارض جانبی است (یعنی یک اثر موضعی ایجاد می کند). همچنین آنها می توانند تحویل هدفمند به ضمائم پوست را نیز افزایش دهند. 
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ژل‌ها از نظر ساختار فیزیکی بر پایه آب طراحی می‌شوند و به همین دلیل غیرچرب، شفاف، خنک‌کننده و با جذب سریع هستند.مزیت مهم ژل‌ها توانایی رهایش سریع دارو، پخش آسان روی پوست، و پذیرش بالای بیمار است.ژل‌ها برای نواحی پرمو، آسیب‌های التهابی حاد و کاربردهایی که نیاز به جذب سریع است، انتخاب مناسبی محسوب می‌شوند.با این حال، ژل‌ها در مقایسه با پمادها اثر انسدادی و رطوبت‌رسانی کمتری دارند و ممکن است برای زخم‌های خشک یا مزمن مناسب نباشند.همچنین پایداری ترکیبات لیپوفیل در ژل‌ها گاهی محدود است، که این مشکل با استفاده از سامانه‌های دارورسانی مانند لیپوزوم‌ها قابل رفع است (33).
Nا-ستیل-5-متوکسی تریپتامین، هورمونی است که توسط غده صنوبری تولید می شود. سطوح سرمی ملاتونین دخالت این هورمون را در ریتم شبانه روزی نشان داده است. ترشح آن توسط تاریکی تحریک شده و با نور کاهش می یابد (34).
ارزیابی سازگاری پوستی در فرمولاسیون‌های موضعی شامل مجموعه‌ای از معیارهاست که هدف آن تضمین ایمنی، عدم تحریک و مناسب بودن تماس طولانی‌مدت محصول با پوست می‌باشد.مهم‌ترین معیارها شامل عدم ایجاد التهاب، قرمزی، خارش یا حساسیت پوستی، آزمون‌های پچ‌تست، بررسی pH مناسب برای پوست، ارزیابی پایداری فرمولاسیون، و سنجش اثرات احتمالی سمی یا حساسیت‌زا است.همچنین باید میزان جذب پوستی، انسجام سد پوستی پس از مصرف، و اثرات ترمیمی یا التیامی محصول نیز بررسی شود.رعایت این معیارها به‌ویژه در فرمولاسیون‌های حاوی ترکیبات بایواکتیو مانند ملاتونین ضروری است تا از ایمنی محصول و سازگاری کامل آن با بافت پوست اطمینان حاصل شود (27).
نانوژل‌ها شکل ضایعات را به خود می‌گیرند. این حامل‌ها همچنین ترکیبات زیست ‌فعال مانند ملاتونین را بارگذاری و آزاد می‌کنند که فعالیت بیولوژیکی دارند و باعث بهبود می‌شوند (35).
دارورسانی از طریق پوست شامل نانوحامل‌هایی مانند نانوذرات لیپیدی، لیپوزوم‌ها و نانوذرات پلیمری مرتبط است.
ملاتونین در محلول آبی به میزان کمی محلول است. از این نظر، نیمه عمر، فراهمی زیستی و توزیع آن در سلول‌ها به طور بالقوه در محیط بیولوژیکی محدود است (29). برای بهبود حلالیت و نفوذپذیری آنها، بارگذاری مواد شیمیایی با محلولیت کم در آب در سیستم‌های دارورسانی مبتنی بر مواد اولیه لیپیدی برای برآوردن این الزامات توسعه داده شد. این سیستم‌ها شامل لیپوزوم‌ها، نانوذرات لیپیدی جامد (SLN) و نانوکپسول‌های هیبریدی (مخلوطی از لیپیدها و پلیمرها) و موارد دیگر هستند (30) این نانوکپسول‌های مبتنی بر لیپید دارای خواص منحصر به فرد زیست‌سازگاری و مسیر جذب متمایزی هستند و در نتیجه موانع فیزیولوژیکی مختلف برای عملکرد ملاتونین را از بین می‌برند و در عین حال مزایای درمانی مربوط به امکانات مقیاس‌پذیری و سازگاری صنعتی را ارائه می‌دهند (31).
اثربخشی بالاتر نانوکامپوزیت‌های حاوی ملاتونین نسبت به ملاتونین گزارش شده است، که عمدتاً به دلیل محافظت از آن در برابر اکسیداسیون زودرس و افزایش نفوذ دارو به دلیل زمان‌های مواجهه مناسب‌تر است. به همین دلایل، استفاده از ملاتونین نانوفرموله شده نیز اخیراً به عنوان یک درمان بالقوه برای بیماری ها پیشنهاد شده است، جایی که استرس اکسیداتیو نقش کلیدی ایفا می‌کند (32).
ترمیم زخم یکی از فرایندهای حیاتی در پزشکی و دامپزشکی است، زیرا هرگونه اختلال در آن می‌تواند منجر به عفونت، از دست رفتن عملکرد بافت و حتی افزایش نرخ مرگ‌ومیر در آسیب‌های گسترده شود. فرایند بهبود زخم شامل مراحل پیچیده‌ای مانند التهاب، تکثیر سلولی و بازسازی بافت است که هر یک نیازمند هماهنگی دقیق میان سلول‌ها، فاکتورهای رشد و مولکول‌های پیام‌رسان می‌باشد. در این میان، مرحله التهابی نخستین و حیاتی‌ترین مرحله محسوب می‌شود؛ زیرا ورود سلول‌های ایمنی، پاکسازی عوامل میکروبی و آماده‌سازی بستر ترمیم را بر عهده دارد. با این حال، اگر التهاب بیش از حد طول بکشد یا به‌درستی کنترل نشود، می‌تواند روند ترمیم را مختل کرده و منجر به ایجاد زخم‌های مزمن شود (9).
زخم‌های دیرترمیم‌شونده که معمولاً در اثر اختلالات التهابی، مشکلات عروقی، دیابت، عفونت یا آسیب گسترده ایجاد می‌شوند، یکی از چالش‌های مهم بالینی هستند. این زخم‌ها معمولاً با درد، هزینه‌های درمانی بالا و کاهش کیفیت زندگی همراه‌اند و در دامپزشکی نیز موجب کاهش توان زیستی حیوان، افزایش زمان نقاهت و هزینه‌های درمانی می‌شوند. به همین دلیل، استفاده از ترکیبات دارویی با خواص ضدالتهابی و آنتی‌اکسیدانی مورد توجه ویژه قرار گرفته است؛ زیرا این ترکیبات با کاهش التهاب بیش‌ازحد، خنثی‌سازی رادیکال‌های آزاد و بهبود عملکرد سلول‌های ترمیمی، روند بهبود زخم را تسریع می‌کنند (10).
در این میان ملاتونین به عنوان مولکولی با خاصیت آنتی‌اکسیدانی قوی، ضدالتهابی و تنظیم‌کننده پاسخ ایمنی، جایگاه ویژه‌ای در درمان‌های نوین زخم یافته است. کاربرد موضعی ملاتونین می‌تواند با تمرکز اثر در محل آسیب، کارایی درمان را افزایش داده و احتمال بروز عوارض سیستمیک را کاهش دهد. از سوی دیگر، به‌کارگیری سامانه‌های دارورسانی نوین مانند لیپوزوم‌ها، که توانایی افزایش پایداری، کنترل رهایش و نفوذپذیری دارو را دارند، می‌تواند اثرات درمانی ملاتونین را به‌طور محسوسی بهبود بخشد. همچنین استفاده از پمادها و ژل‌ها به عنوان فرمولاسیون‌های مناسب برای مصرف موضعی، امکان انتقال آسان مواد  درمانی به بافت آسیب‌دیده و حفظ رطوبت زخم را فراهم می‌کند و در نتیجه نقشی کلیدی در بهبود مؤثر و سریع‌تر زخم دارد (36).
با وجود پیشرفت های عمده در درمان زخم، ترمیم به عنوان یکی از چالش های مهم پیش رو باقی مانده است. با توجه به خواص ضد التهابی و آنتی اکسیدانی ملاتونین بر روی ترمیم زخم و اثربخشی آن به صورت نانوحامل لیپوزومی در این پژوهش به اثر لیپوزوم حاوی ملاتونین به شکل نانوژل با مزیت هایی که دارد بررسی شد. در این تحقیق این ترکیب روی زخم و ترمیم آن مطالعه شد. هم لیپوزوم و هم ملاتونین با اثر روی تعداد سلول های التهابی ترکیبی قابل درمان معرفی شدند. 
مطالعات انجام یافته بر روی موش اثبات کرده اند که هورمون ملاتونین بصورت معنی دار و چشمگیری، رگ زایی در موضع زخم در حال ترمیم را افزایش می دهد. علاوه بر اثرات ضد التهابی و ایمینو مدولاتوری، ملاتونین در بهبود زخم در چندین اورگان بافتی از جمله غدد بزاقی زیر فکی، چشم ها، روده و پوست نقش دارد (6, 37, 38).
یکی از برجسته ترین حامل های نانویی، نانولیپوزومها هستند که می توان آن ها را به عنوان سیستم های وزیکولار طبقه بندی کرد. لیپوزوم ها وزیکول های ساده و میکروسکوپی هستند که در آنها یک حجم آبی به طور کامل توسط غشایی متشکل از مولکول لیپید محصور شده است. هنگامي كه مواد آبگریز دو قطبي ( معمولا فسفوليپيدها) در محيط آبی در غلظت مناسب و دماي مناسب قرار مي گيرد به شرط صرف انرژي ( مانند استفاده از اولتراسوند)، به شكل كيسه هاي مورد نظر آرايش مي گيرد. ليپوزوم ها مي توانند هم داروهاي محلول در آب (در قسمت مركزي) و هم داروهاي نامحلول در آب و چربي دوست ( در غشاي دولايه اي) را در خود جاي دهند كه اين مسئله آنها را به سيستم هاي ايده آلي براي دارورساني تبديل مي كند. لیپوزوم ها همچنین می توانند حاوی برخی مواد افزودنی مانند کلسترول باشند. کلسترول ممکن است برای بهبود ویژگی های میکروویسکوزیته دولایه، کاهش نفوذپذیری غشا به مولکول های محلول در آب، تثبیت غشا و افزایش سفتی وزیکول ها در دولایه گنجانده شود (39, 40).
 لیپوزوم ها کنترل فارماکوکینتیک و توزیع زیستی داروها را تسهیل می کنند و می توان به وسیله آن ها دو دارو را به طور همزمان به محل اثر رساند. ليپوزوم ها در صورت تجويز موضعي سبب افزايش نفوذپذيري در داخل پوست مي گردند. لیپوزوم ها می توانند عملکردهای مختلفی را پس از استفاده موضعی انجام دهند. آنها می توانند رسوب دارو را در داخل پوست در محل اثر بهبود بخشند، جایی که هدف کاهش جذب سیستمیک و در نتیجه به حداقل رساندن عوارض جانبی است (یعنی یک اثر موضعی ایجاد می کند). همچنین آنها می توانند تحویل هدفمند به ضمائم پوست را نیز افزایش دهند. با توجه به شواهد ذکر شده در بالا و نیاز به روشی نوین در درمان جراحت های پوستی در عین عدم صرف زمان طولانی و هزینه زیاد برای تولید داروی جدید، می­توان از طریق بارگذاری در نانولیپوزوم­ها باعث افزایش اثرات آنها و کاهش عوارض جانبی کاربرد انواع کورتون ها در درمان بشکل هدفمند شد (13, 14).
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بررسی متون
شافازیک و همکارانش در سال 2007 با استفاده از پلیمرهای مختلف، پایداری نانوکپسول‌های حاوی ملاتونین (1.5 میلی‌گرم بر میلی‌لیتر) ساخته شده با روش رسوب‌گذاری بین سطحی را بررسی کردند. نانوامولسیون و نانوپراکندگی ملاتونین پایداری نشان داد (سیستم‌های نانوذرات بین 134 تا 325 نانومتر) و غلظت ملاتونین مرتبط از 29٪ تا 50٪ متغیر بود. پایداری نانوکپسول‌ها برای چندین پارامتر بررسی شد و مشاهده شد که بسته به ماهیت نانوذرات و شرایط نگهداری، پایداری ملاتونین ممکن است به طور قابل توجهی تغییر کند. در این تحقیق مزایای اصلی ملاتونین را پس از ترکیب شدن در نانوذرات پلیمری و نانوژل‌های پلیمری نشان داد (41). 
داولیویرا جونیور وهمکارانش در سال 2019 از نانوذرات پلی‌کاپرولاکتون به عنوان یک سیستم مؤثر انتقال ملاتونین از بینی به مغز برای درمان گلیوبلاستوما گزارش شده‌اند. این نانوذرات با روش نانورسوب تهیه شدند و افزایش حلالیت دارو در آب را تا 35٪ نشان دادند. تجویز داخل بینی این نانوفرمولاسیون منجر به انتقال سریع نانوذرات به مغز موش صحرایی (AUC بالاتر مغز و شاخص هدف‌گیری دارو) شد. علاوه بر این، نانوذرات PCL حاوی ملاتونین، سمیت سلولی را در برابر سلول‌های U87MG افزایش دادند (IC50 = 2500 برابر کمتر در مقایسه با داروی آزاد). به دلیل فعالیت ضد توموری انتخابی، این نانوکپسولاسیون برای درمان گلیوبلاستوما مناسب است(42).
سوریانو و همکارانش در سال 2020 نانوژل مبتنی بر ملاتونین را برای بهبود زخم را با استفاده از اجزای زیر تهیه کردند: پولوکسامر 407، کیتوزان و هیالورونیک اسید. نانوژل از طریق برهمکنش‌های فیزیکی، ترشوندگی، تورم و ساختار داخلی مشخص شد. آزادسازی ملاتونین از سینتیک مرتبه اول پیروی کرد و اثربخشی بهبود زخم در مدل‌های حیوانی با پاسخ‌های بهینه ارزیابی شد. از آنجایی که نانوژل ملاتونین رشد اپیدرمی را با انقباض آشکار زخم افزایش می‌دهد، می‌توان آن را به عنوان یک سیستم دارورسانی کارآمد برای تسهیل روند بهبود زخم در نظر گرفت(43).
میرمجیدی و همکارانش در سال 2021پانسمان زخم نانوفیبری سه لایه کیتوزان (Cs)-پلی کاپرولاکتون (PCL)/ پلی وینیل الکل (PVA)-ملاتونین/کیتوزان-پلی کاپرولاکتون را بر اساس الکتروریسی برای آزادسازی پایدار ملاتونین توسعه داده و آزمایش کردند. اثر بهبود زخم با استفاده از یک مدل برش کامل پوست موش صحرایی تحت تجویز موضعی ملاتونین مورد تجزیه و تحلیل قرار گرفت. بازسازی کامل اپیتلیوم، همراه با سنتز کارآمد کلاژن، بازسازی زخم و کاهش سلول‌های التهابی مشاهده شد. برای کاربرد بالینی، این پانسمان زخم می‌تواند به عنوان یک نانوسیستم دارویی امیدوارکننده در انواع مختلف زخم، مانند زخم‌های دیابتی، تروما و سوختگی‌ها استفاده شود(44).
اورگمن و همکارانش در سال 2017 به تنوع بالای عملکردهای فیزیولوژیکی ملاتونین اشاره کردند و تأکید کردند که این مولکول نه تنها یک تنظیم‌کننده ریتم شبانه‌روزی است، بلکه در فرآیندهای متعددی از جمله تکثیر سلولی، تمایز، کاهش التهاب، محافظت در برابر آسیب ایسکمی-ریپرفیوژن، تنظیم ایمنی و ترمیم بافت نیز نقش دارد. آنها همچنین اظهار داشتند که ملاتونین به دلیل اثرات تعدیل‌کننده‌اش بر سیستم ایمنی و کاهش سیتوکین‌های پیش‌التهابی، می‌تواند فرآیند التهابی را در فاز اولیه بهبود زخم بهینه کند و از انتقال به فاز تکثیر پشتیبانی کند.

هونگ و همکاران در سال 2020 در مطالعه‌ای نشان دادند که قرارگیری در معرض نور مداوم در شب (شبیه‌سازی سبک‌زندگی مدرن) نه‌تنها ریتم شبانه‌روزی کبد و روده را مختل می‌کند، بلکه منجر به اختلال در میکروبیوتای روده و اختلال در متابولیسم چربی‌ها می‌شود.آن‌ها مشاهده کردند که ملاتونین قادر است این اختلالات را بهبود بخشد و از این طریق هموستاز فیزیولوژیک را بازگرداند.این یافته‌ها اهمیت نقش ملاتونین را به‌عنوان یک «کرونوبیوتیک».یعنی ماده‌ای که ریتم داخلی بدن را تنظیم می‌کند برای حفظ سلامت سراسری و فرآیندهای ترمیمی پوست برجسته می‌سازد(45).
محمد و همکاران در سال 2022 در مطالعه‌ای تجربی روی موش‌های صحرایی نشان دادند که تجویز خوراکی ملاتونین (10 میلی‌گرم بر کیلوگرم در روز) به‌طور معنی‌داری التهاب را در روز سوم، تشکیل بافت گرانولاسیون را در روزهای هفتم و نهم و فرآیند اپی‌تلیالیزاسیون را در روز نهم پس از ایجاد زخم دهانی بهبود می‌بخشد.این یافته‌ها نشان می‌دهد که ملاتونین نه‌تنها در بافت پوستی، بلکه در محیط مخاطی که به‌طور ذاتی باکتری‌های بیشتری در تماس است نیز می‌تواند به‌عنوان یک تسریع‌کننده مؤثر ترمیم عمل کند(46).
میلان و همکاران در سال 2017 در یک مرور جامع تأکید کردند که استفاده از پلتفرم‌های نانویی برای رساندن ملاتونین به پوست می‌تواند به‌طور چشمگیری اثربخشی آن را افزایش دهد.آن‌ها اشاره کردند که سیستم‌های نانوحامل مانند لیپوزوم‌ها، اِتوسوم‌ها، نیوزوم‌ها، نانوذرات پلیمری و نانوذرات چربی جامد می‌توانند ملاتونین را از اکسیداسیون زودرس محافظت کرده، نفوذ آن را از طریق لایه استراتوم کورنئوم تسهیل کنند و رهایش تدریجی و کنترل‌شده‌ای فراهم آورند که منجر به افزایش زمان تماس دارو با بافت آسیب‌دیده و بهبود نتایج بالینی می‌شود(47).
سوریانو و همکاران در سال2019 در یک مرور جامع تأکید کردند که پوست مانند سیستم خون‌ساز و اپی‌تلیوم روده به‌شدت به تابش یونیزه حساس است و آسیب‌های ناشی از آن می‌تواند هم حاد و هم مزمن باشد.آن‌ها بیان داشتند که تاکنون هیچ درمان استانداردی برای پیشگیری یا کاهش آسیب پوستی ناشی از تابش وجود ندارد و نیاز به ادامه تحقیقات برای یافتن راهکارهای مؤثر ضروری است.در این زمینه، ملاتونین به‌عنوان یک آنتی‌اکسیدان قوی، به‌دلیل توانایی در کاهش استرس اکسیداتیو و آپوپتوز ناشی از تابش، مورد توجه قرار گرفته است و پیشنهاد شده که بتواند بخشی از راهکار درمانی یا پیشگیرانه برای این نوع آسیب‌ها باشد(48).
سبزیچی و همکاران در سال 2016 در مطالعه‌ای نشان دادند که فرمولاسیون نانوذرات چربی (NLC) حاوی ملاتونین نه‌تنها پایداری فیزیکی خوبی دارد (با اندازه ذرات 71±5 نانومتر و پایداری چهار ماهه)، بلکه اثر ضدسرطانی آن را در سلول‌های سرطان پستان (MCF-7) تقویت می‌کند.آن‌ها مشاهده کردند که ملاتونین بارگذاری‌شده در NLC، تکثیر سلولی را کاهش داده و با القای بیان ژن‌های پیش‌آپوپتوزی (مانند Bid) و سرکوب ژن‌های ضدآپوپتوزی (مانند Survivin)، مرگ برنامه‌ریزی‌شده سلولی را تشدید می‌کند.این یافته‌ها اهمیت دوگانه ملاتونین را نشان می‌دهد: از یک سو، آن را به‌عنوان یک محافظ در برابر آسیب بافتی (مانند پوست در معرض تابش) و از سوی دیگر، به‌عنوان یک ماده کمکی در درمان سرطان معرفی می‌کند.هر دو جنبه‌ای که می‌توانند در کاربردهای پزشکی مرتبط با ترمیم و نئوژنز مفید باشند(39).
سانچِس و همکاران در سال 2015 در مقاله‌ای تحلیلی تأکید کردند که گونه‌های فعال اکسیژن (ROI) و نیتروژن (RNI) نه‌تنها به‌عنوان عوامل آسیب‌زا عمل می‌کنند، بلکه به‌عنوان مولکول‌های سیگنال‌دهنده در پاسخ التهابی نیز مشارکت دارند.آن‌ها بیان داشتند که التهاب مزمن در بیماری‌هایی مانند سرطان، بیماری‌های دهانی، نارسایی کلیوی، فیبرومیالژی و بیماری‌های روماتیسمی نقش دارد.در این زمینه، ملاتونین هم به‌صورت مستقیم از طریق خنثی‌سازی رادیکال‌ها و هم به‌صورت غیرمستقیم از طریق مهار مسیرهای سیگنال‌دهی کینازهای پروتئینی می‌تواند حلقه بازخورد بین التهاب و استرس اکسیداتیو را قطع کند.این ویژگی، ملاتونین را به یک کاندیدای منحصربه‌فرد برای مداخله در فاز التهابی ترمیم زخم تبدیل می‌کند، جایی که کنترل مناسب التهاب برای ورود به فاز بعدی (پرولیفراسیون و رگ‌زایی) حیاتی است(49).
مارپالی و همکارانش در سال 2013 لیپیدهای جدیدی را برای یک سیستم نانوذرات توسعه دادند تا بهبود نفوذ دارو را ارزیابی کنند. در میان لیپیدها، فرمولاسیون Cy5 (1,1-Di- ( Z )-octadec-9-en-1-yl) pyrrolidine-1-ium iodide) تهیه شده با اتانول، با افزایش نفوذ پوستی ملاتونین (134 میکروگرم بر سانتی‌متر مربع پس از 5 ساعت) از طریق برهمکنش بین اجزای لایه شاخی، کارآمدترین فرمولاسیون بود. ملاتونین همچنین از طریق مهار آسیب اکسیداتیو در کبد و ریه‌های موش‌های تحت درمان با ملاتونین لیپوزومی یا نانوکپسوله شده (4.46 میلی‌گرم بر کیلوگرم وزن بدن، داخل وریدی) پاسخ مفیدی نشان داد و بدین ترتیب خواص قوی مهار رادیکال‌های آزاد، آنتی‌اکسیدانی و آنتی‌ژنوتوکسیک و کارایی هدف‌گیری لیپوزومی خود را نشان داد(50). 
کیبل و همکاران در سال 2017 در مطالعه‌ای روی همسترهای سیبریایی نشان دادند که حیوانات با ریتم شبانه‌روزی سالم، زخم‌های پوستی را سریع‌تر ترمیم می‌کنند و این فرآیند به زمان ایجاد آسیب (صباح یا عصر) نیز وابسته است.این یافته‌ها به‌طور غیرمستقیم، نقش کلیدی ملاتونین به‌عنوان محصول اصلی سیستم ریتم شبانه‌روزی را در تسهیل ترمیم زخم تأیید می‌کنند(51).
کوتلارچیک و همکاران 2012 در مطالعه‌ای بالینی روی زنان دوران پری‌منوپوز نشان دادند که ملاتونین (3 میلی‌گرم در شب به مدت 6 ماه) باعث بهبود علائم فیزیکی منوپوز شده و نسبت نشانگرهای تخریب و ساخت استخوان (NTX به OC) را به سمت تعادل هدایت می‌کند.این یافته‌ها تأیید می‌کنند که ملاتونین نه‌تنها یک آنتی‌اکسیدان است، بلکه یک تعدیل‌کننده هموستاز بافتی در سطح سیستمی است، که می‌تواند بر بافت‌های مختلف از جمله پوست و مخاط تأثیر مثبت بگذارد(52).
سارکار و همکارانش در سال 2017 مشاهده کردند که برخلاف ملاتونین آزاد، نانوذرات حاوی ملاتونین، حتی در غلظت‌های بسیار پایین‌تر، پتانسیل آنتی‌اکسیدانی بالاتری را در بافت مغز نشان می‌دهند. نانوذرات PLGA حاوی ملاتونین، سلول‌های عصبی و فعالیت‌های میتوکندری را در طول آسیب ایسکمی-ریپرفیوژن مغزی نجات دادند و یک سیستم دارورسانی جدید برای محافظت از بافت مغز را آشکار کردند(53).
چن و همکارانش در سال 2023 این فرضیه را مطرح کردند که نانوذرات پاسخ‌دهنده به ROS که از طریق خودآرایی کوپلیمرهای دوبخشی PEG و پلی (پروپیلن سولفید) (PPS) تشکیل می‌شوند، ممکن است عملکرد ملاتونین را تقویت کنند. ملاتونین با استفاده از تکنیک امولسیون روغن در آب توسط PEG-NPs کپسوله شد و رهایش پایداری را نشان داد که با غلظت‌های آزمایشگاهی پراکسید هیدروژن تعدیل می‌شد. از آنجا که نانوذرات PEG-PPS حاوی ملاتونین زیست‌سازگاری بالایی داشتند و اثرات آنتی‌اکسیدانی بالاتری نسبت به ملاتونین آزاد ایجاد می‌کردند، اثرات ضد التهابی مرتبط با آسیب کبدی توسط ملاتونین نانوکپسوله شده در مقایسه با معادل غیر کپسوله شده آن به طور قابل توجهی کاهش یافت. بنابراین، این روش دارورسانی بر اساس تقاضا و با واسطه ROS می‌تواند برای افزایش فراهمی زیستی ملاتونین در طول درمان بیماری‌های مرتبط با استرس اکسیداتیو مانند آسیب حاد کبدی در نظر گرفته شود(54).
حاتم و همکارانش در سال 2018  با استفاده از NLC حاوی 25 میلی‌گرم ملاتونین و استفاده از پلی‌سوربات 80 به عنوان سورفکتانت برای درمان آلوپسی آندروژنیک به دست آمد . به دلیل آزادسازی پایدار، NLC حاوی ملاتونین، پتانسیل نفوذپذیری پوست را در مقایسه با ملاتونین آزاد بهبود بخشید و منجر به افزایش تراکم مو و کاهش ریزش مو در انسان شد(55). 
ژانگ و همکارانش در سال 2017 روش جدیدی را برای بهبود اثربخشی لیپوزوم‌های حاوی ملاتونین شناسایی کردند. تحت فشار فوق بحرانی CO2 ( 140 بار)، آنها نتایج بهتری از راندمان کپسوله کردن دارو (EE = 82.2٪) و قطر متوسط لیپوزوم 66 نانومتر به دست آوردند و به فراهمی زیستی بالای ملاتونین در پارامترهای بهینه برای اهداف درمانی دست یافتند. لیپوزوم‌ها یا اتوزوم‌های حاوی ملاتونین جایگزین بالقوه‌ای برای انواع شرایط پاتولوژیک نشان دادند. با در نظر گرفتن اتوزوم‌ها (EE = 70.71٪ در مقابل 49.2٪ لیپوزوم‌ها)، رسوب و تحمل‌پذیری بهتری از دارو در پوست خرگوش به دست آمد، که نشان می‌دهد اتوزوم‌ها ممکن است رویکرد مناسبی برای تحویل پوستی ملاتونین ارائه دهند(56). 
گونسالوز و همکارانش از کیتوزان پلی‌ساکارید طبیعی برای افزایش پایداری لیپوزوم‌های فسفاتیدیل کولین حاوی ملاتونین استفاده کردند؛ این لیپوزوم‌ها کیتوزوم نامیده شدند. کیتوزان پس از 90 روز نگهداری در دمای اتاق، در مقایسه با لیپوزوم‌های عاری از کیتوزان که مقادیر قطر و شاخص‌های پراکندگی کمتری را نشان دادند، پایداری را بهبود می‌بخشد. علاوه بر این، کیتوزوم‌ها کاهش ضخامت لایه دوتایی را نشان دادند که نشان‌دهنده NC سازمان‌یافته‌تر است. جالب توجه است که لیپوزوم‌های اتانولی (اتوزوم‌ها) بارگذاری شده با ملاتونین و نگهداری شده به مدت 120 روز، تنها 7.6٪ افزایش اندازه نشان دادند که نشان‌دهنده اثر تثبیت‌کننده اتانول در فرمولاسیون با ایجاد بار منفی خالص روی سطح و جلوگیری از تجمع است .جالب اینجاست که دیالیز آزمایشگاهی ملاتونین در لیپوزوم‌ها، در مقایسه با ملاتونین آزاد حل‌شده در 10٪ اتانول، پروفایل آزادسازی مطلوب و کندتری داشت. این احتمالاً به این دلیل است که انتشار ملاتونین از لایه‌های لیپیدی توسط محیط آبی مختل می‌شود و به عنوان مانعی برای انتقال ملاتونین عمل می‌کند (57).
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مواد استفاده شده در این تحقیق شامل موارد ذکر شده در جدول ‏3‑1 می‌باشد:
[bookmark: _Ref218610789][bookmark: _Toc221382834]جدول ‏3‑1 مواد مورد نیاز
	ردیف
	نام ماده
	شرکت سازنده
	کشور سازنده

	۱
	ملاتونین
	Sigma-Aldrich
	آلمان/آمریکا

	۲
	فسفاتیدیل کولین (لسیتین سویا)
	Lipoid / Merck
	آلمان

	۳
	کلسترول (با خلوص ۹۹٪)
	Sigma-Aldrich
	آمریکا

	۴
	کلروفرم (Chloroform)
	Merck
	آلمان

	۵
	متانول (Methanol)
	Merck
	آلمان

	۶
	کتامین
	Bremer Pharma
	آلمان

	۷
	زایلزین
	Alfasan
	هلند

	۸
	فرمالین ۱۰٪
	Merck
	آلمان

	۹
	الکل (اتانول)
	Merck
	آلمان

	۱۰
	الکل مطلق
	Merck
	آلمان

	۱۱
	الکل ۹۰٪
	شیمی‌پژوهش
	ایران

	۱۲
	آب مقطر
	شیمی‌پژوهش
	ایران

	۱۳
	پارافین
	شیمی‌پژوهش
	ایران

	۱۴
	زایلین یا گزیلول
	Merck
	آلمان

	۱۵
	کربنات لیتیم
	Sigma-Aldrich
	آلمان

	۱۶
	رنگ هماتوکسیلین و ائوزین
	پدیده نوژن / Merck
	ایران / آلمان

	۱۷
	رنگ تری‌کروم ماسون
	پدیده نوژن
	ایران








تجهیزات و وسایل آزمایشگاهی مورد استفاده
وسایل ‌ و دستگاه های مورد استفاده در این پژوهش شامل موارد ذکر شده در جدول ‏3‑2 می‌باشد:
[bookmark: _Ref218610888][bookmark: _Toc221382835]جدول ‏3‑2 وسایل و دستگاه های مورد استفاده
	ردیف
	نام دستگاه
	مدل (سازنده)
	کشور سازنده

	۱
	انکوباتور $CO_2$
	Binder
	آلمان

	۲
	بن‌ماری (Water bath)
	Memmert
	آلمان

	۳
	سانتریفیوژ یخچال‌دار
	Hermle Z300k
	آلمان

	۴
	هود لامینار
	لاله تجهیز آزما
	ایران

	۵
	اتوکلاو
	ریحان طب
	ایران

	۶
	pH متر
	Eutech
	سنگاپور

	۷
	ترازوی دیجیتال
	Boeco
	آلمان

	۸
	میکروتوم
	Leica RM2145
	آلمان

	۹
	Cooling Plate
	SL600
	بریتانیا

	۱۰
	روتاری (Rotary Evaporator)
	Heidolph / IKA
	آلمان

	۱۱
	دستگاه DLS
	Malvern Zetasizer
	بریتانیا

	۱۲
	Tissue Embedding Center
	SL800
	بریتانیا

	۱۳
	شیکر (Shaker)
	JalTajhiz
	ایران

	۱۴
	میکروسکوپ نوری
	Nikon / Olympus
	ژاپن

	۱۵
	فریزر $۸۰-$ درجه
	Jaldari / Pavan
	ایران

	۱۶
	یخچال $۴$ درجه
	امرسان / ایستکول
	ایران

	۱۷
	هات‌پلیت (Hot plate)
	IKA
	آلمان

	۱۸
	فوور (آون)
	Memmert
	آلمان





لوازم و ابزارهای غیردستگاهی که در فرآیند کشت سلولی، ساخت دارو و جراحی استفاده شده‌اند، در جدول ۳-۳ آورده شده است.
جدول ۳-۳: لوازم مصرفی آزمایشگاهی و جراحی
	ردیف
	نام وسیله
	برند / مشخصات
	کشور سازنده

	۱
	پلیت ۹۶ خانه
	Maxwell / Sorfa
	چین

	۲
	لوله فالکون (۱۵ و ۵۰)
	Maxwell
	چین

	۳
	فلاسک کشت سلولی (T25)
	Maxwell
	چین

	۴
	ست جراحی (پنست، قیچی مایو)
	-
	پاکستان/ایران

	۵
	اسکالپل (دسته ۳ و تیغ ۱۵)
	-
	چین/هند

	۶
	شیشه‌های مک‌کارتی و جار رنگ‌آمیزی
	-
	چین/ایران

	۷
	گاز، پنبه و دستکش لاتکس
	-
	ایران

	۸
	سرنگ انسولین
	آوا / حلما
	ایران

	۹
	لام و لامل
	Sail Brand
	چین

	۱۰
	کولیس دیجیتال
	Mitutoyo / Precision
	ژاپن/چین



[bookmark: _Toc218626667]نوع مطالعه
این تحقیق از نوع تجربی آزمایشگاهی بوده و با هدف بررسی اثر ژل و پماد حاوی لیپوزوم‌های حامل ملاتونین بر روند ترمیم زخم پوستی در موش صحرایی نر انجام شده است.مواد اولیه شامل ملاتونین به عنوان ترکیب فعال ضدالتهابی و آنتی‌اکسیدانی، فسفولیپیدهایی مانند DPPC و کلسترول به عنوان اجزای اصلی ساخت لیپوزوم، حلال‌هایی مانند اتانول، اتانول مطلق، بافر PBS، آب مقطر و مواد لازم جهت تهیه پایه ژل و پماد بود.همچنین مواد مصرفی مرتبط با مراحل هیستولوژی نظیر فرمالین 10٪، هماتوکسیلین، ائوزین، الکل‌های سریالی، زایلین، پارافین و تجهیزات آزمایشگاهی مانند میکروتوم، هیتر–استیرر، دستگاه DLS، روتاری اواپراتور، بن‌ماری، حمام آب، کولیس، میکروسکوپ نوری و ابزارهای جراحی برای ایجاد زخم، تهیه شد.تمامی مواد اولیه بر اساس استانداردهای مورد نیاز مطالعات بافتی و فرمولاسیون نانولیپوزومی تهیه و مورد استفاده قرار گرفتند.
[bookmark: _Toc218626668]مواد اولیه
برای تهیه لیپوزوم‌های حامل ملاتونین، از روش تبخیر لایه نازک (Thin-film Hydration) استفاده شد؛ به این صورت که ابتدا مقادیر مشخصی از فسفولیپید و کلسترول به همراه ملاتونین در مخلوط حلال‌های آلی شامل کلروفرم و متانول حل گردیدند و سپس با استفاده از دستگاه تبخیرکننده دوار (Rotary Evaporator) در دمای کنترل‌شده و تحت خلاء، حلال‌ها حذف شده تا لایه نازک لیپیدی در جدار بالن تشکیل شود، در ادامه این لایه با استفاده از محلول بافر فسفات (PBS) یا آب مقطر هیدراته گشت و سوسپانسیون حاصل جهت پایداری بیشتر تحت فرآیند سرمایش سریع (Rapid Cooling) قرار گرفت و در نهایت برای ارزیابی ویژگی‌های فیزیکوشیمیایی، اندازه هیدرودینامیک و پتانسیل زتا با دستگاه DLS اندازه‌گیری شد.
0. [bookmark: _Toc218626670]طرز تهیه ژل حاوی لیپوزوم حامل ملاتونین 
مرحله اول
1 - ابتدا محلول استوک DPPC، کلسترول و ملاتونین با غلظت¬های به ترتیب mg/mL 10، mg/mL 2 و mg/mL 5  طور جداگانه در حجم mL 1 اتانول 96% تهیه شد.
2-برای سنتز لیپوزوم حاوی ملاتونین، غلظت کلی فرمولاسیون 90% DPPC و 10% کلسترول بود. به این صورت که µM 5 محلول لیپیدی متشکل از µM 4.5 DPPC و µM 0.5 کلسترول بود. همچنین، غلظت ملاتونین در فرمولاسیون لیپوزومی µM 2.2 در نظر گرفته شد. حجم µL 330 DPPC، µL 96 کلسترول و µL 50 ملاتونین از محلولهای استوک برداشته شد و به ظرف شیشه ای انتقال یافت.
3-برای ترکیب دارو با محلول¬های لیپیدی، ظرف شیشه¬ای حاوی این ترکیبات چهار مرتبه در فواصل 5 ثانیه¬ای در حمام سونیکه قرار گرفت.
4- حجم mL 1.2 آب مقطر در ظرف شیشه ای دیگری قرار داده شد و روی دستگاه هیتر و استیرر قرار داده شد. سپس دمای دستگاه به گونهای تنظیم شد که دمای آب مقطر درون ظرف به °C 83 برسد. 
5-بعد از اینکه دمای آب مقطر به محدوده مورد نظر رسید، محلول لیپیدی حاوی دارو با استفاده از سرنگ همیلتون کشیده شد. همچنان آب مقطر با سرعت rpm 750 در حال همخوردن بود، محلول لیپیدی با استفاده از سرنگ همیلتون به صورت قطره قطره با فواصل بین 8 الی 9 ثانیه به آب مقطر اضافه شد.
6-بعد از اضافه شدن کامل محلول لیپیدی به آب مقطر، محلول واکنش به مدت 10 دقیقه هم خورد. بعد از 10 دقیقه محلول واکنش از روی هیتر و استیرر برداشته شد و در دمای محیط خنک شد. 
7-سپس، اندازه هیدروداینامیک و پتانسیل زتا آن اندازه گیری شد. برای آماده سازی لیپوزوم جهت مشخصه یابی، lµ 980 حلال و lµ 20 نانوذرات لیپوزوم با هم مخلوط شدند و به درون کووت اضافه شد. 
مرحله دوم:
همانند مرحله اول با این تفاوت حجم mL 1.2 بافر PBS در ظرف شیشه ای دیگری قرار داده شد و روی دستگاه هیتر و استیرر قرار داده شد.
مرحله سوم :
اما این بار برای حل کردن لیپیدها بجای اتانول 96% از اتانول مطلق استفاده شد.  وسپس دمای دستگاه به گونه ای تنظیم شد تا دمای آب مقطر درون ظرف به °C 45 برسد. 
برای حذف اتانول از محلول واکنش، از روش Rotary تحت خلا استفاده شد. تمام حجم نانوذرات به بالن ته گرد mL 25 منتقل شد، بالن به دستگاه Rotary متصل شد و تحت خلا، بدون دما و بدون چرخش قرار گرفت. بعد از 10 دقیقه حجم کل محلول نانوذرات به µL 990 رسید
مرحله چهارم:
مشابه مرحله قبل فقط دمای آب مقطر روی °C 50 تنظیم شد. فرمولاسیون لیپوزومی در Rotary تحت خلا قرار گرفت و بدون دما با سرعت 30 به مدت 20 دقیقه چرخش داشت.
مرحله ‍پنجم:
 . دمای واکنش °50، سرعت چرخش مگنت 750 دور در دقیقه و مدت زمان واکنش یک ساعت بود.  
 فرایند rapid cooling انجام شد
 برای این منظور محلول لیپوزوم به مدت 15 دقیقه سونیکه شد و سپس به مدت 10 دقیقه در حمام یخ با دمای حدود °5قرار داده شد.
مرحله ششم:
نسبت DPPC به کلسترول از 9:1 به 8:2 تغییر پیدا کرد. در همین راستا غلظت DPPC، کلسترول و ملاتونین که از محلولهای استوک برداشته شد به ترتیب: µL 293.3، µL 192 کلسترول و µL 50  ملاتونین بود. 
دمای واکنش روی 45درجه و سرعت چرخش مگنت روی 700 ذور در دقیقه تنظیم شد.
مرحله هفتم: 
همانند مرحله پیشین اما  نسبت در اینجا به 7:3 تغییر یافت  
طبقه‌بندی لیپوزوم در این آزمایش  بر اساس ترکیب و نحوه‌ی دارورسانی: 
نوع لیپوزوم : لیپوزوم‌های حساس به دما یا حرارت
فرمول مولکولی DPPC:C40H80NO8 
 خصوصیات: وزیکول‌ها حداکثر آزادسازی را در دمای ۴۱ درجه سانتیگراد نشان می‌دهند. دمای گذار فاز لیپوزوم‌های ۱،۲-دی‌پالمیتوئیل-گلیسرو-۳-فسفوکولین (DPPC) محتویات به دام افتاده در سطح سلول هدف را آزاد کرد.
حیوانات مورد مطالعه
رت های مورد استفاده در این پژوهش از نژاد ویستار بودند.که از مرکز حیوانات آزمایشگاهی دانشگاه علوم پزشکی مازندران تهیه شدند.غذای رت ها از غذای فشرده و آماده شده تهیه شده بود.که روزانه عوض می شد.آب مورد نیاز توسط ظروف پلاستیکی در اختیار حیوانات قرار گرفت .و درجه حرارت حدود 23 درجه سانتی گراد و ح شرایط یکسان سیکل نوری دوازده ساعت روشنایی و دوازده ساعت تاریکی بر حسب استانداردهای مرکز حیوانات نگه داری شدند.
[bookmark: _Toc218626671]گروه های مورد مطالعه:
در این تحقیق که مطالعه ایی تجربی می باشد با توجه به پژوهش ها و مقالات علمی پیشین در هر گروه کنترلی و آزمودنی 7 سر موش صحرایی استفاده شد.
تعداد: 28 سر موش صحرایی بالغ نر نژاد ویستار با میانگین وزنی 300 –250 گرم به طور تصادفی به 4 گروه 7 تایی به صورت زیر تقسیم شدند:
1.گروه کنترل سالم: تحت عمل ایجاد زخم قرار می گیرند ولی هیچ داروئی دریافت نمی کنند.
[bookmark: _Hlk218500960]2.گروه درمانی یک: در این گروه پس از ایجاد زخم مثلثی یاY شکل در پوست ناحیه پشت جانور و ضد عفونی موضع زخم، در این گروه از موشها پس از ایجاد جراحت موضع زخم با محلول الکل 70% ، ژل حاوی لیپوزوم های ملاتونین دار هر3 روز بر موضع زخم مالیده شده و در پایان روزهای سوم،ششم، نهم، دوازدهم، پانزدهم و هجدهم و بیست و یکم ، میزان التهاب و با کمک کولیس یا خط کش بدقت در هفت عضو گروه اندازه گیری و ثبت می گردد و سپس میانگین آن محاسبه و همچنین نمونه بافتی حاصله از موضع در حال ترمیم به دو قسمت تقسیم و نیمی از آن برای رنگ آمیزی هماتوکسیلن- ائوزین به محیط فیکساتیو فرمالین 10% و نیم دیگر برای رنگ آمیزی تری کروم ماسون  به محیط فیکساتیو بوئن منتقل و جهت پروسسینگ بافتی و مطالعه میکروسکوپی مورد ارزیابی قرار می گیرد.
3.گروه درمانی دو : همانند گروه پیشین اما با ژل ملاتونین درمان می شود.
4. گروه درمانی سه : این گروه نیز هم مانند گروه های قبلی با این تفاوت که از پماد فنی تویین رای درمان استفاده شد.
این موش ها با غذای پلت تغذیه شدند.و در قفس های جداگانه نگه داری شدند.در موش ها پس از بیهوشی کامل با کتامین و زایلزین با نسبت 3 به 1، موهای بخشی از پوست ناحیه پشت سمت چپ جانور  به ابعاد 3 سانتیمتر طول و 3 سانتیمتر عرض به دقت تراشیده شده و سپس دایره ای شکل به قطر یک سانتیمتر با شابلون با ماژیک علامت گذاری شد و بریدگی به عمق سه میلیمتر در موضع با کمک تیغ بیسوری ایجاد می گردد. سپس موضع زخم با با الکل 70% ضد عفونی گردیده و اعمال زیر طبق گروه بندی موش ها بر روی آنها به انجام خواهد رسید.
[bookmark: _Toc218626673]ایجاد زخم در موش صحرایی
در موش ها پس از بیهوشی کامل با کتامین و زایلزین با نسبت 3 به 1، موهای بخشی از پوست ناحیه پشت سمت چپ جانور  به ابعاد 3 سانتیمتر طول و 3 سانتیمتر عرض به دقت تراشیده شده و سپس دایره ای شکل به قطر یک سانتیمتر با شابلون با ماژیک علامت گذاری شد و بریدگی به عمق سه میلیمتر در موضع با کمک تیغ بیسوری ایجاد می گردد. سپس موضع زخم با با الکل 70% ضد عفونی گردیده و اعمال زیر طبق گروه بندی موش ها بر روی آنها به انجام رسید (58).
[bookmark: _Toc218626674]نحوه استفاده از ژل حاوی لیپوزوم حامل ملاتونین
جهت تهیه فرمولاسیون نهایی، سوسپانسیون لیپوزومی حاوی ملاتونین با نسبت مشخص به پایه ژل (تهیه شده از پلیمر کاربوپول ۹۴۰ با غلظت ۱ درصد که توسط تری‌اتانول‌آمین به pH خنثی رسیده بود) اضافه گردید و با استفاده از شیکر با سرعت آرام مخلوط شد تا توزیع یکنواخت لیپوزوم‌ها در شبکه پلیمری بدون تخریب ساختار وزیکول‌ها حاصل شود. مطابق گروه‌بندی تعیین‌شده، ژل ملاتونین، ژل لیپوزومال ملاتونین و پماد کنترل مثبت (فنی‌تویین) به‌صورت هر سه روز یک بار روی سطح زخم گروه‌های درمانی مالیده شد. مقدار مشخصی از هر فرآورده با اسپاتولای استریل روی ناحیه زخم قرار می‌گرفت و به‌آرامی پخش می‌شد تا تمام سطح ضایعه را بپوشاند. اعمال فرآورده در هر نوبت در ساعت یکسان انجام شد تا شرایط بالینی کنترل‌شده و یکنواخت حفظ گردد. حیوانات پس از استعمال ژل در قفس‌های جداگانه نگهداری شدند تا از لیسیدن موضع زخم، انتقال عفونت و آسیب‌های احتمالی جلوگیری شود.
[bookmark: _Toc218626675]مراقبت موش های صحرایی بعد از زدن ژل روی زخم
[bookmark: _Hlk218500808]بعد از ایجاد زخم هر موش را در قفس جدا قرار دادیم تا علاوه بر عدم انتقال عفونت به دلیل زخم ایجاد شده از آسیب به موش های زخمی در کنار هم جلوگیری شود.آب و غذایی به نام پلت برا هر قفس در نظر گرفته شد. پوشال ها هر هفته تعویض می شد.
[bookmark: _Toc218626676]نحوه گرفتن نمونه پوست
چون زخم در این آزمایش از نوع ایجاد بریدگی یا زخم جراحی incision(برشی) نیازی به پانچ کل پوست نبود.در این بیوپسی علاوه بر ناحیه زخم بخشی از پوست سالم اطراف زخم را برداشتیم.
[bookmark: _Toc218626677]آماده سازی نمونه های بافتی جهت بررسی با میکروسکوپ نوری:
در زمان پایان دوره آزمون، نمونه‌برداری از ناحیه زخم تحت بیهوشی انجام شد. بسته به محل زخم، قطعه‌ای از بافت شامل ناحیه مرکزی زخم و بخش سالم اطراف آن برداشته شد تا ساختار کامل منطقه ترمیم‌یافته مورد مطالعه قرار گیرد. نمونه‌ها بلافاصله در محلول فرمالین ۱۰٪ قرار داده شدند تا فرایند فیکساسیون انجام شود. سپس نمونه‌ها بر اساس مراحل استاندارد هیستولوژی شامل آبگیری، شفاف‌سازی، آغشتگی با پارافین و قالب‌گیری، آماده تهیه اسلاید شدند. این بیوپسی‌ها امکان بررسی دقیق ساختار بافتی را فراهم کرد.
پس از تهیه مقاطع بافتی و رنگ‌آمیزی با روش‌های H&E و تری‌کروم ماسون ، نمونه‌ها با میکروسکوپ نوری ارزیابی شدند. در این بررسی، شاخص‌های بافت‌شناسی ترمیم زخم شامل میزان التهاب، تراکم فیبروبلاست‌ها, تشکیل مجدد اپیدرم، آندسکون شدن لایه‌ها و میزان رواسکولاریزاسیون مورد مطالعه قرار گرفت. تصاویر دیجیتال از مقاطع گرفته شد و با استفاده از نرم‌افزار ImageJ برخی شاخص‌ها به‌صورت کمی اندازه‌گیری شدند. این تحلیل آسیب‌شناسی امکان قضاوت دقیق درباره کیفیت ترمیم در گروه‌های درمانی مختلف و اثربخشی لیپوزوم‌های حامل ملاتونین را فراهم ساخت.
آبگیری: در درجات صعودی الکل بافت ها را به ترتیب در محلول 96,90,80,70درجه الکل (هر یک به مدت 20 دقیقه) قرار گرفت.سپس در محلول های الکل مطلق 
[bookmark: _Hlk212452148]شفاف سازی:چون الکل قابلیت انحلال در پارافین را ندارد.لذا وسط یک ماده جاذب که معمولا زایلول می باشد.الکل را گرفته و گزیلول را جایگزین آن نمودیم.بافت ها توسط این حلال چربی اشباع شده و قابل عبور می گردند.این مرحله حدود 12-6 ساعت طول می کشد.
[bookmark: _Hlk212452265][bookmark: _Hlk212451975][bookmark: _Hlk212452250][bookmark: _Hlk212451961][bookmark: _Hlk212452382][bookmark: _Hlk212452444]آغشتگی بافت:موادی نظیر چربی در مرحله شفاف کردن از بین می روند. و باید محل خالی شده آنها را پر نمود تا بافت حالت طبیعی خود را حفظ کند. رای این عمل بافت شفاف شده در پارافین مذاب فرو برده شد. می توان از مواد دیگری مثل ژلاتین و سلوئیدین نیز اسفاده نمود. این مرحله 9-8 ساعت طول می کشد.
[bookmark: _Hlk212452668][bookmark: _Hlk212452491][bookmark: _Hlk212452593][bookmark: _Hlk212453423][bookmark: _Hlk212452504]قالب گیری(تهیه بلوک پارافینه): به مفهوم قرار دادن بافت آغشته شده در وضعیت کاملا مناسب در قالب حاوی پارافین مذاب و سپس جامد نمودن آن به صورت یک بلوک بافت است . در این زمان پس از ریختن پارافین در کف .قالب، نمونه را بسته به جهت مقطع گیری در قالب قرار دادیم.
[bookmark: _Hlk212453533][bookmark: _Hlk218463725]برش گیری: در این مرحله بلوک آماده را  بر روی دستگاه میکروتوم با ضخامت5 میکرون هر بلوک را برش زده و سپس آنها را روی بن ماری قرار داده تا چین های آن باز شود. و روی لام قرار می دهیم. به دلیل خاصیت نرم و مومی شکل پارافین برای تهیه برش های بهتر، قل ار برش بلوک ها بر روی دستگاه سرد کننده قرار گرفت تا پارافین کاملا سخت شود.لازم به ذکر است که چندین برش متوالی از سطح بلوک گرفته شد تا سطح مقطع مناسب  از بافت تهیه گردد.این مقاطع بافتی را ابتدا روی سطح آب سرد و سپس روی سطح آب در بن ماری قرار داده تا چین هایی که هنگام برش در بافت ایجاد شد از گردد. 
[bookmark: _Toc218626678]رنگ امیزی
[bookmark: _Toc218626679][bookmark: _Hlk212458397]رنگ امیزی هماتوکسیلین ائوزین
[bookmark: _Toc218539954][bookmark: _Hlk212457659][bookmark: _Hlk212457798][bookmark: _Hlk212457948][bookmark: _Hlk212458340][bookmark: _Hlk212459452][bookmark: _Hlk212459585]در ابتدای مرحله رنگ آمیزی آب گرفته شده از سلول به آن برگردانده شد. به این منظور لام ها همراه بافت روی آنها در ظروف محتوی الکل که به ترتیب الکل کم و غلظت آب افزایش پیدا می کرد (الکل مطلق،الکل96%،الکل80%،الکل70%)  قرار داده شد. بعد از مرحله الکل70% لام ها 2 دقیقه در آب روان با فشار کم شسته شد و به مدت 5 دقیقه در محلول رنگ هماتوکسیلین قرار داده شد. بعد از این مرحله نیز لام ها 2 دقیقه در آب روان قرار گرفت.سپس لام ها از آب خارج شد و سریعا داخل محلول اسید-الکل غوطه ور شد. محلول اسید-الکل کمک می کند تا رنگ هماتوکسیلین از سیتوپلاسم سلول شسته شود و فقط هسته سلول رنگی بماند.بعد از مرحله اسید-الکل دوباره لام ها 2 دقیقه در آب روان قرار گرفنتد.بعد از شست وشو با آب لام ها  با 4-3 حرکت سریع داخل کربنات لیتیم  اشباع غوطه ور شده و 2 دقیقه در آب روان شست وشو شد. کربنات لیتیم  رنگ هماتوکسیلین را روی هسته تثبیت می کند.
[bookmark: _Hlk212458515][bookmark: _Hlk212458717][bookmark: _Hlk212458633][bookmark: _Hlk212458526][bookmark: _Hlk212458894]برای رنگ آمیزی با ائوزین لام ها 30 ثانیه تا 1 دقیقه در محلول آماده رنگ ائوزین قرار دادیم.و سپس در الکل 80%و 96% قرار گرفت تا ائوزین اضافی از سطح لام و هسته پاک شود.برای اینکه آبی که در ابتدای رنگ آمیزی به بافت داده شده بود گرفته شود ا بافت دچار کپک زدگی نشود و نگه داری آن آسان تر باشد لام ها در الکل مطلق قرار دادیم. سپس لام ها در گزیلل قرار گرفت تا کاملا شفاف شود.و برای لامل زدن آماده شود.
مدت زمان مراحل رنگ آمیزی به شرح زیر می باشد:
[bookmark: _Hlk212459403][bookmark: _Hlk212459569][bookmark: _Hlk212459783][bookmark: _Hlk212459913][bookmark: _Hlk212459828]گزیلول 3و2و1: هر کدام 5 دقیقه، الکل مطلق 2و1: 1 دقیقه ، الکل 96%:1 دقیقه، الکل 70%:1 دقیقه، آب جاری:2 دقیقه، هماتوکسیلین: 5 دقیقه، آب جاری:2دقیقه، اسید-الکل: 1 حرکت سریع، آب جاری:2دقیقه، کربنات لیتیم:4-3 حرکت،  ائوزین:1 دقیقه، الکل80%:10حرکت، الکل 96%:10 حرکت، الکل مطلق2و1: 10 حرکت، گزیلول1: 5 دقیقه، گزیلول 2: 10 دقیقه، گزیلول3:  15  دقیقه
2-12-3.رنگ امیزی تری کروم ماسون
[bookmark: _Hlk212401631]محلول a:
1- [bookmark: _Hlk212401527]اسید فوشین                   5/ 0 گرم
2- [bookmark: _Hlk212402039][bookmark: _Hlk212402117]اسید اسیک گلاسیال     5/0 سی سی
3- [bookmark: _Hlk212401783]آب مقطر                   100 سی سی
[bookmark: _Hlk212401875]محلول b:
1- [bookmark: _Hlk212401936]فسفومولیبدیک اسید         1 گرم
2- [bookmark: _Hlk212402204]آب مقطر                       100 سی سی
محلول c:
1- آنیلین بلو                       1 گرم
2- اسید اسیک گلاسیال        5/2 سی سی
3- آب مقطر                      5/97 سی سی
[bookmark: _Toc218626680]مونته کردن
برای اینکه بافت روی لام آسیب نبیند و فرسوده نشود لازم است که از سطح آن محافظ شود. با این هدف سطح بافت روی لام وسیله لامل پوشانده می شود. رای ثابت کردن لام روی لامل با چسب مخصوص  انتلان با زاویه حدود30درجه قرار می دهیم.یک قطره چسب روی لام ریخته شد و کاملا پخش گردید سپس یک عدد لامل از انتهای لام تا حبابی ایجاد نگردد روی آن می گذاریم. لام ها یک الی دو ساعت بعد از چسب زدن قابل بررسی میکروسکوپ می باشند.تصاویر تهیه شده از میان اسلاید های بافتی تهیه شده،انتخاب شدند و برای عکس گرفتن از میکروسکوپ نوری مدل  Nikon استفاده شد.
[bookmark: _Toc218626681]بررسی هیستولوژی پوست
نحوه شمارش سلول ها با نرم افزار IMAGE J (V.8)3-14.
[bookmark: _Toc218626682]آنالیزداده ها
کلیه داده‌های کمی حاصل از اندازه‌گیری مساحت زخم، امتیاز التهاب، تعداد سلول‌های التهابی، میزان کلاژن‌سازی و سایر شاخص‌ها با استفاده از نرم‌افزارهای آماری مناسب (مانند SPSS یا GraphPad Prism) مورد تجزیه‌وتحلیل قرار گرفت.به‌منظور بررسی نرمال بودن داده‌ها، آزمون شاپیرو–ویلک به‌کار گرفته شد.در صورت نرمال بودن داده‌ها از آزمون‌های پارامتریک و در غیر این صورت از آزمون‌های ناپارامتریک استفاده شد..برای مقایسه میان‌گروهی، آزمون ANOVA یک‌طرفه به‌همراه آزمون پس‌آزمون Tukey به کار برده شد.در صورت نرمال نبودن داده‌ها، آزمون Kruskal-Wallis و Dunn’s test به‌عنوان پس‌آزمون استفاده شد.روند بهبود زخم نیز با ترسیم نمودارهای تغییرات زمانی تحلیل گردید.سطح معنی‌داری آماری در تمام تحلیل‌ها برابر p < 0.05 در نظر گرفته شد.این سطح نشان‌دهنده تفاوت معنادار میان گروه‌ها و اثر مداخله درمانی است.تمامی نتایج به‌صورت میانگین ± انحراف معیار (Mean ± SD) گزارش شد.
تجزیه و تحلیل داده‌ها با استفاده از نرم افزار R Studyانجام شد. ارزیابی توزیع نرمال داده‌ها با استفاده از آزمون Kolmogorov-Smirnov صورت گرفت. در حالتی که داده‌ها توزیع نرمال داشتند، برای مقایسه از آزمون Student t-test یا ANOVA one way بر اساس تعداد گروه‌ها استفاده شد، درحالی که داده‌ها توزیع نرمال نداشتند، همچنین برای تجزیه و تحلیل همبستگی، در داده‌های نرمال از آزمون همبستگی پیرسون، و در داده‌های غیر نرمال از آزمون همبستگی اسپیرمن رتبه‌‌ای استفاده شد. داده‌های نرمال به صورت میانگین ± انحراف معیار و داده‌های غیر نرمال به صورت میانه بیان می‌شوند و مقادیر p کمتر از 05/0 معنی دار در نظر گرفته شدند.
[bookmark: _Toc218626683]ملاحظات اخلاقی
در این مطالعه با توجه به استفاده از حیوانات آزمایشگاهی کلیه ملاحظات اخلاقی بر اساس بیانیه هلسینکی و عدم آسیب به حیوان طراحی شد. ضمن بی هوشی حیوان با کتامین و زایلوزین و نیز معدوم کردن حیوان از طریق گذاشتن در محفظه گاز CO2 انجام شد. در حین کار با حیوانات همه اصول مطرح شده راجع به اخلاق پژوهش های حیوانی رعایت شد. و مجوز کمتیه اخلاق پزشکی دانشگاه علوم پزشکی مازندران برای کار روی حیوان ها اخذ گردید. کد اخلاق:IR.MAZUMS.AEC.1403.112 













[bookmark: _Toc218626684]فصل چهارم
نتایج










[bookmark: _Toc218626685]یافته ها
گزارش سنتز و مشخصه یابی نانوذرات لیپوزومی حاوی داروی ملاتونین
فرمولاسیون F1  (8/7/1403)
1- ابتدا محلول استوک DPPC، کلسترول و ملاتونین با غلظتهای به ترتیب mg/mL 10، mg/mL 2 و mg/mL 5  طور جداگانه در حجم mL 1 اتانول 96% تهیه شد.
2- برای سنتز لیپوزوم حاوی ملاتونین، غلظت کلی فرمولاسیون 90% DPPC و 10% کلسترول بود. به این صورت که µM 5 محلول لیپیدی متشکل از µM 4.5 DPPC و µM 0.5 کلسترول بود. همچنین، غلظت ملاتونین در فرمولاسیون لیپوزومی µM 2.2 در نظر گرفته شد. حجم µL 330 DPPC، µL 96 کلسترول و µL 50 ملاتونین از محلولهای استوک برداشته شد و به ظرف شیشهای انتقال یافت.
3-  برای ترکیب دارو با محلولهای لیپیدی، ظرف شیشهای حاوی این ترکیبات چهار مرتبه در فواصل 5 ثانیهای در حمام سونیکه قرار گرفت.
4-  حجم mL 1.2 آب مقطر در ظرف شیشهای دیگری قرار داده شد و روی دستگاه هیتر و استیرر قرار داده شد. سپس دمای دستگاه به گونهای تنظیم شد که دمای آب مقطر درون ظرف به °C 83 برسد. 
5- بعد از اینکه دمای آب مقطر به محدوده مورد نظر رسید، محلول لیپیدی حاوی دارو با استفاده از سرنگ همیلتون کشیده شد. همچنان آب مقطر با سرعت rpm 750 در حال همخوردن بود، محلول لیپیدی با استفاده از سرنگ همیلتون به صورت قطره قطره با فواصل بین 8 الی 9 ثانیه به آب مقطر اضافه شد.
6- بعد از اضافه شدن کامل محلول لیپیدی به آب مقطر، محلول واکنش به مدت 10 دقیقه همخورد. بعد از 10 دقیقه محلول واکنش از روی هیتر و استیرر برداشته شد و در دمای محیط خنک شد. 
7- سپس، اندازه هیدروداینامیک و پتانسیل زتا آن اندازهگیری شد. برای آماده سازی لیپوزوم جهت مشخصهیابی، µL 980 حلال و µL 20 نانوذرات لیپوزوم با هم مخلوط شدند و به درون کووت اضافه شد. 

فرمولاسیون F2 (22/7/1403)
1- برای ساخت نانوذرات لیپوزوم حاوی ملاتونین از محلولهای استوک تهیه شده برای فرمولاسیون F1 استفاده شد. 
2- در این مرحله نیز، ابتدا µL 330 DPPC، µL 96 کلسترول و µL 50 ملاتونین از محلولهای استوک برداشته شد و به ظرف شیشهای انتقال یافت. 
3- برای ترکیب دارو با محلولهای لیپیدی، ظرف شیشهای حاوی این ترکیبات چهار مرتبه در فواصل 5 ثانیهای در حمام سونیکه قرار گرفت. 
4- برخلاف فرمولاسیون F1 در این فرمولاسیون حجم mL 1.2 بافر PBS در ظرف شیشهای دیگری قرار داده شد و روی دستگاه هیتر و استیرر قرار داده شد. سپس دمای دستگاه به گونهای تنظیم شد تا دمای PBS درون ظرف به °C 83 برسد. 
5- بعد از اینکه دمای PBS به محدوده مورد نظر رسید، محلول لیپیدی حاوی دارو با استفاده از سرنگ همیلتون کشیده شد. همچنان که PBS با سرعت rpm 750 در حال همخوردن بود، محلول لیپیدی با استفاده از سرنگ همیلتون به صورت قطره قطره با فواصل بین 8 الی 9 ثانیه به PBS اضافه شد. 
6- بعد از اضافه شدن کامل محلول لیپیدی به PBS، محلول واکنش به مدت 10 دقیقه همخورد. بعد از 10 دقیقه محلول واکنش از روی هیتر و استیرر برداشته شد و در دمای محیط خنک شد. 
7- درنهایت، اندازه هیدرودینامیک و پتانسیل زتا آن اندازهگیری شد (شکل 1 و 2). 
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شکل 1-4 تصویر اندازه هیدرودینامیک فرمولاسیون F2 نانوذرات لیپوزوم حاوی ملاتونین.
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شکل 2-4 تصویر پتانسیل زتا فرمولاسیون F2 نانوذرات لیپوزوم حاوی ملاتونین.
فرمولاسیون F3 (26/8/1403)
1- برای ساخت فرمولاسیون F3 نانوذرات لیپوزوم حاوی ملاتونین محلولهای استوک DPPC و کلسترول با غلظت و حجم مشابه فرمولاسیون F1 تهیه شدند، اما این بار برای حل کردن لیپیدها بجای اتانول 96% از اتانول مطلق استفاده شد. 
2- حجم µL 330 DPPC، µL 96 کلسترول و µL 50 ملاتونین از محلولهای استوک برداشته شد و به ظرف شیشهای انتقال یافت. برای ترکیب دارو با محلولهای لیپیدی، ظرف شیشهای حاوی این ترکیبات چهار مرتبه در فواصل 5 ثانیهای در حمام سونیکه قرار گرفت. 
3- در این فرمولاسیون مشابه فرمولاسیون F1 حجم mL 1.2 آب مقطر در ظرف شیشهای دیگری قرار داده شد و روی دستگاه هیتر و استیرر قرار داده شد. سپس دمای دستگاه به گونهای تنظیم شد تا دمای آب مقطر درون ظرف به °C 45 برسد. 
4- بعد از اینکه دمای آب مقطر به محدوده مورد نظر رسید، محلول لیپیدی حاوی دارو با استفاده از سرنگ همیلتون کشیده شد. همچنان که آب مقطر با سرعت rpm 700 در حال همخوردن بود، محلول لیپیدی با استفاده از سرنگ همیلتون به صورت قطره قطره با فواصل بین 1 الی 2 ثانیه به آب مقطر اضافه شد. 
5- بعد از اضافه شدن کامل محلول لیپیدی به آب مقطر، محلول واکنش به مدت یک ساعت در همان دما همخورد. سپس محلول واکنش از روی هیتر و استیرر برداشته شد و در دمای محیط خنک شد. 
6- برای حذف اتانول از محلول واکنش، از روش Rotary تحت خلا استفاده شد. تمام حجم نانوذرات به بالن ته گرد mL 25 منتقل شد، بالن به دستگاه Rotary متصل شد و تحت خلا، بدون دما و بدون چرخش قرار گرفت. بعد از 10 دقیقه حجم کل محلول نانوذرات به µL 990 رسید. 
7- اندازه هیدرودینامیک و پتانسیل زتا آن اندازهگیری شد (شکل 3 و 4). 
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شکل 3-4 تصویر اندازه هیدرودینامیک فرمولاسیون F3 نانوذرات لیپوزوم حاوی ملاتونین.
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شکل 4- 4تصویر پتانسیل زتا فرمولاسیون F3 نانوذرات لیپوزوم حاوی ملاتونین.
فرمولاسیون F4 (27/8/1403)
1- تمام شرایط سنتز برای تهیه فرمولاسیون F4 مشابه فرمولاسیون F3 بود، تنها تفاوت در این بود که دمای آب مقطر روی °C 50 تنظیم شد. 
2- فرمولاسیون لیپوزومی در Rotary تحت خلا قرار گرفت و بدون دما با سرعت 30 به مدت 20 دقیقه چرخش داشت. 
3- اندازه هیدرودینامیک و پتانسیل زتا آن اندازه گیری شد (شکل 5 و 6).  
نکته: به علت قطعی برق مشخصهیابی لیپوزومها روز بعد اندازه بررسی شد.
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شکل 5- 4تصویر اندازه هیدرودینامیک فرمولاسیون F4 نانوذرات لیپوزوم حاوی ملاتونین.
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شکل 6-4 تصویر پتانسیل زتا فرمولاسیون F4 نانوذرات لیپوزوم حاوی ملاتونین.
فرمولاسیون F5 (30/8/1403)
1- فرمولاسیون F5 نیز کاملا مشابه فرمولاسیون F4 سنتز شد. دمای واکنش °C 50، سرعت چرخش مگنت rpm 750 و مدت زمان واکنش یک ساعت بود. 
2- بعد از تهیه فرمولاسیون F5 فرآیند rapid cooling صورت گرفت. برای این منظور محلول لیپوزوم به مدت 15 دقیقه سونیکه شد و سپس به مدت 10 دقیقه در حمام یخ با دمای حدود °C 5 قرار داده شد. 
3- محلول لیپوزومی به دستگاه rotary متصل شد. تحت خلا، بدون دما و با سرعت 60 به مدت 15 دقیقه همخورد. 
4- اندازه هیدرودینامیک و پتانسیل زتا اندازه گیری شد (شکل 7 و 8). 
نکته: منتها به دلیل قطعی برق در دقیقه 30 واکنش، همخوردن مگنت به مدت 4 دقیقه متوقف شد و دوباره از سر گرفته شد.
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شکل 7-4 تصویر اندازه هیدرودینامیک فرمولاسیون F5 نانوذرات لیپوزوم حاوی ملاتونین.
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شکل 8- 4تصویر پتانسیل زتا فرمولاسیون F5 نانوذرات لیپوزوم حاوی ملاتونین.
فرمولاسیون F6 (4/9/1403)
1- در فرمولاسیون F6 نسبت DPPC به کلسترول از 9:1 به 8:2 تغییر پیدا کرد.  در همین راستا غلظت DPPC، کلسترول و ملاتونین که از محلولهای استوک برداشته شد به ترتیب: µL 293.3، µL 192 کلسترول و µL 50 بود. 
2- در این فرمولاسیون بجای آب مقطر آزمایشگاه از آب مقطر تزریقی استفاده شد. 
3- دمای واکنش روی °C 45 و سرعت چرخش مگنت روی rpm 700 تنظیم شد. 
4- با استفاده از سرنک همیلتون قطرات محلول لیپیدی هر 2 ثانیه یکبار به آب مقطر تزریقی اضافه شد.
5- بعد از پایان تزریق، محلول واکنش یک ساعت در همان شرایط همخورد. 
6- برای حذف اتانول محلول لیپوزومی به دستگاه rotary متصل شد. تحت خلا، بدون دما و با سرعت 60 به مدت 20 دقیقه همخورد. 
7- اندازه هیدرودینامیک و پتانسیل زتا نانوذرات اندازه گیری شدند (شکل 9 و 10). 
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شکل 9-4 تصویر اندازه هیدرودینامیک فرمولاسیون F6 نانوذرات لیپوزوم حاوی ملاتونین.
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شکل 10-4 تصویر پتانسیل زتا فرمولاسیون F6 نانوذرات لیپوزوم حاوی ملاتونین.
فرمولاسیون F7 (11/9/1403)
1- در فرمولاسیون F7 نسبت DPPC به کلسترول به 7:3 تغییر پیدا کرد.  در همین راستا غلظت DPPC، کلسترول و ملاتونین که از محلولهای استوک برداشته شد به ترتیب: µL 256.6، µL 288 کلسترول و µL 50 بود. 
2- در این فرمولاسیون بجای آب مقطر آزمایشگاه از آب مقطر تزریقی استفاده شد. دمای واکنش روی °C 45 و سرعت چرخش مگنت روی rpm 700 تنظیم شد. 
3- با استفاده از سرنگ همیلتون قطرات محلول لیپیدی هر 2 ثانیه یکبار به آب مقطر تزریقی اضافه شد.
4- بعد از پایان تزریق، محلول واکنش یک ساعت در همان شرایط همخورد. 
5- برای حذف اتانول محلول لیپوزومی به دستگاه rotary متصل شد. تحت خلا، بدون دما و با سرعت 60 به مدت 20 دقیقه همخورد. 
6- اندازه هیدرودینامیک و پتانسیل زتا نانوذرات اندازه گیری شدند




فرمولاسیون F8 (13/9/1403)
1- در فرمولاسیون F8 برای ساخت لیپوزوم از استوک لیپید HSPC و کلسترول استفاده شد. نسبت HSPC به کلسترول 8:2 تعیین شد. در همین راستا غلظت HSPC، کلسترول و ملاتونین که از محلولهای استوک برداشته شد به ترتیب: µL 315.2، µL 192 کلسترول و µL 50 بود. 
2- در این فرمولاسیون از آب مقطر تزریقی به عنوان فاز آبی استفاده شد. دمای واکنش روی °C 55 و سرعت چرخش مگنت روی rpm 700 تنظیم شد. 
3- با استفاده از سرنگ همیلتون قطرات محلول لیپیدی هر 2 ثانیه یکبار به آب مقطر تزریقی اضافه شد.
4- بعد از پایان تزریق، محلول واکنش یک ساعت در همان شرایط همخورد. 
5- برای حذف اتانول محلول لیپوزومی به دستگاه rotary متصل شد. تحت خلا، بدون دما و با سرعت 60 به مدت 20 دقیقه همخورد. 
اندازه هیدرودینامیک و پتانسیل زتا نانوذرات اندازه گیری شدند
[bookmark: _Toc218626686].نتایج آزمون خطی در در ترمیم زخم  موش صحرایی گروه فنی توئین
در گروه دریافت‌کننده فنی توئین، روند تغییرات سلولی در طول زمان مورد بررسی قرار گرفت. نتایج حاصل از مدل رگرسیون خطی نشان داد که شمارش نوتروفیل‌ها به‌طور معنی‌داری با گذشت زمان کاهش یافت (β = −4.22, p < 0.001)، که بیانگر کاهش التهاب حاد در مراحل بعدی ترمیم زخم است. در مقابل، شمارش ائوزینوفیل‌ها افزایش معنی‌داری داشت (β = +0.42, p < 0.001)، هرچند مقدار آن در کل پایین باقی ماند. همچنین، لنفوسیت‌ها روند افزایشی بسیار واضحی نشان دادند (β=+4.05, p < 0.001, R² = 0.95)، که می‌تواند نشان‌دهنده فعال شدن پاسخ ایمنی تطبیقی و مشارکت در بازسازی بافت باشد. مونوسیت‌ها نیز به‌طور معنی‌داری افزایش یافتند (β = +0.67, p < 0.001)، که با نقش آن‌ها در پاک‌سازی و بازسازی ماتریکس خارج‌سلولی هم‌خوانی دارد. این نتایج نشان می‌دهند که فنی توئین با تنظیم دینامیک سلولی در محیط زخم، می‌تواند فرآیند ترمیم را به‌صورت مرحله‌ای و هماهنگ تسهیل کند.
[bookmark: _Toc221382836][bookmark: _Hlk216163475]جدول ‏4‑1 خلاصه نتایج آزمون خطی در ترمیم زخم  موش صحرایی نر گروه فنی توئین
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[bookmark: _Toc218626687]بررسی روند تغییرات سلولی در فرآیند ترمیم زخم و مقایسه اثربخشی درمان‌های مختلف
در شکل ‏4‑1، روند تغییرات چهار نوع سلول التهابی و ایمنی (نوتروفیل، ائوزینوفیل، لنفوسیت و مونوسیت) در گروه دریافت‌کننده فنیتوئیین طی روزهای مختلف پس از ایجاد زخم نمایش داده شده است. نمودارها به‌صورت چیدمان ۲×۲ ارائه شده‌اند تا امکان مقایسه بصری بین الگوهای سلولی فراهم گردد. نمودار نوتروفیل‌ها نشان‌دهنده کاهش تدریجی و معنی‌دار این سلول‌ها با گذشت زمان است، که با نتایج آزمون آماری نیز هم‌خوانی دارد (p < 0.001). این کاهش بیانگر فروکش کردن فاز التهابی حاد و ورود به مراحل بازسازی بافت می‌باشد. در مقابل، نمودار لنفوسیت‌ها روند افزایشی واضحی را نشان می‌دهد، که با فعال شدن پاسخ ایمنی تطبیقی و مشارکت در ترمیم بافت مرتبط است. شیب مثبت و معنی‌دار این روند (p < 0.001) تأییدی بر نقش فنیتوئیین در تحریک فاز بازسازی ایمنی است.
نمودار ائوزینوفیل‌ها نیز افزایش تدریجی را نشان می‌دهد، هرچند مقدار مطلق آن‌ها پایین باقی مانده و نقش آن‌ها در این مدل زخم محدود به تنظیمات موضعی است. مونوسیت‌ها نیز روند افزایشی معنی‌داری دارند، که با نقش آن‌ها در پاک‌سازی سلولی و بازسازی ماتریکس خارج‌سلولی هم‌خوانی دارد. به‌طور کلی، نمودارهای روند سلولی در گروه فنیتوئیین نشان‌دهنده تنظیم مرحله‌ای پاسخ ایمنی و التهابی هستند، که می‌تواند به بهبود کیفیت ترمیم زخم کمک کند.
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[bookmark: _Ref218613693][bookmark: _Toc221382872][bookmark: _Hlk216163021][bookmark: _Hlk216166894]شکل ‏4‑1 روند ترمیم سلولی زخم در موش صحرایی  نر گروه فنی تویین






[bookmark: _Toc218626688][bookmark: _Hlk216162911][bookmark: _Hlk216163869]نتایج ANOVA و Tukey برای نوتروفیل‌ها در ترمیم زخم  موش صحرایی  گروه فنی توئین
به‌منظور بررسی تغییرات سلولی در طول زمان در گروه دریافت‌کننده فنی توئین، آزمون تحلیل واریانس یک‌طرفه (ANOVA) برای چهار نوع سلول التهابی و ایمنی شامل نوتروفیل‌ها، ائوزینوفیل‌ها، لنفوسیت‌ها و مونوسیت‌ها انجام شد. نتایج این آزمون در جدول زیر ارائه شده‌اند. بر اساس یافته‌ها، تفاوت معنی‌داری بین روزهای مختلف برای هر چهار نوع سلول مشاهده شد (p < 0.0001). نوتروفیل‌ها با بالاترین مقدار F (688.1) و ضریب تعیین بالا، نشان‌دهنده کاهش شدید و مرحله‌ای در طول زمان بودند که با فروکش کردن التهاب حاد هم‌خوانی دارد. در مقابل، لنفوسیت‌ها روند افزایشی بسیار واضحی داشتند (F = 169.5)، که بیانگر فعال شدن پاسخ ایمنی تطبیقی در مراحل بعدی ترمیم زخم است. ائوزینوفیل‌ها نیز افزایش معنی‌داری در روزهای انتهایی نشان دادند (F = 32.96)، هرچند مقدار مطلق آن‌ها نسبتاً پایین باقی ماند. مونوسیت‌ها با مقدار F برابر با 29.4، روند افزایشی تدریجی داشتند که با نقش آن‌ها در پاک‌سازی سلولی و بازسازی ماتریکس خارج‌سلولی هم‌خوانی دارد. این نتایج نشان می‌دهند که فنیتوئیین با تنظیم دینامیک سلولی در طول زمان، می‌تواند به تسریع و هماهنگی مراحل مختلف ترمیم زخم کمک کند.
[bookmark: _Toc221382837][bookmark: _Hlk218512648]جدول ‏4‑2 نتایج ANOVA برای ترمیم زخم سلول‌های مختلف در موش صحرایی گروه فنی توئین
	نوع سلول
	درجه آزادی (Df)
	مجموع مربعات (Sum Sq)
	میانگین مربعات (Mean Sq)
	مقدار F
	p-value
	تفسیر آماری

	نوتروفیل
	6, 17
	17317, 71
	2886.2, 4.2
	688.1
	< 2e−16
	بسیار معنی‌دار

	ائوزینوفیل
	6, 17
	220.69, 18.97
	36.78, 1.12
	32.96
	1.87e−08
	بسیار معنی‌دار

	لنفوسیت
	6, 17
	12528, 209
	2088.0, 12.3
	169.5
	3.31e−14
	بسیار معنی‌دار

	مونوسیت
	6, 17
	367.7, 35.4
	61.28, 2.08
	29.4
	4.47e−08
	بسیار معنی‌دار





[bookmark: _Toc218626689]مقایسه ترکیبی Tukey HSD در موش صحرایی گروه فنی توئین
به‌منظور بررسی تفاوت‌های معنی‌دار بین روزهای مختلف پس از ایجاد زخم در گروه دریافت‌کننده فنیتوئیین، آزمون مقایسه زوجی Tukey HSD برای چهار نوع سلول التهابی و ایمنی انجام شد. نتایج این آزمون در جدول زیر ارائه شده‌اند و شامل مقایسه‌های معنی‌دار (p < 0.05) بین روزهای خاص هستند. در مورد نوتروفیل‌ها، کاهش معنی‌دار و مرحله‌ای از روز 3 به سمت روزهای 15، 18 و 21 مشاهده شد. این کاهش بیانگر فروکش کردن التهاب حاد و ورود به فاز بازسازی بافت است. به‌ویژه، اختلاف میانگین بین روز 3 و روز 21 برابر با −64.50 بود (p < 0.000001)، که نشان‌دهنده افت شدید نوتروفیل‌ها در طول زمان است. ائوزینوفیل‌ها نیز افزایش معنی‌داری در روزهای انتهایی نسبت به روز 3 داشتند، به‌ویژه در روز 18 (اختلاف میانگین = +9.75, p < 0.000001). هرچند مقدار مطلق آن‌ها پایین باقی ماند، این افزایش می‌تواند بیانگر نقش تنظیمی آن‌ها در فازهای بعدی ترمیم باشد. لنفوسیت‌ها روند افزایشی بسیار واضحی نشان دادند، به‌طوری‌که اختلاف میانگین بین روز 3 و روز 21 برابر با +76.33 بود (p < 0.000001). این یافته‌ها با نقش شناخته‌شده لنفوسیت‌ها در پاسخ ایمنی تطبیقی و بازسازی بافت هم‌خوانی دارد. مونوسیت‌ها نیز افزایش معنی‌داری در روزهای انتهایی نسبت به روز 3 داشتند، به‌ویژه در روز 21 (اختلاف میانگین = +9.92, p = 0.0000072). این روند افزایشی با نقش مونوسیت‌ها در پاک‌سازی سلولی و تنظیم ماتریکس خارج‌سلولی در مراحل ترمیم زخم هماهنگ است. به‌طور کلی، نتایج آزمون Tukey نشان می‌دهند که فنیتوئیین با تنظیم مرحله‌ای پاسخ سلولی در طول زمان، می‌تواند به تسریع و هماهنگی فرآیند ترمیم زخم کمک کند (جدول ‏4‑3)


[bookmark: _Ref218613937][bookmark: _Hlk216164690][bookmark: _Toc221382838]جدول ‏4‑3 ترکیبی مقایسه زوجی بین روزها (Tukey HSD) در ترمیم زخم موش صحرایی گروه فنی توئین
	نوع سلول
	مقایسه بین روزها
	اختلاف میانگین
	p-value
	تفسیر آماری

	نوتروفیل
	روز 21 vs روز 3
	−64.50
	< 0.000001
	کاهش بسیار شدید

	
	روز 18 vs روز 3
	−47.17
	< 0.000001
	کاهش شدید

	
	روز 15 vs روز 3
	−35.42
	< 0.000001
	کاهش معنی‌دار

	
	روز 9 vs روز 3
	−14.75
	0.0000002
	کاهش متوسط

	
	روز 6 vs روز 3
	+20.67
	< 0.000001
	افزایش اولیه

	ائوزینوفیل
	روز 18 vs روز 3
	+9.75
	< 0.000001
	افزایش شدید

	
	روز 15 vs روز 3
	+4.75
	0.00002
	افزایش معنی‌دار

	
	روز 12 vs روز 3
	+4.92
	0.00081
	افزایش معنی‌دار

	
	روز 21 vs روز 3
	+3.58
	0.0155
	افزایش متوسط

	لنفوسیت
	روز 21 vs روز 3
	+76.33
	< 0.000001
	افزایش بسیار شدید

	
	روز 18 vs روز 3
	+57.00
	< 0.000001
	افزایش شدید

	
	روز 15 vs روز 3
	+39.92
	< 0.000001
	افزایش معنی‌دار

	
	روز 12 vs روز 3
	+29.17
	< 0.000001
	افزایش معنی‌دار

	
	روز 9 vs روز 3
	+14.42
	0.00035
	افزایش متوسط

	مونوسیت
	روز 21 vs روز 3
	+9.92
	0.0000072
	افزایش شدید

	
	روز 18 vs روز 3
	+9.08
	0.0000229
	افزایش شدید

	
	روز 15 vs روز 3
	+8.79
	0.0000003
	افزایش معنی‌دار

	
	روز 12 vs روز 3
	+7.42
	0.00027
	افزایش معنی‌دار

	
	روز 9 vs روز 3
	+4.17
	0.0111
	افزایش متوسط
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[bookmark: _Toc221382849][bookmark: _Hlk216166139][bookmark: _Hlk216165477]نمودار ‏4‑1 مقایسه سلول ها در ترمیم زخم موش صحرایی گروه فنی توئین، نوتروفیل (A)، ائوزینوفیل(B)، لنفوسیت (C)، ماکروفاژ*D)  ).
       
*:در نمودار D از کلمه ماکروفاژ استفاده شد به این دلیل می باشد که سلول های مونوسیت پس از ورود به بافت به ماکروفاژ تبدیل می شوند.







[bookmark: _Toc218626690][bookmark: _Hlk216166210]تحلیل روند سلولی ترمیم زخم  در موش صحرایی گروه ملاتونین
 در گروه دریافت‌کننده ملاتونین، تحلیل رگرسیون خطی برای بررسی روند تغییرات سلولی در طول زمان انجام شد. نتایج نشان داد که شمارش نوتروفیل‌ها با گذشت زمان به‌طور معنی‌داری کاهش یافت (β = −4.57, p < 0.0001, R² = 0.96)، که بیانگر فروکش کردن التهاب حاد و ورود به فاز بازسازی بافت است. در مقابل، لنفوسیت‌ها روند افزایشی بسیار واضحی داشتند (β = +4.54, p < 0.0001, R² = 0.94)، که با فعال شدن پاسخ ایمنی تطبیقی و مشارکت در ترمیم زخم هم‌خوانی دارد. مونوسیت‌ها نیز افزایش معنی‌داری نشان دادند (β = +0.86, p < 0.0001, R² = 0.90)، که نقش آن‌ها در پاک‌سازی سلولی و تنظیم ماتریکس خارج‌سلولی را تأیید می‌کند. در مورد ائوزینوفیل‌ها، هرچند ضریب شیب مثبت بود (β = +0.11)، اما این تغییر از نظر آماری معنی‌دار نبود (p = 0.206)، که نشان می‌دهد نقش این سلول‌ها در مدل ترمیم زخم تحت تأثیر ملاتونین محدود بوده است. به‌طور کلی، ملاتونین با تنظیم مرحله‌ای پاسخ سلولی در طول زمان، می‌تواند به تسریع و هماهنگی فرآیند ترمیم زخم کمک کند، به‌ویژه از طریق کاهش نوتروفیل‌ها و افزایش لنفوسیت‌ها و مونوسیت‌ها. 
[bookmark: _Toc221382839]جدول ‏4‑4 نتایج رگرسیون خطی در روند سلولی ترمیم زخم  در موش صحرایی گروه ملاتونین
	نوع سلول
	ضریب شیب (Day_num)
	p-value
	R²
	روند تغییر

	نوتروفیل
	−4.57
	< 2e−16
	0.96
	کاهش بسیار شدید و معنی‌دار

	ائوزینوفیل
	+0.11
	0.206
	0.06
	تغییر غیرمعنی‌دار

	لنفوسیت
	+4.54
	< 2e−16
	0.94
	افزایش شدید و معنی‌دار

	مونوسیت
	+0.86
	< 1e−14
	0.90
	افزایش معنی‌دار












[bookmark: _Toc218626691][bookmark: _Hlk216167189]تحلیل نمودارهای روند سلولی در روند سلولی ترمیم زخم  در موش صحرایی گروه ملاتونین
در نمودار ‏4‑2، روند تغییرات چهار نوع سلول التهابی و ایمنی شامل نوتروفیل‌ها، ائوزینوفیل‌ها، لنفوسیت‌ها و مونوسیت‌ها در گروه دریافت‌کننده ملاتونین طی روزهای مختلف پس از ایجاد زخم به‌صورت بصری نمایش داده شده است. نمودار نوتروفیل‌ها نشان‌دهنده کاهش بسیار واضح و معنی‌دار این سلول‌ها با گذشت زمان است، که با نتایج آزمون رگرسیون نیز هم‌خوانی دارد (β = −4.57, R² = 0.96). این کاهش بیانگر فروکش کردن التهاب حاد و ورود به فاز بازسازی بافت می‌باشد. در مقابل، نمودار لنفوسیت‌ها روند افزایشی شدید و مرحله‌ای را نشان می‌دهد، که با فعال شدن پاسخ ایمنی تطبیقی و مشارکت در ترمیم بافت مرتبط است (β = +4.54, R² = 0.94). این افزایش از روزهای ابتدایی تا انتهایی به‌صورت یکنواخت مشاهده می‌شود. نمودار مونوسیت‌ها نیز روند افزایشی معنی‌داری دارد (β = +0.86, R² = 0.90)، که با نقش آن‌ها در پاک‌سازی سلولی و تنظیم ماتریکس خارج‌سلولی در مراحل ترمیم زخم هم‌خوانی دارد. در مورد ائوزینوفیل‌ها، نمودار تغییرات نوسانی و فاقد روند مشخصی را نشان می‌دهد، که با نتایج آماری غیرمعنی‌دار نیز هماهنگ است (p = 0.206). این یافته بیانگر نقش محدود یا غیرمستقیم ائوزینوفیل‌ها در مدل ترمیم تحت تأثیر ملاتونین است. به‌طور کلی، نمودارهای ۲روند سلولی در گروه ملاتونین نشان‌دهنده تنظیم مرحله‌ای و هماهنگ پاسخ ایمنی هستند، که می‌تواند به بهبود کیفیت ترمیم زخم کمک کند.
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[bookmark: _Ref218614814][bookmark: _Toc221382850]نمودار ‏4‑2 تحلیل نمودارهای روند سلولی زخم در موش صحرایی  در گروه ملاتونین



[bookmark: _Toc218626692][bookmark: _Hlk216166832][bookmark: _Hlk216166806]تحلیل ANOVA در روند سلولی ترمیم زخم در موش صحرایی  گروه ملاتونین
به‌منظور بررسی تفاوت‌های معنی‌دار بین روزهای مختلف پس از ایجاد زخم در گروه دریافت‌کننده ملاتونین، آزمون تحلیل واریانس یک‌طرفه (ANOVA) برای چهار نوع سلول التهابی و ایمنی انجام شد. نتایج این آزمون در جدول بالا ارائه شده‌اند. نوتروفیل‌ها کاهش معنی‌داری در طول زمان نشان دادند (F = 309.5, p < 0.0001)، که بیانگر فروکش کردن التهاب حاد و ورود به فاز بازسازی بافت است. لنفوسیت‌ها نیز افزایش بسیار معنی‌داری داشتند (F = 449.2, p < 0.0001)، که با فعال شدن پاسخ ایمنی تطبیقی در مراحل ترمیم هم‌خوانی دارد. مونوسیت‌ها نیز تفاوت معنی‌داری بین روزها نشان دادند (F = 50.94, p < 0.0001)، که نقش آن‌ها در پاک‌سازی سلولی و تنظیم ماتریکس خارج‌سلولی را تأیید می‌کند. در مورد ائوزینوفیل‌ها، هرچند مقدار F پایین‌تر بود (F = 6.45, p = 0.00057)، اما تفاوت بین روزها از نظر آماری معنی‌دار بود و می‌تواند بیانگر نقش تنظیمی محدود آن‌ها در فازهای بعدی ترمیم باشد. این نتایج نشان می‌دهند که ملاتونین با تنظیم مرحله‌ای پاسخ سلولی در طول زمان، می‌تواند به تسریع و هماهنگی فرآیند ترمیم زخم کمک کند.
[bookmark: _Toc221382840][bookmark: _Hlk216167461]جدول ‏4‑5 ترکیبی نتایج ANOVA برای سلول‌های مختلف در ترمیم زخم در موش صحرایی  گروه ملاتونین 
	نوع سلول
	درجه آزادی (Df)
	مجموع مربعات (Sum Sq)
	میانگین مربعات (Mean Sq)
	مقدار F
	p-value
	تفسیر آماری

	نوتروفیل
	6, 21
	18929, 214
	3154.8, 10.2
	309.5
	< 2e−16
	بسیار 
معنی‌دار

	ائوزینوفیل
	6, 21
	111.04, 60.28
	18.51, 2.87
	6.45
	0.000572
	معنی‌دار متوسط

	لنفوسیت
	6, 21
	19196, 150
	3199, 7
	449.2
	< 2e−16
	بسیار 
معنی‌دار

	مونوسیت
	6, 21
	676.9, 46.5
	112.82, 2.21
	50.94
	1.95e−11
	بسیار 
معنی‌دار






[bookmark: _Toc218626693]تفسیر نتایج Tukey HSD در ترمیم زخم در موش صحرایی  گروه ملاتونین
آزمون مقایسه زوجی Tukey HSD برای گروه دریافت‌کننده ملاتونین نشان داد که تغییرات سلولی در روزهای مختلف پس از ایجاد زخم از نظر آماری در بسیاری از موارد معنی‌دار بوده‌اند. در مورد نوتروفیل‌ها، کاهش مرحله‌ای و معنی‌دار از روز 3 به سمت روزهای 9، 12، 15، 18 و 21 مشاهده شد، به‌ویژه کاهش شدید بین روز 3 و روز 21 (اختلاف میانگین = −83.83, p < 0.000001) که بیانگر فروکش کردن التهاب حاد است. لنفوسیت‌ها روند افزایشی بسیار واضحی داشتند، به‌طوری‌که اختلاف میانگین بین روز 3 و روز 21 برابر با +87.25 بود (p < 0.000001). این افزایش مرحله‌ای در روزهای 9، 12، 15 و 18 نیز به‌صورت معنی‌دار مشاهده شد، که با فعال شدن پاسخ ایمنی تطبیقی در مراحل ترمیم زخم هم‌خوانی دارد. مونوسیت‌ها نیز افزایش معنی‌داری در روزهای انتهایی نسبت به روزهای ابتدایی داشتند، به‌ویژه بین روز 3 و روز 21 (اختلاف میانگین = +16.17, p < 0.000001). این روند افزایشی با نقش مونوسیت‌ها در پاک‌سازی سلولی و تنظیم ماتریکس خارج‌سلولی هماهنگ است. در مورد ائوزینوفیل‌ها، تغییرات محدودتر بودند. افزایش معنی‌دار در روز 18 نسبت به روزهای 3، 6، 9 و 15 مشاهده شد، اما در سایر مقایسه‌ها تفاوت آماری معنی‌داری وجود نداشت. این یافته‌ها نشان می‌دهند که نقش ائوزینوفیل‌ها در مدل ترمیم تحت تأثیر ملاتونین، محدود و مرحله‌ای بوده است. به‌طور کلی، نتایج آزمون Tukey نشان می‌دهند که ملاتونین با تنظیم مرحله‌ای و هماهنگ پاسخ سلولی در طول زمان، می‌تواند به تسریع و بهبود فرآیند ترمیم زخم کمک کند (جدول ‏4‑6)













[bookmark: _Ref218614937][bookmark: _Toc221382841]جدول ‏4‑6 ترکیبی مقایسه زوجی بین روزها (Tukey HSD) در ترمیم زخم موش صحرایی گروه ملاتونین (فقط مقایسه‌های معنی‌دار با p < 0.05)
	نوع سلول
	مقایسه بین روزها
	اختلاف میانگین
	p-value
	تفسیر آماری

	نوتروفیل
	روز 21 vs روز 3
	−83.83
	< 0.000001
	کاهش بسیار شدید

	
	روز 18 vs روز 3
	−65.58
	[bookmark: _Hlk218505603]< 0.000001
	کاهش شدید

	
	روز 15 vs روز 3
	−44.75
	< 0.000001
	کاهش معنی‌دار

	
	روز 12 vs روز 3
	−33.17
	< 0.000001
	کاهش معنی‌دار

	
	روز 9 vs روز 3
	−15.92
	0.00001
	کاهش متوسط

	ائوزینوفیل
	روز 18 vs روز 3
	+4.00
	0.0416
	افزایش خفیف

	
	روز 18 vs روز 6
	+5.42
	0.0030
	افزایش معنی‌دار

	
	روز 18 vs روز 9
	+6.25
	0.0006
	افزایش متوسط

	
	روز 18 vs روز 15
	+4.50
	0.0046
	افزایش خفیف

	
	روز 21 vs روز 18
	−6.67
	0.0029
	کاهش معنی‌دار

	لنفوسیت
	روز 21 vs روز 3
	+87.25
	< 0.000001
	افزایش بسیار شدید

	
	روز 18 vs روز 3
	+68.67
	< 0.000001
	افزایش شدید

	
	روز 12 vs روز 3
	+62.92
	< 0.000001
	افزایش شدید

	
	روز 15 vs روز 3
	+53.75
	< 0.000001
	افزایش معنی‌دار

	
	روز 9 vs روز 3
	+35.83
	< 0.000001
	افزایش متوسط

	مونوسیت
	روز 21 vs روز 3
	+16.17
	< 0.000001
	افزایش شدید

	
	روز 18 vs روز 3
	+11.58
	< 0.000001
	افزایش معنی‌دار

	
	روز 15 vs روز 3
	+8.63
	< 0.000001
	افزایش معنی‌دار

	
	روز 12 vs روز 3
	+5.50
	0.0054
	افزایش خفیف

	
	روز 21 vs روز 6
	+15.33
	< 0.000001
	افزایش شدید

	
	روز 18 vs روز 6
	+10.75
	< 0.000001
	افزایش معنی‌دار

	
	روز 15 vs روز 6
	+7.79
	0.0000005
	افزایش معنی‌دار

	
	روز 12 vs روز 6
	+4.67
	0.0227
	افزایش خفیف

	
	روز 21 vs روز 15
	+7.54
	0.0000425
	افزایش معنی‌دار

	
	روز 21 vs روز 18
	+4.58
	0.0262
	افزایش خفیف



[image: C:\Users\a.c\Desktop\12.png]
[bookmark: _Toc221382851][bookmark: _Hlk216169181][bookmark: _Hlk216168107][bookmark: _Hlk216168058]نمودار ‏4‑3 مقایسه سلول ها در ترمیم زخم موش صحرایی گروه ملاتونین، نوتروفیل (A)، ائوزینوفیل(B)، لنفوسیت (C)، ماکروفاژ*D)  ).
 *:در نمودار D از کلمه ماکروفاژ استفاده شد به این دلیل می باشد که سلول های مونوسیت پس از ورود به بافت به ماکروفاژ تبدیل میشوند.





[bookmark: _Toc218626694][bookmark: _Hlk216168315]تحلیل روند سلولی در در ترمیم زخم موش صحرایی گروه لیپوزوم ملاتونین
در گروه دریافت‌کننده لیپوزوم ملاتونین (Lip.MLT)، تحلیل رگرسیون خطی برای بررسی روند تغییرات سلولی در طول زمان انجام شد. نتایج نشان داد که شمارش نوتروفیل‌ها با گذشت زمان به‌طور بسیار معنی‌داری کاهش یافت (β = −3.51, p < 0.0001, R² = 0.99)، که بیانگر فروکش کردن التهاب حاد و ورود به فاز بازسازی بافت است. لنفوسیت‌ها روند افزایشی واضحی داشتند (β = +3.13, p < 0.0001, R² = 0.92)، که با فعال شدن پاسخ ایمنی تطبیقی و مشارکت در ترمیم زخم هم‌خوانی دارد. مونوسیت‌ها نیز افزایش معنی‌داری نشان دادند (β = +1.38, p < 0.0001, R² = 0.82)، که نقش آن‌ها در پاک‌سازی سلولی و تنظیم ماتریکس خارج‌سلولی را تأیید می‌کند. در مورد ائوزینوفیل‌ها، هرچند ضریب شیب مثبت بود (β = +0.14)، اما این تغییر از نظر آماری معنی‌دار نبود (p = 0.184)، که نشان می‌دهد نقش این سلول‌ها در مدل ترمیم زخم تحت تأثیر لیپوزوم ملاتونین محدود بوده است. به‌طور کلی، لیپوزوم ملاتونین با تنظیم مرحله‌ای پاسخ سلولی در طول زمان، می‌تواند به تسریع و هماهنگی فرآیند ترمیم زخم کمک کند، به‌ویژه از طریق کاهش نوتروفیل‌ها و افزایش لنفوسیت‌ها و مونوسیت‌ها.
[bookmark: _Toc221382842]جدول ‏4‑7 ترکیبی نتایج رگرسیون خطی برای سلول‌های ترمیم زخم موش صحرایی گروه لیپوزوم ملاتونین

	نوع سلول
	ضریب شیب (Day_num)
	p-value
	R²
	روند تغییر

	نوتروفیل
	−3.51
	< 2e−16
	0.99
	کاهش بسیار شدید و معنی‌دار

	ائوزینوفیل
	+0.14
	0.184
	0.07
	تغییر غیرمعنی‌دار

	لنفوسیت
	+3.13
	< 1.3e−14
	0.92
	افزایش شدید و معنی‌دار

	مونوسیت
	+1.38
	< 1.8e−10
	0.82
	افزایش معنی‌دار











[bookmark: _Toc218626695]تفسیر نمودارها در گروه لیپوزوم ملاتونین
در نمودار ‏4‑4، روند تغییرات چهار نوع سلول ایمنی در گروه دریافت‌کننده لیپوزوم ملاتونین طی روزهای مختلف پس از ایجاد زخم به‌صورت بصری نمایش داده شده است. نمودار نوتروفیل‌ها نشان‌دهنده کاهش بسیار واضح و یکنواخت این سلول‌ها با گذشت زمان است. شیب منفی و قوی منحنی، همراه با همبستگی بالا (R² = 0.99)، بیانگر فروکش کردن التهاب حاد و ورود به فاز بازسازی بافت می‌باشد. این روند با نتایج آماری کاملاً هم‌خوانی دارد. در مقابل، نمودار لنفوسیت‌ها روند افزایشی مشخصی را نشان می‌دهد. افزایش مرحله‌ای و پیوسته این سلول‌ها از روزهای ابتدایی تا انتهایی، با نقش شناخته‌شده آن‌ها در پاسخ ایمنی تطبیقی و ترمیم بافت هماهنگ است (R² = 0.92). نمودار مونوسیت‌ها نیز روند افزایشی معنی‌داری دارد. شیب مثبت منحنی و همبستگی قابل توجه (R² = 0.82) نشان می‌دهد که مونوسیت‌ها در مراحل بعدی ترمیم فعال‌تر شده‌اند و احتمالاً در پاک‌سازی سلولی و تنظیم ماتریکس خارج‌سلولی نقش داشته‌اند. در مورد ائوزینوفیل‌ها، نمودار فاقد روند مشخص و قابل اعتماد است. نوسانات پراکنده و شیب ضعیف منحنی (R² = 0.07) نشان می‌دهد که تغییرات این سلول‌ها در طول زمان از نظر آماری و بیولوژیکی معنی‌دار نبوده‌اند. به‌طور کلی، نمودارهای ۲×۲ در گروه Lip.MLT نشان می‌دهند که این ترکیب دارویی با تنظیم مرحله‌ای پاسخ سلولی، به کاهش التهاب و تقویت بازسازی بافت کمک کرده است—به‌ویژه از طریق کاهش نوتروفیل‌ها و افزایش لنفوسیت‌ها و مونوسیت‌ها.
[image: F:\R Pics\لیپ\Lip.MLT_Trend_2x2.png]
[bookmark: _Ref218615488][bookmark: _Toc221382852][bookmark: _Hlk216170606][bookmark: _Hlk216168850]نمودار ‏4‑4 تحلیل نمودارهای روند سلولی در ترمیم زخم موش صحرایی در گروه لیپوزوم ملاتونین


[bookmark: _Toc218626696]نتایج ANOVA برای سلول‌ها در ترمیم زخم موش صحرایی گروه لیپوزوم ملاتونین
[bookmark: _Hlk216168772]آزمون‌های آماری ANOVA و Tukey HSD برای گروه دریافت‌کننده لیپوزوم ملاتونین (Lip.MLT) نشان دادند که تغییرات سلولی در روزهای مختلف پس از ایجاد زخم از نظر آماری بسیار معنی‌دار بوده‌اند.
[bookmark: _Toc221382843]جدول ‏4‑8 نتایج ANOVA برای سلول‌های در ترمیم زخم موش صحرایی گروه لیپوزوم ملاتونین
	نوع سلول
	درجه آزادی (Df)
	مجموع مربعات (Sum Sq)
	میانگین مربعات (Mean Sq)
	مقدار F
	p-value
	تفسیر آماری

	نوتروفیل
	6, 19
	12549, 65
	2091.5, 3.4
	611.1
	< 2e−16
	بسیار معنی‌دار

	ائوزینوفیل
	6, 19
	263.96, 20.56
	43.99, 1.08
	40.66
	7.6e−10
	بسیار معنی‌دار

	لنفوسیت
	6, 19
	10561, 165
	1760.2, 8.7
	202.3
	3.58e−16
	بسیار معنی‌دار

	مونوسیت
	6, 19
	2160.7, 190.6
	360.1, 10.0
	35.9
	2.23e−09
	بسیار معنی‌دار












نوتروفیل‌ها کاهش مرحله‌ای و معنی‌داری از روز 3 به سمت روزهای 6، 9، 12، 15، 18 و 21 نشان دادند، به‌ویژه کاهش شدید بین روز 3 و روز 21 (اختلاف میانگین = −66.92, p < 0.000001) که بیانگر فروکش کردن التهاب حاد است. لنفوسیت‌ها روند افزایشی بسیار واضحی داشتند، به‌طوری‌که اختلاف میانگین بین روز 3 و روز 21 برابر با +65.17 بود (p < 0.000001). این افزایش مرحله‌ای در روزهای 9 تا 18 نیز به‌صورت معنی‌دار مشاهده شد، که با فعال شدن پاسخ ایمنی تطبیقی در مراحل ترمیم زخم هم‌خوانی دارد. مونوسیت‌ها نیز افزایش معنی‌داری در روزهای انتهایی نسبت به روزهای ابتدایی داشتند، به‌ویژه بین روز 3 و روز 21 (اختلاف میانگین = +25.67, p < 0.000001). این روند افزایشی با نقش مونوسیت‌ها در پاک‌سازی سلولی و تنظیم ماتریکس خارج‌سلولی هماهنگ است. در مورد ائوزینوفیل‌ها، افزایش معنی‌دار در روزهای 6، 9، 12 و 15 نسبت به روز 3 مشاهده شد، اما در روزهای انتهایی (18 و 21) روند کاهشی جزئی وجود داشت (جدول ‏4‑9). این یافته‌ها نشان می‌دهند که نقش ائوزینوفیل‌ها در مدل ترمیم تحت تأثیر لیپوزوم ملاتونین، مرحله‌ای و محدود بوده است. به‌طور کلی، لیپوزوم ملاتونین با تنظیم مرحله‌ای و هماهنگ پاسخ سلولی در طول زمان، می‌تواند به کاهش التهاب و تقویت بازسازی بافت کمک کند، به‌ویژه از طریق کاهش نوتروفیل‌ها و افزایش لنفوسیت‌ها و مونوسیت‌ها.















[bookmark: _Ref218615564][bookmark: _Toc221382844]جدول ‏4‑9 مقایسه زوجی بین روزها (Tukey HSD) در ترمیم زخم موش صحرایی گروه  لیپوزوم ملاتونین (فقط مقایسه‌های معنی‌دار با p < 0.05)
	نوع سلول
	مقایسه بین روزها
	اختلاف میانگین
	p-value
	تفسیر آماری

	نوتروفیل
	روز 21 vs روز 3
	−66.92
	< 0.000001
	کاهش بسیار شدید

	
	روز 18 vs روز 3
	−54.83
	< 0.000001
	کاهش شدید

	
	روز 15 vs روز 3
	−44.50
	< 0.000001
	کاهش معنی‌دار

	
	روز 12 vs روز 3
	−35.08
	< 0.000001
	کاهش معنی‌دار

	
	روز 9 vs روز 3
	−26.58
	< 0.000001
	کاهش متوسط

	ائوزینوفیل
	روز 15 vs روز 3
	+10.42
	< 0.000001
	افزایش شدید

	
	روز 12 vs روز 3
	+7.58
	0.0000014
	افزایش معنی‌دار

	
	روز 9 vs روز 3
	+6.42
	0.0000008
	افزایش معنی‌دار

	
	روز 6 vs روز 3
	+4.17
	0.00031
	افزایش خفیف

	
	روز 21 vs روز 3
	+3.00
	0.0095
	افزایش خفیف

	لنفوسیت
	روز 21 vs روز 3
	+65.17
	< 0.000001
	افزایش بسیار شدید

	
	روز 18 vs روز 3
	+52.33
	< 0.000001
	افزایش شدید

	
	روز 15 vs روز 3
	+45.75
	< 0.000001
	افزایش معنی‌دار

	
	روز 12 vs روز 3
	+39.58
	< 0.000001
	افزایش معنی‌دار

	
	روز 9 vs روز 3
	+34.00
	< 0.000001
	افزایش متوسط

	مونوسیت
	روز 21 vs روز 3
	+25.67
	< 0.000001
	افزایش شدید

	
	روز 18 vs روز 3
	+25.67
	< 0.000001
	افزایش شدید

	
	روز 15 vs روز 3
	+24.42
	< 0.000001
	افزایش معنی‌دار

	
	روز 12 vs روز 3
	+19.50
	0.0000165
	افزایش معنی‌دار

	
	روز 9 vs روز 3
	+14.58
	0.0000542
	افزایش متوسط

	
	روز 6 vs روز 3
	+10.92
	0.0017
	افزایش خفیف
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[bookmark: _Toc221382853]نمودار ‏4‑5 مقایسه سلول ها در ترمیم زخم موش صحرایی گروه ملاتونین، نوتروفیل (A)، ائوزینوفیل(B)، لنفوسیت (C)، ماکروفاژ*D)  ).
*:در نمودار D از کلمه ماکروفاژ استفاده شد به این دلیل می باشد که سلول های مونوسیت پس از ورود به بافت به ماکروفاژ تبدیل میشوند.






[bookmark: _Toc218626697]تحلیل روند سلولی در ترمیم زخم موش صحرایی گروه کنترل
در گروه کنترل، تحلیل رگرسیون خطی برای بررسی روند تغییرات سلولی در طول زمان پس از ایجاد زخم انجام شد. نتایج نشان داد که شمارش نوتروفیل‌ها با گذشت زمان به‌طور معنی‌داری کاهش یافت (β = −4.24, p < 0.00001, R² = 0.60)، که بیانگر فروکش کردن التهاب حاد در غیاب مداخله دارویی است. لنفوسیت‌ها روند افزایشی واضحی داشتند (β = +2.32, p < 0.00001, R² = 0.84)، که با فعال شدن پاسخ ایمنی تطبیقی در مراحل ترمیم زخم هم‌خوانی دارد. مونوسیت‌ها نیز افزایش معنی‌داری نشان دادند (β = +0.99, p < 0.00001, R² = 0.67)، که نقش آن‌ها در پاک‌سازی سلولی و تنظیم ماتریکس خارج‌سلولی را تأیید می‌کند. در مورد ائوزینوفیل‌ها، هرچند ضریب شیب مثبت بود (β = +0.11)، اما این تغییر از نظر آماری معنی‌دار نبود (p = 0.431)، که نشان می‌دهد نقش این سلول‌ها در مدل ترمیم زخم در شرایط کنترل محدود بوده است (جدول10). به‌طور کلی، در گروه کنترل نیز روند طبیعی ترمیم زخم با کاهش نوتروفیل‌ها و افزایش لنفوسیت‌ها و مونوسیت‌ها همراه بود، اما شدت و سرعت این تغییرات نسبت به گروه‌های درمانی کمتر بوده و نشان‌دهنده اثر محدود فرآیندهای درون‌زاد بدن در غیاب مداخله دارویی است.
[bookmark: _Toc221382845][bookmark: _Hlk216170742][bookmark: _Hlk216170933]جدول ‏4‑10 ترکیبی نتایج رگرسیون خطی برای سلول‌ها در ترمیم زخم موش صحرایی گروه  کنترل
	نوع سلول
	ضریب شیب (Day_num)
	p-value
	R²
	روند تغییر

	نوتروفیل
	−4.24
	3.89e−06
	0.60
	کاهش معنی‌دار متوسط

	ائوزینوفیل
	+0.11
	0.431
	0.03
	تغییر غیرمعنی‌دار

	لنفوسیت
	+2.32
	< 5.4e−11
	0.84
	افزایش شدید و معنی‌دار

	مونوسیت
	+0.99
	< 2.8e−07
	0.67
	افزایش معنی‌دار












[bookmark: _Toc218626698]تفسیر نمودارها در ترمیم زخم موش صحرایی گروه کنترل 
در نمودار ‏4‑6 ترکیبی ۲×۲، روند تغییرات چهار نوع سلول ایمنی در گروه کنترل طی روزهای مختلف پس از ایجاد زخم به‌صورت بصری نمایش داده شده است. نمودار نوتروفیل‌ها نشان‌دهنده کاهش تدریجی این سلول‌ها با گذشت زمان است. هرچند شیب منفی قابل توجهی دارد (β = −4.24)، اما پراکندگی داده‌ها و مقدار R² نسبتاً پایین‌تر (0.60) نسبت به گروه‌های درمانی نشان می‌دهد که شدت و انسجام کاهش نوتروفیل‌ها در گروه کنترل کمتر بوده است. نمودار لنفوسیت‌ها روند افزایشی واضحی را نشان می‌دهد. شیب مثبت و همبستگی بالا (R² = 0.84) بیانگر فعال شدن پاسخ ایمنی تطبیقی در مراحل ترمیم زخم است، حتی در غیاب مداخله دارویی. این روند با نتایج آماری کاملاً هم‌خوانی دارد. نمودار مونوسیت‌ها نیز روند افزایشی معنی‌داری دارد (β = +0.99, R² = 0.67)، که با نقش شناخته‌شده آن‌ها در پاک‌سازی سلولی و تنظیم ماتریکس خارج‌سلولی در مراحل ترمیم زخم هماهنگ است. در مقابل، نمودار ائوزینوفیل‌ها فاقد روند مشخص و قابل اعتماد است. نوسانات پراکنده و همبستگی بسیار ضعیف (R² = 0.03) نشان می‌دهد که تغییرات این سلول‌ها در طول زمان از نظر آماری و بیولوژیکی معنی‌دار نبوده‌اند. به‌طور کلی، نمودارهای ۲×۲ در گروه کنترل نشان می‌دهند که فرآیند طبیعی ترمیم زخم با کاهش نوتروفیل‌ها و افزایش لنفوسیت‌ها و مونوسیت‌ها همراه بوده، اما شدت و انسجام این تغییرات نسبت به گروه‌های درمانی کمتر بوده و بیانگر اثر محدود مکانیسم‌های درون‌زاد بدن در غیاب مداخله دارویی است
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[bookmark: _Ref218615865][bookmark: _Toc221382854]نمودار ‏4‑6 تحلیل نمودارهای روند سلولی در ترمیم زخم موش صحرایی گروه کنترل

[bookmark: _Toc218626699]تحلیل نتایج آماری در ترمیم زخم موش صحرایی گروه کنترل
آزمون‌های آماری ANOVA و Tukey HSD برای گروه کنترل نشان دادند که تغییرات سلولی در روزهای مختلف پس از ایجاد زخم از نظر آماری بسیار معنی‌دار بوده‌اند
[bookmark: _Toc221382846]جدول ‏4‑11 نتایج ANOVA برای سلول‌ها ترمیم زخم موش صحرایی گروه  کنترل 
	نوع سلول
	درجه آزادی (Df)
	مجموع مربعات (Sum Sq)
	میانگین مربعات (Mean Sq)
	مقدار F
	p-value
	تفسیر آماری

	نوتروفیل
	6, 19
	30341, 125
	5057, 7
	767.5
	< 2e−16
	بسیار معنی‌دار

	ائوزینوفیل
	6, 19
	476.6, 18.6
	79.43, 0.98
	81.21
	1.61e−12
	بسیار معنی‌دار

	لنفوسیت
	6, 19
	6313, 169
	1052.2, 8.9
	118.6
	5.03e−14
	بسیار معنی‌دار

	مونوسیت
	6, 19
	1386.0, 71.5
	231.0, 3.76
	61.41
	2e−11
	بسیار معنی‌دار









[bookmark: _Toc218626700]مقایسه زوجی بین روزها (Tukey HSD) در ترمیم زخم موش صحرایی گروه  کنترل
نوتروفیل‌ها کاهش مرحله‌ای و معنی‌داری از روز 3 به سمت روزهای 18 و 21 نشان دادند، به‌ویژه کاهش شدید بین روز 3 و روز 21 (اختلاف میانگین = −52.83, p < 0.000001) که بیانگر فروکش کردن التهاب حاد در غیاب مداخله دارویی است. در روزهای ابتدایی (روز 6 و 9) افزایش قابل توجهی مشاهده شد که احتمالاً مربوط به پاسخ التهابی اولیه است. لنفوسیت‌ها روند افزایشی بسیار واضحی داشتند، به‌طوری‌که اختلاف میانگین بین روز 3 و روز 21 برابر با +45.25 بود (p < 0.000001). این افزایش مرحله‌ای در روزهای 6 تا 18 نیز به‌صورت معنی‌دار مشاهده شد، که با فعال شدن پاسخ ایمنی تطبیقی در مراحل ترمیم زخم هم‌خوانی دارد. مونوسیت‌ها نیز افزایش معنی‌داری در روزهای انتهایی نسبت به روزهای ابتدایی داشتند، به‌ویژه بین روز 3 و روز 21 (اختلاف میانگین = +20.50, p < 0.000001). این روند افزایشی با نقش مونوسیت‌ها در پاک‌سازی سلولی و تنظیم ماتریکس خارج‌سلولی هماهنگ است. در مورد ائوزینوفیل‌ها، کاهش معنی‌دار در روزهای 6 و 9 نسبت به روز 3 مشاهده شد، اما در روزهای 15 تا 21 افزایش مرحله‌ای وجود داشت. این یافته‌ها نشان می‌دهند که نقش ائوزینوفیل‌ها در مدل ترمیم زخم در شرایط کنترل، محدود و نوسانی بوده است. به‌طور کلی، در گروه کنترل نیز روند طبیعی ترمیم زخم با کاهش نوتروفیل‌ها و افزایش لنفوسیت‌ها و مونوسیت‌ها همراه بود، اما شدت و انسجام این تغییرات نسبت به گروه‌های درمانی کمتر بوده و بیانگر اثر محدود مکانیسم‌های درون‌زاد بدن در غیاب مداخله دارویی است (جدول ‏4‑12)










[bookmark: _Ref218615980][bookmark: _Toc221382847]جدول ‏4‑12 مقایسه زوجی بین روزها (Tukey HSD) در ترمیم زخم موش صحرایی گروه کنترل ) فقط مقایسه‌های معنی‌دار با p < 0.05)
	نوع سلول
	مقایسه بین روزها
	اختلاف میانگین
	p-value
	تفسیر آماری

	نوتروفیل
	روز 21 vs روز 3
	−52.83
	< 0.000001
	کاهش بسیار شدید

	
	روز 18 vs روز 3
	−30.00
	< 0.000001
	کاهش شدید

	
	روز 6 vs روز 3
	+51.17
	< 0.000001
	افزایش اولیه

	
	روز 9 vs روز 3
	+33.92
	< 0.000001
	افزایش متوسط

	ائوزینوفیل
	روز 9 vs روز 3
	−11.00
	< 0.000001
	کاهش شدید

	
	روز 6 vs روز 3
	−9.25
	< 0.000001
	کاهش معنی‌دار

	
	روز 15 vs روز 6
	+5.17
	0.0000096
	افزایش معنی‌دار

	
	روز 18 vs روز 6
	+10.42
	< 0.000001
	افزایش شدید

	
	روز 21 vs روز 6
	+3.17
	0.0036
	افزایش خفیف

	لنفوسیت
	روز 21 vs روز 3
	+45.25
	< 0.000001
	افزایش بسیار شدید

	
	روز 18 vs روز 3
	+37.08
	< 0.000001
	افزایش شدید

	
	روز 12 vs روز 3
	+32.50
	< 0.000001
	افزایش معنی‌دار

	
	روز 15 vs روز 3
	+28.00
	< 0.000001
	افزایش معنی‌دار

	
	روز 6 vs روز 3
	+18.00
	0.0000011
	افزایش متوسط

	مونوسیت
	روز 21 vs روز 3
	+20.50
	< 0.000001
	افزایش شدید

	
	روز 15 vs روز 3
	+17.00
	< 0.000001
	افزایش معنی‌دار

	
	روز 9 vs روز 3
	+12.58
	0.0000004
	افزایش متوسط

	
	روز 18 vs روز 3
	+10.92
	0.0000033
	افزایش معنی‌دار
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[bookmark: _Toc221382855]نمودار ‏4‑7 مقایسه سلول ها در ترمیم زخم موش صحرایی گروه  کنترل، نوتروفیل (A)، ائوزینوفیل(B)، لنفوسیت (C)، ماکروفاژ*D)  ).
*:در نمودار D از کلمه ماکروفاژ استفاده شد به این دلیل می باشد که سلول های مونوسیت پس از ورود به بافت به ماکروفاژ تبدیل میشوند




[bookmark: _Toc218626701]مدل رگرسیون با تعامل بین زمان  و گروه درمانی
[bookmark: _Hlk216171094]به‌منظور بررسی تفاوت روند تغییرات سلولی بین گروه‌های درمانی و کنترل، مدل رگرسیون خطی با تعامل بین زمان (Day_num) و گروه درمانی اجرا شد. این مدل امکان بررسی تفاوت شیب تغییرات در طول زمان بین گروه‌ها را فراهم می‌سازد. در مورد نوتروفیل‌ها، شیب منفی زمان در گروه کنترل (−4.24) نشان‌دهنده کاهش التهاب در طول زمان بود. با این حال، تعامل بین زمان و گروه‌های درمانی از نظر آماری معنی‌دار نبود، که نشان می‌دهد سرعت کاهش نوتروفیل‌ها در گروه‌های درمانی تفاوت قابل توجهی با کنترل نداشت. در مورد ائوزینوفیل‌ها، تنها تعامل فنیتوئیین با زمان نزدیک به معنی‌دار بود (p = 0.058)، که می‌تواند بیانگر اثر تنظیمی محدود این دارو بر ائوزینوفیل‌ها باشد. در مقابل، لنفوسیت‌ها پاسخ بسیار واضحی به درمان نشان دادند. تعامل زمان با فنیتوئیین (β = +1.72, p < 0.0001)، ملاتونین (β = +2.22, p < 0.00001) و لیپوزوم ملاتونین (β = +0.81, p = 0.005) همگی معنی‌دار بودند، که نشان‌دهنده افزایش سریع‌تر لنفوسیت‌ها در گروه‌های درمانی نسبت به کنترل است. این یافته‌ها با نقش شناخته‌شده لنفوسیت‌ها در بازسازی بافت و پاسخ ایمنی تطبیقی هم‌خوانی دارد. در مورد مونوسیت‌ها، تعامل لیپوزوم ملاتونین با زمان معنی‌دار بود (β = +0.40, p = 0.0077)، که نشان می‌دهد این ترکیب باعث افزایش سریع‌تر مونوسیت‌ها شده است. تعامل فنیتوئیین نیز در حد مرزی معنی‌دار بود (p = 0.049)، در حالی که ملاتونین تفاوت معنی‌داری نداشت. به‌طور کلی، مدل تعامل نشان داد که گروه‌های درمانی به‌ویژه ملاتونین و لیپوزوم ملاتونین، اثر قابل توجهی در تسریع روند ترمیم زخم از طریق افزایش لنفوسیت‌ها و مونوسیت‌ها داشته‌اند، در حالی که اثر آن‌ها بر نوتروفیل‌ها و ائوزینوفیل‌ها محدودتر بوده است.
[bookmark: _Toc221382848]جدول ‏4‑13 ضرایب تعامل بین زمان و گروه درمانی در موش صحرایی
	نوع سلول
	تعامل با گروه فنیتوئیین
	تعامل با ملاتونین
	تعامل با لیپوزوم ملاتونین
	تفسیر آماری

	نوتروفیل
	+0.03 (p = 0.969)
	−0.32 (p = 0.605)
	+0.73 (p = 0.229)
	تفاوت غیرمعنی‌دار

	ائوزینوفیل
	+0.30 (p = 0.058)
	−0.00 (p = 0.978)
	+0.03 (p = 0.838)
	فنیتوئیین نزدیک به معنی‌دار

	لنفوسیت
	+1.72 (p < 0.0001)
	+2.22 (p < 0.00001)
	+0.81 (p = 0.005)
	همه تعامل‌ها معنی‌دار

	مونوسیت
	−0.32 (p = 0.049)
	−0.13 (p = 0.410)
	+0.40 (p = 0.0077)
	لیپوزوم معنی‌دار، فنیتوئیین مرزی




[bookmark: _Toc218626702]تحلیل اثربخشی درمان‌ها
در نمودارهای مربوط به روند تغییرات سلولها، تغییرات چهار نوع سلول ایمنی شامل نوتروفیل‌ها، ائوزینوفیل‌ها، لنفوسیت‌ها و مونوسیت‌ها در طول زمان و به تفکیک گروه‌های درمانی (کنترل، فنی توئیین، ملاتونین، لیپوزوم ملاتونین) بررسی شده‌اند. این نمودارها بر اساس مدل رگرسیون خطی با تعامل رسم شده‌اند و به‌وضوح تفاوت در شیب تغییرات بین گروه‌ها را نشان می‌دهند.
در مورد نوتروفیل‌ها، همه گروه‌ها روند کاهشی مشخصی را نشان دادند که بیانگر فروکش کردن التهاب حاد پس از ایجاد زخم است. با این حال، تفاوت شیب بین گروه‌های درمانی و گروه کنترل از نظر آماری معنی‌دار نبود. گروه کنترل دارای شیب منفی واضحی بود (−4.24)، و هیچ‌یک از داروها نتوانستند کاهش سریع‌تری نسبت به آن ایجاد کنند. بنابراین، از نظر کاهش نوتروفیل‌ها، هیچ دارویی برتر از کنترل نبوده و روند طبیعی بدن در فروکش التهاب به‌خوبی عمل کرده است. در مورد ائوزینوفیل‌ها، تغییرات نوسانی و ضعیف بودند. تنها گروه فنیتوئیین شیب افزایشی نزدیک به معنی‌دار داشت (p = 0.058)، اما سایر گروه‌ها تفاوتی با کنترل نداشتند. این موضوع نشان می‌دهد که اثربخشی داروها بر ائوزینوفیل‌ها محدود و غیرقطعی بوده و احتمالاً نقش این سلول‌ها در مدل ترمیم زخم کمتر از سایر سلول‌هاست. در مقابل، لنفوسیت‌ها پاسخ بسیار واضحی به درمان نشان دادند. همه گروه‌های درمانی افزایش معنی‌دار و سریع‌تری در لنفوسیت‌ها نسبت به کنترل نشان دادند. گروه ملاتونین بیشترین شیب افزایشی را داشت (β = +2.22, p < 0.00001)، که بیانگر تحریک قوی پاسخ ایمنی تطبیقی توسط این ترکیب است. فنی توئیین نیز شیب بالایی داشت (β = +1.72, p < 0.0001)، و لیپوزوم ملاتونین با شیب متوسط (β = +0.81, p = 0.005) عملکرد قابل قبولی داشت. این یافته‌ها نشان می‌دهند که ملاتونین مؤثرترین دارو در تحریک لنفوسیت‌ها و تقویت فاز بازسازی ایمنی بوده است. در مورد مونوسیت‌ها، تفاوت بین گروه‌ها نیز قابل توجه بود. لیپوزوم ملاتونین افزایش معنی‌داری در مونوسیت‌ها ایجاد کرد (β = +0.40, p = 0.0077)، که نشان‌دهنده نقش آن در پاک‌سازی بافتی و تنظیم ماتریکس خارج‌سلولی است. فنیتوئیین نیز افزایش مرزی داشت (p = 0.049)، در حالی که ملاتونین تفاوت معنی‌داری نسبت به کنترل نشان نداد. بنابراین، لیپوزوم ملاتونین مؤثرترین ترکیب در افزایش مونوسیت‌ها و تسهیل فاز پاک‌سازی زخم بوده است.
در مجموع، تحلیل نمودارهای تعاملی نشان می‌دهد که گروه‌های درمانی به‌ویژه ملاتونین و لیپوزوم ملاتونین اثر قابل توجهی در تسریع روند ترمیم زخم داشته‌اند. ملاتونین با تحریک شدید لنفوسیت‌ها در فاز ایمنی تطبیقی و لیپوزوم ملاتونین با افزایش مونوسیت‌ها در فاز پاک‌سازی بافتی، هرکدام نقاط قوت متفاوتی داشته‌اند. در مقابل، گروه کنترل در کاهش نوتروفیل‌ها عملکرد مشابه یا حتی بهتر از داروها داشته، اما در فازهای بازسازی ایمنی ضعیف‌تر عمل کرده است. بنابراین، می‌توان نتیجه گرفت که ملاتونین و لیپوزوم ملاتونین به‌عنوان ترکیبات مؤثرتر در ترمیم زخم شناخته می‌شوند، هرکدام با ویژگی‌های عملکردی خاص خود.
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[bookmark: _Toc221382856][bookmark: _Hlk216171203]نمودار ‏4‑8 روند تغییرات سلول‌ها با تأکید بر اثربخشی درمان‌ها در ترمیم زخم موش صحرایی
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[bookmark: _Toc221382873]شکل ‏4‑2 A: ملاتونین-:B  لیپوزومال ملاتونین  رنگ آمیزی H&E درشت نمایی  X40 C: کنترل رنگ آمیزی H&E درشت نمایی X40
در قسمت A، فلش * نوتروفیل و فلش # لنفوسیت است. در قسمت B و C، فلش نوتروفیلها هستند. و در قسمت D (گروه فنی‌تویین)، فلش‌ها نشان‌دهنده سلول‌های نوتروفیل و لنفوسیت در بستری از فیبرهای اولیه کلاژن هستند که سازمان‌دهی بهتری نسبت به گروه کنترل نشان می‌دهند.
تفسیر مشاهدات: به طور کلی تجمع سلول های ایمنی مخصوصا نوتروفیل ها در محل زخم دیده میشود. پلی‌مورفونوکلئرها، به‌ویژه نوتروفیل‌ها، در روزهای اولیه پس از ایجاد زخم به‌صورت گسترده در محل آسیب حضور می‌یابند.در روز سوم، حضور فراوان آن‌ها طبیعی بوده و نشان‌دهنده پاسخ التهابی حاد است.در گروه‌های درمان‌شده با ژل لیپوزومی ملاتونین، تعداد PMNها نسبت به گروه کنترل کاهش یافته، اما این کاهش در عین پاکسازی مناسب زخم رخ می‌دهد که بیانگر تعدیل التهاب است. لایه روی زخم که از گلبول های قرمز و پلاکت ها ساخته شده است هنوز وجود دارد و رسوب کلاژن نیز در محل
بیشترین تراکم سلول‌های PMN مشاهده می‌شود زیرا این سلول‌ها نقش اصلی در پاکسازی اولیه، کنترل آلودگی و آزادسازی آنزیم‌های پروتئولیتیک دارند.


روز ششم 
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[bookmark: _Toc221382874][bookmark: _Hlk218530827]شکل ‏4‑3 :Aملاتونین رنگ آمیزی تری کروماسون  B: فنی تویین رنگ آمیزی H&E
در قسمت A، فلشها نوتروفیل هستند. در قسمت B، فلش * نوتروفیل و فلش # مونوسیت (ماکروفاژ) میباشد.
تفسیر مشاهدات : مونوسیت ها به‌تدریج جایگزین نوتروفیل‌ها می‌شوند و سیگنال‌های لازم برای تکثیر فیبروبلاست‌ها، رگزایی و تشکیل بافت گرانوله را آزاد می‌کنند. ژل لیپوزومی ملاتونین موجب کاهش چشمگیر تراکم سلول‌های التهابی در بافت آسیب‌دیده می‌شود
گروه های دارونما همچنان دچار التهاب پایدار، تجمع نوتروفیل‌ها و سلول‌های مونونوکلئر است در حالی که در گروه دریافت‌کننده ژل لیپوزومی، تعداد نوتروفیل‌ها کاهش یافته و حضور ماکروفاژهای ترمیمی (M2) بیشتر دیده می‌شود.این تغییر نشان‌دهنده جابه‌جایی مناسب‌تر فاز التهاب به فاز تکثیر در حضور ملاتونین است.همچنین، لایه فیبرینی سطح زخم در گروه لیپوزومی سریع‌تر تجزیه شده و زمینه برای مهاجرت فیبروبلاست‌ها و اپی‌تلیال‌سازی فراهم می‌شود.در فازهای بعدی ترمیم، تفاوت‌ها بیشتر نمایان می‌شوند.در گروه دارونما، کلاژن‌سازی معمولاً پراکنده، نامنظم و با تراکم پایین است، در حالی‌که در گروه ژل لیپوزومی ملاتونین، رشته‌های کلاژن ضخیم‌تر، منظم‌تر و نزدیک‌تر به ساختار پوست سالم دیده می‌شوند.علاوه بر آن، رگزایی در گروه ملاتونینی افزایش قابل ملاحظه‌ای داشته و بافت گرانوله پرسلول‌تر و پایدارتر مشاهده می‌شود.این یافته‌ها تأیید می‌کنند که ژل لیپوزومی ملاتونین نه‌تنها روند التهابی را تنظیم می‌کند بلکه بازسازی بافتی و ماتریکس خارج‌سلولی را نیز بهبود می‌بخشد و کیفیت نهایی ترمیم بافت را افزایش می‌دهد.
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[bookmark: _Toc221382875]شکل ‏4‑4 A: کنترل رنگ آمیزی:B   H&E فنی تویین  رنگ آمیزی C   H&E :  فنی تویین رنگ آمیزی تری کروماسون. D مربوط به گروه فنی‌تویین (کنترل مثبت) در روز نهم است. در این مرحله از ترمیم، بافت از فاز التهابی عبور کرده و در حال تکمیل فاز تکثیری (Proliferative) و ورود به فاز بازسازی (Remodeling) است.
فلش * نوتروفیل و فلش # لنفوسیت میباشد.


روز دوازدهم
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[bookmark: _Toc221382876]شکل ‏4‑5  A: ملاتونین - B: لیپوزومال ملاتونین - C: کنترل D: فنی‌تویین
فلش * نوتروفیل و فلش # مونوسیت (ماکروفاژ) میباشد.

کاهش تعداد PMNها روند طبیعی داشته و جای خود را به ماکروفاژها و سپس فیبروبلاست‌ها می دهد.در گروه دارونما، معمولاً بقای PMNها بیشتر دیده شده و التهاب مزمن‌تری ایجاد می‌شود، در حالی که در گروه لیپوزومی ملاتونین، کاهش PMNها سریع‌تر و ورود به فاز تکثیر زودتر مشاهده می‌شود.در روز نهم ، حضور PMNها در گروه ملاتونینی ناچیز بوده و بافت در مرحله رگزایی و کلاژن‌سازی قرار دارد.این کاهش به‌موقع و کنترل‌شده پلی‌مورفونوکلئرها برای جلوگیری از تخریب ماتریکس و تأخیر در ترمیم ضروری است.




روز پانزده
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[bookmark: _Toc221382877]شکل ‏4‑6  A :ملاتونین - B: لیپوزومال ملاتونین - C: کنترل
فلش * نوتروفیل و فلش # مونوسیت میباشد.

حضور لنفوسیت‌ها به‌حداقل می‌رسد و بافت عمدتاً در فاز بازسازی و سازمان‌دهی کلاژن قرار دارد.کاهش به‌موقع لنفوسیت‌ها برای تشکیل اسکار نهایی و جلوگیری از فیبروز بیش‌ازحد ضروری است.
استفاده از ژل لیپوزومی سبب افزایش قابل توجه رگزایی، تکثیر فیبروبلاست‌ها و تشکیل بافت گرانوله منسجم‌تر می‌شود.میزان سازمان‌یافتگی کلاژن در گروه ملاتونینی به‌مراتب بهتر بوده و الیاف کلاژن ساختاری منظم‌تر نسبت به دارونما نشان می‌دهند.از نظر بالینی نیز کاهش مساحت زخم در گروه لیپوزومی ملاتونین سریع‌تر و یکنواخت‌تر صورت گرفته است.در نهایت، اپی‌تلیال‌سازی کامل‌تر و بسته‌شدن یکنواخت زخم در ژل حاوی نانولیپوزوم‌های ملاتونینی نسبت به دارونما عملکرد بهتری در بهبود و بازسازی بافتی دارد.



روز هجدهم
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[bookmark: _Toc221382878]شکل ‏4‑7  A: ملاتونین- B: لیپوزومال ملاتونین- C: لیپوزومال ملاتونین
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[bookmark: _Toc221382879]شکل ‏4‑8  A : لیپوزومال ملاتونین - B: کنترل- C: فنیتوئین
فلش * نوتروفیل و فلش # مونوسیت (ماکروفاژ) میباشد.
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[bookmark: _Toc218539956][bookmark: _Toc218626705]بحث و نتیجه گیری
این پژوهش به‌صورت مطالعه تجربی درون‌تنی طراحی و اجرا شد و هدف اصلی آن بررسی سازگاری و اثربخشی ژل حاوی نانولیپوزوم‌های حامل ملاتونین بر کاهش واکنش‌های التهابی موضعی و تسریع روند ترمیم زخم‌های پوستی برشی در موش‌های صحرایی نر بالغ بود. اهداف اختصاصی پژوهش شامل موارد زیر بود: نخست، تهیه و بهینه‌سازی فرمولاسیون نانولیپوزوم‌های حامل ملاتونین با روش تبخیر لایه نازک و ارزیابی ویژگی‌های فیزیکوشیمیایی آن‌ها (اندازه ذرات، پتانسیل زتا، پایداری و راندمان بارگیری)؛ دوم، مقایسه عملکرد درمانی این فرمولاسیون با ملاتونین آزاد، فنی‌توئین (به‌عنوان کنترل مثبت) و گروه کنترل (بدون مداخله)؛ سوم، تحلیل تغییرات کمی و کیفی سلول‌های التهابی (نوتروفیل، ائوزینوفیل، لنفوسیت و ماکروفاژ) در فواصل زمانی مختلف؛ و در نهایت، بررسی شاخص‌های هیستولوژیک شامل شدت التهاب، رسوب کلاژن، رگ‌زایی، اپی‌تلیالیزاسیون و کیفیت نهایی اسکار در طول دوره ۲۱ روزه.
روش کار به‌صورت گام‌به‌گام و استاندارد انجام شد. ابتدا نانولیپوزوم‌ها با استفاده از فسفاتیدیل‌کولین (لسیتین سویا)، کلسترول و ملاتونین از طریق روش تبخیر لایه نازک، هیدراتاسیون با بافر PBS، سونیکاسیون و rapid cooling تهیه شدند. ویژگی‌های فیزیکوشیمیایی (اندازه هیدرودینامیک، پتانسیل زتا و پایداری) با دستگاه DLS ارزیابی شد تا فرمولاسیون پایدار و مناسب برای کاربرد موضعی به دست آید. سپس ۲۸ موش صحرایی نر نژاد ویستار (وزن ۲۵۰–۳۰۰ گرم) به‌طور تصادفی به چهار گروه هفت‌تایی تقسیم شدند: گروه کنترل (بدون درمان)، گروه نانولیپوزوم ملاتونین، گروه ملاتونین آزاد و گروه فنی‌توئین. پس از بی‌هوشی با کتامین (۸۰ میلی‌گرم بر کیلوگرم) و زایلازین (۵ میلی‌گرم بر کیلوگرم)، موهای ناحیه پشتی تراشیده شد، موضع با الکل ۷۰٪ ضدعفونی گردید و زخم برشی استاندارد به عمق ۳ میلی‌متر و قطر ۱ سانتی‌متر ایجاد شد. ژل‌های درمانی (حاوی نانولیپوزوم ملاتونین، ملاتونین آزاد یا فنی‌توئین) هر سه روز یک‌بار به‌صورت موضعی اعمال شدند. نمونه‌برداری در روزهای ۳، ۶، ۹، ۱۲، ۱۵ و ۲۱ انجام شد؛ بافت‌ها در فرمالین ۱۰٪ فیکس شدند، مقاطع ۵ میکرونی تهیه گردید و با رنگ‌آمیزی H&E (برای ارزیابی التهاب و ساختار سلولی) و تری‌کروم ماسون (برای بررسی رسوب کلاژن) رنگ‌آمیزی شدند. شمارش سلول‌های التهابی با نرم‌افزار ImageJ انجام شد و داده‌ها با آزمون‌های آماری ANOVA، Tukey HSD و رگرسیون خطی تعاملی تحلیل گردیدند (سطح معنی‌داری p < 0.05).
در روز سوم، گروه نانولیپوزوم ملاتونین کاهش بسیار معنادار تجمع نوتروفیل‌ها و شروع زودهنگام نشانه‌های ترمیم را نشان داد که مستقیماً با نتایج محمد و همکاران (۲۰۲۲) همخوانی دارد؛ آنها گزارش کردند ملاتونین التهاب را در روز سوم به‌طور قابل‌توجهی کاهش می‌دهد. این همسویی نقش ضدالتهابی ملاتونین را تأیید می‌کند که سانچِس و همکاران (۲۰۱۵) آن را مکانیسم کلیدی در قطع چرخه التهاب-استرس اکسیداتیو توصیف کرده‌اند. نانولیپوزوم‌ها با رهایش کنترل‌شده، غلظت درمانی پایدار را در محل زخم حفظ کردند و از آسیب ثانویه بافتی ناشی از آزادسازی بیش‌ازحد ROS و آنزیم‌های پروتئولیتیک جلوگیری نمودند.
تا روز ششم، تفاوت‌های بالینی و هیستولوژیک بسیار آشکار شد. گروه نانولیپوزومی جمع‌شدگی زخم سریع‌تر، نزدیک شدن حاشیه‌ها و رسوب اولیه کلاژن را نشان داد. این الگو با یافته‌های سیپاهی و همکاران (۲۰۱۴) هماهنگ است که کمبود ملاتونین را با کاهش هیدروکسی‌پرولین مرتبط دانستند. نوآوری این مطالعه در آن است که نانوحامل نه تنها اثر ملاتونین را حفظ کرد، بلکه گذار به فاز پرولیفراسیون را به روز ششم تسریع نمود؛ در حالی که فرمولاسیون‌های سنتی معمولاً این گذار را در روزهای ۷ تا ۱۰ نشان می‌دهند. این تسریع احتمالاً ناشی از افزایش فراهمی زیستی موضعی، محافظت از تخریب اکسیداتیو و نفوذ بهتر به لایه‌های درم است.
در روزهای نهم و دوازدهم، اپی‌تلیالیزاسیون در گروه نانولیپوزومی پیشرفته‌تر بود؛ لایه اپیدرم جدید منظم‌تر تشکیل شد، مهاجرت کراتینوسیت‌ها کامل‌تر به نظر رسید و بافت گرانولاسیون التهابی به‌طور چشمگیری کاهش یافت. این مشاهدات با مکانیسم‌های اورجمن و همکاران (۲۰۱۷) کاملاً هم‌راستاست؛ آنها ملاتونین را تعدیل‌کننده پاسخ ایمنی و تسهیل‌کننده گذار از فاز التهابی به بازسازی بافت معرفی کرده‌اند. ملاتونین با کاهش سیتوکین‌های پیش‌التهابی (IL-1β، TNF-α، IL-6) و افزایش فاکتورهای رشد (VEGF، TGF-β در غلظت مناسب)، شرایط ایده‌آلی برای تشکیل گرانولاسیون باکیفیت و اپی‌تلیالیزاسیون فراهم می‌کند. گروه کنترل همچنان در فاز التهابی ماند و کیفیت بافت ترمیمی ضعیف‌تری نشان داد.
مقایسه با فنی‌توئین نشان داد نانولیپوزوم ملاتونین عملکرد مشابه یا برتر دارد. فنی‌توئین با مکانیسم‌های نسبتاً نامشخص و عوارض احتمالی (تحریک موضعی، حساسیت) همراه است، در حالی که ملاتونین مولکولی طبیعی با اثرات چندوجهی آنتی‌اکسیدانی، ضدالتهابی، تنظیم‌کننده ریتم شبانه‌روزی، محافظ میتوکندری و ضدآپوپتوزی است (تان و همکاران، ۲۰۰۰؛ هونگ و همکاران، ۲۰۲۰). در مقایسه با دگزامتازون (اویشی و همکاران، ۲۰۰۲)، تفاوت بنیادین مشاهده شد؛ دگزامتازون التهاب را سرکوب می‌کند اما سنتز کلاژن و تکثیر فیبروبلاست را مختل می‌سازد، در حالی که ملاتونین التهاب را تعدیل کرده و همزمان کلاژن‌سازی را تقویت می‌کند. این تعادل، ملاتونین را برای درمان‌های طولانی‌مدت ایده‌آل می‌سازد.
نوآوری اصلی پژوهش در تقویت اثر ملاتونین از طریق نانولیپوزوم بود که با مطالعات میلان و همکاران (۲۰۱۷) و سبزیچی و همکاران (۲۰۱۶) هم‌راستاست. نانوحامل‌ها پایداری شیمیایی را افزایش می‌دهند، نفوذ از استراتوم کورنئوم را تسهیل می‌کنند و رهایش طولانی‌مدت فراهم می‌آورند. این مطالعه این مفهوم را در بازه ۲۱ روزه تأیید کرد و کیفیت اسکار (کلاژن منظم‌تر، کاهش ضخامت اسکار، کاهش سلول‌های التهابی باقی‌مانده) را بهبود بخشید.
مطالعات تکمیلی نیز نتایج را تقویت می‌کنند. ژیهائو شن و همکاران (۲۰۲۳) در مدل فلپ پوستی نشان دادند ملاتونین محتوای آب بافتی را کاهش می‌دهد، شبکه عروقی را افزایش می‌دهد و بقای فلپ را بهبود می‌بخشد؛ بیان VEGF و Ang-1 بالا رفت و TNF-α و IL-6 کاهش یافت. مهارکننده NRF2 اثر را معکوس کرد که نشان‌دهنده نقش مسیر NRF2 در اثرات ترمیمی است. سونی و همکاران (۲۰۲۱) نانوذرات کیتوزان حاوی ملاتونین را توسعه دادند که اثر ضدالتهابی قوی‌تری نشان داد؛ نیتریک اکسید کاهش یافت، NF-κB مهار شد، IL-1β و IL-6 پایین آمد و نفوذ نوتروفیلی مهار گردید. ویوین لوپز روشا کورئا و همکاران (۲۰۲۰) نانوذرات کیتوزان-لسیتین حاوی ملاتونین را در موش‌های دیابتی آزمایش کردند که باعث بسته شدن زودتر زخم، تکثیر فیبروبلاست، رگ‌زایی و رسوب کلاژن منظم‌تر شد.
این پژوهش تأیید کرد که نانولیپوزوم‌های حامل ملاتونین نه تنها سازگاری عالی دارند، بلکه با کاهش التهاب موضعی و تسریع مراحل پرولیفراسیون و بازسازی، روند ترمیم را به‌طور قابل‌توجهی بهبود می‌بخشند. فرم نانویی نسبت به ملاتونین آزاد و فنی‌توئین برتر بود و تعادل ایده‌آلی بین کنترل التهاب و تقویت ماتریکس خارج سلولی ایجاد کرد. این رویکرد می‌تواند پایه‌ای برای درمان‌های موضعی پیشرفته و طبیعی در زخم‌های حاد و مزمن باشد. پیشنهاد می‌شود مطالعات آینده بر مدل‌های دیابتی، ایسکمیک و عفونی و کارآزمایی‌های بالینی انسانی متمرکز شوند تا این نتایج به کاربرد عملی نزدیک‌تر گردد. نانولیپوزوم‌های حامل ملاتونین، با ایمنی بالا و اثربخشی تقویت‌شده، پتانسیل تبدیل شدن به گزینه اصلی در درمان‌های نوین زخم را دارند.
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یافته‌های این پژوهش در بررسی تأثیر نانولیپوزوم‌های حامل ملاتونین بر روند ترمیم زخم پوستی در موش‌های صحرایی نر بالغ، همسویی بسیار قوی با شواهد موجود در ادبیات علمی نشان می‌دهد و در عین حال چندین جنبه نوین و تقویت‌شده را نیز به‌طور برجسته ارائه می‌کند. این مطالعه با تمرکز بر کاهش واکنش‌های التهابی موضعی، تسریع مراحل پرولیفراسیون و بازسازی بافت، و بهبود کیفیت نهایی اسکار، تلاش کرد تا نقش یک فرمولاسیون نوین دارورسانی را در یکی از چالش‌های مهم پزشکی و بافت‌شناسی معاصر روشن سازد.
ترمیم زخم یکی از فرایندهای حیاتی در پزشکی است، زیرا هرگونه اختلال در آن می‌تواند منجر به عفونت، از دست رفتن عملکرد بافت و حتی افزایش نرخ مرگ‌ومیر در آسیب‌های گسترده شود. فرایند بهبود زخم شامل مراحل پیچیده‌ای مانند التهاب، تکثیر سلولی و بازسازی بافت است که هر یک نیازمند هماهنگی دقیق میان سلول‌ها، فاکتورهای رشد و مولکول‌های پیام‌رسان می‌باشد. در این میان، مرحله التهابی نخستین و حیاتی‌ترین مرحله محسوب می‌شود؛ زیرا ورود سلول‌های ایمنی، پاکسازی عوامل میکروبی و آماده‌سازی بستر ترمیم را بر عهده دارد. با این حال، اگر التهاب بیش از حد طول بکشد یا به‌درستی کنترل نشود، می‌تواند روند ترمیم را مختل کرده و منجر به ایجاد زخم‌های مزمن شود (9).
زخم‌های دیرترمیم‌شونده که معمولاً در اثر اختلالات التهابی، مشکلات عروقی، دیابت، عفونت یا آسیب گسترده ایجاد می‌شوند، یکی از چالش‌های مهم بالینی هستند. این زخم‌ها معمولاً با درد، هزینه‌های درمانی بالا و کاهش کیفیت زندگی همراه‌اند. . به همین دلیل، استفاده از ترکیبات دارویی با خواص ضدالتهابی و آنتی‌اکسیدانی مورد توجه ویژه قرار گرفته است؛ زیرا این ترکیبات با کاهش التهاب بیش‌ازحد، خنثی‌سازی رادیکال‌های آزاد و بهبود عملکرد سلول‌های ترمیمی، روند بهبود زخم را تسریع می‌کنند (10).
با توجه به خواص ضد التهابی و آنتی اکسیدانی ملاتونین  بر روی ترمیم زخم و اثربخشی آن به صورت نانوحامل لیپوزومی در این پژوهش به اثر لیپوزوم حاوی ملاتونین به شکل نانوژل با مزیت هایی که دارد بررسی شد.در این تحقیق این ترکیب روی زخم و ترمیم آن مطالعه شد. هم لیپوزوم و هم ملاتونین با اثر روی تعداد سلول های التهابی ترکیبی قابل درمان معرفی شدند.   
-Nاستیل-5- متوکسی تریپتامین، یا همان ملاتونین هورمونی است که توسط غده صنوبری تولید می شود. سطوح سرمی ملاتونین دخالت این هورمون را در ریتم شبانه روزی نشان داده است. ترشح آن توسط تاریکی تحریک شده و با نور کاهش می یابد.
از نظر فیزیکی، ملاتونین در حالت خالص، پودری بی‌رنگ با رنگ مایل به سفید است. چگالی ملاتونین 1.175 گرم بر سانتی‌متر مکعب، با جرم مولی 232.28 گرم بر مول و نقطه جوش آن در دمای 512.8+ درجه سانتیگراد است. نقطه ذوب ملاتونین در محدوده محدوده حرارتی 116.5+ تا 118+ درجه سانتیگراد قرار دارد (11).
مطالعات انجام یافته بر روی موش اثبات کرده اند که هورمون ملاتونین بصورت معنی دار و چشمگیری، رگ زایی در موضع زخم در حال ترمیم را افزایش می دهد.  علاوه بر اثرات ضد التهابی و ایمینو مدولاتوری، ملاتونین در بهبود زخم در چندین اورگان بافتی از جمله غدد بزاقی زیر فکی، چشم ها ، روده و پوست نقش دارد. 
یکی از برجسته ترین حامل های نانویی، نانولیپوزومها هستند که می توان آن ها را به عنوان سیستم های وزیکولار طبقه بندی کرد.علاوه بر این، تلاش‌های زیادی در زمینه توسعه حامل‌های دارویی هوشمند که محموله خود را در پاسخ به یک محرک خارجی یا داخلی تحویل می‌دهند، انجام شده است. در این راستا، لیپوزوم‌ها به عنوان یکی از موفق‌ترین سیستم‌های دارورسانی شناخته می‌شوند (12). شباهت فسفولیپیدها به غشای سلولی، عبور لیپوزوم از برخی موانع غشایی را برای توزیع در بافت‌ها و حذف از اندام‌های دفعی تسهیل می‌کند. علاوه بر این، اتصال لیپوزوم‌ها با لیگاندها و پلیمرهای مختلف، جذب دارو را بهبود می‌بخشد و زمان گردش دارو در خون را افزایش می‌دهد (13, 14).  نانوحامل‌ها باید حداقل سه ویژگی داشته باشند تا در سیستم دارورسانی غیرفعال مورد استفاده قرار گیرند: (۱) اندازه نانوحامل باید بسیار کمتر از ۴۰۰ نانومتر باشد و در محدوده ۱۰ تا ۱۰۰ نانومتر باشد که برای نشت مؤثر به محل تومور ایده‌آل است، (۲) داشتن بار خنثی یا آنیونی برای نانوحامل‌ها برای جلوگیری از دفع کلیوی ضروری است، و (۳) نانوحامل‌ها باید از سیستم رتیکولواندوتلیال(RES) محافظت شوند (15-17). به طور کلی، ساختار لیپوزوم‌ها از دو بخش تشکیل شده است؛ فسفولیپید و کلسترول. فسفولیپید‌ها جزء اصلی ساختار لیپوزومی هستند و کلسترول پایداری آنها را بهبود می‌بخشد. سر آبدوست این چربی‌ها یک گروه فسفات است که توسط یک مولکول محلول در آب مانند گلیسرول به اجزای آبگریز متصل می‌شود و می‌تواند طبیعی یا مصنوعی باشد (14, 18). ليپوزوم ها مي توانند هم داروهاي محلول در آب (در قسمت مركزي) و هم داروهاي نامحلول در آب و چربي دوست ( در غشاي دولايه اي) را در خود جاي دهند كه اين مسئله آنها را به سيستم هاي ايده آلي براي دارورساني تبديل مي كند. 
انواع مختلفی از داروها می‌توانند از طریق تأثیر بر سلول‌های پوست، متابولیسم، عملکرد سلول‌های ایمنی، رگ‌زایی و انعقاد، بهبود زخم را مختل کنند.اما در این تحقیق از ترکیب دارویی بدون سمیت و موثر بر بهبود زخم استفاده شده است.
لیپوزوم ها کنترل فارماکوکینتیک و توزیع زیستی داروها را تسهیل می کنند و می توان به وسیله آنها دو دارو را به طور همزمان به محل اثر رساند. ليپوزوم ها در صورت تجويز موضعي سبب افزايش نفوذپذيري در داخل پوست مي گردند.
در این مطالعه از زخم نوع برشی استفاده شد.مواد موثری اعم از دارو ها و ترکیبات دارویی متعددی مثل فنی تویین که در این تحقیق هم از آن استفاده شده برای ترمیم زخم به کار گرفته شده است. در این بین از هورمون ملاتونین به خاطر اثر ضد التهابی که دارد به صورت ژل لیپوزومال بهره گرفته شد. این ترکیب دارویی از اثر بخشی بالایی بر خور دار بود که در ادامه به آن خواهیم پرداخت. 
با توجه به شواهد ذکر شده در بالا و نیاز به روشی نوین در درمان جراحت های پوستی در عین عدم صرف زمان طولانی و هزینه زیاد برای تولید داروی جدید، می توان از طریق بارگذاری در نانولیپوزوم ها باعث افزایش اثرات آنها و کاهش عوارض جانبی کاربرد انواع کورتون ها در درمان بشکل هدفمند شد.
در روز سوم پس از ایجاد زخم، گروه دریافت‌کننده ژل نانولیپوزوم ملاتونین کاهش بسیار معنادار تجمع نوتروفیل‌ها (p < 0.000001) و شروع زودهنگام نشانه‌های ترمیم را نشان داد. این یافته مستقیماً با نتایج محمد و همکاران (۲۰۲۲) همخوانی دارد که گزارش کردند تجویز ملاتونین التهاب موضعی را در روز سوم به‌طور قابل‌توجهی کاهش می‌دهد. این همسویی، نقش شناخته‌شده ضدالتهابی ملاتونین را تأیید می‌کند؛ مکانیسمی که سانچِس و همکاران (۲۰۱۵) آن را به‌عنوان عامل کلیدی در قطع چرخه معیوب التهاب – استرس اکسیداتیو توصیف کرده‌اند. نکته مهم‌تر اینکه، استفاده از نانولیپوزوم به‌عنوان حامل، این اثر را به‌طور قابل‌ملاحظه‌ای تقویت کرد. رهایش کنترل‌شده و تدریجی ملاتونین در محل زخم، امکان حفظ غلظت درمانی پایدار را فراهم آورد و اجازه داد که حتی در ساعات اولیه پس از آسیب، پاسخ نوتروفیلی بیش‌ازحد مهار شود. این امر از یک سو از آسیب ثانویه بافتی ناشی از آزادسازی بیش‌ازحد گونه‌های فعال اکسیژن و آنزیم‌های پروتئولیتیک جلوگیری کرد و از سوی دیگر، زمینه را برای ورود سریع‌تر به فاز پرولیفراسیون آماده ساخت.
تا روز ششم، تفاوت‌های ظاهری و هیستولوژیک میان گروه‌های درمانی و کنترل بسیار آشکار شده بود. در گروه نانولیپوزومی، جمع‌شدگی زخم به‌طور قابل‌توجهی سریع‌تر رخ داد، حاشیه‌های زخم به هم نزدیک‌تر شدند و شواهد اولیه رسوب کلاژن در بستر زخم مشاهده گردید. این الگو با گزارش‌های سیپاهی و همکاران (۲۰۱۴) هماهنگ است که نشان دادند کمبود ملاتونین با کاهش قابل‌توجه هیدروکسی‌پرولین (شاخص اصلی سنتز کلاژن) همراه است. اما آنچه این پژوهش را متمایز می‌کند، آن است که سیستم نانوحامل نه تنها اثر ملاتونین را حفظ کرد، بلکه زمان‌بندی و شدت ورود به فاز پرولیفراسیون را به‌طور محسوسی جلو انداخت. در حالی که فرمولاسیون‌های سنتی ملاتونین معمولاً در روزهای ۷ تا ۱۰ شروع به نشان دادن تأثیر قابل‌توجه بر سنتز ماتریکس خارج سلولی می‌کنند، در این مطالعه نانولیپوزوم‌ها این گذار را به روز ششم تسریع کردند. این تسریع احتمالاً به دلیل افزایش فراهمی زیستی موضعی، محافظت ملاتونین از تخریب زودرس اکسیداتیو و نفوذ بهتر به لایه‌های عمقی درم مربوط می‌شود.
در روزهای نهم و دوازدهم، اپی‌تلیالیزاسیون در گروه نانولیپوزومی به‌طور قابل‌توجهی پیشرفته‌تر بود؛ لایه اپیدرم جدید منظم‌تر تشکیل شده بود، مهاجرت کراتینوسیت‌ها به مرکز زخم کامل‌تر به نظر می‌رسید و بافت گرانولاسیون التهابی به‌طور چشمگیری کاهش یافته بود. این مشاهدات با مکانیسم‌های توصیف‌شده توسط اورجمن و همکاران (۲۰۱۷) کاملاً هم‌راستا است. آنها ملاتونین را نه تنها یک مهارکننده التهاب، بلکه یک تعدیل‌کننده فعال پاسخ ایمنی و تسهیل‌کننده گذار از فاز التهابی به فاز بازسازی بافت معرفی کرده‌اند. ملاتونین با کاهش بیان سیتوکین‌های پیش‌التهابی (IL-1β، TNF-α، IL-6) و همزمان افزایش فاکتورهای رشد مرتبط با تکثیر و مهاجرت سلولی (VEGF، TGF-β در غلظت‌های مناسب)، شرایط ایده‌آلی برای تشکیل بافت گرانولاسیون با کیفیت و شروع اپی‌تلیالیزاسیون فراهم می‌کند. در مقابل، گروه کنترل همچنان در فاز التهابی باقی مانده بود؛ تجمع مداوم نوتروفیل‌ها و ماکروفاژها، تأخیر در رسوب کلاژن و تشکیل بافت گرانولاسیون ضعیف و نامنظم، همگی با مدل کلاسیک ترمیم زخم بدون مداخله درمانی تطابق داشت و نشان می‌داد که بدون حمایت دارویی، فرآیند بهبود به‌طور طبیعی کندتر پیش می‌رود.
در این تحقیق که مطالعه ایی تجربی می باشد با توجه به پژوهش ها و مقالات علمی پیشین در هر گروه کنترلی و آزمودنی 7 سر موش صحرایی استفاده شد.
تعداد: 28 سر موش صحرایی بالغ نر نژاد ویستار با میانگین وزنی 300 –250 گرم به طور تصادفی به 4 گروه 7 تایی به صورت زیر تقسیم شدند:
1.گروه کنترل سالم: تحت عمل ایجاد زخم قرار می گیرند ولی هیچ داروئی دریافت نمی کنند.
2.گروه درمانی یک: در این گروه پس از ایجاد زخم مثلثی یاY شکل در پوست ناحیه پشت جانور و ضد عفونی موضع زخم، در این گروه از موشها پس از ایجاد جراحت موضع زخم با محلول الکل 70% ، ژل حاوی لیپوزوم های ملاتونین دار هر3 روز بر موضع زخم مالیده شده و در پایان روزهای سوم،ششم، نهم، دوازدهم، پانزدهم و هجدهم و بیست و یکم ، میزان التهاب و با کمک کولیس یا خط کش بدقت در هفت عضو گروه اندازه گیری و ثبت می گردد و سپس میانگین آن محاسبه و همچنین نمونه بافتی حاصله از موضع در حال ترمیم به دو قسمت تقسیم و نیمی از آن برای رنگ آمیزی هماتوکسیلن- ائوزین به محیط فیکساتیو فرمالین 10% و نیم دیگر برای رنگ آمیزی تری کروم ماسون  به محیط فیکساتیو بوئن منتقل و جهت پروسسینگ بافتی و مطالعه میکروسکوپی مورد ارزیابی قرار می گیرد.
3.گروه درمانی دو : همانند گروه پیشین اما با ژل ملاتونین درمان می شود.
4. گروه درمانی سه : این گروه نیز هم مانند گروه های قبلی با این تفاوت که از پماد فنی تویین رای درمان استفاده شد.
این موش ها با غذای پلت تغذیه شدند.و در قفس های جداگانه نگه داری شدند.در موش ها پس از بیهوشی کامل با کتامین و زایلزین با نسبت 3 به 1، موهای بخشی از پوست ناحیه پشت سمت چپ جانور  به ابعاد 3 سانتیمتر طول و 3 سانتیمتر عرض به دقت تراشیده شده و سپس دایره ای شکل به قطر یک سانتیمتر با شابلون با ماژیک علامت گذاری شد و بریدگی به عمق سه میلیمتر در موضع با کمک تیغ بیسوری ایجاد می گردد. سپس موضع زخم با با الکل 70% ضد عفونی گردیده و اعمال زیر طبق گروه بندی موش ها بر روی آنها به انجام خواهد رسید.
یکی از جنبه‌های کلیدی این مطالعه، مقایسه مستقیم عملکرد نانولیپوزوم ملاتونین با فنی‌توئین بود؛ دارویی که دهه‌ها به‌عنوان یکی از معدود ترکیبات با شواهد قوی در تسریع ترمیم زخم شناخته شده است. نتایج نشان داد که نانولیپوزوم ملاتونین نه تنها عملکرد مشابهی دارد، بلکه در چندین شاخص (به‌ویژه کاهش التهاب مزمن، کیفیت رسوب کلاژن و سرعت اپی‌تلیالیزاسیون) برتری نسبی نشان می‌دهد. این برتری اهمیت زیادی دارد زیرا فنی‌توئین یک داروی شیمیایی با مکانیسم‌های نسبتاً نامشخص است و عوارض جانبی احتمالی (از جمله تحریک موضعی و حساسیت) دارد، در حالی که ملاتونین مولکولی فیزیولوژیک طبیعی با اثرات چندوجهی و بسیار شناخته‌شده است: آنتی‌اکسیدانی مستقیم و غیرمستقیم، ضدالتهابی، تنظیم‌کننده ریتم شبانه‌روزی، محافظ میتوکندری، تعدیل‌کننده ایمنی و حتی ضدآپوپتوزی در سلول‌های کراتینوسیت و فیبروبلاست (تان و همکاران، ۲۰۰۰؛ هونگ و همکاران، ۲۰۲۰). این ویژگی‌های چندگانه باعث می‌شود ملاتونین نه تنها یک تسریع‌کننده ترمیم، بلکه یک عامل محافظتی در برابر آسیب‌های ثانویه اکسیداتیو و التهابی باشد.
التیام زخم یک فرآیند فیزیولوژیکی بسیار هماهنگ است که شامل تعاملات پویا بین سلول‌های موضعی و نفوذی، ماتریکس خارج سلولی و سیتوکین‌های مختلف می‌شود. در یک زخم حاد، این مکانیسم در مراحل متوالی و همپوشانی (هموستاز، التهاب، تکثیر و بازسازی) برای کنترل آسیب، از بین بردن عوامل بیماری‌زا و بازیابی یکپارچگی بافت، آشکار می‌شود (4).
یک زخم مزمن با اختلال پاتولوژیک در این پیشرفت منظم مشخص می‌شود. روند بهبودی در حالت التهاب مزمن به دام می‌افتد، پیشرفت نمی‌کند و قادر به پیشرفت به مراحل تکثیر و بازسازی نیست. این توقف، ترمیم را مختل می‌کند و منجر به چرخه معیوب آسیب مداوم، عفونت و التهاب ناکارآمد می‌شود (5).
فرآیندهای کلیدی:
انقباض عروقی، جریان خون به محل آسیب را کاهش می‌دهد.
تجمع پلاکت‌ها یک پلاک اولیه تشکیل می‌دهد. آبشارهای انعقادی، ترومبین را فعال می‌کنند و منجر به تشکیل لخته فیبرینی می‌شوند.
عوامل مولکولی:
پلاکت‌ها فاکتورهای رشدی مانند فاکتور رشد مشتق از پلاکت ( PDGF)   
و فاکتور رشد تغییر شکل دهنده بتا (TGFβ) را آزاد می کنند که سلول‌های ایمنی و پیش‌ساز را جذب می‌کنند.
التهاب (روز 1 تا 3 پس از آسیب):
مرحله التهابی با جذب سلول‌های ایمنی برای پاکسازی بقایای بافتی و عوامل بیماری‌زا مشخص می‌شود.
سلول‌های ایمنی کلیدی:
نوتروفیل‌ها ابتدا می‌رسند و گونه‌های فعال اکسیژن و پپتیدهای ضدمیکروبی را برای جلوگیری از عفونت آزاد می‌کنند.
نوتروفیل‌ها با آزاد کردن تله‌های خارج سلولی نوتروفیل (NETs)، که از کروماتین هسته‌ایی که با پروتئین‌ها تشکیل شده‌اند و معمولاً به گرانول‌های آنها محدود می‌شوند، قابلیت‌های ضدمیکروبی خود را تقویت می‌کنند. جزء کاتیونی NETها امکان پیوند الکترواستاتیک با سطوح میکروارگانیسم‌ها را فراهم می‌کند و آنها را در معرض سطوح بالای موضعی مولکول‌های سیتوتوکسیک قرار می‌دهد. علاوه بر این، آزمایش‌های انجام شده بر روی نوتروفیل‌های اولیه انسان نشان داده است که NETها به طور غیرمستقیم ظرفیت کمپلمان را برای از بین بردن عوامل بیماری‌زا افزایش می‌دهند (6).
سیتوکین‌ها و کموکین‌ها:
فاکتورنکروزتومورآلفا (TNF-α) پاسخ‌های ایمنی را تقویت می‌کنند. سیتوکین‌های پیش‌التهابی مثل اینترلوکین-۱ (IL-1)کموکاین‌هایی مانند اینتر لوکین 8 (IL-8)و سیکلوسایکلین 2((CXCL2 ، سلول‌های ایمنی بیشتری را جذب می‌کنند.
تکثیر(روز 3 تا 7–10):
مرحله تکثیر بر تشکیل بافت و رگ‌زایی تمرکز دارد.
در مقایسه با دگزامتازون (اویشی و همکاران، ۲۰۰۲)، تفاوت بنیادین مشاهده شد. دگزامتازون با وجود اثر قوی ضدالتهابی، سنتز کلاژن و تکثیر فیبروبلاست را سرکوب می‌کند و اغلب باعث تأخیر در مراحل بعدی ترمیم و تشکیل اسکار ضعیف می‌شود. در مقابل، ملاتونین التهاب را تعدیل می‌کند بدون آنکه فاز پرولیفراسیون و بازسازی را مختل سازد؛ حتی در غلظت‌های درمانی، رسوب کلاژن و تشکیل بافت گرانولاسیون را تقویت می‌کند. این تعادل بین کنترل التهاب و حمایت از بافت‌سازی، ملاتونین را به گزینه‌ای بسیار مناسب‌تر برای کاربردهای طولانی‌مدت تبدیل می‌کند؛ به‌ویژه در زخم‌های مزمن که التهاب پایدار و اختلال در فاز پرولیفراسیون همزمان وجود دارد.
یکی از مهم‌ترین جنبه‌های نوآورانه این پژوهش، تأکید بر نقش نانوحامل لیپوزومی در ارتقای کارایی ملاتونین بود. این یافته با مطالعات میلان و همکاران (۲۰۱۷) و سبزیچی و همکاران (۲۰۱۶) کاملاً هم‌راستاست. آنها نشان دادند که فرمولاسیون‌های نانویی (به‌ویژه لیپوزوم‌ها و NLCها) پایداری شیمیایی ملاتونین را در برابر اکسیداسیون افزایش می‌دهند، نفوذ آن را از سد استراتوم کورنئوم به لایه‌های زنده اپیدرم و درم تسهیل می‌کنند و رهایش طولانی‌مدت و کنترل‌شده‌ای فراهم می‌آورند که غلظت درمانی پایدار در محل زخم ایجاد می‌کند. تحقیق حاضر این مفهوم را در یک مطالعه درون‌تنی طولانی‌مدت (تا روز ۲۱) تأیید کرد و نشان داد که کیفیت نهایی اسکار (بافت کلاژن منظم‌تر، کاهش ضخامت اسکار هیپرتروفیک، کاهش سلول‌های التهابی باقی‌مانده) در گروه نانولیپوزومی به‌طور معناداری بهتر از سایر گروه‌ها بود.
مطالعات تکمیلی نیز این نتایج را تقویت می‌کنند. ژیهائو شن و همکاران (۲۰۲۳) در مدل فلپ پوستی تصادفی نشان دادند که ملاتونین محتوای آب بافتی را کاهش می‌دهد، شبکه عروقی و تراکم مویرگی را افزایش می‌دهد و در نتیجه بقای فلپ را به‌طور قابل‌توجهی بهبود می‌بخشد. گروه ملاتونین بیان پروتئین‌های مرتبط با آنژیوژنز (VEGF، Ang-1) را بالا برد و فاکتورهای التهابی (TNF-α، IL-6) را کاهش داد. جالب توجه اینکه مهارکننده اختصاصی NRF2 (ML385) اثر محافظتی و ترمیمی ملاتونین را معکوس کرد؛ این یافته نشان می‌دهد که مسیر آنتی‌اکسیدانی NRF2 یکی از مکانیسم‌های اصلی اثر ملاتونین در ترمیم بافت است و احتمالاً در مطالعه حاضر نیز نقش مشابهی داشته است.
سونی و همکاران (۲۰۲۱) نانوذرات کیتوزان حاوی ملاتونین را توسعه دادند و نشان دادند که این نانوذرات اثر ضدالتهابی بهتری نسبت به ملاتونین آزاد دارند. آنها کاهش نیتریک اکسید، مهار انتقال هسته‌ای NF-κB، کاهش بیان IL-1β و IL-6، و مهار نفوذ نوتروفیلی را در مدل درون‌تنی گزارش کردند. تحلیل هیستوشیمیایی نیز کاهش iNOS و نیتروتیروزین را تأیید کرد. این نتایج نشان می‌دهد که نانوفرمولاسیون نه تنها فراهمی زیستی را افزایش می‌دهد، بلکه اثرات ضدالتهابی را از طریق مسیرهای سیگنالینگ پایین‌دست تقویت می‌کند؛ یافته‌ای که با کاهش شدید نوتروفیل‌ها در گروه نانولیپوزومی مطالعه حاضر هم‌راستاست.
ویوین لوپز روشا کورئا و همکاران (۲۰۲۰) نانوذرات کیتوزان-لسیتین حاوی ملاتونین (اندازه ≈۱۶۰ نانومتر، پتانسیل زتا +۲۵ میلی‌ولت، راندمان بارگیری ۲۷٪) را در موش‌های دیابتی آزمایش کردند. نتایج نشان داد این نانوذرات باعث بسته شدن زودتر زخم، القای تکثیر فیبروبلاست، افزایش رگ‌زایی، رسوب کلاژن منظم‌تر و بهبود کلی ساختار بافتی نسبت به سایر درمان‌ها شدند. این مطالعه به‌ویژه از این جهت مهم است که در مدل زخم دیابتی (که التهاب مزمن و اختلال شدید در پرولیفراسیون دارد) انجام شده و اثربخشی نانوفرمولاسیون را در شرایط پاتولوژیک واقعی تأیید کرده است؛ شرایطی که شباهت زیادی به چالش‌های بالینی زخم‌های مزمن انسانی دارد.
در مجموع، یافته‌های این پژوهش نه تنها تأییدکننده فواید شناخته‌شده ملاتونین در کاهش التهاب، خنثی‌سازی استرس اکسیداتیو، تعدیل پاسخ ایمنی و حمایت از آنژیوژنز و سنتز کلاژن است، بلکه نشان می‌دهد که به‌کارگیری سیستم نانولیپوزومی این اثرات را به‌طور قابل‌توجهی تقویت می‌کند. نانولیپوزوم‌ها با افزایش پایداری، بهبود نفوذ، رهایش تدریجی و هدفمند، امکان حفظ غلظت درمانی بهینه در محل زخم را فراهم آوردند و در نتیجه گذار سریع‌تر و باکیفیت‌تر از فاز التهابی به فازهای پرولیفراسیون و بازسازی را ممکن ساختند.
این مطالعه همچنین بر اهمیت کنترل التهاب مزمن به‌عنوان یک اصل فیزیوپاتولوژیک کلیدی تأکید دارد (سانچِس و همکاران، ۲۰۱۵). گروه نانولیپوزومی نه تنها التهاب را کاهش داد، بلکه با القای سنتز کلاژن منظم، رگ‌زایی مناسب و تشکیل اپیدرم کارآمد، شرایط لازم برای ترمیم کامل و با حداقل اسکار را فراهم کرد؛ در حالی که گروه کنترل به‌دلیل تداوم التهاب، در فاز اولیه متوقف ماند و کیفیت بافت ترمیمی ضعیف‌تری نشان داد.
بنابراین، این پژوهش نه تنها شواهد موجود در مورد فواید ملاتونین را تأیید می‌کند، بلکه با معرفی یک سیستم دارورسانی نانولیپوزومی کارآمد، سطح جدیدی از اثربخشی و کارایی درمانی را به نمایش می‌گذارد. این رویکرد می‌تواند پایه‌ای برای توسعه درمان‌های موضعی پیشرفته، طبیعی و کم‌عارضه در زخم‌درمانی باشد؛ به‌ویژه در زخم‌های حاد جراحی، زخم‌های مزمن دیابتی، زخم بستر و آسیب‌های پوستی ناشی از سوختگی یا فشار. پیشنهاد می‌شود مطالعات آینده بر روی مدل‌های حیوانی پیچیده‌تر (دیابتی، ایسکمیک، عفونی) و در نهایت کارآزمایی‌های بالینی انسانی متمرکز شوند تا این نتایج به کاربرد عملی و بالینی نزدیک‌تر گردد. نانولیپوزوم‌های حامل ملاتونین، با توجه به ایمنی بالا، اثربخشی تقویت‌شده و ماهیت فیزیولوژیک ترکیب فعال، پتانسیل تبدیل شدن به یکی از گزینه‌های اصلی در درمان‌های نوین زخم را دارند.
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[bookmark: _Hlk218589074]نتایج این مطالعه نشان داد که ژل حاوی لیپوزوم‌های ملاتونینی، به‌دلیل رهایش کنترل‌شده ملاتونین ، افزایش نفوذپذیری دارو و رساندن پایدار آن به بستر زخم، علاوه بر سازگاری خوب با بافت‌های پوستی، موجب کاهش التهاب موضعی و تسریع فرآیند ترمیم زخم می شود ن بنا براین لیپوزومال کردن ملاتونین می‌تواند راهکار موثری برای بهبود درمان زخم‌های پوستی در موش صحرایی باشد
[bookmark: _Toc218626708]پیشنهادات
با توجه به نتایج حاصل از این پژوهش پیشنهاد می‌شود:
1) بررسی اثر لیپوزوم‌های حاوی ملاتونین در گونه های حیوانی  دیگر مانند خرگوش.
2) بررسی اثر لیپوزوم‌های حاوی ملاتونین در زخم های دیابتی یا ایسکمیک  درمدل‌های حیوانی  
3) بررسی اثرات آنتی‌اکسیدانی و ضدالتهابی لیپوزوم‌های حاوی ملاتونین بر ترمیم زخم  های پوستی
[bookmark: _Hlk218590530]4)در مطالعات آینده از مدل انسانی این تحقیق استفاده شود تا امکان بررسی بالینی کارایی این فرمولاسیون در شرایط واقعی زخم‌های پوستی فراهم گردد..
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[bookmark: _Toc218626710]چکیده انگلیسی
Introduction: Skin wound healing is a complex and vital process characterized by inflammatory responses and cellular activity. Melatonin, as an antioxidant and regulator of inflammatory responses, can play an effective role in improving wound healing. The use of liposomes as a carrier increases the stability and local absorption of melatonin and provides more sustained therapeutic effects. The aim of this study was to investigate the compatibility and effect of ointment or gel containing melatonin-carrying liposomes on the local inflammatory response in skin wounds of male rats.
Materials and Methods: In this experimental study, 28 male Wistar rats weighing 250–300 g were randomly divided into four groups of seven: group (1) control, group (2) liposomal melatonin, group (3) melatonin, group (4) phenytoin. After anesthesia with ketamine 80 mg/kg and xylazine 5 mg/kg, shaving the hair on the back of the animal and disinfecting with 70% alcohol, a skin wound was created with a razor blade. In the relevant groups, gels containing liposomal melatonin, melatonin and phenytoin were applied to the wound site once every three days for 21 days. Every three days after anesthesia with ketamine and xylazine, a number of samples from each group were killed, and a piece of skin including the central area of ​​the wound and the healthy part around it was removed. The samples were fixed in 10% formalin fixative for 24 hours. After tissue passage and molding with a microtome, 5-micron-thick sections were prepared and stained with H&E and trichromasone. They were examined with a light microscope for repair and inflammation. Inflammatory cells included eosinophils, monocytes, lymphocytes, and neutrophils. The data were analyzed after collection with PRISM 8 software.
Results: The results showed that the group receiving liposomal melatonin had a significant decrease in the number of neutrophils and the severity of local inflammation compared to the other groups (p < 0.000001). The liposomal melatonin group also showed a faster wound healing process and a more controlled inflammatory response. Overall, the analysis of the interaction graphs shows that the treatment groups, especially melatonin and melatonin liposomes, had a significant effect on accelerating the wound healing process. Melatonin, by strongly stimulating lymphocytes in the adaptive immune phase, and melatonin liposomes, by increasing monocytes in the tissue clearance phase, each had different strengths. In contrast, the control group performed similarly or even better than the drugs in reducing neutrophils, but performed weaker in the immune reconstitution phases. Therefore, it can be concluded that melatonin and melatonin liposomes, each with its own functional properties, are known as more effective compounds in wound healing.
Conclusion: The use of a gel or ointment containing melatonin-carrying liposomes, in addition to being well compatible with skin tissues, reduced local inflammation and accelerated the wound healing process. These findings indicate that liposomalization of melatonin can be an effective strategy for improving the treatment of skin wounds.
Keywords: Melatonin, Liposome, Wound Healing, Rat.
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