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Abstract 
Objective: Breast cancer is the second leading cause of cancer death in women. Cisplatin 
is a traditional cancer drug commonly used in chemotherapy for killing cancer cells. 
Modulation at the mRNA levels of apoptotic related genes often correlate with the 
sensitivity of various types of cancer cells to chemotherapeutic agents. Nanoparticulate 
drug delivery systems are being developed to effectively deliver smaller doses of 
chemotherapeutic agents and control drug distribution in the body. In this study, we 
evaluate the expressions of BCL2 and BAX genes in T47D treated with cisplatin and 
cisplatin nanoparticles, which can result in a new approach to breast cancer therapy.  
Methods: In this study, we treated T47D cells with different concentrations of cisplatin 
and cisplatin nanoparticles at 48 h. The IC50 was determined. We extracted RNA by 
using RNX solution, after which cDNA was synthesized. The precise primers for the 
BCL2, BAX and TBP genes were designed by specific software. The quantity of BCL2 
and BAX gene expression compared to TBP gene (reference gene) was analyzed using 
real-time PCR.   
Results: BCL2 and BAX gene expression levels in T47D cells treated by cisplatin were 
0.7 (BCL2) and 1.48 (BAX); in T47D cells treated with cisplatin-loaded nanoparticles, the 
gene expressions were 0.03 (BCL2) and 2.41 (BAX).  
Conclusion: In this study, the results have shown that cisplatin-loaded nanoparticles are 
effective anticancer agents. Cisplatin nanoparticles induce apoptosis in human breast 
cancer cell lines. We have shown that cisplatin nanoparticles strongly increased 
cytotoxicity in comparison to the free drug in the T47D cell line. 
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  چكيده

 يك داروي ضـد سـرطاني رايـج شـيمي           پلاتين سيس.  سرطان پستان دومين عامل مرگ و مير سرطان در زنان است           :هدف
 داروهاي شيمي درماني اغلب بـه       هاي سرطاني به   حساسيت سلول . شود هاي سرطاني مي   درماني است كه سبب مرگ سلول     

نانوسـاختارهاي تحويـل    .  اسـت  ريزي شده  مرگ سلولي برنامه  هاي مرتبط با فرآيند       ژن mRNAخاطر تغيير بيان در سطوح      
هـاي   در اين مطالعـه بيـان ژن  . است هاي كمتر و مؤثرتر داروهاي شيمي درماني طراحي شده           دهنده دارو براي انتقال غلظت    

BCL2   و BAX  هاي   ول در سلT47D    پلاتين ارزيابي شـد كـه    پلاتين و نانوذرات بارگذاري شده با سيس     تيمار شده با سيس
 .تواند منجر به افقي تازه در درمان سرطان پستان باشد مي

پلاتين  پلاتين و نانوذرات بارگذاري شده با سيس       هاي متفاوت سيس    با غلظت  T47Dهاي    در اين مطالعه سلول    :ها مواد و روش  
.  سـاخته شـد    cDNAسپس  .  استخراج شد  RNX با استفاده از محلول      RNA.  تعيين شد  IC50.  ساعت تيمار شدند   48مدت  به  

هـاي   ميزان بيان ژن  . افزار اختصاصي طراحي شد     با استفاده از از نرم     TBP و   BCL2  ،BAXهاي   آغازگرهاي اختصاصي براي ژن   
BCL2 و BAX نسبت به ژن TBP) روش با استفاده از) ژن مرجع Real-Time PCRبررسي شد  .  
 و در   48/1 و   07/0پلاتين، به ترتيب به ميـزان         تيمار شده با سيس    T47Dهاي    در سلول  BAX و   BCL2هاي    بيان ژن  :نتايج
  . تغيير يافت41/2 و 03/0پلاتين، به ترتيب به ميزان   تيمار شده با نانوذرات بارگذاري شده با سيسT47Dهاي  سلول
. پلاتين يك تركيب ضد سرطاني مؤثر اسـت        ر اين بررسي نشان داده شد كه نانوذرات بارگذاري شده با سيس            د :گيري نتيجه

در ايـن مطالعـه     . شود هاي سرطان پستان مي    در سلول ريزي شده    مرگ برنامه همچنين مشاهده شد كه نانوذرات سبب القاي        
  .پلاتين تنهاست  بيشتر از سيسT47Dي پلاتين بر رده سلول مشخص شد كه آثار سميت سلولي نانوذرات سيس

  
  ريزي شده مرگ سلولي برنامههاي  پلاتين، نانوذره، سرطان پستان، ژن  سيس:كليدواژگان
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  اثزات ضدسرطاني نانوذرات بارگذاري شده با سيس پلاتين
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 مقدمه
 بـدن بـه طـور       هـاي   سـلول  است كه در آن       سرطان بيماري 

هـاي سـالم منتـشر        غيرعادي تقسيم و تكثيـر شـده و بـه بافـت           
اي اسـت     سرطان پستان بيماري چند عاملي و پيچيـده       . شوند مي

شـانس  . كه عوامل ژنتيكي و محيطي زيادي در آن دخالت دارد         
علاوه بـر ايـن     . رود  ابتلا به سرطان پستان با افزايش سن بالا مي        

 .طان پـستان اسـت    زن بودن عامل خطر اصلي براي ابتلا به سـر         
تــرين ســرطان در زنــان بعــد از ســرطان  ســرطان پــستان شــايع
ــت   ــومي پوس و ) Nonmelanoma Skin Cancer(غيرملان

دومين علت مرگ ناشي از سرطان در زنان پس از سـرطان ريـه      
اين بيماري مختص زنان است اما مردان نيز ممكن اسـت           . است

ان مهـاجم پـستان   احتمال ابتلاي زنان به سرط. به آن مبتلا شوند   
در ايـران سـن     . است)  درصد زنان  13 ( 8 به   1شان    طي زندگي 

.  سال كمتر از كشورهاي ديگر است      10 تا   5ابتلا به اين سرطان     
]. 1 [ترين نوع سرطان در زنان ايراني اسـت        سرطان پستان شايع  

.  درصد از موارد سرطان پستان زمينـه ارثـي دارد          10 تا   5حدود  
 و  BRCA1يـوب در ايـن زمينـه دو ژن          هـاي مع    ترين ژن   شايع

BRCA2   هـاي درمـان      درمـاني يكـي از روش       شيمي. ]2[ است
 يا تخفيف موقت آن با استفاده از برخي داروهاي خاص           سرطان

درمـاني گفتـه      هـا شـيمي     است كه در اصـطلاح پزشـكي بـه آن         
درماني  در شيمي كار رفته هاي ضد سرطان به بيشتر دارو. شود مي
هاي سرطاني را از بين ببـرد         تواند سلول   صورت گزينشي نمي   به
هاي سالم اطراف آن نيز آسيب جدي وارد  متأسفانه به بـافـت و

درمـاني بـه مقـدار دوز        آثـار جـانبي ناشـي از شـيمي        . كـند  مـي
ار رفتـه بـستگي دارد، همچنـين ايـن آثـار            ك ـ مصرفي داروي به  

تواند منجر به بازگشت تومور و اغلب موارد مقاومت نسبت           مي
ـــود   ــه دارو ش ــوم   ].4، 3[ب ــو دي كلروپلاتين ــيس دي آمين    س

)Cis-Diamminedichloroplatinum) (پلاتـين   سيس: Cisplatin( 
 اسـت كـه اغلـب در        DNAرسان بـه      يك كمپلكس معدني آسيب   

ــيمي ــاني ش ــهدرم ــي  ســرطان ب ــار م ــزرگ. رود ك ــاربرد  ب ــرين ك ت
هاي فلزي پلاتين در درمان سرطان است، كـه كمـپلكس             كمپلكس

اي است كه درآن با استفاده از تركيب فلز پلاتين            پلاتين نمونه   سيس

درماني استفاده    و ليگاندهاي آمين و كلر به عنوان يك داروي شيمي         
 سرطان پستان استفاده    اين دارو به طور معمول براي درمان      . شود  مي
هاي پيـشرفته سـرطان پـستان         شود اما مشاهده شده كه در فرم        نمي

تـأثيرات بـاليني    ) Etoposide(درمان تركيبي اين دارو با اتوپوزايد       
اي در    طور غيـر منتظـره      پلاتين به   فعاليت زيستي سيس  . مفيدي دارد 

 سال پيش، بعد از يك گزارش اوليه از ساخته شدن و بررسي             125
پلاتين   هرچند ساخت و شناخت سيس    . خصوصيات آن كشف شد   

، ]5[ گزارش شـد     1845براي اولين بار توسط ميشل پيرون درسال        
 ژنومي در هسته سلول، رخداد اصلي       DNAپلاتين به     اتصال سيس 

. پلاتين اسـت    گوي خصوصيات ضد سرطاني سيس      است كه پاسخ  
 DNAن بـه    پلاتـي   بنابراين آسيب ايجاد شده بر اثـر اتـصال سـيس          

 DNA سازي  هاي رونويسي و همانند     ژنومي ممكن است مكانيسم   
 باعـث   DNAمتعاقب آن، ايـن تغييـرات در پـردازش          . را مهاركند 

هاي سرطاني را بـه سـمت         شود كه سلول   فرآيند سميت سلولي مي   
با توجه به افزايش شيوع و مـرگ        . ]6[كند    مرگ سلولي هدايت مي   

ــرطان  ــي از س ــر ناش ــف  و مي ــاي مختل ــصان روشه ــاي   و نق ه
هاي پيـشرفته سـرطان، نيـاز بـه         درماني و پرتودرماني در فرم        شيمي
نانوفناوري . شود هاي جديدي براي درمان سرطان احساس مي شيوه

در حقيقت نانوفنـاوري  . جديدترين گرايش در درمان سرطان است    
. هـاي انتقـال دارو ايجـاد شـده اسـت            براي تغيير مقياس در روش    

هـايي بـا     تفاده از نانوفناوري، در حال ساخت كپـسول       محققان با اس  
ابعاد نانومتري هستند كه علاوه بر اندازه غير قابل تصورشان قدرت        

هـا قـرار     هاي مريض را داشته، دقيقاً روي اين بافت        تشخيص بافت 
رسـاند، ايـن پديـده را         هـا مـي    گرفته و مقدار داروي لازم را به آن       

هايي كه داراي     استفاده از نانوذره  . ]7[گويند   رساني هدفمند مي   دارو
خاصيت مغناطيسي بالايي است مانند نانونذرات مغناطيسي اكـسيد         

ها را در خون توسط       كند كه حركت آن     آهن اين امكان را فراهم مي     
ميدان مغناطيسي خارجي كنترل شـود و فقـط آن ذرات بـه بافـت               

هـاي   علاوه بر اين ثابـت شـده كـه نـانوذره      . هدف سوق داده شود   
سوپرپارامغناطيس بسته به فركانس و دامنة ميدان مغناطيسي متناوب 

سوسپانـسيون  به اين صورت كه     . اعمالي قادر است گرما توليد كند     
هاي سوپرپارامغناطيس اكـسيد آهـن، انـرژي يـك ميـدان              نانوذره

تـوان    كند كه از ايـن ويژگـي مـي          مغناطيسي نوساني را جذب مي    
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براي كاربرد در داخل بدن استفاده كرد تا دمـاي بافـت تومـور را               
 طريق تخريب شـوند، زيـرا   هاي بيمار به اين    افزايش داده و سلول   

هـاي سـالم بـه افـزايش دمـا           هاي تومور نـسبت بـه سـلول         سلول
   ].8[ تر هستند حساس

گسترش روز افزون بيمـاري سـرطان و مـشكلات فـراوان            
هاي درمـاني     ناشي از آن از يك سو و عدم موفقيت كافي روش          

رايج و سنتي در مبارزه اختصاصي بـا آن موجـب توجـه ويـژة               
هدف  .هاي درماني هدفمند گشته است      به روش محققين نسبت   

پلاتـين و نـانوذرات بارگـذاري         از اين مطالعه مقايسه اثر سـيس      
 ،]9[ كه در مطالعه گذشته ساخته شـده بـود   پلاتين  شده با سيس  
  T47D )Human ductal breastهـاي   سـلول ي بر قدرت بقـا 

epithelial tumor cell line (هاي  از طريق تنظيم بيان ژنBCL2 
)B-Cell Lymphoma 2 ( وBAX )Bcl-2–Associated X 

Protein (است .  
  

  ها مواد و روش
  كشت سلول
 از بانك سـلولي انـستيتو پاسـتور ايـران     T47Dرده سلولي   
ها در محـيط كـشت    اين سلول). NCBI C203(خريداري شد 

RPMI 1640 درصــد ســرم جنــين گــاوي 20 تــا 10 حــاوي 
)Fetal Bovine Serum: FBS(مولار گلوتـامين، دو   و ميلي، د

سـيلين   ليتـر پنـي     واحـد در ميلـي     100كربنـات،    گرم در ليتر بي   
)Penicillin ( ليتــر استرپتومايــسين   ميكروگــرم در ميلــي100و
)Streptomycin ( ــاي ــانتي37در دم ــراد در يــك   درجــه س گ

  .]10[ كشت شدند CO2اتمسفر مرطوب با غلظت پنج درصد 
  

اـ      انكوباسيون سلول  اـ ب يـس ه اـنوذرات      س يـن و ن پلات
 پلاتين مغناطيسي اكسيد آهن بارگذاري شده با سيس

پلاتـين و نـانوذرات بارگـذاري        هاي مختلفي از سيس    غلظت
ــا ســيس  100 و 50، 25، 5/12، 25/6، 125/3، 0(پلاتــين  شــده ب

  درصـد 10 حـاوي  RPMI 1640در محيط كـشت  ) ميكرومولار

FBS  سلولي اين تركيبات   به منظور بررسي اثر سميت      .  تهيه شد
-MTT) 3-[4,5-Dimethylthiazol-2-Yl]از روش ســنجش 

2,5-Diphenyl Tetrazolium Bromide ( ايـن  . استفاده شـد
هاي زنده در تبديل نمك تترازوليـوم        روش براساس توانايي سلول   

)Tetrazolium ( محلــول بــه فورمــازان)Formazan ( نــامحلول
 از  ميكروليتــر100يـزان  اي بــه م  خانـه 96ابتـدا در پليــت  . اسـت 

 سـلول در محـيط كـشت        10000سوسپانسيون سـلولي حـاوي      
 ساعت محيط كشت رويي برداشته شـد و         8پس از   . ريخته شد 

 سـاعت در شـرايط      48ها به مـدت      سپس پليت . دارو اضافه شد  
گراد در يك اتمسفر مرطـوب بـا غلظـت پـنج              درجه سانتي  37

  ســيون مقــدار پــس از پايــان انكوبا.  انكوبــه شــدCO2درصــد 
 PBSليتـر    گرم در ميلي    ميلي MTT] 5 ميكروليتر از محلول     10

)Phosphate Buffered Saline [( به هر چاهك اضافه شده و
هاي بنفش رنگ فورمازان      ساعت انكوباسيون كريستال   4پس از   

ــد  ــاد ش ــازان   . ايج ــردن فورم ــل ك ــراي ح ــر 100ب  ميكروليت
سـپس  .  افزوده شد  به هر چاهك  ) Isopropanol(ايزوپروپانول  

  ,ELISA reader(شدت رنگ توسط دستگاه قرائت گر الايـزا  
Oraganon Teknikaنـانومتر ثبـت   540در طول موج ) ، هلند 

 بـدون تيمـار بـه       T47Dهـاي    شش چاهك حاوي سـلول    . شد
 درصـد   50بـراي تعيـين دوز      . عنوان كنترل منفي انتخـاب شـد      

اطلاعـات  ، تمامي   T47Dكشندگي مواد سمي روي رده سلولي       
ها و كنترل بـا اسـتفاده از         از نمونه ) درصد سميت (دست آمده    به
 بررسـي شـد و   statistical package Pharm-PCSافـزار   نرم

  .]11[ مربوط تعيين شد IC50ميزان دقيق 
  

  RNAاستخراج 
 ريخته شد و بعـد      T-25هاي     سلول در فلاسك   2×106ابتدا  

اري شـده بـا     پلاتـين و نـانوذرات بارگـذ       از يك شب بـا سـيس      
 ساعت استخراج   48پلاتين تيمار شد و پس از مدت زمان          سيس

RNA  هـا از تـه فلاسـك،        بـراي جداسـازي سـلول     .  انجام شد
 دور در دقيقـه     1100ها بـا تريپـسين جـدا و بـا سـرعت              سلول

سپس .  شست و شو شدند    PBSسانتريفوژ و سپس دو مرتبه با       
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ر محلـول اسـتخراج   ليت ها يك ميلي   ها به آن    براي ليز كردن سلول   
RNX)  سـپس محتويـات هـر      . سرد اضافه شـد   ) سيناژن، ايران

هاي   نمونه.  ريخته شد  RNaseهاي فاقد     فالكون در ميكروتيوب  
سپس ميزان  . همگن به مدت پنج دقيقه در دماي اتاق انكوبه شد         

 ميكروليتر كلروفورم به هر نمونه افزوده شد و پس از تكان         200
نيه و پنج دقيقه قرار گرفتن در دمـاي          ثا 15دادن شديد به مدت     

 دور در دقيقـه در      12000 دقيقـه بـا سـرعت        15به مدت   اتاق،  
، Eppendorf 5804R(گـراد سـانتريفوژ     درجه سـانتي 4دماي 
فاز آبي بالايي با حجـم برابـري از ايزوپروپـانول           . شدند) آلمان

 درجـه   4 دقيقـه در دمـاي       15مخلوط شد و پس از مدت زمان        
.  دور در دقيقـه سـانتريفوژ شـد        12000 بـا سـرعت      گراد سانتي

در ادامـه   .  اضافه شـد   RNA درصد به رسوب     75سپس اتانول   
گـراد بـا      درجه سـانتي   4سانتريفوژ به مدت پنج دقيقه در دماي        

 شـسته   RNA دور در دقيقه صـورت گرفـت تـا           7500سرعت  
حـل و   آب مقطر دو بار تقطيـر       در   RNAدر مرحله آخر    . شود

  .راد نگهداري شدگ  درجه سانتي-70در فريزر 
  

   استخراج شدهRNAارزيابي خلوص و كيفيت 
 اسـتخراج شـده بـا       RNAدر اين مرحله مقـدار و خلـوص         

. تعيـين شـد  ) ، آلمـان IMPLEN GmbH(استفاده از فتونـانومتر  
 280 نانومتر به    260هاي    در طول موج   RNAنسبت جذب نوري    

هـايي   از نمونـه  . جش شد  نانومتر سن  230 نانومتر به    260نانومتر و   
 و 2/2  تـا 8/1 نـانومتر ميـان   280/260كه نـسبت جـذب نـوري        

 داشـتند بـراي     9/1 تـا    7/1 ميـان    230/260نسبت جذب نوري    
  . استفاده شدcDNAساخته شدن 

  

 )cDNA( مكمل DNAساخت 
 Revert AidTM First مكمل با كيت DNAهاي  مولكول

Strand cDNA Synthesis Kit) Fermentasساخته  )مريكا، آ
  ميكروليتـر  RNA  ،5مخلوط واكنش شامل يـك ميكروگـرم        . شد

 Oligo (dT) ،5/0 ميكروليتــر آغــازگر 5x ،5/0بــافر واكــنش 
ميكروليتر آغـازگر شـش نوكلئوتيـدي تـصادفي، دو ميكروليتـر            

، يـك   )مـولار   ميلـي  10( فسفات    مخلوط داكسي نوكلئوتيد تري   
، ) واحد در ميكروليتـر    RNase) 20ميكروليتر مهار كننده آنزيم     

آب و   M-MulVبردار معكـوس      ميكروليتر آنزيم رونوشت   يك
سـپس  . بـود )  ميكروليتـر  20تا حجم نهايي     (مقطر دو بار تقطير   

 5به مدت    گراد  درجه سانتي  25زماني به صورت     -برنامه دمايي 
 60بـه مـدت      گراد درجه سانتي  42،  )براي اتصال آغازگر  (دقيقه  
 دقيقه  5به مدت    گراد درجه سانتي  cDNA(، 70ساخت  (دقيقه  

 گـراد   درجه سانتي  4و  ) بردار معكوس  غير فعال شدن رونوشت   (
 با استفاده از دسـتگاه      PCRواكنش  .  دقيقه انجام شد   5به مدت   

iCycler Thermal Cycler) Bio-Radــا صــورت ) ، آمريك
  . گرفت
  

  طراحي آغازگرها
ــه ژن  ــن مطالع ــاي  در اي ــوزوم  BCL2ه ــر كروم ــع ب  18  واق

)21,3q18 (  وBAX      19 واقع بر كرومـوزوم) 13,4q-13,3q19(   بـه
بـه  ) 27q6 (6 واقع بر كروموزوم     TBPهاي هدف و ژن      عنوان ژن 

 هــا از ســايت ســپس تــوالي ژن. عنــوان ژن مرجــع انتخــاب شــد
http://www.ncbi.nlm.nih.govــرم ــا ن ــزا  گرفتــه شــد، ب ر اف

Primer Express 0/3 نسخه )Applied Biosystemsآمريكا ، (
. هاي مورد مطالعه آغازگرهاي اختـصاصي طراحـي شـد          براي ژن 

ــشتي ژن هــدف   ــويي و برگ ــاي جل ــوالي آغازگره ــه BCL2ت  ب
 –'TGTGGATGACTGAGTACCTGAACC-3-'5صورت

 CAGCCAGGA-'5 و گـراد   درجه سانتي84/61دماي ، ييجلو

GAAATCAAACAGAG-3'- ،درجه  56/59دماي    برگشتي 
 TTGCTT-'5 بـه صـورت   BAXبـراي ژن مرجـع    ،گـراد  سانتي

CAGGGTTTCATCCAG-3' – ،درجه  48/58دماي    جلويي
اـنتي  -'AGCTTCTTGGTGGACGCATC-3-'5و ، گـــراد ســ
به  TBP، و براي ژن مرجع گراد  درجه سانتي67/60دماي برگشتي، 

ــورت   –'AATCATGAGGATAAGAGAGCCACG-3-'5صـ
 AGTCTGGAC-'5 و گـراد   درجه سـانتي 26/60دماي  يي،جلو

TGTTCTTCACTCTTGG-3'-،ــشتي ــاي   برگـ  19/62دمـ
براي درستي توالي آغازگرها و اطمينـان از        .  است گراد درجه سانتي 
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  و همكارانمحمد جواد مختاري
  

 80  1391 زمستان، 4ره ، شما15، دوره  آسيب شناسي زيستي:مجله علوم پزشكي مدرس  80

هاي ديگـر    هاي غير اختصاصي در بخش     ها به توالي   عدم اتصال آن  
ــوم،   )BLAST) http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blastژنــــ

  .شدند
  

Real-time RT- PCR.  
-Rotor مـدل  Real-time PCRدر اين مطالعـه از دسـتگاه   

Gene 6000) Corbett Researchبرنامه . استفاده شد) ، استراليا
مرحلـه اول كـه     . شد  گرمايي دستگاه در سه مرحله انجام        -زماني

 و فعال شدن آنزيم     cDNAهاي   كولمنجر به واسرشت شدن مول    
  بـه مـدت     گـراد   درجـه سـانتي    95شـود بـه صـورت        پليمراز مي 

 و   ثانيـه  15بـه مـدت      گراد  درجه سانتي  95 دقيقه، مرحله دوم     10
 چرخه متوالي و    40 دقيقه براي    1به مدت    گراد  درجه سانتي  60

 درجـه   95مرحله نهايي براي ترسيم منحنـي ذوب بـه صـورت            
  بـه مـدت     گـراد   درجـه سـانتي    60  ثانيه، 15مدت  به   گراد سانتي

.  ثانيـه انجـام شـد      15به مـدت     گراد  درجه سانتي  95 ثانيه و    30
 ميكروليتـر بـه   20 در حجم نهايي Real-time PCRهاي  واكنش

  ميكروليتـر  10  در هـر واكـنش    . تايي انجام شـد     صورت تكرار سه  
SYBR-Green PCR Master Mix )Applied Biosystems، 

از آغازگرهاي جلـويي    )  نانومولار 400(، يك ميكروليتر    )كاآمري
ــر ژن،   ــصاصي ه ــشتي اخت ــر 5و برگ  cDNA) 300 ميكروليت

و مابقي آب مقطر دوبار تقطير اضافه شد تا بـه حجـم             ) نانوگرم
  . ميكروليتر رسيد20نهايي 

ــراي ترســيم منحنــي اســتاندارد  از ) Standard Curve(ب
، 75هاي   غلظت به صورت       استاندارد cDNAهاي متوالي    رقت
.  نــانوگرم در ميكروليتــر اســتفاده شــد1200 و 600، 300، 150

) محور افقي  (cDNAمنحني استاندارد براساس لگاريتم غلظت      
. محور عمودي براي هر ژن ترسيم شـد  ) Ct(و چرخه آستانه يا     

 الگـو و ميـزان      cDNAاز منحني استاندارد دامنه غلظـت بهينـه         
. بــراي هــر ژن  تعيــين شــد) PCR) PCR efficiencyبــازده 
 استاندارد  DNAهاي متوالي براي آغازگرها و       هاي رقت  واكنش

) No template control( الگـو  cDNAبه همراه واكنش فاقد 
  .براي هر ژن انجام شد

[10(-1/SLPOE) – 1] × 100= درصد كارآيي واكنش تكثيري  
)Slope :شيب منحني استاندارد(  

ــنش   ــر واك ــراي ه ــپس ب ــر   PCR س ــي تكثي ــك منحن  ي
)Amplification curve (در ايـن تحقيـق از روش   . رسم شد

. كميت سنجي نسبي براي بررسي تغييرات بيان ژن استفاده شـد          
. ها براساس مقايسه چرخه آستانه انجام شد       تجزيه و تحليل داده   

دسـت آمـده از      هـاي آسـتانه بـه      در اين مطالعه اختلاف چرخـه     
و ) هـاي تيمـار شـده بـا دارو         سـلول (هاي مورد آزمـايش       نمونه
محاسـبه و بـا     ) هاي تيمار نشده با دارو     سلول(هاي كنترل     نمونه

 هـدف بـه ژن مرجـع از          ، نـسبت ژن   ΔΔCtاستفاده از فرمـول     
 .]10[ محاسبه شد ΔΔCt–2طريق 

  
  هاي آماري تجزيه و تحليل

دست آمده در ايـن مطالعـه براسـاس حـداقل سـه              نتايج به 
 كه بـا گـرفتن ميـانگين و محاسـبه انحـراف             تكرار استوار است  

اي مورد استفاده    آزمون مقايسه . معيار ميزان تغييرات محاسبه شد    
Student's t-test 05/0 بود و<Pدار در نظر گرفته شد  معني .  

  

  نتايج
پلاتــين و   بــا ســيسT47Dهــاي  تيمــار ســلول

نانوذرات مغناطيسي اكسيد آهن بارگذاري شده      
  پلاتين با سيس
هـاي مختلـف نـانوذرات         بـا غلظـت    T47Dهاي    ر سلول تيما

   و  50،  25،  5/12،  25/6،  125/3پلاتـين    بارگذاري شـده بـا سـيس      
   سـاعت بـه ترتيـب سـبب كـاهش          48 ميكرومولار در مدت     100

ــلول  ــاي ســ ــا   بقــ ) 05/0P> (47/13±51/93 ،)05/0<P(هــ
03/4±12/84  ،)01/0<P (72/12±34/65، )01/0<P (05/18±33/50، 
)001/0<P (16/2±11/22 ،)001/0<P (95/0±53/20شــود  مــي .

هاي مختلف نانوذرات بارگذاري شـده        ها با غلظت    تيمار اين سلول  
 50،  25،  5/12،  25/6،  125/3پلاتـين    ساس سيس پلاتين برا  با سيس 
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لـول        100و   اـ     ميكرومولار به ترتيب سبب كاهش بقاي س ) P>01/0(ه
53/4±83/64، )001/0<P (72/4±33/59  ،)001/0<P( 27/3±5/51، 

)001/0<P (03/5±33/45  ،)001/0<P (64/2±42  ،)001/0<P (
  . شود  ديده مي1اين نتايج در شكل . شود  مي59/2±1/37

  

  
  

هــاي مختلــف   در برابــر غلظــتT47Dهــاي   درصــد بقــاي ســلول1شــكل 
 48 در مـدت زمـان       پلاتـين  سـيس  و نانوذرات بارگذاري شده با       پلاتين سيس

هاي كنترل و به صورت   ساعت؛ نتايج به صورت درصد بقا در مقايسه با نمونه         
  ،>P  ، :**01/0P>05/0(*: اسـت     انحراف معيـار گـزارش شـده       ±ميانگين  

:***  001/0P<.(  
  

پلاتــين و نــانوذرات    ســيسIC50محاســبه 
مغناطيــسي اكــسيد آهــن بارگــذاري شــده بــا 

 48 در زمان    T47Dهاي   پلاتين روي سلول   سيس
  ساعت

هـاي متفـاوت      بـا غلظـت    T47Dهـاي    پس از تيمـار سـلول     
در زمـان    پلاتـين  پلاتين و نانوذرات بارگذاري شده با سيس       سيس

 . محاسبه شد  IC50 ميزان   pharmافزار    ساعت با استفاده از نرم     48
 و بــراي  ميكرومــولار395/28پلاتــين  ســيس بــراي IC50ميــزان 

  ميكرومـولار  186/17ن  پلاتـي  سـيس نانوذرات بارگذاري شده بـا      
  . شدمحاسبه
  

  PCRرسم منحني استاندارد و محاسبه كارآيي 
 TBP  ،BCL2هـاي    پس از ترسيم منحني استاندارد بـراي ژن       

  نـانوگرم  600 تـا    75 الگـو    cDNA دامنه مقدار مناسـب      BAXو  
، TBPهـاي    شـيب منحنـي اسـتاندارد بـراي ژن        . دسـت آمـد    به

BCL2   و BAX)   35/3 و   -42/3،  -36/3، به ترتيـب     )2شكل- 
ميزان كارآيي واكـنش تكثيـر بـا اسـتفاده از شـيب          . محاسبه شد 

 به ترتيب   BAX و   TBP  ،BCL2هاي   منحني استاندارد براي ژن   
  .دست آمد  درصد به63/86  و 83/95 ، 15/98

  

  
  

 كه به ترتيـب     BAX و   TBP  ،BCL2هاي    نمودار منحني استاندارد ژن    2شكل  
ايـن  .  اسـت  TBP و   BCL2  ،BAXهـاي    سـتاندارد ژن  از بالا به پايين منحني ا     

 نانوگرم در   1200 و   600،  300،  150،  75هاي   اساس رقت  منحني استاندارد بر  
  . الگو ترسيم شده استcDNAميكروليتر 

  
  تجزيه و تحليل منحني ذوب

تكثير اختصاصي قطعات ژني مورد نظر، عدم جفـت شـدن           
ي هـر ژن بـا      آغازگرها و عدم تكثير قطعات غيراختصاصي بـرا       

  ).3شكل (استفاده از منحني ذوب تعيين شد 
  

  
  

محـور عمـودي نـشان     . BAX و   TBP  ،BCL2 هـاي  ژن  منحني ذوب  3شكل  
دهندة مشتق فلورسانت به مشتق زمـان و محـور افقـي نـشان دهنـدة درجـه                   

  .گراد است سانتي
  

 بـا  Real-time PCRهـاي   تجزيه و تحليل داده
  هاي تكثيري استفاده از منحني

هـاي متفـاوت     هاي كنترل و تيمار شده بـا غلظـت         در نمونه 
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ــه  ــتانه ژن مرجــع جاب ــاچيز و   دارو چرخــه آس ــسيار ن جــايي ب
 در  BAX و   BCL2هاي   نامحسوسي داشت اما چرخه آستانه ژن     

شرايط مختلف متفاوت بود كه بيانگر تغيير در ميزان بيـان ايـن             
  .ها است ژن

  

  
  

 تيمـار شـده بـا       T47Dهـاي     سـلول   در BCL2 منحني تغيير بيان ژن      4شكل  
 395/28؛ در غلظـت     پلاتـين  سـيس  و نانوذرات بارگذاري شده با       پلاتين سيس

 ميزان بيان   پلاتين سيس و نانوذرات بارگذاري شده با       پلاتين سيسميكرومولار  
  . تغيير يافت03/0 و 07/0 به ميزان BCL2ژن 

  

  
  

 تيمـار شـده بـا    T47Dهـاي    در سـلول  BAX منحني تغييـر بيـان ژن        5شكل  
 395/28؛ در غلظـت     پلاتـين  سـيس  و نانوذرات بارگذاري شده با       پلاتين سيس

 ميزان بيان   پلاتين سيس و نانوذرات بارگذاري شده با       پلاتين سيسميكرومولار  
  . تغيير يافت41/2 و 48/1 به ميزان BAXژن 

  
ــل ــاني ژن) mRNA (پروفاي ــاي  بي  و BCL2ه

BAXهـــاي   در ســـلولT47Dه  تيمـــار شـــد
پلاتين و نانوذرات مغناطيسي اكـسيد آهـن         سيس

  پلاتين بارگذاري شده با سيس
 تيمـار شـده بـا       T47Dهـاي    ها در سـلول    تغيير در بيان ژن   

 و نانوذرات بارگـذاري  پلاتين سيس ميكرومولار 395/28غلظت  
هـاي   بيان ژن .  ساعت ارزيابي شد   48 بعد از    پلاتين سيسشده با   
BCL2   و BAX  هاي    در سلولT47D   پلاتين سيس تيمار شده با 

 تيمـار   T47Dهاي    و در سلول   48/1 و   07/0به ترتيب به ميزان     
 بـه ترتيـب بـه       پلاتـين  سيسشده با نانوذرات بارگذاري شده با       

 نـشان  5 و 4هـاي    تغيير يافت كه در شـكل 41/2 و  03/0ميزان  
  .داده شده است

  

  بحث
 توسـط دكتـر     1965 در سـال     پلاتـين  سـيس از زمان كشف    

 از آن در سـال      بـاليني  و اسـتفاده     ]Rosenberg (]12(زنبرگ  ر
ــسم   ]13[ 1970 ــايي مكاني ــه شناس ــادي در زمين ــات زي  تحقيق

هاي سـرطاني در حـال انجـام          روي سلول  پلاتين سيسعملكرد  

 بيـنش مهمـي را در    پلاتـين  سـيس هاي   شناسايي مكانيسم . است
  . آورد زمينه داروهاي حاوي پلاتين فراهم مي

 پلاتـين  سـيس  آثار جانبي و افزايش كـارايي        براي كاهش 
هـاي گونـاگون بـراي انتقـال          مختلف از نـانو حامـل      محققان
بيشتر عوامل ضد سرطاني آثـار      . اند  استفاده كرده  پلاتين سيس

ريـزي شـده     مرگ سلولي برنامـه   درماني خودشان را با القاي      
)Apoptosis(  ريزي  مرگ سلولي برنامه  القاي  . كند  اعمال مي

ها در از بين بردن بدون عارضـة         ترين روش  كي از مهم   ي شده
 پلاتـين  سيسدر اين تحقيق داروي     . هاي سرطاني است   سلول

استفاده شد، زيرا اين دارو به صورت يـك نمـك معـدني بـا               
ساختار مولكولي بسيار كوچك و در دسـترس اسـت كـه در             

 يـك   پلاتـين  سـيس . ها كـاربرد دارد    درمان بسياري از سرطان   
كيله كننده ضـد سـرطاني اسـت كـه بـراي درمـان              تركيب آل 

كـشي ايـن     آثـار سـلول   . شود ها استفاده مي   بسياري از سرطان  
تحقيقات صورت گرفته بـر روي      . دارو به اثبات رسيده است    

در ريـزي شـده      مـرگ سـلولي برنامـه     هاي مرتبط بـا       ژن بيان
 نـشان   پلاتين سيسهاي سرطاني تخمدان تيمار شده با        سلول

 بـه   BAX و   BCL2  ،BCL-XL  ،BADهـاي     ژن داد كه بيـان   
تغييـر   پلاتـين  سـيس صورت كاملاً گوناگون در اثر تيمـار بـا       

 BAX و BCL2 ،BADهـاي   همچنين ميزان بيـان ژن   . كند مي
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  اثزات ضدسرطاني نانوذرات بارگذاري شده با سيس پلاتين
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به ترتيـب بـه ميـزان        پلاتين سيسهاي تيمار شده با      در سلول 
هـاي كنتـرل و تيمـار         برابر به نسبت سـلول     2/1 و   5/1،  9/0

در مطالعـه قبلـي محققـان       ]. 14[كنـد    تغيير مي نشده با دارو    
 44 با غلظت    T47Dهاي   حاضر مشخص شد كه تيمار سلول     

 سـاعت سـبب كـاهش    24 به مـدت  پلاتين سيسميكرومولار  
  ].10[شود   ميBCL2بيان ژن 

ــا   ژنmRNAســطوح بيــاني  مــرگ ســلولي هــاي مــرتبط ب
تين ، كربـوپلا  پلاتـين  سـيس در پاسخ به تيمار بـا        ريزي شده  برنامه

)Carboplatin ( ــسين در رده ) Doxorubicin(و دوكسوروبيـــ
ــلولي  ــت    MCF-7س ــه غلظ ــشان داد ك ــولار از 3/3ن  ميكروم
هــاي   ژنmRNA ســبب كــاهش بيــان در ســطح پلاتــين ســيس

BCL2L12  ،BCL2   و CASP9 شود؛ در حالي كه تغييري در        مي
 بياني  پروفايل. ]15[گيرد    صورت نمي  FAS و   BAXهاي   بيان ژن 

mRNA   هاي مذكور بسته به نـوع درمـان صـورت            هركدام از ژن
ايـن بررسـي بـا روش       . گرفته و زمان پس از درمان متفاوت بـود        

RT-PCR           هـاي    و با طراحـي آغازگرهـاي اختـصاصي بـراي ژن
BAX  ،FAS  ،CASP9  ،BCL2   و BCL2L12 گرفـت كـه      انجام 

ــه   ــخ ب ــيسدر پاس ــين س ــان   پلات ــطح بي  و CASP9، BCL2س
BCL2L12 اما سطح افت كرد BAX و FAS 15[ تغييري نكرد[.  

 پلاتـين  سـيس  ميكرومولار از    50محققان دريافتند كه غلطت     
 در  ريـزي شـده    مرگ سـلولي برنامـه    به طور واضحي سبب القاي      

هـا بـا     در اين مطالعه سـلول    . شود  مي A549 و   CH27هاي   سلول
ــا  1/0هــاي  غلظــت ــولار از 100ت ــين ســيس ميكروم ــراي  پلات ب

در اين مطالعـه مـشخص شـد كـه     . تلف تيمار شدند هاي مخ  زمان
 وابـسته بـه غلظـت و زمـان          پلاتين سيس سيتوتوكسيكخاصيت  

ميكرومـولار از    1/0همچنـين مـشخص شـد كـه غلظـت           . است
  .]16[ها ندارد   بر اين سلولسيتوتوكسيسيتي هيچ اثر پلاتين سيس

درمـاني مـورد اسـتفاده بـه طـور معمـول             شـيمي داروهاي  
تند و پس از خوردن يا تزريق، دارو بـه طـور            غيراختصاصي هس 

توانـد   تصادفي از طريق گردش خون در بدن انتشار يافته كه مي          
هاي سالم شود يا اين كـه        باعث ايجاد عوارض جانبي در سلول     

هاي مختلف مـورد اسـتفاده       با داروهاي ديگري كه براي بيماري     

اين بنـابر . گيرد ناسازگار باشـد و باعـث اخـتلال شـود           قرار مي 
تواند عوارض جانبي را حذف كند       انتقال دارو به ناحية ويژه مي     

با براي درمان   . و همچنين ميزان داروي مورد نياز را كاهش دهد        
گيـري فعـال و غيرفعـال        كارهاي هدف  ، راه استفاده از نانوذرات  

به يـك   گيري فعال اتصال نانوذره      در هدف . شود كار گرفته مي   به
ي خـاص   ها  توسط سلول  تا نانوذره شود   سبب مي ليگاند خاص   

يـك راه بـراي بهبـود       علاوه بر ايـن؛      .]17[تشخيص داده شود    
از نـانوذرات مغناطيـسي      استفاده   در زمان رهايش هدفمند دارو    

 ميدان مغناطيسي خارجي براي هدايت دارو بـه         يك كارگيري هب
هـاي   در اين روش بايد دارو بـه نـانوذره        . محل مورد نظر است   

 پوشش مناسب، متصل شـود و سـپس بـه سيـستم             مغناطيسي با 
سپس يك ميدان مغناطيسي به ناحيـة       . گردش خون تزريق شود   

هـاي مغناطيـسي بـه طـور         شـود تـا حامـل      مورد نظر اعمال مي   
  .]18[گزينشي در اين محل جمع شوند 

هاي سيستم انتقـالي و      گيري غيرفعال براساس ويژگي    هدف
ن دارو در محـل مـورد        بيماري به منظور انباشـته شـد       پاتولوژي

در . نمايـد  علاقه و اجتناب از توزيع غير اختـصاصي تكيـه مـي           
تومورهاي جامد در مدل موشي تسهيل نفوذپـذيري و احتبـاس           

)Enhanced Permeability and Retention: EPR( افزايش 
كـار گرفتـه      نـانوذرات بـه    - وقتـي تركيبـات دارو     .]19[يابد   مي
تواند بـه تومورهـا      رابر بيشتر مي   ب 100 تا   10ها   شوند غلظت  مي

برسد و اين به خاطر تسهيل نفوذپذيري و نگهداري در مقايـسه            
   .]20[با استفاده از داروي آزاد است 

ها سبب كـاهش آثـار       هاي اخير استفاده از نانوحامل     در سال 
 را در   پلاتـين  سـيس  شده و تجمـع و بقـاي         پلاتين سيسجانبي  
كار  در حال حاضر دو راه    . ستهاي توموري افزايش داده ا     بافت

به دام  ) 1 در نانوذرات وجود دارد،      پلاتين سيسبراي قرارگيري   
اتصال شيميايي  ) 2 در نانوذرات و     پلاتين سيسانداختن فيزيكي   

محققـان روش جديـدي در سـاخت        . به نانوذرات  پلاتين سيس
هـا قـادر بـه       جـا كـه كليـه      از آن .  ايمن ايجاد كردند   پلاتين سيس

 نانومتر نيستند، نانوذراتي سـاخته      5ي با قطر بيش از      جذب ذرات 
  .]21[ها قابل جذب نبودند  شدند كه توسط كليه
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 PLGA-mPEGذرات در مطالعـــــات ديگـــــر نـــــانو 
]Poly(lactide-co-glycolide)-methoxy-poly(ethylene glycol[ 

 تهيه و پايداري دارو در گردش خون        پلاتين سيسحاوي داروي   
تواند نيمـه عمـر      شد كه اين نانوذرات مي    مشخص  . بررسي شد 

اي  در مطالعه  .]22[ را در جريان خون افزايش دهد        پلاتين سيس
هـاي   بر سلول  پلاتين سيساثر نانوذرات بارگذاري شده با      ديگر  

در ايـن مطالعـه نـانوذرات سـاخته شـده           . سرطاني بررسي شـد   
ق در ايـن تحقي ـ   .  نانومتر بود  100كروي شكل با ميانگين اندازه      

 بعـد از    پلاتـين  سيس مشابه اثر    پلاتين سيساثر نانوذرات حاوي    
محققان از نـانوذرات توخـالي    .]23[ ساعت بود 48مدت زمان 

Fe3O4      در  . براي درمان هدفمند سرطان پـستان اسـتفاده كردنـد
اين مطالعه مشخص شد كه آثار سـميت سـلولي نـانوذرات بـر              

 همچنـين   .هاي سرطان پـستان وابـسته بـه غلظـت اسـت            سلول
 تنهـا   پلاتـين  سـيس مشاهده شد كه آثار نانوذرات كمي كمتر از         

اين اثر كمتـر بـه خـاطر ايـن      . ساعت بود24بعد از مدت زمان     
 تنها از طريق فرآيند انتشار به سيتوپلاسـم         پلاتين سيساست كه   

در حالي كه نانوذره    . شود سلول وارد و سپس به هسته منتقل مي       
اندوسيتوز بـه سـلول وارد شـده و         از طريق    پلاتين سيسحاوي  

 در اجزاي انـدوزومي بـاقي   پلاتين سيسممكن است مقداري از  
 ساعت خاصيت سـميت سـلولي نـانوذره         48اما در زمان    . بماند

در ايـن   . ]24[ تنها بود    پلاتين سيسبيشتر از    پلاتين سيسحاوي  
 ميكرومولار بود در 9/2 پلاتين سيسنانوذره حاوي    IC50مطالعه  
 ميكرومـولار محاسـبه شـد    8/6 تنها پلاتين سيس IC50ه  حالي ك 

محققان يك نانوذره دوقلـو حـاوي طـلا و اكـسيد آهـن              . ]24[
هـاي آزمايـشگاهي مـشخص شـد كـه ايـن             در آزمون . ساختند

هاي سـرطاني را     آميزي سلول  تواند به طور موفقيت    نانوذرات مي 
هـا رهـا      را به داخل سـلول     پلاتين سيسمورد هدف قرار دهد و      

 80همچنين مشاهده شد كه اين نانوذرات قـادر اسـت تـا             . كند
 . ]25[هاي سرطاني را از بين ببرد  سلولدرصد 

 انجـام گرفــت و  T47Dهــاي   مطالعـه حاضــر روي سـلول  
و نانوذرات بارگـذاري     پلاتين سيسمشاهده شد كه آثار سميت      

بـر  علاوه  . يابد با افزايش غلظت افزايش مي     پلاتين سيسشده با   

اين مشخص شد كه اثر سميت نـانو ذرات بارگـذاري شـده بـا               
، 25/6،  125/3هاي   در غلظت  T47Dهاي    بر سلول  پلاتين سيس

امـا  .  تنهـا اسـت    پلاتـين  سـيس  ميكرومولار بيشتر از     25و  5/12
مكانيسم نانودرات اكسيدآهن در افزايش غلظت داخـل سـلولي          

 .ناشناخته است پلاتين سيس

 نقـش مهمـي را در پيـشرفت         BCL2رسـد ژن     به نظر مي  
 درصـد   70مشاهده شـده كـه در       . كند سرطان پستان بازي مي   

يابـد    افزايش مـي   BCL2افراد مبتلا به سرطان پستان بيان ژن        
مرگ  در تحريك رشد و بقا و مهار BCL2محصول ژن  .]26[

در حـالي كـه     . كنـد   نقـش ايفـا مـي      ريزي شـده   سلولي برنامه 
در  ريزي شـده   سلولي برنامه  مرگ    سبب القاي  BAXپروتئين  

.  دارد BCL2ها شـده و عملكـردي بـرخلاف پـروتئين            سلول
ــروتئين ــاي  پ ــودايمر و  BAX و BCL2ه ــاختارهاي هم  س

ايـن دو پـروتئين فاكتورهـاي       . دهنـد  هترودايمر را تشكيل مي   
 ريزي شده  مرگ سلولي برنامه  مرتبطي با هم هستند كه فرآيند       

  ]. 27[كنند  را تنظيم مي
 گروهــي از محققــين مــشاهده كردنــد كــه 2009در ســال 

 mRNAبه شدت بيـان    پلاتين سيس به همراه    Fe3O4نانوذرات  
ايـن  . دهـد   كـاهش مـي    SKOV3هـاي     را در سلول   BCL2ژن  

توانـد سـبب     محققين پيشنهاد كردند كه نانوذرات اكسيدآهن مي      
 در BCL2 در كـاهش بيـان ژن   پلاتـين  سـيس افزايش عملكـرد    

اي در زمينه اثـر      تاكنون مطالعه . ]28[د   شو SKOV3هاي   سلول
 در  پلاتين سيس بارگذاري شده    Fe3O4 و نانوذرات    پلاتين سيس

 سـرطان پـستان   T47Dهـاي    ساعت روي سلول  48مدت زمان   
نتايج بررسـي حاضـر نـشان داد كـه اثـر            . صورت نگرفته است  

 سـاعت  48 بعـد از  پلاتـين  سـيس نانوذرات بارگذاري شـده بـا       
دسـت آمـده در       تنها است كه با نتـايج بـه        تينپلا سيسبيشتر از   

 كـه   همچنـين مـشخص شـد      .خـواني دارد   مطالعات گذشته هم  
تواند سـبب كـاهش       مي پلاتين سيسنانودرات بارگذاري شده با     

ــان ژن  ــان T47Dهــاي   در ســلولBCL2بي  بعــد از مــدت زم
 BCL2 هـم كـاهش بيـان        پلاتين سيسدر مورد   . شود 48ساعت

هـاي   همچنين سلول . ساعت مشاهده شد   48بعد از مدت زمان     
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T47D     سـاعت   48 بعد از مدت زمان      پلاتين سيس تيمار شده با 
افزايش بيـان ژن  .  را نشان دادندBAX ژن   mRNAافزايش بيان   

BAXــز در ســلول ــانوذرات  T47Dهــاي   ني ــا ن  تيمــار شــده ب
 . مشاهده شدپلاتين سيسبارگذاري شده با 

ــاني ژن ــرات بي ــاي  تغيي ــلول BAX و BCL2ه ــاي  در س ه
 پلاتـين  سـيس سرطاني تيمار شده با نانوذرات بارگذاري شده با         

كـه  اسـت  گذشته ها در مطالعات  بيشتر از تغييرات بياتي اين ژن  
اين نتايج نشان دهنده مؤثرتر بودن نـانوذرات سـاخته شـده در             

 .اين مطالعه نسبت به مطالعات قبلي است

  

  تشكر و قدرداني
ق از محـل بودجـه تحقيقـاتي        هـاي ايـن تحقي ـ     كليه هزينـه  

مصوب در پايلوت بيوتكنولوژي انـستيتو پاسـتور ايـران تـأمين            
هـاي انجـام     وسيله از زحمـات و مـساعدت       شده است كه بدين   
  . شود شده سپاسگزاري مي
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