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چکيده:
سرطان ريه شايع ترين علت مرگ و مير ناشي از سرطان در جهان مي باشد و سالانه بيشتر از يک ميليون نفر به علت ابتلا به اين بيماري جان 
خود را از دست مي دهند. اين سرطان به دو گروه اصلي به نام هاي سرطان ريه با سلول هاي غير کوچک )NSCLC( و سرطان ريه با سلول 
هاي کوچک (SCLC) تقسيم مي شود اين دو گروه در خصوصيات بسياري از جمله رفتار هاي بيولوژيک، پاسخ به درمان و تغییر های ژنتيکي 
متفاوت هستند. مقاومت به درمان هاي مرسوم )شيمي درماني( به خصوص در بيماران مبتلا به نوع NSCLC، يکي از چالش هاي عمده در 
پروسه درماني اين بيماري است. بنابراين ابداع روش هاي درماني جديد براي افزايش ميزان بقا و بهبود شرايط بيماران ضروري است و ترکيبي از 
روش های مختلف مي تواند بازدهي درماني را ارتقا بخشد. استفاده از RNA تداخل گر )siRNA( پتانسیل درمانی بسیاری برای درمان یا پیش 
گیری از بیماری های ریوی دارد. زمانی که مولکول siRNA وارد سلول هدف شود می تواند بیان ژن خاصی را مهار کند و اثرات درمانی دلخواه 
ما ایجاد شود. اما بزرگترین محدودیت این تکنیک که بزرگترین مانع بین مطالعه ها آزمایشگاهی و بالین می باشد انتقال آن به درون سلول است. 
یک سیستم انتقال ایده آل می تواند از siRNA در مقابل تجزیه آنزیمی محافظت نموده و فرار آن از آندوزوم سلول را نیز تسهیل کند در عین 
حال سمیت کم و یا قابل چشم پوشی دارد. درحال حاضر مطالعه های کمی به منظور فرمولاسیون siRNA برای سیستم تنفسی وجود دارد 
که امید می رود در آینده ارتقا یابد این مقاله مروری ضمن معرفی سرطان ریه و siRNA به عنوان یک راه کار درمانی جدید، به بررسی چالش 
های انتقال siRNA به سلول های ریه با استفاده از حامل های غیر ویروسی می پردازد. به علاوه تعدادی از نانوحامل ها با پایه لیپیدی، پلیمری 

و پپتیدی برای انتقال siRNA به سیستم تنفسی را مورد مطالعه قرار داده است.
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مقدمه
 انتقال از طریق سیستم تنفسی راه کاری مناسب، غیر تهاجمی و
 آسان برای استفاده از ماکرومولکول های زیستی در درمان سرطان و
 بیماری های ریوی به نظر می رسد و می تواند راهبردی برای درمان
 های سیستمیک و موضعی باشد، از این رو مطالعه ها رو به رشد
 بسیاری که برخی از آن ها در این مقاله آمده بازتابی از فرآیند ژن

 رسانی به ریه هستند.

با این حال، توجه بسیاری به موانع بیولوژیک در سیستم تنفسی 
وجود دارد و بایستی برای یک ژن رسانی موفق در نظر گرفته شود 
که در این مقاله به صورت خلاصه به آن ها پرداخته خواهد شد. با 
توجه به این موانع، فورمولاسیون های غیر ویروسی بر پایه پلیمر 
ها برای انتقال ژن های درمانی و siRNA ها پیشنهاد شده است، 
زیرا با وجود اینکه انتقال siRNA از طریق ریه محبوبیت بسیاری 
در مطالعه ها بالینی کسب نموده ولی تاکنون نتوانسته به صورت 

کاربردی وارد کلینک شود.

در این مطالعه ابتدا با انواع سرطان ریه و راه کار های درمانی موجود 
آشنا شده و سپس به بررسی siRNA به عنوان یک درمان جدید 
خواهیم پرداخت بدین صورت که موانع بیولوژیک و نانوحامل هایی 
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اعم از لیپیدی، پلیمری و.. که برای انتقال siRNA می توانند به کار 
گرفته شوند معرفی و نقاط قوت و ضعف آن ها بررسی خواهند شد.

سرطان ریه

به دليل افزايش سن، رشد جمعيت و بروز رفتار هاي ايجاد کننده 
سرطان مانند افزايش کشيدن سيگار در خانم ها میزان بروز سرطان 
های دستگاه تنفسی در سطح جهانی هم چنان بالا است. تا اوايل 
قرن بيستم سرطان ريه بيماري نادري بود اما شيوع آن به شدت 
افزايش يافت، به طوري که امروزه از رايج ترين سرطان ها مي باشد. 
پس از سرطان سينه در خانم ها و پروستات در آقايان، سرطان ريه 
دومين سرطان رايج با نسبت %15 از کل سرطان ها و اولين عامل 
مرگ و مير ناشي از سرطان در هر دو جنس )در خانم ها %26 و در 

آقايان %29( مي باشد )15(. 

عامل عمده ابتلا به سرطان ريه مجاورت طولاني مدت با مواد سرطان 
زا و کارسينوژن )موجود در دود تنباکو( مي باشد، %15 از موارد 
سرطان ريه مربوط به افراد غير سيگاري )46( و افرادي که در ارتباط 
 ،)1( آزبستوز   ،)12( رادون  گاز  مثل  ژنتيکي  مضر  هاي  فاکتور  با 
آلودگي هوا و يا سيگاري هاي ثانویه ) استنشاق دود سيگار ديگران( 
مي باشد )35(. به نظر مي رسد که ويروس ها نیز مي توانند در 
حيوانات ايجاد سرطان ريه نمايند )3(، البته پتانسيل ايجاد سرطان 

ريه در انسان نيز مطرح شده است )21(.

آسيب هاي کروموزمي مي توانند سبب غير فعال شدن ژن هاي 
مهارگر توموري شوند، آسيب کروموزم های 17p,13q,5q,3p به 
طور عمده در سرطان SCLC رايج هستند. چندين پلي مورفيسم 
    MMP1در ارتباط با سرطان ريه شناسايي شده که شامل ژن هاي
مثل   DNA کننده  ترميم  هاي  مولکول   CASP-8و  IL-10

XRCC1 مي باشد )49(.

کارسينوما هاي  آدنو  از   10-30% ژن K-ras مسئول  در  جهش 
آپوپتوز،  رگزايي،   ،(EGF) اپيدرمي  رشد  فاکتور   .)14( است  ريه 
تکثير سلول و ت هاجم تومور را کنترل مي کند. جهش در گيرنده 
نوع  شناسايي  براي  مارکري  عنوان  به   (EGFR) آن  به  مربوط 
پيشرفته سرطان NSCLC مطرح شده و استفاده از مهار کننده 
هاي تيروزين کينازي مثل Gefitinib نیز به منظور اهداف درماني 

پيشنهاد شده است )8(. 

طبقه بندی سرطان ریه
زير  در  بدخيم  هاي  بروز سلول  و  اندازه  اساس  بر  را  ريه  سرطان 

ميکروسکوپ به دوگروه اصلي طبقه بندي مي نمايند:

 	 )  NSCLC( غير کوچک،  هاي  با سلول  ريه  سرطان 
 Non-Small-Cell Lung Cancer

 	 Small-Cell Lung ،سرطان ريه با سلول هاي کوچک
Cancer (SCLC)

اين دو گروه نه تنها در شيوع و بروز بلکه در رفتار هاي بيولوژيکي، 
بافت شناسي و تغییر های ژنتيکي نيز متفاوتند.

NSCLC حدود %80 از سرطان ريه را شامل مي شود و سه زير 
گروه اصلي دارد که عبارتند از:

11 . (SCC)فرشي سنگ  کارسينوماي  هاي  سلول 
Squamous Cel lung Carcinoma

22 .  Adenocarcinoma سلول هاي آدنو کارسينوما

33 .(LCLC) Large-کارسينوما ريه با سلول هاي بزرگ
 Cell Lung Carcinoma

شکل 1- مقايسه درصد بروز انواع سرطان ريه در افراد سيگاري و غير سيگاري 

.)18(

راه کار هاي درماني موجود
نحوه مقابله با بيماري سرطان ريه يکي از چالش هاي امروز سرطان 
شناسان است. در حالي که درمان ممکن است در مراحل اوليه موثر 
واقع شود اما عمده بيماران )حدود %77( تا زمان پيشروي سرطان 
و مراحل پیشرفته شناسايي نمي شوند )25(. درمان سرطان ريه 
بستگي به نوع سلول سرطاني، مقدار گستردگي بافت سرطاني و 
وضعيت بيمار دارد، راه کار هاي درماني موجود شامل جراحي، شيمي 
درماني و پرتودرماني مي باشد براي افرادي با بيماري پيشرفته شيمي 
درماني ممکن است تنها انتخاب باشد. با اين حال مقاومت به دارو 
 NSCLC نوع سرطان به خصوص در  رايج شيمي درماني  هاي 
يکي از معضلات درماني اين بيماري است، با اين حال در حال حاضر 
استراتژي قابل قبولي در خط اول درماني به منظور جلوگيري از 
مقاومت به شيمي درماني مطرح نشده، گرچه مطالعه ها کلينيکي 

بسياري در حال انجام است.
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استفاده همزمان از چندين داروي شيمي درماني که اثرات مضرتري 
بر بيمار دارد يکي از راه هاي درماني موجود است و هر روز دارو هاي 
جديدي از جمله آنالوگ هاي Platinum مثل Picoplatin )يک 
آنالوگ سيس پلاتيني( و ABT-751 )يک داروي سولفوناميدي( 
طراحي و ساخته مي شود )9, 26(. جراحي زماني موثر است که 
تومور به طور کامل قابل برداشت باشد و بيمار تحمل عمل جراحي را 
داشته باشد، راديوتراپي چه همراه با شيمي درماني باشد و چه بدون 
آن اگر چه گاهي در تسکين علائم موفق است اما نقش آن از جراحي 
کم تر است. در مورد سرطان SCLC معمولا جراحي به کار برده 
نمي شود زيرا به علت تمايل اين نوع سرطان به متاستاز زودرس در 
گره هاي لنفاوي و اعضاي دوردست، وقتي اين سرطان تشخيص داده 
مي شود که در مراحل پیشرفته است. درمان اين سرطان معمولا 
شيمي درماني همراه با يا بدون راديوتراپي است و اغلب با وجود پاسخ 
خوبي که به درمان اوليه مي دهند به سرعت عود کرده و باعث مرگ 

بيمار مي شود )19(.

برخلاف برخي موفقيت هاي درماني، هنوز ترکيب دارو ها و روش 
هاي جديد، کارآمدي چنداني در بهبود وضعيت و افزايش طول عمر 
بيماران ندارد. بنابراين ابداع راه کار هاي درماني جديد از جمله ژن 
درماني به شدت مورد نياز و مهم هستند. ژن درماني استراتژي کلي 
است که شامل انتقال توالي ژنتيکي اختصاصي به درون سلول است 
تا سبب تخفيف بيماري شود. در اين مقوله جايگزيني ژن، استفاده از 
ژن هاي خودکشی مثل ژن HSV-tk، خاموش کردن ژن با استفاده 

از RNAi و ... مطرح مي شود.

RNA تداخل گر
هدف   mRNA کردن  ناپایدار  درمانی،  ژن  های  روش  از  یکی 
اختصاص یافته است. در این زمینه یک راه کار، استفاده از مکانیسم 
موسوم به RNA تداخل گرRNAi( 1( است که از طریق واردکردن 
با  کوچک   RNA(  shRNA یا  و   )siRNA( کوچک2   RNA
ساختار سنجاق سر( امکان پذیر است و راه کاری قوی و اختصاصی 
در مهار بیان ژن می باشد. این مولکول ها به دليل عملكرد اختصاصي، 
تطبيق پذير بودن با اهدافشان، اثرات دائمي يا موقتي آن ها و امكان 
استفاده از آن ها در سيستم هاي زنده (in vivo) بسيار مورد توجه 

هستند.

به طور خلاصه، RNA دو رشته ای )dsRNA( مي تواند به طور 
 )siRNA( دو رشته ای کوتاه RNA مصنوعي یعنی به صورت

1	  RNA interference
2	  Small interference RNA

وارد سلول شود و يا به صورت RNA دورشته ای درون سلولی3 
)miRNA( باشد و يا محصول جانبي ويروسي و يا رونوشت اضافي 
آنزيم  از  نوعي  توسط  شناسايي  از  بعد  همه  كه  باشد  ژن  ترانس 
RNase III به نام Dicer به قطعات كوچكي به نام siRNA كه 
 siRNA حدود 22 نوكلئوتيد طول دارند تبديل مي شوند. قطعات
در كي مجموعه پروتئيني به نام كمپلكس خاموش گر تحت القاي 
RISC( 4RNA) قرار مي گيرند، RISC داراي نواحي هليكازي، 
اگزونوكلئازي، آندونوكلئاز و يابنده همولوژي است، رشته آنتي سنس، 
كمپلكس RISC را به سمت mRNA هدف راهنمايي مي كند 
 ،RISC و سپس زير واحد هاي آندونوكلئازي موجود در ساختار
mRNA هدف را مي برد و در ن هايت سبب خاموش شدن بيان 

ژن هدف مي شود )43(.

RNA تداخل گر می تواند برای درمان و یا پیش گیری از بیماری 
هایی که سیستم تنفسی را درگیر می کند مثل سرطان ریه، انواع 
مختلف عفونت های تنفسی، بیماری های التهابی مجاری تنفسی و ... 
به کار گرفته شود )34(. انتقال siRNA به ریه می تواند هم از مسیر 
 (Local (و هم به صورت انتقال به محل )سیستمیک )گردش خون
(delivery) صورت پذیرد. فرایند انتقال siRNA به طور خلاصه 

در شکل شماره3 نشان داده شده است.

مثل انتقال DNA هر دو نوع حامل های ویروسی و غیر ویروسی 
برای انتقال siRNA نیز استفاده شده است، حامل های ویروسی 
با وجود کارایی بالا در انتقال اسید های نوکلئیک، نگرانی هایی از 
با  اند که استفاده از آن ها را  لحاظ ایمنی (Safty) ایجاد نموده 
محدودیت مواجه می سازد، که پاسخ های سیستم ایمنی به ویروس 

ها بزرگترین چالش آن ها است )51(.

3	  micro RNA
4	  RNA-Induce silencing complex (RISC) 
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شکل 2- شمايي از مسير هاي RNA تداخل گر در سلول. پيش ساز هاي 

dsRNA بلند یا miRNA توسط آنزيم متصل شونده به dsRNA به نام 

Dicer به واسط هاي 21-23 نوكلئوتيدي dsRNA اي تبديل مي شوند و در 

مجموعه RISCقرار مي گيرند كه برش RNA را هدايت مي كند )13(. 

به دلیل مشکلات ایمنی در وکتور های ویروسی، بسیاری از مطالعه 
ها انتقالی siRNA بر روی تکامل سیستم های غیر ویروسی تمرکز 
یافته است. siRNA های درمانی را می توان به طور مستقیم با 
کمک حامل های غیر ویروسی به محل هدفشان منتقل نمود. رایج 
ترین وکتور های مورد استفاده لیپید ها، پلیمر ها و پپتید ها هستند.

شکل 3- نمایی از مراحل انتقال siRNA به ریه )22(.

غیر  های  توسط حامل  ریه  به   siRNA انتقال  هاي  چالش 
ویروسی

چالش های انتقال siRNA به مجاری تنفسی و ریه کم و بیش 

مشابه مشکلات انتقال دیگر ماکرو مولکول ها است. عوامل بسیاری 
از قبیل موانع آناتومیک، فیزیکی، موانع درون سلولی و .... مطرح 
هستند. سایز مناسب برای انتقال به سیستم تنفسی تحتانی حدود 
5-1 است )41(. نانوحامل های با سایز حدود nm 100، به نظر 
می رسد با کارایی بالاتری به محل آلوئول ها ) کیسه های هوایی 
 50% آزاد سازی آن ها حدود  ریه( می رسند و درصد تخریب و 
است. مسیر های پاک سازی متعددی برای حذف نانوپارتیکل های 
موجود در ریه وجود دارد که می توان به سرفه، تخریب و تجزیه، 
جریان متحرک موکوسی، فاگوسیتوز با کمک ماکروفاژ ها و برداشت 
های عصبی اشاره نمود )50(. هنوز اطلاعات دقیق کمی، درباره پاک 

سازی siRNA از ریه وجود دارد.

الف ( موانع برون سلولی
بزرگترین مانع فیزیکی در انتقال به ریه فعالیت مژکی سلول های 
اپیتلیال است که از طریق ایجاد جریان موکوسی سبب پاک سازی 
اجرام خارجی می شود )38(، ترکیب اصلی موکوس، موسین ها 
بوده که پروتئین هایی گلیکوزیله هستند. در طی عفونت و التهاب، 
افزایش ترشح موکوس پیش می آید که سبب نقص در حرکات مژک 
ها و پاک سازی موکوسی می شود برای غلبه بر مانع موکوسی، 
مواد تخریب کننده موکوس مثل ناکیستلین5 و یا مهار کننده های 
موکوس مثل گلیکوپیرولات6 )که سبب مهار ترشح موکوس می 
شود( به کار می روند. کاهش موانع موکوسی با تنفس مانیتول قبل 

از انتقال siRNA نیز می تواند مفید واقع شود )5(. 

ب ( موانع درون سلولی

زمانی که siRNA به سطح سلول های هدف ریوی می رسد بدین 
معنی است که توانسته از دست موانع خارج سلولی خلاص شود ولی 
هنوز باید از غشای سلولی عبور کند و به سیتوپلاسم برسد، محلی که 
کمپلکس RISC قرار داد. siRNA ماکرومولکولی هیدروفیل با بار 
منفی است و به دلیل خصوصیات فیزیکو شیمیایی اش قادر نیست 
به تنهایی از غشای سلولی عبور کند. آندوسیتوز با واسطه کلاترین 
بهترین و اصلی ترین مسیر جذب اسید نوکلئیک در روش های غیر 
ویروسی است برای آندوسیتوز موفق تر، بهتر است اندازه ذرات کم 
تر از nm 150 باشد )23(. ذرات پس از جذب وارد آندوزوم های 
اولیه شده که با تلفیق با یکدیگر تبدیل به آندوزوم ثانویه می شود 
و درنهایت به صورت لیزوزیم در می آیند. در لیزوزیم pH حدود 5 
بوده و حاوی آنزیم های تجزیه کننده بسیاری از جمله نوکلئاز ها می 
باشد )33(. بنابراین siRNA درمانی باید بتواند از لیزوزوم به داخل 
سیتوپلاسم فرار کند قبل از اینکه توسط نوکلئاز های لیزوزیم تخریب 
5	  Nacystelyn
6	  Glycopyrrolate
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شود )شکل4(. 

شکل 4- پدیده اسفنج پروتونی. نمایی از مکانیسم اسفنج پروتونی که منجربه 

تخریب آندوزوم یا لیزوزوم شده و سبب ر هاسازی محتویات به داخل سیتوپلاسم 

می شود )24(.

راهبرد دیگر استفاده از پپتید های فوزوژنیک حساس به pH، به 
  KALA،GALA عنوان حامل است، از این پپتید ها می توان به
 (in vivo) در سیستم های درون تنی siRNA و ... برای انتقال
و برون تنی (in vitro) اشاره نمود)2(. این پپتید ها در pH پایین 
تغییر کنفورماسیون داده و به عنوان ناپایدار کننده غشای آندوزومی 
عمل نموده و سبب تخریب و آزاد سازی محتویات آندوزوم به داخل 
سیتوپلاسم می شوند. وقتی siRNA درون آندوزوم است می تواند 
پاسخ ایمنی ذاتی را تحریک کند، گیرنده های شبه تول7 (TLRs) از 
 siRNA که در غشای آندوزومی قرار دارند TLR8 و TLR7 نوع
را شناسایی نموده و سبب تحریک پاسخ های ایمنی ذاتی می شوند. 
البته تغییر در ساختار siRNA می تواند تا حدودی این مشکل را 

بر طرف سازد )36(.

حامل های غیر ویروسی در انتقال siRNA به ریه 
حامل ایده آل برای انتقال siRNA باید شرایط زیر را دارا باشد: 1( 
بتواند siRNA را به صورت ذره ای در سایز نانو متراکم کند، 2( از 
siRNA در مقابل آنزیم های تجزیه کننده محافظت کند،3( جذب 
سلولی را تسهیل بخشد، 4( فرار آندوزومی را القا کند، 5( سبب 
ر ها سازی siRNA به سیتوپلاسم جایی که RISC قرار دارد 
بشود، 6( سمیت کمی داشته باشد. گرچه رایج ترین حامل های 
غیر ویروسی siRNA شامل لیپید ها، پلیمر ها و پپتید ها هستند، 
siRNA برهنه نیز درحالت درون تنی توانایی جالب توجهی در 
7	  Toll-like receptors

خاموش نمودن ژن هدف نشان داده است.

 siRNA برهنه
انتقال  به  نشده  فرموله   siRNA یا  برهنه8   siRNA اصطلاح 
 siRNA بدون هیچ ماده انتقالی می گویند. گرچه خود siRNA
را می توان از لحاظ شیمیایی تغییر داده تا سبب بهبود عملکرد، 
افزایش اختصاصیت، کاهش تحریک سیستم ایمنی و کاهش اثرات 
غیر اختصاصی9 شود )47(. جالب است که موفقیت هایی در انتقال 
siRNA به صورت برهنه به ریه گزارش شده است )37, 44(، این 
مشاهدات بسیار قابل توجه هستند و این سوال را مطرح می سازند 
که چطور siRNA برهنه از موانع خارج سلولی و غشای بیولوژیک 
نوکلئاز ها در ریه شاید  عبور نموده است؟ گرچه کاهش فعالیت 
تاحدودی به این سوالات پاسخ دهد اما در حقیقت جزئیات امر هنوز 

آشکار نمی باشد. 

تغییر   siRNA از بالینی ALN-RSV01 مدلی  در مطالعه ها 
به صورت  برهنه   siRNA این بررسی شده   (Modified) یافته
درون نایی در قالب اسپری دهانی استفاده شده و کاهش عفونت 

ویروسی RSV10 رانشان می دهد )6(.

انتقال مستقیم عوامل درمانی از جمله siRNA به ریه اغلب از مسیر 
های استنشاقی )Inhalation)، درون نایی (Intratracheal( و 
مسیر بینی )Intranasal) صورت می گیرد. با استفاده از عوامل 
انتقالی مختلف می توان انتقال به سلول خاصی را ارتقا داد و توانایی 

هدفمندی (Targeting) سلول ها مطرح می شود.

 siRNA شکل 5– انواع مختلف نانو حامل های غیر ویروسی رایج برای انتقال

.)22(

8	  Naked siRNA
9	  Off-target
10	  Respiratory Syncytical Virus
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وکتور های انتقالی با پایه لیپیدی
سیستم های انتقالی با پایه لیپید برای انتقال siRNA در دو حالت 
درون تنی و برون تنی رایج هستند لیپید های کاتیونی و لیپوزوم ها 
با siRNA که دارای بار منفی است کمپلکس هایی تشکیل می 
دهند که لیپوپلکس11 نامیده می شود. مواد ترانسفکشن بسیاری 
قبیل  از  ریه  به   siRNA تنی  درون  انتقال  برای  تجاری  صورت 
اما  دارند.  وجود  TransIT-TKOو...   ،Oligofectamine™
بزرگترین مشکل سیستم های لیپیدی سمیت بالینی آن ها و فعال 

سازی غیر اختصاصی سایتوکاین های التهابی است )10(.

1-لیپید های کاتیونی و لیپوزوم ها
تهیه لیپوپلکس ها بسیار آسان می باشد و دارای کارایی ترانسفکشن 
خوبی نیز هستند، اما عیبی که دارند پایداری ضعیف و تکرار پذیری 
پایین آن ها است. مطالعه ها نشان داده که در موش ها استفاده ریوی 
و DOTAP سمیت  لیپوفکتامین  مثل  کاتیونی  لیپوزوم های  از 

وابسته به دوز را در ایجاد التهابات ریوی کاهش می دهد )7(.

  PEGylated2- لیپید های پگیله شده
پلیمر های هیدروفیلی مثل پلی اتیلن گلیکول )PEG( برای کاهش 
پاسخ های التهابی به کار می رود به علاوه سبب افزایش نیمه عمر 
در گردش خون نیز می شود زیرا فعالیت اپسونیزاسیون فاگوسیت 
ها را کاهش می دهد. در مطالعه ای درون تنی کارایی GL-67 یک 
انتقال  در   DOPE:DMPE-PEG5000 حاوی کاتیونی  لیپید 
DNA پلاسمیدی )تشکیل لیپوپلکس می دهد( در درمان بیماری 
سیستیک فیبروزیس  (CF) در انسان بررسی شده بود و در بیمارانی 
که درمان را به صورت نبولایزر دریافت کرده بودند به طور چشم 
گیری اتصال باکتریایی به ریه ها کاهش یافته بود )40(. بنابراین از 
این حامل لیپیدی برای انتقال siRNA به ریه موش ها از مسیر 
درون بینی استفاده شد. siRNA ژن بتا گالاکتوزیداز را هدف قرار 
داده بود و سبب کاهش بیان ژن تا حدود %33 می شد اما تغییر 
معنا داری در بیان پروتئین مشاهده نشد )11(. به نظر می رسید این 
حامل با وجود موفقیت در انتقال DNA پلاسمیدی، برای انتقال 
siRNA موفق نیست و یا به طور احتمال استفاده از مسیر بینی 
و نبولایزر برای سیستم های لیپیدی نیازمند مطالعه ها بیش تری 

است.

3-لیپید های خنثی12
برای اجتناب از سمیت و تحریک التهاب، علاوه بر PEG از لیپید 

11	  Lipoplexes
12	  Neutral lipids

هایی با بار خنثی نیز می توان استفاده نمود. گرچه این سیستم 
های خنثی از لحاظ ایمنی مطلوب تر هستند اما قادربه برهمکنش 
با siRNA با بار منفی نمی باشند و این امر کاربری آن ها را به 
با محدودیت مواجه می سازد. برای حل این  انتقال  عنوان حامل 
مشکل siRNA و لیپید ها به جای برهمکنش های الکتروستاتیکی 
با پیوند کووالان به یکدیگر متصل می شوند. این راهبرد برای انتقال 
siRNA به ریه مورد بررسی قرار گرفته است به عنوان مثال در 
مطالعه ای کلسترول به siRNA متصل شده و به موش منتقل شد، 
که علاوه بر افزایش مدت اثرات کاهشی، پاسخ التهابی مشاهده نشد 
هر چند در مقایسه با siRNA برهنه کاهش قابل توجهی نداشت 

.)45(

4-ذرات لیپیدی
راه کار دیگر برای افزایش ایمنی حامل های لیپیدی، محصور کردن 
لیپیدی  ذرات  باشد.  می  خنثی  لیپیدی  ذرات  درون   siRNA
یکنواخت  سایز  دارای   (SNALP) 13اسید نوکلئیک  پایدارحاوی 
هستند که مقادیر زیادی siRNA را درون خود کپسوله می کنند. 
مشخصه جالب لیپید های SNALP این است که در pHاسیدی 
بار مثبت نشان می دهند درحالی که در pH فیزیولوژیک خنثی 
هستند و در مطالعه ها درون تنی در میمون ها کارایی قابل توجهی 
در خاموش نمودن ژن نشان داده اند که می توانند در انتقال ژن به 

ریه نیز مورد بررسی قرار گیرند )39(.

 وکتور های انتقالی با پایه پلیمر
و  متنوع  طبیعت  پلیمری  انتقالی  های  وکتور  جالب  خصوصیت 
منعطف آن هاست، به علاوه آن ها به شدت لیپوزوم ها پاسخ ایمنی 
را تحریک نمی کنند. در کل حامل های پلیمری به دو دسته تقسیم 
می شوند: پلی کاتیون ها و نانوپارتیکل های پلیمری. پلی کاتیون 
پلی  ایمین (PEI)، دندریمر های  اتیلن  پلی  های سنتزی شامل 
آمیدو آمین (PAMAM) و پلی کاتیون های طبیعی مثل کایتوزان 
ها هستند. این پلیمر ها دانسیته بار مثبت بالایی دارند که با بار منفی 
اسید های نوکلئیک ترکیب شده و پلی پلکس14 را تشکیل می دهند. 
ساختار غیر منعطف siRNA سبب برهمکنش های ضعیف با پلی 
 DNA کاتیون ها می شود. در نتیجه پلی پلکس ها در مقایسه با
کارایی کم تری برای محافظت از siRNA علیه نوکلئاز ها دارند، 
افزایش مقدار پلی کاتیون ها می تواند تا حدودی این نقص را بهبود 

بخشد اما خود سبب افزایش سمیت می شود )29(.

13	  Stable nucleic acid lipid particle
14	  Polyplexe
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PEI
 siRNA به دلیل کارایی بالایی برای انتقال PEI پلیمر سنتزی 
به درون سلول دارد کاربری بالایی دارد و به عنوان استاندار طلایی 
برای انتقال ژن در محیط برون تنی به حساب می آید البته کارایی 
ترانسفکشن آن به وزن مولکولی و میزان شاخه هایش نیز بستگی 
دارد. پلیمر هایی مثل پلی اتیلن ایمین (PEI) ق ابلیت فرار از آندوزوم 
را دارند. این توانایی که اسفنج پروتونی15 نام دارد به دلیل ظرفیت 
 pH می باشد بدین ترتیب که در طیف وسیعی از PEI بافری بالای
پلیمر پروتونه می شود )پروتون آزاد می کند( و این امر سبب ورود 
یون های -CL به آندوزوم و به دنبال آن آب به درون آندوزوم ها می 
شود. در نهایت به دلیل فشار اسمزی بالایی که ایجاد شده، آندوزوم 
پاره و محتویاتش به درون سیتوپلاسم ر ها می شود )4(. در مطالعه 
 siRNA را برای انتقال PEI-PEG و PEI ای که پلی پلکس های
به ریه مورد مطالعه قرار داد. سیستم PEI-PEG کارایی بالاتری 
برای خاموش نمودن ژن EGFP تا حدود %42 نشان داد. هر چند 
پلی پلکس های PEI-PEG اثرات پیش التهابی ملایمی در افزایش 
سطح سایتوکاین های IL-6و TNFα نیز داشتند )28(. مشکل 
دیگر PEI سمیت نسبتا بالا و زیست تجزیه پذیر نبودن آن می باشد 
)23(. برای حل این امر آقای XU و همکارانش مشتقات زیست 
 )PEG تهیه کردند )پلی استر آمین به همراه PEI تجزیه پذیری از
و انتقال siRNA را در محیط درون تنی بررسی نمودند. انتقال این 
پلی پلکس حامل siRNA به سلول سرطانی ریه به منظور کاهش 
کاهش  نتیجه حاصله  و  در موش صورت گرفت   Akt1 بیان ژن
چشمگیر پیشروی سلول سرطانی بدون ایجاد اثرات سمی قابل توجه 
بود )48(. البته مطالعه ها مختلفی به طور کلی، برای اصلاح ساختار 
PEI به منظور افزایش قدرت انتقال ماده ژنتیکی )siRNA( به 
درون سلول و کاهش سمیت این حامل ارزشمند صورت گرفته است 

)31, 32( و این موضوع هم چنان در حال بررسی است.

Chitosan
کایتوزان به دلیل برخی ویژگی هایی از جمله طبیعی بودن، زیست 
سازگار بودن و زیست تجزیه پذیری اش به عنوان یک حامل بالقوه 
به علاوه  قرار گرفته است.  انتقال siRNA بسیار مورد توجه  در 
قابلیت اتصال به موکوس و نفوذ در آن، کایتوزان را تبدیل به حاملی 
مطلوب برای انتقال مواد به ریه ساخته است. متاسفانه تنها نقص آن 
کارایی ترانسفکشن متوسط در محیط درون و برون تنی می باشد 
زیرا توانایی کمی برای فرار از آندوزوم در درون سلول دارد )42(. به 
منظور ارتقا کارایی انتقال siRNA توسط کایتوزان آقای کاتاس 
روش ژلاتینه سازی یونی16 را پیشنهاد نموده که با استفاده از سدیم 
15	  Proton sponge
16	  Ionic gelation method

تری فسفات و کایتوزان نانوحامل siRNA تولید شود و در مقایسه 
به نانوحامل کایتوزان/siRNA این حامل در محیط in vitro بهتر 

توانست ژن هدف را خاموش سازد )17(.

PLGA17

برای  بوده و  پلیمر PLGA زیست سازگار و زیست تجزیه پذیر 
آزاد سازی کنترل شده ماکرومولکول های درمانی از جمله پپتید ها، 
پروتئین ها و DNA پلاسمیدی استفاده می شود. برخلاف دیگر 
پلی کاتیون ها، PLGA تشکیل پلی پلکس با اسید نوکلئیک نمی 
دهد بلکه آنرا در درون خود کپسوله )محصور( می کند. مطالعه ای 
تولید نانوذرات PLGA حاوی siRNA را به صورت پودری با سایز 
کنترل شده بررسی کرده است، فرمولاسیون حاوی لاکتوز، تر هالوز 
و مانیتول برای محافظت از نانوحامل های siRNA می باشد و در 
نهایت فرمولاسیونی برای siRNA قابل استنشاق ارائه نموده است 
که در مطالعه های in vivo می تواند برای خاموشی ژن استفاده 

شود )16(. 

وکتور های انتقالی با پایه پپتیدی
از زمان کشف پروتئین TAT از ویروس HIV-1 که مسبب جذب 
سلولی ویروس بود 159 نوع از پپتید های نفوذ کننده به سلول18 
)CPPs( شناسایی و یا سنتز شده اند. این پپتید های می توانند 
انتقال siRNA نیز به کار گرفته شوند، عمده CPP های  برای 
 ،162  163 TAT 61 شامل siRNA استفاده شده برای انتقال
 LAH4و  CADY  ،MPG ترانسپورتین،  پنتراتین 165-163، 
یا برهمکنش  پیوند کوالان  از طریق  این پپتید ها  هستند )20(. 
الکتروستاتیک به siRNA متصل می شوند. هنوز مکانیسم دقیق 
عملکرد CPP ها شناخته نشده است. گرچه CPP های بسیاری 
برای انتقال siRNA بررسی شده اما مطالعه ها کمی انتقال درون 
 siRNA به ریه را گزارش نموده اند. در مطالعه ای siRNA تنی
ای که ژن P38 از مسیر MAP کیناز را مورد هدف قرار می داد به 
دو صورت siRNA برهنه و siRNA متصل به TATو پنتراتین در 
 CPP های متصل به siRNA .بررسی شد in vitro وin vivo 
ها حدود %36-20 سبب کاهش بیان ژن هدف شدند در حالی که 

siRNA برهنه %45-30 توانست بیان ژن را کاهش دهد )30(.

شناسایی مکانیسم دقیق فعالیت CPP برای کاریرد آن ها به عنوان 
اتصال  است، مطرح شده که  بسیار مهم   siRNA انتقالی حامل 
کوالان  CPPبه siRNA اثرات منفی در انتقال سلولی دارد و باعث 

17	  Poly(D,L-lactic-co-glycolic acid)
18	  Cell-Penetrating Peptides
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تغییر فعالیت بیولوژیک پپتید ها می شود )27( اتصال غیر کوالان 
یک راه حل ممکن به نظر می رسد گرچه هنوز هیچ مطالعه درون 

تنی برای انتقال به ریه گزارش نشده است.

نتیجه گیری
کارایی درمانی siRNA در درمان بیماری های ریوی و سرطان 
نشان داده شده ولی یکی دیگر از موانعی که بایستی بر آن غلبه 
 siRNA شود تهیه یک فورمولاسیون پایدار و قابل تنفس برای
است. برای انتقال ریوی و کاربرد های بالینی در انسان فورمولاسیون 
بایستی در برابر نیرو های تخریب کننده در طی نبولایزشن19 مقاوم 
از  باشد، در حالی که DNA برهنه، حاملین ویروسی و بسیاری 
فرمولاسیون بر پایه لیپید اغلب فعالیت بیولوژیک خود را در این 
حین از دست می دهند. ولی فرمولاسیون بر پایه پلیمر هایی مثل 
پلی اتیلن ایمین (PEI) در طی فرایند نبولایزشن پایدار هستند. از 
زمان کشف siRNA، پتانسیل های درمانی بسیاری برای آن مطرح 
شده است.گرچه مطالعه ها کمی برای فرمولاسیون siRNA به 
صورت تنفسی برای مصارف بالینی وجود دارد به عنوان مثال جنسن 
 PLGA نانوذرات  برای  را   Spray-drying روش  همکارانش  و 
حاوی siRNA مطرح نموده ولی متاسفانه هنوز به مرحله درون 

تنی نرسیده است )16(. 

مهم ترین چالش های در انتقال siRNA به ریه عبارتند از: )1( عدم 
ارتباط متقابل بین مطالعه ها درون تنی و برون تنی، به عنوان مثال 
siRNA برهنه در  in vitroنمی تواند سبب خاموشی بیان ژن 
شود در حالی که مطالعه ها in vivo عکس این را نشان داده است 
)2(. تعمیم مطالعه ها از حیوانات به انسان بسیار مشکل است زیرا 
ویژگی های بیولوژیک و آناتومیک سیستم تنفسی بین حیوانات و 
انسان متفاوت است )3(. برخی مسیر های مورد استفاده در حیوانات 
در عمل برای انسان مناسب نیست و هم چنین مشکلات بسیاری 
برای ارتقای کارایی فرمولاسیون قبل از ورود به فاز بالینی وجود دارد. 
بنابراین گرچه بسیاری از مطالعه ها قابلیت siRNA برای بیماری 
های مختلف ریوی را نشان داده اند کماکان به تلاش های بیش تری 
برای فهم عمیق تری از مکانیسم های ژن رسانی ریوی و غلبه بر 

مشکلات تا رسیدن به مرحله بالینی نیاز می باشد.

در این مطالعه ژن رسانی با حامل های غیر ویروسی مورد بررسی قرار 
گرفت، چندین مطالعه سمیت حاملین را مطرح نموده اند بنابراین 
مطالعه ها آینده به طور عمده بر روی زیست تجزیه پذیری، زیست 
سازگاری و هدفمند نمودن حامل های غیر ویروسی متمرکز خواهد 
شد. طراحی حامل هایی مناسب در یک فورمولاسیون پایدار که 
19	  Jet nebulization

بتواند به راحتی در انسان از طریق تنفس مورد استفاده قرار گیرد 
هنوز چالشی بنیادی است. انتقال موضعی siRNA برای درمان 
بیماری های ریوی زمینه در حال رشد سریعی است و امید می رود 

در آینده بتواند در مطالعه ها بالینی کاربرد بیابد.

سپاسگزاري:
از کلیه افرادی که در نگارش این مقاله ما رایاری دادند قدردانی 

می کنیم.
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