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 این در ه است.شد محدود دارو از این استفاده آن پایین اثر بخشی کوئرستین بدلیل برای توموری با وجود اثر اثبات شده ضد: مقدمه

 سرطان یسلولها رده بر اتوفاژی نوع از سلولی مرگ بر کوئرستین جامد لیپیدی نانوذرات سمیت اثر میزان ارزیابی هدف مطالعه،

 . باشدمی انسانی پستان

 25 با ساعت 48 مدت هب MCF-10A نرمال سلولهای رده و MCF-7 انسانی پستان سرطان سلولهای رده :هاروش و مواد

 نانوذرات خشیباثر تعیین برای اتوفاژی و سلولی بقای میزان. شدند تیمار کوئرستین جامد لیپیدی نانوذرات و تینکوئرس میکرومولار

 .شد گیریاندازه جامد لیپیدی

 هار رشدم باعث جامد لیپیدی نانوذرات که داد نشان سلولی سمیت میزان ارزیابی. شد انجام نانوذرات مشخصات تعیین :هایافته
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یات یزان قابلیت حافزایش نشان داد. علاوه بر این م ، ای در مقایسه با کوئرستین آزادبطور قابل ملاحظه ATG5و میزان بیان پروتئین 
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 مقدمه

بعد  سرطانهای سازمان بهداشت جهانی بر اساس آمار

 ریامار  و م لاتع شاایعترین یعروق یقلب یهایماریاز ب

(. سارطان 1) باشادیم افتهی توسعه یکشورها درها انسان

 ،زناان یهااسارطاندر باین  با کسا  رتباه ساومپستان 

علات  نیعتریو شا هیبعد از سرطان ر عیسرطان شا نیدوم

 .(2) باشادمای زناان نیاز سرطان در با یناش ریمر  و م

ها درمان سرطان یبرا یمتعدد یدرمان یهاامروزه از روش

متاسافانه در اکرار ماوارد پاسا  باه  یول شود،یاستفاده م

 اغل  با اثرات جانبی نامطلوب هماراه بوده و  فیدرمان ضع

باا  ییداروهاا دیاتول زمیناهدر  قیاتحق ن،یبنابرا باشد.می

کناون تا است. یضرور یکمتر امر تیو سم شتریب ییکارا

را  یسرطان یشناخته شده اند که سلولها یاریبس باتیترک

  داروی کیابعناوان  بااتیترک نیا اثر. دهندیهدف قرار م

اثرگاااری بار آنهاا در  ییبه توانا یادیسرطان تا حد ز ضد

 .(3) بساتگی دارد یسرطان یمر  سلولها قابلیت حیات و

 طاور به که باشدیم هادیوعه فلاونوئممج ریز زاکوئرستین 

 خصوص)به  دیکوزیبه فرم گل هاوهیو م جاتسبزی در عمده

انگاور قرماز  ،یکلم بروکلا ،یسرخ، چا  یقرمز، س ازیدر پ

است با  رنگ زرد پودری یتجار . کوئرستینو...( وجود دارد

در  ، کاه باه طاور کاما در آب گرمقابلیت حلالیت اندک 

یاک لیپیدی جاماد  رات. نانوذشودمی ح  هادیپیالک  و ل

هاای اخیار در ساا کاه  هساتند رسانی سیستم دارو نوع

و بعنوان سیستم حاما  بارای  بسیار مورد توجه واقع شده

ها، میکاروذرات پلیماری و ناانوذرات ها، لیپوزومامولسیون

  و همکاااران  Pool(. 4) گیرناادمااورد اسااتفاده قاارار ماای

کوئرستین و کااتیین کردن  نانو کپسولهموفق به  (2012)

شادند.  (PLGA) توسط پلی لاکتیک کوگلیکولیاک اساید

-بررسی آنها نشان داد که این فرایند سب  افزای  معنای

هم ساو  (.5) شودفعالیت آنتی اکسیدانی آنها می داری در

نشان داد که استفاده از کوئرساتین  Yuanبا این تحقیقات 

تواناد باه واورت قابا  م مایکپسوله باه واورت لیپاوزو

 های حیوانی را مهار کنادها در مد ای رشد تومورملاحظه

(6 .)Sun (  نشاان دادناد ناانولیپوزوم 2014و همکااران )

کوئرستین به میزان بسیار بیشتری نسابت باه کوئرساتین 

 و (MDA-MB-231 پساتان یآزاد جاب سلولهای سرطان

(MCF-7 نشاان نکساین آ شود. آنها باا انجاام آزماای می

ای دادند که نانولیپوزوم کوئرستین به طاور قابا  ملاحظاه

مساله (. 7) شودمیآپوپتوز در این سلولها باعث القا فرایند 

درماان  مقاومت نسبت باه آپوپتاوز از مشاکلات عماده در

های مولکاولی مختلفای بارای باشد. مکانیسمها میسرطان

د، سالولهای سالولهای توماوری وجاود دار مهار آپوپتوز در

 ، Bcl-2آپوپتوتیک ماننادهای آنتیتوموری با بیان پروتئین

هااای یااا موتاساایون پااروتئین کاااه  بیااان یااا از طریااق

شوند نسبت به آپوپتوز مقاوم می Bax  پروآپوپتوتیک مانند

 اتوفاژی فرایندی است که در آن سلو  اجزای خود (.8،9)

 لازممغاای این خودخوری نه تنها ماواد  کند.را هضم می

کناد، فاراهم مایرا حیاتی سالو   برای حفظ عملکردهای

زایاد یاا  ،هاای اضاافیرا از انادامک تواناد سالو بلکه می

هااای بااه اشااتباه تاااخورده و دیااده، پااروتئینآساای 

پیشنهاد شده است . های مضر رهایی بخشدمیکروارگانیسم

-میسیستم آپوپتوز  در وورت غیر فعا  بودنکه اتوفاژی 

را از باین ببارد  ی سارطانیبه طور مستقیم سالولها تواند

های آسی  کردن سلو  از ارگان اتوفاژی با تمیز (.10،11)

هاای های شکسته و حاف پروتئیندیده مانند میتوکندری

هاای تجماع یافتاه و عواما  تغییر شک  یافتاه، پاروتئین

هموستاز  تنظیم زای داخ  سلولی، نق  مهمی دربیماری

اتوفااژی در شارایطی مشخص شده کاه (. 12سلو  دارد )

مانند استرس متابولیک و گرسنگی سلولی به میزان زیادی 

های پاتوفیزیولوژیک اتوفاژی همینین عملکرد .دهدرخ می

ای در تمایز سلولی، سیستم دفاعی و فیزیولوژیک چندگانه

اتوفااژی در بسیار پیییده نق  (. 13و مر  سلولی دارد )

هاای ند سارطان،کاردیومیوپاتی و بیمااریهایی مانبیماری

شده است. شواهد محکام و قابا   تاییدسیستم عصبی نیز 
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عواما  ایجااد شاده مهاار قبولی وجود دارد که اتوفاژی با 

 ، نکاروز  DNA بوسایله اساترس اکسایداتیو ) آسای  باه

التهاب( در نهایات باا حفاظ یکپاارچگی ژناومی و  هابافت

(. بر اساس ایان 14شود )میباعث پیشگیری از تومورزایی 

توان گفت مر  سلولی از نوع اتوفاژی در برخی شواهد می

کناد شرایط خاص بعنوان یک مهارکننده تومور عما  مای

(. از طرف دیگر، سلولهای تغییر یافتاه معماولاس ساط  15)

ساط   کاه باا افازای  دهندبالایی از اتوفاژی را نشان می

سلولی در شرایط درون ی متابولیسم آنها باعث تکریر و بقا

(. در شارایط کمباود 16،17شاود )تنی و بارون تنای مای

توانند اتوفاژی اکسیژن و مواد مغای سلولهای سرطانی می

عنوان یک مسایر بارای زناده مانادن انتخااب کنناد  را به

(. ژنوتوکساایک و اسااترس متابولیااک همااراه بااا 18،19)

عالیت های رایج و معمو  ضد سرطان ممکن است فدرمان

های سرطانی را افزای  دهاد و ایان اعتقااد اتوفاژی سلو 

بخشی داروهای اثر ممکن است وجود دارد که مهار اتوفاژی

(. بناابراین، اتوفااژی 20، 21) دهادضد سرطان را افزای  

تواند در اداماه روناد بعنوان مهارکننده اولیه تومورزایی می

 (.22-24) دپایداری سلولهای سرطانی شوناباعث  ،سرطان

در انسان نقا   ATG5 (Autophagy related 5)پروتئین 

هاا طای کلیدی در گسترش غشاهای فاگوفوریک وزیکاو 

و افزای  بیان آن موید افزای  میازان  فرایند اتوفاژی دارد

در مطالعه حاضر ضمن بررسی اثار (. 25)باشد اتوفاژی می

ان نانوذرات لیپیدی جامد کوئرستین در رده سالولی سارط

و ماارکر  5ATG ، بیاان پاروتئین(MCF-7)پستان انسانی 

مورد ارزیاابی قارار  (II-3LC) اتوفاژی تشخیص اختصاوی

 گرفت.

 هامواد و روش

 نیجامد کوئرست یدیپینانو ذرات ل یآماده ساز

 تو یگارم کاامپریلایم 384 ،ناانو ذرات هیاته یبارا 

888ATO (Gattefosse, France) درجاه  70-75 یدر دما

 ,Sigma) نیگرم کوئرساتیلیم 50ذوب شد و گراد ینتسا

Aldrich) ماااااب افااازوده و هماااوژن دیاااپیل نیاااباااه ا 

 76/5و  زهیونیاآب د گرم 6 یگری. در ظرف د(27،28)شد

 همخلوط شاد  (Across, Organics, USA) 80 نیگرم توئ

گرم شد. پا  از گراد یسانت رجهد 70-75و در حمام آب 

 یروغنا باه فااز یفااز آبا ،یآبا و یهم دما شدن فاز روغن

 ,Heidolph) کیبه کماک حماام اولتراساونو افزوده شده 

Germany) 75 شاااد هماااوژن  گااارادیساااانت درجاااه .

آب  یساایساا 100حاواا  بلافاوااله در  ونیکروامولساایم

 رریکمک استه و ب هشد ختهیگراد ریدرجه سانت 4 زهیونید

 . شد هموژن (قهیدور در دق 1500) قهیدق 40بمدت 

 عیین خصوصیات نانوذراتت

در ایان بخا  : و پتانسی  زتا اندازه ذرات یریگاندازه 

 زریحاوا  باا دساتگاه نانوساا یهااSLNانادازه  نیانگیم

(Malvern, UK )ایانادازه ذره عیاشاده و توز یریگاندازه 

  آمد.محصو  بدست 

شده در نانوذرات  محصور کوئرستین میزان تعیین

 لیپیدی

 انوذرات لیپیادی جاماد کوئرساتین سازی نپ  از جدا

 دقیقه( از کوئرستین 7به مدت rpm 14000) سانتریفیوژ 

هااای جداشااده بااا روشآزاد، مقاادار کوئرسااتین محلااو  

  256اسااااااپکتروفوتومتریک بااااااا طااااااو  مااااااو  

 ( ارزیاابیUV 1700, Shimadzu, Kyoto, Japan)ناانومتر 

 زیارکاارایی انکپساوله شادن باا اساتفاده از فرماو   .شد

 محاسبه شد.

 100 × ییمحلول رو داروی مقدار –اضافه شده  یمقدار دارو =انکپسوله شدن  

 

شادن  اری دارو، پا  از حا ابرای تعیین میزان بارگ

گرم پودر کوئرستین در متانو ،  محلو  حاو  تا میلی 50

لیتر رقیق شده سپ  محتوای کوئرستین بوسیله میلی 10

درواد  .شاد گیاریانادازه رنانومت 256 اسکتروفوتومتر در

 (.28) میزان رهاسازی با فرمو  زیر محاسبه شد

 درصد بارگزاری =  وزن داروی آزاد -وزن داروی اولیه   × 100  

 وزن لیپید                                           
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 میزان رهاسازی کوئرستین

 باا اساتفاده ازبر اسااس مطالعاات قبلای گیری اندازه 

محاسابه  (. بار اسااس فرماو 29)یالیز انجام شد کیسه د

گاارم از میلاای 3وزن دارو، مقااداری از امولساایون، حاااوی

 ,Viskase, Lombard, IL)وارد کیساه دیاالیز  کوئرستین

USA) .درون خااود نگااه دیااالیز نااانوذرات را  کیسااه شااد 

. نمونه کندمی های آزاد را وارد محیطدارد و کوئرستینمی

 ,LS50B) بوساایله اسااپکتروفتومترجمااع آوری شااده 

Waltham, MA, USA) گیااری دازهاناانااانومتر  256 در 

 (1)نمودار.شد

 100 × میزان کل کوئرستین( ÷ کوئرستین )میزان آزاد شده = درصد رهاسازی دارو

 
درصد رهاسازی دارو .1نمودار  

 های مورد آزمایشگروه

( از مرکاز MCF7)ی سلولی سرطان پستان انسانی رده

شاام  ذخایر ژنتیکی ایران خریداری شاد. گاروه کنتار ، 

که هیچ دارویای باه محایط آنهاا اضاافه  هایی بودندسلو 

 25 هاایبا غلظاتبه ترتی  های آزمای ، گروه نشده بود.

نانوکوئرسااتین  میکرومااولار 25کوئرسااتین و  میکرومااولار

غلظت نانوکوئرستین براساس مطالعات قبلای  تیمار شدند.

جهات تعیاین  ام مطالعاه پاایلوت، انتخااب شاد.و نیز انج

سارطانی آن، دارو بارای عملکارد ضاد بهترین غلظت ناانو

هاای ض غلطاتساعت در معار 48و  24مدت  ها بهسلو 

 QT-SLN (5،10 ،50،25 مختلفاااااای از کوئرسااااااتین

،100،200 )m/mlµ بااا تکنیااک ند.قاارار داده شاادMTT  

داری عنیهای زنده، به طور مدرود سلو مشخص شد که 

. تفااوت ه استکاه  یافت 50 و 𝜇m/ml25 هایدر غلظت

 25داری در درود سلو  های زنده بین غلظت هاای معنی

بنابراین، در این تحقیق از دوز وجود نداشت.  25و بالاتر از 

 𝜇m/ml25 عناوان دوز ماوثر باهQT-SLN  اساتفاده شاده

 .است

  MCF-7کشت سلول های  

  DMEM کشات محایط در MCF7هاای سالو  رده

 کشات محایط و ( FBS ) گاوی جنینی سرم %10 دارای

 گلوتاامین L ،لیتار میلای بار واحاد %1 انساولین حااوی

 استرپتومایساین و (100mg/mL) سایلینپنای  ،گارم3/0

(100 U/mL) و  گرادسانتی درجه 37 دمای انکوباتور با در 

2CO%5 .در ایاان مطالعااه از  کشاات داده شاادندVAD-z 

بعناوان مهارکنناده  ma-3مهارکنناده آپوپتاوز و از بعنوان 

 اتوفاژی استفاده شد.

  MTT تکنیک

بار قابلیات  کوئرستینو   QT-SLNاثرات مقایسه برای

 کااردن، پسااینهترپاا  از  ،تکریاار ساالولی ماناادن و زنااده

  بااه هاااساالو  ،سااانتریفیوژ و تشااکی  سوسپانساایون

پ  از  عتسا 48 ه شدند.ای انتقا  دادخانه 96های پلیت

 mg/ml5/0 میازان  یسلولسوسپانسیون به  اداروهافزودن 

MTT سااعت در  4و  باه مادت  هبه هر خانه اضاافه شاد

. بعاد از ایان گرفاتقارار گاراد درجه ساانتی 37انکوباتور 

جهات  µl100 DMSOمرحله، مایع رویی را دور ریختاه و 

-تولید شده، به هر کدام از چاهاک هایح  کردن فرمازان

. میازان جااب باا اساتفاده از شدظرف کشت اضافه های 

Microplate reader CA, USA) (BioRad, Hercules, در 

بدلی  اینکه میزان گیری شد. نانومتر اندازه 540طو  مو  

های زنده در هار نموناه مایجاب متناس  با تعداد سلو 

ی میازان در واقاع مانعک  کنناده  MTTباشد، تکنیاک

 (. 30-32باشد )تکریر سلولی نیز می
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اختصاصی  رنگ آمیزی ایمونوفلوروسنت مارکر

  (II-3LC) تشخیصی اتوفاژی

کشاات داده شااده، پاا  از تیمااار  MCF-7ساالولهای 

، بااا قاارار دادن درون کوئرسااتینو  QT-SLNی بوساایله

دقیقااه فاایک   15بااه ماادت  PBSدر  %4پارافرمالدهیااد 

 15مادت باه  PBSبا شستشو دو بار  پ  ازشدند. سلولها 

آغشااته شاادند. اتصااالات غیاار  X-100دقیقااه بااا تریتااون 

مسادود  PBSو  BSA  %1ی  محلاو  اختصاوی بوسایله

 باادی هاا باا آنتای، سالو PBSشدند. پ  از شستشاو باا 

( با غلظت sc-16755, Santa Cruz) Anti-LC3-IIی  اولیه

گاراد( درجه ساانتی 4)در دمای ش  مدت یک  به 100/1

هاا  باا ، سالو PBSپ  از دو بار شستشو باا  تیمار شدند.

-FITC-conjugated antiباااااادی ثانویاااااه )آنتااااای

mousesecondary ( )sc-2356, Santa Cruz  1( به مادت 

-و، سلو ستش. بعد از ششدندساعت در دمای اتاق آغشته 

دقیقااه  10بااه ماادت   PBSدر  DAPI (1:1000)هااا بااا  

 قسایم نماودن تعاداد اتوفاژی را باا ت انکوبه شدند. شاخص

یاک فیلاد تصاادفی  مربت موجاود در LC3-IIهای سلو 

های موجود در آن فیلاد میکروسکوپی، بر تعداد ک  سلو 

درواد اتوفااژی  .شاد محاسبه 100و سپ  ضرب آن در 

و میااانگین آنهااا باارای  شاادهفیلااد تصااادفی محاساابه  10

گروه بدست آمد. برای هر گروه حداق  سه اسلاید مورد هر

   (.33،34مای  قرار گرفت )آز

 رنگ آمیزی وسترن بلات

   دارای PBSهای تیمار شده پ  از شستشو باا سلو 

(pH= 7.4)   و رادیو ایمونو پرسیپیتیشن در بافر لیز کننده

ها لیز شد. غلطت پروتئین با استفاده از مهار کننده پروتئاز

 ,BCA (PierceBiotechnology Incکیااات سااانج  

Rockford, IL, USA) شد تعیین. 

 ,Novex, San Diego, CA)پروتئین لیز شده با استفاده از 

USA)  SDS-PAGE 10  درود جادا ساازی شاده  و باه

منتقا  PVDF (Millipore, Bedford, MA, USA )غشاء 

 شد.

 Santa Cruzهای اولیه و ثانویاه از شارکت آنتی بادی

Biotechnology پروتئین با کماک کیاتندخریداری شد . 

ECL (Millipore, Burlington, MA, USA )تشااخیص 

 Image J شناسایی شد. تراکم باناد باه کماک نارم افازار 

(National Institutes of Health, Bethesda, MD, 

USA.2 شک  ( ( ارزیابی شد( 

 آنالیز آماری

هااا بااا اسااتفاده از آنالیزهااای مقایسااه میااانگین گااروه

های بر اساس تست post hocهای واریان  یکطرفه و روش

Newman-Keuls  انجااام شااد. جهاات بررساای و مقایسااه

 استفاده شد. s test ,studentمیانگین دو گروه از روش 

کوچکتر از پنج ودم در نظر گرفته  pشاخص معنی داری  

 شد.

 یافته ها

 یداریاناپا و یداریاپا مارزو  ذرات انادازه یریاگاندازه

 zetasizerدساتگاه باا  زتا  یبرحس  پتانس ونیسوسپانس

nano-zs (Mulvern zen3600)  (1)جدو   شد نییتع.  

. تعیین خصوصیات نانوذرات لیپیدی جامد کوئرستین1جدول  

Formulation Drug 

–

Lipid 
Ratio 

Particle 

Size 

PDI Zeta 

Potential 

(mv) 

QT-SLN1 1:1 5/3±5/44 01/0±112/0 26/0±8/1- 

Blank-

SLN1 

- 2/3±1/45 02/0±114/0 35/0±1/1 - 

QT-SLN2 1:3 9/3±4/48 07/0±118/0 12/1±5/5- 

Blank-

SLN2 

- 1/4±9/47 05/0±123/0 33/1±9/8- 

QT-SLN3 1:5 8/4±3/58 07/0±135/0 32/2±6/12- 

Blank-

SLN3 

- 6/4±1/55 05/0±127/0 87/1±9/13- 

QT-SLN4 1:10 5/8±5/85 04/0±152/0 06/0±5/22- 

Blank-

SLN4 

- 1/8±7/84 05/0±161/0 05/0±2/26- 

QT-SLN5 1:15 1/9±6/99 04/0±342/0 13/3±9/18- 

Blank-

SLN5 

- 7/8±8/98 11/0±316/0 58/2±3/20- 
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 اتیح تیقابل

 نیکننده کوئرسات افتیدر هایگروه در اتیح تیقابل

و بادون  ،یو اتوفااژ یآپوپتاوز هاایکنندههمراه مهار به

نسبت باه گاروه کنتار   دارییمهار کنندها کاه  معن

 کاااه   QT-SLN در گااروه(.  <05/0p)نشااان نااداد 

 گاروه باه نسابت هااسالو  اتیح تیدر قابل دارییمعن

در  >p). 001/0شاد ) مشااهده نکوئرستی گروه و کنتر 

به همراه مهارکننده آپوپتاوز نسابت باه  QT-SLN گروه

مشاهده  اتیح تیدر قابل دارییگروه کنتر  کاه  معن

 رییابدون مهارکننده تغ QT-SLN شد اما نسبت به گروه

 QT-SLNدر گاروه  .(<05/0p) نداشت دوجو دارییمعن

ه گروه کنتر  کاه  نسبت ب اتوفاژی مهارکننده همراهبه

 نسابت باه گاروه  کاهیدر حال وجود نداشات یدار یمعن

QT-SLN مشااهده  دارییمعنا  یبدون مهارکننده افزا

 آمده است. 2در نمودار  جینتا نی(. اp<05/0شد )

 

 

  
 *  >p < ** ،001/0p 01/0شده است.  انیب ارمعی انحراف  ± نیانگمی صورت به ریمختلف. مقاد یدر گروهها اتیح تیقابل. 2نمودار

،05/0p < †01/0# p <. * ،†  با گروه کنترل و گروه بدون مهار کننده و  سهیمقا بترتی به #وQT باشد یآزاد م. 

 

بررسی مرگ سلولی اتوفاژی  با استفاده از تکنیک 

  ایمونوسیتوشیمی

 های دارایوزیکو  ،هااتوفاگوزوم LC3-II جهت شناسایی

(LC3-II)  تعداد  نقاط سبز درخشان نمایان شدند.وورت هب

گروه کنتر  مشاهده  مربت در  LC3هایمعدودی از سلو 

 مربت در گروه تیمار شده با LC3-II هایشد. درود سلو 

با مهار کننده و بدون مهارکننده مشابه گروه  کوئرستین

ربت در گروه تحت م LC3-II هایکنتر  بود اما درود سلو 

و گروه  کوئرستین مقایسه با گروه در QT-SLN درمان با

که مهارکننده  نشان داد. در گروهی داریمعنی ی افزا کنتر 

که  نداتوفاژی دریافت کرده بودند اتوفاگوزوم ها مشاهده نشد

با مهار  QT-SLN منفی بودند. در گروهی که LC3-II در واقع

های بیشتری پتوز دریافت کرده بود اتوفاگوزومکننده آپو

گروه بدون مهارکننده وجود داشت. در تمام گروه نسبت به

های بیشتری تعداد اتوفاگوزوم  QT- SLNهای دریافت کننده

آزاد وجود داشت. نتایج این  کوئرستین نسبت به گروه

 است.نشان داده شده   3و نمودار  1آزمایشات در شک  
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 توفاگوزوم حاویامربوط به گروه های کنترل و آزمایش.   MCF-7 میکروسکوپ ایمنوفلورسنت، رنگ آمیزی سلولهای . 1شکل 

 LC3-II .رنگ سبز روشنی را نشان می دهند 

 .z-VAD(E)  با QT-SLN گروه .QT-SLN(D) گروه .ma (C) -3گروه کوئرستین با  .z-VAD (B) با QT ،گروه QT (A) گروه

.ma (F)-3با  QT-SLN  گروه

 

 

 

 

 
 .بیان شده است MEAN ± SEM مثبت در گروههای مختلف. مقادیر بصورت LC3-II هایدرصد سلول. 3 نمودار

01/0 p < *، 001/0 p < ** ،05/0# p < ، 001/0# p < ، 001/0 p< †.* ،†  و کننده مهار بدون گروه و کنترل گروه با مقایسه به ترتیب # و 

 باشند. می آزادکوئرستین 

 وشر از استفاده با ATG5 پروتئین بیان بررسی

 بلات وسترن

 کوئرساتین کننده دریافت هایگروه در ATG5 پروتئین بیان

 نسبت داری معنی تغییر اتوفاژی و آپوپتوز هایکنندهمهار به همراه

  نااااااااداد نشااااااااان کنتاااااااار  گااااااااروه بااااااااه

)05/0  .(p < گروه درQT -SLN  معنای افزای  مهارکننده بدون 

 ئرساتینکو گاروه و کنتار  گروه به نسبت ATG5 بیان در داری

  SLN کوئرستین گروه  >p).001/0) شد مشاهده مهارکننده بدون

 معنای افازای  کنتر  گروه به نسبت آپوپتوز مهارکننده همراه به

 نیاز مهارکنناده بدون  QT -SLNگروه به نسبت و داد نشان داری

-گاروه در ATG5 بیان  >p) .01/0) داد نشان داریمعنی افزای 

  افازای  آزاد کوئرساتین به نسبت QT-SLN کننده دریافت های

 آماده 4 نماودار در نتاایج ایان >p). 01/0) بود یافته داری معنی

 . است
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 .است شده نبیا معیار انحراف ± میانگین بصورت مقادیر. آزمایش و کنترل هایگروه در ATG5 پروتئین بیان میزان بررسی . 4 نمودار

01/0 p < *، 001/0 p < ** ، 05/0# p < ، 001/0## p < ، 001/0 p< †.* ،†  کننده مهار بدون گروه و کنترل گروه با مقایسه به ترتیب  # و 

 باشند. می آزادکوئرستین  و

 .آزمایش و کنترل گروههای در ATG5 پروتئین بیان میزان . بررسی2شکل 

 گیرینتیجهبحث و 

 کوئرساتین مطالعه حاضر نشان داد که کپسوله کاردن

آن را در  یاثاارات ضااد ساارطان مااوثری طااور بااه SLNدر 

ات اثار  یافازا نیا. ادهادیم  یافزا MCF-7 هایسلو 

نفوذ کوئرستین به   افزای علتممکن است به یسرطانضد

( 2014و همکاااران ) Sun .باشااد MCF-7 یدرون ساالولها

  هایام نشان دادند که انکپسوله کردن کوئرستین در ح

 کوئرساتین  یرطانخاواص ضاد سا  یسب  افازا یدیپیل

ضاد  تیخاوا  یافازا نی. آنها گزارش کردند که اشودیم

کوئرستین  یداریو پا تیحلال  یدر ارتباط با افزا یسرطان

  هااایکوئرسااتین در ساالو  غلظاات  یافاازا نیو همیناا

MCF-7 ی(. در مطالعاااه آنهاااا، افااازا7) باشااادیمااا  

جاااب  زانیاام  یبااا افاازا یمااواز یتیساایتوتوکسیسا

بااود. در مطالعااه  MCF-7 هااایساالو  کوئرسااتین توسااط

Vijayakumar ( ن2016و همکاااران )زیاا SLN طااور بااه 

رده )  Caco2هایرا در سلو کوئرستین جاب  یرچشمگی

داده بود. آنها   یکولورکتا ( افزا یینومایآدنوکارس یسلول

 SLNانکپساوله شاده در  نینشان دادند کوئرست نیهمین

در آب  دآزا نیوئرساتنسبت باه ک یشتریب اریبس زانیبه م

و  ییناای. م(35) شاودیما عیاتوز کنواخاتی طورمقطر به
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باعاث  نیزارش کردند که نانوکوئرساتگ( 2016همکاران )

ضااد  یدارو کیاا) نیسایدوکستروب یتیساایتوکس  یافازا

-El (.36)شاود یما MCF-7 های( در سلو جیرا یسرطان

Gogary   گااازارش کردناااد کاااه ( 2014)همکااااران و

بطاور  کاو یگل لنیتاا یبا پل ستینکوئرکردن نانوکپسوله 

 Helaساالولی  رده در را آن یاثاارات ضااد ساارطان یمااوثر

 (.37) دهدیم  یافزا

 هاایدر غلظت کوئرستین اند کهنشان داده یقبل مطالعات

است کاه  یاثرات ضد سرطان یدارا کرومو یم 50بالاتر از 

 ریباا مطالعاات ساا قیاتحق نیادر ا لوتیمطالعه پاا جینتا

 25مطالعااه، غلظاات  نیاا. در اباشاادیهمسااو ماا نیمحققاا

 اتیاح تیادر درواد قابل یریتااث کوئرساتین کرومولاریم

  کرومااولاریم 25غلظاات  کااهینداشاات در حالهااا ساالو 

QT-SLN یساالولها اتیااح تیااقابل یدارمعناای طااوربااه  

MCF-7 مطالعه  نیدر ا  ،یدل نیرا کاه  داده بود. به هم

 گرفتاه نظار در ماوثر دوز نوانع به کرومولاریم 25غلظت 

باالاتر ناانوذرات  هایغلظت که اندداده نشان مطالعات. شد

آن  تارنییپاا هااینسبت باه غلظات یکمتر یتیسیتوکس

( 38و همکاااران ) pausupulety مرااا ، عنااوان . بااهرنااددا

اثاارات  یرو دیبااالاتر نااانوذره اکساا ینشاان دادنااد دوزهااا

ناانوذره  نیاا تارنییپا ینسبت به دوزها یکمتر کیتوکس

 زیاا( ن2015و همکاااران ) Orazizadehدارد. در مطالعااه 

بار  یکیاثارات توکسا یرو دیناانوذره اکسا نییپا یدوزها

 کاه،یداشات. در حال یمشاتق از چربا یمیزانشم یسلولها

را  دهیاپد نیابودناد. علات ا سمیبالا فاقد اثرات  یدوزها

 یباالا هاایکرد کاه غلظات هیوورت توج نیبه ا توانیم

 بیشاترذرات بازر  را   ینانوذرات احتما  تجمع و تشاک

جااب ناانوذره توساط سالولها  زانیم جهیکنند و در نتیم

از اهاداف  یکایبه ذکر است که  لازم(. 39) ابدییکاه  م

 ن،ی. بناابراباشادیاستفاده از نانوداروها کااه  دوز دارو ما

 نیاا، در اQT-SLN کرومااولاریم 25انتخاااب دوز  تیاامز

اثارات  جادیا یبرا یکمتر یاست که از دوزها نیمطالعه، ا

مورد نظر استفاده شده است. از  یدارو شتریب یضد سرطان

 یشاده در دوزهاا جاادیا یجانب ضبا توجه به عوار یطرف

 کوئرستین استفاده از یضد سرطان باتیداروها و ترک الایب

  عوارض را به حداق  برساند. نیا تواندیم نییدر دوز پا

باعث کااه   QT-SLNذکر شد  جیهمانطور که در نتا

 نسبت به MCF-7 هایسلو  اتیح تیدر قابل یریچشمگ

همااراه بااا  SLN QT-کااه  یآزاد شااد. گروهاا کوئرسااتین

کاه  یکرده بود نسبت به گروه افتیآپوپتوز در هارکنندهم

 اتیاح تیکرده بود درود قابل افتیدر یمهارکننده اتوفاژ

 یگرفت اتوفاژ جهینت توانیم ن،یبنابراد. ننشان دا یشتریب

کاه در  MCF-7 هایغال  در سلو  یمر  سلول سمیمکان

 . باشدمی اند،قرار گرفته QT-SLNمعرض 

 هاایبر سلو QT-SLN اثرات  قیدق سمیمکانبا اینکه 

MCF-7 ماا ثابات  جی. اما، نتادآییمطالعه بدست نم نیاز ا

 هاایرا در سلو  یاتوفاژ ولیسل ندیفرآ QT-SLNکرد که 

MCF-7 یسالولها اتیاح تقابلیا علاوه، . بهکندیفعا  م 

MCF-7 یلهیبه وس -SLN QT یداریباه طاور معنا زیان 

است کاه   نیا یکننده انیب هاافتهی نیاست. ا افتهی اه ک

 QT-SLNیزیابرناماه ر یهر دو نوع مر  سالول تواندیم 

 تاساامشااخص شااده  راسیاارا القاااء کنااد. اخ 2و 1 یشااده

  Docosahexaenoic acid ماننااد ایکشاانده هااای ترکیاا

 یو هام اتوفااژ یآپوپتوز یهم سب  مر  سلول توانندیم

( نشان 2013و همکاران ) Masoطی تحقیقی (. 37شوند )

و آپوپتاوز را  یدادند کوئرستین قادر است همزمان اتوفااژ

 ( فعا  کنادییلومایم یرده سلول یک (   P39یدر سلولها

(38.)Lou  ( نشااان دادنااد انکپسااوله 2016و همکاااران )

همزماان   یطالا باعاث افازا ماریدر پل کوئرستین کردن

 شودیم وماینوروگل یسرطان یو آپوپتوز در سلولها یاتوفاژ

ساب   توانادیما یاتوفااژ یریبکاارگ ن،یا(. علاوه بر ا39)

 هاایدرماان ریبه سا یتومور هایسلو  تیحساس  یافزا

نشان دادناد  و همکاران Jing  2006در سا   شود. یبعد

 یریپاا کیو تحر تیحساس  یباعث افزا یکه القاء اتوفاژ

(. 40) شودیم یبه پرتودرمان یپروستات یسرطان هایسلو 
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  یباه ناچاار مار  سالول یاتوفااژ یباالا زانیم ن،یهمین

باشاد( را یآن آپوپتوز ما 1)نوع  2نوع  یشده یزیبرنامه ر

اختلا  در  نیوجود ارتباط ب  یدلبه دنبا  خواهد داشت. ب

ناوع از مار   نیاکاه ا رسدیو سرطان، به نظر م یاتوفاژ

 ییبازدارناده در توماورزا کیممکن است به عنوان  یسلول

اتوفاژی ممکن است نمایاانگر یاک ناوع مار   عم  کند.

سلولی برنامه ریزی شده به نام مر  سلولی اتوفاژیک و یاا 

 کااه بااه  باشااد 2وع ماار  ساالولی برنامااه ریاازی شااده ناا

(. 41) شاود های غیرآپوپتوزی باعث مر  سلولی میهشیو

های اتوفاژیک مر  سلولی اتوفاژیک، توسط تجمع وزیکو 

شاود و مشاخص مای( هاا ها و اتوفاگولیزوزوماتوفاگوزوم )

اغل  هنگامیکه حاف گسترده سلولها مورد تقاضا اسات و 

لولهای در ها دسترسی آسان باه سایا هنگامیکه فاگوسیت

در گاشته معلوم نباود  شود.حا  مر  ندارند، مشاهده می

 که آیا اتوفااژی باه طاور مساتقیم مار  سالولی را اجارا 

هاای اخیار بررسایمی کند یا اثر ثانویه آپوپتوز است. اماا 

که مار  سالولی اتوفااژی ناشای از مهارکنناده  نشان داد

 بار علیاه بیاان گارمداخلاه RNA کاسپاز به شدت توسط

Beclin1،  ژنی که محصاولات آن بارای اتوفااژی ضاروری

 .(42)گیرد هستند، تحت تاثیر قرار می

 اطلاعااات بدساات آمااده از مطالعااات مختلااف نشااان 

دهد که آپوپتاوز و اتوفااژی ممکان اسات در برخای از می

شرایط با هم ارتباط داشته باشند و در برخی ماوارد حتای 

مشاابه تنظایم هاای کننادهبه طور همزمان توسط شاروع

هاا و اتوفااژی بساته باه ناوع زمیناه شوند. تعام  آپوپتوز/

، ممکان اسات اتوفااژی، متفاوت باوده های سلولیمحرک

بواسطه تغییرات قبلی و اضافی روی آپوپتوز، برای آپوپتاوز 

های دیگر، اتوفاژی ممکن اسات ضروری باشد. در موقعیت

باه تایخیر  ترجیحاس آنتاگونیست آپوپتوز باشاند و یاا آن را

بیندازد، مواردی نیز وجود دارد که در آن دو فرایند ممکن 

هاای است متقابلاس و مستق  از یکدیگر به عنوان مکانیسام

پشتیبان از یکدیگر برای ایفاای مار  سالولی غیار قابا  

 (.  45فعا  شوند ) ،برگشت

 در Atg7بااه وااورت کمااپلک  بااا  Atg5پااروتئین 

اتوفااگوزوم نقا  دارد و تکام  غشای LC3  لیپیدی شدن

دهناده افازای  به عبارتی افزای  بیان این پروتئین نشان

در  شدگیحاف یا جه  ها مویدباشد. پژوه اتوفاژی می

 طی مراح  سارطان باوده اتوفاژی هایگرتنظیم انواعی از

  در Atg2b و Atg5، Atg12 در هااااایی جهاااا . اساااات

 اسات شاده گازارش کلورکتاا  و گاساتریک هایسرطان

(46.) 

 باارای اتوفاااژی بواسااطه درمااانیبااه شاایمی مقاوماات

 ساالولهای در کاااپتوتیین ماننااد ساارطان ضااد داروهااای

سارطان  سالولهای در پلاتینسی  پستان و برای سرطان

 داروهایی برعک  در(. 47) است شده گزارش ریه و کولون

 و در رادیاااوتراپی دگزامتاااازون، و تموزولامیاااد مانناااد

 قادم اولاین عنوانبه اتوفاژی القای یداروی هایمهارکننده

 است موثر بوده سرطانی سلولهای رشد توقف پیشبرد برای

 در را اتوفااژی نقا  مطالعاات این تمام حالیکه در(. 48)

 مار  دقیاق مکانیسام هناوز اماا کنناد،می ذکر سرطان

. اسات نشاده مشاخص بخاوبی اتوفااژی واساطه با سلولی

 ریز سلو ، نوع به تاس ممکن اتوفاژی مختلف عملکردهای

 مراح  در(. 49) باشد داشته بستگی درمان طو  و محیط

  بعنااوان ATG هااایژن از برخاای ،رشااد تومااور اولیااه

 شاد، پایدار تومور زمانیکه. کنندمی عم  تومور گرسرکوب

 باعاث توماوری سالولهای محیط ریز و اکسیداتیو استرس

 در بقاا پای  فرایناد یاک عناوان باه اتوفاژی شدن فعا 

. اتوفاژی یک سیستم (50) کندمی عم  سرطانی سلولهای

مواد و اجازای درون  آن درباشد که هضم درون سلولی می

غشااااایی  هااااای دوساااالولی از طریااااق وزیکااااو 

(Double‑Membraned) شاوند، که اتوفاگوزوم نامیده مای

ها متص  شده و دچاار تجزیاه و هضام سالولی به لیزوزوم

در شناساایی و مانیتوریناگ  شاوند. ماارکر اختصاوایمی
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هاای مارتبط باا ی سبک پروتئینیا زنجیره LC3اتوفاژی، 

 -Microtubule - associated protein 1میکروتوبااو  )

 3chain lightزنجیره یک پروتئین محلاو  این باشد. ( می

کیلو دالتون بوده کاه تقریباا در  17با وزن مولکولی حدود 

های کشت داده شاده سلو  های پستانداران وتمامی بافت

هاایی از هاا بخا دارد. در حین اتوفاژی، اتوفاگوزوم وجود

کننااد، کااه شااام  اجاازای سیتوپلاساامی را احاطااه ماای

 هاااااای سااااایتوزولی هاااااا و ارگااااااننئیپاااااروت

باشاد. در اداماه مکانیسام اتوفااژی، شاک  سایتوزولی می

طای واکان  باا فسافاتیدی  اتاانو  آماین  3LCپروتیئن 

  تبادی  II-3LCناام شاک  دیگاری باهده و باهکونژوگه ش

گیرد. زمانی که ها قرار میشود که در غشای اتوفاگوزوممی

شوند، به اتوفاگولیزوزوم ها ادغام میها با لیزوزوماتوفاگوزوم

هااا شااوند، و تمااامی اجاازای درون اتوفاااگوزومتباادی  ماای

 شوند.تجزیه می های هیدرولیزی لیزوزومیی آنزیمبوسیله

هاا قارار نیز که در غشای اتاولیزوزم II-3LCدر این زمان، 

( 3LCشاود و مجادداس باه حالات او  خاود )دارد هضم می

 B-3LCیاا  II-3LCن ئیبناابراین از پاروت. شاودتبدی  می

 تشااخیص  در عنااوان مااارکر شناسااایی تااوان بااهماای

ایان  شناساایی (.29) کاردها و اتوفاژی استفادهاتوفاگوزوم

 ایمونوفلوروسانتیاا  Immunoblottingهای روش با مارکر

جهت مانیتورینگ اتوفاژی و فرآیندهای وابسته به اتوفاژی 

شاود کاار گرفتاه مایشام  القاء مر  سلولی اتوفاژی باه

(32.) 

 تشکر و قدردانی

مقالااه حاضاار برگرفتااه از پایااان نامااه دوره دکتاارای 

وم تخصصی علوم تشریحی فیروزه نیازوناد در دانشاگاه علا

پزشکی جندی شاپور اهواز می باشد. بدین وسایله مراتا  

سپاس و قدردانی خود را از تمامی افراد شرکت کنناده در 

مرکز سلولی مولکولی  این تحقیق و دوستان عزیزی که در

 م.یاین دانشگاه ما را یاری رساندند اعلام می نمای
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Abstract                                                                                                                                       

Background: Due to proven anti-tumor activity of quercetin (QT), however the low effectiveness 

of QT has restricted its use. This study aimed to assess the toxic effect of QT encapsulated in solid 

lipid nanoparticles (QT-SLNs) on the cell death (Autophagy) of MCF-7 human breast cancer cells. 

 Materials and Methods: MCF-7 and MCF-10A (non-tumorigenic cell line) cell lines treated with 

25 µml/mL of QT or QT-SLNs for 48 h. Cell viability and Autophagy were evaluated to determine 

the toxic effectiveness of the QT-SLNs. 

Results: The QT-SLNs with appropriate characteristics were prepared. The QT-SLNs showed 

sustained QT release until 48 h. Cytotoxicity assessments indicated that QT-SLNs inhibited MCF-7 

cells growth with a low IC50 (50% inhibitory concentration) value, compared to the free QT. QT-

SLNs induced a significantly increased in Autophagy in the MCF-7 cells. Following QT-SLNs 

treatment, the expression of the ATG-5 protein significantly increased in comparison with free QT-

treated cells. Furthermore, The QT-SLNs significantly increased autophagy indexes in MCF-7 cells. 

Viability and autophagy of MCF-10A cells were not affected by QT or QT-SLNs. 

Conclusions: According to these results, SLN significantly enhanced the toxic effect of QT 

against human breast cancer cells. 
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