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  چكيده
 پلـي اتـيلن گليكـول هدفمنـد شـده بـا       -هاي پلي آميدوآمين ساخت و بررسي اثر نانوحامل      از اين تحقيق    هدف :هدف

  .استرسينوماي كولون انساني هاي آدنوكا  به سلولt-Bid براي انتقال سازه كد كننده ژن TAG72نانوبادي عليه 
 توليد انبوه پروتئين نانوبادي انجـام و سـپس          براي pSJ  بياني ناقلكلونينگ ژن نانوبادي در       ساب :ها روشمواد و   

. دش ـ و وسـترن بلاتينـگ تأييـد         SDS-PAGEفرآيند جداسازي با    . شدنانوبادي با كاربرد ستون نيكل جداسازي       
)  به پلي اتيلن گليكولپلي آميدوآمين (2 به 1 با نسبت مولي پلي آميدوآمينرات انوذافزودن پلي اتيلن گليكول به ن

ترتيب  بار سطحي و اندازه نانوذرات به.  انجام شد1 به  1 با نسبت مولي     TAG72و هدفمندسازي با نانوبادي عليه      
 بـه   t-Bidل ژن كـشنده     با دستگاه زتا سايزر مالورن و نانوسايت بررسي و كارايي حامل ژني ساخته شده در انتقـا                

  و تعيـين ميـزان مـرگ و   Real Time PCRهاي  هاي آدنوكارسينوماي كولون در محيط آزمايشگاه با آزمون سلول
  .سلولي بررسي شد مير

 نانومتر  162±92ترتيب ساخت نانوذرات هدفمند با اندازه         نتايج بررسي با نانوسايت و زتا سايزر مالورن، به         :نتايج
 ـ . دهد را نشان مي  + 57/4 و پتانسيل سطحي    كـارآيي حامـل سـاخته شـده را بـراي            ،خير حركـت در ژل    أآزمون ت
هـاي    افزايش بيان ژن هدف در سـلول Real Time PCRنتايج . كند سازي سازه ژني تأييد مي دربرگيري و فشرده
  .كند توموري را تأييد مي

 افزودن پلي اتيلن گليكولير مثبت ث در انتقال ژن و نيز تأ نتايج اين مطالعه كارآيي دندريمرهاي پلي آميدوآمين:گيري نتيجه
  .كند ييد ميأرا ت) براي هدفمندسازي انتقال ژن به سلول( به اين نانوحامل ژني TAG72و اتصال نانوبادي عليه 

  
، ژن درمـاني هدفمنـد،   TAG72پلـي اتـيلن گليكـول، نانوبـادي عليـه      - نانوحامـل پلـي آميـدوآمين    :كليدواژگان

  سينوماي كولون انسانيآدنوكار
  

 مقدمه -1
  هـا   تـرين بـدخيمي    تومورهاي كولون و ركتوم يكي از شايع      

  

  
  هاي پيچيده   ماهيت مهاجم، رشد بدون كنترل و مكانيسم       .هستند
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 كـه    اسـت   شده سببتومورهاي كولون    دخيل در رشد و تكثير    
 )درمـاني و راديودرمـاني     مانند جراحي، شيمي  (هاي اوليه    درمان
عنـوان   درمـاني بـه    ايـن درحـالي اسـت كـه ژن        . آمد باشند ناكار
]. 1[ اي را به همراه داشـته اسـت        كاري انقلابي اميدهاي تازه    راه

درماني تا حدود زيـادي بـه سـاخت حـاملين ژنـي              موفقيت ژن 
هـاي   تاكنون نيز گروه .كارآمد و ايمن وابستگي نشان داده است

ر كلـي در دو     طـو  تحقيقاتي زيادي حاملين ژني متعددي كـه بـه        
گيرنـد را    دسته حاملين ژني ويروسي و غيرويروسـي قـرار مـي          

اگرچه حاملين ژني ويروسـي هـم در    .اند ساخته و بررسي كرده
 ولـي   اسـت انتقال و هم تضمين بيان ژن انتقالي بـسيار كارآمـد            

ها  هاي بالاي توليد آن    مشكلات مربوط به ايمني زيستي و هزينه      
 ـ      هـاي غيرويروسـي توجـه       ه سيـستم  محققان را برآن داشته كه ب

عنوان حاملين   در ميان پليمرهاي كاتيوني به    ]. 3،  2[ بيشتري كنند 
  ژنــــي غيروويروســــي، دنــــدريمرهاي پلــــي آميــــدوآمين 

(Poly Amido Amine (PAMAM) Dendrimers)  كـلاس 
جديدي از نانوپليمرها با ساختار سه بعدي پرانـشعاب و بـسيار            

هـاي   بنـدي مولكـول    ي در بسته   كه قابليت زياد   استيكنواختي  
هـاي آمـين    با داشتن گروه . دارند خود راديگر در فضاي دروني

هـاي اسـيدنوكليئك     د بـا مولكـول    توان باردار مثبت در سطح مي    
(DNA) ها را در درون خود فشرده سـاخته و       اكنش داده و آن    و

 را ايجاد كند كـه در       (Polyplex) پلكس ساختارهايي به نام پلي   
  ].5، 4[ست ا  بسيار كارآمد ارزيابي شدهانتقال ژن

، بار مثبـت    DNA-PAMAM هاي پلكس مشكل اصلي پلي  
هـا و    هـاي نـامطلوب بـين آن       هاست كه سبب واكـنش     سطح آن 

خون، كـاهش نيمـه عمـر خـوني     ي هاي غيرهدف و اجزا    سلول
يت سلولي در موجود زنده كمپلكس و سم(In vivo)شـود   مي .

ت سطحي، پوشاندن بارهاي سطح     در راستاي كاهش بارهاي مثب    
ها با پليمرهـاي محلـول در آب پلـي اتـيلن گليكـول             پلكس پلي

(Polyethylene Glycol: PEG) )پگيلــه كــردن  آنكــه بــه 
از ]. 8-6[ اي را نـشان داده اسـت    نتايج اميدواركننـده  ) گويند مي

عنـوان يـك    ژن بـه  /سوي ديگر زماني يك سيـستم انتقـال دارو     
شـود   مد در درمان سرطان در نظر گرفته مـي        سيستم مؤثر و كارآ   

 هـاي سـالم    كه بتواند محموله خود را بدون هيچ آسيبي به بافت         

گيـري دقيـق و      بنابراين ظرفيت هدف  . به محل تومور منتقل كند    
كارهـاي   اختصاصي تومور يـك ويژگـي بـسيار مهـم بـراي راه            

، پپتيـدهايي  ]10[فوليـك اسـيد    ]. 9[درماني سرطان خواهد بود     
- آسـپارژين   و (RGD)آسـپارتيك اسـيد     -گليسين-آرژنينندمان

هـا   بـادي  ، قطعات آنتـي   ]11[ (NGD)آسپارتيك اسيد   -گليسين
تاكنون براي هدفمند كردن انتقـال ژن       ] 13[ها   بادي  و آنتي  ]12[

اولين بار كاربرد نانوبادي شتري     . اند به تومور بسيار مطالعه شده    
كنولـوژي پزشـكي    عليه نشانگرهاي توموري توسط گـروه بيوت      

در ايـن   . مطـرح و بررسـي شـد      ] 14[ دانشگاه تربيـت مـدرس    
 TAG72ژن تومـوري     مطالعه نيز از نانوبادي شتري عليـه آنتـي        

(Tumor-associated Glycooprotein 72)  گليكـوپروتئيني  كه
هاست و در سطح بسياري از تومورهـا از          از خانواده بزرگ موسين   

بـراي  ] 15[دهـد    يان نـشان مـي    جمله كارسينوماي كولون افزايش ب    
  .هدفمندسازي انتقال ژن درماني با نانوحامل استفاده شده است

 PAMAMهدف اين تحقيق ساخت و بررسـي نـانوذرات          
 و هدفمند شـده بـا نانوبـادي         پلي اتيلن گليكول  پوشيده شده با    

 t-Bid  براي انتقال سازه درمـاني كـد كننـده ژن          TAG72عليه  
(HRE/ERE-pMUC1-t-Bid)  هاي سلولي تومورهاي    به رده

 و بررسي ميزان مرگ و (In vitro)كولون در محيط آزمايشگاه 
  .استمير سلولي ناشي از بيان ژن هدف 

 

 ها مواد و روش -2

 مواد -2-1
 و  T4 ليگـاز  Taq  ،DNA  پليمراز DNAدر اين تحقيق از     

 BbsI، BamHI، EcoRIهاي هـضم كننـده محـدودالاثر         آنزيم
(Fermentas) ،ــت ــيص از ژل  كي ــاي تخل ، (®NucleoTrap) ه

 و تخليص پروتئين (NucleoSpin® Plasmid) تخليص پلاسميد
 His-Tag (Protino® Ni-IDA Packed Columns)داراي 

ــركت  ــت MACHEREY-NAGEL (MN)ش ــيص ، كي تخل
RNA (RNX-Plus)   شركت Cinnagen هاي يوكـاريوتي    ، سلول

كولون انسان   ينومايهر دو آدنوكارس   (HT29 و LS174Tهاي   رده
ــستند ــي  (NIH3T3، )ه ــت موش ــي  )رده فيبروبلاس ــدريمر پل ، دن
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، ان  )Sigmaشـركت   ( )28826با وزن مولكـولي      (5 آميدوآمين نسل 
ــسيناميد  ــسي سوكـ ــول -هيدوركـ ــيلن گليكـ ــي اتـ ــد-پلـ    مالئميـ

.(N-hydroxysuccinimide- Polyethylen Glycol- Maleimide: 

NHS-PEG-MAL))    شــــركت () 3400بـــا وزن مولكـــولي
Jenkem (استفاده شد.  

  
  ها  روش-2-2
  TAG72كلونينگ ژن نانوبادي عليه  ساب -2-2-1

 ناقــلدر روي  (TAG72ابتــدا تــوالي نانوبــادي عليــه    
pCOMb3X      با اسـتفاده از     )، جدا شده از كتابخانه ژني شتري ،

مذكور در پايين كه داراي جايگـاه        (Primer)آغازگر  جفت   دو
و )  رفـت  آغـازگر در   (BbsI ي محدودساز ها برش توسط آنزيم  

BamHI)  به روش است) ر برگشتآغازگدر PCRتكثير شد .  
(Forward)   :Nano-BbsI رفتآغازگر : 
5́ -TATGAAGACACCAGGAGGTGCAGCTGGAGCAGTC-3́ . 
(Reverse) آغازگر برگشتي : Nano-BamHI-Cys:  
5´-TATGGATCCGCATGAGGAGACGGTGACCTG-3´. 

 تحـت اثـر     pSJشـده و پلاسـميد بيـاني        ژن نانوبادي تكثيـر     
 هــضم و ســپس از ژل BbsI و BamHIهــاي محــدودالاثر  آنــزيم

 Nucleo Trap-MNآگارز طبق دستورالعمل كيت تخليص از ژل 
ــه درون پلاســميد . تخلــيص شــد ــي ب  طبــق اتــصال قطعــه ژن

 به  نوتركيبمحصول    انجام و  Fermentasدستورالعمل شركت   
ــاروش  ــي يالق ــا الكتريك ــد E. coli TG1كتري وارد ب . ش
ــون ــشكيل شــده روي پليــت حــاوي آنتــي  كل بيوتيــك  هــاي ت
) رهـاي فـوق   آغازگبا كـاربرد     (PCR سيلين، توسط كلوني   آمپي

پس از آن   . هاي حاوي ژن نانوبادي شناسايي شد      بررسي و كلون  
. هاي مرحله قبل براي ادامـه كارهـا انتخـاب شـد            يكي از كلون  

با دو آنـزيم    (ا هضم تأييدي    پلاسميد كلون منتخب تخليص و ب     
BamHI   و EcoRI ( ايـن پلاسـميد    . خواني تأييـد شـد     و توالي

  .گذاري شد  نامpSJ-TAG10تأييد شده به نام 

 كشت انبوه و توليد و جداسازي نانوبادي        -2-2-2
  TAG72عليه 

ليتر محـيط     ميلي 50تك كلون تأييد شده در مرحله قبل، در         
2XYTبـــه ميـــزان (ين ســـيل بيوتيـــك آمپـــي  حـــاوي آنتـــي  

 سـاعت درانكوبـاتور بـا       24براي  ) ليتر  ميكروگرم در هر ميلي    170
 كشت داده شـد   گراد   درجه سانتي  37حركت چرخشي و در دماي      

 حـاوي   2XYT بـه يـك ليتـر محـيط          كشت اوليـه  ). كشت اوليه (
) ليتـر   ميكروگرم در هر ميلي    170به ميزان   (سيلين   بيوتيك آمپي  آنتي

 :Optical Density) جـذب نـوري    بـه ده و تا رسـيدن شاضافه 

OD) 9/0 برابـــر) OD600=0/9(، انكوبـــاتور بـــا حركـــت  در
سـپس  . گراد قرار داده شد     درجه سانتي  37چرخشي و در دماي     

 :Isopropyl thiogalactoside)ايزوپروپيــل تيوگالاكتوزيــد 

IPTG)     مولار به آن اضافه شد       ميلي 1 تا رسيدن به غلظت نهايي
 انكوباسـيون  ،IPTGپـس از افـزودن      . ا شـود  تا پروموتـور الق ـ   

بـا حركـت    گـراد    درجه سـانتي   37 ساعت در دماي     20مدت   به
هـا،    باكتريي از القا ساعت20پس از اتمام . انجام شد چرخشي  

 دقيقـه   20مـدت     درجه به  4 در    دور در دقيقه   4000ها با دور     آن
 عصاره سيتوزولي حاوي نانوبادي مورد نظر با      . سانتريفوژ شدند 

 جدا و پس از افزودن سديم آزايـد   (Sonication) سونيكاسيون
(Sodium Azide) )01/0در يخچـال  ) گـرم در هـر ليتـر     ميلي

  .نگهداري شد
  

  هاي نانوبادي  جداسازي و تعيين ويژگي-2-2-3
 بيـاني منجـر بـه       ناقـل كلونينگ در اين     كه ساب  با توجه به اين   

كـسيل نانوبـادي در    در انتهـاي كربو His-tagافزوده شـدن تـوالي      
توان براي جداسازي پـروتئين هـدف از          مي ،شود هنگام ترجمه مي  

هـاي   دست آمده از كرومـاتوگرافي تمـايلي سـتون         ه ب محلول رويي 
ــرد  ــتفاده ك ــل اس ــن. نيك ــتون   در اي ــتفاده از س ــا اس ــا ب ــاي  ج   ه

Protino® Ni-IDA Packed شركت MN  و طبق دسـتورالعمل 
نانوبادي هدف در شيب غلظتـي     . شركت سازنده اين كار انجام شد     

از ستون جـدا شـده و        (Immidazole)مولار ايميدازول     ميلي 250
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 (Phosphate Buffered Saline)  فسفات سالينيك روز در بافر
)2/7=pH( ياليز  گراد د   درجه سانتي  4  در(Dialyze)  فرآينـد  . شـد

ــاربرد روش      ــا ك ــل ب ــتون نيك ــا س ــازي ب    SDS-PAGEجداس
.(Sodium dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis) 

 در وسـترن    C-mycبادي عليـه تـوالي       با كاربرد آنتي  . بررسي شد 
حضور نانوبادي در نمونـه تأييـد    (Western Blotting)بلاتينگ 

 و (Bradford) غلظـــت نانوبــادي بـــه روش برادفـــورد . دشـ ـ
ــنش  ــصاصيت واك ــي   اخت ــا آنت ــادي ب ــذيري نانوب  TAG72ژن  پ

 Enzyme-Linked)به روش الايزا   پروتئين ديگر8قايسه با درم

Immunosorbent Assay: ELISA)  بررسي شدتعيين و.  
  

  PAMAM-PEGسازي نانوذرات   آماده-2-2-4
  وPAMAMاز ) ميكرومـول  0346/0(گـرم    ميلـي  1مقدار  

 NHS-PEG-MALاز  ) ميكرومـول  0693/0(گـرم     ميلي 24/0
 سـاعت در دمـاي      2 تركيـب و     )PBS) 8=pH ليتر در نيم ميلي  

هـاي آمـين انتهـايي نـانوذره         گروه.  شد  با هم زدن مخلوط    اتاق
. دده  واكنش مي  PEG در   NHSهاي   طور اختصاصي با گروه    به

 هاي حاصـل از فيلترهـاي اولتراسـانتريفيوژي آميكـون          كونژوگه
 عبور داده شد تا هـم        كيلودالتون 10با محدوده وزني    ) پور ميلي(

از پلي اتيلن گليكول متصل نشده جداسازي شـود و        ها   كونژوگه
  .دشو تعويض )PBS) 7=pH  ميكروليتر500 هم بافر با

 
  به نـانوذرات   TAG72 اتصال نانوبادي عليه     -2-2-5

PAMAM/PEG.  
ــا   كونژوگــه ــازه تهيــه شــده ب ميكرومــول از  0346/0هــاي ت

ــي ــادي در يــك ميل ــافر نانوب ــر از ب    تركيــب و )PBS) 7=pH ليت
در ايـن واكـنش     .  شد با هم زدن مخلوط    در دماي اتاق      ساعت 24

هـاي   هاي مالئميد آزاد انتهاي پلي اتـيلن گليكـول بـه گـروه             گروه
 برگشت به انتهاي نانوبادي اضـافه       آغازگرسيستئيني كه به واسطه     

هاي حاصل با استفاده از فيلترهـاي        كمپلكس. دش متصل   شده بود 
ــا محــدوده و  ــي اولتراســانتريفيوژي آميكــون ب ــون 30زن  كيلودالت

  . تعويض شد)PBS) 4/7=pH جداسازي و بافر نيز با

   تركيب سازه ژني با نانوذرات هدفمند شده-2-2-6
-PAMAM-PEG يــا PAMAMگــرم  ابتــدا يــك ميلــي

 تهيـه و از آن رقتـي بـه          PBSليتـر بـافر       ميلـي  يكنانوبادي در   
 PBS ليتر بـافر    در هر ميلي   PAMAM ميكروگرم   100صورت  

)4/7=pH(        يا محيط كشت سلولي فاقد سرم ) جا محـيط    در اين
DMEMمحلـول ذخيـره   . تهيه شد)  خام استفاده شد(Stock 

Solution)   پلاسميد (HRE/ERE-pMUC1-tBid)   با غلظت 
 تهيه  چهار بار تقطير  ليتر آب     در هر ميلي   DNA ميكروگرم   100
 به آرامي به رقت دنـدريمري       DNAسپس محلول استوك    . شد

اين نـسبت وزنـي    (1 به   10ا رسيدن به نسبت وزني      تهيه شده ت  
همـان   (DNAتأمين كننده نسبت نيتروژن نانوذره بـه فـسفات          

 سـپس . اضـافه شـد   )  خواهـد شـد    15برابر بـا    ) P به   Nنسبت  
 ثانيـه در دمـاي      30مدت    به  سريع (Vortex) بلافاصله ورتكس 

  . انجام شداتاق
  

 تعيين خصوصيات نانوذرات هدفمند شده      -2-2-7
   حاوي سازه ژنيو

در نانوذرات، از هـر     براي اطمينان از مجتمع شدن پلاسميد       
 پگيلـه   PAMAM/pDNA  ،PAMAMهـاي    يك از كمپلكس  

ــده ــدهPAMAM و pDNA/ش ــه ش ــد پگيل ــا   هدفمن ــده ب ش
  درصـد 1 ميكروليتر در ژل آگارز    10 به ميزان    pDNA/نانوبادي
 DNAبانـدهاي   . شد دقيقه الكتروفورز انجام     45مدت   برده و به  

 ياندازه و پتانسيل زتا   .  مشاهده شد  (UV) ماوراي بنفش با نور   
(Zeta Potential) ترتيب بـا كمـك دسـتگاه     ها به نانوكمپلكس

 (Zeta Sizer)  دسـتگاه زتاسـايزر  و(Nanosight)  نانوسـايت 
  . بررسي شدMalvern ساخت شركت

  
  هاي يوكاريوتي  ترانسفكشن سلول-2-2-8

رده ســلولي آدنوكارســينوماي  (LS174T هــاي رده ســلول
عنوان سلول   به) TAG72ژن   كولون انسان داراي بيان بالاي آنتي     

عنوان شـاهد، در محـيط        به NIH3T3  و رده  HT29 هدف، رده 
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  1390 تابستان 2 شماره 14دوره   شناسي زيستي آسيب:  مدرس پزشكي علوممجله
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DMEM با FCS (Fetal Calf Serum) 10 كـشت و   درصـد 
 (Confluency)  خانه منتقل شدند تا به تراكم محيطي       24به پليت   

ها در محـيط     در اين مدت آن   . برسند)  ساعت 72 تا   48( درصد   80
DMEM     با مقادير كاهشي FCS   ساعت  14كه    تا اين  شدند انكوبه 

 و   درصـد  FCS 1 بـا    DMEMهـا محـيط      قبل ترانسفكشن به آن   
براي ترانسفكشن ابتدا محيط سطح     . شدندبيوتيك اضافه    بدون آنتي 

 ـ 24هـا را تخليـه و سـپس بـه هـر چاهـك از پليـت                   سلول   ه،  خان
بيوتيك بـه همـراه       فاقد سرم و آنتي    DMEM ميكروليتر محيط    50

تا رسيدن به غلظت نهايي     (هاي ترانسفكشن تازه تهيه شده       مخلوط
PAMAM پليت . اضافه شد )  ميكروگرم در چاهك   15صورت    به

  اكـسيد كـربن     ديگـراد و بـا        درجـه سـانتي    37 ساعت در دماي     2

ها برداشته و     روي سلول  ها از   انكوبه شده و سپس مخلوط      درصد 5
سـپس بـه هـر      . بار با محيط كشت خام شسته شـدند        ها يك  سلول

  درصـد  FCS 10 كامـل و حـاوي       DMEMچاهك محيط كشت    
پـس از اتمـام ايـن       .  ساعت انكوبه شـد    48مدت   ه ب پليت اضافه و 

  .شدندها بررسي  مدت سلول
  

 بـراي بررسـي   Real Time PCR انجـام  -2-2-9
ي بيان ژن كمt-Bidها ر سلول د  

RNA با استفاده از   ) در مرحله قبل  ( شده   منجمدهاي    سلول
 تخليص و سپس    CinnaGen شركت   RNX-Plus كيت   برنامه

ــت  ــومتر    RNAغلظـ ــتگاه بيوفتـ ــتفاده از دسـ ــا اسـ ــا بـ  هـ
(Biophotometer)     گيري شـد    نانومتر اندازه  260 با طول موج .

 M-MuLVمعكـوس    كريپتـاز  آنزيم تـرانس   سپس با استفاده از   
  . ها ساخته شد  تمام آنFermentas cDNAشركت 
  منظور بررسـي كمـي بيـان ژن و بـا اسـتفاده از دسـتگاه                 به

Real Time ) ــركت  )Applied Biosystem StepOneش
Real Time PCR  ــام روي ــايcDNAتم ــده   ه ــنتز ش    س

در مقايـسه بـا ژن      ) t-Bidژن  (نسبت بيان ژن هدف     . انجام شد 
 بـراي تمـام تيمارهـا    Pfaffleربرد فرمـول  اكتين با كا -كنترل بتا 

  . محاسبه شد
  

  ها  بررسي ميزان مرگ و مير سلول-2-2-10
هـا از كـف      هـا و جداسـازي آن      پس از تريپسينه كردن سلول    

حجـم برابـر از رنـگ حيـاتي          ها بـا   سلول ميكروليتر از    10حجم  
 تركيب و زيـر ميكروسـكوپ تعـداد    (Trypan Blue) تريپان بلو

  .ده شمارش شدندهاي زن سلول
  

 نتايج -3

 TAG72  نانوبادي عليهكلونينگ ژن ساب -3-1
 ناقـل در   TAG72 ژن توموري  توالي ژني نانوبادي عليه آنتي    

ــاني  ــابpSJبي ــد   س ــون ش ــه درون  . كل ــب ب ــصول نوتركي مح
هـاي تـشكيل شـده      شده و كلـون القا E. coli TG1 هاي باكتري

 PCR-روش كلـوني سيلين به  بيوتيك آمپي روي پليت حاوي آنتي 
 تخليص  pSJ-TAG-10كلون شده    پلاسميد ساب . بررسي شدند 

  هضم تأييدي انجـام شـد      EcoRI  و BamHIشده و با دو آنزيم      
  ).1شكل (

  

  
  

بـرش بـا   ( هضم شـده  pSJ پلاسميد )1ستون: ترتيب از چپ به راست    به 1 شكل
BamHI و EcoRI      ناقـل بـاز از    جفـت 90اي نزديـك بـه        منجر به خـروج قطعـه 

 )5 و 3سـتون   عنوان كنترل،     هضم نشده به   pSJ  پلاسميد )4و   2ستون  ،  )شود مي
DNA Ladder 16ستون ،  كيلوبازي(پلاسميد  pSJ-TG-10 هضم شده ) برش با

BamHI و EcoRI    ناقـل بـاز از      جفـت  450اي نزديـك بـه        منجر به خروج قطعه 
 .سـت ا  شـده  قطعات خروجي در محل پيكان نشان داده      . )شود كلون شده مي   ساب

  .)هستندباز  اعداد مشخص شده در شكل با واحد جفت(
نسبت بيان ژن=

) هدفE ( هدفΔc) كنترل-هدف(
) مرجعE ( مرجعΔc) كنترل-هدف(
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  و همكاران فاطمه صفريان  TAG72هدف گيرنده  PAMAM-PEG  نانوحامل دندريمريساخت
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 تـك بانـد نانوبـادي      )1 وسترن بلاتينـگ،     )ب،  SDS-PAGE ) الف 2شكل  
مـولار ايميـدازول از سـتون نيكــل      ميلـي 250 غلظـت   كـه بـا  TAG72عليـه  

: MWشـود و   كيلودالتون مـشاهده مـي   20جداسازي شده است، در محدوده 
  .لي استنشانگر وزن مولكو

هاي نانوبادي   توليد، جداسازي و تعيين ويژگي     -3-2
  TAG72عليه 

 منجـر بـه     pSJ ناقـل كلونينـگ در     كه سـاب   با توجه به اين   
 در انتهـاي كربوكـسيل    C-myc و   His-tagافزوده شدن تـوالي     

سـتون نيكـل    شود، كروماتوگرافي تمايلي با كاربرد       نانوبادي مي 
هيستدين انتهـاي نانوبـادي بـه       هاي   انجام و اتصالات اسيدآمينه   

مـولار   ميلـي  250هاي اين ستون با كـاربرد شـيب غلظتـي     نيكل
ــادي جداســازي   ــدازول شكــسته شــد و نانوب ــايج .شــدايمي    نت

SDS-PAGE ) كند اين فرآيند جداسازي را تأييد مي) 2شكل. 
 C-mycبـادي موشـي عليـه        در وسترن بلاتينگ با كاربرد آنتـي      

ييـد  أ كيلودالتـون ت   20 در ناحيه حدود     حضور تك باند نانوبادي   
  .)2شكل  (دش

  
 .انحراف معيار نشان داده شده است±صورت ميانگين  نانومتر؛ نتايج بهOD 450 نتايج الايزا در 1جدول 

  
 TAG72 BSA1 BSM2 PSM3 آنتي ژن 

OD 4500/5±0/3 0/5±20/0 0/5±20/0 0/6±23/0 1/6±23/0  نانومتر 

 7اندوگلين Muc1 6كازئين SK-Milk5 4 2-فاكتور رشد اپيدرمي 

OD 4500/5±19/0 0/7±3/0 0/5±27/0 0/5±0/3 0/6±19/0  نانومتر 

  
1 :Bovine Serum Albumin    2 :Bovine Submaxillary Mucin    3 :Porcine Submaxillary Mucin  

4 :Epidermal Growth Factor-2/Her-2  5 : شيرخشك بدون چربي(Skim- Milk)  6 :Casein    7 :Endoglin  
  

   تعيين خصوصيات نانوذرات-3-3
ــپلكس ــاي كم ــه PAMAM/pDNA ،PAMAM ه  پگيل

ــده ــدهPAMAM و pDNA/ش ــه ش ــد پگيل ــا   هدفمن ــده ب ش
همگي بـا نـسبت     ( بالا   اشاره شده طبق روش    pDNA/نانوبادي
ــي  ــه PAMAMوزن ــه 10 ي DNA ب  10ســنتز شــده و ) 1 ب

  درصـد  1ل آگـارز    هاي تازه تهيه شـده در ژ       ميكروليتر از نمونه  
ــراي ــورز شــد45 ب ــه الكتروف ــراي .  دقيق ــانوذرات ب ــايي ن توان

بندي سازه ژني و در نتيجه ممانعت از حركت          دربرگيري و بسته  
  نانوذرهبار مثبت غالب در (الكتروفورزي آن در جهت قطب مثبت 

صورت معكوس يعني از مثبت بـه منفـي تغييـر       حركت آن را به   
سازه ژني به تنهـايي     . ده شده است   نشان دا  3در شكل   ) دهد مي

در ايـن   كنـد،     حركت مـي    در ژل  كه به راحتي  ) عنوان كنترل  به(
  .شده استآزمون آورده 

 پلي آميدوآمين پگيلـه شـده     هاي   نتايج بررسي نانوكمپلكس  
  بـا دسـتگاه نانوسـايت نـشان        pDNA/شده با نانوبادي   هدفمند

يـانگين  هاي كروي و بـا م      هايي با شكل   دهنده تشكيل كمپلكس  
همچنــين بررســي . اســت) 4شــكل ( نــانومتر 162±92انــدازه 

 را تأييـد كـرد    + 57/4 نانوذرات وجود متوسـط پتانـسيل زتـاي       
  .)2 جدول(
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 )3سـتون سـازه ژنـي،     / پگيلـه شـده    PAMAM )2سـتون ،  سـازه ژنـي   / پگيله شده هدفمند شده با نانوبادي      PAMAM )1ستوندر  : تأخير حركت در ژل    نتيجه   3شكل  
 در نظرگرفته شـده اسـت   15 برابر DNAيك به ده و نسبت نيتروژن نانوذره به فسفات  سازه ژني    در   DNA، نسبت وزني نانوذره به      سازه ژني /PAMAMهاي   سكمپلك

 DNA )5سـتون ، t-Bid پلاسـميد حـاوي ژن كدكننـده    )4سـتون ، )دهـد  صورت معكوس يعني از مثبت به منفي تغيير مي بار مثبت غالب در نانو ذره حركت آن را به(

Ladder) هستندباز  اعداد در شكل با واحد جفت(.  
  

  
  

. در نمودار نشان داده شده است     رياانحراف مع ±صورت ميانگين   به pDNA/شده با نانوبادي    پگيله شده هدفمند   PAMAMهاي    نتيجه بررسي اندازه نانوكمپلكس    4شكل  
هـايي بـا اشـكال يكنواخـت و عـدم       تصوير سمت راست تشكيل نانوكمپلكس.  نانومتر گزارش شده است92معيار نانومتر با انحراف  162ها  ميانگين اندازه نانوكمپلكس  
  .دهد اي را در نمونه مورد بررسي نمايش مي تشكيل تجمعات بين ذره

  
ميـانگين پتانـسيل زتـا    . شان داده شده اسـت در سه نوبت ن   pDNA/شده با نانوبادي    پگيله شده هدفمند   PAMAMهاي   نتيجه بررسي پتانسيل زتا نانوكمپلكس     2جدول  
  .است +57/4صورت  ذرات به

  

  دما  نوع بررسي  شماره نمونه
  )گراد سانتي(

  پتانسيل زتا
  )ولت ميلي(

  تحرك الكتروفورزي
  )ثانيه×ولت/متر سانتي×ميكرومتر(

  هدايت كنندگي
  )متر سانتي/سيمن ميلي(

  24  3555/0  54/4  25  گيري پتانسيل زتا اندازه  1
  8/26  4013/0  12/5  25  گيري پتانسيل زتا اندازه  2
  2/27  3185/0  07/4  25  گيري پتانسيل زتا اندازه  3
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  و همكاران فاطمه صفريان  TAG72هدف گيرنده  PAMAM-PEG  نانوحامل دندريمريساخت
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 ـReal Time PCR نتايج -3-4 ي  و بررسي كم
  ها  در سلولهدفبيان ژن 
-t پس از محاسبه نسبت بيان ژن Real Time PCR نتايج

Bidبــا كــاربرد فرمــول (اكتــين - در مقايــسه بــا ژن كنتــرل بتــا
Pfaffle ( صــورت  نتــايج بــه. شــود  مــشاهده مــي1 نمــوداردر
  . استيار نشان داده شدهانحراف مع±ميانگين
  

  
  

در هر سـه  ) اكتين-بتا( در مقايسه با ژن كنترل t-Bid نسبت بيان ژن  1 نمودار
عيـار  انحراف م ±صورت ميانگين   نتايج به  ؛رده سلولي در اثر تيمارهاي مختلف     

  .نشان داده شده است
  

  
  

ــودار ــلولي رده 2 نم ــايج شــمارش س ــلولي   نت ــاي س  و LS174T ،HT29ه
NIH3T3يار براي هر سه    انحراف مع ±صورت ميانگين   درصد مرگ سلولي به    ؛

  .رده سلولي نشان داده شده است
  

   نتايج شمارش سلولي پس از ترانسفكشن-3-5
ميزان مرگ سلولي در اثر تيمارهاي مختلف در مقايـسه بـا            

يت كاري مناسبي براي ارزيابي ميـزان سـم        اهحالت تيمار نشده ر   
سلولي و نيز كارآيي حامل ژني ساخته شده در انتقال ژن كشنده       

(tBid) هاي زنـده و مـرده     نتايج شمارش سلول  2 نمودار. است
انحـراف  ±صورت ميانگين  را براساس نوع سلول و نوع تيمار به       

يت سـلولي حاصـل از خـود        در مورد سـم   . دهد يار نشان مي  مع
 كـه   NIH3T3هاي   نانوذرات، با توجه به اثر نانوذرات بر سلول       

ژن در نظـر گرفتـه       عنوان سلول عادي و غير بيان كننـده آنتـي          به
پلكـس بـدون سـازه،     ها بـه پلـي     تيمار سلول  شده و از طرفي از    

پلكس بدون سازه بـر ايـن         كه اثر نانوذره و پلي     شود مشاهده مي 
 و نيـز خيلـي نزديـك بـه          ها خيلي نزديك به كنترل منفي      سلول

             ي پـايين  مرگ و مير اين سلول بدون تيمار است كه بر اثـر سـم
  .دلالت داردهاي عادي  نانوذره بر سلول

  

 بحث -4
 بـا انتهـاي     PAMAM متعدد روي دنـدريمرهاي      تحقيقات

ــي، ــول  آمين ــا مولك ــب ب ــايي تركي ــاي   توان ــشكيل DNAه ، ت
ليمرهـاي  هـاي پايـدار و كـارآيي ترانسفكـشن ايـن پ         پلكس پلي

هـا را    كاتيوني را بسيار كـارآ ارزيـابي كـرده بـه نحـوي كـه آن               
عنوان يكي از مـؤثرترين حـاملين ژنـي غيرويروسـي معرفـي              به
 PEGهاي   با زنجيره  PAMAMمهندسي دندريمرهاي   . كند مي

 و شـناختي  زيـست هـاي   ويژگـي  )منظور فرم پگيله شده است(
زيستي و حلاليت   فارماكولوژيكي مناسبي مانند بهبود سازگاري      

 يت سـلولي و كـاهش سـم  در محيط آبي، افزايش نيمـه عمـر و     
از طرفي كاهش بارهـاي   . را به همراه داشته استتحريك ايمني

مثبت سطحي ناشـي از پگيلـه شـدن، توانـايي اندوسـيتوز و در          
 دهـد  كـاهش مـي   نتيجه، كارآيي ترانسفكشن اين دنـدريمرها را        

يـاب   هـاي هـدف    عي از مولكول  براي بهبود اين شرايط انوا    ]. 16[
 )مثل ترانـسفرين (، پپتيدها )مثل فولات(مانند ليگاندهاي كوچك 

ها اضـافه   به سطح آن )ها بادي و قطعات آن مثل آنتي(ها  و پروتئين
 هدفمند توليد شود كه با داشـتن        ناقليشده است تا به اين ترتيب       

آيي  كـار ،صورت اختـصاصي  امكان اندوسيتوز به واسطه گيرنده به     
  ].17[ دهدترانسفكشن بالايي را نشان 

در اكثر مطالعات انجام شده روي هدفمندسازي انتقال ژن بـا           
از فرم پگيله شده و هدفمند آن استفاده        ،  PAMAMدندريمرهاي  

در يك مطالعه با در نظر گرفتن گزارش بهبود كـارآيي          . شده است 
رين به  هاي نوروني با متصل كردن پپتيد ترانسف       ترانسفكشن سلول 
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 اي ، بررسي مقايسهPAMAM G5-PEG3500سطح دندريمرهاي 
 بـه ايـن     (Lactoferrin) درمورد تأثير اتصال ليگاند لاكتـوفرين     
ايـن گـروه    . ها انجـام شـد     دندريمرها با ليگاند ترانسفرين به آن     

 (Luciferase)  برابـري ميـزان بيـان ژن لوسـيفراز         3،  2افزايش  
ــا   ــده ب ــل ش ــه  PAMAM G5-PEG3500-Lfمنتق ــسبت ب  ن

PAMAM G5-PEG3500-Tfها هم در محيط كشت   در نورون
   هــاي مــورد آزمــايش را گــزارش دادنــد و هــم در مغــز مــوش

   HABو  LAB (Low Affinity Binding)پپتيـدهاي  ]. 18[
(High Affinity Binding)هـاي   طـور اختـصاصي بـه گيرنـده      به

 :Mesenchymal Stem Cells) هاي بنيادي مزانشيمي  سلوليغشا

MSCs)  سـانتوس . شود  متصل مي (Santos)   ،بـا    و همكـارانش
ــصال  ــدريمرهاي    8 و 4ات ــطح دن ــه س ــدها ب ــن پپتي ــدد از اي  ع

PAMAM G5-PEG3400 و 10ترتيـب افـزايش     پگيله شده، بـه 
  برابري كارآيي ترانسفكشن را نسبت بـه حالـت غيرهدفمنـد           5/5

وه بر افزايش    علا كاربرد اين حالت   .شده اين دندريمر نشان دادند    
   هاي بنيـادين     سلول ييت سلولي و افزايش بقا    بيان ژن، كاهش سم
هـا،    سـلول   درصـد  40  حدود كه تنها  در حالي (را به همراه داشت     

ورزي نـشده     دسـت  PAMAM ساعت پس از ترانسفكشن با       48
 پگيله شـده  PAMAMزنده ماندند، اين رقم براي حالت تيمار با      

ايــن ]. 19[ ) بــود درصــد90  تــا80و هدفمنــد در ايــن بررســي 
 مشابه همگي بر اهميت هدفمنـدكردن  هاي مطالعات و نيز گزارش   
  .دلالت داردن ژ انتقال براينانوذرات دندريمري 

هـا بـسيار     ها براي هدفمندسـازي نانوحامـل      بادي كاربرد آنتي 
بـادي   طور نمونه تأثير مثبت اتصال آنتـي       به. مورد توجه بوده است   

بـــه ســـطح دنـــدريمرهاي  (E-Selectin)ســـلكتين -Eعليـــه 
PAMAM               متصل و تـأثير ايـن هدفمندسـازي در انتقـال ژن بـه 

هـاي رده    يي ترانسفكـشن سـلول    آكار. ه است ها بررسي شد   سلول
CHO (Chinese Hamster Ovary) ،4هـاي رده   ولل برابر و س

.HSVEC (Human Saphenous Vein Endothelial Cells) 
افـزايش نـشان    ) دريمر غيرهدفمنـد  نسبت به كاربرد دن   ( برابر   5
 بـادي  مونوكلونـال آنتـي   هـاي    اگرچه مولكـول  ]. 20[ ه است داد

 )نـشانگر (ژن   به دنبـال اتـصال بـه آنتـي        كايمريك يا انساني شده     

 كـشندگي سـلولي بـا       آثـار سطح سـلول سـرطاني باعـث ايجـاد          
كـشندگي  «،  »بـادي  وابسته به آنتـي   سلولي  كشندگي  «هاي   مكانيسم
ريزي شده سـلولي    مرگ برنامه يو القا »ه كمپلمانه واسطسلولي ب

(Apoptosis)  هاي بالاي توليد، نفـوذ      د ولي هزينه  شو ها مي   در آن
ــوري و   ــت توم ــه باف ــم ب ــي ك ــستم ايمن ــك سي ــاربرد ، تحري  ك

 ].21[ هاي مونوكلونال را با مشكلاتي مواجه كرده است بادي آنتي

هـا بـا ظرفيـت       بـادي  تر آنتي  هاي كوچك  بادي كه فرم   قطعات آنتي 
ولـي   ؛، توانايي نفوذ بيشتري به بافـت دارد       استژن   اتصال به آنتي  

 قادر به تحريك مـؤثر سيـستم ايمنـي و           ،FCبه دليل فقدان ناحيه     
هـاي زنجيـره     بـادي  آنتـي ]. 22[ هـا نيـست     مرگ اين سلول   يالقا

جـا   از آن . دشـو  طور طبيعي در سرم شترسانان يافت مي       سنگين به 
از جملـه   (ها خصوصيات منحصر به فـردي دارد         يباد كه اين آنتي  

  ، )بـه دليـل انـدازه كوچـك       (تـر بـه تومـور        توانايي نفـوذ راحـت    
بـادي انـسان، سـهولت        آنتـي  3VH همولوژي با تـوالي       درصد 80

عنـوان جـايگزين     بـه ) ورزي و توليد انبوه و صرفه اقتصادي       دست
ــب  ــا  scFv (single-chain variable fragment)مناسـ يـ

  ]. 23[  استمطرحاي  هاي تك رشته اديب آنتي
ژن تومــوري  در ايــن مطالعــه نيــز از نانوبــادي عليــه آنتــي 

TAG72 )           بافـت  كه نوعي گليكوپروتئين با بيان بـالا در سـطح
) اسـت ويـژه تومورهـاي كولـون         بسياري از تومورها به    پوششي

 سلولي  ةرد (LS174Tهاي سلولي    رده]. 24[ استفاده شده است  
رده سلولي فاقـد     TAG72(  ،HT29)ژن   الا از آنتي  داراي بيان ب  

. كار گرفته شـدند    به) كنترل دوم  (NIH3T3و  ) ژن بيان اين آنتي  
-HRE/ERE-pMUC1) هـدف كارآيي سازه ژني كدكننده ژن      

t-Bid)  هاي تومـوري در مطالعـات قبلـي          مرگ سلول  ي در القا
و ] 25 [(Lipofectamine) همين گروه با كـاربرد ليپوفكتـامين      

 پگيله شده   (Polyethyleneimune) پلي اتيلن ايمين  انوذرات  ن
در اين مطالعه براي انتقال هدفمنـد ايـن         . تأييد شده است  ] 26[

هاي مذكور در محيط آزمايشگاه از نانوذرات        سازه ژني به سلول   
PAMAMاستفاده شده است پگيله شده  .  

مقايسه نتايج نسبت بيان ژن هدف بـه ژن كنتـرل در اثـر              با  
  در گيـريم   مي نتيجهمارهاي مختلف روي اين سه رده سلولي        تي
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مقايـسه بـا    در حـاوي سـازه ژنـي    PAMAMكه تيمار با     حالي
 برابـري را    27 و   30حالت تيمار با نانوذره خالي افـزايش بيـان          

 به همـراه دارد،     HT29 و   LS174Tهاي رده    ترتيب در سلول   به
 پگيلـه   PAMAMمنظور تيمـار بـا      (هدفمندسازي انتقال سازه    

نيز در مقايسه با حالـت      ) pDNA/شده با نانوبادي   شده هدفمند 
 درصـدي در رده سـلولي       50غيرهدفمند منجر به افزايش بيـان       

LS174T    هـاي   ترتيـب در رده     درصـدي بـه    82 و   96 و كاهش
اين تغيير الگوي بيـان ژن      . شود  مي NIH3T3 و   HT29سلولي  
ن با نانوحامل در     تأثير مثبت اين هدفمندسازي انتقال ژ      برهدف  

لش افـزايش ميـزان بيـان ژن       و بـه دنبـا      به سـلول   رودوافزايش  
. كنـد   مـي  دلالـت شـده     در مقايسه با حالت غيرهدفمنـد      انتقالي

 تـابعي از ميـزان      t-BID بدون هدفمندسازي انتقال ژن، بيان ژن     
هاســت و چــون در ايــن مطالعــه،  در ســلول MUC1بيــان ژن 
ــلول ــان ژن   ســ ــر بيــ ــا از نظــ ــه  t-Bidهــ ــورتبــ  صــ

LS174T>HT29>NIH3T3   ،افزايش بيـان ژن     بنابراين بودند 
 نـسبت بـه حالـت كنتـرل آن،          LS174Tهدف در رده سـلولي      

در ســطح  TAG72 دهــد كــه نــه تنهــا بيــان بــالاي نــشان مــي
 به افزايش توان انتقال نانوحامـل هدفمنـد         LS174Tهاي   سلول

ن بـالاتر ژ   بيـان  كنـد بلكـه از سـوي ديگـر احتمـالاً           كمك مـي  
MUC1      شود كه حتـي در حالـت         در همين رده سلولي منجر مي

هـم   كـه آن   (HT29هدفمند نـشده نيـز نـسبت بـه رده سـلولي             
MUC1   عدم بيـان ژن  . نتايج بهتري را نشان دهد) شود  را بيان مي
MUC1      انساني در رده سلولي NIH3T3       بيان بـسيار پـايين ژن ،

 ـ  انساني بيـان مـي     MUC1كه تحت پروموتور    (هدف   را تـا   ) دياب

شايان ذكـر اسـت كـه       . كند حدودي در اين رده سلولي توجيه مي      
  .هاي هيستولوژيكي بيشتري براي تأييد اين يافته نياز است بررسي

   يت سلولي نانوذرات    در بررسي ميزان سمPAMAM  روي 
عنوان كنتـرل در نظـر       هاي سلولي، حالت بدون تيمار به      اين رده 

 ـ    درحالي. گرفته شد    منجـر بـه    PAMAMانوذرات  كه تيمار با ن
 نـسبت  HT29 برابر شدن درصد مرگ سـلولي در رده   2 حدود

ــي  ــرل م ــت كنت ــه حال  و LS174Tشــود، در دو رده ســلولي  ب
NIH3T3 برابـري ايـن     2/1 و   7/1 ترتيب تنها افزايش حدود     به

تـوان از مقايـسه نتـايج مـرگ          همچنين مـي  . مشاهده شد درصد  
يت سلولي   ترتيب سم   ساعت مشاهده كرد كه    48سلولي پس از    

  . استHT29>LS174T>NIH3T3اين نانوذرات به صورت 
 كـارآيي دنـدريمرهاي     بـر طور كلي اين مطالعـه تأييـدي         به

PAMAM            در انتقال ژن و نيز تأثير مثبت پگيله كردن و اتصال 
ــه   ــادي علي ــي   TAG72نانوب ــل ژن ــن نانوحام ــه اي ــراي ( ب ب

  .است) هدفمندسازي انتقال ژن به سلول
  

  كر و قدردانيتش -5
بيوتكنولوژي (نامه كارشناسي ارشد     اين تحقيق حاصل پايان   

اسـت و بـا حمايـت مـالي دانـشكده علـوم پزشـكي               ) پزشكي
فناوري دانـشگاه تربيـت     نانودانشگاه تربيت مدرس و نيز كميته       

 از محل   -زاده به طرح تصويب شده دكتر فاطمه رهبري      (مدرس  
هبردي معاونت علمي و    برنامه حمايت از توسعه فناوري هاي را      
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