
71

Journal of Police Medicine

ABSTRACT

Gene transfer to eukaryotic cells by a virus-like liposomal 
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Background:d:d  This study introduces an efficient virus-like system for gene 
delivery and DNA vaccine production by designing a delivery system based 
on membrane phosphatidylcholine. This structure would be beneficial in 
different branches of medicine.
Materials and Methods: In order to encapsulate plasmid DNA in a closed 
structure, we were able to construct a cell-like system encapsulating DNA 
employing two consequtive dehydration-rehydration processes. The 
characteristics of the obtained structure were investigated by electrophoresis, 
spectroscopy and dynamic light scattering (DLS). After optimization of the 
system, they were added to CHO cells to deliver GFP reporter gene, and then 
its toxicity was investigated. Their transfection efficiency was studied by 
using fluorescence microscopy.
Results: Inspite of the fact thet the designed lipid bilayer system was neutral in 
terms of surface charges, it was able to encapsulate DNA with high efficiency 
(98%) even in the absence of cations. In addition, the resulted system was  
highly stable and also was able to keep the DNA molecule in its structure 
for more than 6 months. These virus-like lipid bilayer vesicles were able to 
transfect the reporter gene GFP to CHO cells.
Conclusion: Although the cationic structures are very common in DNA 
vaccines production now,  their cytotoxic properties limit their application. 
New results in terms of gene delivery by neutral structures would be promising 
in this field and production of the efficient and safe system against viral 
diseases. Since the construction of this system is cost benefit, it could be used 
for people in deprived areas.
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DNA وزيكولهاى دولايه فسفوليپيدى، ليپوزوم خنثى، ويروس مصنوعى، واكسن كليد واژه ها:

شبه  مدل  يك  غشايى،  فسفاتيديل كولين  مبناى  بر  انتقالى  سامانه  يك  طراحى  با  مطالعه  اين  مقدمه: 
ويروسى كاملاً ايمن و كارآمد براى انتقال ژن و توليد واكسنهاى DNA معرفي مي كند كه قابل استفاده 

در بسياري از حيطه هاي علوم پزشكي خواهد بود.
مواد و روشها: به منظور ايجاد يك سامانه شبه سلولى در برگيرنده DNA، طى دو مرحله آبگيرى و 
آب دهى پى در پى از ليپيدهاى DMPC و كلسترول، DNA پلاسميدى در يك ساختار بسته به خواهد 
افتاد. خصوصيات ساختار حاصل با بكارگيرى الكتروفورز، اسپكتروسكوپى و  پراكندگى ديناميك نور مورد 
بررسى قرارگرفت و پس از بهينه سازى خصوصيات ساختارى سامانه، جهت انتقال ژن نشانگر GFP به 
دودمان سلولى CHO مورد استفاده عملي قرار گرفت و خواص سمى آن بررسى گرديد. ميزان انتقال ژن 

توسط ميكروسكوپ فلورسانس مورد مطالعه قرار گرفت.
DNA يافته ها: سيستم ليپيدى طراحى شده با وجود خنثى بودن از نظر بار الكتريكى سطحى، قادر بود

را با درصد بسيار بالا (98%) در ساختار خود به دام بيندازد. اين وزيكولهاى ليپيدى شبه ويروسى علاوه بر 
DNA از پايدارى بالايي برخوردار بوده و توانست مولكول ،DNA از پايدارى بالايي برخوردار بوده و توانست مولكول ،DNA CHO به سلولهاى GFP توانايى انتقال ژن

را براي مدتي بيشتر از 6 ماه همچنان در ساختار خود حفظ كند.
اگرچه امروزه ساختارهاى كاتيونى در كانون توجه توليد واكسنهاى DNA هستند، خواص  نتيجه گيري:
سمى انكارناپذير اين تركيبات، استفاده از آنها را با چالش روبرو مى سازد. لذا نتايج اميدواركننده انتقال ژن 
توسط سامانه هاى خنثى، روزنه اميدى براى ادامه تحقيقات در اين حوزه خواهد بود. از آنجا كه ساخت چنين 
سامانه اى هزينه چندانى ندارد، اهميت به كارگيرى چنين سامانه اي در همه گيريهاى رايج در مناطق محروم 

مي تواند بسيار مثمر ثمر باشد.

مقدمه
و  زيست شناسى  پزشكى،  مطالعات  از  عظيمى  حجم  امروزه 
شيميايى به توليد ساختار غير ويروسى كارآمد براى انتقال ژن به 
سلول انسانى اختصاص يافته است. با ظهور علم نانوتكنولوژى و 
توليد نانوساختارهاى مختلف و بررسى خصوصيات اين ساختارها 
در بدن موجودات زنده و انسان، ژن درمانى و توليد واكسنهاى 
DNA نوتركيب هم وارد عرصه جديدى از رشد و نوآورى شده 
است. در اين ميان على رغم كارايى بالاى وكتورهاى ويروسى 
در انتقال ژن، به دليل فعاليت سرطان زايى بالقوه متصور براى 
در  وكتورها  اين  ساخت  بودن  هزينه  پر  نيز  و  ساختارها  اين 
شده  محدودتر  آنها  از  استفاده  روز  به  روز  آزمايشگاه،  شرايط 

و  چربيها  پروتئينها،  پليمرها،  قبيل  از  متنوعى  ساختارهاى  و 
بسيارى ساختارهاى ديگر وارد اين عرصه شده اند [1، 2]. ليكن 
درخشانترى  آيندة  ساختارها  اين  از  كداميك  كه  پرسش  اين 
ويروس  يك  نقش  در  و  زد  خواهد  رقم  درمانى  ژن  براى  را 
قرار خواهد  بشريت  در خدمت  بيماريها  درمان  براى  مصنوعى 

گرفت، همچنان ابهام برانگيز و بى پاسخ باقى است؟
قدر مسلم آن است كه هر چه در ساخت يك حامل الگوبردارى 
ويروسها  از  عملكردى  چه  و  ساختارى  نظر  از  چه  دقيقترى 
بسيارى   .[1] مى آيد  حاصل  درخشانترى  نتايج  پذيرد،  صورت 
از ساختارهاى گزارش شده على رغم عملكرد مناسب در شرايط 
برون تن هنگامى كه براى انتقال ژن در بدن موجود زنده به كار 
گرفته مى شوند، نتايج رضايت بخشى ندارند [3، 4]. مشكل اين 

شماره 1 - مسسلسل 2 1391 - شماره 1 - مسسلسل 2 1391 - شماره 1 - مسسلسل 2- صفحات 71-80 پاييز
تحقيقيمقاله تحقيقيمقاله تحقيقي

شهريور 1391          تاريخ اصلاح: 12 مهر 1391          تاريخ پذيرش: 22 مهر 1391 20 تاريخ دريافت:
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سيستمها در چيست؟ بنا بر دانسته هايمان آنچه كه انتقال ژن را 
نسبت به دارو دشوارتر مى سازد، وجود بار منفى شديد در سطح 
مولكول DNA نشأت گرفته از گروهاى فسفات است. سطح 
غشاى سلولى نيز به علت برخودارى از فسفوليپيدهاى آنيونى 
DNAهمچون سرينها داراى بار منفى است و اين امر ورود DNAهمچون سرينها داراى بار منفى است و اين امر ورود DNA به 
سلول را بسيار دشوار مى سازد. در اغلب تحقيقات صورت گرفته 
در حيطه انتقال ژن، محققين به دنبال يافتن ساختارى بوده اند 
كه از يك سو توانايى برهمكنش با مولكول DNA را داشته 
باشد و از سوى ديگر بتواند به سد غشاى سلولى نفوذ كند، به 
اين خاطر وجود بار مثبت سطحى در اغلب سيستمهاى انتقال 
ژن به چشم مى خورد [5]. هر چند كه بار مثبت اين سيستمها، 
در رفع مشكل برشمرده كاراست، با اين حال مشكل جديدى 
را با خود به همراه دارد. سيستم ايمنى موجود زنده به شدت به 
اجرام خارجى كه بار مثبت دارند واكنش نشان داده و به سرعت 
آنها را از گردش خون خارج مى سازد، از اين رو اين ساختارها 
 .[2  ،1] داشت  خواهند  خون  جريان  در  پايينى  بسيار  پايدارى 
بار  با  ساختارهايى  كه  مى دهد  نشان  گزارشات  ديگر  سوى  از 
خاصيت  و  بوده  سمى  زيستى  سلولهاى  براى  شدت  به  مثبت 
كشندگى دارند. مكانيسم اين عمل به خوبى روشن نيست ولى 
اين طور تصور مى شود كه ادغام اين ساختارها در ساختار غشاى 
سلولى و ديگر اندامكها كه داراى بار منفى هستند توازن بارى 
را  خود  سمى  اثرات  تدريج  به  و  زده  هم  بر  را  ساختارها  اين 
بروز مى دهد [2، 3]. به جهت دلايل برشمرده گسترش مداوم 
درونى  محيط  با  سازگارتر  ساختارهاى  كارگيرى  به  در  تمايل 
بدن موجود زنده مشاهده مى شود و شايد بتوان اينگونه عنوان 
كاملاً  كه  ساختاري هستند  دنبال  به  محققين  امروزه  كه  كرد 
بدن موجود زنده مشاهده مى شود و شايد بتوان اينگونه عنوان 
كاملاً  كه  ساختاري هستند  دنبال  به  محققين  امروزه  كه  كرد 
بدن موجود زنده مشاهده مى شود و شايد بتوان اينگونه عنوان 

نتايج  بخشى  رضايت  در صورت  تا  باشد  داشته  زيستى  منشاء 
در برون تن، با كمترين مشكل ممكن در به كارگيرى آنها در 
شرايط درون تن روبرو شوند [6، 7]. ساخت يك ساختار شبه 
ويروس جهت ورود به سلول انسانى و درمان بيمارى از طريق 
انتقال ژن و دارو به آن سلول همواره همانند رويايى شيرين در 
ميان محققين مطرح بوده است. رويايى كه تحقق آن با سرعت 
چشمگيرى كه امروزه در پيشرفت سيستمهاى انتقالى مشاهده 

مى شود، چندان دور از ذهن نخواهد بود[8-10]. 
در  و  خودسامانده  و  ساده  ساختارى  داشتن  دليل  به  ليپوزومها 
ضمن كم هزينه بودن ساخت آنها از ابتدا توجه اذهان را متوجه 
خود ساخته بودند. شباهت زياد اين ساختارها به غشاى سلولى 
محققين را بر آن داشت تا از ليپوزومها به عنوان مدلى براى مطالعه 
تا كنون اطلاعات  بهره گيرند [11].  عملكرد غشاهاى سلولى 
بسيار گسترده اى از خصوصيات و ساخت اين وزيكولهاى دولايه 
سيستمهاى  طراحى  در  را  آنها  مى توان  كه  است  شده  فراهم 
انتقالى به كار گرفت [11]. نخست ليپوزومهاى خنثى كه عموماً 
سيستمهاى  طراحى  در  را  آنها  مى توان  كه  است  شده  فراهم 
انتقالى به كار گرفت [11]. نخست ليپوزومهاى خنثى كه عموماً 
سيستمهاى  طراحى  در  را  آنها  مى توان  كه  است  شده  فراهم 

از غشاى سلولهاى زيستى نشأت گرفته بودند، به دليل ناتوانى در 
برهمكنش الكتروستاتيكى با DNA، به مرور در عرصه رقابت 
با ساختارهاى كاتيونى و به ويژه ليپوزومهاى كاتيونى به حاشيه 
رانده شدند. ليپوزومهاى كاتيونى با وجود آنكه در شرايط برون 
زنده سميت  موجود  بدن  در  ولى  موفق ظاهر شدند  تن خيلى 
زيادى از خود نشان داده و از پايدارى ناچيزى برخوردار بودند 
[1]. اين در حالي است كه به كارگيرى كاتيونهاى چند ظرفيتى 
نشان داد كه مى توان مشكل عدم وجود بار مثبت سطحى در 
+2ليپوزومهاى خنثى را با كاتيونهايى همچون +2ليپوزومهاى خنثى را با كاتيونهايى همچون +Mg2 و +Ca2 مرتفع 

ساخت [17-12]. نتايج بسيار رضايت بخش حاصل آمده از اين 
انتقال  براى  كاتيونها  وجود  حتى  كه  ساخت  مشخص  تحقيق 
ژن با ليپوزومهاى خنثى ضرورى نيست و در صورت انتقال و 
محصور شدن مولكول DNA در فضاى داخلى ليپوزوم، ديگر 
مزاياى  از  ندارد.  وجود  آنها  بين  برهمكنش سطحى  به  نيازى 
ديگر چنين روشى آن است كه از DNA در برابر آنزيمهاى 

نوكلئاز حفاظت بعمل مى آيد.

مواد و روشها

تهيه ليپوزومهاى كوچك و يكنواخت:

(شركت   1DMPCكولين فسفاتيديل  و  كلسترول  ابتدا 
Avanti Polar Lipids، آمريكا) را در حلال آلى كلروفرم 
حل كرده و بعد از تشكيل فيلم ليپيدى در اثر تبخير حلال در 
دستگاه روتارى، با افزودن بافر تريس حاوى 100 ميلى مولار 
تره هالوز (محصول شركت سيگما) به تدريج وزيكولهاى ليپيدى 
تشكيل شدند. براى كوچك و يكنواخت شدن اندازه ليپوزومها از 
پروب سونيكاتور استفاده و طى 5 الى 6 سيكل سونيكاسيون، 
برنامه  شد.  حاصل  منظم  و  كوچك  اندازه  با  ليپوزومهايى 
سونيكاسيون به اين شيوه تنظيم شد: 30 ثانيه سونيكاسيون با 
شدت 50 درصد و سپس 30 ثانيه استراحت. براى حذف ذرات 
تيتانيوم آزاد شده در محيط، ليپوزومهاى شكل گرفته به مدت 
محلول  و  شدند  سانتريفيوژ   rpm 15000 دور  در  دقيقه   10

رويى به ظرف ديگر انتقال داده شد [18].

محصور كردن DNA پلاسميد در فضاى داخلى ليپوزومها

بعد از تشكيل ليپوزومهاى كوچك و همگن، به طور تدريجى 
محلول حاوى پلاسميد به آنها اضافه شد. سپس سوسپانسيون 
حاصل به مدت 12 ساعت يا يك شب در دستگاه روتارى خشك 
شد. پلاسميدهاى مستقر در بين لايه هاى ليپيدى بعد از افزوده 
شدن آب به تدريج داخل وزيكول هاى در حال تشكيل، محصور 
شدند [21-18]. براى افزايش پايدارى ليپوزوم ها و همگن شدن 
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رمضانى و همكاران

1:1,2-Dimyristoyl-sn-glycero-3-phosphocholine
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اندازه آنها، ليپوزومها از منافذ فيلترهاى پلى كربناتى كه داخل 
 ،Avanti Polar Lipids (شركت   Extruder دستگاه 
 11 از  بعد  و   [22] شدند  داده  عبور  بود،  شده  تعبيه  آمريكا) 
اندازه  هم  و  يكنواخت  شكل  به  كاملاً  آزمايش  اين  تكرار  بار 
 11 از  بعد  و   [22] شدند  داده  عبور  بود،  شده  تعبيه  آمريكا) 
اندازه  هم  و  يكنواخت  شكل  به  كاملاً  آزمايش  اين  تكرار  بار 
 11 از  بعد  و   [22] شدند  داده  عبور  بود،  شده  تعبيه  آمريكا) 

درآمدند.

بررسى ميزان بارگيرى پلاسميد توسط ليپوزوم با استفاده از 
آگاروز ژل الكتروفورز

داخل  به   (DNA) پلاسميد  ورود  سنجش  روشهاى  جمله  از 
Gel همان  يا  الكتروفورز  ژل  آگاروز  روش  ليپوزوم،  ساختار 

retardation assay است [17]. در اين روش بر اثر به دام 
افتادن در ساختار ليپوزوم، DNA توانايى حركت بر روى ژل 
را از دست مي دهد. به اين ترتيب با انجام الكتروفورز مى توان 
DNAاثبات كرد كه ساختار DNAاثبات كرد كه ساختار DNA يا وارد ليپوزوم شده و يا به سطح 

آن متصل گرديده است.
جهت انجام اين تست بعد از آماده سازى ليپوزومها و مخلوط 
loadingشدن با بافر loadingشدن با بافر loading اين مواد بر روى ژل آگاروز قرار گرفتند 
و الكتروفورز با ولتاژ 90 ولت و به مدت 40 دقيقه صورت گرفت. 
براى رنگ آميزى ژل از اتيديم برميد استفاده گرديد. سپس با 

استفاده از دستگاه Gel doc از ژل عكسبردارى شد.

استفاده  با  ليپوزوم  توسط  پلاسميد  بارگيرى  ميزان  بررسى 
ازUV اسپكتروسكوپى

داخل  به   (DNA) پلاسميد  ورود  سنجش  روشهاى  ديگر  از 
ساختار ليپوزوم، استفاده از اسپكتروسكوپى است [18]. در اين 
در  اولتراسانتريفيوژ  دستگاه  از  استفاده  با  ليپوزومها  ابتدا  روش 
DNA رسوب داده شدند و سپس غلظت rpm 35000 دور

در محلول رويى با استفاده از UV اسپكتروسكوپى اندازه گيرى 
شد. از آنجايى كه غظت اوليه DNA اضافه شده به ليپوزوم از 
قبل معين بود، به سادگى با محاسبه اختلاف بين اين غلظت و 
غلظتى كه از محلول رويى داشتيم، اين امكان فراهم گشت تا 

ميزان ورود DNA به ليپوزومها را برآورد كنيم.
براى محاسبه اين شاخص به اين ترتيب عمل شد:

EE٪ = [Ct  - Cs  /Ct ] × 100

كه در آن EE معرف درصد مقدار DNA محصور در ليپوزوم، 
به  شده  افزوده   DNA) DNA اوليه  غلظت  معرف   Ct
Cs نشاندهنده غلظت DNA در محلول رويى بعد  ليپوزوم) و 

از سانتريفيوژ مى باشد.

با  شده  ساخته  ليپوزومهاى  زتا  پتانسيل  و  اندازه  مطالعه 
DLS استفاده از دستگاه

به مدت 24 ساعت در  آنها  ليپوزومها و نگهدارى  از تهيه  بعد 
دماى 4 درجه سانتى گراد، اندازه و پتانسيل زتاى آنها با استفاده 
از DLS مورد بررسى قرار گرفت. جهت جلوگيرى از بروز خطا 
ابتدا با آب دو بار تقطير رقيق شده و  اندازه گيرى، نمونه ها  در 
سپس اندازه گيرى صورت گرفت. غلظت نهايى ليپوزومها براى 

سنجش حدودا mg/ml 0/025 بود.

DNA بررسى پايدارى ساختار ليپوزومى حاوى

يكى از شاخصهاى پايدارى سامانه هاى حمل دارو و ژن، ميزان 
رهايش دارو از اين ساختارها مى باشد. به اين خاطر ميزان رها 
DNAسازى DNAسازى DNA از ساختار ليپوزومى در زمانهاى مختلف طى مدت 
6 ماه مورد بررسى قرار گرفت. براى اين منظور بعد از گذشت 
2، 4، 6، 8، 24 هفته از ساخت ليپوزومهاى حاوى DNA و 
DNA نگهدارى آنها در دماى 4 درجه سانتى گراد، ميزان نشتDNA نگهدارى آنها در دماى 4 درجه سانتى گراد، ميزان نشتDNA

با دو روش اگاروز ژل الكتروفورز و اسپكتروسكوپى مورد بررسى 
قرار گرفت.

بررسى سميت ليپوزومهاى حاوى پلاسميد بر روى سلولهاى 
CHO

استفاده   1MTT آزمون  از  سميت  ميزان  سنجش  منظور  به 
سالم  سلولهاى  درصد  سنجش  و  سلولها  شمارش  از  بعد  شد. 
با رنگ آميزىTrypan blue  تعداد مناسب سلول (10000 
سلول در هر چاهك) به خانه هاى مورد نظر از پليت 96 خانه اى 
محيط كشت سرم دار منتقل شد. بعد از  200µl با حجم نهايى 
سپرى شدن تقريباً 24 ساعت، زماني كه سلولها به كف پليت 
محيط كشت سرم دار منتقل شد. بعد از 
سپرى شدن تقريباً 24 ساعت، زماني كه سلولها به كف پليت 
محيط كشت سرم دار منتقل شد. بعد از  µ
سپرى شدن تقريباً 24 ساعت، زماني كه سلولها به كف پليت 

µ با حجم نهايى 
سپرى شدن تقريباً 24 ساعت، زماني كه سلولها به كف پليت 

با حجم نهايى 

چسبيده و به مورفولوژى مناسب هم رسيدند، غلظتهاى متفاوتى 
هر  كرديم.  پيپتاژ  خوب  و  ريخته  چاهك  هر  در  را  ليپوزوم  از 
غلظت به صورت تكرار سه تايى مورد آزمايش قرار گرفت. بعد 
از گذشت 24 ساعت، 20µl از محلول 5 ميلي گرم در ميلي ليتر 
را به هر چاهك افزوده و كاملا مخلوط كرديم تا خوب  MTT
3-(4و5-دى متيل تترازوليل)-2و5-دى فنيل  حل شود. معرف
MTTيا همان MTTيا همان MTT كه يك نمك تترازوليوم زرد  يا همان تترازوليوم برومايد يا همان تترازوليوم برومايد 
رنگ است، جذب ميتوكندرى سلولهاى فعال از نظر متابوليك 
شده و در اثر فعاليت آنزيمهاى دهيدروژناز، توليد بلور فورمازون 
بنفش رنگ مى كند. بعد از حدود 3-4 ساعت كه كريستالهاى 
بنفش رنگ تشكيل شد، محلول رويى را به طور كامل خارج 
از DMSO  اضافه شد. سپس بعد از 5 دقيقه  200µl كرده و
جذب آن در طول موج540 نانومتر در دستگاه اليزا ريدر (محصول 
Biotekشركت Biotekشركت Biotek) خوانده شد. در اين تست از محصول تجارى 

شماره 1 - مسسلسل 2- صفحات 71-80
انتقال ژن به سلول هاى يوكاريوتى با واسطه نانو سامانه ليپوزومى شبه ويروسى

1:Methyl Tetrazolium 
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 ،life technologies ليپوفكتامين 2000 (محصول شركت
آمريكا) هم به عنوان كنترل استفاده گرديد.

انتقال پلاسميد به سلولهاى CHO با واسطه ليپوزومها

محيط  در  نخست  سلولى،  شمارش  از  بعد   CHO سلولهاى 
از آنتى بيوتيك پنى سيلين- استرپتومايسين به پليت 24  عارى 
 24 گذشت  از  بعد  و  شدند  داده  انتقال  سلول،  كشت  خانه اى 
ساعت، زمانى كه سلولها به كف پليت چسبيده و به مورفولوژى 
مناسب رسيدند، غلظتهاى مختلفى از ليپوزومهاى ساخته شده 
حاوى پلاسميد به آنها افزوده شد. در ساختار اين ليپوزومها از 
(با  DMPC و كلسترول  يا مخلوط  و  تنهايى  به   DMPC
نسبت مولى DMPC: Chol، 8:2، 9:1 و 9/5:0/5) استفاده 
گرديد. بعد از گذشت 24 ساعت، كارايى تراريختى با استفاده از 
ميكروسكوپ فلورسانس (Nikon) و دستگاه فلورسانس پليت 

ريدر1  (Biotek) مورد بررسى قرار گرفت.

بررسى اثر حضور كاتيونها بر افزايش ميزان انتقال ژن توسط 
ليپوزوم ساخته شده

Ca2+ و Mg2+ از آنجايى كه حضور كاتيونهاى دوظرفيتى مثل
به عنوان يكى از عوامل محرك فرآيند فيوژن [23، 24] بين 
غشاءهاى سلولى و ليپوزومها مطرح مي باشد [16]، تأثير اين دو 
كاتيون بر روند انتقال پلاسميد به داخل سلولها مورد مطالعه قرار 
گرفت. به اين ترتيب كه همزمان با افزودن ليپوزومهاى حاوى 
پلاسميد به سلولها، غلظتهاى متفاوتى از اين دو كاتيون هم به 
محيط كشت اضافه شد. بعد از گذشت 6 ساعت محيط كشت 
آنتى بيوتيك،  و  تازه حاوى سرم  و محيط كشت  تعويض شده 
از  بعد  گرديد.  اضافه  سلولها  به  نظر  مورد  كاتيونهاى  بدون 
با    GFP بيان2 برپايه  تراريختى  كارايى  ساعت   24 گذشت 
استفاده از فلورسانس پليت ريدر با نمونه كنترل مقايسه شد. در 
اين آزمايش ليپوزومها بر طبق روش 2-2 تهيه شدند و نسبت 

DMPC: Chol در آنها 10:0 و 9:1 بود.

بررسى اثر حضور پلى اتيلن گليكول بر افزايش ميزان انتقال 
ژن توسط ليپوزوم ساخته شده

از عوامل ديگرى كه فرآيند فيوژن را تسريع مى كند، پليمر پلى 
اتيلن گليكول است. نحوه تأثير اين پليمر در فرآيند ادغام سلولى 
با  پليمر  اين  مى شود  تصور  اينگونه  ولى  نيست  روشن  چندان 
خاصيت آبزدايى بالايى كه دارد، شرايط را براى نزديك شدن 
همچون  مى كند.  فراهم  سلولى  ادغام  فرآيند  آغاز  و  غشاءها 
به   ،DNA حاوى  ليپوزومهاى  همراه  پليمر هم  اين  كاتيونها 
محيط كشت سلول اضافه گرديد با اين تفاوت كه حجم محيط 

كشت افزوده شده به سلول در اين تست كاهش داده شد تا به 
اين ترتيب احتمال تماس ليپوزومها با غشاى سلول و آغاز پديده 
فيوژن تسريع شود. به اين ترتيب غلظتهاى متفاوتى از محلول 
محيط  از  ميلى ليتر   200 حجم  در   PEG شده  فيلتر  و  آماده 
كشت به سلولها اضافه و نتيجه آن توسط دستگاه فلورسانس 
پليت ريدر بررسى شد. در اين آزمايش ليپوزومها بر طبق روش 
2-2 تهيه شدند و نسبت DMPC: Chol در آنها 10:0 و 

9:1 بود.

يافته ها

بررسى ميزان بارگيرى پلاسميد توسط ليپوزوم

اين انتظار وجود داشت كه در صورت محصور شدن در ليپوزوم، 
پلاسميد توانايى حركت خود را بر روى ژل در حين الكتروفورز 
از دست داده و داخل چاهك باقى بماند. همانطور كه در شكل1 
دام  به  ليپوزوم  داخل  كامل  طور  به  پلاسميد  است،  مشخص 
افتاده و به اين خاطر نتوانسته است وارد ژل شود. نتايج حاصل 
از اسپكتروسكوپى (شكل 2) هم اين نتايج را تاكيد مى كند. در 
شكل 2 مشخص است كه با افزايش غلظت پلاسميد همواره 
درصد بسيار بالايى از آن وارد ليپوزوم شده است و تا هنگامى 
كه غلظت پلاسميد به 200 ميكروگرم در هر ميلى گرم از ليپيد 

برسد اين روند همچنان ادامه داشته است.

شكل 1: بررسى ميزان بارگيرى پلاسميد توسط ليپوزومهاى خنثى توسط 
آگاروز ژل الكتروفورز.

رديفهاي 1 و 2: پلاسميد محصور شده در ساختار ليپوزوم، رديف 3: نشانگر 
مولكولى DNA، رديف 4: پلاسميد در حالت آزاد به عنوان كنترل.

Fall 2012; Vol. 1, No. 2: 71-80

رمضانى و همكاران

1:Fluorescence plate reader, 2:Green fluorescent protein
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بررسى پايدارى ليپوزومهاى حاوى پلاسميد

در خصوص پايدارى اين ليپوزومها بايد گفت كه با گذشت 6 ماه 
از ساخت ليپوزومها و نگهدارى آنها در دماى 4 درجه سانتى گراد 
هيچ گونه نشت DNA از اين ساختار ديده نشد. همانطور كه 
نتايج حاصل از آگاروز ژل الكتروفورز (شكل 3) و اسپكتروسكوپى 

(شكل 4) نشان مى دهد، ليپوزومهاى به كار رفته در اين تحقيق 
قادرند به خوبى در طى زمان از DNA محافظت بعمل آورده 

و آنها را در فضاى داخلى ساختار خود نگه دارند.

با  شده  ساخته  ليپوزومهاى  زتا  پتانسيل  و  اندازه  مطالعه 
DLS استفاده از دستگاه

مشاهده عدم تغيير در اندازه و پتانسيل زتاى ليپوزومهاى حاوى 
ليپوزومهاى فاقد آن، خود مؤيد اين مسأله بود كه  DNA و 
افتاده است.  مولكول DNA در داخل ساختار ليپوزوم به دام 
چون در تهيه ليپوزومها از فيلترهاى پلى كربناتى با منافذ 100 
نانومترى استفاده گرديد، تقريباً اندازه تمامى ليپوزومها در همين 
چون در تهيه ليپوزومها از فيلترهاى پلى كربناتى با منافذ 100 
نانومترى استفاده گرديد، تقريباً اندازه تمامى ليپوزومها در همين 
چون در تهيه ليپوزومها از فيلترهاى پلى كربناتى با منافذ 100 

محدوده مشاهده شد (جدول 1). 

بررسى سميت ليپوزومها

 100 غلظت  تا  است  نمايان  5-الف  شكل  در  كه  گونه  آن 
كه  خانه اى   96 پليت  از  چاهك  هر  در  ليپوزوم  از  ميكروگرم 
سميتى  گونه  هيچ  بود،  كشت  محيط  ميكروليتر   200 حاوى 
مانند  كاتيونى  ليپوزومهاى  كه  حالى  در  نمى شود.  ملاحظه 
از  بالايى  سميت  پايينتر،  بسيار  غلظتى  با   2000 ليپوفكتامين 
خود نشان مى دهند. بعد از افزودن 1 ميكروليتر از ليپوفكتامين 
از  زيادى  درصد  ليتر،  ميلى  در  گرم  ميلى   1 غلظت  با  تجارى 
اين در حالى است غلظت  از بين رفتند (شكل 5-ب).  سلولها 
افزوده شده از ليپوزومهاى خنثى به سلولها 100 برابر بيشتر از 

با  خنثى  ليپوزومهاى  توسط  پلاسميد  بارگيرى  ميزان  بررسى  :2 شكل 
استفاده از UV اسپكتروسكوپى.

ليپوزومهاى به كار رفته از كلسترول و DMPC با نسبتهاي مولى10:0 
تشكيل شده اند. DMPC:Chol و 9:1 از

بررسى رهايش DNA از ليپوزوم ها در طى زمان با استفاده از  شكل 3:
آگاروز ژل الكتروفورز.

ساخت  از  روز  يك  گذشت  از  بعد   DNA حاوى  ليپوزومهاى   :1 رديف 
آنها، رديف 2: بعد از يك هفته، رديف 3: بعد از يك ماه، رديف 4: بعد 
از 6 ماه، رديف 5: نشانگر مولكولى DNA، رديف 6: پلاسميد تخليص 
رديف   ، ماه،   1 از  بعد  خالص  پلاسميد   :7 رديف  كنترل،  عنوان  به  شده 
8: پلاسميد خالص بعد از 6 ماه. ليپوزومها در دماى 4 درجه سانتي گراد 

نگهدارى شدند.

DNA بررسى ميزان نشت DNA بررسى ميزان نشت DNA از ساختار ليپوزوم طى مدت 6 ماه با  شكل 4:
استفاده از اسپكتروسكوپى.

ليپوزومها از DMPC: Chol با نسبت مولى 10:0 و 9:1 تشكيل شده  
DNAبودند. دماى نگهدارى 4 درجه سانتى گراد بود. غلظت DNAبودند. دماى نگهدارى 4 درجه سانتى گراد بود. غلظت DNA افزوده شده 

100µg  به ازاى 5mg ليپيد بود.

شماره 1 - مسسلسل 2- صفحات 71-80
انتقال ژن به سلول هاى يوكاريوتى با واسطه نانو سامانه ليپوزومى شبه ويروسى

مقدار پلاسميد افزوده شده (ميكروگرم پلاسميد در ميلى گرم ليپيد)مقدار پلاسميد افزوده شده (ميكروگرم پلاسميد در ميلى گرم ليپيد)
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با اين وجود سميتى هم براى سلولها مشاهده  اين مقدار بوده 
نشده است.

انتقال پلاسميد محصور شده در ساختار ليپوزوم به سلولهاى 
CHO

psiRNA-) به جهت اينكه پلاسميد به كار رفته در اين تحقيق
از  بود،   CMV پروموتر  تحت   GFP ژن  حاوى   (hH1GFP
انتقال ژن  خاصيت فلورسانت اين پروتئين براى پيگيرى روند 
استفاده شد. 24 ساعت بعد از تأثير ليپوزومها ميزان انتقال ژن 
با استفاده از روش ميكروسكوپى (شكل 7) و اسپكتروسكوپى 
 7 در شكل  كه  همانطور  گرفت.  قرار  مطالعه  مورد   (8 (شكل 
مشخص است، با آن كه اين وزيكولهاى خنثى على رغم تمامى 
انتقال ژن به هسته سلول  موانع براى ورود به سلول، قادر به 
ليپوزومهاى  با  مقايسه  در  ميزان  اين  ولى  گشتند  آن  بيان  و 

كاتيونى تجارى همچون ليپوفكتامين كمتر بود.

بررسى اثر حضور كاتيونهاى دوظرفيتى و پلى اتيلن گليكول 
بر افزايش ميزان انتقال ژن توسط ليپوزوم

نشان  ريدر)  پليت  (فلورسانس  فلوريمترى  از  حاصل  نتايج   
مى دهد كه حضور كاتيونها هيچ گونه تأثيرى در روند انتقال ژن 
ندارد و حتى در مواردى كه غلظت بالايى از آن به سلولها افزوده 
شد، اثر سميت هم از خود نشان دادند. به علاوه اينكه افزودن 

پتانسيل زتا
(mv)

اندازه
(نانومتر)

نسبت مولى
DMPC/Cho

ليپوزومهاى حاوى پلاسميد
-10 ± 4/1 96 ± 4/8 8 : 2
-13/7 ± 3 93 ± 7/5 9 : 1
-13 ± 2/5 120 ± 25/7 9/5 : 0/5
-22/2 ± 3 149 ± 17/6 10 : 0

ليپوزومهاى فاقد پلاسميد

-14/3 ± 2/2 99/86 ± 5/9 9 : 1
-19/8 ± 1/5 135/7 ± 15/4 10 : 0

جدول 1: اندازه و پتانسيل زتاى ليپوزومهاى حاوى DNA و فاقد آن با 
.DLS استفاده از دستگاه

.DNA سنجش ميزان سميت تركيب ليپوزومى حاوى شكل 5:
ميزان  مقايسه  (ب)  شده،  ساخته  ليپوزوم  متفاوت  غلظتهاى  تأثير  (الف) 
(ليپوفكتامين).  تجارى  نمونه  با  شده  ساخته  ليپوزومى  تركيبات  سميت 
حدود 10000 سلول در هر چاهك از پليت 96 خانه قرار گرفت. ليپوزومها 
با نسبت مولى DMPC:Chol، 10:0، 9:1 مورد استفاده قرار گرفتند. 

هر تست به صورت سه بار تكرار بررسى شد.

6شكل 6شكل 6: بررسى كارايى تراريختى با استفاده از ميكروسكوپ فلورسانس. 
عكسبردارى بعد از گذشت 24 ساعت از افزودن تركيب ليپوزومى به سلول 
CHO صورت گرفت. تصوير سمت راست، نتيجه ترسفكشن سلولهاى

 9:1 مولى  نسبت  با   DMPC/Chol از  متشكل  ليپوزوم  از  استفاده  با 
از  استفاده  با   CHO سلولهاى  ترسفكشن  نتيجه  تصوير سمت چپ،  و 

ليپوفكتامين تجارى2000.

Fall 2012; Vol. 1, No. 2: 71-80
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سلول مصنوعى معروف است، وجود دارد [25، 26]. اين ويژگى 
از ديگر حاملهاى غير ويروسى كاملا  را  اين ساختارها  خاص، 
متمايز كرده و با به كارگيرى آن مى توان كار درمان بيمارى را با 
انتقال دارو و ژن به طور همزمان دنبال كرد و به اين ترتيب اثر 

درمان را فوق العاده افزايش داد.
در اين تحقيق سعى بر آن بود كه نشان داده شود، با استفاده از 
وزيكولهاى دولايه فسفوليپيدى كه كاملا منشاء زيستى دارند 
مى توان DNA را در يك فضاى بسته و محصور شده به دام 
انداخت. نتايج حاصل مبين آن بود كه نه تنها عدم وجود بار مثبت 
بر سطح ليپوزومها هيچ گونه مزاحمتى بر اين روند ندارد بلكه 
حتى وجود كاتيونها هم براى اين پديده خودساماندهى ضرورتى 
ندارد [28، 29]. ما با توليد و معرفى سيستم حاضر قصد داشتيم 
اين حقيقت را آشكار سازيم كه همچنان ساختارهايى كه منشا 
زيستى دارند؛ مى توانند به عنوان بهترين كانديدا براى طراحى 
سيستم هاى انتقالى به حساب آيند [30] و قادرند با كارايى بسيار 
آنها  از  و  دهند  جاى  خود  در  را   DNA ساختار   (٪98) بالا 
آنجايى  از  كنند.  محافظت  كننده  تخريب  آنزيمهاى  مقابل  در 
وجود  با  زيستى  غشاء  از  گرفته  منشأ  خنثى  ليپوزومهاى  كه 
مزيتهاى بسيار فراوان، به دليل عدم توانايى ايجاد برهمكنش 
مورد  چندان  طولانى  زمان  مدت  براى  نوكلئيك  اسيدهاى  با 
 ،[1] نبوده اند  انتقالى  سامانه هاى  طراحى  در  دانشمندان  توجه 
به  ساختارها  اين  معرفى  با  بود  برآن  تحقيق  اين  اصلى  هدف 
عنوان يكى از پايدارترين و ايمن ترين سيستمهاى موجود براى 
انتقال دارو و ژن، بار ديگر توجه محققين را به اين سيستمها 
به عنوان حامل DNA و ژن معطوف نمايد. على رغم تمامى 

به  ژن  انتقال  افزايش  در  نقشى  هم  گليكول  اتيلن  پلى  پليمر 
سلولها نداشت.

بحث و نتيجه گيري
طراحى  در  موفقيت  كسب  كه  باورند  اين  بر  محققين  امروزه 
مطرح  مشكلات  رفع  و  ژن  انتقال  براى  كارآمد  سيستم  يك 
در سامانه هاى انتقالى موجود، در گرو الگوبردارى هر چه بهتر 
مصنوعى  ويروس  يك  ايجاد   .[1] است  ويروسها  از  دقيقتر  و 
همواره  بيماريها  درمان  براى  بلكه  انسان  كشتن  براى  نه 
چون رويايى جذاب ذهن محققين را درگير خود ساخته است. 
دست يابى به يافته هاى جديد و بسيار متحير كننده در خصوص 
را  رويا  اين  تحقق  مصنوعى  سلول  ساختن  و  حيات  منشأ 
دست يافتنى تر كرده است [25]. در حال حاضر اين فرضيه كه 
ساختارهاى خودسامانده دو لايه ليپيدى همان سلولهاى ابتدايى 
هستند، به شدت حمايت مى شود [26، 27]. ساختار ساده و خود 
سامانده ليپوزومها از ديرباز توجه محققين را به خود جلب كرده 
است. مزيت منحصر به فرد ليپوزومها در توانايى محصورسازى 
مانند  بيولوژيكى  ماكرومولكولهاى  از  اعم  گوناگون  تركيبات 
يا مواد كوچكى مثل داروها،  DNA, RNA, Protein و 
بلكه  نمى شود  خلاصه  خود  ساختار  داخل  يونها  و  نوكلوتيدها 
آنها حتى قادرند اين مواد را به طور همزمان در ساختار خود به 
دام بياندازند [27]. گزارشات موجود گواه اين حقيقت است كه 
ترجمه  رونويسى،  براى  لازم  اجزاى  تمامى  قرارگيرى  توانايى 
ليپوزوم، همان سيستمى كه به  و توليد پروتئين داخل ساختار 

7شكل 7شكل 7: بررسى كارايى تراريختى با استفاده از فلورسانس اسپكتروسكوپى 
(فلورومترى).

DMPC/Chol بعد از گذشت 24 ساعت از افزودن تركيبات مختلف
با استفاده از دستگاه فلورسانس پليت ريدر، بيان ژن نشانگر GFP مورد 

(RFU: Relative fluorescence unit) .بررسى قرار گرفت

بررسى اثر كاتيونهاى دوظرفيتى و پلى اتيلن گليكول بر افزايش  شكل 8:
بيان ژن توسط ليپوزومها.

انتخاب   DMPC/Chol 9:1 مولى  نسبت  با  كاررفته  به  ليپوزومهاى 
شدند. بيان ژن GFP 24 ساعت بعد از ترسفكشن با استفاده از فلورسانس 

پليت ريدر مورد بررسى قرار گرفت.

شماره 1 - مسسلسل 2- صفحات 71-80
انتقال ژن به سلول هاى يوكاريوتى با واسطه نانو سامانه ليپوزومى شبه ويروسى
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ترديدهايى كه در راستاى ورود اين سامانه فسفوليپيدى خنثى 
به سلولها وجود داشت، اين سامانه توانست به خوبى ژن مربوط 
CHO را به سلولهاى يوكاريوتى GFP به پروتئين نشانگر

منتقل سازد. گرچه ميزان اين انتقال در مقايسه با ليپوزومهاى 
كاتيونى تجارى كمتر بود ولى عدم وجود خاصيت سمى در اين 
سامانه هاى  براى  جايگزينى  عنوان  به  آن  از  استفاده  سامانه، 
كاتيونى موجود را در اوليت قرار مى دهد. هر چند دستيابى به 
راستا  اين  در  را  تحقيقات گسترده اى  و  چنين هدفى مطالعات 
خبر  قريب الوقوعى  آينده  از  آن  دورنماى  اما  مى كند،  طلب 
غشاى  از  گرفته  نشأت  خنثى  ليپوزومهاى  آن  در  كه  مى دهد 
همزمان  انتقال  براى  وكتورها  كارآمدترين  عنوان  به  سلولى، 
سلولهاى  به  دارو  همچنين  و   DNA, RNA, proteins

انسانى به مجامع علمى معرفى گردند.

تشكر و قدردانى
مطالعه حاضر با حمايت مالى و معنوى دانشگاه تربيت مدرس 
و  تشكر  مراتب  نويسندگان  وسيله  بدين  است،  گرفته  انجام 

قدردانى خود را اعلام مى دارند.
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