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  :چكيده

ت كارايي بالاي وكتورهاي ويروسي هنوز از آنها جهـت انتقـال ژن اسـتفاده مـي     لعه اگرچه كه ب
امروزه اسـتفاده   اين رواز . محدود شده استخطر ايمونو ژنيسيتي  تلعه بگردد ولي كاربرد آنها 

  ،اندازه هاي متفاوتبه  DNAزيني مناسب جهت انتقال ژن با از ليپوزومهاي كاتيوني بعنوان جايگ
 بـه كـار  نگرانـي اصـلي در    با اين وجود .در حال افزايش مي باشدبت به وكتورهاي ويروسي سن

بـا توجـه بـه     .سفكشن در مقايسه با وكتورهاي ويروسـي مـي باشـد   نگيري آنها كارايي پايين ترا
كـارايي  تـلاش شـده مقايسـه اي چنـد جانبـه بـين       در ايـن بررسـي    ،كاربرد وسيع اين وكتورها

اثـر سـياليت غشـاي     همچنـين  .ديرليپوزومهاي كاتيوني در كنار ليپيدهاي كمكي مختلف انجام گ
 بـر  C/Pنسـبتهاي متفـاوت    در) nm100و   MLVs ، nm800(ليپوزومها با اندازه هاي مختلف 

نتايج بهتـري در بيشـتر    MLVsاز ميزان كارايي ترانسفكشن مورد بررسي قرار گرفت كه استفاده 
بيشـترين كـارايي را از    nm100انـدازه ي   ،DC-Chol:DOPE فرمولاسـيون در . دنبال داشته ب موارد

 DOTAP:DOPE:DPPE (2:1:1) فرمولاسـيون استفاده از دو ليپيد كمكي با هم در  و خود نشان داد
 هـا  فرمولاسـيون ر ايـن  د DPPEاگرچه . اعث افزايش چشمگيري در ميزان ترانسفكشن گرديدب

ولـي   .بـوده اسـت  ) ~ C ۫ 5/16- Tm(DOPE نسـبت بـه    )~ C  ۫64 Tm( بالاتري  Tmداراي 
از ليپـوزوم لزومـاً بـا افـزايش      DNAغشاهاي سيال با وجود امكان آزاد سازي با سهولت بيشـتر  

  .مواجه نگرديده استي فرمولاسيون هاي ليپوزومكارايي در همه 
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: فصل اول   

  مقدمهمقدمه



 

  ژن درماني: بخش اول

سرطان همچنان يكي از بزرگترين علل مـرگ    ،ر درمان بيماريهاي قلبي و عروقيپس از پيشرفت د
جمي و مكانيسـم پيچيـده سـلولهاي سـرطاني     به علـت رشـد تهـا    .و مير در دنيا محسوب مي شود
ن مـورد توجـه بسـياري از    مـد آ هت كنترل رشد تومور و درمان كار آهمواره پيدا كردن راهي در ج

راديـو   بـه  نمونه از روندهاي درماني مي تـوان به عنوان  .دانشمندان در سراسر دنيا قرار گرفته است
درمـاني بـه    ژن ،در مقايسه با ساير درمانها .كردني اشاره درما ژن شيمي درماني و  ،جراحي  ،تراپي

بيشتر مـورد   )عامل ايجاد بيماري(سرطان  ه يايجاد كنند ژنهايبر روي  ويژه جهت تاثير مستقيم و
  .(Merdan et al., 2002) گرفته استست شناسي و پزشكي قرارتوجه محققان در عرصه زي

 ژن هـاي  از وارد كردن يا اضـافه كـردن    عبارتست آن درماني ساده مي باشد و ژناصول تئوري  
 400سال گذشته بيشتر از  15در طول  .(Chaudhuri., 2002) صلاح شده به درون سلولهاي ميزبانا

 ژنمطالعات در زمينـه  آن  درصد 70 درماني انجام شده است كه تقريباً ژن  مطالعه باليني مستقيم در
درماني نه تنها جهـت درمـان سـرطان    ژن جهت بدين  .(Aneed., 2004)درماني سرطان بوده است 

ويروسـي و يـا اكتسـابي همچـون       ،بيماريهاي عفوني  ،از بيماريهاي وراثتي بلكه در درمان بسياري
AIDS ت مورد بررسي قرار گرفته اس(Mitrovic ́., 2003).  

يزبـان  مورد نظر به داخـل سـلولهاي م   ژن هاييا  ژنانتقال  ،درماني ژنشايد مهمترين مسئله در  
Merdan et al., 2002; Chaudhuri., 2002; Mitrovic)مي باشد طوريكه بسـياري از  ه ب.  (2003 ,.́

بيوشيمي و پزشكي بيشترين تمركز خود را در اين بـاره بـراي     ،مراكز تحقيقاتي  ،شركتهاي دارويي
اختصاص  ژن  پيدا كردن راهي موثر و با كارايي بالا و در عين حال كم خطر جهت انتقال و بررسي
  (Lungwitz., 2005).  داده اند

به عنوان مثال يـك   .ن بسيار متفاوت مي باشدبر حسب نوع كاربرد آ ژنهدف سيستمهاي انتقال  
افـزايش   معيـوب در ژن جهـت درمـان بيمـاري مـرتبط بـا عملكـرد       ژن و نگهدارنـده  طولاني بيان 

درمـاني در   ژن ياري از راهكارهـاي  كه بـراي بس ـ نياز مي باشد و اين در حاليست  1كلسترول خون
  (Aneed., 2004). كوتاه مدت كافيست ژنسرطان معمولا يك بيان 

كننده يك پروتئين اسـت وارد   و يا نوكلئوتيدهاي كد DNAكه شامل مولكول  ژنهنگاميكه يك  
بـه توليـد   منجـر  ن الگو قرار گرفته كـه پـس از آ   mRNAسنتزبراي   ،هسته سلول هدف  مي گردد

                                                 
١ Hyper cholestrolemia 



 

 ژنبـدين منظـور    .يا دچار جهش يا نقص شـده مـي گـردد   آن  ئين درماني كه سلول اوليه فاقدپروت
ناميده مي شود وارد هسته سـلول هـدف مـي     2كتورو در اصطلاح يك حامل كه توسط مورد نظر را

به دليل اهميت ژن درماني، در اين تحقيق نيز سعي شده اثر فرمولاسيون  (Lungwitz., 2005). كنند
تلف ليپوزومي در اندازه هاي نـانو و بـا غشـاءهايي بـا سـياليت هـاي متفـاوت در ميـزان         هاي  مخ

  .موفقيت در ترانسفكشن و در حقيقت يك انتقال ژن كارا مورد ارزيابي قرار گيرد
  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

                                                 
٢ Vector  



 

  سيستمهاي انتقال ژن: بخش دوم

                  : كلي به چند دسته تقسيم نمود به طوررا  ژن سيستمهاي انتقال
    .ويروسي ژنسيستمهاي انتقال  )1
   .به روشهاي فيزيكي و شيميايي ژن سيستمهاي انتقال ) 2
      .غير ويروسي ژنسيستمهاي انتقال  )3

                                        
                                                                :ويروسي  ژنسيستمهاي انتقال   1-2-1

در چند دهه اخير استفاده از ويروسهاي حيواني در  3ترانسفكشن و نانتقال ژروشهاي موثر  يكي از
وارد  )اصلاح شده يـا درمـاني   ژنيا  حاوي ژن( ن ويروسهاي نو تركيبآه در باشد كمي  ژنانتقال 

ميزبـان و  ژن سيسـتم  مـورد نظـر بـا     ژنمنجر به نو تركيبـي   مسرانجاسلول و  بافت هدف شده و 
به دليل سرعت آماده سازي بـالاي   .معيوب مي گردد ژنبنابراين توليد پروتئين و يا اصلاح ساختار 

ويروسها اغلب آنها در جهت ژن درماني سـرطان اسـتفاده شـده اسـت در حقيقـت كـاربرد ويروسـهاي        
  .(Russell & Peng., 2007) به طور قابل توجهي در مواجه با سرطان موثر واقع شده است 4آنكوليتيك

امروزه به كار بردن ويروسها در ژن درماني سرطان مي تواند به عنوان كمكي در كنار شيمي درماني 
در  يمشخصات بعضي از وكتورهاي رايج ويروس .(Witlox et al., 2007) و راديو تراپي مفيد باشد

  .آمده است 1-1 جدول
  
  
  
  
   

                                                 
٣ Transfection  
٤ Oncoletics 



 

  قطر   كارايي  ويژگيها
nm 

انــدازه ي  
  نومژ

kb 

  ظرفيت ماده ژنومي
kb 

  وكتور

ــولاني   ــان ط بي
ــتن  ژن و پيوس
  به ژنوم ميزبان

محــدود بــه  
ــلولهاي ر د س
  حال تقسيم

145-100  11-7     RNA
خطی تک 
 رشته ای

  

8  Retrovirus 
  

ــه  ــتن بـ پيوسـ
ژنوم ميزبـان و  
ــولاني   ــان ط بي
ــدم  ژن وعــــ
كفايــــــت در 
ــد در  توليـــــ
ــالا،   ــاس ب مقي
ــو   ــو نــ ايمــ

  ژنسيتي بالا

ــالا، در  بـــــ
ــلولهاي  ســـ
حال تقسيم و 
بدون تقسـيم  

  سلولي

22-20  7/4    DNA
خطي تك 
 رشته اي

  

7/4  Adeno-
associated 

virus 

  

  بيان ژن 
  گذرا

ــالا، در  بـــــ
ــلولهاي  ســـ
حال تقسيم و 
بدون تقسـيم  

  سلولي

100-80  36  DNA
خطي دو 
 رشته اي

  

9-8  Adenovirus 

  

بيان ژن موقتي، 
سميت پـايين،  
ــت در  عفونـــ

  دوره كمون

DNA  152  200  بالا
خطي دو 
 رشته اي

  

30  Herpes 
virus 

  

ــولاني   ــان ط بي
ــدم  ژن وعــــ
كفايــــــت در 
ــد در  توليـــــ
ــالا،   ــاس ب مقي
نگراني در بـي  

  خطر بودن

DNA  7-11  80-100  بالا
خطي دو 
 رشته اي

  

8  Lentivirus 

  

  
  .در انتقال ژن مقايسه وكتورهاي ويروسي از نظر ويژگي و كارايي آنها- 1-1جدول 

  



 

                                                                                 5ترو ويروسهار -1-2-1-1

ميزبـان   ژنيبه سيستم  آنها ژنومهستند كه   DNAدار كوچك با واسطه  RNA ويروسهاي   ،ويروسهاترو ر
 gag] ، pol ،[env Godbey., 2006) & .(Zhangمـي گـردد   يويروس ـ اضافه شده و منجر به توليـد پـروتئين   

لـوده  ترو ويروسـها قـادر بـه آ   بيشتر ر .گزارش شد 1981اولين بار در سال  اين ويروسهااستفاده از 
 G0علي رغم اين موضوع تمـام تومورهـا در فـاز     .دنكردن سلولهاي در حال تقسيم ميتوزي مي باش

 ژندر  آنهـا   از شامل سلولهاي در حال استراحت مي باشند كه اين خود يـك محـدوديت اسـتفاده   
البته بعضي از محققان توانسته اند با اسـتفاده از مـواد زيسـتي متصـل بـه       .درماني سرطان مي باشد

در  ژنتيكـي  و تغييـر دائمـي    ژننتايج چشمگيري را در افزايش ميزان انتقـال   ترو  ويروسير ذرات
  .(Gersbach et al., 2007) ندورآ به دستسلول هدف 

نكـو ويروسـها   آ .مـي باشـند   7لنتي ويروسها و 6يروسهانكو وآ ،و ويروسها دو عضو خانواده رتر 
 ژن مي باشند كه اولين وكتور مورد استفاده در Moloney Murine 12شامل وكتورهايي از ويروس 

اين ويروسها قادر به نو تركيبي بـه ميـزان   (Cone & Mulligan., 1984). درماني انساني بوده است 
لنتـي ويروسـهايي    چنـين هم .(Hida et al., 2007 )تكثير سلولي مي باشـند   هر دوره درصد در 40

 ه اسـت برابر افـزايش داد  10را ژن   ن در اين حال ميزان كارايي انتقالآو وكتورهاي  HIVهمچون 
(Aneed., 2004).   

   
  8ويروسها دنوآ -1-2-1-2

در حـال   هـم سـلولهاي   ي هستند كه قادرنـد يدو رشته ا DNA ويروسهاي داراي ،دنو ويروسهاآ 
تقسيم و هم آنهايي كه توانايي تقسيم سلولي ندارند را آلوده سازند به طوري كـه آنهـا را قـادر مـي     

آنهـا   انتقـال ژن  يـا  با اين وجود ترانسفكشن  .سازد در ژن درماني سرطان مورد استفاده قرار گيرند
  (Aneed., 2004;  Kelly et al., 1984). ز استگذرا بوده و تجويز مكرر آنها جهت ايجاد پاسخ مطلوب مورد نيا

  
  

                                                 
٥ Retroviruses 
٦ Oncoviruses 
٧ Letiviruses  
٨ Adenoviruses  



 

1-2-1-3-HSV  (Herpes Simplex Virus )  

يكي ديگر از وكتورهاي ويروسي مي باشد كـه جهـت ترانسفكشـن در سـلولهاي عصـبي مـورد       
 قطعات بزرگتـري از   است كه قادر مي باشددو رشته ايي خطي  DNAداراي . استفاده قرار مي گيرد

DNA ا حدوداًنو تركيب ر kb 40  در خود جاي دهد لنتي ويروسهاو چندين برابر  .(Angelica et al., 1999)  
  
1-2-1-4- (Adeno Asociated Virus) AAV  

ا كـاربرد داشـته بـا ايـن     آدنو ويروسـه تك رشته ايي هستند كه همانند  DNAويروسهاي حاوي 
 (Samulski et al., 1991).  دت به آدنو ويروسـها ايجـاد مـي كنن ـ   ت كمتري را نسبيسمتفاوت كه 
آن در حقيقت غير پاتوژن بوده كه قادرند سلولهاي در حال تقسيم و سـلولهاي در حـال   وكتورهاي 

استفاده از آنها براي انتقال ژن به داخـل سـلولهاي كبـدي پسـتانداران      .استراحت را نيز آلوده سازند
وكتورها جهـت توليـد انسـولين در سـلولهاي     البته به كار  بردن اين  .مورد استفاده قرار گرفته است

محـدوديت   .درصد روبـرو شـده اسـت    90با موفقيت in vitro   تيك  در محيطلپاهكبدي موشهاي 
به خاطر مقاومت سلولها جهت پذيرش وكتور و افزايش پاسخ ايمني   in vivoكاربرد آنها در محيط 

   .(Kozlowski et al., 2007) كه باعث كاهش كارايي ترانسفكشن خواهد شدمي باشد 
   

  : 9پاكس ويروسها -1-2-1-5

دو رشته ايي بوده كه هم سلولهاي در حال تقسـيم و هـم سـلولهاي در     DNAويروسهاي داراي 
 (Aneed., 2004).  حال استراحت را آلوده ساخته كه وكتورهاي آن بيشتر به عنوان واكسن كـاربرد دارنـد  

كنند كه اين مسئله T ولهاي ميزبان را وادار به توليد سلولهاي ه اين وكتورها قادرند سلمحققان بوسيل
  .( Paolettil.,1996; Qin et al.,2001) باعث استفاده آنها در درمان بيماريهاي بدخيم عفوني شده است

 ـباعث افـزايش كـارايي قابـل ملاحظـه ا    Lipofectamine يد فاده توام آدنو ويروسها با ليپاست  ي در ي
  (Kreuze et al., 1996). اي عفوني صاف انساني شده استترانسفكشن سلوله

  
  

                                                 
٩ Pox Viruses  



 

  :معايب استفاده از ويروسها به عنوان وكتور -1-2-1-6

اسـتفاده بـاليني از ايـن     .(Luo & Saltzman., 2000)كارايي بالا ترانسفكشن وكتورهاي ويروسي  با وجود
رمـان بيماريهـا مواجـه گرديـده     وكتورها از چندين سال گذشته با كاهش چشمگيري در عرصه پزشـكي و د 

مهمترين مشكل اين وكتورها ايجاد پاسخ ايمني نامناسب و سميت بالاي آنها بـراي سـلولهاي انسـاني     .است
 ديگر بـا خطـر كمتـر سـوق داده اسـت      دانشمندان را به استفاده از روشهاياين مسئله  .مطرح گرديده است

(Merdan et al., 2002; Chaudhuri., 2002; Mitrović., 2003; Lungwitz., 2005; Aneed.,2004) .
و يا ژن مي باشد كه  DNAين آنها در جا دادن قطعات محدود يمشكل ديگر اين وكتورها ظرفيت پا

   .ژنها و يا قطعات بزرگ مناسب نمي باشند براي انتقال
دن كـه در حـال تقسـيم ش ـ   عدم توانايي بعضي از وكتورهاي ويروسي در آلوده سازي سلولهايي 

  (Mitrović., 2003). ها محسوب مي گرددنيستند نيز محدوديت ديگري براي استفاده از اين وكتور
تا حدودي مشكلات ناشي از استفاده وكتورهـاي ويروسـي در    Ex vivo البته روشهاي جديد كاربرد

اده با اين وجـود تـلاش محققـان بـراي اسـتف     . (Hu et al., 2006) كاهش داده استرا  محيط باليني
   .بهتر و كارآمدتر از اين وكتورها ادامه دارد

  
  .انتقال ژن به وسيله روشهاي فيزيكي و شيميايي -1-2-2

الكتـرو  ( سـلول  يحفرات گـذرا در غشـا  از جريان الكتريكي جهت ايجاد   شامل استفاده  اين سيستم
  .(Mitrović., 2003)مي باشدبيولستيك انتقال ذرات  و بيد ترانسفكشن، مايكرواينجكشن ،)پوريشن

  
  الكترو پوريشن-1-2-2-1

به طـور گـذرا    ولت 1 ژ غشايي تاجريان الكتريكي باعث افزايش ولتا 10الكترو پوريشنروش در 
به داخل سلول مي  DNAگرديده كه اين خود موجب باز شدن موقتي كانالهاي غشايي جهت ورود 

جهـت ايجـاد نفـوذ     پيشـتر فسفات كـه   كلسيماز به استفاده نسبت را اين روش نتايج بهتري . گردد
   (Mitrović., 2003).ت از خود نشان داده اس استفاده مي شده است DNAبه قطعات  ءپذيري غشا

  

                                                 
١٠ Electroporation  



 

  مايكرو اينجكشن-1-2-2-2

نيز به استفاده از سوزن بسيار نازك شيشـه اي جهـت سـوراخ كـردن و ايجـاد        11مايكرو اينجكشن
. ا مـاده وراثتـي مـورد نظـر مـي باشـد      ي DNA حاويسلول براي تزريق مايع  يشكاف در غشا

(Human Gene Therapy—A Background Paper.,1984). 

  
  بيد ترانسفكشن-1-2-2-3

 بـافر متصـل شـده در محـيط     DNAاز ذرات بسيار كوچك شيشه كـه بـه   12،بيد ترانسفكشندر  
باعـث انتقـال    يـت و در نها گرديـده  ءكه اين ذرات باعث ايجاد حفرات در غشـا  .استفاده مي گردد

DNA كارايي اين روش به ميزان غلظت  .به داخل سلول مي گرددDNA با فر و انـدازه قطعـات    و
DNA و اندازه حفرات وابسته است.   

  
  بيولستيك-1-2-2-4

كه با ذرات بسيار ريز فلزات سنگين معمـولا   ايي DNAاز اسلحه ژني يا بمباران   13بيولستيكدر 
انجام مي  ي سلولنيده شده جهت انتقال ژن به داخل سلول از طريق غشاميكرومتر پوشا 1-5با قطر
اغلـب   طوريكه دانشمندان وه ز محدوديتهايي را به دنبال داشته است باستفاده از اين روشها ني .گيرد

استفاده از روشهاي غير ويروسي و غير فيزيكي متمايـل نمـوده    موسسات تحقيقاتي و دارويي را به
   .است

  
  
  
  
  
  

                                                 
١١ Microinjection  
١٢ Bead Transfection   
١٣ Biolistic  



 

  : سيستمهاي انتقال ژن غير ويروسي -1-2-3

پس از مشاهده عوارض ناشي از انتقال ژن ويروسي و محـدوديتهاي آن سيسـتم انتقـال ژن غيـر     
ويروسي به عنوان چاره اي مناسب در پاسخ به نياز درمان بيماريها و نـواقص ژنتيكـي كـه مناسـب     

حقيقت ايـن شـيوه وكتورهـايي را در    در  .ترين شيوه درمان را ژن درماني مي دانستند مطرح گرديد
بـا   كلسـيم يونهاي با بار مثبت همچون  بر مي گيرد كه با داشتن بار مثبت در سطح خود يا با واسطه

DNA س تشكيل داده كه باعث حمل كلكمپ )به خاطر وجود گروههاي فسفات( كه داراي بار منفي
DNA   بـدين سـان     .بيـان گـردد   به داخل سلول در بافت هدف گشته و سپس وارد هسـته شـده و

يا ژنهاي بزرگ را بدون نگراني از خطرات ناشي  DNAمحققان قادر خواهند بود كه قطعات بزرگ 
اين سيسـتم شـامل    .بزرگ به داخل سلول منتقل كنند از تجويز وكتورهاي ويروسي و انتقال ژنهاي

  .ني مي باشدانتقال ژن به وسيله ي پليمرها، پپتيدهاي كاتيوني و ليپوزومهاي كاتيو

  
   .پليمرها -1-2-3-1

د بـه  ن ـد و مـي توان نمي باش DNAپليمرها به عنوان وكتور غير ويروسي داراي توانايي اتصال به 
انـواع    اين  پليمرها .با اندازه هاي مختلف مورد استفاده قرار مي گيردپلاسميد قطعات عنوان حامل 

  :كه شاملمتعددي دارند 
  
  14.ايمين نليفسفاتيديل ات) 1

يكي از پليمرهاي مورد استفاده در اين سيستم است كه بـه علـت دارا بـودن بـار     پلي اتيلن ايمين 
مشكل استفاده از اين وكتور سميت بالاي آن مي باشـد ولـي    .متصل گردد DNAمثبت مي تواند به 

انداران اين  ،با اين وجود در پست توموري و آندوتليال  سلولهاي  در  كاربرد  پليمر جهت 
باشد مناسب .Zemliñska et al). مي  ,   .آمده است 2- 1ساختار اين پليمر در شكل  (2007 
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