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Abstract 

Introduction: Gene therapy is a recent promising treatment that effective gene transfer is 
considered as its most important step. Furthermore noninvasive method of transfer will be important 
to, when gene therapy is supposed to be applied. Administration of drugs in oral rout is more 
appreciated by patients. Loading and release rates are very important in targeting and effectiveness of 
transfer in all different methods that have been used for oral drug transfer. Here, we have studied 
packing of gene particles into two different enteric coats and compared these two coats in loading of 
entrapped materials and there release rate in vitro. 

Materials and Methods: First, DNA was mixed with chitosan by coacervation technique and 
resulted polyplexes were coated using solvent evaporation technique. FTIR and two different pHs, less 
and more but near eudragit pKa, were used to evaluate formation of particles and their behavior 

Results: Formed particles have similar stability in low pH and their differences are trivial. 
Eudragit L100 release rate is really slower than L100-55 and gradual. Eudragit L100 shows better 
ability in loading rate. 

Conclusions: According to two formed particles' behavior, eudragit L100-55 might be used in 
oral gene transfer targeting of initial part of small intestine and eudragit L100 might be used for wider 
surface of small intestine, from the initial to the end part, and colon. 
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انتقال اسید نوکلئیک سنجش میزان بارگیري و رها سازي دو پوشش انتریک براي 

 از طریق دهان
  

 4*، رسول صالحی3، نسیمه وطن دوست2، عبدالرحیم صادقی1صدیقه مومن زاده

  
  ، اراك، ایراناراك پزشکی علوم دانشگاه  بیوتکنولوژي، گروه پزشکی، بیوتکنولوژي ارشد کارشناسی  دانشجوي-1
 ایران اراك، اراك، پزشکی علوم دانشگاه ژنتیک، و بیوشیمی گروه مولکولی، و پزشکی تحقیقات مرکز  استادیار،-2

   دانشجوي کارشناسی ارشد ژنتیک، گروه ژنتیک و بیولوژي مولکولی، دانشگاه علوم پزشکی اصفهان، اصفهان، ایران-3
   دانشیار، گروه ژنتیک و بیولوژي مولکولی، دانشگاه علوم پزشکی اصفهان، اصفهان، ایران -4

 14/12/92: تاریخ پذیرش13/11/92: تاریخ دریافت
 

 چکیده
ترین مرحله آن محسوب   ژن درمانی شیوه نوین و نوید بخش درمانی است که انتقال کارآمد ژن مهم:هدف و زمینه

تجویز . یابد اي غیرتهاجمی نیز در مرحله به کارگیري این روش اهمیت فراوان می علاوه بر این، انتقال به گونه. گردد می
هاي متعددي به کار گرفته  براي انتقال دهانی دارو، روش. ه بسیار مورد اقبال بیماران قرار گرفته استدهانی روشی است ک

در این تحقیق . اند که در همه آنها میزان بارگیري و رهاسازي در هدفمند ساختن و کارایی انتقال بسیار موثر است شده
ایسه میزان بارگیري و رهاسازي ماده محصور شده این دو چنین مق بسته بندي ذرات ژنی در دو نوع پوشش انتریک و هم

  . پذیرفتپوشش، در شرایط آزمایشگاهی صورت
 با کیتوزان ترکیب و سپس پلی coacervation به روش DNA در این مطالعه تجربی ابتدا :ها روش و مواد

 و FTIR رفتار ذرات از روش به منظور بررسی تشکیل و. هاي حاصل شده با روش تبخیر حلال، پوشش دهی شدند پلکس
  .  پوشش انتریک استفاده شدPKaي  هاي دو حاشیه pHدو محلول با 

میزان رهاسازي . دهند  پایین دارند و تفاوت قابل توجهی نشان نمی pH ذرات تشکیل شده، پایداري مشابه در:ها یافته
 قابلیت بهتري در میزان بارگیري L100یودارجیت . تر و تدریجی است  آهستهL100-55 نسبت به L100یودراجیت 

DNAدهد  نشان می .  
 با هدف L100-55توان از یودراجیت   تجویز دهانی ژن میدر بر اساس رفتار دو نوع پارتیکل تشکیل شده، :گیري نتیجه

و تري از ابتدا تا انتهاي روده کوچک   براي ترنسفکشن سطح وسیعL100ترنسفکشن ابتداي روده کوچک و از یودراجیت 
  .کولون استفاده کرد

   دهانی کیتوزان، پوشش انتریک، یودراجیت، انتقال:کلیدي واژگان
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  مقدمه
ي ها ژن درمانی روش جدیدي در درمان بیماري

ژنتیکی است که در چند دهه اخیر بسیار مورد توجه قرار 
هاي تغییر در ماده ژنتیکی  بسیاري از روش. )2، 1(گرفته است

هاي موجود  اند اما روش ي عمل رسیده موجود زنده به مرحله
 .)3-5(اکثرا تهاجمی هستند

هاي تهاجمی عملا روند درمانی را با  کاربرد روش
 علاوه، عمر درمان در ژن درمانی به. سازند مشکل مواجه می

هاي دیگر درمان کوتاه است و اغلب  مانند بسیاري از روش
 از این رو، روش انتقال اهمیت .نیاز به تکرار دوز وجود دارد

هاي  محققین در راستاي یافتن روش. یابد بیشتري می
غیرتهاجمی براي انتقال دارو بدون نیاز به تزریق یا جراحی، 

استفاده . )6(اند طریق سیستم گوارشی روي آوردهبه انتقال از 
از دستگاه گوارشی براي انتقال دارو از طریق دهان روشی 

هاي درمانی و  بسیار منطقی است که نسبت به سایر روش
تجویز با استقبال بسیار مناسبی از سوي بیماران مواجه شده 

 تواند مفید این روش انتقال در ژن درمانی نیز می .)8، 7(است
  . باشد

توانند به منزله محل  ها در انتقال دهانی می روده
عمل دارو یا ژن یا به عنوان گذرگاهی اولیه براي انتقال به 

با این وجود دستگاه گوارش از . سایر نقاط بدن به کار روند
نظر رسانش دارویی مسیر پرچالشی است که دارو در آن با 

ي گوارشی، ها  پایین، آنزیمpHشرایط دشواري از جمله 
 مواجه سایر موارد فشارهاي مکانیکی، موکوس روده و

  . گردد می
ترین فاکتوري که در انتخاب یک سیستم  مهم

ها باید در نظر گرفته شود،  رسانش دهانی با هدف روده
 پایین  pH.)9( معده استpHپایداري این سیستم در برابر 

تر  ترین مانع در رسیدن دارو به نواحی پایین معده بزرگ
براي این منظور مواد . هاست دستگاه گوارشی یعنی روده

 اسید معده pH بالاتر از pkaمختلفی از جمله پلیمرهایی با 
 خود pkaتر از   پایینpHاین مواد در . اند به کار گرفته شده

مانند و به این ترتیب  به صورت ذراتی نامحلول باقی می
ت محیط حفظ توانند ماده محصور شده خود را از اثرا می

توان به آلژینات، هیدروکسی  از جمله این پلیمرها می. نمایند
، 7( یودراجیت اشاره کرد ومتیل سلولز، پلی کاپرولاکتون

11-9(.  

تواند  استفاده از این مواد براي انتقال ژن نیز می
از آن جایی که ژن درمانی روش بسیار پر . موثر باشد

وه بر کارآمدي باید اي است، سیستم انتخاب شده علا هزینه
. در دسترس بوده و از نظر اقتصادي مقرون به صرفه نیز باشد

هاي مختلف  انواع مختلف یودراجیت که براي قسمت
اند هم اکنون به صورت  دستگاه گوارش طراحی شده

ها که پوشش انتریک  این پوشش. تجاري موجود هستند
قرار شوند از نظر بالینی کاملا مورد مطالعه  نامیده می

اند و قابلیت زیست تجزیه پذیري و زیست تخریب  گرفته
  .پذیري مناسبی دارند

 که مربوط به روده L100 و L100-55انواع 
ي مناسبی براي انتقال ژن به  ، گزینه)13، 12(کوچک هستند

در انتقال ژن همانند دیگر . روند این ناحیه به شمار می
سید نوکلئیک داروها، مواردي مانند کپسوله شدن مناسب ا

 pHچنین میزان رهاسازي در  در ترکیب با پوشش و هم
  . هدف بسیار با اهمیت است

یودراجیت یک پلیمر از اسید متاکریلیک است 
اي  که ترکیب با اسید نوکلئیک به صورت مفید نیاز به واسطه

براي این منظور طیف وسیعی از مواد با بار . با بار مثبت دارد
کیتوزان یک پلیمر پلی . ر رودتواند به کا مثبت می

هاي مناسب مورد اقبال  ساکاریدي است که به دلیل ویژگی
  .)14(محققین قرار گرفته است

سازد و از  را فشرده می DNAاین ماده به خوبی 
نماید اما استفاده از این پلیمر در  اثرات محیطی حفظ می

 pHشرایط طبیعی دستگاه گوارشی به دلیل پروتونه شدن در 
 کافی نیست و DNAیین به تنهایی براي حفاظت و انتقال پا

به منظور فراهمی زیستی بیشتر نیازمند همراهی ماده دیگر یا 
   .)15(تر است شکل استخلافی مقاوم

دهی مناسب پلی  هدف از این تحقیق پوشش
چنین بررسی و مقایسه دو   و همDNA-پلکس کیتوزان

میزان کپسوله پوشش عمومی انتریک ویژه روده باریک در 
  .کردن و رها سازي ماده ژنتیکی است

  ها مواد و روش
 با pDB2دراین مطالعه تجربی از پلاسمید مارکر 

 Addgeneتوالی و طول مشخص استفاده شد که از شرکت 
کلون و تکثیر اشرشیاکلی  باکتري Top 10 تهیه و در سوش

 ,Thermo scientific)گردید و به وسیله کیت
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USA)Gene Jet plasmid miniprepkit   و طبق
  .دستورالعمل کیت استخراج شد

به منظور به دست آوردن رقت مناسب از کیتوزان 
هاي   را داشته باشد، حجمDNAترین برهمکنش با  که بیش

 نانوگرم در میکرولیتر و 100 با غلظت DNAمساوي از 
با هم ترکیب درصد  01/0-07/0هاي  کیتوزان با غلظت

  .)16(شدند
 تهیه گردید coacervationها به روش  کلپارتی

  میلی مول25  درDNAبه طوري که حجم مساوي از هر دو 
Na2So4 درجه 55 درصد در 1 و کیتوزان در اسید استیک 

گراد حرارت داده شد و بلافاصله با هم مخلوط گردید  سانتی
  . ثانیه ورتکس شد30و با حداکثر سرعت به مدت 

 درصد در 7/0ارز هاي مختلف روي ژل آگ غلظت
 دقیقه الکتروفورز 15 به مدت 90 بورات با ولتاژ -بافر تریس

گردید و بهترین غلظت از کیتوزان که ترکیب کاملی با 
DNA1 شکل( دارد تعیین گردید.(  

  

  
  

هاي مختلف محلول کیتوزان در ترکیب با  بررسی رقت. 1 شکل
DNA 
: 3درصد، ستون  005/0کیتوزان : 2 ، ستون pDB2پلاسمید : 1ستون 

 03/0کیتوزان : 5 درصد، ستون 02/0کیتوزان : 4 درصد، ستون 01/0کیتوزان 
 درصد، ستون 05/0کیتوزان : 7 درصد، ستون 04/0کیتوزان : 6درصد، ستون 

   درصد06/0کیتوزان : 8
  

درصد کیتوزان به 02/0نمونه تهیه شده با غلظت 
ه زتاسایزر منظور تعیین ابعاد و پتانسیل الکتریکی با دستگا

Malvern) Nano ZS, ZE3600, Malvern 

Instruments, Southborough, MA, USA ( مورد

اندکی بار مثبت اضافی براي ترکیب . قرار گرفتبررسی 
پلی پلکس و پوشش روي آن در مرحله بعدي موثر خواهد 

  .بود
 براي پوشش دهی solvent evaporationروش 

اده شد به این ترتیب  کیتوزان استف- DNAهاي  پلی پلکس
 L100-55 از هر دو نوع یودراجیت گرم  میلی1که مقدار 

 از حلال )17(لیتر  میلی5/13 به طور جداگانه در  L100و
گرم از   میلی2/0محلول گردید و مقدار) 1:1(اتانول/استون

است  DNA  میکروگرم50پلی پلکس تهیه شده که حاوي 
ها به میزان  ولبه صورت قطره قطره به هر کدام از محل

 زن هم ها روي محلول. یکسان اضافه گردید
باقی مانده تا حلال ارگانیک  )IKA,Germany(مغناطیسی

به تدریج از محیط خارج شود و پلیمرهاي یودراجیت سطح 
در نهایت .  کیتوزان را بپوشانند- DNAهاي  پلی پلکس

امولسیون تشکیل شده دو بار با آب دیونیزه شستشو داده شد 
 رسوب به دست آمده از هرگونه پلیمر آزاد و مونومري تا

  .  که در ساختار ذرات قرار نگرفته عاري باشد
براي تعیین میزان کپسوله شدن، قبل از شستشو و 

 موجود در DNAخارج کردن مایع رویی امولسیون، میزان 
به دور  9500محلول رویی امولسیون پس از سانتریفیوژ در 

  .گیري شد اندازه نانومتر 260ل موج  دقیقه، در طو20مدت 
به منظور تایید و بررسی تشکیل شدن ذرات از 

 Fourier Transform Infrared(روش 

Spectroscopy(FTIR) Ray Light WQF-

510,China( استفاده گردید که در این روش ماهیت
شیمیایی ذرات و پیوندهاي موجود در ترکیب مشخص 

ت رسوب ذرات باید به خوبی در این تس. )18(گردد می
  .خشک شود
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هاي  pHها در  بررسی رفتار و عملکرد پارتیکل
تواند تاییدي بر  یودراجیت می pkaحاشیه و نزدیک به 

 pkaتر از   پایینpH. تشکیل یا عدم تشکیل ذرات باشد
هاي  pHیودراجیت به منظور سنجش پایداري ذرات در 

میزان آزادسازي  براي بررسی pka بالاتر از  pHپایین و
DNAبراي این منظور. رود  به کار می pH 3/6 و 7/4هاي 

براي  8/6 و 2/5هاي  pH و L100-55براي یودراجیت 
ذرات، شسته و کاملا .  انتخاب شدند L100یودراجیت

براي هرکدام از ذرات پوشش داده . شوند خشک و وزن می
 pHشده میزان مساوي از نظر وزنی به دو تیوب با دو 

 pkaتر از   پایینpHپایداري ذرات در . فاوت منتقل گردیدمت
 رها شده در محلول پس از DNAبه صورت کسري از 

سانتریفیوژ و بررسی مایع رویی با اسپکتروفوتومتر و میزان 
DNA بارگیري شده در ذرات به صورت درصد به دست 

  .آید می
 از ذرات پوشیده شده با DNAمیزان رهایی 

 آزاد شده در DNAت کسري از میزان یودراجیت به صور
pH بالاتر از pka پس از سانتریفیوژ و بررسی با 

 بارگیري شده به صورت DNAاسپکتروفوتومتر و میزان 
  .آید درصدي به دست می

تست کمپلکس ها به صورت سه تایی انجام شد و 
 بررسی و میزان SPSSمیانگین، انحراف معیار با نرم افزار 

  .مقایسه شدتی مون کپسوله شدن با آز
  

  ها یافته
کیتوزان به دست - DNAهاي  اندازه پلی پلکس

میانگین بار ). 2 شکل(باشد  نانومتر می300آمده در حدود 
  ). 3شکل(میلی ولت است+ 14کلی ذرات 

 نشان از باندهاي شیمیایی ترکیب پلی FTIRنتایج 
ي  باند محدوده. چنین پوشش یودراجیت است پلکس و هم

cm-11730  نشان از برهم کنش اسید و باز وتشکیل نمک
-cmتغییر در ارتعاش پیرانوز و رسیدن به سطح . )19(دارد

تواند نشانی  کاهش شدت باندها می. شود  نیز دیده می11020
 و تشکیل DNAهاي کیتوزان و به ویژه  از پنهان شدن گروه

  .  پوسته باشد-ساختار هسته

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  DNAِِ-دازه ذرات کیتوزانمیانگین ان. 2 شکل
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  DNA-پتانسیل زتا ذرات تشکیل شده کیتوزان. 3شکل 
  

 L100-55میزان بارگیري ذرات در یودراجیت 
موجود در  DNA مقدار) (8/1(درصد 6/89برابر 

و میزان بارگیري ذرات در )  میکروگرم2/5:سوپرناتانت
وجود م DNA مقدار)(97/4(درصد L100 72یودراجیت 

نتایج آماري . باشد می)  میکروگرم14:در سوپرناتانت
 داري در میزان کپسوله شدن نشان یاختلاف معن

   .)p=011/0(داد
-L100 پایداري ذرات پوشیده شده با یودراجیت

 مقایسه pkaتر از   پایینpH در 1 در نمودار  L100 و55
شوند هر دو  گونه که در نمودار مشاهده می همان. شده است

 ایجاد pHوشش دهی مقاومت نسبتا مناسبی در برابر پ
  .کنند می

میزان رهاسازي ذرات به صورت درصد، به ویژه 
-L100در ساعات اولیه در ذرات پوشیده شده با یودراجیت 

-L100 بسیار بیشتر از ذرات پوشیده شده با یودراجیت 55

 ).2نمودار ( است55

  
  
  
  

  
  
  
  

  
  
  
  
  
  
  

 پوشیده DNA-ایداري ذرات کیتوزانایسه میزان پمق. 1نمودار 
  درL100-55 و L100شده با دو نوع مختلف یودراجیت

pH<pKa  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

 DNA - میزان رهاسازي ذرات کیتوزان  مقایسه.2نمودار 
  درL100-55 وL100پوشیده شده با دو نوع مختلف یودراجیت

pH>pKa  
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  بحث
جایی که تجویز دهانی دارو نقش بسیار  از آن

و انتقال دهانی ژن نیز اهمیت  )20(اي در درمان دارد ارزنده
لذا در این تحقیق  )6(خاص و ویژه در این نوع درمان دارد

ها به عنوان محل هدف ژن  به منظور هدف قرار دادن روده
 پایین pHدرمانی یا انتقال اولیه ژن، از سیستم مقاوم به 

ه که همانند گزارشات قبلی، پوشش اولی استفاده شده است
 DNAدرصد براي ترکیب کامل با 02/0کیتوزان با غلظت 

  .)16(ضروري است
ها پس از پوشش دهی با دو نوع  تشکیل پارتیکل

. تایید شدpH  و تغییر درFTIRمختلف یودراجیت، توسط 
هاي مختلف نشان داد که  pHها در  سنجش رفتار پارتیکل

 pH<pKaپایداري دو نوع مختلف پارتیکل تشکیل شده در 
 به میزان L100-55فاوت چشم گیري ندارد و یودراجیت ت

  .کند  آزاد میpH بیشتري در این DNAجزئی 
 به طور pH>pKaدر مورد میزان آزادسازي در 

شود اما یودراجیت  اي دیده نمی کلی تفاوت قابل ملاحظه
L100-55این .  آزادسازي بیشتري در ساعات اولیه دارد

ي ابتدایی  شتري در ناحیهمسئله در مواردي که دوز ژنی بی
 در L100اما یودراجیت . یابد روده لازم است اهمیت می
دهد و افزایش در  تري نشان می ساعات اولیه، آزادسازي کم
 ساعت قابل مشاهده است 4 تا 3این میزان آزادسازي پس از 

 قابلیت ترنسفکشن طیف L100دهد یودراجیت  که نشان می
ده را دارد و به شکل ها در رو تري از سلول گسترده
  .نماید تري عمل می عمومی

در بررسی میزان کپسوله شدن توسط دو نوع 
 میزان کپسوله شدن بالاتري L100یودراجیت، یودراجیت 

دهد که اهمیت زیادي در حفظ دوز مورد  را نشان می
  .استفاده دارد
  

  نتیجه گیري 
 pH پوسته تشکیل شده حساسیت به -سیستم هسته

 هدف را دارد و گزینه pH در DNAا سازي و قابلیت ره
علاوه بر این، این . هاست مناسبی براي انتقال ژن به روده

سیستم انعطاف پذیر نیز هست به طوري که با تغییر غلظت 
توان محل  پلیمر و در نهایت تغییر در ضخامت پوسته می

  .  طراحی کردDNAتري براي رها سازي  هدف دقیق
 

  تشکر و قدردانی
 شماره  بهطرح تحقیقاتی  حاصل بخشی ازنتایج

بدین وسیله از معاونت پژوهشی دانشگاه علوم . باشد  می765
پزشکی اراك به دلیل همکاري صمیمانه در تامین منابع مالی 

چنین گروه ژنتیک دانشگاه علوم پزشکی اصفهان به  و هم
دلیل فراهم نمودن محیط مناسب تحقیقاتی و همکاري 

  . نمایم ر و قدردانی میصمیمانه علمی تشک
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