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Abstract 

Introduction: Nanotechnology addresses the challenge of targeted delivery of drugs and 
nucleic acids to cancer cells by designing smart delivery systems. This approach enables 
improved precision and efficiency in the delivery of therapeutic agents. This study 
focuses on the design and evaluation of a folic acid (FA)-functionalized, 
PLA/Chitosan/PEG-based multifunctional nanocarrier with tumor-targeting capability 
and synergistic co-delivery of paclitaxel (PTX) and siRNA to breast cancer cells (MCF-
7), aiming to enhance selective uptake and therapeutic efficiency compared to 
conventional delivery systems. 

Methods: PCPF nanoparticles were synthesized and co-loaded with PTX and Survivin-
targeting siRNA. FTIR and DLS characterized physicochemical properties. Cargo release 
was evaluated at different pH values, while cytotoxicity and apoptosis were assessed in 
MCF-7 and MCF-10A cells using MTT and Annexin V/PI assays, respectively. 

Results: FTIR confirmed successful PCPF nanoparticle synthesis. Particle size increased 
from 162 ± 6 nm to 256 ± 11 nm after PTX/siRNA loading, while zeta potential remained 
mainly negative. Nanocapsules exhibited pH-responsive sustained release, with greater 
cargo release at pH 5.0. Cytotoxicity studies demonstrated enhanced selectivity for MCF-
7 cells, with PCPF/PTX/siRNA inducing the highest apoptosis, whereas free PTX caused 
the greatest necrosis. 

Conclusion: Folic acid-targeted PCPF nanoparticles enhanced PTX/siRNA co-delivery, 
promoting selective cytotoxicity, apoptosis, and improved anticancer efficacy. 

Keywords: Apoptosis, Controlled drug/gene release, MCF-7, Paclitaxel, Polymeric 
nanoparticles, and Simultaneous drug/gene delivery. 
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Introduction 
Breast cancer is the most common invasive 
malignancy among women and remains a major 
cause of cancer-related mortality worldwide. 
Despite significant advances in surgery, 
radiotherapy, chemotherapy, and hormone 
therapy, the clinical management of breast 
cancer continues to face substantial challenges, 
including non-specific drug distribution, 
systemic toxicity, damage to healthy tissues, 
and the development of drug resistance, all of 
which can limit therapeutic efficacy (1). These 
limitations highlight the need for more effective 
treatment strategies that selectively target 
cancer cells while minimizing adverse effects 
on normal tissues. Nanotechnology-based drug 
delivery systems have emerged as promising 
approaches to overcome these challenges by 
improving the targeted delivery of therapeutic 
agents, enhancing treatment efficacy, and 
reducing systemic toxicity (2). Among these 
strategies, the co-delivery of chemotherapeutic 
agents and gene-silencing molecules has 
attracted considerable attention because it 
enables simultaneous intervention in multiple 
pathways involved in tumor progression and 
resistance. Small interfering RNA (siRNA) can 
selectively suppress the expression of disease-
associated genes, including Survivin (BIRC5), 
a key regulator of tumor cell survival, 
proliferation, and resistance to therapy. In 
parallel, paclitaxel (PTX), a widely used 
anticancer drug, inhibits microtubule dynamics, 
disrupts cell division, and induces apoptosis in 
cancer cells (3). Therefore, the combined 
delivery of PTX and siRNA may provide a 
synergistic therapeutic effect and improve 
treatment outcomes in breast cancer. The 
successful co-delivery of these therapeutic 
agents requires a carrier system with high 
biocompatibility, stability, gene-loading 
capability, and tumor-targeting efficiency. 
Polylactic acid (PLA) is a biodegradable and 
biocompatible polymer widely utilized in drug 
and gene delivery applications due to its 
favorable safety profile and controlled-release 
properties (4). Chitosan possesses cationic 
characteristics that facilitate nucleic acid 
complexation and enhance gene transfer 
efficiency. At the same time, polyethylene 
glycol (PEG) improves nanoparticle stability, 
prolongs circulation time, and reduces rapid 
clearance by the immune system (5). In 
addition, folic acid (FA) can promote selective 
cellular uptake through folate receptor-

mediated targeting, as folate receptors are 
frequently overexpressed in breast cancer cells 
(6). 
Based on these considerations, the present 
study was designed to develop a folic acid-
functionalized PLA/PEG–chitosan nanocarrier 
for the co-delivery of paclitaxel and siRNA to 
MCF-7 breast cancer cells. Subsequently, the 
physicochemical characteristics, drug and gene 
loading capacity, release behavior, 
biocompatibility, cytotoxicity, and targeting 
efficiency of the developed nanoparticles were 
systematically evaluated to identify an 
optimized delivery platform with enhanced 
therapeutic performance and reduced toxicity 
for targeted breast cancer treatment. 
 
Materials and Methods 
Synthesis of PLA–Chitosan–PEG–FA 
(PCPF) nanoparticles 
Chitosan (100 mg; 50,000 Da; DDA 90%) was 
dissolved in 20 mL of 1% (w/v) acetic acid. In 
parallel, folic acid-functionalized PEG (50 mg; 
2000 Da) was activated with EDC (25 mg) and 
NHS (15 mg) in 10 mL DMSO for 2 h at 25 °C. 
The activated PEG-FA was then added to the 
chitosan solution, and the pH was adjusted to 
5.5 using 1 M NaOH. The reaction proceeded 
for 24 h at 40 °C under stirring at 500 rpm. The 
product was precipitated with cold ethanol, 
dialyzed against deionized water for 48 h with 
periodic water changes, and freeze-dried.  For 
nanoparticle synthesis, chitosan–PEG–FA (30 
µmol) and acrylated PLA (10 µmol) were 
separately dissolved in chloroform (3 mL). The 
PLA solution was added dropwise to the 
chitosan-based solution at 40–45 °C under 
stirring, followed by 24 h of mechanical 
stirring. The formed nanoparticles were 
purified by dialysis for 2 days and then freeze-
dried. 
 
Preparation of PCPF/PTX, PCPF/siRNA, 
and PCPF/PTX/siRNA nanocapsules 
PCPF-loaded nanocapsules containing 
paclitaxel (PTX), siRNA, or their combination 
were prepared via a solvent diffusion method. 
Briefly, 20 mg of PCPF was dissolved in 4 mL 
of chloroform to form the organic phase. For 
dual-loaded systems, 1 mg PTX and 250 µg 
siRNA (0.5 mL aqueous phase) were added, 
followed by 2 min probe sonication (KH 30, 5s 
pulses) to form a pre-emulsion. Then, 6 mL of 
1% (w/v) PVA was added and sonicated for 2 
min, followed by the addition of 30 mL of 0.3% 
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(w/v) PVP under stirring. The dispersion was 
left for 5 h for solvent diffusion. Residual 
chloroform was removed by centrifugation 
(10,000 rpm, 10 min), and nanocapsules were 
collected at 15,000 rpm for 30 min, then freeze-
dried and stored at -20 °C. Single-loaded 
formulations were prepared similarly using 
PTX or siRNA alone. 
 
Physicochemical Characterization of 
Nanoparticles 
The presence of functional groups was 
confirmed by Fourier-transform infrared 
spectroscopy (FTIR). In addition, particle size 
and zeta potential were determined using 
dynamic light scattering (DLS). 
 
Drug and Gene Release Kinetics 
The release profiles of PTX and siRNA were 
evaluated under physiological (pH=7.4) and 
tumor-mimicking (pH=5.0) conditions at 37°C. 
Release data were analyzed using the 
Korsmeyer–Peppas kinetic model to investigate 
the release mechanism. 
 
Cell Culture and Biological Evaluation 
In this study, MCF-7 human breast cancer cells 
and MCF-10A normal human breast epithelial 
cells were used to evaluate anticancer activity 
and selective cytotoxicity of the developed 
formulations. MCF-10A cells were cultured in 
DMEM/F-12 medium supplemented with 5% 
horse serum, insulin (10 µg/mL), epidermal 
growth factor (20 ng/mL), hydrocortisone (0.5 
µg/mL), and antibiotics. MCF-7 cells were 
maintained in DMEM containing 10% fetal 
bovine serum (FBS) and 1% antibiotics. Both 
cell lines were incubated under standard 
conditions (37 °C, 5% CO₂) and seeded in 96-

well plates 24 h before treatment to ensure 
proper cell attachment. 
Cell viability was assessed using the MTT 
assay, and IC50 values were calculated for 
different formulations. The Selectivity Index 
(SI) was also determined to evaluate 
preferential cytotoxicity toward cancer cells. 
Apoptosis induction in MCF-7 cells was 
analyzed by Annexin V/PI staining followed by 
flow cytometry. 
 
Statistical Analysis 
All experiments were conducted in triplicate. 
Data were analyzed using SPSS version 22 
through one-way analysis of variance 
(ANOVA) followed by Duncan’s multiple 
range test at a significance level of p < 0.05. 
Results are presented as mean ± standard 
deviation. 
 
Results 
FTIR 
FTIR spectroscopy was used to identify 
functional groups and confirm the formation of 
PCPF nanoparticles. The spectra of PLA, 
chitosan, PEG, and folic acid exhibited 
characteristic absorption bands corresponding 
to ester carbonyl, hydroxyl, amino, ether, and 
aromatic groups (Fig. 1A-D). In the FTIR 
spectrum of PCPF nanoparticles, the 
characteristic peaks of all constituent 
components were simultaneously observed 
(Fig. 1E).  After loading of PTX and siRNA, the 
appearance of additional bands and variations 
in peak intensities were detected. Specifically, 
characteristic bands corresponding to the 
carbonyl and aromatic groups of PTX, as well 
as phosphate-related bands attributed to siRNA, 
were observed in the spectra (Fig. 1 F-H). 

 

 
Figure 1: FTIR spectra of nanoparticles A) PLA, B) chitosan, C) PEG, D) folic acid, and E) PCPF nanoparticles, F) PCPF/PTX, G) 

PCPF/siRNA, and H) PCPF/PTX/siRNA, respectively. 
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DLS 
DLS Analysis 
Based on DLS results (Table 1), the smallest 
and largest nanoparticles were PCPF (162±6 
nm) and PCPF/siRNA/PTX (256±11 nm), 
respectively. Encapsulation of PTX and siRNA 
increased particle size. Zeta potential analysis 
showed that most formulations were negatively 

charged except PCPF/PTX. The most negative 
value was observed for PCPF/siRNA (-11.6 ± 
0.7 mV). At the same time, PTX reduced the 
surface charge. Regarding the PDI, it increased 
from 0.32 in PCPF to 0.49 in 
PCPF/siRNA/PTX, indicating a progressive 
increase in heterogeneity and particle size 
distribution upon drug and siRNA loading. 

 
Table 1: Size, zeta potential, and particle dispersion index (PDI) of synthesized nanoparticles 

Standard 
deviation 

PDI 
Standard 
deviation 

Zeta potential 
(mV) 

Standard 
deviation 

Size 
(nm) 

Nanocapsule type 

± 0.08 0.32 ± 0.34 -4.14 ± 6 162 PCPF 
± 0.07 0.43 ± 0.17 -6.11 ± 7 181 PCPF/siRNA 
± 0.05 0.41 ± 0.52 +1.54 ± 12 199 PCPF/PTX 
± 0.09 0.49 ± 0.50 -1.50 ± 11 256 PCPF/siRNA/PTX 

 
Drug and siRNA Release Profile 
The release behavior of PTX and siRNA from 
the synthesized nanocapsules was evaluated 
under physiological (pH=7.4) and acidic tumor-
mimicking (pH=5.0) conditions. A biphasic 
release pattern was observed, consisting of an 

initial rapid release followed by a sustained 
release phase. Both PTX and siRNA exhibited 
significantly higher release rates under acidic 
conditions than at physiological pH (Fig. 2-A, 
B). 

  
Figure 2: siRNA and PTX release graphs from different NPs in PBS buffer with A) pH=4.7 and B) pH=5 

 

  

A 
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Selectivity Index (SI) 
Among all formulations, PCPF/PTX/siRNA 
exhibited the highest selectivity index (SI = 
1.81), indicating superior selective toxicity 
toward MCF-7 cancer cells compared with 
MCF-10A normal cells. Free PTX showed the 

lowest SI (1.08) due to its toxicity toward 
normal cells (Table 2). PCPF/PTX displayed 
moderate selectivity (SI = 1.43), whereas PCPF 
and PCPF/siRNA showed no selective 
anticancer activity (SI = 1). 

 
Table 2: Selectivity index of synthesized nanocapsules and free PTX 

*Different letters indicate significant differences (at the 5% probability level) between treatments at each 

of the time points studied . 

SI  50IC 
(MCF-10A)  

50IC 
(MCF-7) 

Treatment  

1  a˃400   a˃400   PCPF  
1  a˃400   a˃400   PCPF/siRNA  

1.43  a˃400   c278.45   PCPF/PTX  
1.81  a˃400   b221.34   PCPF/siRNA/PTX  
1.08 b201.45  d186.14  PTX 

 
Cellular Apoptosis 
PCPF/PTX/siRNA induced the highest 
percentages of early and late apoptotic MCF-7 
cells (25.32% and 19.85%, respectively), 

significantly exceeding all other treatments. In 
contrast, free PTX produced the highest 
necrotic cell population (30.59%) (Fig. 3). 

 

 
Figure 3: Percentage of necrotic MCF-7 cells, before and after apoptosis, affected by IC50 concentrations of PCPF/siRNA, 

PCPF/PTX, PCPF/siRNA/PTX NPs, and free PTX 

 
 

Discussion 
The folic acid-functionalized 
PLA/Chitosan/PEG nanocarrier exerts its 
therapeutic effect through a synergistic 
integration of active targeting and co-delivery 
of PTX and siRNA, rather than isolated 
contributions of each component. 
Mechanistically, PTX disrupts microtubule 
dynamics, leading to G2/M cell cycle arrest and 
activation of mitochondria-mediated apoptotic 
pathways (7). In parallel, siRNA suppresses the 
expression of genes involved in cell survival 
and drug resistance, thereby attenuating anti-
apoptotic signaling and enhancing tumor cell 
susceptibility to chemotherapeutic stress (8). 
The convergence of these pathways results in 
disruption of cellular survival networks and a 
reduced apoptotic threshold. 

Importantly, previous studies have similarly 
reported that co-delivery of PTX and siRNA 
enhances anticancer efficacy by overcoming 
drug resistance and promoting apoptosis (9), 
which is in agreement with the findings of the 
present study. 
Furthermore, folate receptor-mediated 
targeting significantly improves intracellular 
delivery efficiency. Due to the overexpression 
of folate receptors on MCF-7 cells, the 
nanocarrier is preferentially internalized via 
receptor-mediated endocytosis, thereby 
enhancing intracellular accumulation of both 
therapeutic agents. This observation is 
consistent with earlier reports demonstrating 
improved cellular uptake and selectivity of 
folate-functionalized nanocarriers (10). 
Overall, the combined effect of active targeting 
and synergistic drug–gene interaction enhances 
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mitochondria-dependent apoptosis and 
improves the therapeutic index, highlighting 
the superiority of this multifunctional 
nanoplatform for breast cancer therapy. 
 
Conclusion 
The folic acid-functionalized PLA-PEG 
nanoparticles demonstrated pH-responsive co-
delivery of PTX and siRNA, suggesting a 
promising strategy for enhancing selective 
anticancer efficacy under in vitro conditions. 
The reduced viability of MCF-7 cells compared 
to MCF-10A cells indicates potential cancer-
selective cytotoxicity; however, these results 
are limited to in vitro experiments and should 
therefore be interpreted with caution. The 
increased apoptotic response further supports a 
potential synergistic interaction between PTX 
and siRNA within the nanocarrier system. 
Nevertheless, the lack of direct evaluation of 
gene knockdown efficiency represents a key 
limitation of this study, as the molecular 
contribution of siRNA could not be fully 
quantified. From a translational perspective, 
although the present findings highlight the 
potential of this targeted nanoplatform, further 
in vivo studies are required to assess 
biodistribution, pharmacokinetics, tumor 
accumulation, and systemic safety. In addition, 
validation of gene-silencing efficiency and 
long-term therapeutic outcomes will be 
essential for establishing its clinical relevance.  
Overall, these findings suggest that the 
developed multifunctional nanocarrier may 
serve as a potential platform for targeted breast 
cancer therapy, pending further preclinical 
validation. 
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    پژوهشیمقاله 

به كمك   siRNA و تاكسلتحويل هدفمند و همزمان پاكلي

جهت   PLA–Chitosan–PEG–Folic acidكوپليمري   نانوذرات

 MCF-7 هاي سرطاني پستان درمان سلول 
  

   ٢زاده ، محمد ضعيفي١هاشم يعقوبي
    
  ، واحد اردبيل، دانشگاه آزاد اسلامي، اردبيل، ايران گروه زيست شناسي١
 مركز تحقيقات طب سنتي و آب درماني، دانشگاه علوم پزشكي اردبيل، اردبيل، ايران ٢
 

   چكيده   
هاي دارورساني هوشمند، چالش دارورساني هدفمند و اسيدهاي  فناوري نانو از طريق طراحي سيستم  مقدمه:

سلول به  برطرف مينوكلئيك  را  دارورساني  هاي سرطاني  در  بهبود يافته  و كارايي  رويكرد، دقت  اين  كند. 
مي ممكن  را  درماني  بر  عوامل  مبتني  چندمنظوره  نانوحامل  يك  ارزيابي  و  طراحي  بر  مطالعه  اين  سازد. 

PLA/Chitosan/PEG  دار شده با اسيد فوليك (عاملFAگيري تومور و دارورساني هم افزايي  ) با قابليت هدف
) تمركز دارد كه هدف آن افزايش جذب  MCF-7هاي سرطان سينه (به سلول siRNA) و PTXتاكسل (پاكلي

  هاي دارورساني مرسوم است. انتخابي و كارايي درماني در مقايسه با سيستم
به كمك روش پيونددهي شيميايي و فرآيند    FA/PLA/Chitosan/PEG  (PCPFنانوذرات (سنتز  روش بررسي:  

دارو  -در-حل انجام شد. سپس  ژن    siRNAو    PTXحلال  با  Survivin برعليه  همراه  حلال  انتشار  روش  با 
چندمرحله نانوذرات  امولسيون  در  شدند.    PCPFاي  مورفولوژي  ويژگيبارگذاري  و  فيزيكوشيميايي  هاي 
 pHپس از بررسي تأثيربررسي شد.  DLSو  NMR-H1 ،FTIRهاي سنتز شده از طريق نانوذرات و نانوكپسول

 و آپوپتوز با روش MTT ها با آزمونها، سميت سلولي نانوكپسول) بر رهايش محموله٧/ ٤و    ٥هاي مختلف (

Annexin V/PI هايدر رده MCF-7 و MCF-10A ها با استفاده ازآماري دادهآناليز    .ارزيابي شد ANOVA 

  درصد) انجام شد.  ٥داري  ، سطح معنيSPSS 22طرفه و آزمون دانكن (يك
را تأييد كرد. طبق نتايج حاصل    PCPFآميز نانوذرات  تشكيل موفقيت  FTIRو    NMR-H1نتايج آناليز  ها:  يافته

از   DLS از نانوذرات  اندازه  كه  شد   براي  نانومتر  ٢٥٦±١١تا  PCPF   براي  نانومتر  ١٦٢±٦مشخص 

PCPF/siRNA/PTX   چنين مشخص شد كه بارگذاريمتغير بود. هم PTX و siRNA اندازه و PDI   نانوذرات را
 در siRNA و PTX افزايش داد و پتانسيل زتا عمدتاً منفي مشاهده شد. مطالعات رهايش، نشان داد رهايش

pH   ) به٥اسيدي (توجهي بيشتر ازطور قابل pH ) آزمون    .) بود٤/٧خنثيMTT  نانوذرات ، سميت انتخابي 
در   MCF-10A هاي سالمو كاهش عوارض بر سلول MCF-7هاي سرطانيرا عليه سلول siRNA و PTXحاوي 

كرد. هم  اثبات  را  آزاد،  داروي  با  كه  مقايسه  داد  نشان  آپوپتوز سلولي  نتايج  و  چنين  پيش  ميزان  بيشترين 
براي سلول  ٨٥/١٩و    ٣٢/٢٥به ترتيب  آپوپتوز سلولي (پس  هاينانوكپسولمربوط به   MCF-7 هايدرصد) 

PCPF/siRNA/PTX  درصد) مربوط    ٥٩/٣٠هاي واقع در مرحله نكروز (بود، در حالي كه بيشترين درصد سلول
  آزاد بود. PTX به

نانوذراتطوربهگيري:  نتيجه بر PCPF كلي،  فوليك PLA-PEG مبتني  با  هدفمندشده  رهش  و  با  اسيد، 
سازگاري مطلوب، سميت انتخابي و القاي غالب آپوپتوز را نشان داده و از  و زيست pH شده وابسته بهكنترل

هاي  داري موجب افزايش اثر سينرژيستي درماني در سلولطور معني، بهPTX/siRNAطريق انتقال همزمان  
  سرطاني شدند.

 

شده دارو  تاكسل، انتقال همزمان دارو و ژن به سلول، رهايش كنترلآپوپتوز سلولي، پاكلي :يدي كل يهاواژه
. MCF-7و ژن، نانوذرات پليمري و 
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 يعقوبي و ضعيفيزاده│مجله علمي بيماريهاي پستان ايران  ٦٠
 

١٩)٢:(٥٣-٧٦  

  مقدمه
اصلي  از  يكي  عنوان  به  مرگسرطان  عوامل  در  ترين  ومير 

مجموعه به  بيماري جهان،  از  مياي  اطلاق  با  ها  كه  شود 
سلول كنترل  غيرقابل  گسترش  و  غيرطبيعي  تكثير  هاي 

ترين  شوند. در اين ميان، سرطان پستان شايعشناخته مي
مي محسوب  زنان  در  تهاجمي  سرطان  در نوع  كه  شود 

لوبول سلول  يا  مجاري  پوشاننده  نشأت  هاي  پستان  هاي 
. رويكردهاي درماني مرسوم براي اين بيماري ) ١(گيرد  مي

پرتودرماني   سرطاني،  بافت  برداشتن  براي  جراحي  شامل 
سلول  نابودي  شيميبراي  موضعي،  بدخيم  درماني  هاي 

هورمون  درمانسيستميك،  و  است  درماني  هدفمند  هاي 
هايي جدي از  ها اغلب با چالشبا اين حال، اين روش  .)٢(

بافت جانبي گسترده، آسيب به  هاي سالم و  قبيل عوارض 
هستند   مواجه  دارويي  زمينه،  )٣(مقاومت  اين  در   .

در   اساسي  تحولي  نوين،  راهكارهاي  ارائه  با  نانوتكنولوژي 
با   فناوري  اين  است.  كرده  ايجاد  سرطان  درمان  عرصه 

) نانومتر  مقياس  در  مواد  مهندسي  و    ١٠٠تا    ١٠طراحي 
هاي سرطاني را گيري هوشمند سلولنانومتر)، امكان هدف

هاي دارويي  طور مشخص، نانوحامل. به)٤(نمايد  فراهم مي 
پوشش عوامل  با  مستقيم  انتقال  به  قادر  اختصاصي،  هاي 

ضمن شيمي امر  اين  كه  هستند،  تومور  درون  به  درماني 
هاي سالم  افزايش غلظت دارو در ناحيه هدف، مواجهه بافت

. نانوتكنولوژي به  )٢(رساند  با سميت دارو را به حداقل مي
و   اتمي  ابعاد  در  ماده  دستكاري  و  كنترل  دانش  عنوان 

شود كه به دليل نسبت سطح به حجم مولكولي تعريف مي
به فردي را در  بسيار بالا، خواص فيزيكوشيميايي منحصر 

. نانوتكنولوژي با غلبه بر موانع اصلي  )٥(كند مواد ايجاد مي
نظير   ژنتيكي  قطعات  انتقال  انواع    DNAدر  ،  ها RNAو 

 .)٧(انقلابي عظيم در زمينه ژن درماني ايجاد كرده است  
siRNA   به قادر  قدرتمند،  درماني  ابزار  يك  عنوان  به 

است،  mRNA زا در سطح  هاي بيماريخاموش كردن ژن
اما به دليل ناپايداري در جريان خون و ناتواني در عبور از 
بوده  مواجه  با محدوديت  آن  باليني  غشاي سلولي، كاربرد 

يكي از اعضاي خانواده     BIRC5(Survivin. ژن ()٨(است  
است كه نقش كليدي در   هاي مهاركننده آپوپتوزپروتئين

شده سلولي و تنظيم چرخه ريزيجلوگيري از مرگ برنامه
كند. بيان بيش از حد اين ژن در بسياري از  سلولي ايفا مي

افزايش  سلول  با  پستان،  سرطان  جمله  از  سرطاني،  هاي 
درماني مرتبط  هاي شيميتكثير سلولي و مقاومت به درمان

پاكلي ديگر،  سويي  از  (است.  زمره  PTXتاكسل  در  كه   (
درماني قرار دارد، يك عامل ضد  ترين داروهاي شيميمهم

ها است كه نقشي حياتي در  ميكروتوبول و از دسته تاكسان
به پستان،  سرطان  و  درمان  متاستاتيك  انواع سرطان  ويژه 

. مكانيسم عمل اصلي اين  )١٠(كند  ان ايفا ميمقاوم به درم
ميكروتوبول  تخريب  از  جلوگيري  و  تثبيت  طي  دارو،  ها 

 فرآيند ميتوز است، كه منجر به توقف چرخه سلولي در فاز

G2/M   شود. اين توقف اجباري در تقسيم سلولي، در مي
شده سلولي  ريزيدهي مرگ برنامهنهايت مسيرهاي سيگنال

از بين سازد و سلول(آپوپتوز) را فعال مي را  هاي سرطاني 
پاكلي )١١(برد  مي ويژه  اهميت  تقسيم  .  مهار  در  تاكسل 

شاخص  سلول  ويژگي  كه  بالا  تكثير  نرخ  با  سرطاني  هاي 
هايي  . با وجود چالش)١٢(تومورهاي مهاجم پستان است  

چنان مانند مقاومت دارويي و عوارض جانبي، اين دارو هم
هاي درماني  به عنوان يك جزء اساسي در بسياري از رژيم

است   مانده  باقي  پستان  سرطان  نئوادجوانت  و  استاندارد 
(لاكتيكپلي   .)١٣( حامل ) PLAاسيد  عنوان  هاي  به 

زيست زيست تخريب نانومتري  و  جايگاهي  پذير  سازگار، 
سيستم در  ژنبرجسته  و  دارورساني  نوين  درماني  هاي 

اند. اين نانوذرات به دليل سازگاري زيستي بالا و قابليت  يافته
مانند   طبيعي  محصولات  به  بدن  در  متابوليكي  تخريب 
براي  و  بوده  آب، فاقد سميت سيستميك  اسيدلاكتيك و 

ايده باليني  هستند  كاربردهاي  انتقال  )١٤(آل  حوزه  در   .
هاي  با انكپسوله كردن طيف وسيعي از مولكول  PLAدارو،

درماني (از داروهاي با حلاليت پايين تا عوامل بيولوژيك)، 
كنترل بافترهايش  در  را  هدفمندي  و  خاص  شده  هاي 

ميامكان ژني  پذير  قطعات  انتقال  در  ويژه  طور  به  سازند. 
پلاسميدهاي  با   siRNAوDNA   مانند  نانوذرات  اين   ،

محافظت از محموله ژني در برابر تخريب نوكلئازي و تسهيل 
قابل   ميزان  به  را  ترانسفكشن  كارايي  سلولي،  اندوسيتوز 

. از سويي ديگر، كيتوسان كه )١٥(دهند  توجهي افزايش مي
پلي زيستيك  و  طبيعي  از تخريب ساكاريد  و  است  پذير 

سخت  پوسته  در  موجود  كيتين  شدن  پوستان داِستيله 
مي اتصال  حاصل  امكان  ذاتي،  مثبت  بار  دليل  به  شود، 

را فراهم   DNA الكترواستاتيك با بار منفي غشاي سلولي و
هم) ١٦(سازد  مي پلي.  (اتيلنچنين  يك   )PEGگلايكول 

سازگار است كه  دوست و زيستپليمر مصنوعي، خنثي، آب
شود، براي اصلاح سطح  سنتز مي  PEGylationدر فرآيند  

مينانوحامل كار  به  با)١٦(رود  ها  كيتوسان  كه  زماني   . 
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  ... به كمك  siRNAو تاكسلتحويل هدفمند و همزمان پاكلي  ٦١
. ..   

١٩)٢:(٥٣-٧٦  

PEG   مي داده  نانوكامپوزيتي پوشش  ساختار  يك  شود، 
دهد كه پايداري ذره در جريان خون را به طور  تشكيل مي

سيستم چشم توسط  آن  شناسايي  و  داده  افزايش  گيري 
. امروزه  )١٧(اندازد  را به تأخير مي)  RES(رتيكولوآندوتليال  

كاربرد ليگاندهاي هدفمند بر سطح نانوذرات به عنوان يك 
توجه   اساسي در دارورساني هدفمند سرطان مورد  راهبرد 
اتصال   و  شناسايي  به  قادر  ليگاندها  اين  است.  گرفته  قرار 

گيرنده به  سطح  اختصاصي  در  كه  هستند  غشايي  هاي 
شوند.  بيان ظاهر ميهاي نئوپلاستيك به صورت بيشسلول 

توان به گيرنده فولات اشاره نمود  ها مياز جمله اين گيرنده
نئوپلازي انواع  در  و  كه  پستان  كارسينوم  جمله  از  ها 

مي مشاهده  بالايي  تراكم  با  عامل)١٨(شود  تخمدان،  دار  . 
امكان  اسيدفوليك،  نظير  ليگاندهايي  با  نانوذرات  نمودن 

در  هدف را  گيرنده  به  وابسته  اندوسيتوز  و  فعال  گيري 
ميسلول  فراهم  سرطاني  به هاي  منجر  رويكرد  اين  سازد. 

افزايش معنادار تجمع نانوذرات در بافت توموري و كاهش  
مي دارو  با  مواجهه سيستميك  ملاحظه  در  قابل  كه  گردد 

نهايت كارايي درماني را افزايش و عوارض جانبي را تقليل  
يك    .)١٩(دهد  مي سنتز  و  پژوهش طراحي  اين  از  هدف 

كوپليمرهاي  بر  مبتني  هوشمند  نانوحامل  سامانه 
PLA/PEG  عامل كيتوسان  فوليكو  با  با  دارشده  اسيد 

داروي   انتقال هدفمند  صورت به  siRNAو    PTXتوانايي 
است. هدف    MCF-7هاي سرطان پستان  زمان به سلولهم

بهينه و  سنتز  شامل  نيز  پژوهش  و  اصلي  نانوذرات  سازي 
ويژگي سيستماتيك  كليدي  بررسي  فيزيكوشيميايي  هاي 

نظير اندازه، پتانسيل زتا و مورفولوژي نانوذرات سنتز شده  
نيز  پژوهش  اين  در  كاربردي  هدف  ديگر،  از سويي  است. 

سازگاري و سميت سلولي، تحليل سينتيك و  بررسي زيست 
رهايش   شرايط   siRNAو    PTXمكانيسم  در 

كارايي شسازي شبيه  تعيين  و  توموري  و  فيزيولوژيك  ده 
باشد. در انتها،  هاي فولات ميگيري اختصاصي گيرندههدف

بيشترين  با  نانوحامل  كارآمدترين  شناسايي  به  پژوهش 
عنوان هاي سالم بهبازدهي انتقال و حداقل سميت بر سلول 

پستان   سرطان  هدفمند  درمان  براي  نوين  راهبرد  يك 
  متمركز است. 

  

  ها مواد و روش
  مواد 

 سولفوكسيد، اتانول، كيتوسان،)، متيلKClكلريد پتاسيم (

) اسيد  فسفات  HCLهيدروكلريد  پتاسيم  دي   ،(
)4PO2KH  ،كلروفرم  ،(FA-PEG-2NH    هيدروكسيد و 

) از شركت مرك (آلمان) خريداري شدند.  NaOHسديم (
موجال  هم دكتر  شيمي  آزمايشگاه  از  پارافرمالدهيد  چنين 

) گاوي  جنين  سرم  شد.  تهيه  اسب، FBS(ايران)  سرم   ،(
- و تريپسين DMEM/F12و  DMEMهاي محيط كشت

EDTA    شركت آمريكا)    Biowestاز  متحده  (ايالات 
شدند.   پنيخريداري  هيدروكورتيزون،  و  انسولين،  سيلين 

شد.  استرپتومايسين تهيه  گستر  پژوهش  كيا  شركت    از 
   

    PCPF(PLA-Chitosan-PEG-FA(  نانوذرات  سنتز

گرم كيتوسان (جرم مولي ميلي  ١٠٠براي اين منظور ابتدا  
  ٢٠در  )  درصد  ٩٠دالتون و درجه دِاستيله شده    ٥٠٠٠٠

استيك  ميلي اسيد  محلول  (جرمي/حجمي)   ١ليتر  درصد 
همزمان،   طور  به  شد.   ٢٠٠٠(  PEGگرم  ميلي  ٥٠حل 

عامل حضور  دالتون)  در  اسيدفوليك  با  شده   ٢٥دار 
 ليترميلي  ١٠در   NHS گرمميلي  ١٥و   EDC گرمميلي

DMSO   سازي فعال  و  ساعت  ٢گرديد. پس از  سازي  فعال
دماي محلول٢٥  ° Cدر   ،  FA-PEG     به آرامي  به  فعال 

(يك    NaOHمحيط با   pH محلول كيتوسان اضافه شده و
به مدت    ٥/٥به   مولار) ساعت در    ٢٤تنظيم شد. واكنش 
سرعت    ٤٠°C  دماي با  مداوم  همزدن  بر    ٥٠٠تحت  دور 

سرد   اتانول  با  ابتدا  خام  محصول  يافت.  ادامه  دقيقه 
ساعت در مقابل آب    ٤٨دهي شده و سپس به مدت  رسوب 

ديونيزه (با استفاده از غشاي دياليز) دياليز شد. در نهايت،  
كمك   به  نهايي  (محصول   ,LMC-2, Rubarthدستگاه 

Germany  انجماد شد.  )  نانوذرات خشك  سنتز  جهت 
PCPF    ميكرومول    ٣٠ابتداChitosan-PEG-FA    ١٠و  

-ميلي   ٣به صورت جداگانه در    PLA-ميكرومول اكريلات
حاوي  ل كلروفرم  محلول  سپس  شدند.  حل  كلروفرم  يتر 

Chitosan-PEG-FA  قطره صورت  محلول به  به  اي 
اضافه    ° C  ٤٥الي    ٤٠در دماي    PLA-كلروفوم آكريلات

مدت   به  و  هم  ٢٤شده  تحت  قرار ساعت  مكانيكي  زده 
نيز از طريق فرآيند    PCPFسازي نانوذرات  گرفتند. خالص

روز با جايگزين كردن   ٢دياليز در برابر آب ديونيزه به مدت  
ساعت انجام شد. سرانجام، محصول با استفاده   ٦آب در هر 

) دستگاه  انجماد LMC-2, Rubarth, Germanyاز   (
  .  )١٦(خشك شد 
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 يعقوبي و ضعيفيزاده│مجله علمي بيماريهاي پستان ايران  ٦٢
 

١٩)٢:(٥٣-٧٦  

  PCPF/PTX ، PCPF/siRNAهاي تهيه نانوكپسول
  PCPF/PTX/siRNAو  

كه به    PCPF/PTX/siRNAهاي  جهت سنتز نانوكپسول
ليتر  ميلي  ٤كمك تكنيك انتشار حلال تهيه شدند، ابتدا به  

كلروفرم،   كوپليمر  ميلي  ٢٠محلول   ٥/٠و    PCPFگرم 
  ١و    siRNAميكروگرم    ٢٥٠ليتر محلول آبي حاوي  ميلي
پاكليميلي مدت  گرم  به  و  شده  اضافه  دقيقه    ٢تاكسل 

) زماني    ٣٠  KHسونيكه  بازه  سپس    ٥و  شد.    ٦ثانيه) 
يك درصد به سوسپانسيون حاصل   PVAليتر محلول   ميلي

به مدت دو دقيقه ديگر سونيكه شد. سپس   اضافه شده و 
  ٥درصد اضافه شد. پس از    ٣/٠  PVP  ليتر محلولميلي  ٣٠

دور   ١٠٠٠٠ساعت، كلروفرم اضافي به كمك سانتريفيوژ (
مدت   به  دقيقه  نانوكپسول  ١٠در  شد.  جدا  هاي دقيقه) 

دور در دقيقه به   ١٥٠٠٠حاصل با استفاده از سانتريفيوژ (
هاي  آوري شدند. در انتها نانوكپسولدقيقه) جمع  ٣٠مدت  

حاصل به كمك انجماد خشك، خشك شده و براي استفاده  
نگهداري شدند    - ٢٠  °  Cهاي مختلف در دمايدر آزمايش

 PCPF/PTXهاي  چنين جهت سنتز نانوكپسول. هم)٢٠(
  به تنهايي استفاده   siRNAيا  PTXاز  PCPF/siRNAو 

  شد. 
  تعيين مشخصات فيزيكوشيميايي نانوذرات

هاي ساختاري و تأييد تركيبات موجود در نانوذرات  ويژگي
سنجي تشديد مغناطيسي  توسط طيف  PCPFسنتز شده  

(هسته هيدروژن  حلالNMR-H1اي  در   (O 2D  حاوي
چنين جهت تأييد  استفاده شد. هم استيكمقدار كمي اسيد

هاي عملكردي نانوذرات از طيف سنجي مادون وجود گروه
هاي  ) و با استفاده از روش قرصFTIRقرمز تبديل فوريه (

KBr    1در منطقه-cm  با استفاده از دستگاه    ٥٠٠- ٤٠٠٠

ABB Bomem MB100 FTIR spectrometer   انجام
ها با  چنين اندازه متوسط نانوذرات و پتانسيل زتا آنهم شد.

 ) پويا  نور  پراكندگي  از   DLS, Malvernاستفاده 

Instruments, Westborough, USA  .تعيين شد (  
  

 siRNAتهيه توالي  

ازsiRNAجهت بارگذاري  ، siRNA اختصاصي عليه ژن 

Survivin (BIRC5)   استفاده شد. توالي siRNA   به شرح
  :زير بود

 ٣ -GCAUUCGUCUCCACUUGCATT-´٥ ´توالي سنس: 

 ٣ -UGCAAGUGGAGACGAAUGCTT-´٥´سنس:توالي آنتي

شركت siRNA اين    Santa Cruz Biotechnologyاز 
  تهيه گرديد.   )sc-29499(به شماره 

  
داروي   بارگذاري  از   siRNAو    PTXبازدهي 

  هاي سنتز شدهنانوكپسول
داروي   انكپسولاسيون  در    siRNAو    PTXبازدهي 

كه در    siRNAيا    PTXگيري مقدار  ها با اندازهنانوكپسول
  PTX، مقدار  نانوذرات، انكپسوله نشده تعيين شد. بنابراين

رويي  siRNAيا   مايع  در  از   موجود  پس  آزمايش،  لوله 
دستگاه   توسط  نانوذرات  سوسپانسيون  سانتريفوژ 

  ٢٦٠) و  PTXنانومتر (براي داروي    ٢٣٠اسپكتروفتومتر در  
  PTXگيري شد. سپس مقدار  ) اندازهsiRNAنانومتر (براي  

كل    siRNAيا   مقدار  با  رويي  مايع  در  يا    PTXموجود 
siRNA   استفاده شده در فرآيند انكپسولاسيون مقايسه شد

)١٩(.  
  ):١به شرح زير تعيين شد (معادله  siRNAيا    PTXبازدهي  

 

×  ١٠٠) ١(معادله
  مقدار  ୱ୧ୖ୒୅ يا  ୔୘ଡ଼ مورد استفاده براي  تهيه  نانوذراتିمقدار  ௦௜ோே஺ يا  ௉்௑ در مايع  رويي 

 مقدار  ௦௜ோே஺ يا  ௉்௑مورد استفاده براي  تهيه  نانوذرات
  = (درصد بازدهي انكپسولاسيون)  

  
  سينتيك آزادسازي دارو و ژن
انتشار   سينتيك  مقايسه  بين    siRNAيا    PTXبراي 

حاوي  نانوكپسول نانوذرات  همانطور   siRNAيا    PTXها، 
كه در بالا توضيح داده شد تهيه شدند. سپس آزمايشات در  

محيط اطراف   =٤/٧pHمتفاوت (  pHدو محيط مختلف با  
(سلول و  سالم)  سلول  =٥/٤pHهاي  اطراف  هاي محيط 

آزادسازي،  سينتيك  تعيين  براي  شد.  انجام  سرطاني) 

- ليتر بافر استاتميلي ١٠ها به طور جداگانه در نانوكپسول
 C) در=٤/٧pHدرصد (  ٥) و محلول گلوكز  =٥pHديم (س
 ٣٠ريزي شده (هرانكوبه شدند. در فواصل زماني برنامه  ٣٧  °

دور در دقيقه  ١٢٠٠٠روز)، پس از سانتريفيوژ ( ٣دقيقه تا 
ها براي سنجش آزادسازي دقيقه)، مايع رويي نمونه  ٣٠و  

  ١٠آوري شد. سپس، تا بازه زماني بعدي، نانوذرات در  جمع
به حالت سوسپانسيون  محيط كشت تازه، مجددا ليترميلي
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نانومتر)   ٢٣٠(در طول موج    PTX، مقدار  درآمدند. سرانجام
نانومتر) آزاد شده در مايع    ٢٦٠(در طول موج    siRNAيا  

گيري رويي نانوذرات، توسط دستگاه اسپكتوفتومتري اندازه
ميزان   با  درفرآيند    siRNAيا    PTXو  استفاده  مورد 

سرانجام   گرديد.  مقايسه  اين  دادهبارگيري  از  حاصل  هاي 
مدل كمك  به    Korsmeyer-Peppasسينتيكي  آزمايش 

دارو  آزادسازي  مكانيسم  تا  گرفتند،  قرار  تحليل  مورد 
ي ميزان  . از معادله زير جهت محاسبه)٢١(  مشخص شود

  ها استفاده شد:  رهايش محموله
  

= 
஽௥೟ା ஽௥೟శభ

஽ா
  )٢درصد انتشار تجمعي (معادله 

) در مايع  siRNAيا    PTXگيري شده محموله (مقدار اندازه
    tDr:  (t)رويي در هر زمان

) در مايع  siRNAيا    PTXگيري شده محموله (مقدار اندازه
     t+1: (t+1Drرويي در زمان(
) محصور شده در نانوذرات siRNAيا    PTXمقدار محموله (

: DE  
  

  كشت سلولي 
  هاي مورد آزمايش تهيه سلول

شامل   مطالعه  اين  در  شده  استفاده  سلولي  رده  دو 
)22-HTB®ATCC™(7 -MCF ) و-CRL®ATCC™

10317(MCF-10A    بودند كه هر دو از بانك سلولي مركز
 MCF-7 ) تأمين شدند.NCBIملي ذخاير سلولي ايران (

طور  به  كه  است  انساني  پستان  سرطان  سلولي  رده  يك 
مكانيسم و  داروها  اثربخشي  بررسي  براي  هاي  گسترده 

مي قرار  استفاده  مورد  سرطان  در  در  سلولي  اين  گيرد، 
يك رده اپيتليال طبيعي پستان    MCF-10Aحاليست كه  

و  انتخابي  سميت  ارزيابي  براي  كه  است  انسان 
هدف    .گيردسازگاري نانوذرات مورد استفاده قرار مي زيست 

سلول از  استفاده  يك  از  ايجاد  پژوهش،  اين  در  سالم  هاي 
گري و سميت ذاتي  شاهد معتبر براي ارزيابي انتخابگروه  

اثرات  مستقيم  مقايسه  امكان  رويكرد  اين  بود.  نانوذرات 
هاي  هاي سرطاني در مقابل سلولسميت نانوذرات بر سلول 

بدين كرد.  فراهم  را  سيستم طبيعي  توانايي  ترتيب، 
هدف در  سلولدارورساني  انتخابي  سرطاني  گيري  هاي 

  .طور دقيق مورد بررسي قرار گرفتبه
  

  
  MCF-10A هاي سالم  كشت سلول

ابتدا سلول  اين منظور  در محيط   MCF-10A هاي  براي 
سرم اسب،    درصد  ٥شده با  تكميل   DMEM/F-12 كشت

ليتر نانوگرم بر ميلي  ٢٠ليتر انسولين،  ميكروگرم بر ميلي  ١٠
اپيدرمي،   رشد  ميلي  ٥/٠فاكتور  بر  ليتر  ميكروگرم 

ميلي  ١٠٠هيدروكورتيزون،   بر  پنينانوگرم   سيلين/ ليتر 
هزار سلول   ١٠چاهكي (  ٩٦هاي  استرپتومايسين و در پليت

ميكروليتر محيط كشت در هر چاهك) كشت   ٢٠٠در هر  
اين سلول انكوباتور (شدند.  در    2COدرصد    ٥ها سپس به 

  ساعت منتقل شدند.   ٢٤) به مدت ٣٧ ° Cدماي 
  

 MCF-7هاي سرطاني  سلولهاي  لاينكشت  

  ٩٦هاي  در پليت   MCF-7هايبراي اين منظور ابتدا سلول
تراكم    چاهكي (با  داده شدند  هر    ٧×٣١٠كشت  در  سلول 

حاوي   كشت ٢٠٠چاهك  محيط    DMEMميكروليتر 
پني  ١و    FBSدرصد    ١٠حاوي    سيلين/ درصد 

سلول  استاندارد  استرپتومايسين).  شرايط  در  سپس   ٥(ها 
-ساعت نگه  ٢٤و به مدت  )  ٣٧  ° Cدر دماي    2COدرصد  

اوليه د به بستر و تثبيت رشد  به چسبندگي  اري شدند تا 
  برسند.  

 
  مطالعات سميت سلولي

  )50IC(محاسه ميزان    MTTتست  
حداقل    50ICميزان   مرگ  موجب  كه  درصد    ٥٠(غلظتي 

ارزيابي    MTTشود) نانوذرات با استفاده از روش  سلول مي
منظور   اين  براي  سلول  ٢٤شد.  كشت،  پس  ها  ساعت 

غلظت  )MCF-7  يا  و  MCF-10Aهاي  (سلول  هاي  با 
(شاهد)،    PTXمختلف     ٤٠٠و    ٢٠٠،  ١٠٠،  ٥٠(صفر 

ميلي بر  نانوكپسولميكروليتر  و  (شاهد)،  ليتر)  (صفر  هاي 
ميلي  ٤٠٠و    ٢٠٠،  ١٠٠،  ٥٠ بر  حاوي  ميكروگرم  ليتر) 

(در    siRNAو    PTXو    siRNA، حاوي تنها  PTXداروي   
هاي بدون دارو يا  چنين نانوكپسولتركيب با يكديگر) و هم

ژن (نمونه شاهد) تيمار شده و دوباره انكوبه شدند. پس از  
محلول    ٢٠ساعت،    ٢٤  ميكروگرم/   ٥(  MTTميكروليتر 

ليتر در محيط كشت) به هر چاهك اضافه شده و پس  ميلي
) انكوباسيون  دماي  ٥از  و  رويي  ٣٧  ° Cساعت  مايع   ،(

 ٢٠٠(   DMSOبرداشته شده و بلورهاي فورمازان توسط  
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  ٣٠ميكروليتر در هر چاهك) حل شد. پس از انكوباسيون (
نانومتر توسط   ٥٧٠)، جذب نوري در ٣٧ ° Cدقيقه و دماي

ريدر ميكروپليت   ,BioTek Instruments(  دستگاه 

Winooski, VT, USA٢٢(گيري شد ) اندازه( .  
  

   )  SIشاخص انتخابي (
بيني عوارض جانبي  و پيش  انتخابي منظور ارزيابي سميت  به

  ٣بر اساس معادله   ) SIسامانه نانودارويي، شاخص انتخابي (
مقادير شد.  از   SI محاسبه  سميت  نشان  ١بالاتر  دهنده 
سلول  بر  سامانه  ترجيحي  بالاتر  ايمني  و  سرطاني  هاي 

بيانگر    ١باشند، در حالي كه مقادير كمتر از  دارورساني مي
  .هاي سالم استسميت بيشتر بر سلول 

)           ٣(معادله
 (୑େ୊ିଵ଴୅) سلولهاي  نرمال ୍େହ଴  

(ெ஼ி   ூ஼ହ଴ سلولهاي  سرطاني(
= (شاخص    

  )) SIانتخابي (
  

  آناليز آپوپتوز سلولي
سرين از غشاي پلاسمايي  آپوپتوز شامل حركت فسفاتيديل

با   را  آن  كه  است  خارجي  پلاسمايي  غشاي  به  داخلي 
بر  رنگ مبتني  فلورسنت  تشخيص   آنكسينآميزي  قابل 
كند. در اين آزمايش جهت تمايز بين آپوپتوز از نكروز، مي

مي استفاده  يديد  پروپيديوم  همراه  به  آنكسين  شود.  از 
نانوكپسول  MCF-7هايسلول  با  شده  هاي  تيمار 

PCPF/PTX  ، PCPF/siRNA  وPCPF/PTX/siRNA 
 Annexinبا استفاده از فلوسايتومتري و كيت آزاد  PTXو  

V-Dy634    )Immunostepكننده،  ) و طبق پروتكل تأمين
چنين از  براي آپوپتوز مورد تجزيه و تحليل قرار گرفتند. هم

استفاده  سلول  مثبت  كنترل  عنوان  به  نشده  تيمار  هاي 
داده فلوسايتومتر  شدند.  با  نرم  FACS Verseها  افزار  و 

FlowJoTM  ٢٣(پردازش شدند  ١٠نسخه ( .  
 

  تجزيه و تحليل آماري 
اندازه پارامتر  تكرار  هر  سه  در  مطالعه  اين  در  شده  گيري 

داده تحليل  و  تجزيه  نرمارزيابي شد.  از  استفاده  با  افزار ها 
SPSS22  طرفه و به دنبال آن  از طريق آناليز واريانس يك

مقايسه براي  دانكن  آستانه  آزمون  در  چندگانه  هاي 
داده  ٥داري  معني نرمال  توزيع  شد.  انجام  با  درصد  ها 

اسميرنوف بررسي شد. نتايج  -استفاده از آزمون كولموگروف
 اند.به صورت مقادير ميانگين با انحراف معيار گزارش شده

تبريز مطالعه حاضر   توسط كارگروه كميته اخلاق دانشگاه 
شناسه   شماره  ) IR.IAU.TABRIZ.REC.1401.265(به 

  تأييد شد.  
  

  ها يافته
هاي بررسي خصوصيات فيزيكوشيميايي و تأييد گروه

  عاملي نانوذرات
NMR-H1  

از طيف   حضور   PCPFنانوذرات    NMR-H1نتايج حاصل 
را به وضوح نشان    اين نانوذره  همزمان تمامي اجزاي سازنده

سيگنال و  داد.  متيل  واحدهاي  به  مربوط  مشخصه  هاي 
مشاهده    ppm  ٨/١و    ٦/١ترتيب در محدود به PLA متيلن

چنين، وجود چندين پيك ). هم١درشكل-١شدند (انديس
محدوده   در  به ppm  ٧/٣الي    ٥/٣متوسط  مربوط   ،

است،     PEGهاي گروه متيلن در واحدهاي تكراريپروتون 
به بود  كه  اصلي متصل شده  به ساختار  كووالانسي  صورت 

علاوه١درشكل- ٥(انديس سيگنالبر).  در  اين،  متعدد  هاي 
هاي حلقه گلوكز  مربوط به پروتون  ppm  ٥/٣الي    ٣محدوده  

(انديس بود  كيتوسان  كليدي  )١درشكل-٤در  شاهد  يك   .
ناحيه   در  آشكار  تغييرات  كووالانسي،  پيوند  تشكيل  براي 

نشان  ppm  ١/٣الي    ٨/٢ كه  از است،  استفاده  دهنده 
آميد  گروه پيوندهاي  تشكيل  و  كيتوسان  اوليه  آمين  هاي 

و   PLA-PEG جديد در طي فرآيند كوپلينگ با كوپليمر
پوشاني و حضور ). هم ١درشكل-٣اسيد است (انديسفوليك

آميز ها در يك طيف، تشكيل موفقيتهمزمان اين سيگنال
به را  هدف  ميكونژوگه  اثبات  قطعي  چنين  هم  .كندطور 

سيگنال مجموعه  از  آروماتيك  اي  ناحيه  در  چندتايي  هاي 
-آميز ليگاند فوليك)، حضور موفقيت ppm  ٧/٥الي    ٣/٥(
  سيد را در كونژوگه نهايي تأييد كرد.ا
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  PCPFنانوذره  NMR-H1: طيف ١شكل                 

                Figure 1: 1H-NMR spectrum of PCPF nanoparticles 
 

FTIR  
شناسايي گروهبه   FTIRسنجيطيف  و  منظور  عاملي  هاي 

هاي مولكولي و تغييرات ساختاري ناشي  كنشبررسي برهم
تشكيل  اجزاي  كونژوگاسيون  نانوذراتاز   PCPF دهنده 

به شد.  ابتدا  انجام  نهايي،  ساختار  تشكيل  ارزيابي  منظور 
، كيتوسان،  PLAهر يك از مواد اوليه شامل   FTIR طيف
PEG  اسيدو فوليك FA  نانوذرات با طيف  ثبت و سپس 

-٢(شكل PLA در طيف  .)٢سنتزشده مقايسه شد (شكل
A(  1، پيك شاخص و قوي در-cm به ارتعاش كششي  ١٧٥٨

) استري  كربونيل  از  )C=Oگروه  كه  شد  داده  نسبت 
مشخصه مهم محسوب  ترين  پليمر  اين  ساختاري  هاي 
هممي پيكشود.  مشاهدهچنين  در  هاي  و    ١٣٨٣شده 

١١٨٤ 1-cm هاي  ترتيب مربوط به ارتعاشات خمشي گروهه ب
ارتعاش كششي متقارن پيوندهاي بودند.   C-O-C متيل و 

   cm-1، باند پهن و قوي در)B-٢در طيف كيتوسان (شكل
هم ٣٤٣٥ از  گروهناشي  كششي  ارتعاشات  هاي  پوشاني 

در حالي شد،  مشاهده  آميني  پيكهيدروكسيل و  هاي  كه 
نوعبه  cm-1 ١٥٥٩و    ١٦٥١ ارتعاشات آميد  به  و    Iترتيب 

نوع پيك    IIآميد  خمشي   ١٣٧٥ cm-1و  ارتعاشات  به 
طيف C-H پيوندهاي در  شدند.  داده    PEG نسبت 

پهن  )C-٢(شكل باند   ،1-cm گروه ٣٤٢٢ به  هاي  مربوط 
پيك   انتهايي،  ارتعاش   ٢٨٨٥ cm-1هيدروكسيل  از  ناشي 

آليفاتيك   پيوندهاي  پيك  H-Cكششي   ،1-cm ١٤٦٦ 

خمشي ارتعاشات  به  شاخص   H -Cمربوط  پيك   cm-1و 
 )C-O-Cمنتسب به ارتعاش كششي پيوندهاي اتر ( ١١١٠

هاي ساختاري اين پليمر هستند. مشاهده شد كه از ويژگي
cm-، باند پهن )D-٢اسيد (شكلچنين در طيف فوليكهم

گروه ٣٤١١  1 كششي  ارتعاشات  ،  H-Nو H -Oهايبه 
گروهبه  cm-1 ١٦٣٥و    ١٦٩٥هاي  پيك به  هاي  ترتيب 

به  ١٥٥١  cm-1كربونيل اسيدكربوكسيليك و آميدي، پيك  
حلقه پيك  ارتعاشات  و  آروماتيك  به  ١٢٣٤ cm-1هاي 

 FTIR نسبت داده شد. طيف  C-O ارتعاش كششي پيوند  

هم)،  E-٢(شكل PCPF نانوذرات گروهحضور  هاي  زمان 
عاملي مربوط به تمامي اجزاي سازنده را نشان داد و شواهد  
مناسبي از تشكيل موفق ساختار كونژوگه فراهم كرد. باند  

نسبت به تركيب اوليه  ٣٤٣١  cm-1شده در    پهن مشاهده
تواند ناشي از  افزايش پهنا و تغيير شدت نشان داد كه مي

برهم تقويت  و  گروهكنشايجاد  ميان  هيدروژني  هاي  هاي 
-و فوليك   PEGهيدروكسيل و آميني موجود در كيتوزان، 

(انديسا باشد  شكل  ١سيد  هم)E-٢در  حضور .  چنين 
مربوط به ارتعاشات كششي   cm-1 ٢٨٨٥و    ٢٩٤٥هاي  پيك

 PLA هاي پليمري، وجود بخشC-Hپيوندهاي آليفاتيك  

و    ٢هاي  را در ساختار نانوذرات تأييد كرد (انديس  PEG و
 PLA . در ناحيه كربونيل، پيك مشخصه)E-٢در شكل  ٣

دهنده پايداري همچنان حفظ شد كه نشان ١٧٥٨  cm-1 در
است  سنتز  فرايند  طي  در  پليمر  اين  شيميايي  ساختار 

شكل  ٤(انديس علاوه)E-٢در  پيك.  حضور   cm-1 براين، 

اسيد و تغيير هاي كربوكسيلي فوليكمربوط به گروه ١٦٩٨
ويژه ظهور  موقعيت باندهاي آميدي نسبت به مواد اوليه، به

محيط  cm-1 ١٥٥٥و    ١٦٤٥باندهاي   تغيير  بيانگر   ،
كنش ميان اجزاي  هاي عاملي و برقراري برهمشيميايي گروه

. اين  )E-٢در شكل ٧و  ٦هاي  سازنده سامانه است (انديس 
ميجاييجابه را  طيفي  تغييرات  و  تشكيل ها  به  توان 

اسيد و هاي كربوكسيل فوليكپيوندهاي آميدي ميان گروه
نشانگروه كه  داد  نسبت  كيتوزان  آميني  دهنده  هاي 

فوليك موفق  استكونژوگاسيون  نانوذرات  سطح  بر   .اسيد 
مشاهدههم پيك  حدود  شده  چنين  به   ١٣٨٠  cm-1 در 

خمشي هم C-H ارتعاشات  به  بوده  پوشاني  مربوط 
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شود  و كيتوزان نسبت داده مي PLA هاي حاصل ازسيگنال
شكل  ٨(انديس نيز حضور ) E-٢در  انگشت  اثر  ناحيه  در   .

ترتيب مربوط به به  cm-1 ١٠٨٨و    ١١١٠،  ١١٨٥هاي  پيك
پيوندهاي   گروه C-O-C ارتعاشات كششي  در  و  اتر  هاي 

و   ١٠، ٩هاي(به ترتيب انديس  است PEG و PLA ساختار
شكل  ١١ به)E-٢در  قوي  .  باند  كه  cm-1 ١١١٠ويژه 

زنجيره اصلي  پليمشخصه  محسوب هاي  گليكول  اتيلن 
تأييد   PEG شود، حضور موفقمي را  نانوذرات  در ساختار 
    .كندمي

)،  ٣(شكلsiRNA   تاكسل و پس از بارگذاري داروي پاكلي
نانوذرات مشاهده شد   FTIR تغييرات قابل توجهي در طيف

مولكولي و تثبيت موفق  هاي بينكنشدهنده برهمكه نشان
هر دو عامل درماني در سامانه نانوحامل است. اين تغييرات 

پيك ظهور  جابه با  همچنين  و  جديد  تغيير  هاي  و  جايي 
بارگذاري    .شودشدت برخي باندهاي ارتعاشي مشخص مي

ناحيه  پاكلي در  مشخص  باند  يك  ظهور  با   cm-1تاكسل 
به   )، C-٣در شكل  ١٨(پيك   ١٧٣٥ كه  است  بوده  همراه 

هاي كربونيل استري و آميدي دارو ارتعاشات كششي گروه
شود و حضور موفق دارو در ساختار نانوذره  نسبت داده مي

تأييد مي پيوندهايهمكند.  را  به  مربوط  ارتعاشات   چنين 

C=C  هاي آروماتيك و پيوندهايدر حلقه C–O  موجود در
  ١٦١٠هاي جديدي را در نواحي  تاكسل، پيكساختار پاكلي

- ٣در شكل  ١٩هاي  (پيك   ١٢٧٠  cm-1و   cm-1 ١٥٨٠الي
C(  هاي طيفي حضور اند كه به عنوان مشخصه ايجاد كرده

مي شناخته  پليمري  ماتريس  در  ادامه،    .شونددارو  در 
نيز با ظهور باندهاي اختصاصي مربوط   siRNA بارگذاري
شده در  هاي فسفات همراه بوده است. باند مشاهدهبه گروه

1-cm  ٣در شكل  ١٦(پيك   ١٢٣٥-C(    به ارتعاش كششي
به ارتعاش كششي   ١٠٧٠ cm-1و باند    P=Oنامتقارن گروه

 siRNA راتاستر در ستون فقمتقارن پيوندهاي فسفودي

شود كه حضور موفق اين مولكول ژنتيكي را  نسبت داده مي
علاوه بر ظهور اين باندهاي جديد،   .كنددر سامانه تأييد مي

هاي فسفات با بار  هاي الكترواستاتيكي ميان گروهكنشبرهم
هاي آميني نانوذره موجب تغيير در و گروه siRNA منفي

طور هاي طيفي برخي باندهاي موجود شده است. بهويژگي
- ٣در شكل  ١(پيك   ٣٤٣١ cm-1مشخص، باند پهن ناحيه  

Cجابه و  پهنا  افزايش  دچار  اعداد  )  به سمت  جزئي  جايي 
پايين ميموج  كه  است  شده  تشكيل  تر  از  ناشي  تواند 

برهم و  هيدروژني  الكترواستاتيكي  كنشپيوندهاي  هاي 
هم باشد.  مشاهدهجديد  تغييرات  باندهاي  چنين  در  شده 

1-cm  ٣در شكل  ٦(پيك  ١٦٤٥ -C(    1 ١٥٥٥و-cm     پيك)
نشانC-٣در شكل    ٧ برهم)  گروهدهنده  ميان  هاي  كنش 

پاكلي پليمري كربونيل  ماتريس  آميدي  باندهاي  و  تاكسل 
نتايج  .است مجموع،  و   FTIR در  موفق  بارگذاري  بيانگر 

در نانوذرات بوده و نشان  siRNA تاكسل و زمان پاكليهم
ساختار مي تخريب  بدون  درماني  عامل  دو  هر  كه  دهد 

به سامانه،  تثبيت شيميايي  نانوكنژوگه  در  پايدار  صورت 
  .اندشده

 

  
  PCPF نانوذره) Eاسيد و ) فوليكC (PEG ،D، ) كيتوسانA (PLA ،Bنانوذرات به ترتيب  FTIR: طيف ٢شكل      

     Figure 2: FTIR spectra of (A) PLA, (B) chitosan, (C) PEG, (D) folic acid, and (E) PCPF nanoparticles. 
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 C (PTX-siRNAو  PTX ،(B (siRNAتاكسل () داروي پاكليAپس از بارگذاري   PCPFنانوذرات  FTIR: طيف ٣شكل

Figure 3: FTIR spectra of PCPF nanoparticles after loading with (A) paclitaxel (PTX), (B) siRNA, and 
(C) co-loaded PTX/siRNA. 

  
DLS  

زتاي   پتانسيل  و  اندازه  از  آمده  دست  به  نتايج  طبق 
كمك   به  شده  سنتز  هاي  )،  ١(جدول  DLSنانوكپسول 

به ترتيب در نانوذرات  نانوذرات  بيشترين اندازه  كمترين و 
PCPF  )٤نانومتر) (شكل  ١٦٢±٦-A  و (PCPF/siRNA 

/PTX  )٤نانومتر) (شكل   ٢٥٦±١١-D(   مشاهده شد. طبق
نتايج به دست آمده مشخص شد كه انكپسوله نمودن داروي  

PTX    وsiRNA    (به تنهايي و يا در تركيب با يكديگر) در
آن  PCPFنانوذرات   اندازه  افزايش  ميموجب  شود.  ها 

داروي  علاوه افزودن  كه  شد  مشخص  به    PTXبراين 
نانوكپسول اندازه  با  نانوذرات،  مقايسه  را در  به   siRNAها 

و    B-٤) (شكل١لدهد (جدوطور قابل توجهي افزايش مي 
Cهم زتاي  ).  پتانسيل  بررسي  از  حاصل  نتايج  چنين 

نانوكپسول نانوكپسول از  غير  به  كه  داد  نشان  ها 
PCPF/PTX  نانوكپسول منفي  ساير  زتاي  پتانسيل  از  ها 

(جدول هستند  شكل  ١برخوردار  ديگر  E-٤و  سويي  از   .(
هاي  طبق نتايج به دست آمده مشاهده شد كه نانوكپسول

تري برخوردارند به  از پتانسيل زتاي منفي  siRNAحاوي  
نانوكپسول   ميزان   PCPF/siRNAخصوص  بالاترين  كه 

طبق B-٤شكل(   داشت   را  - ١١/٦±١٧/٠يعني   چنين   .(
افزودن   كه  شد  مشخص  نانوكپسول   PTXمشاهدات  به 

PCPF/siRNA    كل زتاي  پتانسيل  افزايش  موجب 
- ). همانH-٤و شكل  ١شود (جدولنانوكپسول حاصل مي

جدولط از  مي  ١-وريكه  تركيبات استنباط  افزايش  شود، 
يا   دارو  نظير  نانوذرات  در  شده  موجب    siRNAانكپسوله 

  شود.  مي PDIافزايش شاخص 
 

  ) نانوذرات سنتز شده PDIشاخص پراكندگي ذرات (: اندازه، پتانسيل زتا و ١جدول
Table 1: Size, zeta potential and particle dispersion index (PDI) of synthesized nanoparticles 

Standard 
deviation PDI Standard 

deviation 

Zeta 
potential 
)mV( 

Standard 
deviation 

Size 
(nm) 

Nanocapsule type 

± 0.08 0.32 ± 0.34 -4.14 ± 6 162 PCPF 
± 0.07 0.43 ± 0.17 -6.11 ± 7 181 PCPF/siRNA 
± 0.05 0.41 ± 0.52 +1.54 ± 12 199 PCPF/PTX 
± 0.09 0.49 ± 0.50 -1.50 ± 11 256 PCPF/siRNA/PTX 
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نانوذرات  ٤شكل پتانسيل  و  اندازه   :A    تاDنانوكپسول اندازه  و   PCPF  ،PCPF/siRNA  ،PCPF/PTXهاي  ) 

PCPF/siRNA/PTX  ؛E    تاHهاي  ) پتانسيل زتاي نانوكپسولPCPF  ،PCPF/siRNA    ،PCPF/PTX    وPCPF/siRNA/PTX  
Figure 4: Size and potential of nanoparticles A to D) Size of PCPF, PCPF/siRNA, PCPF/PTX, and 
PCPF/siRNA/PTX Nps; E to H) Zeta potential of PCPF, PCPF/siRNA, PCPF/PTX, and PCPF/siRNA/PTX 
NPs. 

 
 siRNAو    PTXدرصد بارگذاري داروي  

در كوپليمر   PTXيا    siRNAنتايج بررسي درصد بارگذاري  
PCPF  نانوكپسول  PTXيا    PCPF/siRNAهاي  و 

بارگذاري   كه،  داد  كوپليمرهاي    siRNAنشان  در 
PCPF    وPCPF/siRNA  معنيبه در طور  و  داري 

براين،  بود. علاوه  PTXدرصد، بيشتر از    ٥سطح احتمال  
بارگذاري   راندمان  كه  داد  نشان  در   siRNAنتايج 

با    PCPF/PTX   نانوكپسول مقايسه  (به    PCPFدر 

بارگذاري   كه  به طوري  بود.  بيشتر   siRNAتنهايي)، 
  PCPFدر كوپليمر    PTXزماني كه به طور همزمان با  

درصد   ٨٥از    siRNAكپسوله شده بود، در مقايسه با  
دار  درصد كاهش يافت كه اين كاهش نيز معني  ٧٥به  

  PCPFدر كوپليمر    PTXگذاري  بود. در مقابل، در بار
نانوكپسول   با  مقايسه  ميزان  PCPF/siRNAدر   ،

 ٦٠به    ٤٩داري از  به طور معني  PTXكپسوله نمودن  
  ).  ٥درصد افزايش يافت (شكل

  
نمودار مقايسه ميانگين راندمان بارگذاري  ٥شكل  :siRNA    وPTX    در كوپليمرPCPF  نانوكپسول يا   PCPF/siRNAهاي  و 
PTX  

  ) بين تيمارها در هر يك از مقاطع زماني مورد مطالعه است.%٥دار (در سطح احتمال *حروف متفاوت نشان دهنده اختلاف معني
Figure 5: Comparison chart of the average loading efficiency of siRNA and PTX in PCPF copolymer and 
PCPF/siRNA or PTX NPs. 
 *Different letters indicate significant differences (at the 5% probability level) between treatments at each of the time 
points studied . 

  

داروي   رهش  الگوي  از   siRNAو    PTXبررسي 
 هاي سنتز شدهنانوكپسول

تني و  بيني نيمه عمر دارو در شرليط درونبه منظور پيش
نانوكپسول  siRNAو    PTXالگوي رهايش داروي   هاي  از 

چنين در بافت سرطاني،  سنتز شده در جريان خون و هم 
(سنجش اسيدي  شرايط  در  دارو  رهايش  و =٥pHهاي   (
و    PTX) بررسي شد. دو مرحله رهايش  =٤/٧pHخنثي (
siRNA  در مرحله ٦مشاهده شد (شكل  هااز نانوكپسول .(
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داروي   از  توجهي  قابل  مقدار  در   PTXاول،  محصور شده 
در مدت زمان كوتاهي آزاد شد. طبق نتايج،    هانانوكپسول

) به =٥pHاسيدي (  PBSدر    siRNAو    PTXآزادسازي  
  ) بود.  =٤/٧pHخنثي (  PBSطور قابل توجهي بيشتر از بافر  

  

  
  =٥pH) Bو  =٧pH/ ٤ A)با  PBSهاي مختلف در بافر از نانوكپسول PTXو  siRNA: نمودارهاي آزادسازي ٦شكل

Figure 6: siRNA and PTX release graphs from different NPs in PBS buffer with A) pH=4.7 and B) pH=5 
  

  بررسي سميت سلولي 
  )MTT(آزمون    ماني سلوليدرصد زنده

داده ميانگين  مقايسه  از  آمده  دست  به  نتايج  ها  طبق 
به تنهايي (فاقد    PCPF)، مشخص شد كه نانوذرات  ٧(شكل
ماني  داري بر روي زنده) تأثير معنيsiRNAيا    PTXداروي  

تا   غلظت  افزايش  با  و  نداشتند  در  ميلي  ٢٠٠سلولي  گرم 
دار نبود. اما با افزودن داروي  ليتر نيز اين تأثير معنيميلي

PTX    با مقابله  سرطاني  سلولتوان  توسط   MCF-7هاي 
درصد)   ٥داري (در سطح احتمال  طور معنيها بهنانوكپسول

يافت افزايش  .  افزايش  با  كه  شد  مشخص  ديگر  سويي  از 
ماني سلولي  ميزان زنده   PTXهاي حاوي  غلظت نانوكپسول

ماني  داري كاهشي بود. براي نمونه درصد زنده طور معنيبه
با    MCF-7هايل سلو شده  بر    ٤٠٠تيمار  ميكروگرم 

-٧درصد بود (شكل  ٧٦/٤٢برابر با    PCPF/PTXليتر  ميلي
A براين طبق نتايج به دست آمده مشخص شد كه  ). علاوه

نانوذرات    siRNAافزودن   نانوكپسول  PCPFبه  يا  هاي  و 
PCPF/PTX   هاي  ماني سلولداري بر روي زندهتأثير معني

MCF-7  نانوكپسول با  تركيب  در  اما  حاوي  نداشت،  هاي 
PTX  اين اما  افزايش داد،  را  اثرات ضدسرطاني اين دارو   ،

معني  (شكلافزايش  نبود  درصد  A-٧دار  كمترين   .(
ها با داروي  درصد) در تيمار سلول  ٤٥/٢١ماني سلولي (زنده

PTX    ليتر مشاهده  ميكروليتر بر ميلي  ٤٠٠آزاد و در غلظت
از سويي  داري كمتر از ساير تيمارها بود.  طور معنيشد كه به

سلول  روي  بر  مختلف  تيمارهاي  اثر  بررسي  با  هاي  ديگر، 
) سالم  پستان  كه  )MCF-10Aاپيتليال  شد  مشاهده   ،

فرمولاسيون    PCPFنانوذرات حاوي  و  اثر  siRNAهاي   ،
زنده  بر  توجهي  قابل  سلولسيتوتوكسيك  اين  ها  ماني 

داري در كاهش معني   PTXنداشتند. در مقابل، داروي آزاد
تواند مربوط به هاي سالم ايجاد كرد، كه ميماني سلولزنده

  ).  B-٧عدم انتخابگري اين دارو باشد (شكل
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حاوي داروي    PCPFهاي مختلف نانوذرات  تحت تأثير غلظت  B  (MCF-10Aو    A  (MCF-7هاي  ماني سلول: درصد زنده٧شكل
PTX  وsiRNA چنين و همPTX  .آزاد  

  ) بين تيمارها در هر يك از مقاطع زماني مورد مطالعه است.%٥دار (در سطح احتمال *حروف متفاوت نشان دهنده اختلاف معني
Figure 7: Percentage of A) MCF-7 and B) MCF-10A cells viability under the influence of different 
concentrations of PCPF nanoparticles containing PTX and siRNA drugs, as well as free PTX. 
*Different letters indicate significant differences (at the 5% probability level) between treatments at each of the time 

points studied . 

  
  )  SIو شاخص انتخابي (   50ICميزان  

به نتايج  انتخابي براساس  شاخص  از  آمده  دست 
) ، مشخص  ٢آزاد (جدول  PTXهاي سنتز شده و  نانوكپسول

نانوكپسول  كه  حاويشد  همراه     PTXهاي    siRNAبه 
)PCPF/siRNA/PTX  انتخابي شاخص  بيشترين   ،(
) را داشتند، كه حاكي از بهبود سميت انتخابي عليه ٨١/١(

 طبيعي  هايسلولنسبت به   MCF-7 هاي سرطانيسلول 

MCF-10A   است. اين در حاليست كه PTX  آزاد با وجود
مقدار  پايين بر ميلي ١٤/١٨٦( 50ICترين  ) ليترميكروگرم 

قابل  MCF-7عليه   دليل سميت  به  هاي  توجه در سلول، 
با  50IC( طبيعي ميلي  ٤٥/٢٠١  برابر  بر  )،  ليترميكروگرم 

) انتخابي كمي  ديگر،  ٠٨/١شاخص  سويي  از  داشتند.  را   (
حاويفرمولاسيون  فاقد PTX هاي     siRNAو 

)PCPF/PTX( نيز   SI    دادند.    ٤٣/١متوسط نشان  را 
كه  هم شد  مشخص  آمده  دست  به  نتايج  طبق  چنين 

فاقد  نانوكپسول و  PTX )PCPF و  siRNA هاي   (
تنها  نانوكپسول حاوي   )siRNA  )PCPF/siRNAهاي 

شاخص انتخابي   هيچ فعاليت ضدسرطاني انتخابي نداشته و
  بود.   ١ها برابر با آن 

  
 آزاد   PTXهاي سنتز شده و : شاخص انتخابي نانوكپسول٢جدول

  ) بين تيمارها در هر يك از مقاطع زماني مورد مطالعه است.%٥دار (در سطح احتمال *حروف متفاوت نشان دهنده اختلاف معني
Table 2: Selectivity index of synthesized nanocapsules and free PTX 
*Different letters indicate significant differences (at the 5% probability level) between treatments at each of the time 

points studied . 

SI IC50 
(MCF-10A) 

IC50 
(MCF-7) 

Treatment 
1 ˃400 a ˃400 a PCPF 
1 ˃400 a ˃400 a PCPF/siRNA 

1.43 ˃400 a 278.45 c PCPF/PTX 
1.81 ˃400 a 221.34 b PCPF/siRNA/PTX 
1.08 201.45 b 186.14 d PTX 
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  ... به كمك  siRNAو تاكسلتحويل هدفمند و همزمان پاكلي  ٧١
. ..   

١٩)٢:(٥٣-٧٦  

 آپوپتوز سلولي

شكل  طوري همان در  سلول  ٩و    ٨كه  به  مربوط    هاي كه 
7-MCF    50تيمار شده با غلظتIC    تركيبات است، نشان

واقع    MCF-7هاي  داده شده است، بيشترين درصد سلول
ترتيب   (به  آپوپتوتيك  پس  و  پيش  مرحله  و    ٣٢/٢٥در 

سلول  ٨٥/١٩ اين  تيمار  به  مربوط  با  درصد)  ها 

كه از بود، به طوري   PCPF/siRNA /PTX  هاينانوكپسول
معني اختلاف  تيمارها  تمامي  با  نظر  سطح  اين  (در  داري 

نظر سلول٢درصد) داشت (جدول  ٥احتمال   از  اما  هاي  ). 
سلول تيمار  نكروتيك،  مرحله  در  با  واقع  آزاد   PTXها 

درصد) را داشت كه از اين نظر با    ٥٩/٣٠بيشترين مقدار (
معني اختلاف  تيمارها  (شكلتمامي  داد  نشان  و    ٨داري 

  ).  E-٩ شكل
  

 
سلول٨شكل درصد  غلظت   MCF-7هاي  :  تأثير  تحت  آپوپتوزيس  پس  و  پيش  شده،  هاي  نانوكپسول  50ICهاي  نكروزه 

PCPF/siRNA ،PCPF/PTX ،PCPF/siRNA/PTX  وPTX آزاد  
  ) بين تيمارها در هر يك از مقاطع زماني مورد مطالعه است.%٥دار (در سطح احتمال *حروف متفاوت نشان دهنده اختلاف معني 

Figure 8: Percentage of necrotic MCF-7 cells, before and after apoptosis, affected by IC50 concentrations 
of PCPF/siRNA, PCPF/PTX, PCPF/siRNA/PTX NPs, and free PTX 
*Different letters indicate significant differences (at the 5% probability level) between treatments at each of the time 

points studied . 

  

 
آپوپتوزيس تحت تأثير  واقع در فازهاي نكروتيك، پيش و پس  MCF-7هاي  : تصوير شماتيك فلوسايتومتري از سلول٩شكل

تيمار شاهد،  Aشده؛  محاسبه    50ICهاي  غلظت   (Bنانوكپسول نانوكپسولPCPF/siRNA  ،Cهاي  )  )  PCPF/PTX  ،Dهاي  ) 
  آزاد.  E (PTXو  PCPF/siRNA/PTXهاي نانوكپسول

Figure 9: Schematic flow cytometric image of MCF-7 cells located in necrotic, pre- and post-apoptosis 
phases under the influence of calculated IC50 concentrations; A) control treatment, B) PCPF/siRNA NPs, 
C) PCPF/PTX NPs, D) PCPF/siRNA/PTX NPs, and E) free PTX. 
 

  بحث
  هاي نانوحامل برايهاي اخير، استفاده از سامانهدر سال

نوين   درماني  عوامل  و  شيميايي  داروهاي  همزمان  تحويل 
در  siRNA   مانند اميدواركننده  هدفمند  برنامه  يك  به 
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١٩)٢:(٥٣-٧٦  

است   شده  تبديل  سرطان  مطالعه،  )٢٤(درمان  اين  در   .
سه  از  نانوذرات كوپليمري  ، كيتوسان PLAجزئي متشكل 

اند، جهت مقابله با  دار شدهعامل  اسيدفوليككه با     PEGو
نانوحامل   اين  شدند.  سنتز  و  طراحي  سرطان  بيماري 

هاي اسيدفوليك كه بر هوشمند با هدف قرار دادن گيرنده
سلول  پستانروي  سرطان  بيان    MCF-7  هاي  وفور  به 

را مي درماني  عامل  دو  هر  هدفمند  تحويل  امكان  شوند، 
نتايج حاصل از تحقيق حاضر نشان داد كه كند.  فراهم مي

بر   - از زيست   PEG، كيتوسان وPLAنانوكپسول مبتني 
بر سلولس برخوردار بودند.    Hs-578هاي  ازگاري مناسبي 

هيچ كه  ملاحظهبطوري  قابل  سميت  اين  گونه  در  اي 
). نتايج به دست آمده در اين  ٧هده نشد (شكلنانوذرات مشا

بود   همراستا  پيشين  تحقيقات  نتايج  با  از  ) ٢٥(پژوهش   .
سويي ديگر، همراستا با نتايج به دست آمده در اين پژوهش،  

) همكاران  و  نانوذرات  )٢٠٢٥نوروزپور  كه  دادند  نشان   ،
بر   باPLA-PEGمبتني  شرايط  در   ، pH   رهايش خنثي، 

اي دارند، اما در محيط اسيدي (شبيه  شدهآهسته و كنترل 
سلول اطراف  موجب به  سريع،  تخريب  با  سرطاني)،  هاي 

مي دارو  ناگهاني  هاي  ويژگي.  )٢٢(شوند  رهايش 
اي  كنندهويژه اندازه نانوذرات، نقش تعيينمورفولوژيكي، به

هاي سرطاني  در كارايي انتقال هدفمند دارو يا ژن به سلول
  ٢٠٠تا    ٥٠. نانوذرات با اندازه بهينه (در محدوده  )٢٨(دارد  

بهنانومتر) مي عبور  توانند  تومور  عروقي  بافت  از  مؤثر  طور 
براين، به  . علاوه)٢٩(نموده و در بافت سرطاني تجمع يابند 

دليل سازگاري نانوذرات در اين محدوه اندازه بهينه با اندازه  
سازي، امكان  هاي درونيهاي غشاي سلول و مكانيسمحفره 

سلول  توسط  كارآمد  فراهم  آندوسيتوز  را  سرطاني  هاي 
تر ممكن است توسط  . در مقابل، ذرات بزرگ)٣٠(كند  مي

تر نيز هضم و حذف شوند و ذرات كوچك   عوامل فاگوسيت
. مهاجري و همكاران )٣١( فاقد تجمع موثر در تومور هستند  

)، با بررسي اندازه نانوكپسول در انتقال هدفمند دارو  ٢٠٢٥(
، گزارش دادند  MCF-7هاي سرطاني  به سلول  siRNAو  

نانوكپسول و  كه  انتقال  درصد  بالاترين  با  كارآمد  هاي 
هايي هستند كه در  كمترين اثر منفي در انتقال، نانوكپسول

بر اساس نتايج  . )٢٥(نانومتر باشند  ٢٦٠الي  ٢٢٠محدوده 
مشخص شد كه اندازه   DLSحاصل در اين پژوهش توسط 

با   PCPFنانوذرات بارگذاري   ١٦٢نانومتر برابر  با  كه  بود 
پاكلي وهمزمان  افزايش    ٢٥٦به   siRNA تاكسل  نانومتر 

يافت، كه اين افزايش اندازه، موفقيت در بارگذاري را تأييد  

(جدولمي هم١كند  آمده  ).  دست  به  نتايج  طبق  چنين 
مشخص شد كه نانوذرات سنتز شده از پتانسيل زتاي منفي  

اين    siRNAيا    PTXبرخوردارند (حتي پس از بارگذاري  
اين   كه  شد)  حفظ  نانوذرات  در  زتاي  خاصيت  پتانسيل 

گروه حضور  از  ناشي  اين  منفي،  ساختار  در  آنيوني  هاي 
هاي  به دليل دارا بودن گروه( siRNA نانوذرات بود و حضور

ديگر   سويي  از  كرد.  تشديد  را  منفي  بار  اين  فسفات) 
دهنده توزيع يكنواخت  پايين نمونه پايه، نشان   PDIشاخص

اين شاخص را siRNA   ذرات بود و اگرچه بارگذاري دارو و 
اندازه و   الگوي سيستماتيك تغييرات در  افزايش داد، ولي 

كنترل تشكيل  سطحي،  موفقيتبار  و  نانوحامل  آميز شده 
  كند.  بودن فرآيند بارگذاري را اثبات مي

هاي   نانوكپسول  سميت  ارزيابي  از  حاصل  نتايج  اساس  بر 
  siRNAو    PTXحاوي    PLA-Chitosan-PEGمبتني بر  

با يكديگر)   بر روي رده سلولي (به تنهايي و يا در تركيب 
)، مشخص شد كه نانوذرات B-٧(شكل  MCF-10Aسالم  

PCPF  هم نانوكپسولو  تنهاچنين  حاوي   siRNA هاي 

فاقد اثر سيتوتوكسيك قابل توجه بودند. در مقابل، داروي 
معنيبه  PTXآزاد   زندهطور  كاهش  باعث  ماني  داري 
دهد كه سامانه  هاي سالم شد. اين مشاهدات نشان ميسلول 

شده، به لطف مكانيسم هدفمندي مبتني  نانوذرات طراحي 
سلول عليه  انتخابي  سميت  اسيدفوليك،  گيرنده  هاي  بر 

دارد.   ب سرطاني  كه  حاليست  در  تأثير  اين  بررسي  ا 
سرطاني  نانوكپسول سلول  رده  روي  بر  شده  سنتز  هاي 
MCF-7    كه شد  در    PCPFنانوذرات  مشخص  حتي 

توجه بر روي سلول غلظت قابل  فاقد سميت  بالا  هاي  هاي 
MCF-7   شكل) داروي  ) A-٧بودند  بارگذاري   .PTX   در

معني)  PCPF/PTX(  نانوذرات كاهش  به  دار  منجر 
طوري ماني سلولي به صورت وابسته به غلظت شد، بهزنده

غلظت   در  ميلي  ٤٠٠كه  بر  زندهميكروگرم  به  ليتر،  ماني 
(شكل  ٧٦/٤٢ رسيد  اگرچهA- ٧درصد   .( siRNA    به

با تركيب  در  اما  نداشت،  سيتوتوكسيك  اثر   تنهايي 

PCPF/PTX   ضدسرطاني اثر  تشديد  شد.    PTXموجب 
آزاد   داروي  اينكه  توجه  با    PTXقابل  غلظت،  همان  در 

درصد، بيشترين سميت را نشان   ٤٥/٢١ماني تا  كاهش زنده
هاي در نانوكپسول siRNA داد. در اين پژوهش استفاده از

هاي سرطاني  با هدف افزايش حساسيت سلول  PTX حاوي
ژن سركوب  طراحي  و  چنددارويي  مقاومت  با  مرتبط  هاي 

هدف     mRNAپس از ورود به سلول، siRNA شده است.
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  ... به كمك  siRNAو تاكسلتحويل هدفمند و همزمان پاكلي  ٧٣
. ..   

١٩)٢:(٥٣-٧٦  

هاي مقاومتي كمتر دهد و در نتيجه پروتئين را كاهش مي
را فراهم   PTX شوند، كه امكان اثرگذاري بيشترتوليد مي

مستقيم  )٣٢(آورد  مي ارزيابي  حاضر  مطالعه  در  اگرچه   .
) ژن  است،   )knockdownخاموشي  نشده  ارائه  ژني 

داده نشان  پيشين  كهمطالعات  در   siRNA اند 
افزايش هاي مشابه ميفرمولاسيون  را  تواند سميت سلولي 

و داروهاي    50IC داده  با  تركيبي  اثر  و  دهد  كاهش  را 
. كه با نتايج به دست آمده  )٣٣(درماني را تقويت كند  شيمي

باشد، در اين پژوهش مشاهده  در اين پژوهش همراستا مي
افزودن   كه  نانوكپسول  siRNAشد  حاوي  به    PTXهاي 

كاهش داد كه اين    ٣٤/٢٢١به    ٤٥/٢٧٨را از    50ICميزان  
معني (جدولكاهش  بود  نيز،  ٢دار  سويي  از   نتايج  ). 

MTT غيرمستقيم ارائه صورت  به  پژوهش  اين  در  شده 
را نشان  siRNA در حضور  PTX تغييرات پاسخ سلول به

 سينرژيك توانند به عنوان شاخص اوليه اثردهند و ميمي

يك پارامتر  )SIگري (در نظر گرفته شوند. شاخص انتخاب
كمي مهم در مطالعات آزمايشگاهي سرطان است كه توانايي 

سلول  بين  تمايز  در  درماني  عامل  و  يك  سرطاني  هاي 
ميل سلو نشان  را  سالم  با  )٣٤(دهد  هاي  شاخص  اين   .

رده در  سميت  سرطاني،  مقايسه  و  نرمال  سلولي  هاي 
اطلاعات ارزشمندي درباره ايمني نسبي و هدفمندي درمان  

كند  به پژوهشگران كمك مي SI كند. استفاده ازفراهم مي
از سميت   تركيبات ضدسرطان را فراتر  اثربخشي واقعي  تا 

كنند   ارزيابي  شاخص  )٣٥(مطلق  از  حاصل  نتايج  طبق   .
نانوكپسول كه  شد  مشخص  پژوهش  اين  در  هاي  انتخابي 

بالاترين   )siRNA  )PCPF/siRNA/PTXو   PTX حاوي  
اند كه بيانگر  ها ارائه دادهرا در مقايسه با ساير گروه SI مقدار

 هاي سرطانيدار سميت انتخابي عليه سلول افزايش معني

MCF-7 سلول به  طبيعينسبت  است   MCF-10A هاي 
 50IC آزاد كمترين مقدار  PTX). در مقابل، اگرچه٢(جدول

هاي سرطاني نشان داد، اما سميت بالاي آن در  را در سلول
هاي سالم منجر به كاهش چشمگير شاخص انتخابي  سلول 

دهد.  خوبي نشان ميشد، كه محدوديت باليني اين دارو را به
را  PTX هاي نانوكپسولي حاويدر فرمولاسيون  SI بهبود

كنترلمي رهايش  به  مواجهه توان  كاهش  و  دارو  شده 
سلول بيشتر غيرهدفمند  افزايش  داد.  نسبت  سالم  هاي 

حضور در  انتخابي  كه siRNA شاخص  است  آن   بيانگر 

siRNA   هاي سرطاني  تواند با افزايش حساسيت سلول مي
مكانيسم تضعيف  اثر  يا  سلولي،  مقاومت  و  بقا  هاي 

از سوي   .صورت انتخابي تقويت كندرا به  PTX ضدسرطاني
 هاي فاقد تخابي در نانوكپسول ديگر، عدم مشاهده فعاليت ان

PTX مشاهده ضدسرطاني  اثر  كه  است  آن  شده    بيانگر 
در   siRNA بوده و نقش نانوحامل و PTX عمدتاً ناشي از

انتخاب  بهبود  سيستم،  است.  اين  درماني  ايمني  و  گري 
سازي تركيبات  اند كه كپسوله مطالعات متعددي اثبات كرده

نانوحامل در  آنضدسرطاني  القايي  اثر  مرگ  ها،  بر  ها 
كند.  شده سلولي (آپوپتوز سلولي) را تقويت ميريزيبرنامه

انجام بررسي  مثال،  عنوان  نانوذرات به  روي  بر  شده 
اين فرمولاسيون  بارگذاري شده با كوئرستين نشان داد كه 

موجب  بيشتري  كارايي  با  آزاد  كوئرستين  به  نسبت 
سرطاني كبد  هاي  سازي مسير ذاتي آپوپتوز در سلول فعال

. اين پديده احتمالاً ناشي از افزايش جذب  )٣٩(شده است  
زيست بهبود  بيشتر دسترس سلولي،  پايداري  و  پذيري 

حاصل  نتايج    .باشدهاي بيولوژيكي ميكوئرستين در محيط 
-MCFهايآناليز آپوپتوز و نكروز در سلول از اين پژوهش و  

نانوكپسول    7 با  تيمار  كه  داد  تركيب  نشان  حاوي  هاي 
)  siRNA    )PCPF/siRNA/PTXو  PTXهمزمان  

) آپوپتوز  درصد  را  ٥٢/١٧بيشترين  در  نشان درصد)  داد. 
آزاد   داروي  طريق   PTXمقابل،  از  را  سميت  بيشترين 

).  ٩و    ٨درصد) ايجاد نمود (شكل  ٥٩/٣٠مكانيسم نكروز (
اين يافته به وضوح برتري سامانه نانوذرات را در القاي مرگ 

التهابي (نكروز)  ريزي شده (آپوپتوز) و كاهش مربرنامه گ 
  دهد. در مقايسه با داروي آزاد نشان مي

  

  گيري  نتيجه
بر  در مبتني  كوپليمري  نانوذرات  توسعه  -PLA مجموع، 

PEG  زيستبه با  دارورساني،  نوين  سامانه  يك    عنوان 
كنترل رهايش  مناسب،  بهسازگاري  وابسته  و  pH شده 

فوليك با  افزايش  هدفمندسازي  در  مؤثري  عملكرد  اسيد، 
تجمع دارو در بافت توموري و كاهش عوارض جانبي نشان  
همزمان   بارگذاري  قابليت  با  نانوذرات  اين  دادند. 

PTX/siRNAقابل سينرژيستي  اثرات  مهار ،  در  توجهي 
ايجاد كرده و با القاي غالب آپوپتوز و MCF-7   هايسلول 

،  MCF-10Aهاي سالم  سميت انتخابي در مقايسه با سلول
مزيت درماني مطلوبي ارائه دادند. با اين حال، عدم ارزيابي  

) ژن  خاموشي  جمله   )knockdownمستقيم  از 
هاي  شود و انجام بررسيهاي مطالعه محسوب ميمحدوديت

 .گرددتر در مطالعات آتي توصيه ميمولكولي دقيق
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