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 دهیچک
های ویرایش ژن از های نوین درمان در نظر گرفته شده است. بخصوص بعد از معرفی ایمونوتراپی و روشعنوان یکی از روشدرمانی بهامروزه ژن زمینه و هدف:

های عمده عنوان یکی از چالشوجود، یافتن یک حامل مؤثر با سمیت کم همچنان بهدرمانی معطوف شده است. بااین، توجه زیادی به ژنCRISPR/Cas9قبیل 

بیش از سایر ترکیبات پلی کاتیونیک موردمطالعه قرار گرفته  اتیلن ایمینکاررفته، پلیمر پلیهای غیر ویروسی بهدر برابر محققان، باقی مانده است. از میان حامل

کند. لذا ساختمان آن یع آن را محدود میتوجه، سمیت، غیراختصاصی بودن و مداخلات غیرضروری با اجزای سرم، کاربرد وسباوجود محاسن قابلاست؛ اما 

منظور هدفمندسازی آن به های شیمیایی اصلاح شود. در این طرح، اتصال مولکول هیدروکورتیزون بر روی این پلیمر بهبایست از طریق کانژوگاسیونمی

 هسته سلول و تعدیل بار مثبت روی آن انجام پذیرفت.درون

اتیلن اتیلن ایمین با هیدروکورتیزون کانژوگه شد و سپس از طریق یک لینکر سوکسینیک اسید به مولکول پلیدر این مطالعه، یک مولکول پلی ها:مواد و روش

نیز توانایی متراکم  در برابر آنزیم و DNAای، توانایی حفاظت از های حاصل ازنظر ظرفیت بافری، پتانسیل زتا، سایز ذرهایمین فاقد لیگاند متصل گردید. کانژوگه

 موردبررسی قرار گرفتند. DNAکردن 

نانومتر ایجاد نمایند. در  300آمیزی متراکم کرده و نانوذراتی در ابعاد صورت موفقیتپلاسیمدی را به DNAها توانستند نتایج نشان داد که این کانژوگه نتایج:

های نوکلئاز از خود نشان ته بیشتر بود و توانایی بسیار بالایی در محافظت از پلاسمید در برابر آنزیمها از پلیمر اولیه تغییرنیافضمن، ظرفیت بافری این کانژوگه

 دادند.

عنوان یک تواند بهبا دو دومین مجزا جهت هدفمندسازی و برهمکنش با پلاسمید می PEIآمده، طراحی و ساخت مشتقات دستبر اساس نتایج به گیری:نتیجه

 های نانوی انتقال ژن در نظر گرفته شود.ایجاد سیستمراهبرد مؤثر جهت 

 

 درمانی هدفمند، نانوذره پلیمریپاتیلن ایمین، هیدروکورتیزون، ژنپلی کلمات کلیدی:

 

 

 

 

 

 مقدمه
ای جدید از دانش بشری است که در آن با درمانی عرصهژن

توان تدبیر های دانش مهندسی ژنتیک میاستفاده از قابلیت

(. این 1ها ارائه کرد )درمانی مناسبی را برای شماری از بیماری

کارگیری روش درمانی بسیار جوان بوده و بیش از سه دهه از به

درمانی یک اصطلاح کلی است که شامل هرگونه گذرد. ژنآن نمی

ا درمان یک بیماری وراثتی یا گیری یمنظور پیشاستراتژی، به

یا  DNAاکتسابی با واردکردن یک ژن خارجی، قطعات ژنی، 

RNAهای فرد موردنظر ، یا الیگونوکلئوتیدها به بافت یا سلول

شده، های حذفبرای جایگزین کردن ژن معیوب، قرار دادن ژن

خاموش کردن ژن ناخواسته یا ایجاد یک عملکرد سلولی جدید 

درمانی برای اصلاح عیوب ژنتیکی خستین بار از ژنن (. 2-4است )

( اما در حال 5شد )که تنها یک ژن دچار نقص بود، استفاده می

های مرتبط با سرطان، درمانی در آزمایشهای ژنحاضر از پروتکل

عروقی  -های قلبیهای عفونی، اختلالات نورونی و بیماریبیماری

مانی به دلیل غلبه بر در(. همچنین ژن7، 6شود )استفاده می

پژوهشیمقاله   
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مشکلات داروهای پروتئینی شامل هزینه بالا، احتمال تحریک 

عمر کوتاه و نیاز به استفاده مکرر، توانسته سیستم ایمنی، نیمه

است کاندید مناسبی برای جایگزینی داروهای پروتئینی شود 

های حیوانی، همچنان درمانی در مدل(. باوجود اثبات فواید ژن8)

ترین موانع قال مواد ژنتیکی به درون سلول، یکی از مهممشکل انت

(. داروسازی نوین با 9، 8درمانی است )بر سر راه گسترش ژن

کمک فناوری نانو امکانی را فراهم نموده است تا مشکل انتقال 

ها به کمک نانوذرات حل شود. نانوذرات نیز مواد ژنتیکی به سلول

رفیت بالا برای حمل دارو نوبه خود مدیون خصوصیاتی چون ظبه

فعال بسیار وسیع برای واکنش، کوچکی لازم برای و ژن، سطح

باشند عبور از سطح خونی و قابلیت تجمع در بافت هدف می

رسد که گذر از گذرگاه نانوتکنولوژی برای (. لذا به نظر می10)

های هدف، الزامی و رسیدن به اهداف نهایی ژن رسانی به سلول

 صورت گسترده(. پلیمرهای کاتیونی به11یر است )ناپذاجتناب

شوند رسانی استفاده میبرای تهیه نانوذرات حاوی ژن در ژن

ها بر اساس واکنش گیری این کمپلکس(. اصول کلی شکل12)

های الکتروستاتیک بین بار مثبت پلیمرها و بار منفی مولکول

DNA  است. این پلیمرها بعد از ترکیب شدن باDNA ،

پلکس نامیده دهند که پلیهایی با سایز نانو تشکیل میمپلکسک

(. این مداخلات الکتروستاتیک در ساختار 13شوند )می

تنها باعث ای برخوردار است چراکه نهپلکس از اهمیت ویژهپلی

شود، بلکه حتی باعث حفظ حالت می DNAمتراکم شدن 

زاد شدن شود که این حالت ریلکس برای آپلکس میریلکس پلی

DNA (. نقش اصلی 3رسانی ضروری است )ناز پلیمر در انتهای ژ

در جریان خون در  DNAعمر های پلیمری، افزایش نیمهحامل

(. این پلیمرهای 14، 10های مختلف است )برابر آنزیم

 DNAپذیر و محلول در آب، توانایی متراکم کردن تخریبزیست

، 3خریب پلیمر خواهند داشت )و نهایتاً آزاد کردن آن را بعد از ت

عنوان نسل به 1995ایمین در سال اتیلن(. اولین بار پلی15، 9، 4

(. در میان تمام پلیمرهای 13دوم پلیمرهای کاتیونی معرفی شد )

عنوان استاندارد طلایی و کارآمدترین پلیمر موجود، این پلیمر به

ی این ها(. از ویژگی16برای انتقال ژن شناسایی شده است )

دار و های متنوع خطی و شاخهتوان به داشتن ایزوفرمپلیمر می

 pHنیز داشتن تعداد زیادی گروه آمینی غیر پروتئینه در 

(. از طرف دیگر 15، 9، 4، 3فیزیولوژیک بدن اشاره کرد )

در برابر  DNAتوانایی حفاظت از  PEIمطالعات نشان داده که 

ه دلیل داشتن تراکم بار بیشتر تخریب آنزیمی را نیز دارد که این ب

 (.16، 13، 3هایی پایدارتر است )و نیز توانایی تشکیل کمپلکس

ها مدنظر قرار توان این پلیمر را برای ژن رسانی به سلوللذا می

ها بر روی این پلیمر و داد. تاکنون انواع مختلفی از کانژوگاسیون

ال توان به اتصپلیمرهای مشابه گزارش شده است که می

های هیدروفوبیک باهدف تعدیل بار الکتریکی روی سطح زنجیره

آبگریزی مولکول اشاره کرد -پلیمر و اصلاح خصوصیات آبدوست

ها از قبیل لیگاندهای (. همچنین انواع مختلفی از مولکول17)

ها، اتیلن ایمین به بافتمنظور هدایت نانوذرات پلیهدفمندساز به

سلولی بر روی سطح این پلیمر درون های خاصها یا ارگانلسلول

-21توان به فولیک اسید )بین می( که ازاین18)اند اتصال یافته

(، 23) (، لووتیروکسین22، 14(، ترانسفرین )19

( و انواع مختلفی از 25(، ملیتین )24تترایدوتیرواستیک اسید )

( اشاره کرد. طی این پژوهش، از 26-31) پپتیدها

عنوان لیگاندی برای هیدروکورتیزون سدیم سوکسینات به

شود. های سرطانی استفاده میرسانی هدفمند به هسته سلولژن

حامل سنتز شده طی این پژوهش از دو قسمت تشکیل شده 

است: بخش اول پلیمر متصل به هیدروکورتیزون همی 

یق گروه کربوکسیلیک اسید سوکسینات است که از طر

وصل  PEIسوکسینات با تشکیل یک باند آمیدی به آمین نوع اول 

است. نهایتاً این دو  PEIخواهد شد و قسمت دیگر یک مولکول 

قسمت به کمک یک لینکر چهار کربنه به هم وصل خواهند شد. 

گیری باند آمیدی بین گروه این اتصال از طریق شکل

قسمت دوم  PEIنات با آمین نوع اول کربوکسیلیک اسید سوکسی

قسمت  PEIپذیر خواهد بود. در این نانوحامل دوبخشی، امکان

از طریق برقراری مداخلات  DNAدوم وظیفه متراکم کردن 

ی چهار کربنی رابط الکترواستاتیک با پلاسمید را دارد. زنجیره

 -ی برقراری تعادل هیدروفیلیکبین دو بخش حامل نیز وظیفه

فوبیک و همچنین متعادل کردن چگالی بار مثبت پلیمر هیدرو

(PEIرا به عهده خواهد داشت. سپس نانوذرات تهیه ) شده ناشی

ای، این کانژوگه با پلاسمید به لحاظ اندازه ذره از برهمکنش

پتانسیل زتا، توانایی متراکم سازی پلاسمید و محافظت از آن در 

 ار گرفتند.های مخرب مورد ارزیابی قربرابر آنزیم

  

  هامواد و روش

 ی سوکسینیک اسیداتصال یافته به زنجیره PEIتهیه   

با سوکسینک  Da25000ایمین با وزن مولکولی اتیلنابتدا پلی

انیدرید وارد واکنش شد تا یک گروه آمینی آن توسط 
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 500سوکسینیک انیدرید کانژوگه شود. بدین منظور مقدار 

آب مقطر حل شد و  ml 5/8ایمین در اتیلنگرم از پلیمیلی

 pHدر آب به آن اضافه شد. آنگاه  NaClمحلول  ml 5/1سپس 

که این رسانده شد. سپس درحالی 5به  HCl (1M)با استفاده از 

از  mg 2دار زدن بود، مقمحلول به کمک استیرر در حال هم

قطره به صورت قطرهبه DMSOشده در سوکسینیک انیدرید حل

ساعت در دمای اتاق به هم زده شد.  3آن اضافه گردید و به مدت 

 NaCl (3M)سازی با کمک کیسه دیالیز توسط درنهایت خالص

ساعت در دمای اتاق انجام شد. سپس آب مقطر  3به مدت 

ساعت بعد، هر  48جایگزین محلول اطراف کیسه دیالیز شد و تا 

سه دیالیز تعویض گردید. در انتها ساعت آب اطراف کی 24

-PEIمحصول این مرحله به نام  .درای گردیدمحصول نهایی فریز

SUC گذاری شد.نام 

 اتصال یافته به هیدروکورتیزون PEIتهیه 

ایمین است که با اتیلنقسمت دوم یک مولکول پلی

شود. کانژوگه هیدروکورتیزون سدیم سوکسینات کانژوگه می

طریق برقراری پیوند آمیدی بین آمین نوع اول شدن این دو، از 

ایمین با گروه کربوکسیل سوکسینات هیدروکورتیزون، اتیلنپلی

گرم از میلی 500پذیر خواهد بود. بدین منظور ابتدا امکان

 mg 37آب مقطر حل شد. سپس مقدار  ml 3ایمین در اتیلنپلی

( EDC)د دی متیل آمینوپروپیل( کربودی ایمی 3)-3-اتیل-1از 

 PEIقطره به محلول صورت قطرهآب مقطر حل شد و به ml 1در 

 mg 5/18که روی استیرر در حال چرخش بود، اضافه گردید. بعد 

آب مقطر حل  ml 1( در NHSاز ان هیدروکسی سوکسینیمید )

اضافه گردید. در  PEIشده به محلول شد و به طریق گفته

از هیدروکورتیزون سدیم سوکسینات  mg 70ی بعد مقدار مرحله

-PEIقطره به محلول صورت قطرهآب حل شد و به ml 2در 

EDC-NHS  ساعت در دمای اتاق به  1اضافه گردید و به مدت

سازی با کمک کمک استیرر در حال چرخش بود. درنهایت خالص

ساعت در دمای اتاق  3دت کیسه دیالیز توسط آب مقطر به م

ساعت آب اطراف  24ساعت بعد، هر  48انجام شد. سپس تا 

کیسه دیالیز تعویض شد. در انتها محصول نهایی فریزدرای شد. 

 گذاری شد.نام PEI-HYDمحصول این مرحله به نام 

 اتصال دو بخش سنتز شده به یکدیگر  

ی نهایی در سنتز حامل، افزودن دو بخش سنتز شده مرحله 

. بدین به یکدیگر( PEI-SUCو  PEI-HYD)اتصال  به هم است

صورت از هر بخش وزن شد و به mg 200منظور ابتدا مقدار 

و  EDCجداگانه در حداقل مقدار آب مقطر حل گردید. سپس 

NHS  های برابر تعداد مول 3/1به میزانPEI-HYD حلول به م

PEI-HYD  اضافه شد. در انتها محلولPEI-SUC صورت به

که روی استیرر در حال  PEI-HYDقطره به محلول قطره

ساعت در دمای اتاق  24چرخش بود، اضافه گردید و به مدت 

سازی با کمک کیسه دیالیز توسط آب نگهداری شد. نهایتاً خالص

 48تا  ساعت در دمای اتاق انجام شد. سپس 2مقطر به مدت 

ساعت آب اطراف کیسه دیالیز تعویض شد.  24ساعت بعد، هر 

 در انتها محصول نهایی فریزدرای شد.

پلاسمیدی حاوی ژن  DNAسازی تکثیر و خالص

 12-اینترلوکین

• pUMVC3-hIL-12  پلاسمیدی است که کد کننده پروتئین

و دارای  شده از شرکت آلدورون()تهیه است 12-اینترلوکین

پروموتور سیتالومگالوویروس و ژن مقاومت به کانامایسین است و 

منظور تکثیر پلاسمید، از سویه به جفت باز است. 6215دارای 

استفاده گردید. ابتدا  DH5αی گونه Escherichia coliباکتری 

تکثیر  Luria-Bertani (LB)این باکتری در محیط انتخابی 

از سوسپانسیون  ml 1گردید. سپس یک میکروتیوپ حاوی 

 4روی یخ گذاشته و سپس به مدت  min 10باکتری به مدت 

سانترفیوژ شد. مایع رویی جداشده و به  rpm 9000دقیقه در 

سرد فیلتر شده اضافه  0.1M کلسیم کلراید ml 1باقیمانده آن 

دقیقه در ظرف یخ درون  30شد. سپس میکروتیوپ به مدت 

شده، یخچال قرار گرفت. به دنبال آن سانترفیوژ به طریق گفته

کلسیم  μl 670انجام گرفت و پس از جداسازی مایع رویی، 

آرامی مخلوط گردید. سرد به آن افزوده شد و به 0.1Mکلراید 

خچال، سانترفیوژ و جداسازی طبق روش عمل قرارگیری در ی

 0.1Mکلسیم کلراید  µl 200شده انجام گرفت و این بار گفته

دقیقه در یخچال نگهداری گردید. در  30سرد به آن اضافه شد و 

 lμ 5مرحله بعد پلاسمید به باکتری منتقل شد. بدین ترتیب که 

 از پلاسمید به میکروتیوپ حاوی باکتری افزوده شد و مخلوط

ثانیه  90دقیقه نگهداری در یخچال، به مدت  30گردید. پس از 

دقیقه در یخچال انکوبه شد.  30قرار گرفت و بلافاصله  C°42در 

بیوتیک به میکروتیوپ فوق فاقد آنتی LBمحیط  ml1سپس 

نگهداری  C°37ساعت در انکوباتور  5/1اضافه شد و به مدت 

سانترفیوژ  rpm 6000دقیقه در دور  4ازآن به مدت گردید. پس

مانده با رسوب مخلوط از مایع رویی جدا و مایع باقی lµ 800شد. 

بیوتیک کانامایسین با گردید و به پلیت کشت جامد حاوی آنتی
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انتقال داده شد. در طول شب در انکوباتور  μg/ml 50غلظت 

C°37 در این مرحله، تک  .قرار گرفت تا اولین کلونی مشاهده شد

بیوتیک کانامایسین با حاوی آنتی LBته و به محیط کلونی برداش

ساعت در شیکر  12اضافه شد و به مدت  50µg/mlغلظت 

دما گذاری گردید. سپس محیط استارتر به  C°37انکوباتور 

500ml 12بیوتیک اضافه شد. پس از محیط کشت حاوی آنتی 

سانترفیوژ  g 6000ها در دور ، سلولC°37ساعت انکوبه شدن در 

لیز شدند. با افزودن  QIAGENکیت  P2و  P1شده و توسط بافر 

ها و بقایای سلولی رسوب داده و توسط کارتریج ، پروتئینP3بافر 

 QIAGEN-tipجدا گردید. جداسازی پلاسمید تکثیرشده توسط 

، پلاسمید از تیپ جدا و توسط QFانجام گرفت. با افزودن بافر 

رسوب داده شد. تمامی جزئیات استخراج و  DNAایزوپروپانول، 

صورت  QIAGENهای کیت سازی مطابق با دستورالعملخالص

 گرفت.

 پلکس()پلی DNA-تشکیل کمپلکس پلیمر  

میلی مولار  HBG (20طور جداگانه در بافر پلیمرها به

HEPES  1گلوکز( حل شد و غلظت  %5در محلولmg/ml  از

ها تهیه شد. سپس پلیمرها با نسبت مشخص به محلول آن

 30پلاسمید در همان حلال اضافه شد و پس از مخلوط شدن، 

)نسبت  C/P ratioها با پلکسدقیقه در دمای اتاق انکوبه شد. پلی

شوند که بیانگر نسبت وزنی حامل به پلاسمید وزنی( تعریف می

 .است

توسط پلیمر با  DNAبررسی توانایی متراکم کردن   

 استفاده از روش اتیدیوم بروماید

اتیدیوم بروماید یک عامل درج شونده در اسیدهای نوکلئیک 

کند و از مداخلات قوی و اختصاصی برقرار می DNAاست که با 

 510nmکند )برانگیخته شدن در خود نور فلورسانس منتشر می

 DNAکردن  (. هر چه توانایی پلیمر در متراکم590nmو نشر در 

جدا و فلورسانس  DNAبیشتر باشد، اتیدیوم بروماید بیشتری از 

از پلیمر و پلاسمید در  mg/ml 1کند. غلظت کمتری منتشر می

HBG 0.4صورت جداگانه تهیه شد. پلاسمید به محلول بهμg/ml 

اضافه شد به صورتی که غلظت  HBGاتیدیوم بروماید در 

گیری شد. سپس شدت فلورسانس اندازه 40µg/mlپلاسمید 

تدریج عنوان تراکم صفر در نظر گرفته شد. سپس بهگردید و به

lµ 20  از استوک پلیمر به محلول فوق اضافه گردید و هر بار

گیری شد و کاهش در شدت فلورسانس شدت فلورسانس اندازه

 از میزان واکنش پلیمر با پلاسمید منظور گردید.عنوان معیاری به

توسط پلیمر با  DNAبررسی توانایی متراکم کردن   

 استفاده از روش آنالیز تأخیر ژل

گرم از  3/0تهیه شد. بدین منظور ابتدا  1ابتدا ژل آگاروز %

مخلوط شد و پس از  TBE (1X)بافر  ml 30پودر آگاروز در 

شده در قالب ساخت ژل ف حاصلماکروویو شدن آن، محلول شفا

ریخته شد و پس از انجماد، ژل در میان دو حفره دستگاه 

های پلکسهای مختلف، از پلیالکتروفورز قرار گرفت. سپس نمونه

های C/Pحاوی پلیمر تغییرنیافته و پلیمرهای سنتز شده در 

در داخل ژل تزریق  1:6با نسبت  Loading dyeمختلف همراه با 

دقیقه انجام  30میلی ولت به مدت  100شد. الکتروفورز در ولتاژ 

موردبررسی قرار  gel docحاصل به کمک دستگاه  گرفت و ژل

 گرفت.

 بررسی ظرفیت بافری پلیمر  

از پلیمر در آب دیونیزه تهیه شد و  mg/ml 0.4ابتدا محلول 

pH سپس گیری و ثبت شدآن اندازه .pH  با کمکNaOH (1N) 

 HClمیکرولیتر اسید  3رسانده شد و هر بار با افزودن  12به 

(1N) تدریج تیتر شد. این روند تا رسیدن به بهpH  5/2کمتر از 

برحسب  pHصورت ادامه یافت. درنهایت نمودارهای مربوطه به

عنوان شده، رسم گردید. در این آزمایش، آب بهاسید افزوده

عنوان کنترل مثبت ایمین تغییرنیافته بهاتیلنمنفی و پلیکنترل 

 .در نظر گرفته شد
 

بررسی اثر محافظتی نانو ذرات از پلاسمید در برابر   
DNase I 

با  digestive buffer، توسط U/µl 2استوک آنزیم با غلظت  

سازی توسط است و رقیق 10xاستوک بافر  .رقیق شد 1:1نسبت 

با  mM 50با غلظت  EDTAآب دیونیزه انجام گرفت. استوک 

 mM 25با غلظت  EDTAبا آب دیونیزه رقیق شد تا  1:1نسبت 

در سدیم  SDS (1% w/v)آمده آید. برای تهیه استوک دستبه

 25در  NaOHگرم  1ابتدا ، pH= 7.2نرمال با  1هیدروکسید 

 2/7محلول حاصل به  pH. سپس لیتر آب مقطر حل شدمیلی

سی از محلول سی 20در  SDSگرم پودر  2/0رسانده شد. سپس 

 شده، حل شد.هیدروکساید ساختهسدیم 

ترتیب انجام مراحل این آزمون به شرح زیر است: ابتدا در  

( پلاسمید ریخته شد. µl 5ها، مقدار یکسان )ی اپندروفهمه

( آب دیونیزه µl 6کسان )ها، مقدار یی اپندروفسپس به همه

های مختلف، مقدار لازم C/Pاضافه شد. طبق محاسبات بر اساس 

ها اضافه شد. سپس در یا پلیمر سنتز شده به اپندروف PEIاز 
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آب دیونیزه اضافه شد. به  µl 10های فاقد آنزیم، مقدار اپندروف

شده با بافر آنزیم رقیق µl 10های حاوی آنزیم، مقدار اپندروف

1X 37ها در دمای اضافه شد. سپس تمامی اپندروف °C  به مدت

 3دقیقه انکوبه شدند. بعد از اتمام زمان انکوباسیون، مقدار  30

µl از EDTA با غلظت mM 25 ها اضافه شد. به تمام اپندروف

دقیقه در دمای اتاق انکوبه شدند.  10ها به مدت سپس اپندروف

اضافه شد. تمامی  SDS 1% از µl 60ها مقدار به تمام اپندروف

ساعت در دمای اتاق انکوبه شدند. سپس  2ها به مدت اپندروف

Loading dye  طور به 1:6با محتوای هر اپندروف با نسبت

تزریق شدند.  1ها به ژل آگاروز %جداگانه مخلوط گردید و نمونه

دقیقه  30ولت به مدت میلی 100در انتها الکتروفورز در ولتاژ 

 بررسی گردید. gel docفت. نهایتاً ژل حاصل با دستگاه انجام گر

ای و چگالی بار سطحی در ی ذرهبررسی اندازه  

 هاپلکسپلی

ها توسط پلکسای هیدرودینامیک پلیمتوسط اندازه ذره

Dynamic Light Scattering  وLaser Doppler Velocimetry 

 DTSو  Malvern nano zetasizerو چگالی بار سطحی توسط 

software  در محیط بدون نمک باpH=7.2 گیری شد.اندازه 
 

 نتایج

 اتیلن ایمینتهیه مشتقات پلی  

بر مبنای اتصال یک مولکول پلیمر به  PEIپلیمری مشتق 

سوکسینیک انیدرید و مولکول دوم به هیدروکورتیزون انجام 

-PEIپذیرفت. سپس این دو بخش به هم اتصال یافته و مشتق 

 
اتیلن اتیلن ایمین. در مرحله اول، هیدروکورتیزون به یک مولکول پلیای تهیه کانژوگه های مبتنی بر پلیواکنش سه مرحله .1شکل 

اتیلن ایمین دیگر با سوکسینیک انیدرید واکنش داده شد. در مرحله سوم این دو جزء ایمین وصل شد. در مرحله دوم، یک مولکول پلی

 به هم اتصال یافتند.
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SUC-PEI-HYD های (. بامطالعه طیف1)شکل تهیه گردیدH-

NMR شده، درصد کانژوگاسیون آمده از مشتقات تهیهدستبه

و درصد  %63/0هیدروکروتیزون روی بخش اول، برابر با 

 %5/2کانژوگاسیون سوکسینیک اسید روی بخش دوم برابر با 

تعیین گردید. درنهایت درصد اتصال بخش اول به بخش دوم برابر 

 (.2تعیین گردید )شکل  %57/0با 

توسط پلیمر با  DNAراکم کردن بررسی توانایی مت  

 استفاده از روش اتیدیوم بروماید و روش آنالیز تأخیر ژل

که رنگ اتیدیوم بروماید توانایی برقراری اتصالات قوی ازآنجایی

عنوان یک عامل کمپلکس را دارد، به DNAهای حلقوی با مارپیچ

کند و از کننده، مداخلات قوی و اختصاصی با پلاسمید برقرار می

 
 

و محصول  (B)اتیلن ایمین متصل به سوکسینیک اسید ، پلی(A)اتیلن ایمین متصل به هیدروکورتیزون شده از پلیتهیه H-NMRشکل طیف  .2شکل 

 (C).شده در مراحل قبل نهایی حاصل از کانژوگاسیون دو بخش تهیه
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کند. طبیعتاً هر چه توانایی پلیمر خود نور فلورسانس منتشر می

 DNAدر متراکم کردن پلاسمید بیشتر باشد، رنگ بیشتری را از 

یابد. شکل کند و شدت فلورسانس منتشرشده، کاهش میجدا می

3A توانسته  80دهد که پلیمر جدید سنتز شده حدوداً %نشان می

ایمین تغییرنیافته اتیلنکه پلیپلاسمید را متراکم کند؛ درحالی

توانسته پلاسمید را متراکم کند. این مطالعه نشان  75حدوداً %

نسبت یعنی پلیمر به پلاسمید  دهد که در کمترین نسبتمی

، همچنان توانایی اتصال بین پلیمر و پلاسمید برقرار مانده 5/0

های بالاتر، توانایی متراکم کردن پلاسمید ثابت است. در نسبت

 مانده است.باقی

مشخص است حامل سنتز شده  3Bطوری که در شکل همان

کردن پلاسمید  ایمین تغییرنیافته توانایی متراکماتیلنهمانند پلی

و هم حامل سنتز  PEI، هم =5/0C/Pرا داشته است. البته در 

شده نتوانستند کاملاً پلاسمید را متراکم و حفظ کنند که 

های C/Pرؤیت است؛ اما در روی ژل قابل DNAدرنتیجه حرکت 

و هم حامل سنتز شده کاملاً توانستند پلاسمید  PEIهم  8و  4

ی دهندهدر چاهک اول نشان Ladderرا متراکم کنند. باز شدن 

ی درستی انجام پروسه و حرکت پلاسمید در چاهک دوم نشانه

 سالم بودن پلاسمید به کار رفته است.

 بررسی ظرفیت بافری پلیمرها  

 PEIظرفیت بافری پلیمر سنتز شده را در برابر  4Aشکل 

 طوریدهد. همان)کنترل مثبت( و آب )کنترل منفی( نشان می

طور قابل که مشخص است ظرفیت بافری پلیمر سنتز شده به

بحرانی  pHخصوص در است. به PEIچشمگیری بیشتر از 

endolysosome  شود، ظرفیت در نظر گرفته می 5-7که بین

طور چشمگیری بیشتر از بافری حامل سنتز شده به

 ایمین تغییر نیافته است.لناتیپلی

 DNaseبررسی اثر حفاظتی نانوذرات از پلاسمید در برابر  

I 
و پلیمر سنتز شده  PEIاز  8و  4، 5/0های C/Pدر این تست 

هم مشخص است در  4Bطوری که در شکل بررسی شدند. همان

و نه پلیمر توانایی حفاظت از  PEI، نه C/Pکمترین نسبت 

تغییر نیافته بیشتر از پلیمر  C/P=4 ،PEIپلاسمید را نداشتند. در 

وجود را داشته است؛ بااین DNAسنتز شده، توانایی حفاظت از 

هم تا حد قابل قبولی توانایی حفاظت از پلیمر سنتز شده 

، هر دو به نسبت مشابهی C/P=8پلاسمید را داشته است؛ اما در 

را داشتند و از تخریب آن جلوگیری  DNAتوانایی حفاظت از 

های فاقد آنزیم، کردند. عدم تخریب پلاسمید در چاهک

 
 این(ژل بررسی گردید  یرتأخآنالیز  .(B)و  توانایی پلیمر اولیه و مشتق سنتز شده در متراکم کردن پلاسمید به کمک اتیدیوم بروماید یبررس (A) .3شکل 

: پلاسمید 2، باند DNA یمولکول: نشانگر 1از: باند  اندعبارتبه ترتیب از چپ به راست  Bروی شکل  شدهیلتشکانجام شد(. باندهای  HBGمطالعه در بافر 

: 7، باند =5/0C/Pدر  ییریافتهتغ: پلیمر 6 ، باند=8C/P: پلیمر اولیه در 5، باند =4C/P: پلیمر اولیه در 4، باند =5/0C/p: پلیمر اولیه در 3باند  ،ییتنهابه

 .=8C/Pدر  ییریافتهتغ: 8، باند C/P=4در  ییریافتهتغپلیمر 
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دهد که تنها عامل تخریب پلاسمید آنزیم موجود در مینشان

ی در چاهک اول نشانه Ladderا است. باز شدن باندهای هچاهک

ی درستی انجام فرآیند و حرکت پلاسمید در چاهک دوم نشانه

سالم بودن پلاسمید و توانایی حرکت آن در میدان الکتریکی 

ایجادی توسط دستگاه الکتروفورز است. تخریب پلاسمید در 

 ی سالم و فعال بودن آنزیم است.چاهک سوم نشانه

ای و چگالی بار سطحی در ررسی اندازه ذرهب

 هاپلکسپلی

شده و پتانسیل زتای های تهیهای نانوحاملمطالعه اندازه ذره

گرفته توسط پلیمرهای تغییریافته ها نشان داد که ذرات شکلآن

که نحوی(. به4Cتر هستند )شکل نسبت به پلیمر اولیه بزرگ

PEI جب تشکیل نانوذراتی در اولیه در برهمکنش با پلاسمید مو

که مشتق سنتز شده، باعث تشکیل نانومتر شد درحالی 75حدود 

نانومتر گردید. ارزیابی چگالی بار  300نانوذراتی با ابعاد حدود 

اولیه، نانوذراتی با پتانسیل  PEIسطحی ذرات نیز نشان داد که 

 PEIمیلی ولت ایجاد کرد و مشتقات سنتز شده  35زتای حدود 

میلی ولت( ایجاد  30پتانسیل زتایی در همان محدوده )حدود 

 کردند.
 

 

 بحث 
های حیوانی، همچنان درمانی در مدلرغم اثبات فواید ژنعلی

کی از مشکل انتقال مواد ژنتیکی به درون سلول، ی

 
نرمال و  1با کمک تیتراسیون اسید و باز. این مطالعه با افزودن سدیم هیدروکساید  ( ارزیابی ظرفیت بافری پلیمر اولیه و مشتق سنتز شدهA) .4شکل 

توانایی محافظت از پلاسمید  . (B)کنترل در نظر گرفته شد.  عنوانبهنرمال به آن افزوده شد. آب  1آغاز شد. سپس اسید کلریدریک  12به  pHرساندن 

 3، باند ییتنهابهپلاسمید  2، باند DNA یمولکولنشانگر  1آنزیم مدل از طریق ژل الکتروفورز باند  عنوانبه DNaseمتعاقب تیمار نانوذرات با آنزیم 

)به ترتیب( بدون تیمار با  8و  4و  5/0 یهانسبتنانوذرات حاصل از کمپلکس پلیمر اولیه و پلاسمید در  8و  6و  4پلاسیمد تیمار شده با آنزیم، باندهای 

و  10)به ترتیب( پس از تیمار با آنزیم، باندهای  8و  4و  5/0 یهانسبت: نانوذرات حاصل از کمپلکس پلیمر اولیه و پلاسمید در 9 و 7و  5آنزیم، باندهای 

 15و  13و  11)به ترتیب( بدون تیمار با آنزیم، باندهای  8و  4و  5/0 یهانسبتنانوذرات حاصل از کمپلکس پلیمر تغییریافته و پلاسمید در  14و  12

ارزیابی اندازه نانوذرات و  (C) . )به ترتیب( پس از تیمار با آنزیم. 8و  4و  5/0 یهانسبتنانوذرات حاصل از کمپلکس پلیمر تغییریافته و پلاسمید در 

 انجام شد. HBGدر بافر =C/P 8این مطالعه در  به کمک دستگاه زتاسایزر. هاآنپتانسیل زتای 
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درمانی برانگیزترین موانع موجود بر سر راه گسترش ژنچالش

ترین موانع موجود در این ازجمله مهم(. 32-34، 10، 9) است

مسیر، یافتن ابزاری مناسب برای انتقال ماده ژنتیکی از سدهای 

گوناگون موجود در بدن از قبیل فیلتراسیون کلیوی، جذب توسط 

های سرم، تخریب کننده، تجمع با پروتئینهای فاگوسیت سلول

های نوکلئاز اندوژن موجود در خون و آنزیمی توسط آنزیم

ماتریکس خارج سلولی و نیز غشاهای متعددی نظیر غشای 

ها (. اگرچه ویروس34، 32سیتوپلاسمی و غشای هسته است )

هایی هایی با توانایی انتقال بالا هستند اما داشتن محدودیتحامل

های غیر ی بالا مشکلات مربوط به تولید ویروسر هزینهنظی

زا و ایمن و نیز احتمال ایجاد موتاسیون توسط بیماری

هایی که ژن خود را درون کروموزوم سلول میزبان الحاق ویروس

ها را محدود کرده است؛ ی گسترده از این حاملکنند استفادهمی

های غیر ویروسی لبنابراین، برای غلبه بر مشکلات موجود، حام

(. در میان 35، 33، 32، 2صورت گسترده توسعه یافتند )به

عنوان نسل دوم پلیمرهای ( بهPEIایمین )اتیلنها، پلیکاتیونپلی

، 2کاتیونی و استاندارد طلایی در انتقال ژن شناسایی شده است )

شده، معایبی نیز رغم مزایای اشاره(. علی37، 36، 33، 32، 23

توان سمیت ایمین مطرح است که از آن جمله میاتیلنلیبرای پ

سلولی ناشی از تراکم زیاد بار مثبت و کارایی ترانسفکشن پایین 

در مقایسه با وکتورهای ویروسی را نام برد. لذا لازم است که 

ی این تغییرات ساختمان این ترکیب اصلاح گردد. ازجمله

صورت وکتور را به توان به افزودن لیگاندی اشاره کرد کهمی

اختصاصی به بافت هدف خاصی نظیر بافت سرطانی هدایت 

 -کند. دسته دوم از این تغییرات به تعادل هیدروفیلیکمی

کمک خواهد کرد. انتخاب  PEIهیدروفوبیک و نیز تعادل بار 

پلکس حاصل به عنوان لیگاند هدفمندساز پلیهیدروکورتیزون به

پس از ورود وکتور به سلول  -1دو دلیل عمده صورت گرفت: 

پلکس به انتقال آن شده در پلیسرطانی، هیدروکورتیزون تعبیه

در مقالات دیده شده است  -2سلول کمک خواهد کرد.  به هسته

ی اتصال گلوکوکورتیکوئیدها به رسپتورشان، قطر که درنتیجه

( بیشتر شده و تا حدی NPCای )های منافذ هستهکمپلکس

دهند. این ویژگی، تر را میهای بزرگولکولی عبور ماجازه

کند، که امکان ورود وکتور به هسته سلول را فراهم میازآنجایی

 (.38ای برخوردار است )از اهمیت ویژه

ی دوبخشی طراحی شد بنابراین طی این پژوهش، یک سامانه

های آن، پلیمر با هیدروکورتیزون کانژوگه شد. که دریکی از بخش

سط یک لینکر هیدروفوب به یک مولکول این بخش تو

ایمین دیگر وصل شد. لینکر هیدروفوب، به تعادل اتیلنپلی

هیدروفوبیک کمک خواهد کرد و بخش دوم که  -هیدروفیلیک

نخورده است، وظیفه اتصال به پلاسمید، دست PEIیک مولکول 

ها را به متراکم کردن آن و حفاظت از پلاسمید در برابر آنزیم

واهد داشت. درنتیجه، حاملی طراحی و تهیه شده است عهده خ

ها که در آن وظیفه برهمکنش با پلاسمید بر عهده یکی از دومین

های هدف و انتقال هدفمند به است و وظیفه اتصال به گیرنده

 هسته سلول بر عهده دومین دیگر است.

به  PEIهای نوع اول درصد آمین 1در این پژوهش، حدود 

ن متصل گردید. در مورد بخش دوم، فقط یکی از هیدروکورتیزو

کربنه، کانژوگه شد.  4با لینکر هیدروفوب  PEIهای نوع اول آمین

سپس دو قسمت حاصل توسط واکنشی که شرح داده شد، به هم 

 متصل گردیدند.

که خصوصیت پلیمرهای کاتیونی در متراکم کردن ازآنجایی

DNA ی هدف است، هارسانی کارآمد به سلولی ژنلازمه

با دو روش جداگانه،  DNAبنابراین توانایی متراکم کردن 

موردبررسی قرار گرفت. درروش اول، از اتیدیوم بروماید استفاده 

عنوان یک عامل کمپلکس کننده، گردید. رنگ اتیدیوم بروماید به

کند، درنتیجه مداخلات قوی و اختصاصی با پلاسمید برقرار می

از آن به دنبال قرارگیری بین جفت شدت فلورسانس منتشره 

یابد. پس از افزودن طور چشمگیری افزایش می، بهDNAبازهای 

کاتیون به پلاسمید، باعث خروج بخشی از کاتیون، اتصال پلیپلی

شود و درنتیجه شدت فلورسانس اتیدیوم بروماید متصل شده می

کل طور که در شیابد. همانتوجهی کاهش میمنتشره تا حد قابل

3A شود، پلیمر سنتز شده در مقایسه با مشاهده می

ایمین تغییرنیافته، رفتار مشابهی در متراکم کردن اتیلنپلی

DNA توان گفت که کارایی دهد و حتی میاز خود نشان می

تغییر  PEIبیشتر از  DNAپلیمر سنتز شده در متراکم کردن 

و بخش است، که پلیمر سنتز شده دارای دنیافته است. ازآنجایی

ایمین تغییرنیافته، چگالی بار مثبت اتیلنلذا در مقایسه با پلی

تر بیشتری دارد. این چگالی بار مثبت بیشتر باعث اتصال قوی

شود و درنتیجه قدرت بیشتر پلیمر سنتز شده می DNAپلیمر با 

تغییرنیافته کاملاً  PEIدر مقایسه با  DNAدر متراکم کردن 

توجه است که توانایی پلیمر در ژن رسانی طبیعی است. شایان 

موفق، محصول نهایی چندین خصوصیت متفاوت در این ساختار 

است. ازجمله این خصوصیات، بار سطحی پلیمرهاست. این بار 
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طرف برای برهمکنش مؤثر با اسیدهای نوکلئیک و سطحی ازیک

های ایجادکننده تشکیل نانوذرات ضروری است و همچنین آمین

ر مثبت در القای خصوصیت اسفنج پروتونی نقش کلیدی این با

دارند؛ اما از سوی دیگر، همین بار مثبت باعث ایجاد سمیت 

تنهایی اگرچه باعث کم شدن سمیت شود. کاهش بار مثبت بهمی

شود ولی از سوی دیگر با کم کردن اثر اسفنج پروتونی و نیز می

دن توانایی ژن تواند باعث کم شکاهش برهمکنش با پلاسمید می

رسانی شود. لذا اگر اندکی بر بار مثبت هم افزوده شود ولی از 

توان از سمیت طرف دیگر بتوان نانوذره حاصل را هدفمند کرد می

 کلی ایجادشده توسط آن کاست.

درروش دوم، از آنالیز تأخیر ژل، برای بررسی توانایی متراکم 

لکس بین کردن ژنوم توسط پلیمر استفاده شد. تشکیل کمپ

سازی بار منفی پلاسمیدی، به علت خنثی DNAکاتیون و پلی

DNA  پلاسمیدی و نیز متراکم کردن آن، مانع از حرکت

پلاسمید در میدان الکتریکی ایجادی توسط دستگاه الکتروفورز 

های مختلفی انجام گرفت. C/Pشود. این بررسی در می

در عدم شود، پلاسمید دیده می 3Bطوری که در شکل همان

(، به علت بار منفی خود، به کمک میدان 2حضور پلیمر )چاهک 

الکتریکی ایجادی توسط دستگاه الکتروفورز، روی ژل حرکت 

ایمین اتیلنکند. در این تست، پلیمر سنتز شده و پلیمی

از خود  DNAتغییرنیافته، هر دو رفتار مشابهی در متراکم کردن 

توانستند پلاسمید را  =C/P 4و  8که در طورینشان دادند؛ به

متراکم کنند و از حرکت آن روی ژل جلوگیری کنند؛ اما در 

5/0C/P= توانایی متراکم کردن و حفظ پلاسمید را نداشتند و ،

شود. درواقع در درنتیجه حرکت پلاسمید بر روی ژل دیده می

C/P با افزایش بار مثبت پلیمر نسبت به پلاسمید، به 8و  4های ،

سازی بخش بزرگی و نیز خنثی DNAعلت متراکم شدن کامل 

شود ولی در از بار منفی آن، حرکت آن روی ژل دیده نمی

5/0C/P= چون متراکم شدن ،DNA سازی بار آن و خنثی

 صورت کامل رخ نداده است، حرکت پلاسمید روی ژل طبیعیبه

عنوان شاهد ایمین تغییرنیافته بهاتیلناست. در این تست، پلی

استفاده شد که رفتاری مشابه پلیمر سنتز شده، از خود نشان 

ی درستی انجام در چاهک اول، نشانه Ladderداد. باز شدن 

ی سالم بودن فرآیند و حرکت پلاسمید در چاهک دوم، نشانه

 پلاسمید است.

ی نتایج کنندهنالیز تأخیر ژل تکمیلبدین ترتیب نتایج تست آ

حاصل از تست اتیدیوم بروماید است. با توجه به نتایج این دو 

و پلیمر سنتز  PEIتوان نتیجه گرفت که هرچند که تست، می

، توانایی اتصال به پلاسمید را دارند اما این =5/0C/Pشده در 

(؛ اما در loose interactionاتصال، چندان محکم نیست )

C/Pاندازه های بالاتر، اتصال برقرارشده بین پلاسمید و پلیمر، به

(. این مسئله در کارایی strong interactionکافی قوی است )

ای تنی از اهمیت ویژهخصوص در مطالعات درونرسانی بهژن

برخوردار است؛ چراکه وکتور سنتز شده باید توانایی همراهی 

را داشته باشد. در غیر ی سلول هدف کردن پلاسمید تا هسته

ی اندازهکه اتصال بین پلاسمید و پلیمر بهاین صورت، درصورتی

های کافی قوی نباشد، امکان تخریب پلاسمید توسط آنزیم

ی سلول هدف موجود در خون، قبل از رسیدن پلاسمید به هسته

(. در مطالعات قبلی نشان داده شده است 33وجود خواهد داشت )

پلیمر به پلاسمید در توانایی انتقال ژن تأثیر که قدرت اتصال 

بسیار مهمی دارد. این اتصال در محیط خارج سلولی باید به حدی 

های پایدار شکل بگیرد و در ضمن بتواند ماده باشد که کمپلکس

ژنتیکی را در برابر عوامل تخریبگر محافظت کند؛ اما از سوی 

جلوی رهاسازی قدر محکم باشد که دیگر این اتصال نباید آن

پلاسمید از پلیمر در محیط داخل سلول گرفته شود. 

دیگر وجود یک توازن بین توانایی اتصال و نیز امکان عبارتبه

، 33، 23رهاسازی از پلیمر برای ژن رسانی موفق، ضروری است )

36 ،37.) 

خصوصیت مهم دیگر که برای ژن رسانی موفق ضروری است، 

طوری که قبلاً هم ده است. همانظرفیت بافری پلیمر ساخته ش

ایمین برای اتیلنترین ویژگی پلیاشاره شد، ظرفیت بافری مهم

 pH(. 39های سنتز شده از اندولیزوزوم است )پلکسرهایی پلی

در نظر  5-5/7در مقالات مختلف بین  endolysosomeبحرانی 

ی شود، بنابراین داشتن ظرفیت بافری در این محدودهگرفته می

pH سبب افزایش فشار اسمزی درون لیزوزوم و نهایتاً لیز شدن ،

های آمینی قابل (. به دلیل حضور گروه40، 37شود )لیزوزوم می

، با افزودن مقادیر مشخصی از اسید، PEIپروتونه شدن در ساختار 

طوری که در شکل افتد. همانبا شیب کمی اتفاق می pHکاهش 

4A شود، شیب کاهش دیده میpH یمر سنتز شده در مقایسه پل

)کنترل مثبت( خیلی کمتر است که  PEIبا آب )کنترل منفی( و 

دهنده ظرفیت بافری بالاتر پلیمر سنتز شده است. این نشان

رود که پلیمر سنتز شده نسبت به درنتیجه انتظار می

ایمین تغییرنیافته، قابلیت بیشتری برای فرار از لیزوزوم اتیلنپلی

بخش دو های سنتز شده، حاوی که حاملازآنجاییداشته باشد. 

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

22
85

10
5.

20
19

.9
.2

.1
3.

8 
] 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 ja

bs
.f

um
s.

ac
.ir

 o
n 

20
26

-0
5-

15
 ]

 

                            10 / 14

http://journal.fums.ac.ir/
https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.22285105.2019.9.2.13.8
http://jabs.fums.ac.ir/article-1-1894-en.html


 

 

journal.fums.ac.ir 

 1398تابستان  |2شماره  | نهمسال  |مجله دانشگاه علوم پزشکی فسا 

 

 پزشکی بالینی دورهاتیلن ایمین متصل به هیدروکورتیزونهای پلیحاملنانو 

 

1453 

هستند و هر دو بخش هم حاوی تعدادی آمین هستند، لذا بیشتر 

ایمین اتیلنبودن ظرفیت بافری پلیمر سنتز شده نسبت به پلی

های پلیمر سنتز توان به بیشتر بودن تعداد آمینتغییرنیافته را می

تواند در مطالعات شده نسبت داد. چنین ساختاری احتمالاً می

ها سلولی و حیوانی آینده، خروج زودهنگام مؤثرتری را از اندوزوم

ها تضمین کند که این امر خود لازمه ژن رسانی موفق به سلول

 است.

خصوصیت مهم دیگر که در مورد پلیمر سنتز شده بررسی شد، 

های مخربی چون توانایی آن در حفاظت از پلاسمید در برابر آنزیم

DNase I های بزرگی مثل بود. از آنجایی حرکت مولکولDNA 

گیرد، احتمال تخریب کندی صورت میدرون سیتوزول بسیار به

های نوکلئاز موجود در سیتوپلاسم وجود دارد ها توسط آنزیمآن

(؛ بنابراین نانوحامل سنتز شده باید توانایی 40، 38-36، 23)

داشته باشد. شکل حفاظت از پلاسمید، پس از اتصال به آن را 

4B ها را در حفاظت از توانایی نانوحاملDNA دهد. در نشان می

از کمپلکس  DNAمنظور جداسازی ، بهSDS 1%این تست، از 

استفاده شد تا حرکت آن بر روی ژل موردبررسی قرار گیرد. طبق 

 DNA، 8و  4های C/Pشکل، برخلاف پلاسمید فاقد حامل، در 

 PEIهای حاصل از پلیمر سنتز شده و پلکسموجود در پلی

محافظت شدند. حتی در  DNase Iتغییرنیافته در برابر 

5/0C/P=شده و به د تخریب، بااینکه بخش زیادی از پلاسمی

شکل کشیدگی روی ژل نمایان شده است، اما همچنان بخشی از 

طوری که قبلاً هم پلاسمید توسط پلیمر حفظ شده است. همان

بر اساس نتایج دو تست اتیدیوم بروماید و آنالیز تأخیر ژل بیان 

 =5/0C/Pو پلیمر از پلاسمید در  PEIتوان عدم حفاظت شد، می

، =5/0C/Pو پلیمر در  PEIکرد که هرچند که  هگونه توجیرا این

توانایی اتصال به پلاسمید را دارند اما این اتصال، چندان محکم 

سادگی قابل شکستن است. ها بهنیست و لذا اتصال بین آن

، چندان دور =5/0C/Pدرنتیجه تخریب پلاسمید توسط آنزیم در 

ر توانایی در مقایسه با پلیم 4C/P= ،PEIاز انتظار نیست. در 

وجود پلیمر بیشتری در حفاظت از پلاسمید داشته است اما بااین

هم توانسته تا حد قابل قبولی از پلاسمید حفاظت کند. در 

8C/P=یک نسبت توانستند از ، هر دوبهDNA  .حفاظت کنند

ی درستی انجام دهندهنشان Ladderباندهای حاصل از باز شدن 

ی سالم بودن چاهک دوم نشانهفرآیند است. حرکت پلاسمید در 

پلاسمید و تخریب کامل پلاسمید در چاهک سوم توسط آنزیم 

ی سالم بودن آنزیم است. همچنین عدم تخریب پلاسمید نشانه

دهد که تنها عامل تخریب های فاقد آنزیم نشان میدر چاهک

های کاررفته است. بر اساس تستها، آنزیم بهپلاسمید در چاهک

های طور نتیجه گرفت که کمپلکستوان اینیشده مانجام

کارایی بیشتری در مقایسه با  8و  4های C/Pشده در تشکیل

5/0C/P= توان دارند. بر اساس نتایج حاصل از این آزمون، می

چنین فرض کرد که برای مطالعات بعدی در کشت سلول و 

توان استفاده های بالاتر پلیمر به پلاسیمد میحیوان، از نسبت

تر، احتمال تخریب پلاسیمد های پایینکرد چراکه در نسبت

 زیاد است. هاتوسط آنزیم

آخرین خصوصیتی که در مورد نانوذرات حاصل بررسی گردید، 

ها بود. چراکه چگالی بار ای و چگالی بار سطحی آناندازه ذره

ای، دو ویژگی ضروری برای سطحی )پتانسیل زتا( و اندازه ذره

ها به داخل سلول است. وجود بار مثبت بر سطح پلکسورود پلی

ها و نیز میزان این بار مثبت از دو جنبه حائز اهمیت پلکسپلی

تواند در ها میپلکسحضور بار مثبت بر سطح پلی -1است: 

تسهیل ورود نانوذرات به داخل سلول مؤثر باشد چراکه به ایجاد 

بار مثبت  واکنش الکتروستاتیک بین بار منفی غشای سلول و

از طرفی هر چه چگالی بار مثبت  -2کند. ها کمک میپلکسپلی

ی بارهای همنام از )پتانسیل زتا( بیشتر باشد، به علت دافعه

کند و درنتیجه باعث تجمع نانوذرات در کنار هم جلوگیری می

 4C(. شکل 38، 37، 23، 3، 2ها خواهد شد )پایداری بیشتر آن

پلکس سنتز شده را در مقایسه ای پلیی ذرهپتانسیل زتا و اندازه

طوری که در دهد. همانایمین تغییرنیافته نشان میاتیلینبا پلی

پلکس ای و پتانسیل زتای پلیی ذرهشکل مشخص است، اندازه

که آنجاییتغییرنیافته بیشتر است. از PEIنهایی در مقایسه با 

تر بودن ا بزرگاست، لذ PEIپلیمر سنتز شده دارای دو مولکول 

تغییرنیافته  PEIای و چگالی بار سطحی در مقایسه با سایز ذره

ای و پتانسیل ی ذرهکاملاً قابل توجیه است. از طرفی چون اندازه

 200-300پلکس نهایی همچنان در محدوده حدود زتای پلی

عنوان کاندید جدیدی نانومتر است، وکتور سنتز شده همچنان به

های مطلوب طرح است. لذا با توجه به ویژگیرسانی مبرای ژن

توان گفت که وکتور شده، میهای بیانحامل سنتز شده در تست

رسانی مؤثر، کارآمد و هدفمند را خواهد سنتز شده قابلیت ژن

ذکر است با توجه به مطالعات قبلی، داشت. البته شایان

ماً هایی که دارای خصوصیات بیوفیزیکی مطلوب هستند الزاحامل

تن بهترین جواب را نخواهند های برون تن و نهایتاً دروندر محیط

(. این امر بدین دلیل است که در محیط آزمایشگاه 38داشت )
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تأثیر سایر فاکتورها از قبیل اجزای باردار موجود در سرم، جذب، 

شود. لذا چنین توزیع و متابولیسم این ترکیبات در نظر گرفته نمی

عنوان یک بررسی اولیه پیش از ورود به ند بهتواای میمطالعه

 مطالعات سلولی یا حیوانی در نظر گرفته شود.
 

 گیرینتیجه
در این مطالعه، هیدروکورتیزون باهدف نهایی رساندن 

های حاوی پلاسمید به هسته سلول طراحی و تهیه نانوحامل

گردید. خصوصیات مختلف این نانوحامل موردبررسی قرار گرفت 

تر تواند نانوذراتی کوچکنشان داده شد که این پلیمر جدید میو 

توجه، نانومتر ایجاد کند که دارای ظرفیت بافری قابل 300از 

توانایی برهمکنش مؤثر با پلاسمید و محافظت آن در برابر 

ات برای انتقال ـکه این خصوصیهای مخرب باشد. ازآنجاییمـآنزی

رسد که چنین ی است به نظر میها ضرورمؤثر پلاسمید به سلول

های عنوان کاندیدای مناسبی جهت آزموننانوحاملی بتواند به

 سلولی و حیوانی به کار رود.

 

 تشکر و قدردانی
این مطالعه با حمایت مالی دانشگاه علوم پزشکی شیراز و در 

-36-01-89نامه داروسازی خانم الهه ثابت با شماره قالب پایان

وسیله از معاونت پژوهشی دانشگاه انجام پذیرفت. بدین 2456

 گردد.علوم پزشکی شیراز تشکر و قدردانی می
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Abstract 
 

Background & Objective: Nowadays, gene therapy has been considered as a novel therapeutic 

approach. Particularly, following the introduction of immunotherapy and gene editing using 

CRISPR/Cas9 platform great attention has been directed to gene therapy. However, finding an 

efficient carrier with low toxicity is still one of the major challenges for researchers. Among non-viral 

gene carriers, polyethyleneimine (PEI) could be considered as the most studied polycationic 

compound for gene delivery. However, toxicity, lack of targeting and non-specific interactions with 

serum components limit its wide application. Therefore, PEI structure must be modified through 

chemical conjugations. In this study, conjugation of hydrocortisone on the polymer structure was 

carried out in order to direct the carriers into the cell nucleus. 

Materials & Methods: Hydrocortisone was conjugated onto polyethylenimine followed by the 

grafting of the targeted PEI domain onto another unmodified polymer via succinic acid linker. The 

conjugate was characterized in terms of buffering capacity, zeta potential, particle size, protection of 

DNA against enzymes and condensation ability. 

Results: The results demonstrated that the conjugates could condense plasmid DNA successfully and 

form nanoparticles with the size of around 300 nm . Meanwhile, the conjugates showed higher 

buffering capacity compared with the unmodified polymer. Also, the protection ability of the 

conjugates was significant rather than the parent polymer. 

Conclusion: According to the results, design and synthesis of the PEI derivative with two separated 

domains responsible for targeting and plasmid condensation could be considered as an efficient 

strategy to create nano gene delivery systems. 
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