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Abstract 

Despite current treatments such as chemotherapy, many people around the world 

still die from breast cancer disease every year, which is mainly due to drug 

resistance in breast tumor cells and tumor recurrence. Also, the side effects caused 

by chemotherapy drugs are sometimes very severe, and it is necessary to reduce the 

required dose of these drugs with different methods. Interleukin 6 (IL-6) is one of 

the molecules that play a significant role in the development of breast cancer and 

drug resistance in breast tumor cells, and its inhibition can help in the treatment of 

this malignancy. Doxorubicin (DOX) is one of the common chemotherapy drugs 

that prevents tumor progression by interfering with DNA replication and 

transcription. In the present study, chitosan lactate (CL) nanoparticles were used for 

simultaneous delivery of DOX and anti-IL-6 siRNA molecules to 4T1 mouse breast 

cancer cells. Nanocarriers protect the drug from degradation and increase its half-

life in the bloodstream and increase the solubility of hydrophobic drugs. Also, by 

specifically targeting the tumor, these carriers increase the drug concentration at the 

tumor site and reduce the toxicity of the drugs for other normal cells of the body. CL 

nanoparticles were synthesized by "ionic gelation" method. After evaluating the 

characteristics, the CL nanoparticles and CL+DOX, CL+siRNA and 

CL+DOX+siRNA formulations, as well as free DOX, were transferred to cultured 

4T1 cells. Then, their effects on this cell line were investigated. Among these 

evaluations, MTT, CAM, scratch test, colony formation test, evaluation of related 

gene expression and measurement of interleukin-6 protein levels can be mentioned. 

The results showed that CL + DOX + siRNA nanoparticles have the highest toxicity 

and inhibitory effect on 4T1 cancer cells, compared to when each of the 

nanoparticles containing siRNA and DOX and DOX were applied separately. Also, 

the combined treatment significantly reduced the angiogenesis rate and the size of 

the tumors created by 4T1 cells. Therefore, based on these results, it can be resulted 

that CL nanoparticles loaded with DOX and anti-IL-6 siRNA can be considered as 

an effective formulation in the treatment of breast cancer. 

Keywords: Breast cancer, IL-6, siRNA, Doxorubicin, 4T1 cell line 
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  خلاصه

افراد زیادی در   در هر سالدرمانی، همچنان  مانند شیمی  در دسترسهای  باشد. با وجود درمانترین نوع سرطان در زنان میسرطان سینه شایع

اثر این بیماری از دست می برگشت  های توموری سینه و  مقاومت دارویی در سلول  دلیل اصلی آن،دهند که  سراسر جهان، جان خود را بر 

های مختلف  با روش  باید  بسیار شدید بوده و    در برخی موارد،درمانی  باشد. همچنین عوارض جانبی ناشی از داروهای شیمیتومور می  مجدد

درمان از  استفاده  و  ترکیبی  درمان  مقدار  مانند  هدفمند،  اینترلوکی موردهای  سایتوکاین  یابد.  کاهش  داروها  این  از ی  (IL-6)   6 ننیاز  کی 

تواند در دارد و مهار آن می  زیادی  های توموری سینه نقشهایی است که در پیشرفت سرطان سینه و تقویت مقاومت دارویی در سلولمولکول

باشد که با تداخل در همانندسازی و  درمانی رایج میشیمی   از داروهای یکی    (DOX)  باشد. دوکسوروبیسینکننده  مکدرمان این بدخیمی ک 

می  DNAرونویسی   تومور جلوگیری  پیشرفت  لاکتاتاز  کیتوزان  نانوذرات  از  مطالعه حاضر  در  همزمان    (CL)  کند.  تحویل  و    DOXبرای 

ها از دارو در برابر تخریب  استفاده شد. نانوحامل  4T1موشی    سینههای سرطان  به سلول  IL-6ضد  (  siRNAگر )کوچک مداخله  RNA  مولکول

آن عمر  نیمه  افزایش  باعث  و  کرده  می  محافظت  آبگریز  داروهای  حلالیت  افزایش  نیز  و  خون  جریان  حاملشوند  در  این  همچنین  با  .  ها 

شوند. های طبیعی بدن میگیری خاص تومور باعث افزایش غلظت دارو در محل تومور و نیز کاهش سمیت داروها برای سایر سلولهدف 

  CL+DOX+siRNAو    CL  ،CL+DOX  ،CL+siRNAهای  . این نانوذرات در فرمولاسیوندندش  تولید  به روش»ژل شدن یونی«  CLنانوذرات  

  یبررس  یرده سلول  نیا  یها بر روآن   های  اثر  ،سپس  .کشت داده شده، منتقل شدند4T1 های رده  به صورت آزاد، به سلول  DOXو همچنین  

از    شد. استفاده  با  پژوهش  این  از  آمده  بدست  داد     RT-PCRنتایج  فرمول  نشان  روی   CL+DOX+siRNAکه  بر  را  مهاری  اثر  بیشترین 

زیرا  به صورت آزاد، دارد.    DOXو نیز    DOXو    siRNAی هریک از نانوذرات حاوی  ، درمقایسه با کاربرد جداگانه4T1های سرطانی  سلول

همچنین سبب کاهش معنی   آپوپتوز هستند.برنده  ها پیشکه محصولات این ژن شودمی BIM,BAX ژن های    mRNAسبب افزایش معنی دار  

  CLتوان گفت که نانوذرات  بنابراین براساس این نتایج می  شود که محصول این ژن خاصیت ضد آپوپتوزی دارد.می  Bcl-2  ژن  mRNAدار  

   موثر در درمان سرطان سینه مورد توجه قرار گیرد. روشبه عنوان یک  احتمال دارد بتواند  ،IL-6ضد   siRNAو   DOXبارگیری شده با 

 4T1گر، دوکسوروبیسین، رده سلولی  کوچک مداخله RNA،  6اینترلوکین : سرطان سینه، های کلیدیواژه 

 

 Introduction مقدمه 

 

 .Park et al)شودیم یجادبافت همبند ا یاها لوله ینه،س یهانوع سرطان در زنان بوده و در لوبول ترینیع، شا(Brest Cancer: BC)ینه س سرطان

سرطان   گذشته، های  در سالاند  نشان داده ها پژوهشمبتلا شدند.    ینهزن در سراسر جهان به سرطان س  یلیونم  2/ 3، تعداد  2020. در سال  (2022

 .Bray et al. 2022; Sung et al)ت  شده اس  تبدیل  سرطان در جهان  ترینیعبه شا   یلتبد  ت،و پروستا  یهر  یها گرفتن از سرطان  یشیبا پ  ینهس

2021; Grady et al. 2021; Mayrovitz et al. 2021).  چهار دهه   یهاسال  بیشتردر    ینهسرطان س  میزان شیوعمتحده    یالاتبراساس آمارها، در ا

 . (Cao et al. 2021; Giaquinto et al. 2022)داشته است   یشیگذشته روند افزا

را دارد که در  ییهامتاستاز دادن مؤثر به محل ییاست که توانا ینهسرطان س یهامدل  نادرتریناز  یکی ،4T1 ی موش  یتومور پستان یسلول یرده

و همکارانش در موسسه سرطان کارمانوس     یلردر ابتدا توسط فرد م  ینهسرطان س  یرده سلول  ین. اگیرندیقرار م  یرانسان تحت تاث  ینهسرطان س

  یاست. رده سلول  یافته  یشافزا  جاهای بدن  یرآن به متاستاز به استخوان و سا   یادز  یلتما  یلبه دل  گذشته،  یهاو استفاده از آن در سال   دجدا ش

4T1،    نام    یتومور پستان  یکاز ارتوتوپ  ،4T1   ی. وقت گرفته شده است   ،شودمی  یجادا  یبه خودکه به طور خود  BALB/cبه    یک به صورت 
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 یها. سلولباشدیاستخوان( م  ینمغز و همچن  ،کبد  یه،رمانند  )  دیگراندام    ینشود، قادر به متاستاز به چند  القا خود(    یعیدر محل طب  یعنی)

4T1،  شوند  می  کشنده  یماریب  یک  سبب   یز ن  یهپس از برداشتن تومور اول  ی و حت  کنندیرشد م  ی به شدت و به طور تهاجم(Tao et al. 2008; 

Gao et al. 2011).   4  یهاسلول  های مزیت از    دیگر  یکیT1،    برابر در  آن  ا  یوگوانینت-6مقاومت  کم  یژگیو  ین است.    یق دق  سازییامکان 

 .Pulaski et al)هستند    یکروسکوپیم  یردور منتشر شده و در سطوح ز  یهاکه در اندام  یزمان  ی حت  کند،یرا فراهم م   یکمتاستات  یهاسلول

2000) . 

ها  یفراخوان  سبب   ،6-ینترلوکینا ر  یمنیا  یسلول  .  شودیم   یالتهاب  یاضاف   یها یتوکینس  یدتول   یکتحر  سبب   ومی شود  تومور    یطمح  یزبه 

عنوان    ،6-ینترلوکینا پ  ینب  یاصل  رابط  یکبه  و  مزمن  م  یآگه  یشالتهاب  عمل  از    یهاداده  .(Masjedi et al. 2018)  کندیتومور  حاصل 

 . (Masjedi et al. 2020)  تومور دارد یشرفت در پ ینقش مهم ،6-ینترلوکینا از طریقرسانی پیامکه اند کرده  مشخص ینیبال هایبررسی

از چهارحلقه  یکوزیدیگل  بیوتیکیآنت  یک  دوکسوروبیسین که  آم  یکمسطح و    یاست   ;Rivankar et al.2014)  شده است   یلتشک   ینهقند 

Wallace et al. 2020  .)  DOX  یسیو رونو   یبا تداخل در همانندساز  DNA  کندیم  یریتومور جلوگ   یشرفت از پ  .DOX  یرتکث  DNA   را از

  یرون ب  یکازی،هل   یت و فعال  DNAرشته    یجداساز   یا   DNA، تداخل با باز شدن  DNAدر  ی  گیری متعدد، از جمله جا  ساز و کارهای  یقطر

 یچیدهپ  یسیناثر دوکسوروب   یق دق  (. ساز و کارChen et al. 2022کند ) می، مهار  II  (Top2)  یزومرازباز و مهار توپوا  یناز کرومات  یستونراندن ه

را   بزگهای  مولکول  یوسنتزب  ینبنابرا  .دهدیکنش مبرهم  DNAبا    ی،گیرینفوذ و جا   یقاز طر  نوبیسینامشخص است. دوکسور  تا حدیو  

  گیرد یقرار م  DNAدر  این دارو  حلقه مسطح    قسمت   کند،یتومور اثر م  یهاسلول  یرو  DOXکه    ی. هنگام(Malky et al. 2020) کندیمهار م

و منجر به   کندیم  یریجلوگ    II  یزومرازتوپوا  فعالیت و    DNA  یرکه از تکث  دهد یم  یلرا تشک DNA-TOP2α-    DOX   ییتاکمپلکس سه  یکو  

 (.Wallace et al. 2020)  شودیم   DNA یادو رشته یهاتجمع شکست 

از  )اثر ضد تومور      یسلول  یو غشا  DNAبه    یب آس  سبب آزاد است که    هاییکال راد  ید آن در تول  ییتوانا  ،HCl-یسیندوکسوروب  یگرد  کارسازو

 ی،کبد  یت سم  یوی،کل  یت سم  یجادباعث ا  DOXحال،    ین. با ا(Wallace et al. 2020; Malky et al. 2020شود )یم (یداتیو استرس اکس  یقطر

  یت سمآن ،  یواکنش جانب ترینیو جد شودیدرمان سرطان م یندر ح  یسم ی عوارض جانب سایر و  یسرکوب مغز استخوان، مه مغز ی،آلوپس

  کارو ساز  یق که از طر  کندیم  یدتول(  ROSفعال )  یژناکس  یهاگونهبه میزان زیادی  در داخل بدن،    سازوسوخت پس از    DOX.  باشدیم  یقلب

که در بالا   یاناخواسته  هاییت علاوه بر سم.  شودی م  یقلب  یب بروز آس  سبب و    شودشده، میریزی  مرگ سلولی برنامه  باعث   ،مختلف  و یچیدهپ

ی دارو  ین در برابر ا  یسرطان  یهامقاومت در سلول  یجادوجود دارد، ا  یسینکه در درمان سرطان با دوکسوروب   یگرید  یاشاره شد، مشکل اصل

 (.  Malky et al. 2020) است  درمانییمیش

تولیدشدن با ایجاد تغییراتی در روند طبیعی چرخه سلولی سبب تغییر در مسیر طبیعی مرگ    سرطانی بعد از  هایدانیم، سلولر که میطو همان

با توجه به موارد گفته شده در این مطالعه، سه عامل مربوط به  رود.  مینهایت  . بنابراین سلول به سمت نامیرایی و تکثیر بیشوندسلولی می 

ارائه شده، زمانی های  . براساس گزارشباشدمیو هم عامل ضدآپوپتوز  آپوپتوز  آپوپتوز سلولی مورد برررسی قرار گرفت که شامل عامل پیش

-که درنهایت سبب افزایش مرگ سلولشود  سرطانی دچار تغییر می  هایمسیر آپوپتوزی سلولشود  که دی هیدروآرتمیزینین  با تیمار داده می

  (. Mao H et al. 2013; Ye Z et al. 2016)شود های سرطانی میسلولزایی سرطانی و کاهش تکثیر و رگ های

( و ضد آپوپتوز BIM,BAX)مربوط به پیش آپوپتوز  های  در موش، در بیان ژن  4T1در رده سلولی    6 -در این پژوهش، تاثیر مهار اینترلوکین

(Bcl-2 .مورد بررسی قرار گرفت ) 
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 Materials and Methods ها روش و مواد

در آزمایشگاه  زدایی  به صورت منجمد از انستیتو پاستور ایران خریداری  شد و سپس فرایند انجماد  4T1های رده سلولی  سلولکشت سلولی:  

 Fetal bovineدرصد سرم جنین گاوی )   10به همراه    RPMI-1640ها نیز از محیط کشت  ها انجام گرفت. به منظور کشت این سلولبر روی آن

serumو آنتی بیوتیک )( های استرپتومایسینμg/mL  100و پنی )  سیلین(μg/mL  100استفاده شد. کشت سلول )  37ها در انکوباتوری با دمای 

 درصد رطوبت انجام شد.  95و  2COدرصد  5گراد و شرایط سانتیدرجه 

 لیتر  یک  تهیه  جهت   .(Masjedi et al. 2020باشد )می  سدیم  بیکربنات  و فاقد  گلوتامین-L  حاوی  و  پودری  شکل  به   RPMI-1640  کشت   محیط

آب مقطر حل   تریل  کیدر    کربناتیب  میگرم سد  2به همراه    نیگلوتام -L  یحاو  RPMI-1640گرم از پودر    10/ 4  مقدارکشت،    از این محیط

محدوده ر  محلول د  pH. پس از حل شدن کامل پودر،  گرفت قرار    رریاست  تریه  یرو  گرادیدرجه سانت  4  یساعت در دما  کیو به مدت    شده

به آن   نی لیسیو پن  نیسی استرپتوما  100X  کیوتی بیاز آنت  تریلیلیم  10محلول، مقدار    ونی لتراسیبعد و پس از ف  له. در مرحشد  میتنظ  7/ 7-1/ 2

 . شد یگراد نگهدارسانتیدرجه  2-6 یدر دماآماده شده، تا زمان استفاده  کشت   طیمحشد. اضافه 

و محلول    نئوبارهای مورد نظر در مراحل مختلف انجام این پژوهش، از لام شمارش سلول  به منظور شمارش سلولپروتکل شمارش سلولی:  

مربع هستند و با خطوط   9  یاست که هر کدام حاومحفظه    2  دارای  و  ضخیم  لام  ( استفاده شد. لام نئوبار یکTrypan blueرنگی تریپان بلو  )

  16از    ز یصورت است که تعداد سلولها در چهار مربع که خود ن  نیبه ا  یاند. پروتکل شمارش سلول به صورت مشبک درآمده  یو عمود  یافق

  نیزنده به ا  ی هاسلول  یغشا  که است    یرنگ  ز یبلو ن  پان ی. ترشودیآنها محاسبه م  نیانگی اند شمارش شده و سپس مشده  لی خانه کوچکتر تشک

نت  توپلاسمی از س  ی اتیرنگ ح  نیخارج کردن ا   ییمرده توانا   ی سلولها  ی اما در مقابل، غشا  دهدیرنگ اجازه عبور نم آن   جهیخود را ندارند؛ 

 .شوندیم زیهم متما زدو نوع سلول ا نیا  ب یترت نیو به ا رندیگ یزنده رنگ نم یدرآمده و سلولها یمرده به رنگ آب یهاکه سلول شودیم

سلول پتر  یهاسلولها:  تیمار  سلول  یسانت   0/ 32با سطح    یشی د  یداخل  تراکم  )با  شده  داده  کشت  مربع  ازا  5×104  یمتر  به  هر    یسلول 

شده با    یر یها در معرض نانوذرات بارگ پس از آن، سلول  .انکوبه شدند  CO2)درصد  5گراد،یسانتدرجه    37)  ت یچاهک( و به صورت اوورنا

برای بررسی زنده ساعت انکوبه شدند.    24( قرار گرفته و مجددا به مدت  کومولپی  IL-6-siRNA   80)    ( ونومولارنا  100دوکسورودوبسین  )

تمام مراحل فوق با نانوذرات استفاده شد که نتایح این تست آورده نشده است.    MTTها پس از تیمار از تست  ماندن و پایداری زیستی سلول

کیتوزان  siRNA/DOX  ،siRNA/DOXلاکتات فاقد    توزانیک  ابدون  بر  انجام گرفت. علاوه  ن  نی،  به  یسه چاهک  به عنوان بلانک بودند که  ز 

 : دیمحاسبه گرد ریبا استفاده از معادله ز یسلول یستیز یداریها فقط محیط کشت اضافه شد. نرخ پاآن 

 100کنترل( ×  MTT یستی ز یداریشده/ پا ماریت MTT یستی ز یداری )%( = )پا یسلول ی ستی ز یداری نرخ پا

گذار  15فالکون    کیها  از چاهک  کیهر    یبرا:  cDNAو سنتز    RNA  استخراج نام  و  گرفته شد  نظر  ابتدا کل محدیگرد  یدر    یی رو  طی. 

محلول   فوژ، ی. پس از اتمام سانتردیگرد  فوژیسانتر  قهیدق  10به مدت       13000rpmرشد و با دو  ختهیها به فالکون مربوط به خودش رچاهک

حل شده و محلول   یبه خوب  (ice cold RNXTM –PLUS )از محلول  تریل  یلی م کیمانده در  یشد و رسوب باق  ختهیر رونیسلول ها ب ییرو

و با دور    قهیدق  20  تمربوطه انتقال داده شده و به مد  یهاورتکس(. پس از آن، محلول به دست آمده به چاهک  هیثان  10)  دیگرد   کنواخت ی

 قرار داده شدند.  کریدستگاه ش  یآرام بر رو

محتو  نظر،  مورد  زمان  اتمام  از  فالکون  اتیپس  در  مموجود  داخل  به  عار  یوبیکروتیها  آنز  یکه  انتقال    میاز  بود  آن  افت ی نوکلئاز  به  ها و 

در   قهیدق  5مورد نظر به مدت    وبیت  عاًیو سر  دیکلروفرم افزوده شد. با سر و ته نمودن، محلول با کلروفرم مخلوط گرد  تریکرولیم  300مقدار

 قهیدق  10و به مدت    rpmx     13000ردار با دو  خچالی  فوژیمجدداً در سانتر  ها وبیت  قه،یدق   5قرارداده شد. پس از اتمام مدت زمان     خیدرون  

 شدند.  فوژیسانتر گراد،یسانتدرجه  4 یدر دما
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 ب یبه بالا به ترت  وبی کروتیم  نییفازها از پا  نیکه ا  د؛یگرد  میها به سه فاز تقس  وبیکروتیمحلول در داخل م  فوژ،یسانتر  ندیپس از انجام فرا

از   یبا سرسمپلر عار  یرا به آرام  رنگیشفاف و ب  عیو شفاف بودند. فقط ما  رنگیرنگ، محلول ب  یریمرز ش  کیشامل محلول زرد رنگ،  

شده به آن اتانول مطلق   ی آورجمع  عینوکلئاز انتقال داده و دو برابر حجم ما  میاز آنز  یعار  وبی کروتیم  کیبرداشته و به داخل     کلئازنو   میآنز

  ی با دما  خچالیبه    هاوبیکروتیدرآمد و سپس م  کنواخت یمحلول مورد نظر به حالت    وب،یکروتیاضافه شد و به سرعت با سر و ته نمودن م

 انتقال داده شدند.  گرادیسانتدرجه  20 یمنف

و پس   فوژ یسانتر  گرادیسانتدرجه    4  یدر دما  قهیدق  20و به مدت     rpm  13000ربا دو  دارخچالی  فوژیها در سانتر  وبی کروتیادامه کار، م  یبرا

الکل اتانول   تریل  یلیم  کیرا در    فوژیرنگ حاصل از سانتر  دیو رسوب سف  ختهیر  رونیرا ب  وبیکروتیم  ییرو  عیما  فوژ،یسانتر  ندیاز اتمام فرا

در   قهیدق  5و به مدت    rpm  13000با دور    دارخچالی  فوژیرا در سانتر  وبی کروتیورتکس نمودن، م  هیدرصد حل نموده و پس از چند ثان  70

به صورت در باز )جهت    وبی کروتیشد و م  ختهیر  رونیب  وب یکروتیموجود در م  ییمجددا محلول رو  ؛شد  فوژیسانتر  گراد،ی درجه سانت  4  یدما

آب   تریل  کرویم  350را در    وبی کروتیقرار داده شد. در انتها، رسوب داخل م  شگاهینرمال آزما  ی( در در دماوبی کروتیاز م  لکل حذف کامل ا

تا محلول   میقرار داد  قهیدق  10و به مدت    گرادیسانتدرجه    65  یدر دما   Dray passحل نموده و سپس در دستگاه    ی از نوکلئاز به خوب  یعار

که همان   آ  ست، ا  RNAشفاف  به دیبدست  تع  .  مقدار    ن ییمنظور  ط  RNAغلظت و  از روش   یهااستفاده شد.مولکول  ینور  یسنج  فی تام 

RNAک   ی از  استفاده  با  بهدندیگرد  ی سیرونو   cDNAبه صورت    BioFACTمعکوس شرکت    یسیرونو  ت ی استخراج شده    وب یکروتیهرم  . 

آنز  یعار و    RNAاز    تریکرولیم   8تا    1نوکلئاز،    میاز  آن(  غلظت  به  توجه  )با  شده  م  تریکرولیم  12استخراج  مستر  حاو  کسیاز   2  ی)که 

پرا  کیاز هر    تریکرولیم ک   میآنز  تریکرولیم  10و     random hexamerو    oligo-d(T)  مرها، یاز  و سپس حجم هر   ختهیبود( ر  ت یموجود در 

. تمام مراحل ذکر شده  دیگرد  فوژیسانتر  هی در حد چند ثان  ب یترک   نیرسانده و ا  تریکرولیم  20از نوکلئاز به حجم    یرا با آب عار  وبیکروتیم

  انیپا یقرار داده شدند و سرانجام برا  گرادیسانتدرجه  50 یدر دما قهیدق 30به مدت   کلریدستگاه ترموسا در هاوبی. ترفت یانجام پذ خی یرو

  cDNAروند که همان    نی. محصول بدست آمده از ادیاعمال گرد  هاوبیکروت یم  یبر رو   گرادیسانتدرجه    95  یدما  قهیدق  5دادن به واکنش  

 شد. ینگهدار گرادیسانتدرجه  20 یمنف یباشد در دما یم

نیز با استفاده از مخلوط واکنش حاوی  (  Quantitative real-time reverse-transcription PCR)  کمی  RT-PCRواکنش  :  RT-PCRواکنش  

میکرولیتر از هر کدام از پرایمرهای رفت و برگشت و آب   cDNA  ،2میکرولیتر    1،  (SYBR Green)  میکرولیتر مستر میکس سایبرگرین  10

سازی  )واسرشت   دقیقه   10گراد به مدت  سانتیدرجه    95  اعمال دمای  شامل  ،درنظر گرفته شد  PCRکه برای    دمایی  مقطر انجام گرفت. شرایط

 72دمای  نیز  ثانیه و    30  ه مدتهر پرایمر باتصال برای  دمای    ،ثانیه  10گراد برای  درجه سانتی  95به صورت    ی دمایی چرخه  40  اولیه( و سپس

 . )دمای گسترش( بود گرادسانتیدرجه 

-نشان  PCRبرای محاسبه سطوح بیان ژن استفاده شد. سیگنال حاصل از   ((CT Cycle thresholdبه   ، از عدد مربوطPCRپس از اتمام واکنش 

از روش   qRT-PCRباشد. تغییرات بیان ژن در آزمایش  مانند ژن کالیبراتور می  ،هامیزان نسبی رونویسی از ژن هدف نسبت به سایر ژندهنده  

  PCRاز طریق طرح لگاریتم خطی سیگنال    tCباشد.  می  tCیا  ها  ، تحلیل آستانه سیکلPCR-qRTآید. نقطه پایان در آزمایش  دست میه  ب لیواک 

به ژن کنترل داخلی و نسبت  نسبت  بیان ژن طبیعی را    دست آمده، تغییرات دره  نتایج ب  TCΔΔ-2  شود. در روش ها تعیین میدر برابر تعداد سیکل

که تغییرات بیان    برابر است با عدد یک، به طوری  20،  بنابراین  ؛باشدبا صفر میبرابر    ∆∆tCنمایند. در بلانک کنترل،  به بلانک کنترل، اظهار می

تغییر بیان ژن نسبت  دهنده  نشان  CTΔΔ-2شده، ارزیابی  مورد آزمایش واقعهای  . برای نمونهشودژن نسبت به بلانک کنترل برابر یک تعریف می

درصد از    2تا    mRNA  ،1باشد و از سوی دیگر  قابل حصول از سلول متغیر می   RNAتوجه به این که مقادیر  .با  .  باشدبه کنترل بلانک می

RNA  کهشده )داخلی انتخاب    به عنوان کنترل یا استانداردبرای مقایسه بیان یک ژن خاص در دو نمونه متفاوت، ژنی    ؛دهدرا تشکیل می  کل  

  ،شود. برای ارائه نتایج به طور نسبیگیری میهای دیگر در مقایسه با آن اندازهمیزان بیان ژن  ( ومتفاوت بیان یکسان داردهای  درنمونهاین ژن  
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مطالعه پرایمرهای طراحی شده در مقالات   از طریق استفاده گردید. طراحی پرایمرها    β-actin  از یک جفت پرایمر طراحی شده برای بیان ژن

داده  های هدفبا ژنمرتبط  موجود   پایگاه  از  استفاده  با  نیز  گرفت   NCBIدر    primer blast  یو  توسط شرکت  نیز  پرایمرها  سنتز    . صورت 

Metabion ( صورت پذیرفتMasjedi et al. 2020 .) 

افزار    یآمار  یهایبررسی:  آمار  یهایبررس نرم  از  استفاده  برا  9نسخه    GraphPad Prismبا  گرفت.  بررس  یانجام   یآمار  ی هایانجام 

  یهادر گروه  ریدو متغ  یاسهیمقا  یهایجهت انجام بررس  ن،یاستفاده شد. همچن  ANOVAچندگانه از آزمون    ی هادر مورد نمونه  یاسهیمقا

در نظر   داریمعن  یاز نظر آمار  0/ 05کمتر از    p-valueبا    جیمذکور، نتا  یهایبررس  ی شد. در تمام  استفاده  Student’s t-testمستقل، از آزمون  

 گرفته شدند.

 

 Results and Discussion و بحث نتایج

 

آپوپتوز رخداد  میزان  بررسی  منظور  فرمولاسیون  به  با  مواجهه  از  )یعنی  پس  نانوذرات  از  مختلفی  و    NP+DOX  ،NP+siRNAهای 

NP+DOX+siRNA  و نیز )DOX  سطوح ،mRNA های دخیل در آپوپتوز مورد سنجش قرار گرفتند.برخی از ژن 

آپوپتوز هستند  نشان داد که به هنگام تیمار    برندهها پیشکه محصولات پروتئینی آن  BIMو    BAXهای  مربوط به ژن  mRNAبررسی سطوح  

حاوی  سلول نانوذرات  با  سطوح    DOXو    siRNAها  در  افزایش  بیشترین  همزمان،  طور  سایر    mRNAبه  با  مقایسه  در  ژن،  دو  این 

( با گروه  0/ 01کمتر از    p-valueداری )آورده شده است. این گروه، افزایش معنی(  1طور که در شکل )شود. همانها، حاصل میفرمولاسیون

کمتر   p-valueداری )افزایش معنی siRNAکنترل در بیان هر دو ژن نشان می دهد. نانوذرات حامل دوکسورودوبسین نسبت به نانوذرات حامل  

ژن0/ 05از   این  بیان  در  حامل  (  نانوذرات  حال  این  با  نداد.  نشان  داری  معنی  تغییر  کنترل  گروه  به  نسبت  بلانک  نانوذرات  داد.  نشان  ها 

و    BAX های پیش برنده آپوپتوز(  در بیان ژن0/ 05کمتر از    p-valueداری )دوکسورودوبسین نسبت به دوکسورودوبسین تنها، افزایش معنی

BIM   .نشان داد 

دارای اثرات ضد    BIMو    BAXدو ژن  نیز بررسی شد. محصول پروتئینی این ژن برخلاف    BCL-2ژن    mRNAعلاوه بر دو ژن بالا، سطوح  

بررسی سطوح  باشمیآپوپتوزی   تیمار سلول  BCL-2ژن    mRNAد.  که  داد  نانوذرات حاوی  نشان  با  همزمان،    DOXو    siRNAها  طور  به 

  p-valueداری )آورده شده است. این گروه، کاهش معنی(  2طور که در شکل )این ژن دارد. همان  mRNAبیشترین اثر کاهشی را بر سطوح  

نشان می دهد. نانوذرات حامل دوکسورودوبسین نسبت به نانوذرات حامل     BCL-2( با گروه کنترل در بیان ژن ضد آپوپتوزی  0/ 01کمتر از  

siRNA  ( کاهش معنی داریp-value    در بیان این ژن0/ 01کمتر از )   نشان داد. نانوذرات حامل دکسورودوبسین به تنهایی با گروه نانوذرات

siRNAنیز تفاوت معنی ،( داریp-value    نشان داد. نانوذرات بلانک نسبت به گروه کنترل تغییر معنی0/ 05کمتر از ) داری نشان نداد. با این

 ای نشان داد.  حال نانوذرات حامل دوکسورودوبسین نسبت به دوکسورودوبسین تنها، کاهش قابل ملاحظه
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ژن  -1  شکل بیان  میزان  و    BAXهای  نمودارهای  گروهسلول:   Controlگروه)چپ(.    BIM)راست(  نکردند.  دریافت  تیماری  خالی سلول :  NP  ها  نانوذرات  فقط  ها 

ها  سلول:  NP.siIL6.  ها با نانوذرات حامل دوکسورودوبسین تیمار شدندسلول  :NP.DOX  ها فقط با داروی دوکسورودوبسین تیمار شدند.سلول :  DOX.  دریافت کردند

-p)*  .  و داروی دوکسورودوبسین تیمار شدند  6اینترلوکین     siRNA  ها با نانوذرات حاملسلول:  NP.siIL6.DOX  دریافت کردند. گروه   siRNAتیمار نانوذرات حامل  

value  ( و ** )05/0کمتر ازp-value   05/0کمتر از) .   
Fig1. BAX (right) and BIM (left) gene expression graphs. Control: cells were not treated. NP:Cells received only blank nanoparticles. DOX: 

Cells were treated with doxorhodopsin alone. NP.DOX: Cells were treated with doxorhodopsin-loaded nanoparticles. NP.siIL6: Cells 

received siRNA-loaded nanoparticles. NP.siIL6.DOX group: Cells were treated with interleukin 6 siRNA-loaded nanoparticles and 

doxorhodopsin.   * :  P-value  ≤ 0/05  and    **: P-value  ≤ 0/01. 

 
بیان ژن    -2  شکل نانوذرات خالی دریافت کردندسلول:  NP  ها تیماری دریافت نکردند. گروهسلول   Control:. گروه  BCL-2میزان  با سلول:  DOX.  ها فقط  ها فقط  

دریافت    siRNAها تیمار نانوذرات حامل  سلول:  NP.siIL6.  ها با نانوذرات حامل دوکسورودوبسین تیمار شدندسلول  :NP.DOX  داروی دوکسورودوبسین تیمار شدند.

  p-value( و ** ) 05/0کمتر از    p-value)*  .  و داروی دوکسورودوبسین تیمار شدند  6اینترلوکین     siRNA  ها با نانوذرات حاملسلول:  NP.siIL6.DOX  کردند. گروه

   . (05/0کمتر از 

Fig2. Gene expression level of BCL2  . Control: cells were not treated. NP:Cells received only blank nanoparticles. DOX: Cells were treated 

with doxorhodopsin alone. NP.DOX: Cells were treated with doxorhodopsin-loaded nanoparticles. NP.siIL6: Cells received siRNA-loaded 

nanoparticles. NP.siIL6.DOX group: Cells were treated with interleukin 6 siRNA-loaded nanoparticles and doxorhodopsin. *: P-value  ≤ 

0/05  and    **: P-value  ≤ 0/01. 
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بدن   یمنیا  یستمسسرکوب کننده    یو سلول ها  یپوکسی، همختلف    یها  یتوکینتومور مانند س  یست ز  یطمح  یزدر ر  یمختلف  یهاعامل  :  بحث

است که     IL-6تومور    یزمحیطغالب در ر  یها  یتوکایناز سا  یکی.  شوند  یم   یمنیا  یستمفرار س   یها  یسمتومور و مکان  یشرفت پ   یلباعث تسه

بررسی سرطان را نشان داده است .    یشرفت در پ  IL-6نقش مهم    یمطالعات متعددشود.    ی م  یدتول  یسرطان  ای بخش اعظم آن توسط سلول ه 

 ی مختلف  یها   روشکنند.    یم  یدرمان سرطان معرف  یمرتبط با آن را به عنوان اهداف معقول برا  یگنالینگسدست    یینپا  یرهایو مس  IL-6  ،ها

آنت کردن عملکرد    یبرا  ییدارو  یها  ندهمهارکن  یامونوکلونال    یها  یباد  یمانند  کارآ  IL-6مسدود  با  ،    یرمتغ  ییکه  است  بوده  مورد همراه 

 . یردقرار گ  یمورد بررس  ینه،در درمان سرطان س ینهگز یکبه عنوان  تواندیآن م یانمهار ب  یناستفاده قرار گرفته است. بنابرا

  یهادر سلول  مقاومت داروییممکن است به     IL-8و    IL-6  یانسطح ب  یش، نشان داده شد که افزاهکه  انجام شد  یابه عنوان مثال، در مطالعه 

ا  ینهسرطان س در  کند.  آنت  ینانسان کمک  از  استفاده  رده سلول    داروییمقاومت    یتا حد  IL-8و    IL-6  یهعلکننده    یخنث  هایبادیی مطالعه 

-به طور قابل  siRNA  یتوسط فناور  IL-8  یا  IL-6  یانمهار ب   ینمعکوس کرد و همچن  یسینو دوکسوروب  یتاکسلرا به پاکل  MCF-7/R  یپستان

افزا  MCF-7/R  یهاسلول  ییدارو  یت حساس   یتوجه علاوه  یشرا  ب  ،ینبراداد.  که  شد  حد    یشب  یانمشخص  طر  IL-8  یا  IL-6از   یقاز 

 (.Shi et al.  2012) شد MCF-7/S یها در سلول یسینمقاومت به دوکسوروب یشباعث افزا ن،ترانسفکش

سرطان   ی سلول  یبه رده   IL-6و    CD155  یه عل  گر کوچک  مداخله  RNA  یها انتقال مولکول  یبرا(  LPیپوفکتامین )، از لیگرد  پژوهش  یکدر  

دادن همزمان  4T1  ینهس قرار  منظور هدف  به   ،CD155  وIL-6    ،نتا که سلول  یج استفاده شد.  داد  نشان  با  مطالعه  موثر  به طور    منتقل   LPها 

  یزان به م  CD155و    IL-6  یبی خاموش کردن ترک   ، ینابربود. علاوهشده    منجر  CD155و    IL-6موضوع منجر به کاهش سطوح    ین اند که اشده

ز  یتوجهقابل کاهش  بنابرا  یسرطان  یهاسلول  یستاییباعث  ا  ینشد.  هدف   یندر  سلول  IL-6و     CD155  نهمزما  یریگ پژوهش،   ی هادر 

 .Khodakarami et al)  مطرح شد  یمبدخ  یهاآپوپتوز در سلول  یالقا  ینوآورانه و کارآمد برا  یدرمان  راهکار  یکبه عنوان  4T1   ینه سرطان س

2023.)   

 راهکار   یکبه عنوان    ،IL-6  یهعل  یاختصاص  یsiRNAو  ها  IAPمهارکننده    ی نوع  BV6  یب ترک نتایج ناشی از یک مطالعه نشان داده است که  

 BV6همزمان    یلتحو   یبرا   (H-PCL)  لاکتات-یتوزانک -PEG-یالوروناتها از نانوذرات ه. آن مفید باشدتواند  می  تومور  یهبر عل  یدرمان  یدجد

درمان   ین ا  یتومور استفاده کردند و خواص ضد  گسرطان روده بزر  CT26و    ینهسرطان س 4T1   یرده  یهابه سلول  IL-6ضد    یsiRNAو  

 یهابه سلول  siRNAو    BV6منجر به انتقال موثر    H-PCLنشان داد که نانوذرات    یج. نتاکردند  یبررس  in vivoو    in vitro  یطرا در شرا  یبیترک 

داده و   یش آپوپتوز را افزا  ییافزابه طور هم   یبیمشخص شد که درمان ترک   ،ینا بر. علاوهشودی م  منجر  هدف  یهاو سرکوب مولکول  یسرطان

 را سرطان    یشرفتپ  یب،ترک  ینا  ین. همچندهدیکاهش م  CT26و    4T1  یسلول  یهارا در رده  ییزا و رگ  یکلن  یلتشک  یر،تکث  ی،مهاجرت سلول

  (.Salimifard et al. 2020) مرتبط بود یززمان بقا ن یشامر با افزا ینحامل تومور سرکوب کرد که ا یهادر موش

 in در آپاپتوز ناشی از دی هیدروارتمیزینین در سرطان پستان انسان در شرایط  Bim/Bcl-2در یک پژوهش، دخالت مسیر میتوکندری و تعادل 

vitro   را بررسی کردند که نتیجه بدست آمده از این مطالعات دارای منطق علمی برای استفاده بالینی ازDHA   برای سرطان سینه از طریق برهم

با   miR-221کردن  داون  که ناک اند  در یک پژوهش دیگر، نشان داده  (.Mao et al. 2013)باشد  در مسیر آپاپتوزی می   BIM/BCL-2زدن تعادل  

 (.  Ye et al. 2016)بخشد بهبود میرا پلاتین سیسدر سرطان سینه، آپوپتوز القا کننده  BIM-BAX/Bakهدف قراردادن محور 

رروی  ب  4T1 رده    ی هاسلول  یبر رو  یسن،دوکسوروب  یبا دارو  یمارو ت  IL-6  ینپروتئ  یدهمزمان مهار تول  یرپژوهش، تاث  یندر ا  نتیجه گیری:

  یهشده عل  یطراح  siRNAبا استفاده از    IL-6  یدمهار تول بررسی شد.  (Bcl-2و انتی آپوپتوتیک )   (BIM-BAXآپوپتوتیک ) -پرو  هایبیان ژن

mRNA  یهامولکول  .انجام گرفت   ینپروتئ  ینا  siRNA   یو دارو  DOX   نانو شده و    قرار داده  لاکتات  یتوزانک ذرات  به طور همزمان درون 

از تسپس به سلول ا  4T1رده    یهاسلول  یمار ها عرضه شدند. پس  نانوحامل  ینبا  از    ین ا   یرتاث  ی ، چگونگDOXو    siRNA  یحاو   یهانوع 
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در    یبیترک   یدرمان  روش  ینا   ییمشخص شد که کارا  هایبررس  با این  .یدگرد  یها بررسسلول  ینمختلف ا  هاییژگیبر و  یبیترک   یروش درمان

م فرا  یزانکاهش  به    یندهایوقوع  سلولیمربوط  سلول  مرگ  مقا  ی،سرطان  یها در  جداگانه  یسهدر  کاربرد  حاو  یکهر    یبا  نانوذرات    یاز 

siRNA    یا و  DOXهای سرطانی رده  توان بر مبنای نتایج حاصل از این پژوهش چنین بیان کرد که تیمار سلولدر مجموع، می  .باشدیم  یشتر، ب

4T1  ( با نانوذرات کیتوزان لاکتاتCLحامل مولکول )  هایsiRNA    وDOX   به طور همزمان، اثرات مطلوبی را در کاهش و یا محدودسازی

رگ و  متاستاز  تکثیر،  رشد،  سلولپتانسیل  از  نوع  این  همزایی  اثرات  دیگر،  بیان  به  دارد.  مولکولها  علیه    siRNAهای  افزایی  شده  طراحی 

mRNA    های سرطانی، مطلوب  و داروی دوکسوروبیسین فرموله شده در داخل نانوذرات مذکور، به منظور حذف یا توقف سلول  6اینترلوکین

میمی فرمولاسیون  نوع  این  و  روش  این  بنابراین،  سینه(،  باشد.  )بویژه سرطان  سرطان  درمان  برای  بالقوه  درمانی  روش  یک  عنوان  به  تواند 

 بیشتر انجام شود.های  مطرح باشد. گرچه برای اظهار نظر قطعی در این مورد نیاز است تا برخی پژوهش
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