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Abstract  
Background: Clusterin is a glycoprotein that is overexpressed under stress conditions and causes 
cell survival by inhibiting apoptosis. Clusterin is overexpressed in prostate cancer. Antisense RNA 
drugs bind to mRNA of target gene and lead to inhibition of protein translation.  
Objective: The aim of this study was to determine the synergistic effects of the Clusterin antisense 
oligonucleotides and Docetaxel on two prostate cancer cell lines. 
Methods: This study was conducted in the Research Institute for Biotechnology affiliated to the 
Iranian Research Organization for science and technology, 2013. Antisense oligonucleotides in 
phosphorothioate form targeting Clusterin were delivered into androgen-independent PC3 and 
androgen-dependent LNCaP cell lines with 25, 50, 100, 200 and 500 nanomolar concentrations. 
Then cell lines were treated with 100 nanomolar Docetaxel. The effect of antisense oligonucleotides 
with and without Docetaxel was evaluated using the MTT assay.                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                 
Findings: Antisense oligonucleotides induced cell death in both PC3 and LNCaP cell lines. There 
was a synergistic effect between antisense oligonucleotides and Docetaxel.  
Conclusion: Despite the difference in cytotoxicity, there was a synergistic effect between Clusterin 
antisense oligonucleotides and Docetaxel in both PC3 and LNCaP cell lines. 
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چکیده 

شـود.  مـی  کلاسترین گلیکوپروتئینی است که در شرایط نامساعد زیستی در سلول بیان شده و با جلوگیري از مـرگ سـلولی سـبب بقـاي آن     زمینه:
ي ژن مورد نظـر  mRNAاي از به بخش ویژه RNAسنس اند. داروهاي آنتیاثبات کردهرا در سرطان پروستات افزایش بیان این پروتئین  هاعهمطال

 کنند. و از ترجمه آن به پروتئین هدف جلوگیري می وندشمیمتصل 
ي ژن کلاسترین با داروي دستاکسل در دو دودمان سلولی سرطان پروستات RNAسنس افزایی اثر اولیگوي آنتیمطالعه به منظور تعیین هم هدف:

 انجام شد. 
هاي علمی و صنعتی ایران انجـام شـد. اولیگـوي    زمان پژوهشدر پژوهشکده زیست فناوري سا 1392این مطالعه تجربی در سال  ها:مواد و روش

وابسـته بـه   غیـر  نانومولار بـه دو دودمـان سـلولی     500و  200، 100، 50، 25ي ژن کلاسترین به صورت فسفروتیوایت با مقادیر RNAسنس آنتی
و اثـر اولیگـوي    نداز داروي دستاکسل تیمـار شـد   مولارنانو 100ها با غلظت منتقل شد. سپس سلول LNCaPو وابسته به آندروژن  PC3آندروژن 

 گیري شد. اندازه MTTیا بدون داروي مذکور با انجام آزمون  با،منتقل شده 
شد. بین این اولیگو و داروي شیمیایی دستاکسل اثـر   LNCaPو  PC3سنس سبب القاي مرگ سلولی در هر دو رده سلولی اولیگوي آنتی ها:یافته

 هاي سرطان پروستات دیده شد.لقاي مرگ سلولافزایی در اهم
 PC3ي ژن کلاسترین و داروي دستاکسل در سلول هـاي  RNAسنس با وجود تفاوت عملکرد، بین اثر سمیت سلولی اولیگوي آنتی گیري:نتیجه

 افزایی وجود دارد. اثر هم LNCaPو 
 

 دودمان سلولیپروستات، هاي نئوپلاسم، RNAکلاسترین، آنتی سنس  ها:واژهکلید
      

 
 

:مقدمه 
 هايسلولآن  طیي است که پروستات بیمارسرطان      
بـه   و شـوند  ی مـی سرطانپروستات  هغدمختلف هاي  بافت
 ـ، در مـردان مسـن   هعمدطور  سـرطان   )1(.شـود  ده مـی دی

در  مـرگ و میـر ناشـی از سـرطان     دومین علت پروستات
ایـن   ازجهان  درصد مردان 25مردان است؛ به طوري که 

سـرطان   بیمـاران مبـتلا بـه    به علاوه، .میرندسرطان می
 وریـزي  ، خـون دردماننـد   علایمـی  بهبود براي پروستات

بنـابراین،   .انسداد مجاري ادراري به مصرف دارو نیاز دارند

 هزینـه  ایجـاد درد و رنج و  از علل عمده سرطان پروستات
  )2(نیز هست. هاي بهداشتیمراقبت

از  ناشی از سرطان پروستات بالاي مرگ و میر میزان     
 اخیـر،  هايدر سال .شودتشخیص دیرهنگام آن ناشی می

ژن آنتـی  گیـري انـدازه بـا   گري سـرطان پروسـتات  غربال
 آزمون تریندقیقکه  (PSA) در سرم اختصاصی پروستات

بـا  اسـت،   سرطان پروستات براي تشخیصاي مرحله تک
 در .شده اسـت  مقعد ترکیب آزمایش دیجیتال سنتی روش

http://www.ncii.ir/


       و همکاران                                                                                                                    / دکتر ناهید بختیاري ...ي ژن کلاسترین باRNAثر سمیت سلولی اولیگوي آنتی سنس ا                                                                       6   

 
بـه   روش ایـن دو  تشخیصـی،  هـاي روش مقایسه با سایر

 میـزان کلـی   پروسـتات،  فراصـوت از  بـرداري نمونههمراه 
 )3(اند.افزایش داده درصد 70 تشخیص را

   رولـوژي آمریکـا توصـیه    انجمن سـرطان و انجمـن ا       
تر براي تشخیص زود ساله یا مسن 50کنند که مردان می

  PSAگیـري سـالانه  هنگام سرطان پروستات تحت اندازه
سرم و معاینه مقعد قرار گیرنـد و مردانـی کـه در معـرض     
خطر بالاي سرطان پروستات هستند (سیاه پوستان و افراد 

سـال تحـت    40با سابقه خانوادگی قوي)، با شـروع سـن   
زیرا هزینه این کـار بسـیار    ؛گري سالانه قرار گیرندغربال

  )4(تر از درمان بیماري پس از ابتلاي افراد به آن است.کم
در مردانی که در مرحله پیشرفته بیماري هستند، تنهـا       

درصـد   80ثر حذف آندروژن اسـت کـه در بـیش از    اه مؤر
اما، در اغلـب ایـن مـوارد     )5(دهد.موارد نتیجه مناسبی می

مرحله غیر وابسته به  پس از گذشت چند سال، سرطان به
رسد و سبب کـاهش کیفیـت زنـدگی و حتـی     آندروژن می

وجود این مشـکلات سـبب شـده اسـت       )6(د.شومرگ می
هـاي درمـانی جدیـد در    محققان به ایجاد و توسـعه روش 

 مورد این بیماري بپردازند.
هاي انجام شده در سطح مولکولی و با توجه به مطالعه     

هـا در اثـر   بیـان برخـی ژن   آشکار شدن بیان یـا افـزایش  
سـازي، شـیمی   جملـه اختـه  هاي مختلف درمـانی از  روش

بـه کـار   کـه  اسـت  مشخص شده  ،درمانی درمانی یا پرتو
ی که از این افزایش با عواملهمراه  ي مذکورهاروش بردن

نتیجه بهتـري در درمـان خواهـد     ،کنندمی بیان جلوگیري
کننده بیـان ژن کـه امـروزه    از جمله عوامل مهار )6(.داشت

مورد توجه محققان و داروسازان قرار گرفتـه، اولیگوهـاي   
RNA  .هـاي  داروها، اولیگواین دسته از آنتی سنس است

تـوالی خاصـی از   روي اي هسـتند کـه   کوتـاه تـک رشـته   
mRNA نشـینند و از بیـان آن بـه    مـی مورد نظـر  ي ژن

 )7(.کنندپروتئین جلوگیري می
هاي سرطانی پروسـتات  هایی که در سلولیکی از ژن     

است که پـروتئین   cluکند، ژن شروع به افزایش بیان می
کلاسترین گلیکوپروتئینی چند  )8(کند.کلاسترین را کد می

ریـزي شـده سـلول    ایزوفرمی اسـت کـه از مـرگ برنامـه    
شـود. از آنجـا کـه    کند و باعث بقاي آن میجلوگیري می

انـدازي رونـد مـرگ    راه مهار بیـان ژن کلاسـترین سـبب   
درمانی  هاي تحت شیمیریزي شده سلولی در سلولبرنامه

هـاي بـالینی   شود؛ این ژن هدف مناسبی جهت مطالعهمی
از  )8(سنس است.ي آنتیRNAدرمان سرطان پروستات با 

 ـ سوي دیگر، در حال حاضـر   تاکسـل پستـرین مصـرف  رد 
سـتات  داروي شیمیایی براي مهـار سـرطان پیشـرفته پرو   

افزایی اثر تعیین هم بنابراین مطالعه حاضر به منظور است.
ي ژن کلاسـترین بـا داروي   RNAسـنس  اولیگوي آنتـی 

دستاکسل در دو دودمان سلولی سرطان پروسـتات انجـام   
 شد.

 
ها:مواد و روش 

در پژوهشــکده  1392ایــن مطالعــه تجربــی در ســال      
صنعتی ایران لمی و هاي عزیست فناوري سازمان پژوهش

سرطان پروستات انسان بـا نـام    هاي سلولیانجام شد. رده
استور ایران از مؤسسه پ LNCaPو  PC3هاي سلولی رده

 RPMI1640 (Gibco)محـیط   ها در . سلولندتهیه شد
ــاوي ــک   FBS (Gibco)  10ح ــی بیوتی ــد و آنت        درص

  استرپتومایسین کشت داده شدند. -سیلینپنی
ــوالی                        اولیگونو      ــا تـ ــترین بـ ــی کلاسـ ــد آنتـ کلئوتیـ

5'-CAGCAGCAGAGTCTTCATCAT-3'  ــه بــ
و بــا  Bioneerصــورت فســفروتیوایت و توســط شــرکت 

 زیست ساخته شد.سفارش شرکت تکاپو
و داروي شیمیایی  سنسها با اولیگوي آنتیتیمار سلول    

 جـذب زیر انجـام شـد: بـراي افـزایش      دستاکسل به شرح
ــلول  ــط س ــدها توس ــر، از  اولیگونوکلئوتی ــورد نظ ــاي م ه

) استفاده شد. براي این invitrogen(شرکت  لیپوفکتامین
 LNCaPو  PC3هـاي سـلولی   پس از تیمار لایـه منظور، 

متـر مربـع بـا    سـانتی  25هاي کشت داده شده در فلاسک
  96سـلول بـه هـر چاهـک پلیـت       5000تریپسین، تعداد 

لیتر محیط کشت میکرو 100اوي اي منتقل شد که حخانه
ها به بستر، پلیت بـه مـدت یـک    بود. جهت اتصال سلول
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ــا دمــاي شــب در گــرم ــه ب       گــراد و درجــه ســانتی 37خان

کربن پنج درصد و حاوي رطوبت مناسـب قـرار    اکسیددي
سنس حاوي لیپوفکتامین و اولیگوي آنتیداده شد. محلول 

بـار  ت هـر  ک جهدر محیط کشت بدون سرم و آنتی بیوتی
شد. لیپوفکتـامین و اولیگـوي    استفاده به صورت تازه تهیه

آنتی بیوتیک بـه  سنس در محیط کشت بدون سرم و آنتی
. غلظت اولیگوي ندخانه گذاشته شددقیقه در گرم 20مدت 
 25/0پیکومـول و   5بـه ترتیـب    سنس و لیپوفکتامینآنتی

(طبق دستور  میکرولیتر محیط کشت بود 10 لیتر درمیکرو
 هـا لیپوفکتامین). محـیط کهنـه از چاهـک   شرکت سازنده 

، 100، 50، 25هـاي  خارج و محیط جدیـد حـاوي غلظـت   
هاي سنس به چاهکنانومولار از اولیگوي آنتی 500و  200

تکـرار منظـور    3هر غلظـت   داراي سلول اضافه شد. براي
 سـاعت انجـام و   4بـه مـدت    گـذاري خانهگرم شد. سپس

گزین محیط حاوي آنتی بیوتیک و سرم، جاي محیط جدید
ــس از  ــد. پ ــو ش ــدداً 20 داراي اولیگ ــاعت، مج ــل  س عم

بـه طـوري کـه محـیط      لیپوفکشن مشابه قبل انجام شد؛
حاوي آنتی بیوتیک و سـرم توسـط سـمپلر خـارج شـد و      

هاي نتی بیوتیک و سرم حاوي حاوي غلظتمحیط بدون آ
سنس اولیگوي آنتیولار از نانوم 500 و 200، 100 ،50، 25
هـاي داراي  میکرولیتر محیط کشـت بـه چاهـک    100در 

اعت انکوباسـیون و تعـویض   س ـ 4بعد از  سلول اضافه شد.
 کشـت  محـیط  سـنس، ي آنتـی حاوي اولیگومحیط کشت 

دستاکسل اضافه گردید و پس  بیوتیک و آنتی سرم و حاوي
 ساعت خوانش انجام شد. 48از 

ها از کیت سنجش بر روي سلولبراي ارزیابی اثر دارو      
MTT برومیـد)   تترازولیـوم  فنیـل دي تیازولیـل  متیل(دي

ها بـا  استفاده شد. محیط کشت چاهک شرکت ایده زیست
گزین شد. سـپس بـه   د جايمحیط کشت تازه بدون فنل رِ

 MTTمـولار  میلـی  12یکرولیتر محلـول  م 10هر چاهک 
خانه گذاشته شد. سپس ساعت در گرم 4اضافه و به مدت 

از محلول رویی به آرامی برداشته شد؛ به طوري که در هر 
میکرولیتـر محلـول    50میکرولیتر بـاقی مانـد.   25چاهک 

و به هر چاهـک اضـافه    )DMSO( سولفوکسید متیلدي
 در (TECAN) الایزا با دستگاه دقیقه، خوانش 10 از پس

 نانومتر انجام شد. 560طول موج 
 
هاافتهی : 

هاي زنده مانده تیمار شـده بـا   سلولکاهش مشخص      
بـا   هـاي تیمـار شـده   سنس نسبت به سلولاولیگوي آنتی

ــدون اولیگــو در دودمــان ســلولی   از  PC3لیپوفکتــامین ب
 سنس شـاهد نانومولار به بالاي اولیگوي آنتی 200غلظت 

  وجود داشـت. امـا دستاکسـل سـبب شـد تـا ایـن اثـر در         
سـنس  نانومولار اولیگوي آنتی 200تر از هاي پایینغلظت

مولار و بالاتر تفاوت نانو 200هم مشاهده شود. در غلظت 
هاي زنـده دیـده نشـد (نمـودار     مشخصی در میزان سلول

 ).1شماره 
 

سنس با و بدون مقایسه اثر اولیگوي آنتی -1 نمودار
 PC3بر دودمان سلولی  دستاکسل

 

  
 نیز سمیت سلولی از  LNCaPدر مورد دودمان سلولی      

 
 
 

 

سمیت سـلولی از  نیز  LNCapدر مورد دودمان سلولی      
هاي اولیه مشاهده شد. اثر سـمیت اولیگـوي   غلظتهمان 

تـر از دودمـان   سنس بر این دودمـان سـلولی، خفیـف   آنتی
اثر داروي دستاکسل نسبت به اولیگوي ، ولی PC3سلولی 

 ).2تر بود (نمودار شماره سنس بیشآنتی
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سنس با و بدون مقایسه اثر اولیگوي آنتی -2 نمودار

 LNCaPبر دودمان سلولی  دستاکسل
 

 
 

ــان ســلولی       ــلولی   PC3دودم ــان س ــه دودم نســبت ب
LNCap تـري  سـنس حساسـیت بـیش   ، به اولیگوي آنتـی

 ).3(نمودار شماره نشان داد 
 

سنس بر دو دودمان مقایسه اثر اولیگوي آنتی -3نمودار 
 LNCaPو  PC3سلولی 

 

 
 

نسـبت   LNCapهاي بر روي سلول ستاکسلدداروي      
(نمـودار  تري داشـت  کشندگی بیش اثر PC3هاي به سلول
 ).4شماره 

 
 سنس به همراهمقایسه اثر اولیگوي آنتی -4ودار نم

 LNCaPو  PC3بر دو دودمان سلولی  دستاکسل
 

   
 

 
 
 
 
 

گیري:بحث و نتیجه 
هــاي ســرطان ایــن مطالعــه نشــان داد تیمــار ســلول     

ي mRNAکـه بـراي   (سنسـی   پروستات با اولیگوي آنتی
هـاي  سـلول پروتئین کلاسترین ویژگی دارد) سبب تمایل 

سـترین در  نقش کلا. نامیراي سرطانی به مرگ شده است
هـاي  سـلول یزي شده سلول در راز مرگ برنامهجلوگیري 

تنظـیم منفـی بیـان ژن     شود ومیند سرطانی متوقف یا کُ
clu ُکند، بـه انجـام ایـن    د میکه پروتئین کلاسترین را ک

به عـلاوه ایـن اثـر بـا      )8(شود.می منجرپدیده و مرگ آن 
تاکسـل افـزایش پیـدا کـرد کـه نشـان      افزودن ددهنـده  س     

سـنس و ایـن    اثر سمیت سلولی اولیگوي آنتـی افزایی هم
 هاي سرطانی پروستات است.  دارو در سلول

مربوط به بافتی از ( PC3هاي در مطالعه حاضر، سلول     
ــه ) پیشــرفته و متاســتاتیکســرطان پروســتات    نســبت ب

شده از مراحـل اولیـه سـرطان     جدا( LNCaPهاي سلول
ــتات ــیش)، پروسـ ــیت بـ ــري حساسـ ــوي تـ ــه اولیگـ              بـ

ند. این امر ممکن اسـت مربـوط   آنتی کلاسترین نشان داد
ها نسبت تر پروتئین کلاسترین در این سلولبه بیان پایین

هــاي باشــد. واکـنش بهتــر ســلول  PC3هــاي بـه ســلول 
LNCaP دهنـده ایـن   تواند نشانبه حذف آندروژن نیز می

هاي موضوع باشد. به ویژه تمایل به نامیرایی مجدد سلول
ســرطانی اولیــه پــس از یــک دوره بهبــود در اثــر حــذف 

تواند گـواه ایـن   وژن و شروع پیشرفت بیماري نیز میآندر
 )6(موضوع باشد.

ي ویژه کلاسترین RNAسنس کنون اولیگوهاي آنتیتا   
انـد. از  هاي مختلفی به کار گرفته شـده براي مهار سرطان

و  MCF-7هـاي سـرطانی سـینه    جمله این موارد سـلول 
MDA-MB-231   است که در آن استفاده از این اولیگـو

است هم بـه تنهـایی و هـم همـراه بـا داروهـاي        توانسته
ریـزي  تاموکسیفن سبب القاي مرگ برنامـه  پاکلیتاکسل و

 A549هـاي  سـلول دسـته دیگـر    )10و9(شده سـلول شـود.  
ثیر اولیگـوي  تحـت تـأ   سرطان ریه) هستند که(مربوط به 

شـوند. در ایـن   سترین دچار مرگ میسنس ویژه کلا آنتی
سـنس و داروهـاي   بـین اثـر اولیگـوي آنتـی    نیـز  ها سلول
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 )12و11(افزایی دیده شده است.پاکلیتاکسل و جمسیتیبین هم
از هاي سـرطانی جـدا شـده    در تحقیقی که بر روي سلول

ســنس اولیگــوي آنتــی کلیــه بیمــاران مبــتلا انجــام شــد،
RNA هـاي  ت سـلول حساسـی ي ویژه کلاسترین توانست

در  )13(سرطانی کلیه را بـه داروي پاکلیتاکسـل بـالا ببـرد.    
سرطان پیشـرفته مثانـه نیـز سـطح بیـان کلاسـترین در       

برابر نسبت به بافت طبیعی بالاتر گـزارش   5تا  4ها سلول
و  PC3هـاي سـرطانی پروسـتات    در سلول )14(شده است.

ي RNAسـنس  تومورهاي شیانوگی بین اثر اولیگوي آنتی
افزایـی مشـاهده شـده    یژه کلاسترین و پاکلیتاکسل هـم و

تحقیق حاضر، اثر سمیت سلولی اولیگـوي  در  )15-17(است.
سنس ویژه کلاسترین با افزودن داروي دستاکسل در آنتی

کـاهش غلظـت مـورد نیـاز از      ، تنهـا بـا  PC3هاي سلول
هـاي  سنس همراه بود. امـا در مـورد سـلول   آنتیاولیگوي 
LNCaPتاکسل از غلظت بـا  ، افزودنس200لاي داروي د 

داري در سمیت نیسنس، تفاوت معمولار اولیگوي آنتینانو
 سلولی ایجاد کرد.

-آنتـی سمیت سلولی اولیگوي  افزایی اثرهم که با این     
هـاي  سنس مذکور و داروي شیمیایی دستاکسل در سـلول 

سرطانی پروستات محرز است، انجـام آزمـایش در نمونـه    
وانی اجتناب ناپذیر بوده و براي این کار اولیگوي مذکور حی

باید تحت تغییرات ساختاري شیمیایی قـرار گیـرد. انجـام    
تغییرات شیمیایی که منجر به افزایش نیمـه عمـر اولیگـو    

هاي حیـوانی فـراهم   شود، امکان استفاده از آن را در مدل
 کند.  می
 
گزاري:سپاس 

علمی و صنعتی ایـران بـراي   هاي از سازمان پژوهش     
 شود.حمایت مالی از این پژوهش قدردانی می
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