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 مقاله پژوهشي 

-Poly و يعصاره سلول تومور حامل دیاس کیکولیگل-کو-کیلاکتیپلنانوذرات  يهایژگیو یابیه و ارزیته

IC سرطان پستان یآن در مدل موش ياثرات ضد تومور یو بررس 
  

  ٣ يم حب نقيرح، ٢*رژينوروز دل، ١ زادهخيشساناز 
 

  22/05/1397تاریخ پذیرش  20/02/1397تاریخ دریافت 
 
 يدهچک

 هستند که ييل دارويتحو يهاستميس، نانوذرات مواجه است. يمتعدد يهاچالشبا همچنان ، آنفراوان  يايرغم مزايعلسرطان  يمونوتراپيا: هدف و زمينهپيش
 يات مطلوب و بررسيبا خصوص Poly-ICو  يعصاره سلول تومور يد واکسن نانوذرات حاويتول، هدف از پژوهش حاضر .غلبه کنند هاچالشن يبتوانند بر ا احتمالاً

  .باشديم ياثرات نانوذرات حاصل در درمان سرطان پستان در مدل موش
و درصد  ياثرات وزن مولکول .ه شدنديسورفاکتانت ته عنوانبه الکللينيويپلو  رحلاليتبخ-دوگانهون ينانوذرات با استفاده از روش امولس: کار روشمواد و 

القاء تومور  منظوربه .قرار گرفت يموردبررس ماندهيدرصد سورفاکتانت باقو  ونيانکپسولاس ييکارا، يشاخص پراکندگ، اندازه ذرات يبر رو، ز سورفاکتانتيدروليه
و پاسخ  MTT طحالي به روش يهاسلول يت تکثيريفعال، زان رشد توموريم، واکسن ياثربخش يابياستفاده شد. جهت ارز 4T1 ياز رده سلول هاموشپستان در 

  قرار گرفت. يموردبررس) DTH( يريتأخت ياد حساسيازد
د نانوذرات با يباعث تول درصد۸۷-۸۹ز يدروليه و درصد لو دالتونيک ۱۳-۲۳ يبا وزن مولکول الکللينيويپل ن پژوهش نشان داد که استفاده ازيا جينتا: هاافتهي
، موررشد تو داريمعنباعث کاهش  تومورمبتلا به  يهاموشبه  Poly-ICا بدون يبا  يعصاره سلول تومور يق نانوذرات حاوي. اگرچه تزرشوديممطلوب  يهايژگيو

 يات حاونانوذر کنندهافتيدررات در گروه يين تغين دو گروه شد. اما اير اد يريتأخت ياد حساسيش پاسخ ازديو افزا يطحال يهاتيلنفوسر يزان تکثيش ميافزا
  شتر بود.يب Poly-ICبا  يعصاره سلول تومور

بلوغ  يبر رو Poly-ICبا توجه به اثرات ، ک نانوذرهيدر  Poly-ICو  يعصاره سلول تومور زمانهمون يج حاصل نشان داد که انکپسولاسينتا: يريگجهيبحث و نت
 در درمان سرطان پستان مطرح شود. مؤثر يک راهکار درماني عنوانبه توانديمشده و  يضدتومور يمنيا يهاپاسخت يباعث تقو، کيتيدندر يهاسلولو عملکرد 

  
 Poly-IC، يعصاره سلول تومور، سرطان پستان، يمونوتراپيا، الکللينيويپل، نانوذرات : هاکليدواژه
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  مقدمه

 زناندر از سرطان  يناش ميرومرگ يعلت اصل، سرطان پستان 
زن در سراسر جهان  ٥٠٢٠٠٠ش از يب، انهيسال کهطوريبه .باشديم

معمول  يهاروش ).۱( رونديما ياز دن يماريب نيابتلا به ادر اثر 
ه بلک، يتومور يهاسلول تنهانه، يدرمانيميش ازجملهدرمان سرطان 

 گونههيچع را بدون ير سريم و تکثيدر حال تقس يهاسلولهمه 
اغلب از  يماران سرطانيب جهيدرنتو  دهنديمهدف قرار  يزيتما

                                                             
  ران يه، ايه، ارومي، دانشگاه ارومي، دانشکده دامپزشکيولوژيکروبي، گروه ميشناس يمنيا يدکتر يدانشجو   ١
 سنده مسئول)ينوايران (ه، يه، ارومي، دانشگاه اروميدانشکده دامپزشک ،يولوژيکروبيار گروه ميدانش ۲
 رانيه، ايه، ارومي، دانشگاه اروميدانشکده دامپزشک، يولوژيار گروه پاتوبيدانش ٣

با . رندبيمرنج  ين زندگييار پايت بسيفيک مخرب و يعوارض جانب
 يتراپمونويا يامروزه تمرکز عمده بر رو، ن مشکلاتيتوجه به ا

 .باشديم سرطانمبارزه با  يد و کارآمد برايک روش جدي عنوانبه
 يارهخاطو  ياختصاص يمنيا يهاپاسخباعث القا ، يمونوتراپيا چراکه

 ونيناسيواکس .)۲( شوديم يبا حداقل عوارض جانبتومور ضد
ر ايسرطان بس يمونوتراپينه اياست که در زم يموضوعات ازجمله

 ينيالش بيپو  ينيبال ييکارآزمان يچندقرار گرفته است.  موردتوجه
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 يهاژنيآنت ازجملهمختلف  يسرطان يهاواکسننه يق در زميبه تحق
 ياهروسيو، مشخص يبا توال يسنتز يدهايپپت، شده يسازخالص
مشتق از  RNAاستخراج ، يتومور يهاژنيآنتب کدکننده ينوترک
 يکل تومور يهاسلولاستفاده از  نيچنهمو  يتومور يهاسلول

 يهاژنيآنتتمام  درواقع يکل تومور يهاسلول .)۴، ٣( اندپرداخته
همراه  يهاژنيآنتو  (Tumor Specific Antigen( ياختصاص

شناخته ناو  شدهشناخته (Tumor Associated Antigen) تومور
 T و +T CD4 يهاسلولبه هر دو نوع  زمانهمعرضه  يرا برا

CD8+ يهاکلوناز  يباعث گسترش مخزنو  کننديمان يب 
 فعال شدن يبرا يتومور يهاژنيآنت ياختصاص T يهاسلول

توسط تومور را کاهش  يمنيا فراراحتمال  جهيدرنت و شونديم
همراه  يهاژنيآنتاستفاده از کل  يهاروشاز  يکي .)۵، ۴( دهنديم

با  ونيناسيواکس. باشديم يتومور يهاسلولعصاره ه يته، يتومور
 يهاژنيآنتص يو تخل يياز به شناساين يتومور سلولعصاره 

زمان باعث کاهش و قبل از شروع درمان را رفع کرده ، منفرد يتومور
  .شوديمص تومور و درمان ين تشخيب

 قوي کنندهميتنظ و آغازگر عنوانبه دندريتيك يهاسلول 

توموري  هايژنآنتي ضد ايخاطره و اختصاصي ايمني يهاپاسخ
جه خاصي به تو، هاسلول نيا مهم نقش به توجه با. كنندميفعاليت 

 يکي .)۶( در ايمونوتراپي تومور معطوف شده است هاآناستفاده از 
، قرار گرفته است موردمطالعه يکه به فراوان ييهاياستراتژاز 

ه ب هاآنز يک و سپس تمايتيدندر يهاسلول يسازهاشيپ يجداساز
 طيدر مح يتومور يهاژنيآنتک پالس شده با يتيدندر يهاسلول

از  اما .)٧( مار استيه بدن بق مجدد بيشگاه و تزريآزما
کشت بودن مراحل  پرهزينهو  يسخت، ن روشيا يهاتيمحدود
 ترمککه ، نيگزيک روش جاي. باشديمک اتولوگ يتيدندر يهاسلول

ر د يقرار گرفته است و مستقل از مراحل کشت سلول يموردبررس
ار ست سازگيکروذرات زياستفاده از نانو و م، ط خارج از بدن استيمح
به م يمستقجهت عرضه ، يتومور يهاژنيآنتحامل  عنوانبه

ن روش يا .)۸( باشديمک در داخل بدن يتيدندر يهاسلول
عصاره سلول استفاده از  نواقصغلبه بر  يبرا يراهکار حالدرعين
 يعصاره قت قرار دادنيدر حق. باشديمز يمحلول ن صورتبه يتومور
باعث  تنهانه ريپذبيتخرستيز يمريپل ذراتنانو وندر يتومور

به ، فرم محلول سه بايمقا فرم انکپسوله شده در ييزايمنياش يافزا
ش يزااف بلکه باعث، شوديم کيژنيآنتمواد  مدتيطولانحضور  ليدل

 کيتيدندر يهاسلولتوسط  يتومور يعصارهعرضه متقاطع  جذب و
 +TCD8 يهاسلول يقو باعث القاء جهيدرنته و زبان شديم

                                                             
1 Poly(lactic-co-glycolic acid) 
2 Food and Drug Administration 

 شوديم، هستند يتومور ضد مهم يهاواسطه که، ژنيآنت ياختصاص
)٩(.  

TLR (Toll Like Receptor) عضو خانواده  هاPRR 

(Pattern Recognition Receptor) عنوانبههستند که  ها 
 يهاپاتوژن ييدر شناسا يذات يمنيتم اسيه سياول يسنسورها

ک بلوغ يمنجر به تحر ها TLR. فعال شدن کننديمعمل  يکروبيم
مک ک يهامولکولان يش بيک با افزايتيدندر يهاسلولفعال شدن  و

 مؤثرترار يو عرضه بس MHCو  CD40 - CD80- CD86محرک 
، در نانوذرات TLR يگاندهايون لي. انکپسولاس)۱۰( شوديم ژنيآنت

محدود شدن فعال کردن ، گانديلار کم يبس يامکان استفاده از دوزها
از مصرف  يت ناشيکاهش سم، يمنيستم ايس ياختصاصريغ
توسط ش جذب يگر افزايبات و از طرف دين ترکيک ايستميس

مطالعات ). ۱۱، ۱۲( شوديمرا منجر  ژنيآنت کنندهعرضه يهاسلول
و  يتومور ژنيآنت زمانهمون ياده که انکپسولاسر نشان دياخ

ت يک در تقويستينرژيجاد اثرات سيک نانوذره باعث ايادجوانت در 
 يو ادجوانت به داخل اجزا ژنيآنتبا هدف قرار دادن هر دو  يمنيا

. عرضه )١٢( شوديم ژنيآنت کنندهعرضه يهاسلولاندوزومال 
 يهاسلولتوسط نانوذرات به  TLRگاند يو ل يتومور ژنيآنت

برابر  ١٠٠٠-٣٠٠٠تا  T يهاسلولش پاسخ يک باعث افزايتيدندر
 Inبرابر در داخل بدن ( ١٠-٢٠) و In vitroشگاه (يط آزمايدر شرا

vivo۱۳، ۱۴( شوديمسه با فرم محلول آن ي) در مقا(.  
 عنوانبه يتومورسلول عصاره  ازجمله هانيپروتئ استفاده از 

 طيبه شرا هاآن تيحساس، بالا يوزن مولکول ليبه دل، يعوامل درمان
و انتشار چالش  يسازرهيذخ، يسازآمادهدر طول  بيو تخر يطيمح

حق انتخاب باعث کاهش ، هايژگيو نيهم که). ١٥( است زيبرانگ
-هدوگانون يشده است. روش امولس هانيپروتئ روش کپسوله کردن

 يه نانوذرات حاويته يبرا هاروش نيترمعمولاز  رحلاليتبخ
 يکه برا يمختلف يمرهايان پليدر م ياز طرف ).١٦( باشديمن يپروتئ

 دياس کيکوليگل-کو-کيلاکتيپل، اندشده يساخت نانوذرات طراح
) ١PLGA)يريپذ بيست تخريز ازجمله، خواص جذاب آن ليبه دل 

 يهاميآنزتوسط  بيحفاظت دارو از تخر، يست سازگاريو ز
 ندارا بود ترمهماز همه  و داريش مداوم و پايامکان رها، کيتيپروتئول

 يهاستميسدر  ٣اروپا يو اداره پزشک ٢ ه سازمان غذا و دارويدييتا
د را به خو ياملاحظهتوجه قابل ، يقياستفاده تزر يل دارو برايتحو

  )١٧( است جلب کرده
لوب مط ذرات با اندازهد يتول، توجه به مطالعات صورت گرفته با 
ون يفرمولاس يبراار مهم يک پارامتر بسي کنواختيع اندازه يو توز

3 European Medicine Agency 
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م يبطور مستق توانديماست. چرا که اندازه ذرات  يقيتزر يهاواکسن
و  وذراتنان يکيولوژيانتشار ب، يجذب سلول، يکيزيثبات ف يبر رو

). ١٦، ١٨( بگذارد تأثيردر داخل بدن  نانوذراتانتشار دارو از 
 يدينانوذرات تول يکنواختيو  زيکاهش سا يبرا يمختلف يهاروش

استفاده از  هاشروازاين يکيقرار گرفته است که  يموردبررس
 کي PVA) (٤ الکللينيويپل. باشديم الکللينيويپلسورفاکتانت 

اخت س يبرا ياگستردهآب است که بطور محلول در  يمر مصنوعيپل
  ).١٩( رديگيممورد استفاده قرار  PLGA ازجمله يمرينانوذرات پل

ل واکسن به يحودر جهت ت PLGAنانوذرات  ياثربخش 
 شده است نشان داده يدر مطالعات مختلف کيتيدندر يهاسلول

 in vitro)( يتنبرون ين مطالعات به بررسياکثر ا . اما)۲۰، ۱۳(
 يار اندکيو مطالعات بس اندداختهپر يضد تومور T يپاسخ سلول ها

حامل واکسن در  عنوانبه PLGAنه استفاده از نانوذرات يدر زم
گر در اکثر ي. از طرف دخورد يبه چشم م in vivo)( تندرونط يشرا

منفرد پرداخته  يتومور يها ژنيآنتاثرات  يبه بررس ن مطالعاتيا
 استفاده شده يرواز عصاره سلول توم يامطالعه ترکمو در  شده است

محرک  يهاادجوانت زمانهمون يانکپسولاس نيچنهم .)۲۱( است
 يک نانوذره موضوعيدر داخل  يتومور يهاژنيآنتبه همراه  يمنيا

ر د، ليدل نيبه هم. قرار گرفته است موردتوجه ياست که به تازگ
اره عص زمانهمون يانکپسولاس ياثرات درمان يبررس به، پژوهش نيا

بر  PLGAدرون نانوذرات  Poly-ICو ادجوانت  4T1 يسلول تومور
 يموردبررسکه تاکنون  پرداخته شدسرطان پستان  يمدل موش يرو

ا درجات ب الکللينيويپلاثر چهار نوع ن منظور يبد. قرار نگرفته است
نانوذرات و  يسازآماده يبر رو يو وزن مولکول زيدروليمختلف ه

 هاپاسخ نيبه بهتر افتنيدست جهت ، هاآن يکيزيف اتيخصوص
و  کنواختي يپراکندگ شاخص با کوچک ذرات اندازه ازجمله
 قرار گرفت. يموردبررسمناسب  ونيبازده کپسولاس حالدرعين

 از اطمينان و BALB/c يدر موش ها پستان تومور القاءسپس با 

مبتلا با عصاره  يهاموشبه درمان  اقدام، تومور قابل لمسجاد يا
محلول و فرم کپسوله شده در  صورتبه Poly ICو  يسلول تومور

زان يم، روند رشد تومور ياثرات آن بر رود و يگرد PLGAنانوذرات 
مورد  يريتأخت ياد حساسيو پاسخ ازد يطحال يهاتيلنفوسر يتکث
  قرار گرفت. يابيارز

  
  مواد و روش کار

  : مواد
، RPMI ،FBS (Fetal Bovine Serum)ط کشت يمح 

 Trypsin/EDTA ،PBS، نيسياسترپتوما، نيليسيپن

                                                             
4 poly(vinyl alcohol) 

(Phosphate Buffered Saline)  از شرکتGibco ) (آلمان
، مورد استفاده الکللينيويپلانواع ، PLGAشد.  يداريخر

، BSA (Bovine Serum Albumin)، کلرومتانيد
Polyinosinic-Polycytidylic acid (Poly-IC)  وMTT (3-

(4,5-dimethylthiazol2yl)-2,5-diphenyl tetrazolium 

bromide)) ه شد.يکا) تهيگما (آمرياز شرکت س 
  

 : 4T1 يسرطان پستان موش ير رده سلوليکشت و تکث
 ياز بانک سلول )4T1( يموشسرطان پستان  يرده سلول 

در  هاسلول كردن دفريز از شد. بعد يداريتهران خر توپاستوريستيان
 IU/mL١٠٠ و FBS %۱۰ يحاو RPMI 1640ط کشت يمح
ط استاندارد ين تحت شرايسياسترپتوما μg/mL١٠٠ و نيليسيپن

 درصد٩٥، كربن اكسيد دي درصد٥ يکشت در انکوباتور محتو

 .شدند انكوبه گرادسانتي درجه ٣٧ يدما و رطوبت
  : يتومور يهاسلوله عصاره يته

توسط  يبعد از کشت و جداساز 4T1 يرده سلول يهاسلول 
Trypsin/EDTA ،ا بPBS  به حداکثر  منظوربهشستشو شده و

ش ياافز جهيدرنتو  هاسلولاز  ينيپروتئ يهاژنيآنتش يرساندن رها
سرد حل  PBS در، ونيانکپسولاس يغلظت عصاره مورد استفاده برا

 يپروتئاز اضاف يهامهارکنندهاز به يرفع ن يشدند. برا
ه يقبل و در طول پروسه ته يسلول يهامحلول، ک)يتوتوکسي(س

 يهاسلول، ه عصارهيته منظوربه .ندشد يخ نگهداري يعصاره بر رو
ع و ذوب مجدد در يتروژن مايمرتبه انجماد در ن ٤تحت  يتومور

متناوب قرار گرفتند و سپس با  بطور گرادسانتيدرجه  ٣٧ يماربن
 يسلول يشکستن غشا منظوربه هيثان ١٥کاتور به مدت يسون هدستگا

 توسط رنگ هاسلولز شدن يمرگ و ل، در تمام موارد .ندکه شديسون
پس از حذف ذرات  .دد شييتومتر تايپان بلو و لام هموسيبا تر يزيآم

با  مجدداًنمونه ، ( قهيدق ١٠، ٢٠٠٠ gفوژ (يبزرگ توسط سانتر
 گرادسانتيدرجه  ٤ يدر دما، قهيدق ٦٠ به مدت، g١٣٠٠٠ سرعت

فيلتر  مايع رويي با ووژ شد يفيسانتر هاسلول يرسوب غشا منظوربه
درجه  ٨٠ يمنف يو تا زمان استفاده در دما شد استريل ميكرون ۲/۰

ه شده با روش يعصاره ته ينيپروتئ يمحتوا .ره شديذخ گرادسانتي
نانومتر  ٥٩٥اسپکتروفتومتر و جذب در دستگاه با استفاده از  بردفورد

 يسه جذب منحنين با مقايشد و غلظت پروتئ يريگاندازه
 .)٢٢( ن شدييتع ين گاويون استاندارد از سرم آلبوميبراسيکال

  : PLGAسنتز نانوذرات 
-دوگانهون يبا استفاده از روش امولس PLGA نانوذرات 

نز و همکاران يروش سا (W1/ O/W2) آب/ روغن/ آب، رحلاليتبخ
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 يک محلول آلي ونيکاسيفيامولس حاصل شد. ديتول راتييتغ يبا کم
ت که مر اسياز پل يل قطرات کوچکيتشک، يک محلول آبيو  يمريپل

 .شونديمل يشدن به نانوذرات جامد تبدپس از خشک 
اول به محلول  يفاز آب عنوانبه Poly-ICو  ينيعصاره پروتئ 

PLGA  اضافه شد. سپس توسط دستگاه ي(فاز آل کلرومتانيددر (
د. يه آب و روغن به دست آيون اوليکه شد تا امولسياولتراسوند سون

محلول دوم که شامل  يه فاز آبآمده ب دستبهون يامولس
که شد. يسون مجدداًاست اضافه شد و  درصد۴ الکللينيويپل
اضافه  درصد۳/۰ الکللينيويپله حاصل به محلول يون ثانويولسام

ر يتبخ منظوربهساعت  ۳به مدت  يسيله همزن مغناطيشد و به وس
رسوب نانوذرات با  منظوربهمحلول حاصل  همزده شد. کلرومتانيد

 گرادسانتيدرجه  ٤ يقه در دمايدق ٤٠به مدت  ٢٠٠٠٠ gسرعت 
زه يونيبا آب د يسه بار متوال، سپس نانوذرات حاصل وژ شد.يفيسانتر

تقل ک لوله منينانوذرات به ، ن شستشويشستشو شدند. پس از آخر
 يهانمونه منجمد شدند. گرادسانتيدرجه  ٨٠ يمنف يو در دما

و بعد از خشک شدن  شده منتقل ريزدرايفر دستگاه به شده زيفر
تا زمان استفاده  گرادسانتيدرجه  ٢٠ يمنف يدر دما، نانوذرات

  .)٢٣( شدند ينگهدار
  
  : ذرات ياندازه و شاخص پراکندگن ييتع
به روش تفرق نور  شده ساخته ذرات يپراکندگ شاخصاندازه و  

 دستگاه از استفاده با، DLS (Dynamic Light Scattering) ايپو
(Malvern instruments, Ltd) Zetasizer شد يريگاندازه. 

 انجام و )n=3( اتاق و سه بار تکرار يدر دما هايريگاندازه يتمام
 يبراون حرکت يريگاندازه .گزارش شد mean ± SD صورتبهج ينتا

 کي از يمرئ نور يپرتوها تابش از استفاده با، روش نيدر ا ذرات
 نانومتر و ۶۳۳ موج طول با وميهل نئون جنس از نور منبع

 يپرتوهابرخورد  اثر در شده متفرق نور شدت نوسانات تحليلوتجزيه
  .آمد دست به ذرات با نور

 
  : ونيانکپسولاس يين کاراييتع
زان يبر اساس مدر نانوذرات ن کپسوله شده يمقدار پروتئ 
 ۵ .شدک حجم ثابت نانوذرات محاسبه ين استخراج شده از يپروتئ

م يمحلول سد تريليليم ۱در ، ه شدهياز نانوذرات ته گرميليم
م يسد درصدw/v (۰۵/۰( يحاو، مولاريليم ۱۰۰د يدروکسيه

ب کامل نانوذرات يتخر منظوربه هانمونه ل سولفات حل شد.يدودس
و تحت تحرك  گرادسانتيدرجه  ٣٧ يک شب در دمايبه مدت 

 ١٠سپس به مدت  گرفتند.ک انکوباتور متحرک قرار يمداوم در 
در موجود  يرسوب ذرات احتمال منظوربه ١٦٠٠٠ gسرعت قه با يدق
جدا و با استفاده از روش  ييع رويسپس ماشدند. وژ يفيسانتر هاآن

در  ن موجوديمقدار پروتئبلو (بردفورد)  ين کوماسيسنجش پروتئ
ه ر بيز فرمول ون با استفاده ازيانکپسولاس يي. کاران شدييتع هاآن

  .)۲۲آمد (دست 
  

=
مقدار پروتئين انکپسوله شده 

مقدار پروتئين استفاده شده در تهيه نانوذرات
 ×  ييکارا ۱۰۰ 

  ونيانکپسولاس
  
  : ماندهيل الکل باقينيو ين درصد پلييتع
مانده در سطح نانوذرات با استفاده از يباق الکللينيويپلدرصد  

ن يدار بياپ يکمپلکس رنگک يل يه تشکيکه بر پا يروش رنگ سنج
د يد در حضور اسيک مولکول يو  الکللينيويپل ليدروکسيگروه ه

نمونه نانوذرات  گرميليم ٢، ن شد. بطور خلاصهييتع، باشديمک يبور
 ديدروکسيم هيمحلول سد تريليليم ٢از هر گروه در  زه شدهيليوفيل

حل و  گرادسانتيدرجه  ٦٠ يقه در دمايدق ١٥به مدت  مولار ٥/٠
تر محلول يکروليم ٩٠٠با سپس هر نمونه  .ز شدنديدروليه
شده و حجم محلول با آب مقطر  يخنث، نرمال ١د يک اسيردروکليه

از محلول  تريليليم ٣، هر نمونه يشد. برارسانده  تريليليم ٥به 
د يديم يد / پتاسياز محلول  تريليليم ٥/٠، کيد بورياس ولارم ٦٥/٠

در  آب مقطر اضافه شد. تريليليم ٥/١و  مولار) ١٥/٠مولار /  ٠٥/٠(
نانومتر  ٦٩٠در  هانمونهجذب ، قه انکوباسيونيدق ١٥پس از ، تينها

شد و  يريگاندازه UV-vis با استفاده از دستگاه اسپکتروفتومتر
ون يبراسيکال يسه جذب منحنيمانده با مقايباق الکللينيويپل درصد

 ط مشابه محاسبه شديتحت شرا الکل لينيو ياستاندارد محلول پل
)٢٤(.  

  : موردمطالعه يشگاهيوانات آزمايح
 /يمورد صورتبه که بود يتجرب يامداخله نوع از مطالعه نيا 
ماده خالص  يهاموششامل ، موردمطالعهجامعه انجام شد.  يشاهد

 ۲۰-۲۵با متوسط وزن هفته  ٨تا  ٦ يبا محدوده سن BALB/c نژاد
 شروع از شيپه و شد يداريران خريتو پاستور ايستيکه از انبود  گرم

 مدت به حداقل، طيمح طيشرا با هاموشسازگاري  جهت، شاتيآزما

اه دانشگ يست فناوريپژوهشکده ز خانهحيوان يهاقفسدر دو هفته 
 ٥٥ ±٥ رطوبت، گرادسانتيدرجه  ٢٢±٢ ييه در محدوده دماياروم

 يکيساعت تار ١٢، ييساعت روشنا ١٢ يبرنامه نور درصد و
 کار و رييدستگ به نحوه زين و نگهداري طيشرا .شدند نگهداري

 واناتيح از تيحما نيقوان هايهيتوص اساسبر ها موش با کردن

 تحقيق اين مراحل کليه .شد انجام ينکيهلسمعاهده  و يشگاهيآزما

 .گرفت قرار تأييد مورد اروميه دانشگاه اخلاق پژوهشي کميته در
  : BALB/c تومور پستان در موش يالقا

 .صورت گرفت يپژوهش-يتجرب صورتبه مطالعه از بخش نيا 
تومور استفاده  يجهت القا 4T1 يسرطان پستان موش ياز رده سلول
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با  يک رده سلولي، )4T1(تومور پستان موش  يسلول رده .ديگرد
 شده جاديا يخودخود ب تومور از که باشديم اديز يت تهاجميقابل

 يوانيمدل حک ي عنوانبهاست و  شده مشتق BALB/cموش  در
ن يبد .شوديمسرطان پستان انسان در نظر گرفته  يمناسب برا

 PBS بافر ٥٠ µL زنده محلول در يسلول تومور ٥١٠منظور 
ق شد. يتزر هاموشراست  يه پهلويدر ناح يرجلديز صورتبه

 روز ١٤شدند.  نهيقابل لمس معاروزانه از نظر وجود تومور  هاموش
اقدام ، يديواکسن تول ياثربخش يابيارز منظوربه، تومور القاء از پس
ن منظور يبد د.يگردمبتلا  يهاموشدر  يدرمان يهاميرژ زيتجوبه 
گروه  ٤در  يتصادف صورتبه تومور ير موش ماده بعد از القاس ٣٢
ند و م شدير تقسيز ترتيببهو کسان ي يو وزن يط سنيبا شرا ييتا ٨

 هيدر ناح، بارکيبا فاصله دو هفته  يجلدريز قيدو بار تزر تحت
شامل  A هگروچپ قرار گرفتند.  يپهلو يعنيمخالف رشد تومور 

را  Poly-ICو  پستان يتومور عصاره سلولبودند که  ييموشها
 بودند که ييموشهاشامل  B گروه .افت نمودنديدر محلول صورتبه

را پستان  يتومور عصاره سلول يحاو PLGA نانوذراتواکسن 
 نانوذراتواکسن  بودند که ييموشها شامل C گروه. دندنموافت يدر

PLGA و پستان  يتومور عصاره سلول يحاوPoly-IC  افت يدررا
تحت ن گروه يا يهاموش) يگروه کنترل تومور( Dگروه  .نمودند

 ريسا با زمانهم را يدرمان نديتند و فرآگرفنقرار  يماريت گونههيچ
  دند.نمو يط PBSافت يدر با فقط هاگروه

  : يتومور يموشها در تومور ييحجم نها يريگاندازه
قطر بزرگ و کوچک  جهت دو در، تومور منظور حجم نيبد 
 کار يانتها تا انيم در روز کي بصورت عمل نيا و ديگرد يريگاندازه

 با تومور حجم سپس و گرفت صورت هيورن سيکول از استفاده با

  .ديگرد محاسبه ريز فرمول از استفاده
  

 Tumor volumes (mm3) = 0.5×d2×D d = قطر کوچکتر D= قطر بزرگتر 
  د.ير محاسبه گرديبا استفاده از فرمول زز ينتومور  ييحجم نها

  
=

انيپا دوره درماني  حجم تومور در روز 
حجم تومور در روز شروع درمان

 ×   تومور ييحجم نها ۱۰۰ 
  

  : طحال يسلول كشت هيته
  

 پس موردمطالعه هايموش طحال، روز پس از آغاز درمان ٢١

 RPMI کشت محيط ليترميلي ۵ در، لياستر طيشرا در برداشت از

از  پس. شد له سرنگ ستونيپ توسط FBS درصد ۱۰ حاوي 1640
سل  از ماندهيباق عيما، ياضاف هايبافت و طحال کپسول برداشت

 هاسلول از دست کي تيجمع عبور داده شد تاکرومتر يم ٧٠نر ياستر

 به سانتريفيوژ از پس قرمز هايگلبول حذف منظوربه د.يآ دست به

کننده ليز بافر ليترميلي ٥، g۲۰۰با سرعت  دقيقه ۱۰ مدت
پس  .شد افزوده آمده دستبه سلولي رسوب روي بر، قرمز يهاگلبول

مدت  به ديگر بار کشت محيط ليترميلي ۱۰ افزودن ضمن دقيقه ۵از 
سلولي  رسوب سپس .گرديد سانتريفيوژ g ۲۰۰ با سرعت دقيقه ۱۰
 حالت به درصد FBS ۱۰ حاوي RPMI کشت محيط در

  .شد درآورده سوسپانسيون
 يتک با آنيدر تحر يمنيا يهاسلولر يزان تکثيم يبررس
  MTT به روش يژن تومور

مورد  MTTتوسط روش  يطحال يهاتيلنفوسر يزان تکثيم 
است که  يسنجرنگک روش ي MTTقرار گرفت. آزمون  يابيارز

م با ويزرد رنگ تترازول يهاستاليکرو شکسته شدن ا يبراساس اح
 2,5-diphenyl-(dimethylthiazol2yl-4,5)-۳ ييايميشفرمول 

tetrazolium bromide) و  ازدروژنينات دهيم سوکسيله آنزيبه وس

. رديگيمبنفش نامحلول انجام  فورمازون يهاستاليکرل يتشک
تند هس شدنحلقابل  شونديم ليکه تشک يفورمازون يهاستاليکر

 طوربهزانگار يالابا استفاده از  توانديمحاصل  يو جذب محلول رنگ
  .شود يبررس يکم

 دنبال به و يطحال سلول کشت هيته از پس منظور نيبد 

 شد هيته ١×٦١٠ cell/ml يحاو يونيسوسپانس، هاسلول شمارش

 تخت ته ياخانه ٩٦ تيپل يهاچاهک از کي هر در آن از ١٠٠ μl و

 ژنيآنت از ٢٠  μg/mlحضور تکرار در سه نمونه هر براي .شد ختهير

توژن يم uL (1 mg/ml ۵۰حضور ( در تکرار سهو  تومور ياختصاص
 عنوانبهشد.  گرفته نظرکنترل مثبت  عنوانبه نينيتوهماگلوتيف

شد.  استفاده يخال RPMI طيمح از چاهک سه در زين يکنترل منف
 CO2 درصد٥ يحاو انکوباتور در يگذار گرمخانه ساعت ٧٢ از بعد

 MTT محلول ٢٠ μl چاهک هر به گرادسانتي درجه ٣٧ يدما و

mg/ml) در  ٥PBS (٤ مدت به ونيانکوباس دوباره و شده افزوده 
 يهاسلول توسط MTT ماده اءياح ن مدتيا در .افتي ادامه ساعت

که  ديگرد فورمازون يستالهايکر ليتشک سبب ريتکث حال در و زنده
 سپس .درآمد محلول حالت به DMSO تريکروليم ١٠٠ افزودن با

 و جذب نييتعزانگار يالاتوسط  ٥٧٠ nm موج طول در رنگ شدت

 يکيتحر کسياند بعنوان نشده کيتحر به شده کيتحر يهاسلول
  .)۵۲( ديگرد محاسبه

 DTH) Delayed Type(از  يناش التهاب زانيم يبررس

Hypersensitivity 
 )يسلول رده از شده هيته( يتومور ژنيآنت تريکروليم ٢٠ ابتدا 

موشها  راست يپا کف در را PBS تريکروليم ٢٠ و چپ يپا کف در
 ساعت با ٧٢از  بعد قيه تزريناح التهاب قطر سپس و نموده قيتزر
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 از استفاده با DTHزان يم و يريگاندازه هيورن سيکول از استفاده

  .شد محاسبه ريفرمول ز
  

DTH يزان التهاب ناشيم از =
يپا راستି قطر پاي چپ قطر 

قطر پاي راست
 

  
  

  : يز آماريآنال
ک طرفه يانس يز وارياز روش آنال هاداده تحليلوتجزيهجهت  

)ANOVA ،افزارنرم SPSS  و آزمون ۲۴نسخه (Tukey  استفاده
 و گزارش معيار انحراف ± ميانگين صورتبه هاداده تمامي د.يگرد
 سه هاتست تمامي شد. گرفته نظر در p˂0/05بودن  دارمعني حد

  شدند. تكرار بار
  

  هاافتهي
  

  : ل الکلينيو يز پليدروليو درصد ه ياثرات وزن مولکول

 با استفاده يعصاره سلول تومور يحاو PLGAنانوذرات د يتول 
و  يوزن مولکول از نظرمتفاوت  يتجار الکللينيويپلچهار نوع از 
 ين وزن مولکوليانگيبا م (A) الکللينيويپل شامل، زيدروليه صددر

 الکللينيويپل، درصد۸۷-۸۹ز يدروليو درصد ه لو دالتونيک ۲۳-۱۳
)B) ز يدروليو درصد ه لو دالتونيک ۳۱-۵۰ ين وزن مولکوليانگيبا م

 ۳۱-۵۰ ين وزن مولکوليانگيبا م (C( الکللينيويپل، درصد۸۹-۸۷
 (D( الکللينيويپلو  رصدد۹۸-۹۹ز يدروليهو درصد  لو دالتونيک

ز يدروليو درصد ه لو دالتونيک ۸۵-۱۲۴ ين وزن مولکوليانگيبا م
 PVA (A) ،PVA (B) ،PVA نيتحت عناو ترتيببهکه  درصد۹۹

(C) و PVA (D) قرار گرفت يموردبررس، شدند مشخص.  
ش وزن يبا افزا نشان داده شده است ۱همانطور که در نمودار  

ر يفايمقدار امولس، الکللينيويپل زيدروليو درصد ه يمولکول
افت يش يافزا يداريمعنطور سطح نانوذرات ب يمانده رويباق
)p˂0/05( .ن يترکممانده در يل الکل باقينيو يرصد پلد کهطوريبه

به  درصد۳۷/۵از  PVA (A) زيدروليو درصد ه يوزن مولکول
 زيدروليهدرصد و  ين وزن مولکوليشتريدر ب درصد۴۱/۱۱

PVA(D) ديرس.  
  
  

 
  ، مانده بر سطح نانوذراتیل الکل باقینیو یدرصد پل يل الکل بر روینیو یانواع پل تأثیر: )1نمودار (

  .باشد یم p˂0/05در سطح  يدارمعنی دهندهنشان حروف کوچک متفاوت
  
 ل الکلينيو يز پليدروليو درصد ه يوزن مولکول اثرات ۱جدول  

 ييو کارا يشاخص پراکندگ، بر اندازه ذرات سورفاکتانت عنوانبه را
همانطور که  .دهديمد شده را نشان يون نانوذرات توليانکپسولاس
 ت با توجه به نوعنانوذرا، کسانيه يرغم روش تهيعل، شوديممشاهده 

  ند.را نشان داد يمتفاوت يهايژگيو، مورد استفاده ل الکلينيو يپل
 DLSبا استفاده از دستگاه  يپراکندگ اندازه ذرات و شاخص 

نشان داد که اندازه ذرات به  هادادهز يج حاصل از آنالين شد. نتاييتع
 يز پليدروليو درصد ه يم وزن مولکوليمستق تأثيردست آمده تحت 

 PVA (A) ،PVA يهانمونه ي). براp<0.001(ل الکل است ينيو

(B) ،PVA (C)  وPVA(D) ٤٠٢، ٢٩١، ١٦٥ ترتيببهندازه ذرات ا 
ن اندازه يکوچکتر شوديمبود. همانطور که مشاهده  نانومتر ٦٨٣و 

و درصد  ين وزن مولکوليترکمل الکل با ينيو يذرات با استفاده از پل
  آمد. دستبه (PVA (A)(ز يدروليه

دازه ع انيتوز يبررس يه واحد برايانيک بي، يپراکندگ شاخص 
 زانيم دهندهنشان و است ١ تا ٠ عدد نيب يپارامتر وذرات است 

 شاخص نيا چه هر .است شده ساخته ذرات بودن هتروژن اي هموژن
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 يهنگام .باشنديم ترهمگن يسنتز ذرات، باشد کترينزد صفر عدد به
 يستم دارايس، استفاده شد نانوذراته يته يبرا PVA (A) که از

ورد م يهاالکللينيويپلر يسه با سايدر مقا يشتريگن بذرات هم
  به دست آمد. ٠٦/٠ذرات حدود  يبود و شاخص پراکندگاستفاده 

و  يوزن مولکول شوديممشاهده  ١همانطور که در جدول  
ون يانکپسولاس ييکارا يل الکل بر روينيو يز پليدروليدرصد ه

و درصد  يوزن مولکولش يداشت و با افزا تأثيرز ين يدينانوذرات تول
 افتيش يز افزايون نانوذرات نيولاسانکپس ييکارا، زيدروليه
)p<0.05(. دو نمونه  نيب البتهPVA (A)  وPVA (B)  اختلاف

، يدر حالت کل .)p<0.05(وجود نداشت  يداريمعن
باعث  ترنييپاز يدروليو درصد ه يوزن مولکول با يهاالکللينيويپل

 ييکارا يلو، ترهمگن يشاخص پراکندگ، ترکوچکد ذرات يتول
 يه شده توسط پلينسبت به نانوذرات ته يترکمون يانکپسولاس

ه کز بالاتر شدند يدروليو درصد ه يولبا وزن مولک يهاالکلل ينيو
 دارينمعچندان  يون از نظر آماريانکپسولاس يين کاهش کارايا البته
لو يک ١٣-٢٣ يبا وزن مولکول، PVA (A) لين دليهم به .نبود

 ين نوع پليبهتر عنوانبه درصد٨٧-٨٩ز يدروليدرصد ه و دالتون
  انتخاب شد.شات يل الکل جهت ادامه آزماينيو

  
  ات نانوذراتيخصوص يل الکل بر روينيو ينوع پل تأثيرج حاصل از ينتا: )١جدول (

  ونيانکپسولاس ييکارا
(%) 

 قطر متوسط ذرات  يشاخص پراکندگ

(nm) 

  ل الکلينيو ينوع پل
 

۸۶/۸۲ ± ۰۶/۲Bc   ٠٠٥/٠±  ٠٦/٠dD   ٦٠/٣  ±٠٦/١٦٥dD   PVA(A)  

٧٥/٠ ± ٩٠/٨٥Bc   ٠٢/٠ ± ١٥/٠cC   ١٣/٢٩١ ± ۴۱/۴cC  PVA(B) 

٥٦/١ ± ٧٣/٩٠BAb  ٠١/٠ ± ٢٤/٠bB   ٦٨/١٠ ± ٣٣/٤٠٢bB   PVA(C) 

٧٩/١ ± ١٣/٩٦Aa  ٠١/٠ ± ٣٣/٠aA   ٦٩/٤ ± ٤٦/٦٨٣aA   PVA(D) 

  .باشد يم p˂0/05در سطح  يدارمعني دهندهنشان حروف کوچک متفاوت
  باشد. يم p˂0/001در سطح  يدارمعني دهندهنشانحروف بزرگ متفاوت 

  
  : واکسن بر حجم تومور تأثيرج ينتا

 يحاک، مختلف يهاگروهن يرشد تومور در ب راتييه تغسيمقا 
کنترل نسبت به گروه  يدرمان يهاگروه رشد تومور درروند کاهش  از
من شده با عصاره يا يهاموشن کاهش در گروه يا البته. باشديم

 ازنسبت به گروه کنترل به فرم محلول  Poly ICو  يتومورسلول 

افت کننده نانوذرات يدر يهاگروهنبود. اما در  داريمعن ينظر آمار
گروه کنترل با  ياز نظر آمار Poly ICا بدون يعصاره با  يحاو
افت کننده يدر گروه درن کاهش يکه ا (p˂0/05) بود داريمعن

نسبت به سه گروه  Poly ICبه همراه  يعصاره تومور يوانانوذرات ح
  ).۲(نموادار  بودشتر يبگر يد

  

  

 مختلف يهاگروهدر  تومور ييحجم نهاسه يمقا :)۲(نمودار 
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  .باشديم p˂0/05در سطح  يداريمعن دهندهنشان حروف کوچک متفاوت
  : DTHاز  ناشي بلتهاا انميز سيربر
در و تورم  بلتهاا، همدآ بدست نتايج طبق. باشديم Th1 هاي سلول از يحساس تيجمع وجود دهندهنشان، يپوست آزمون مثبت واکنش 

 بيشترين اما (p˂0/05) .به فرم محلول بود Poly ICافت کننده عصاره و يشتر از دو گروه کنترل و گروه دريه نانوذرات بكنند يافتدر يهاوهگر
  ).۳ه بودند (نمودار دكر يافتدررا  Poly ICبه همراه  يعصاره سلول تومور ينانوذرات حاو كه مدآ بدست هيوگردر ، يشافزا انميز

  
  

  

 ساعت ۷۲پس از  يژن تومور يآنتق يحاصل از تزر يريتأخت ياد حساسيپاسخ ازد مقايسه: )۳(نمودار 
  .باشد يم p˂0/05در سطح  يدارمعني دهندهنشان حروف کوچک متفاوت

 
به روش  يطحال يت هاير لنفوسيزان تکثيم يبررس

MTT: 
 يتکثير پاسخ داريمعنش يافزا از حاکي MTTج آزمون ينتا 

افت کننده نانوذرات يدر يدرمان يهاگروهدر  يطحال يهالنفوسيت
 يهاگروهنسبت به ، Poly ICا بدون يبا  يروسلول تومعصاره  يحاو

 محلول و گروه کنترل صورتبه Poly ICو افت کننده عصاره يدر
افت کننده يش در گروه درين افزايالبته ا. )p<0.05( بود يتومور

شتر يار بيبس Poly ICبه همراه  يعصاره سلول تومور ينانوذرات حاو
  بود. هاگروهر ياز سا

  

  

 ساعت ۷۲پس از  يژن تومور يآنتتحريک با  طحالي در هاي لنفوسيت تکثير مقايسه: )۴(نمودار 
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  .باشد يم p˂0/05در سطح  يدارمعني دهندهنشان حروف کوچک متفاوت
  گيرينتيجهبحث و 

با همچنان ، آنفراوان  يايرغم مزايعلسرطان  يمونوتراپيا 
 ،يسرطان يهاواکسنف يضع ييزايمنيامانند  يمتعدد يهاچالش

ک مواجه است. يمونولوژيا تحمل ايه تومور يدر ناح يمنيسرکوب ا
 ،ف شدهيتعر ييايميوشيو ب يکيزيات فينانوذرات با خصوص

هستند که ممکن است بتوانند  يتنوعم ييل دارويتحو يهاستميس
به لغ يسرطان يهاواکسنو  يمونوتراپيا يش رويپ يهاچالشن يبر ا

 يهاسلول با نانوذراتبر تعامل  مؤثرن عوامل يترمهماز  يکيکنند. 
 اندازه ذرات، در بدن هاآن يکيولوژيع بين توزيو همچن کيتيدندر

ر نانومت ۲۰-۳۰۰ن يز بيسا ينانوذرات دارا کهطوريبه .باشديم
 يهاسلولتوز توسط ينوسيا پيتوز يبه روش اندوس يمؤثر طوربه

 يمنيا يهاپاسخ يالقال يو باعث تسه شونديمک جذب يتيدندر
 ۵-۵/۰ن يز بيسا يکروذرات دارايم کهحاليدر  شونديم يسلول

ب شده جذتوز ينوسيا ماکروپيتوز ير فاگوسيق مسيراز طکرومتر يم
لوا يس .)۲۶( شونديمهمورال  يمنيا يهاپاسخ يشتر باعث القايو ب

 ۳۰۰ز يبا سا PLGAسه نانوذرت يبه مقا يو همکاران در پژوهش
ط يکرومتر در شرايم ۲۰ز يسا يکروذرات داراينانومتر و م

ه دند کيجه رسين نتيو به ا پرداختند تندرونو  يشگاهيآزما
ک يتيدندر يهاسلولتوسط  يراحتب، کروذراتينانوذرات نسبت به م

 شونديم +T CD8 يهاسلولش پاسخ يجذب شده و باعث افزا
)۲۷(.  

اندازه ذرات به شدت وابسته به ن است که يا توجهقابلنکته  
نوع و غلظت سورفکتانت  ازجمله، ه نانوذراتيند تهيفرآ يپارامترها

ن يدر قسمت اول ا، لين دلي). به هم٢٨( باشديممورد استفاده 
وند ر ياستفاده شده در ط الکللينيويپلانواع  يابيپژوهش با ارز

ز يسا يانتخاب شد که دارا يل ذراتيستم تحويس، ه نانوذراتيته
 حالدرعينک و يتيدندر يهاسلول جذب آسان توسط يمناسب برا

فاده شات مورد استيتا در ادامه آزما بودون مناسب يانکپسولاس ييکارا
 -نهون دوگايه نانوذرات به روش امولسيکه در ته يمشکل رد.يقرار گ

 ،ر حلاليند تبخين است که در طول فرآيا، حلال وجود دارد ريتبخ
 ابدييمش يته محلول افزايسکوزيو، حجم محلول يجيبا کاهش تدر

ون يموجود در امولس ين سطحيکشش بته و يسکوزيش وين افزايکه ا
 يگذاشته و منجر به تجمع قطرات در ط تأثيربر تعادل قطرات 

ت يبک تثي عنوانبه الکللينيويپل. شوديمه حذف حلال يمراحل اول
جاد يشده و با ا ين سطحيکشش بن ياباعث کاهش ، کيکننده استر

ه محافظ نازک در اطراف قطرات منجر به کاهش تجمع ذرات يک لاي
در  توجهقابل). اما نکته ۲۹( شوديمدار يون پايک امولسيد يو تول

، تشوشسن بار يبعد از چند ين است که حتيا الکللينيويپلورد م
ار يمانده و حذف کامل آن بسيباق، سطح نانوذرات يباز هم بر رو

وع نسبت داد که ن موضيتوان به اين امر را ميمشکل است. علت ا
سطح نانوذرات  بھ، هيروند ته يدر ط الکللينيويپلدروفوب يبخش ه
عات مطالل الکل به سطح نانوذرات در ينيو ياتصال پل .ابدييماتصال 

کس يفوتوالکترون اشعه ا يف سنجيبا استفاده از روش طز يگر نيد
ل است ين دلين موضوع به ايت اياهم). ۳۰ده است (يبه اثبات رس

و  يکيزيات فيخصوص يرو، ماندهيل الکل باقينيو ين پلياکه 
ز يو ن يشاخص پراکندگ، زيسا ازجمله يدينانوذرات تول ييايميش

ج حاصل ينتا ).۳۱( گذارديمنانوذرات در داخل بدن اثر  يجذب سلول
، الکللينيويپل زيدروليدرصد ه شين پژوهش نشان داد که افزاياز ا

 وانتيمن امر را ي. علت اشوديم نانوذراتقطر متوسط ش يباعث افزا
 زيدروليهدرصد  با يهاالکللينيو ين موضوع نسبت داد که پليابه 
ل يدروکسيه يهاگروهتعداد  يدارا، )PVA (D)و  PVA(C)( بالا

ن يا بيدرون  يدروژنيه يوندهايپ تواننديمهستند که  يشتريب
 يقو ين مولکوليب يهابرهمکنشکنند.  جاديا يشتريب يمولکول

ش يموجب افزا يدروژنيه يوندهايپق يجاد شده از طريا
ش اندازه ذرات يکه منجر به افزا شوديم يفاز آب يتهيسکوزيو
 يش وزن مولکوليذرات با افزا اندازهش ين افزايهمچن ).٣٢( شوديم
تراکم م يهاهيلال يدر ارتباط با تشک توانديمز ين الکللينيويپل
ر قطش يافزا جهيدرنتر اطراف سطح نانوذرات و د الکللينيويپل
و  يش وزن مولکوليبا افزا ).٣٣نانوذرات باشد ( يکيناميدروديه

 يومانده رير باقيفايامولسمقدار ، ل الکلينيو يپل زيدروليدرصد ه
 ريسا جينتا با توافق ج درين نتايا افت.يش يافزاز ين سطح نانوذرات

گزارش کردند ز ينو همکاران  ي). موراکام٣٤، ٣٥بود ( پژوهشگران
 يوزن مولکول ز ويدروليبا درصد ه ل الکلينيو يپل استفاده از که
سطح ذرات  در ل الکلينيو يپل ينه شدن موضعيمانع از ژلات، نييپا

 يتوجهقابلزان يتجمع نانوذرات را به م جهيدرنتون شده و يامولس
 يپل ن مشاهده کردند کهين محققين ايهمچن .)٣٦( کنديممحدود 

) منجر به درصد٨٨شتر از يز بالا (بيدروليبا درصد ه ل الکلينيو
 درصد جهيدرنتف و يحل شدن مجدد ضع، دار ذراتيناپا يپراکندگ

و وزن  زيدروليش درصد هيافزا .)٣٦( شوديمنانوذرات  دين تولييپا
ون شد. يانکپسولاس ييش کارايموجب افزا الکللينيويپل يمولکول

 يليدلا). ۳۷، ۳۵دند (نمورا گزارش  يامشابهج يز نتاين نير محققيسا
ش درصد يافزا -١ ن امر عنوان کرد شامليا يبرا توانيمکه 

 يته فاز آبيسکوزيش ويبه افزامنجر  ل الکلينيو يپل زيدروليه
بزرگ  يهااندازهل نانوذرات با يمنجر به تشک روازاينو  شوديم
دربرگرفتن مقدار  ييتوانا، شونديم تربزرگو هر چه ذرات  شوديم
ش يفزاا ونيانکپسولاس ييکارا جهيدرنتاز عصاره را دارند و  يشتريب
 يجذب شده بر رو الکللينيويپل ليدروکسيه يهاگروه -٢ .ابدييم

 نانوذرات سطح يم بر رويلم ضخيک فينانوذرات ممکن است  سطح
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 هند.ل ديتشک ين مولکوليا بيدرون  يقو يهاکنشبرهمق يرا از طر

 ريبه تاخ يانتشار عصاره را به فاز آب احتمالاًم يلم ضخين فيا
 -٣. شوديمباعث کاهش از دست رفتن عصاره  جهيدرنت، اندازديم

کاهش داده و  يزان انتشار دارو را به فاز آبيم، تهيسکوزيوش يافزا
  ).٣٧( شوديمون يانکپسولاس ييش کارايباعث افزا جهيدرنت

برداشت ، خط مقدم درمان سرطان پستان، ينياز نظر بال 
 يهاعصاره يعنين يا است. يه پستان به کمک جراحياول يتومورها

 دستبهدوره مراقبت استاندارد  يدر ط توانيمرا  يفراوان يتومور
 يبخش عنوانبهانکپسوله کرده و  PLGA مريپلآورده و سپس داخل 

 يک واکسن شخصي عنوانبهاستفاده نمود که  يمونوتراپياز درمان ا
 درواقع .باشديمدر برابر عود مجدد تومور قابل استفاده 

را  هاآن، PLGA يمريکس پليدرون ماتر هانيپروتئ ونيانکپسولاس
افظت مح يزيدروليه هيک و تجزيتيپروتئول يهاميآنزهضم توسط از 

 توز توسطيقبل از فاگوس يب خارج سلولينموده و مانع تخر

ات توز نانوذري. بعد از فاگوسشوديم ژنيآنت کنندهعرضه يهاسلول
ند يش فرايباعث افزا PLGAنانوذرات ، کيتيدندر يهاسلولتوسط 

 يرتومو يهاژنيآنتت عرضه متقاطع يکه باعث تقو فاگوزومال شده
  .)۱۱( شوديمدست نخورده  +T CD8 يهاسلولبه 

و  اهنيپروتئ ونيانکپسولاس يبه بررس يمطالعات مختلف 
 اما، )۳۸، ۳۹( اندپرداخته PLGAنانوذرات  درمنفرد  يهاژنيآنت

ت صور يتومور يهاژنيآنتنه استفاده از کل يدر زم يدکمطالعات ان
ک سل يتيهانولن و همکاران نشان دادند که دندر ).۴۰( گرفته است

 يحاو PLGAمشتق از افراد سالم داوطلب پالس شده با ذرات 
ر به منج، سرطان تخمدان يحاصل از رده سلول يعصاره تومور

با  زمانهمدر کشت  Th1 يهانيتوکيسر يد چشمگيک توليتحر
پالس  يهاسلک يتيسه با دندريدر مقا يخود +T CD8 يهاسلول

پراساد و همکاران . )۴۱( شوديممحلول  يه با عصاره سلول تومورشد
 PLGAملانوما را در نانوذرات  B16 يعصاره حاصل از رده سلول

 يهاسلول يبر رو هاآن تأثيرج حاصل از يانکپسوله نمودند و نتا
نشان داد که استفاده از عصاره  يشگاهيط آزمايک در شرايتيدندر

 يهانيتوکيسد يشتر توليک بيباعث تحر انکپسوله شده يتومور
 يهانيتوکيسد يو کاهش تول IFN-γ ازجمله يمنيمحرک ا

به استفاده از عصاره سلول  نسبت IL-10 ازجمله يمنيمهارکننده ا
  ).۲۲( شوديممحلول  صورتبه يتومور
 Polyinosinic-polycytidylic acid Poly (I: C)  آنالوگ
 است که باعث TLR3ست يو آگون يارشتهدو  RNAک يسنتت

ش عرضه متقاطع يافزا، دندريتيك يهاسلول در بلوغ پايداري افزايش
 جهيدرنتو  +TCD8 يهاسلولک به يتيتوسط سلول دندر ژنيآنت
 يهاپاسخالقا  يبرا +TCD8 ياخاطرهه و ياول يهاپاسخش يافزا

 ياين مزايترمهماز  يکي ).۴۲، ۴۳( شوديم يسلول يمنيا

ل يتحو ييتوانا، بر نانوذرات يمبتن ژنيآنتل يتحو يهاستميس
 يست هايآگون ازجمله يمنيمحرک ا يهامولکولو  ژنيآنت زمانهم

TLR زمانهمل ي. تحوباشديم ژنيآنت کنندهعرضه يهاسلول به 
در  PLGAدرون نانوذرات  ژنيآنتو  TLR مختلف يگاندهايل

 يوانيح يهامدل يبر روو  يشگاهيط آزمايدر شرا مطالعات مختلف
 يهاسلولبلوغ قرار گرفته است و  يموردبررس يو موارد انسان

ت يبا موفق ژنيآنت ياختصاص CTL يهاپاسخش يافزاو ک يتيدندر
اثرات ، ن مطالعاتياز ا کدامهيچالبته در  ).۴۴( اثبات شده است
و  (4T1) پستان يعصاره سلول تومور زمانهمانکپسوله کردن 

Poly-IC  در نانوذراتPLGA سرطان پستان  يدر مدل موش
عصاره ، ۲۰۱۲مولر و همکاران در سال قرار نگرفته است.  موردمطالعه

 زمانهم صورتبه را CpG و ادجوانت سرطان پروستات يتومور
 مدتيطولان يهاپاسخ نمودند وانکپسوله  PLGAدرون نانوذرات 

CTL سرطان  يک مدل موشيدر  يجلدريق زيرا پس از تزر
 ۲۰۱۵در سال لوا و همکاران يس ).۴۵( دندنمومشاهده پروستات 

درون نانوذرات  Poly-ICن را به همراه ياووآلبوم يتومور ژنيآنت
PLGA يهاموشبه  يرجلديز صورتبهو  هکرد کپسوله C57BL/6 

ش يباعث افزانانوذرات حاصل و مشاهده نمودند که  ق کردهيتزر
 سکهي. و)۲۷( ن شدياووآلبوم ياختصاص +T CD8 يهاسلولد يتول

توسط را  BSA يحاو PLGAکروذرات يم ۲۰۰۹در سال  و همکاران
Poly IC  کروذرات باعث ين ميو مشاهده کردند که ا هدادپوشش

بر سظح  CD83و  CD80 ،CD86 يمولکولها انيش بيافزا
و  يحمد .)۴۲( شد يشگاهيط آزمايک در شرايتيندرد يهاسلول

ن و يل اووآلبوميگزارش کردند که تحو ۲۰۰۷در سال  همکاران
MPLA  انکپسوله در نانوذرات صورتبهک يتيدندر يهاسلولبه، 

ط يدر شرا +T CD8 يريتکث ير پاسخ هايش چشمگيمنجر به افزا
گسترش کلونال  يبرابر ۱۳ش يبرابر) و افزا ۳۰۰۰ ي(بالا برون تن

در مطالعه . )۱۳( شوديم تندرونط يدر شرا +T CD4 يهاسلول
-Polyعصاره به همراه  ينانوذرات حاو يضد تومور يهاپاسخ حاضر

IC ،نها عصاره ت يافت کننده نانوذرات حاويشتر از گروه دريار بيبس
به فرم محلول بود. علت  Poly-ICافت کننده عصاره و يز گروه دريو ن

 زمانهمق يتزرن موضوع نسبت داد که يتوان به ا ين امر را ميا
 نژيآنتموجب انتقال  توانديم محلول صورتبهدجوانت او  ژنيآنت

ر گيد يدجوانت به گروهاو انتقال  کيتيدندر يهاسلول از يبه بعض
دجوانت ااب يدر غ ژنيآنتشود. انتقال  کيتيدندر يهاسلول از

 جهيدرنتک شده و يمونولوژيا تحمل ايموجب القاء تولرانس 
کپسوله  .)۴۴( کنديمرا مهار  يضد تومور يقو يمنيا يهاپاسخ

، ک ذرهيمشترک در  صورتبهدجوانت او  ژنيآنت هر دوکردن 
ر يامکان پذ کيتيدندر ک سلولين دو جزء را به يا زمانهمل يتحو
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 +TCD8 يهاسلول يند موجب القاء قوين فرايا و سازديم

  .شوديم ياختصاص
 يهاسلول يريش پاسخ تکثيافزا، درمان سرطان يهاراهاز  يکي 

 يها تيلنفوس. باشديمه تومور يبر عل هاتيلنفوس ويژهبه يمنيا
ر شده و اثرات خود يژن مربوطه تکث يحساس شده در برخورد با آنت

دن ه فعال شيلاو يهانشانهاز  هاتيلنفوسر ي. تکثکننديمرا اعمال 
 MTTج يرا تستتوسط ، رين تکثيباشد. ا يم ژنيآنتتوسط  هاآن

در  يمنيا يهاسلولر يزان تکثيشد و مشاهده شد که م يبررس
ه افت کننديگروه در ويژهبه، افت کننده نانوذراتيدر يهاشطحال مو

داشت  يداريمعنش يافزا Poly-ICهر دو عصاره و  ينانوذرات حاو
ک ين نانوذرات در تحريبودن ا مؤثر دهندهنشان توانديمکه 
 يز طيسالوادور و همکاران ن ضد تومور باشد. يمنيا يهاپاسخ
ق يانجام دادند اعلام کردند که تزر ۲۰۱۱که در سال  يقيتحق

 صورتبه MPLAو  Poly ICو  BSA يحاو PLGAکروذرات يم
در طحال  يمنيا يهاسلولر يزان تکثيش ميباعث افزا، زمانهم

ج يتاج در توافق با نين نتايد که ايافت کننده واکسن گرديدر يموشها
  .)۴۶( بود MTTز تست يحاصل از آنال

 وخامت يا باليني هاينشانه از تومور اوليه اندازه تغييرات 

 ينهائ حجم به مربوط جينتا. رودمي به شمار تومور درمان وضعيت
 در تومور رشد سرعت داريمعن کاهش دهندهنشان که تومور

 فعال بر يديتائ توانديم، باشديافت کننده نانوذرات ميدر يهاموش

از  يريدر مقابله با تومور و جلوگ يمنيا ستميس يکارآمد شدن و
 ينانوذرات حاو که چند هر .ق نانوذرات باشديتزر يجهيدرنترشد آن 

 يتصاعد رشد يجلو يتا حدود توانست Poly-IC عصاره بدون
 ينانوذرات حاو افت کنندهيدر گروه در کاهش نيااما  رد.يبگ را تومور

در سال گروس و همکاران  بود.ر يار چشمگيبس Poly-ICعصاره و 
کپسوله  PLGAعصاره سلول تومور پستان را درون نانوذرات  ۲۰۱۵
ر يق زيتحت تزر يهاموشدر حجم تومور  توجهقابلو کاهش  کردند

 ۲۰۱۷در سال . بورمن و همکاران )۴۷( را گزارش نمودند يجلد
لود کرده و به  PLGAدوکستاکسل را درون نانوذرات  يدارو

د و ق کردنيل تزرسرطان پستان مقاوم به تاکسمبتلا به  يهاموش
 رشد تومور ريچشمگ مشاهده کردند که نانوذرات حاصل باعث کاهش

مقاوم به پستان مبتلا به سرطان  يهاموشدر  يمانزندهش يو افزا
  ).۴۸( تاکسل شد

بر  يمبتن واکسن تأثير از يگريد نشانه DTH تست جينتا 
 Th1 يهاتيلنفوسبه  وابسته يسلول يمنيا پاسخ تيتقو بر نانوذرات

 يتندرون يابيک ارزي (DTH) يريتأخ تياد حساسيواکنش ازد د.بو
)in vivo( م يمستق طوربهاست و  يسلول يمنياز عملکرد ا

 يهاپاسخاز  يکي درواقع که Th1 يهاسلولعملکرد  دهندهنشان
تست است. ، باشديم به سرطان ابتلا طيدر شرا ازين مورد يمنيا

DTH باشديمد يار مفيبس يسرطان يهاواکسن تأثيربيايارز يبرا 
مار يدر بدن ب يسلول يمنيطره ات خايوضعم يمستق يرا به بررسيز
که موجب  ياشدهحساس  يهاتيلنفوس يمجموعه. پردازديم

وطه مرب ژنيآنتبا  مجدداًچنانچه ، شونديم يريتأخت ياد حساسيازد
 واکنش کي سبب که کننديم ترشح را ييهانيتوکايسا، مواجه شوند

، واکنش نيا هايمشخصه از .شوديم DTH نام به يموضع يالتهاب
 ماکروفاژها به خصوص ياختصاص ريغ يالتهاب يهاسلول فراوان نفوذ

ظاهر  يپوست يتورم و سفت صورتبه هاواکنشن ي. ا)۴۹( باشديم
، ابديش يافزا يکمک T يهاسلول يدهپاسخزان يهر چه م. شونديم

جاد يحساس شده ا يهاموش يدتر تورم در کف پايشد يهاپاسخ
 يهاموشمربوط به  DTH ن سطحيبالاتردر مطالعه حاضر کند. يم

بود.  Poly-ICعصاره و هر دو  يافت کننده نانوذرات حاويگروه در
مبتلا به سرطان  يهاموش يبر رو يامطالعهو همکاران در  يزدي

 يهاژنيآنتوم به همراه يپستان گزارش کردند که نانوذرات سلن
 DTHاز پاسخ  يد سطح بالاتريباعث تول 4T1حاصل از رده  يتومور

  .)۵۰( شوديموم تنها يافت کننده نانوذرات سلنينسبت به گروه در
 عنوانبه يتومور سلولعصاره ، حاضر پژوهشدر بطور خلاصه  

ادجوانت  عنوانبه Poly-ICو  يتومور يهاژنيآنتاز  يمنبع غن
 PLGA ريب پذينانوذرات زيست تخر وندر، يمنيستم ايمحرک س

طالعات من پژوهش و يا جيبا توجه به نتا. ندت انکپسوله شديبا موفق
ات يخصوصمشخص شد که ، ذکر شد ن کهير محققيسا
درصد و  يوزن مولکول تأثيرتحت ، يديت تولنانوذرا ييايميکوشيزيف
 الکللينيويپل متعاقبامورد استفاده و  الکللينيويپلز يدروليه

ح يانتخاب صح لين دليبه هم .باشديممانده بر سطح نانوذرات يباق
ز يمت آيموفق يدر طراح يديک فاکتور کلي، الکللينيويپلنوع 

وزن  با الکللينيويپل استفاده از .باشديم PLGAنانوذرات ساخت 
باعث  درصد٨٧-٨٩ز يدروليو درصد ه لو دالتونيک ۱٣-٢٣ يمولکول

 ستميساستفاده در  يکه برا شدمطلوب  يهايژگيوذرات با نانود يتول
و بازده  يشاخص پراکندگ، . اندازهبود آلدهيال واکسن يتحو

 ٦٠/١٦٥ ± ٦٠/٣ برابر با ترتيببهه شده يون نانوذرات تهيکپسولاس
 ءبا القان يهمچن بود. درصد٨٦/٨٢ ± ٠٦/٢و  ۰۶/۰ ± ٠٠٥/٠، نانومتر
 يضد توموراثرات  يبه بررس، BALB/c يموشهادر پستان تومور 

 ن پژوهش نشان داديج حاصل از اينتاپرداخته شد.  يدينانوذرات تول
عصاره سلول  يحاو PLGAبر نانوذرات  يمبتنهر دو واکسن که 

رشد  داريمعنعث کاهش با Poly-ICز همراه با يتنها و ن يتومور
 يطحال يهاتيلنفوس يريت تکثيزان فعاليمش يافزا، تومور

ش ين افزايچنضد تومور) و هم يسلول يمنيپاسخ ا دهندهنشان(
 Th1 يهاسلولپاسخ  دهندهنشان( يريتأخت ياد حساسيپاسخ ازد

نسبت به گروه ، مبتلا به تومور پستان يهاموشضد تومور) در 
 محلول شدند فرمبه  Poly-ICافت کننده عصاره و يکنترل و گروه در
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عصاره به  ينانوذرات حاوافت کننده يرات در گروه دريين تغياما ا
ان نش ج حاصلينتا .شتر بوديب يتوجهقابل طوربه Poly-IC همراه

اره عص يبر نانوذرات حاو يمبتن يدياستفاده از واکسن تول داد که
 يضدتومور يمنيا يهاپاسخت يباعث تقو Poly-ICو  يسلول تومور

در درمان سرطان  مؤثر يک راهکار درماني عنوانبه توانديمشده و 

 زمانمهون يانکپسولاس تأثيرتوان يم، تيدر نها .پستان مطرح شود
 يک نانوذره بر رويدر ، هاژن ير آنتيبا سا TLR يها ستيآگون ريسا

ر يدر درمان سا PLGAا استفاده از نانوذرات يو  يمنيا يهاپاسخ
ن ير محققيانجام سا يرا برامن يخودا يهايماريبا يو  هاسرطان
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Abstract 
Background & Aims: Cancer immunotherapy, despite its many benefits, faces major challenges. 
Nanoparticles are drug delivery systems that may address these challenges. The goal of this study was 
to produce the tumor cell lysate and Poly-IC loaded nanoparticles with desirable properties and 
evaluation of their therapeutic effects in mouse model of breast cancer. 
Materials & Methods: Nanoparticles were prepared by the double emulsion solvent-evaporation 
method, using poly (vinyl alcohol) (PVA) as a surfactant. Effects of molecular weight variation and the 
degree of hydrolyzation of PVA were investigated for the particle size, polydispersity index, 
encapsulation efficiency and the residual surfactant percentage of nanoparticles. 4T1 Cell line was used 
to induce the breast tumor in mice. To evaluate the effectiveness of the vaccine, tumor growth rate, 
proliferation of splenic cells by MTT assay and Delayed Type Hypersensitivity (DTH) reaction were 
evaluated. 
Results: These results showed that the use of polyvinyl alcohol with a molecular weight of 13-23 kDa 
and 87-89% hydrolysis, produced nanoparticles with desirable properties. Although injection of 
nanoparticles containing tumor cell lysate with or without poly-IC to mice, caused a significant decrease 
in tumor growth, increased splenic lymphocyte proliferation, and delayed type hypersensitivity response 
in these two groups. But these changes, in the group that received nanoparticles containing the tumor 
cell lysate with Poly-IC were more significant than other groups. 
Conclusion: The results showed that the co-encapsulation of tumor cell lysate and poly-IC in one 
nanoparticle, due to the effects of Poly-IC on the maturation and activation of dendritic cells, enhance 
anti-tumor immune responses and can be considered as an effective therapeutic strategy for the treatment 
of breast cancer. 
Keywords: Nanoparticles, Poly (vinyl alcohol  ) , Immunotherapy, Breast cancer, Tumor cell lysate, Poly-
IC 
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