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Abstract 
Background and Objectives: Non-Hodgkin lymphoma is one of the 

common cancers that originates from lymphatic cells. The objective of 

this study was to assess the effectiveness of the DNAi containing 

pegylated nanoliposome (antisense drug) on decrease of BCL-2 gene 

expression. 
 

Methods: In this study, to prepare DNAi containing pegylated 

nanoliposome, 3 formulations were prepared with 5, 10, and 15% 

combinations of PEG 2000 with certain ratios of phospholipid and 

cholesterols. After purification by a Zetasizer, the mean diameter of 

nanoliposome was measured. Drug efficacy was determined based on 

the standard curve of the drug. Cytotoxicity effect of the product was 

determined by treatment with 0.2, 0.5, and 0.8µg/μl concentrations of 

each formulation in triplicate in vitro using MTT method. Then, BCL-

2 gene expression was analyzed in DLCL2 cell line. Data were 

analyzed using one way ANOVA. 
 

Results: The mean diameter of the DNAi containing pegylated 

nanoliposome was estimated to be 117 nm. The mean efficacy of the 

drug was 67%. The MTT assay on DLCL2 cell line indicated that the 

highest amount of cell growth inhibition was observed in treatment 

with pegylated nanoliposomes 10% (PEG10) and the concentration of 

0.5µg/μl. Also, BCL-2 gene expression was significantly decreased in 

DLCL2 cell line in all concentrations of PEG10 in 48 hours, and the 

lowest level of BCL-2 gene expression was observed in 0.5µg/μl 

concentration. 
 

Conclusion: PEG10 nanoliposome formulation has higher efficacy in 

drug preservation and release compared to other two synthesized 

liposomes. It seems that the synthesized nanoliposome has the potential 

for using in pharmaceutical industries.  
 

Keywords: Nano; Liposomes; Genes, bcl-2; Lymphoma, Non-Hodgkin. 
 

http://orcid.org/0000-0003-0762-8098
http://orcid.org/0000-0002-3595-5021
http://orcid.org/0000-0003-3908-6828


 

 

  DLCL2رده سلولی  BCL-2در کاهش بیان ژن  DNAiولیپوزوم پگیله حاوی تأثیر سنتز نان
 

 2محمود رضا جعفری ،*1فرزانه تفویضی، 1فرحناز بوذری سراوانی

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

واحد پرند،  ،یشناس ستیگروه ز1

 .رانیپرند، ا ،یدانشگاه آزاد اسلام

 
گروه فارماسیوتیکس، مرکز تحقیقات 2

دانشگاه  ،نانوفناوری، دانشکده داروسازی

 .رانی، اعلوم پزشکی مشهد
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 نویسنده مسئول مکاتبات: *

شناسی،  گروه زیست ؛فرزانه تفویضی

واحد پرند، دانشگاه آزاد اسلامی، پرند، 

 ایران.

 

 آدرس پست الکترونیکی:

tafvizi@piau.ac.ir 

 

 7/3/97تاریخ دریافت:

 28/5/97تاریخ پذیرش:

 

 چکیده
باشد. این مطالعه  بها    لنفاوی می های منشأ سلول با شایع های بیماری لنفوم غیرهوچکین از :زمینه و هدف

سنس( بهر کهاهم میهزان     )داروی آنتی DNAiهای پگیل  حاوی  هدف بررسی میزان اثرگذاری نانولیپوزوم

 جام شد.ان BCL-2بیان ژن 

های  ، س  فرمولاسیون با ترکیبDNAiدر این مطالع ، برای تهی  نانولیپوزوم پگیل  حاوی  :بررسی روش

پس از  تهی  شد. کلسترول فسفولیپیدها و از مشخصی های نسبتو   PEG 2000% از15و  10، 5

دربرگیری دارو  بازدهید. نانولیپوزوم محاسب  گرد قطر میانگین ،زتاسایزر دستگاه از استفاده باسازی  خالص

، 2/0های  محصول در اثر تیمار با غلظت سایتوتوکسیسیتی اثردارو تعیین شد.  استاندارد منحنیبراساس 

با  in vitroصورت س  بار تکرار در محیط  ها ب  میکروگرم برمیکرولیتر از هرکدام فرمولاسیون 8/0و  5/0

ها با  بررسی گردید. داده DLCL2ه سلولی در رد BCL-2ارزیابی شد، سپس بیان ژن  MTTروش 

 طرف  تحلیل شدند.  استفاده از آنالیز واریانس یک

دربرگیهری  بهازده   تخمهین زده شهد و  نهانومتر   DNAi ،117نانولیپوزوم پگیل  حاوی  قطر میانگین: ها یافته

یهزان مههار   نشهان داد بیشهترین م   DLCL2بر روی رده سلولی  MTT% بود. نتایج حاصل از تست 67دارو، 

میکروگرم برمیکرولیتر بهوده اسهت.    5/0% و غلظت 10های پگیل   رشد سلولی مربوط ب  تیمار با نانولیپوزوم

ههای   تیمارشهده بها نهانولیپوزوم    DLCL2در رده سهلولی   BCL-2 داری در بیهان ژن  همچنین کاهم معنهی 

 5/0هم بیهان ژن در غلظهت   ساعت مشاهده گردید که  بیشهترین کها    48ها در  % در تمامی غلظت10پگیل  

 میکروگرم برمیکرولیتر بود.

، کارایی بالاتری جهت حفظ و رههایم دارو نسهبت به  دو لیپهوزوم     %10نانولیپوزوم پگیل  فرمولاسیون : گیری نتیجه

 .ردرا داپتانسیل استفاده در صنایع داروسازی  نیز رسد نانولیپوزوم سنتزشده نظر می ب  .دیگر سنتزشده دارد

 لنفوم غیرهوچکین.؛ 2-ژن بی سی الها؛  : نانو؛ لیپوزومها اژهو دیکل
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 و همکاران فرحناز بوذری سراوانی                                              DLCL2رده سلولی  BCL-2در کاهم بیان ژن  DNAiتأثیر سنتز نانولیپوزوم پگیل  حاوی 

 
 مقدمه 
 منشأ با بدخیم های بیماری از ، گروهی(Lymphoma)ها  لنفوم

 شایع تومور سومین ک  هستند ا(ه )لنفوسیت لنفاوی های سلول

دهند  می تشکیل را بالغین تومور شایع در اطفال، همچنین پنجمین

های دستگاه  (. لنفوم غیرهوچکین نوعی سرطان است ک  سلول1)

ک  بدون هیچ  طوری گیرند؛ ب  لنفاوی، حالتی غیرطبیعی ب  خود می

یکی از بزرگترین . (2شوند ) مهاری رشد کرده و تقسیم می

ومیر در سراسر  عضلات حوزه سلامت و بیشترین عامل مرگم

میلیون مورد جدید  10ک  سالان  بیم از ها هستند  جهان، سرطان

ومیر بالای ناشی  لذا با توج  ب  میزان مرگشود.  از آن گزارش می

های درمانی نوین و هدفمند دارورسانی از  روشها، یافتن  از سرطان

  (.3،4)رود  ر میهای مهم پزشکی ب  شما مقول 

 در دارو غلظت افزایم درمانی، شاخص افزایم منظور ب 

 های بافت گرفتن در معرض قرار کاهم و توموری های سلول

 است، توسع  جانبی عوارض کاهم آن نتیج  ک  طبیعی

  .(5)هوشمند دارورسانی رو ب  افزایم است   های سیستم

 ک  شود می استفاده دارویی های حامل عنوان ب  ها از نانولیپوزوم

 لای  چند یا یک از ها گیرد. لیپوزوم می قرار غشا یک داخل دارو

 های محفظ  از متشکل ک  اند شده تشکیل متحدالمرکز چربی

 حفاظت تخریب در مقابل را دارو ها لیپوزوم. هستند آبی و چربی

ک  در  شوند یدر سلول هدف م دارو یآزادسازسبب  و کرده

 کنند می محافظت دارو جانبی عوارض درمقابل را بیمارنهایت، 

 پایداری از بدن بالایی، در کارایی باوجود ها نانوحامل این .(6،7)

 (.8،9نیستند ) برخوردار خوبی

ای است ک  خواص مناسبی ازجمل   اتیلن گلیکول ماده پلی

حل کردن بسیاری از مواد، پذیری کامل در آب، قابلیت  انحلال

 ،پایداری شیمیایی بسیار خوب، سازگاری گسترده با سایر مواد

 اتیلن استفاده از پلی ،بنابراین(. 10) خنثی بودن و سمّیت ناچیز دارد

 (.11کند ) می کمک در بدن دارو بیشتر پایداری ب  گلیکول

ی روزن  جدیدی را برا نوکلئیک، های مبتنی بر اسید ماکرومولکول

های ذاتی و اکتسابی  های طیف وسیعی از بیماری توسع  درمان

ها براساس توالی ژنتیکی ژن هدف،  طورکلی، دارو اند. ب  گشوده

ها با استفاده از  درمانی، درمان بیماری شوند. هدف ژن طراحی می

   در هت کهاس DNAهای  ها و اصلاح بیماری در سطح مولکول ژن

 

 (.12های مورد نظر منتقل شوند ) لولنتیج  بایستی ب  هست  س

ای کوتاه سنتزی  رشت  تک DNA) سنس اولیگونوکلئوتیدهای آنتی

ک  عملکرد آن از طریق جفت شدن ب  ترادف مکمل در ژن 

های متعدد ناشی از  موردنظر آن است(، نویدی برای درمان بیماری

 های طبیعی هستند. از یافت  و یا عدم بیان ژن های جهم بیان ژن

راحتی و ب   ب  ،ها آنیونی هستند آنجا ک  اکثر اولیگونوکلئوتید

کنند؛ بنابراین انواع مختلف  اندازه لازم از دیواره غشا عبور نمی

ک  با اعمال تغییرات و اصلاحات  اند  های حامل معرفی شده سامان 

ها و سلول افزایم  ها در سطح بافت مختلف، جذب و توزیع آن

داروی الیگونوکلئوتیدی است ک  ، DNAiیابد. همچنین  می

رو این    از این ؛گیرد می هدف( را DNAلکول وخود ژن )م اًمستقیم

کردن با مولکول ژن، نامگذاری  معنی مداخل  ب را  DNAiفناوری 

ای بوده و  رشت  این دست  از الیگونوکلئوتیدها، تک ند.ا هکرد

ها  نند الکلهای آلی ما شوند و در حلال راحتی در آب حل می ب 

دارای پایداری نسبتاً  DNAi کنند. نامحلول بوده و رسوب می

بیولوژیکی پایدار است  pHهای آبی و در  خوبی بوده و در محیط

(13.)  

های  ها ازجمل  لنفوم غیرهوچکین با مهارکننده درمان انواع سرطان

BCL2 تواند دیدگاه مهمی را درخصوص راهبردهای  می

با توج  ب  اینک  بیان ژن پتوز مطرح کند. ضدسرطان براساس آپو

BCL-2 های رده سرطان غیرهوچکین  در سلولDLCL2 بالا ،

 کاررفت  در این پژوهم، مهارکننده ژن باشد؛ بنابراین داروی ب  می

BCL-2  تواند سبب وقوع آپوپتوز  سنس می عنوان آنتی بوده و ب

م کارایی کاهم عوارض جانبی، افزایگردد. این مطالع  با هدف 

لنفوم  یسلولدرمان و بررسی اثر سایتوتوکسیک بر روی رده 

 صورت گرفت. نیهوچکریغ

 

 روش بررسی
های حاوی  منظور سنتز نانولیپوزوم در این مطالع  تجربی، ب 

DNAiو  10، 5اتیلن گلیکول ) ، س  ترکیب مختلف شامل: پلی

شده از  تهی   DOTAPوDOPE ) های مورد نیاز لیپید%(، 15

اتیلن گلیکول  ( و پلیSigma(، کلسترول )شرکت  Avantiشرکت

 بالن ت  گرد ( در کلروفرم حل و ب Avanti)از شرکت  2000

  (.1منتقل شدند )جدول شماره  استریل و بدون پیروژن
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( متصل گردید Laborota 4003 control)مدل  بالون ب  روتاری 

نازک در بالون  تا حلال با برقراری دما و خلاء تبخیر و یک فیلم

ها با  تشکیل شود. جهت تنظیم سایز و کوچک کردن لیپوزوم

ساخت  Elmaاستفاده از امواج فراصوت، از سونیکاسیون حمامی )

دقیق  در  1-5ب  مدت آلمان( استفاده شد؛ بدین صورت ک  نمون  

در حمام آب  تحت آرگون یا نیتروژن درج  سانتیگراد 55

 بار با فیلتر 1-5 ،عمل اکستروژندام ، سونیکاتور قرار گرفت. در ا

درج   50در دمای  نانومتر 50 با فیلتر بار 0-11و نانومتر  100

  Avestinانجام شد. این پروس  با دستگاه اکسترودر ) سانتیگراد

منظور خروج مواد غیرلازم،  ساخت کانادا( صورت گرفت. ب 

 ل هابه  درمقهبمرت  هر سهحداکثدیالیز های اضافی و آزاد، عمل  دارو

%  5/9حاوی )مولار  میلی 10فسفات  -سوکروز  محلول بافر

 ( انجام شد.کیلودالتون 50با کیس  دیالیز  4/7برابر pH سوکروز با

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

بایست  کیس  دیالیز پرشده درون حمام دیالیز )حاوی بافری ک  می

کیس  دیالیز با بافر نمون  تعویض گردد( قرار گرفت. ظرف حاوی 

و بافر آن، بر روی همزن مغناطیسی و زیر هود لامینار قرار گرفت. 

پس از اتمام پروس  دیالیز، نمون  درون ظرف استریل، تحت گاز 

 اثر قرار داده شد.  بی

)ساخت شرکت  Z-Sizer Nano-Zsدر این روش از دستگاه مدل 

Malvern  ن  انگلستان( جهت تعیین سایز و پتانسیل زتای نمو

 استفاده گردید.

DNAi  مورد استفاده در این تحقیق با کد ردیابیCHPJ25/026  و

از  ´CACGCACGCGCATCGCCGGCCGTG 3´5با توالی 

 شرکت توفیق دارو تهی  شد.

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 مقادیر مواد اولیه مورد استفاده در فرمولاسیون ساخت لیپوزوم پگیله حاوی دارو: 1جدول شماره 

 ساخت لیپوزوم پگیله حاوی دارو ماده اولیه

5%) (PEG 10%) (PEG 15%) (PEG 
DOPE1 (20 گرم برمیلی میلی )میکرولیتر 5/126 میکرولیتر 5/126 میکرولیتر 5/165 لیتر 

DOTAP2 (25 گرم برمیلی میلی ) میکرولیتر 2/117 میکرولیتر 2/117 میکرولیتر 2/117 لیتر 

CHOLESTEROL (40 گرم برمیلی میلی )میکرولیتر 2/23 میکرولیتر 2/23 میکرولیتر 2/23 لیتر 

DSPE-mPEG2000 (20 گرم برمیلی میلی )میکرولیتر 17/ 1 میکرولیتر 4/11 میکرولیتر 7/5 لیتر 

DNAi 700 میکرولیتر 700 میکرولیتر 700 میکرولیتر 
1DOPE: 1,2-di-(9Z-octadecenoyl)-sn-glycero-3-phosphoethanolamine 
2DOTAP: 1,2-di-(9Z-octadecenoyl)-3-trimethylammonium-propane (chloride salt) 

 
های سنتزشده با استفاده از  شناسی نانولیپوزوم مورفولوژی و ریخت

 - kev 100مارک  (TEMمیکروسکوپ الکترونی عبوری )

 آلمان( بررسی گردید. Philipsساخت شرکت )  EM208مدل

ها، از دستگاه مدل  ندازه و پتانسیل زتای نانولیپوزومجهت تعیین ا

Z-Sizer Nano-Zs ساخت شرکت(Malvern   استفاده )انگلستان

 میزان محصورسازی برطبق فرمول زیر محاسب  گردید:شد. 
OD×DILUTION FACTOR×A×B=CONSENTRATION  

OD:  توسط دستگاه ارائ  ک   بوده نانومتر 260عددجذب نمون  در

 .شود می

A: 29ک  برای این دارو برابر  بوده ضریب تبدیل جذب ب  غلظت 

 .باشد می

B: است ضریب تصحیح قطر سل دستگاه. 

 

منظور قرائت میزان داروی موجود در نمون  سل شاهد، باید از  ب 

شده  نمون  لیپوزوم بدون دارو با غلظت مشاب  پر شود. عدد قرائت

وسیل  دستگاه در فرمول فوق قرار گرفت  و با لحاظ کردن میزان  ب 

آید. نسبت مقدار ماده محصورشده  رقت، غلظت ماده ب  دست می

ک  از ابتدا وارد سیستم شده،  در مرحل  آخر، ب  میزان دارویی

 کند. میزان دربرگیری را برحسب درصد تعیین می

شده از بانک ذخایر  )تهی  DLCL-2های زنده سرطانی  سلول

         RPMI1640آلمان(، در محیط کشت  DSMZسلولی 

               % سرم جنین گاوی 10آمریکا( حاوی  Gibco)شرکت 

(Fetal Bovine Serum:FBS شرکت( )Gibco  در دمای )آمریکا

درج  سانتیگراد و در یک اتمسفر مرطوب با غلظت  37

 % کشت داده شدند.5اکسیدکربن  دی
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در  ،ها جهت بررسی وضعیت مورفولوژی، سلامت و تعداد سلول 

منظور انجام  همچنین ب  زیر میکروسکوپ اینورت بررسی شدند.

% رشد سلولی 70ها حداقل ب   ک  سلول های بعدی، زمانی تست

 5ب  مدت  rpm1500آوری و عمل سانتریفوژ در  رسیدند، جمع

دقیق  انجام شد. رسوب سلولی حاصل ب  حالت سوسپانسیون تهی  

های موجود در آن با استفاده از  گردید و درصد زنده بودن سلول

وسیل  میکروسکوپ نوری تعیین شد. پس از اطمینان   لام نئوبار ب

% جهت 90های با درصد زیستایی بالای  از عدم آلودگی، از سلول

 انجام آزمایم استفاده گردید.

، 5های پگیل  سنتزشده ) تحت تأثیر نانولیپوزوم DLCL2های  سلول

میکروگرم برمیکرولیتر  8/0و  5/0، 2/0های  %( با غلظت15و  10

 % 5اکسیدکربن  دی با ساعت در انکوباتور 48ب  مدت 

(memmert-در دمای )درج  سانتیگراد 37 ساخت آمریکا 

انکوب  شدند. پس از زمان ذکرشده، جهت ارزیابی اثر 

های  سایتوتوکسیکی لیپوزوم پگیل  )حاوی دارو بر روی سلول

 30ب  مدت  rpm4000سرطانی غیرهوچکین(، ابتدا میکروپلیت در 

ها ت  میکروپلیت رسوب کنند، سپس  تریفوژ شد تا سلولدقیق  سان

بدون سرم  RPMIمایع رویی برداشت  شد و ب  آن محیط کشت 

 MTTمیکرولیتر از رنگ تترازولیوم  10اضاف  گردید. درادام ، 

 ییفرمول شیمیا }باتترازولیوم 
5 Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyl tetrazolium Bromide),3-(4 } 

ساعت در انکوباتور با  2-4و ب  مدت  شد فزودهار چاهک ب  ه

انکوب  شدند.  درج  سانتیگراد 37 % در دمای5اکسیدکربن  دی

پس از اتمام زمان انکوباسیون، میکروپلیت از درون انکوباتور 

دقیق  سانتریفوژ شد تا  30ب  مدت  rpm4000خارج و مجدداً در 

ریخت  شد.  ها رسوب کنند. سپس مایع رویی دور سلول

شده در سیتوپلاسم  رنگ فورمازان تشکیل های بنفم کریستال

 DMSOماکروگرم برماکرولیتر محلول  100سلول با اضاف  شدن 

(Merck خالص، حل شدند. در این وضعیت، چاهک )ها  آلمان

دقیق  در دمای اتاق نگهداری شدند تا رنگ کاملاً حل  5ب  مدت 

ن اضاف  شد. جذب نوری ماکرولیتر گلایسی 30گردد، سپس 

 Elisa Reader نانومتر با استفاده از دستگاه الایزا ریدر) 570در

Stat Fax 4200 ) صورت میزان  ثبت گردید. نتایج حاصل  ب

 رشد سلولیار هب مهه  سبهک )غلظتی IC50ی و هد زیستایهدرص

 

  شود( گزارش شد. % می50تا میزان 

و کیفیت  گرفتژن انجام کیت سینااستفاده از با  RNAاستخراج 

ها با  یت آنب  کمک الکتروفورز ژل آگارز و کمّ  RNAهای  نمون 

 مطالع در  .گردید بررسیNanoDrop™ ND-2000 نانودراپ 

بررسی قرار  موردریبوزومی  s28 RNA و s18 دو باند نیز ژل

 260با اسپکتروفتومتری نسبت جذب در  مطالع در  گرفت و

 گیری شد.  نانومتر اندازه 280نانومتر نسبت ب  

با  مطابق RNAپس از تعیین مقدار و غلظت   cDNAسنتز

 کیتدستورالعمل 
 Revert AidTM First Strand cDNA Synthesis Kit (Fermentas) 

 ب  شرح ذیل انجام گرفت:

)پرایمر  (، یک میکرولیتر(Random Hegzamerیک میکرولیتر 

Oligi dT( و یک میکرولیتر )dNTP ،)5 تریکرولیم RNA ،5/0 

 و MMULV Bufferمیکرولیتر  MMULV ،2میکرولیتر آنزیم 

 ؛ضاف  گردیدمیکروتیوب اب  هر  DEPC waterمیکرولیتر  5/9

میکرولیتر در نظر  20ک  حجم نهایی واکنم در نهایت،  طوری ب 

درج  سانتیگراد قرار گرفتند،  65دقیق  در  5ها،  گرفت  شد. نمون 

 42ساعت در   یکدر یخ گذاشت  شدند و ب  مدت سپس بلافاصل  

در  BCL2درج  سانتیگراد قرار داده شدند. تغییرات بیان ژن 

های مختلف با  ها در غلظت های تیمارشده با نانولیپوزوم سلول

  AB-STEP ONE PLUS  مدل Real time-PCRاستفاده از دستگاه 

اخلی عنوان کنترل د ب  GAPDHمورد بررسی قرار گرفت. ژن 

 20 در حجم نهایی Real time PCRدرنظر گرفت  شد. واکنم 

 ازمیکرولیتر  10 میکرولیتر ب  شرح ذیل بهین  سازی شد:

SYBR TM (2X) Master Mix (Takara Company) ،یک 

میکرومول  10برگشت با غلظت  و پرایمرهای رفتماکرولیتر از 

 2و  میکرولیتر از آب دیونیزه 7، زیست( )شرکت تکاپو

 الگو. cDNAمیکرولیتر 

 افزار وسیل  نرم پرایمرهای مورد استفاده دراین تحقیق ب 

Primer express   طراحی شدند. توالی پرایمرها در جدول شماره

 نمایم داده شده است. برنام  دمایی ب  شرح ذیل در دستگاه 2

Real time-PCR  مدلAB-STEP ONE  :انجام گرفت 
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 pre denaturation درج  سانتیگراد  95بل از واسرشتگی( در )ق

 Denaturationصورت  سیکل ب  40دقیق ، در پی آن  15مدت  ب 

  annealingثانی ،  15درج  سانتیگراد ب  مدت  95)واسرشتگی( در 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Extensionثانی  و  60درج  سانتیگراد ب  مدت  60)اتصال( در 

 ثانی . 20درج  سانتیگراد ب  مدت  C72˚)طویل شدن( در 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 : توالی پرایمرهای مورد استفاده در این مطالعه2جدول شماره 

Amplicon (bp)  Sequence Gene 

127 Forward: 5' GTCTGGGAATCGATCTGGAA3' 

Reverse: 5'CATAAGGCAACGATCCCATC 

BCL2 

205 Forward: 5'GGATTTGGTCGTATTGGG3' 

Reverse: 5'GGAAGATGGTGATGGGATT3' 

GAPDH 

 

اساس مقایس  چرخ  آستان   بر Real time PCRهای  آنالیز داده

آمده  دست های آستان  ب  انجام شد. در این مطالع ، اختلاف چرخ 

های تیمارشده با دارو( و  های مورد آزمایم )سلول از نمون 

تیمارنشده با دارو( تعیین گردید،  های  های کنترل )سلول نمون 

هدف ب  ژن مرجع   ، نسبت ژنΔΔCtهمچنین با استفاده از فرمول 

2از طریق 
–ΔΔCt افزار ها با استفاده از نرم داده .محاسب  شدSPSS  

 طرف  تحلیل شدند. اریانس یکو آزمون و 16نسخ  

 

 درنظر گرفت  شد. p 05/0داری،  سطح معنی

 

 ها  یافته
 سنتزشده، پگیل  نانولیپوزوم شناسی و سایز در این مطالع ، ریخت

 و241/0 ،نانومتر 117، ب  ترتیب توزیع اندازه و پتانسیل زتا

. میزان (1)شکل شماره  ولت تخمین زده شد میلی -937/0

 .  د شدبرآور% 67 دربرگیری دارو،

 
 

       
B                                                                                             A 

 .(TEMبا استفاده از میکروسکوپ الکترونی عبوری ) BCL2ژن  DNAi( مورفولوژی فرمولاسیون بهینه ساخت نانولیپوزوم پگیله حاوی A :1 شماره شکل

Bایز فرمولاسیون بهینه ساخت لیپوزوم پگیله حاوی ( گراف سDNAi. 

C گراف بار سطحی فرمولاسیون بهینه ساخت لیپوزوم پگیله حاوی )DNAi. 
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نشان داد   DLCL2بر روی رده سلولی MTTنتایج حاصل از تست  

% 10نانولیپوزوم پگیل ، بیشترین میزان مهار رشد سلولی در تیمار با 

میکروگرم  8/0و  5/0، 2/0باشد و در تمامی دوزهای  می

مهار رشد سلولی مشاهده گردید ک  نسبت ب  گروه  برمیکرولیتر،

 (، 01/0pو  01/0p ،001/0pب ه  ترتیهود )بهدار ب رل معنیهکنت

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

میکروگرم  5/0ولی بیشترین مهار رشد سلولی در غلظت 

 5/0، تنها در غلظت %5نانولیپوزوم پگیل  برمیکرولیتر دیده شد. در 

% مهار رشد سلولی نسبت ب  گروه 22رم برمیکرولیتر، میکروگ

، در %15نانولیپوزوم پگیل  (. در 05/0pکنترل مشاهده گردید )

در مهار رشد سلولی دیده نشد  دار هیچ غلظتی کاهم معنی

(05/0p2شماره   ( )شکل .) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  
 .ساعت 48در مدت زمان  شده لیپوزوم پگیلههای مختلف  در برابر غلظت DLCL2 های سلول درصد بقای: 2شکل شماره 

 (.=05/0p:** ،01/0p *** ،001/0p: 3n)*: های کنترل گزارش شده است صورت درصد بقا در مقایسه با نمونه نتایج به

 
نانولیپوزوم تیمارشده با  DLCL2های  ها در سلول ر بیان ژنتغییر د

ساعت ارزیابی شد. نتایج در  48% بعد از 15و  10، 5پگیل  

داری  نمایم داده شده است. کاهم معنی 3-5های شماره  شکل

  %5نانولیپوزوم پگیل  های تیمارشده با  در سلول BCL2در بیان ژن 
 

میکروگرم برمیکرولیتر نسبت ب   8/0، 5/0، 2/0های  در غلظت

داری در بیان  ده نشد، ولی کاهم شدید و معنیگروه کنترل دی

میکروگرم برمیکرولیتر نسبت ب  دو  5/0در غلظت  BCL2ژن 

میکروگرم برمیکرولیتر( مشاهده گردید  8/0و  2/0غلظت دیگر )

 (.3)شکل شماره 

  
 .ساعت 48زمان در مدت % 5نانولیپوزوم پگیله  های مختلف غلظتدر نتیجه تیمار با  BCL2ژن  : بیان3شکل شماره 

 (.=01/0p *** ،001/0 p: 3 n)**: های کنترل گزارش شده است در مقایسه با نمونه بیان ژنصورت  نتایج به
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ای تیمارشده با ه در سلول BCL2داری در بیان ژن  کاهم معنی 

میکروگرم برمیکرولیتر از  8/0، 5/0، 2/0های  تمامی غلظت

نسبت ب  گروه کنترل دیده شد. همچنین  %10نانولیپوزوم پگیل  

نسبت ب  گروه کنترل در غلظت   BCL2 بیشترین کاهم بیان ژن

 (. 4میکروگرم برمیکرولیتر مشاهده گردید )شکل شماره  5/0

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

در  BCL2ژن  بیان گروهی جهت مقایس  تغییرات مقایس  درون

نشان داد تیمار با غلظت  %10نانولیپوزوم پگیل   های مختلف غلظت

سبب %، 10نانولیپوزوم پگیل  میکروگرم برمیکرولیتر از  5/0

نسبت ب  دو غلظت دیگر شده  BCL2کاهم بیشتری در بیان ژن 

 است.

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  
 .ساعت 48در مدت زمان  %10نانولیپوزوم پگیله  های مختلف غلظتدر نتیجه تیمار با  BCL2ژن  : بیان4شکل شماره 

 (.=01/0p *** ،001/0p: 3n)**: های کنترل گزارش شده است در مقایسه با نمونه بیان ژنصورت  نتایج به

 
های تیمارشده با  در سلول BCL2در بیان ژن  داری کاهم معنی

نسبت ب  گروه کنترل  %15نانولیپوزوم پگیل  های مختلف  غلظت

 دیده نشد. 
 

میکروگرم  8/0در غلظت  BCL2داری در بیان ژن  کاهم معنی

میکروگرم  5/0و  2/0برمیکرولیتر نسبت ب  دو غلظت دیگر )

دار  برمیکرولیتر( مشاهده گردید ک  نسبت ب  گروه کنترل معنی

 (.5نبود )شکل شماره 

  
 .ساعت 48در مدت زمان  %15نانولیپوزوم پگیله  های مختلف غلظتدر نتیجه تیمار با  BCL2ژن  بیان: 5شکل شماره 

 (.=01/0p *** ،001/0p :3n)**: های کنترل گزارش شده است در مقایسه با نمونه بیان ژنصورت  نتایج به
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 بحث  

وسیل  ناتوانی در  های معمولی ب  کاربرد بالینی بسیاری از درمان

های هدف و یا اثرات  های درمانی دارو ب  بافت رساندن غلظت

محدود  ،های معمولی مضر سمیّ و شدید روی عضوها و بافت

شده است. رویکردهای مختلفی برای غلب  بر مشکلات، با ارائ  

های  دیده با استفاده از حامل دارو ب  منطق  آسیب انتخابی رساندن

ها،  اند. در میان نانوحامل کار گرفت  شده مختلف دارویی ب 

آوری  اند. فن ها بیشترین توج  را ب  خود جلب کرده لیپوزوم

های جدید در زمین   یکی از روش ،نانودارورسانی لیپوزومی

عرص  کسب  های زیادی را در این دارورسانی است ک  موفقیت

عنوان ماده  های الیگونوکلئوتیدها ب  کرده است؛ البت  محدودیت

مؤثره بدون استفاده از حامل نانولیپوزومی وجود دارد ک  امکان 

های غیرهدف ک  ب  نوعی سمّیت محسوب  تجمع و تأثیر بر سلول

از  یهدفمند نوع یدارورسانشود.  گردد، در این مورد دیده می می

 (. 6باشد ) می ها یماریدرمان انواع ب یبرا نیدرمان نو

طورک  در این پروژه مشاهده گردید داروی  همان

تواند  راحتی نمی الیگونوکلئوتیدی مورد استفاده در این تحقیق ب 

 و برای ورود نیاز ب  حامل دارد. شودوارد سلول 

برای اصلاح سطح  PEGدر مطالعات نشان داده شده است وجود 

دهد ک  در نتیج   امل و سلول را افزایم میحامل، برهمکنم ح

گیرد؛ البت  میزان  فرآیند انتقال دارو ب  سلول بهتر و بیشتر انجام می

گذارد و  آن نیز مهم است زمانی میزان پایین آن اثر مطلوب را نمی

ایی ک  دور حامل  ، لای PEGعلت زیاد بودن میزان  گاهی ب 

(. 14کاهد ) سلول میشود، از برهمکنم مناسب با  تشکیل می

( را نشان  DNAخود ژن )ملکول  اًمستقیم DNAi یداروها

از  ؛شوند بین سلول سالم و سرطانی تفاوت قائل می و گیرند می

رو، هیچ اثری روی سلول سالم ندارند. بنابراین درمان با این  این

بینی شده بود، باید بدون عوارض  پیمنیز  لاًداروها، چنانک  قب

های سرطانی هم تفاوت  بین سلولاز طرفی،  .جانبی باشد

. کنند چون فقط ژن خاص مورد نظر را مهار می ؛گذارند می

 in vivoشرایط  در و بوده سازگار های لیپیدی زیست نانوحامل

 دارو ماندگاری افزایم باعث تنها ن  ها نانوحامل این .نیستند سمّی

 بر را دارو سایتوتوکسیسیتی اثر بلک  شوند؛ می جریان خون در

  .(13) دهند می کاهم غیرهدف های سلول روی

 شده پگیل  نانولیپوزوم   DNAiسمّیت داروی اثر حاضر، مطالع  در

 ک  آنجا گرفت. از مورد بررسی قرار DLCL2رده  روی بر

 پوشاند؛ لذا می را دارو محتوی نانولیپوزوم اتیلن گلیکول، پلی

 دارو ردد ماندگاریگ می باعث و کرده کندتر را خروج دارو

 شده تهی  فرمولاسیون از دارو رهایم دلیل، همین ب  .شود بیشتر

طورک  مشاهده  . در مطالع  حاضر، همانگیرد می کندی صورت ب 

گردید، بیشترین میزان مهار رشد سلولی بر روی رده 

بود و جالب  %10نانولیپوزوم پگیل  مربوط ب    DLCL2سلولی

میکروگرم  8/0و  5/0، 2/0ی ها اینک  در تمامی غلظت

برمیکرولیتر، کاهم درصد زیستایی دیده شد ک  نسبت ب  گروه 

داری را نشان داد، ولی بیشترین فعالیت  کنترل اختلاف معنی

میکروگرم  5/0ضدتکثیری و القای مرگ سلولی در غلظت 

نانولیپوزوم پگیل  برمیکرولیتر دیده شد. در مطالع  حاضر، تیمار با 

ی در مهار رشد سلولی، القای آثار سمیّ و ، اثر15%

 BCL2توج  بیان ژن  سایتوتوکسیک نداشت. همچنین کاهم قابل
نانولیپوزوم تیمارشده در فرمولاسیون DLCL2 در رده سلولی 

ساعت دیده شد. از  48های مختلف، طی  در غلظت %10پگیل  

نسبت ب  گروه کنترل در   BCL2طرفی، بیشترین کاهم بیان ژن

میکروگرم برمیکرولیتر مشاهده گردید ک  در واقع  5/0ت غلظ

همین  نسبت ب  گروه کنترل در BCL2 برابری بیان ژن 25کاهم 

 2/0در غلظت  BCL2 غلظت بود؛ این در حالی است ک  بیان ژن

برابری و در  5میکروگرم برمیکرولیتر نسبت ب  کنترل، کاهم 

 8رل، کاهم میکروگرم برمیکرولیتر نسبت ب  کنت 8/0غلظت 

 برابری نشان داد. 

 تواند یم BCL2 یها ها با مهارکننده درمان سرطان در انواع سرطان

ضدسرطان براساس  یرا درخصوص راهبردها یمهم دگاهید

با  و همکاران Bararدر تحقیقی . (15) کندمطرح  سیآپوپتوز

 A549های  ها در سلول کاتیونیک ژن اثرات نانوسیستم پلی بررسی

نانوساختارهای لیپیدی  با استفاده از لیوم آلوئولارت اپی

مثل  یییمرهالکننده انتقال و با پای  پ کاتیونیک فراهم پلی

Oligofectamin ،Polyamidoamine Polyfect ،Diaminobutane ،  ب

اثرات  دارای کاتیونیک های پلی این نتیج  رسیدند ک  نانوسیستم

 (.  16باشند ) می آپپتوز انندمها و اعمال سلولی  مهمی بر بیان ژن

اثرات کنترلی با بررسی  ،و همکاران Vestinدر تحقیقی همچنین 

در  Bcl-xLو  Bcl2های  ژنروی بر  siRNA-Lipoplexپتوز وآپ
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 دادندنشان  ،در کارسینومای سین  انسان MCF-7های  سلول 

siRNA قدرت بست  ب   و شود های کاتیونیک متصل می ب  لیپوزوم

. گردد میموجب کاهم پتانسیل زتا ذرات  siRNAاتصال، 

موجب ک   siRNAهای  در تمامی توالی گردیدمشخص همچنین 

و  Bcl2های  ئینپروت شوند؛ میساعت  24مهار رشد سلولی بعد از 

Bcl-xL از طرفی، .یابند میداری کاهم  طور معنی  ب siRNAs 

 و 7-در بیان فعالیت کاسپاز یدار موجب کاهم معنی

DNA fragmentation اثرات مهاری و در نتیج ،  شدهsiRNAs 

 برابر بیشتر از 20در حدود  Bcl-2بر مهار بیان ژن 

 (BCL2 Antisense Oligonucleotide) ODN  خواهد بود

(17) .Reddy  از نشان دادند استفاده همزمان  و همکاران

Paclitaxel  وBCL2 siRNA وسیل  لیپوزوم ناقل حساس ب   ب 

pH (18)، اثرات سودمندی بر درمان ملانوما دارد ،Rodrigueza  و

شونده با  کنترل BCL2فعالیت ضدتوموری  نیز با بررسی همکاران

، الیگونوکلئوتیدی PNT100بیان کردند  ،DNAاولیگونوکلئوتید 

های  ک  این نتایج با یافت  را دارد BCL2ت کنترل یاست ک  قابل

 PNT100شده  نوع کپسول  PNT2258. بود همسو مطالع  حاضر

م ماندگاری سرمی و فعالیت ضدتوموری است ک  موجب افزای

اثرات ضدتوموری قدرتمندی نیز  PNT2258شود.  نانوذره می

 PC-3 prostate ،A375لنفوما،  WSU-DLCL2 در BCL2برعلی  

 ملانوما دارد. 

 

 

 

کپسول  کردن موجب افزایم فعالیت داد نشان  مطالع  فوقنتایج 

 .(19) ودش تنی می تنی و برون ضدتوموری در شرایط درون
 

  گیری نتیجه
، %10نانولیپوزوم پگیل  نتایج مطالع  حاضر نشان داد فرمولاسیون 

کارایی بالاتری جهت حفظ و رهایم دارو نسبت ب  دو لیپوزوم 

دیگر سنتزشده دارد. همچنین بیشترین مهار رشد سلولی بر روی 

بوده و در  %10نانولیپوزوم پگیل  مربوط ب    DLCL2رده سلولی

های مورد آزمون، مهار رشد سلولی و کاهم بیان  تمامی غلظت

مشاهده است و بهترین غلظت مؤثر در این  قابل BCL2ژن هدف 

  .باشد میبرمیکرولیتر میکروگرم  5/0تحقیق، غلظت 

 

 تشکر و قدردانی 
باشد ک  مراحل  شناسی ارشد مینام  کار این مقال  بخشی از پایان

آزمایشگاهی آن در بخم بیولوژی شرکت تحقیقاتی و مهندسی 

توفیق دارو انجام شده است. بدین وسیل  از زحمات مدیریت 

ک  در این پروژه همکاری کردند، کمال  محترم عامل و عزیزانی

 سپاس و قدردانی را داریم.
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