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  مقاله پژوهشي

 

  

ساركوم و لوكمي لنفوبلاستيك حاد مورد استفاده قرار 	ويژه لنفو ههاي وابسته به آسپاراژين ب تومور آنزيم آسپاراژيناز در درمان :مقدمه

هدف از مطالعه حاضر بررسي . باشد ايمني بالا همراه مي هاي واكنشكه با  گردد ميناپايداري آنزيم سبب افزايش دفعات تزريق . گيرد مي

  .باشد هاي فيزيكوشيميايي آنزيم مي وزان به آسپاراژيناز بر تغيير ويژگيي نانو كيتآلدئيد	گلوتارتاثير الحاق مشتق 

در اين تحقيق تجربي، نانو كيتوزان با استفاده از روش احيا با استيك اسيد سنتز و با استفاده از ميكروسكوب الكتروني  :روش بررسي

صورت % 3نانوكيتوزان با استفاده از استيك اسيد  –آلدئيد	ارگلوتتوليد مشتق فعال . گر اندازه ذرات مورد ارزيابي قرار گرفت و تجزيه

در حضور سديم سيانو  1:20و  1:10، 1:5، 1:2هاي مولي  نانوكيتوزان به آسپاراژيناز با نسبت- آلدئيد	گلوتارالحاق مشتق . گرفت

فعاليت . شيميايي مورد استفاده قرار گرفت		منظور ارزيابي هاي فيزيكو هبوروهيدرات انجام و بهترين نسبت از نظر باقيمانده فعاليت، ب

نرم افزار مختلف، نيمه عمر، پايداري در طول انجماد و مقاومت در برابر پروتئوليز در شرايط آزمايشگاه با استفاده از  pHآنزيم در دما و 

  .مورد ارزيابي قرار گرفت تكراري هاي اندازه با واريانس آناليزتست آماري  و 18نسخه  SPSSآماري

فعاليت آنزيم كانژوگه پس از . درصد فعاليت آنزيم گرديد 70الحاق مشتق گلوتارآلدئيدي نانوكيتوزان به آنزيم سبب حفظ  :نتايج

بهينه آنزيم پس از الحاق با نانو كيتوزان تغييري نداشت اما فعاليت  pHدما و . انجماد و مجاورت با تريپسين بيشتر از آنزيم اصلي بود

 . حفظ شد pHي از دما و آن در طيف وسيع

تواند در توليد  مشتق گلوتارآلدئيد نانوكيتوزان سبب بهبود ماندگاري آنزيم گرديد كه مي  الحاق آنزيم آسپاراژيناز به :گيري نتيجه

  .هاي باليني نقش داشته باشد		منظور كاربرد هاشكال بهينه دارو ب

  

  زان، گلوتارآلدئيد، خواص فيزيكوشيمياييآسپاراژيناز، كانژوگاسيون، نانوكيتو :هاي كليدي واژه

  

تاثير الحاق مشتق فعال گلوتارآلدئيدي نانوكيتوزان به  بررسي .رضا	تابنده محمد، ، شهرياري علياالله، جلالي محمد راضي	نبي ميرزايي		خون :ارجاع

 28؛ 1399يزد وهشي دانشگاه علوم پزشكي شهيد صدوقي مجله علمي پژ .هاي فيزيكوشيميايي آنزيم آنزيم ضد سرطان آسپاراژيناز بر پايداري و ويژگي

)1 :(84-2272.  

                                                           

  .ز، اهواز، ايراندانشجوي دكترا، گروه علوم درمانگاهي، دانشكده دامپزشكي، دانشگاه شهيد چمران اهوا -1

  .استاد، گروه علوم درمانگاهي، دانشكده دامپزشكي، دانشگاه شهيد چمران اهواز، اهواز، ايران -2

  .دانشيار، گروه علوم پايه، بخش بيوشيمي و بيولوژي مولكولي، دانشكده دامپزشكي، دانشگاه شهيد چمران اهواز، اهواز، ايران -3

  61357831351:صندوق پستي  ، m.tabandeh@scu.ac.ir :، پست الكترونيكي09173049606 :تلفن ؛)نويسنده مسئول*(

 [
 D

O
I:

 1
0.

18
50

2/
ss

u.
v2

8i
1.

31
30

 ]
 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 js

su
.s

su
.a

c.
ir

 o
n 

20
25

-1
0-

28
 ]

 

                             1 / 13

http://dx.doi.org/10.18502/ssu.v28i1.3130
https://jssu.ssu.ac.ir/article-1-4869-fa.html


 

 

  

 

  انو همكارني االله خون ميرزايي ب
 

 1399 فروردين، يك، شماره هشتمدوره بيست و           مجله دانشگاه علوم پزشكي و خدمات بهداشتي ـ درماني شهيد صدوقي يزد

2273  

 مقدمه

آنزيمي با منشا باكتريايي ) EC 3.5.11(سپاراژيناز آ	آنزيم ال

اسيد و  آسپارتيك- آسپاراژين به ال- ليز الاست كه هيدرو

آنزيم داراي كاربرد باليني از دو منبع . كند آمونيوم را كاتاليز مي

. شود استحصال مي اروينيا كاروتووراو  شياكولاياشريباكتريايي 

ويژه  هوابسته به آسپاراژين ب هاي آنزيم در درمان تومور

طور  هساركوم، لوسمي لنفوبلاستيك حاد و ملانوساركوما ب	لنفو

  هلوسمي ب هاي سلول. )1(گيرد  گسترده مورد استفاده قرار مي

ي سنتز آسپاراژين سنتتاز، تواناي	آسپاراژين	دليل فقدان آنزيم ال

ها وابسته با آسپاراژين موجود در سرم  را ندارند و رشد آن

دليل توانايي  هنرمال ب هاي سلولاين در حاليست كه  .باشد مي

اراژيناز كمتر تحت دنبال درمان با آسپ هآسپاراژين، ب	سنتز ال

  .)2، 3( گيرند	تاثير قرار مي

راژيناز سبب آسپا	ات نشان داده است كه درمان با التحقيق

توقف سيكل سلولي  دنبال بهلوسمي  هاي سلولبروز آپوپتوز در 

رسد محصولات عملكرد  نظر مي هب .شود مي G1در فاز 

آمونيوم با فسفوريلاسيون  ويژه يون هآسپاراژيناز ب	ال

لوسمي نقش داشته  هاي سلولگرهاي آپوپتوز در مرگ 	ميانجي

م در درمان لوسمي، رغم كاربرد گسترده آنزي	علي .)4(باشند 

منشا پروتئيني نامتجانس آنزيم سبب تحريك ايمني ميزبان، 

آلرژيك در بيماران تحت درمان  هاي واكنشو بروز  IgEتوليد 

هاي خنثي كننده سبب كاهش نيمه  بادي	توليد آنتي. شود مي

طور ميانگين  هب. شود	ساعت مي 5/2به  18- 24ر آنزيم از عم

درصد بيماران تحت درمان مشاهده  30هاي آلرژيك در  واكنش

اختلالات كبدي، التهاب پانكراس، هيپر گليسمي، . شود مي

 درمان با دنبال بهاختلالات انعقادي و سيستم عصبي مركزي 

علاوه آنزيم طبيعي  هب. )5(آسپاراژيناز مشاهده شده است 

هاي  بادي	پروتئازهاي سرمي و واكنش با آنتيدليل عملكرد  هب

هاي  تكنيك. )6(اراي پايداري پاييني در سرم است توليد شده د

متعددي چون مهندسي پروتئين، تغييرات شيميايي با استفاده 

هايي هستند كه در  ها و ايموبيليزاسيون روش از افزودني

منظور بهبود نيمه عمر، پايداري سرمي و  هاي گذشته به سال

اند 	گرفته راژيناز مورد استفاده قرارزايي آنزيم آسپا حذف ايمني

  بهبود  زمينههاي اخير در  هايي كه در سال يكي از روش. )7(

  

طور وسيعي مورد مطالعه قرار  هعملكرد آنزيم آسپاراژيناز ب

گرفته است الحاق پليمرهاي طبيعي يا سنتزي به آسپاراژيناز 

تلف مانند پليمرهاي مخ تاكنون الحاق آنزيم به. باشد مي

گليكول، كيتوزان، فيبروئين 	ناتيل	آلبومين، دكستران، پلي

ابريشم و سريسين انجام شده است كه منجر به بهبود خواص 

برخي از اشكال كانژوگه . )8(فيزيكوشيميايي آنزيم شده است 

آنزيم مانند شكل الحاق شده با پلي اتيلن گليكول تحت عنوان 

هاي گذشته به صورت تجاري  در سال Pegaspargaseتجاري 

هايي مبني بر بروز  حال گزارش ت با ايننيز عرضه شده اس

التحاب شديد پانكراس، كاربرد اين شكل از دارو را محدود 

نكته مهم در فرآيند الحاق پليمرها به . )6، 9( ه استساخت

هاي فعال  ها اين است كه پليمرها يا آنزيم داراي گروه آنزيم

رو جهت الحاق آنزيم به پليمرهاي 	از اين. محدودي هستند

هاي موجود بر روي آنزيم يا  سازي گروه زي يا طبيعي فعالسنت

 نوع مشتقات فعال شده. باشد پليمرهاي مورد كاربرد ضروري مي

عملكرد، فعاليت، پايداري  و متعاقباًتاثير بسيار زيادي بر ساختار 

منظور  هتحقيقات ب رو	ايناز . )10(و ايمنوژنسيتي آنزيم دارد 

ناز با استفاده از تركيبات جديد يا توليد اشكال بهينه آسپاراژي

چنان در حال انجام  مشتقات شيميايي متفاوت هم

كيتوزان يك پليمر طبيعي است كه در اثر .باشد	مي

اين پليمر . شود داستيلاسيون كيتين در شرايط قليايي توليد مي

. باشد آمين مي	گلوكز	اوي منومرهاي گلوكزآمين، و استيلح

اي ه ويژه گروه هشيميايي متعدد بهاي  كيتوزان داراي گروه

هاي  باشد كه امكان الحاق آن به گروه هيدروكسيل و آميني مي

ا ايجاد مشتقات فعال را فراهم ها ي موجود بر روي پروتئين

زايي هاي فيزيكو شيميايي، ايمني  ويژگي .)11، 12(كنند 	مي

، غير سمي بودن و سازگاري زيستي كاربرد اين پايين بيولوژيك

واكسن و نيز  و هاي رهايش ژن، پپتيد، دارو ب در سيستمتركي

تاكنون . )11، 12( توسعه داده است را مهندسي پروتئين

مطالعات معدودي در خصوص تغيير خواص فيزيكوشيميايي 

الحاق با كيتوزان يا مشتقات آن انجام  دنبال بهآنزيم آسپاراژيناز 

يناز با آنزيم آسپاراژ) 1996(و همكاران  Qian .شده است

مقاومت بالاتر در برابر هضم ناشي از تريپسين را با استفاده از 

   .)13( اند الحاق آنزيم به ميكروسفرهاي كيتوزان توليد كرده
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 خواص فيزيكوشيميايي آسپاراژينار كانژوگه با نانوكيتوزان
 

Wan  كيتوزان متصل به نانو  با الحاق) 2016(و همكاران

، پاراژيناز افزايش نيمه عمر آنزيمبه آسهاي ليپيدي  وزيكول

اند  نتيك آنزيم را گزارش نمودهبهبود مقاومت حرارتي و كي

)14(. Sukhoverkov  وKudryashova )2015 ( از هيبريدهاي

منظور بهبود  هگليكول ب- پلي اتيلن گليكول و كيتوزان- كيتوزان

خواص فيزيكوشيميايي آنزيم استفاده نمودند و خواص بهتر 

كيتوزان را مشاهده -پس از الحاق به هيبريد گليكول آنزيم

هاي  كيتوزان به روش	هاي اخير توليد نانو در سال .)15( نمودند

شيميايي و فيزيكي سبب بهبود خواص فيزيكوشيميايي آن و 

هاي مبتني بر كاربرد نانوكيتوزان در طراحي  توسعه روش

دليل  نانوكيتوزان به. پروتئين و رهاسازي دارو گرديده است

كي و تراكم مولكولي بالاتر در واحد حجم داراي پايداري مكاني

 Bahreini اخيراً. )16( حرارتي بيشتري نسبت به كيتوزان است

اراژيناز با استفاده دهي آنزيم آسپ	از پوشش) 2014(و همكاران 

منظور طراحي  هفسفات و روش ژلاسيون يوني ب	پلي		از رابط تري

نتايج اين تحقيق . اند يك سيستم رهايش دارو استفاده كرده

ي حرارتي آنزيم و افزايش نيمه دهنده عدم تغيير پايدار	نشان

حال اطلاعات ديگري در  با اين .)17(عمر آن بوده است 

خصوص كاربرد نانوكيتوزان در بهبود خواص فيزيكوشيميايي 

  .باشد آسپاراژيناز در دسترس نمي آنزيم

ها  نتايج تحقيقات مرتبط با تثبيت پليمرها به پروتئين

ه يكديگر از طريق ها ب نشان داده است كه چنانچه اتصال آن

صورت پذيرد ) اي اتصال چند نقطه(هاي متعدد آلدئيدي  رابط

پروتئين در برابر تغييرات ساختار - پايداري كمپلكس پليمر

هاي آلي و فريز و ذوب نمودن و  فضايي ناشي از حرارت، حلال

استفاده از  رو		ايناز . هاي هضم كننده بيشتر خواهد بود آنزيم

هاي  در الحاق پليمر گلوتارآلدئيدنند هاي آلدئيدي ما رابط

ها استفاده شده است و نتايج مناسبي در  متعدد به آنزيم

. )18(داشته است  دنبال بهها  خصوص بهبود عملكرد آن

اي كه به بررسي خواص فيزيكوشيميايي  تاكنون مطالعه

آسپاراژيناز كانژوگه با نانوكيتوزان فعال شده با گلوتارآلدئيد 

با توجه به مطالب فوق هدف از  .ام نشده استبپردازد انج

مطالعه حاضر توليد آنزيم آسپاراژيناز كانژوگه با نانوكيتوزان به 

  كمك رابط گلوتارآلدئيد و بررسي خواص فيزيكو شيميايي آن 

  

هاي مختلف، نيمه عمر  pH مانند پايداري در دما و 

 محيطي، مقاومت در برابر فريز و ليوفيليزه نمودن و هضم

  . باشد سرمي در شرايط آزمايشگاه مي

 روش بررسي

منظور  همطالعه حاضر يك مطالعه تجربي ب :روش مطالعه

 . باشد	فته آنزيم درماني آسپاراژيناز ميتوليد شكل بهبود يا

  توليد نانوكيتوزان 

% 85كيلودالتون و  30كيتوزان با ميانگين وزن مولكولي 

گرم در 	ميلي 5 با غلظت) سيگما، آمريكا( داستيلاسيون

 25حل و به مدت ) pH= 4% (3استيك 	ليتر در اسيد ميلي

دور  1000 سرعتدقيقه در دماي اتاق بر روي همزن برقي با 

. قرار داده شد تا محلول يكنواخت و شفافي ايجاد شوددر دقيقه 

نهايي آن با  pHدقيقه سونيكه شد و  5سپس نمونه به مدت 

سپس نمونه مورد . تنظيم شد 6افزودن سود يك مولار بر روي 

دقيقه  10به مدت  دور در دقيقه 2000 سرعتنظر با 

سازي 	شفاف رويي حاوي نانوكيتوزان جدا سانتريفيوژ و محلول

نمونه حاوي نانو كيتوزان با استفاده از دستگاه . )19( گرديد

پودر و جهت ) ، آلمانChrist Alpha1-2 LD plus(لايوفيلايزر 

  .كوشيميايي استفاده شدهاي فيزي ارزيابي

  الحاق نانوكيتوزان به گلوتارآلدئيد

 ليتر ميلي 10منظور الحاق گلوتارآلدئيد به كيتوزان،  هب

بافر  ليتر ميلي 10مولار با  1/0در بافر فسفات % 1گلوتارآلدئيد 

 30مدت  مخلوط و به) pH=6(گرم نانوكيتوزان  1فسفات حاوي 

برقي با سرعت پايين  و بر روي همزن C°28دقيقه در دماي 

ها با استفاده از  از زمان مذكور نمونه پس. قرار داده شد

در بافر سديم ) ريكا، آمNAP-5 )Healthcareهاي دياليز  ستون

ساعت دياليز شدند  1به مدت  pH=6مولار  ميلي 5فسفات 

ها پس از دياليز با استفاده از دستگاه لايوفيلايزر  نمونه. )20(

)Christ Alpha1-2 LD plusهاي  پودر و جهت ارزيابي) ، آلمان

  .فيزيكوشيميايي استفاده شدند

- كيتوزان و نانوكيتوزان	ارزيابي فيزيكوشيميايي نانو

  گلوتارآلدئيد

گلوتارآلدئيد با -شكل و اندازه نانوكيتوزان و نانوكيتوزان

 (استفاده از ميكروسكوپ الكتروني گذاره 
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  و همكارانبني االله خون ميرزايي 
 

Philips M20 Ultra Twin (گر اندازه ذرات  و تجزيه

Zetasizer 3000HSA )Malvern Instruments, 

Southborough,بدين منظور . مورد ارزيابي قرار گرفت) ، آمريكا

نانوكيتوزان با غلظت - سوسپانسيون نانوكيتوزان يا گلوتارآلدئيد

ppm100  منظور  به. ثانيه سونيكه شدند 90تهيه و به مدت

 Transmission( گذاره  ميكروسكوپ الكتروني تهيه تصاوير

Electron Microscopy; TEM( از نانو	10 كيتوزان توليد شده، 

هاي پوشش داده شده با  پليت بر روي ها ميكروليتر از نمونه

منظور خشك شدن، روي كاغذ صافي  و به كربن قرار داده شد

ميكروسكوپ الكتروني گذاره  در دستگاه ها پليت. قرار گرفتند

Philips CM20 ultra twin   و تصاوير با اعمال ولتاژقرار گرفت 

kV 200 ميانگين قطر ذرات با شمارش قطر حد . تهيه شدند

 Paxitافزار تعيين قطر نانوذرات  ذره با استفاده از نرم 50اقل 

  CCDتصاوير با استفاده از دوربين ديجيتال . محاسبه گرديد

  . تهيه شدند

   نزيم آسپاراژينازگلوتارآلدئيد به آ-الحاق نانوكيتوزان

در اين مطالعه از آنزيم آسپاراژيناز مشتق از باكتري 

Erwinia carotovora  با نام تجاريErwinase®  با غلظت

1000 IU   ميلي 25بازاي	گرم )Porton Biopharmaآمريكا ، (

 mg/ml5غلظت  بدين منظور آنزيم آسپاراژيناز با. استفاده شد

–با كيتوزان pH= 8مولار و ميلي  100در سديم فسفات بافر 

مخلوط و  1:20و  1:10، 1:5، 1:2گلوتارآلدئيد به نسبت وزني 

. بر روي همزن قرار داده شد C°28ساعت در دماي  1مدت ه ب

ازاي ه مولار ب 5بوروهيدرات  ليتر سديم سيانو	ميكرو 10سپس 

ساعت  3از محلول اضافه و نمونه به مدت  ليتر ميليهر يك 

سپس  .بر روي همزن قرار داده شدند C°28ديگر در دماي 

 .)21(ها به مدت يك ساعت در دماي اتاق نگهداري شدند  نمونه

گلوتارآلدئيد -منظور حذف بقاياي واكنش نيافته نانوكيتوزان به

نمونه نهايي به مدت يك شب با استفاده از كيسه هاي دياليز با 

بافر در ) سيگما، آمريكا(دالتون  12400حداقل قطر ذرات 

ها  نمونهسپس  .دياليز شدند pH=6ميلي مولار  5فسفات سديم 

، Vivaspin®)Sartorious هاي اولترافيلتراسيون با استفاده از لوله

هاي بعدي مورد  برابر تغليظ و جهت ارزيابي 50تا ) آمريكا

  فعاليت آنزيم كانژوگه پس از تغليظ در  .استفاده قرار گرفتند

  

گلوتارآلدئيد ارزيابي و -ه نانوكيتوزانمورد هر نسبت آنزيم ب

نسبتي كه بيشترين فعاليت باقيمانده آنزيم نسبت به پروتئين 

عنوان نسبت مناسب انتخاب و جهت  هتام در آن مشاهده شد، ب

هاي فيزيكوشيميايي و ايمنوژنسيتي آنزيم مورد استفاده  ارزيابي

عاليت داراي بيشترين ف 1:5در مطالعه حاضر نسبت . قرار گرفت

كانژوگه توليد شده با نسبت مذكور  آنزيمباقيمانده بود و از 

ارزيابي باقيمانده  منظور به .هاي بعدي استفاده شد جهت ارزيابي

فعاليت آنزيم، فعاليت اختصاصي آنزيم نسبت به پروتئين تام 

قبل و بعد از كانژوگه نمودن ارزيابي و درصد فعاليت باقيمانده 

  .گرديد از فرمول زير محاسبه

  

 AT0درصد باقيمانده فعاليت آنزيم،  IYدر فرمول فوق 

 ATtفعاليت اختصاصي آنزيم قبل از كانژوگه نمودن، 

 .باشد ي آنزيم بعد از كانژوگه نمودن ميفعاليت اختصاص

ميكروليتر  100بدين منظور ارزيابي فعاليت آنزيم آسپاراژيناز

كروليتر مي 200نمونه حاوي آنزيم به مخلوط واكنش شامل 

آسپاراژين  ليتر ميلي pH، 7/1=6/8مولار  05/0بافر تريس 

 C° 37دقيقه در دماي  10مولار افزوده و به مدت  01/0

ليتر تري كلرو  ميكرو 100سپس واكنش با افزودن . انكوبه شد

ميكروليتر از مايع  500. مولار متوقف گرديد 5/1استيك اسيد 

 1آب و  ليتر ليمي 7شفاف رويي پس از سانتريفيوژ با 

دقيقه جذب  10خلوط و پس از معرف نسلرز م ليتر ميلي

ارزيابي  شاهدنانومتر در مقابل  480ها در طول موج  نمونه

بر اساس منحني استاندارد مقدار آمونيوم آزاد شده . شد

محاسبه ) ليتر ميلي/ميكرومول 1- 25/0(سولفات  آمونيوم

ف واحد بين المللي ميزان فعاليت آنزيم بر اساس تعري. گرديد

دقيقه  1مول آمونيوم در مدت  ميكرو 1مقداري از آنزيم كه ( 

از تقسيم بر محاسبه و پس ) در شرايط واكنش توليد كند

ها بر اساس فعاليت اختصاصي گزارش  ميزان پروتئين نمونه

اندازه گيري پروتئين با استفاده از روش برادفورد و . گرديد

ارزيابي  .)22(ن استاندارد انجام شد عنوا هآلبومين سرم گاوي ب

منظور تعيين وزن مولكولي  هبوزن مولكولي آنزيم كانژوگه 

با ژل  SDS-PAGEاز روش  كنژوگه		غيرهاي كانژوگه و  آنزيم

  . استفاده شددرصد  10

 [
 D

O
I:

 1
0.

18
50

2/
ss

u.
v2

8i
1.

31
30

 ]
 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 js

su
.s

su
.a

c.
ir

 o
n 

20
25

-1
0-

28
 ]

 

                             4 / 13

http://dx.doi.org/10.18502/ssu.v28i1.3130
https://jssu.ssu.ac.ir/article-1-4869-fa.html


 

  

 

 1399 فروردين، يك، شماره هشتمدوره بيست و           مجله دانشگاه علوم پزشكي و خدمات بهداشتي ـ درماني شهيد صدوقي يزد

2276  

 خواص فيزيكوشيميايي آسپاراژينار كانژوگه با نانوكيتوزان
 

  بر فعاليت آنزيم كانژوگه  pHارزيابي تاثير دما و 

ق روش منظور ارزيابي تاثير دما، فعاليت آنزيمي مطاب به

، 55، 45، 35، 25شرح داده شده در بخش قبلي در دماهاي 

. شد محاسبه 6/8ثابت  pHگراد و  درجه سانتي 70و  65

، فعاليت آنزيمي مطابق روش شرح pHمنظور ارزيابي تاثير  به

و  10،11، 9، 8، 7، 6هاي   pHداده شده در بخش قبلي در

. قرار گرفت مورد ارزيابيگراد  درجه سانتي 37در دماي ثابت 

و دماهاي مختلف  pHمنظور ارزيابي فعاليت آنزيم در  هب

و زمان  ليتر ميليدر  IU 500مقدار آنزيم در هر واكنش 

به ترتيب از . در نظر گرفته شددقيقه  10انكوباسيون 

 HEPESبافر ، pH6مولار جهت  05/0سيترات بافرهاي 

ر مولا 05/0و بافر تريس  8تا  pH 7مولار  جهت  05/0

كه بالاترين  pH يادما . استفاده شد 11تا  pH 9جهت 

فعاليت در % 100عنوان  فعاليت آنزيم در آن مشاهده شد به

ه ها ب pHها و  آنزيم در ساير دما فعاليتنظر گرفته شد و 

ها با سه بار  همه تست. گزارش شدند 100عنوان نسبتي از 

  .تكرار انجام شد

ري در برابر هضم ارزيابي نيمه عمر محيطي و پايدا

  آنزيمي

منظور ارزيابي پايداري آنزيم در شرايط محيطي محلول  هب

در بافر سديم فسفات  ليتر ميليدر  IU 500آنزيمي با فعاليت 

 10- 70هاي  در زمان. تهيه و در دماي محيط نگهداري گرديد

ساعت پس از نگهداري در دماي محيط، باقيمانده فعاليت 

منظور ارزيابي پايداري آنزيم در برابر  هب .ها ارزيابي گرديد آنزيم

 5/0از آنزيم با  ليتر ميليدر  IU 500هضم آنزيمي، مقدار 

در بافر فسفات  IU/ml50آنزيم تريپسين با فعاليت  ليتر ميلي

دقيقه باقيمانده  5- 30هاي  زمان مخلوط و در pH=6/7 تازه

ت آنزيم زماني كه بالاترين فعالي. فعاليت آنزيم ارزيابي گرديد

فعاليت در نظر گرفته شد % 100عنوان  در آن مشاهده شد به

عنوان نسبتي از  هها ب	ها در ساير زمان		و فعاليت باقيمانده آنزيم

  .ها با سه بار تكرار انجام شدند همه تست. گزارش شدند 100

  

  انجماد و ذوب دنبال بهارزيابي پايداري آنزيم 

وب نمودن بر فعاليت آنزيم منظور ارزيابي تاثير انجماد و ذ هب

آنزيم در بافر  ليتر ميليدر  IU 500كانژوگه محلول آنزيم حاوي 

ساعت  2- 24هاي  منجمد و پس از زمان - 20فسفات در فريزر 

 50در محلول انجماد طبق پروتكل شركت سازنده . ذوب گرديد

پس . آنزيم اضافه شد ليتر ميليگرم مانيتول بازاي هر يك  ميلي

فعاليت باقيمانده آنزيم ارزيابي و زماني  مقداراي فوق ه از زمان

% 100كه بالاترين فعاليت آنزيم در آن مشاهده شد به عنوان 

ها در ساير  فعاليت در نظر گرفته شد و فعاليت باقيمانده آنزيم

ها با  همه تست. گزارش شدند 100عنوان نسبتي از  هها ب زمان

  .سه بار تكرار انجام شدند

  حليل آماريتجزيه و ت

 version 18 SPSSافزار	ز نرمها با استفاده ا	آناليز آماري داده

خطاي معيار ارائه  ± ميانگين صورت به ها داده كليه.انجام شد

در نظر گرفته  P >05/0 ها داري همه تست	معني سطح. شدند

 با در شرايط متفاوت مختلف هاي	پارامتر آماري تفاوت. شد

 Repeated( تكراري هاي	اندازه با نسواريا آناليز از استفاده

Measure (متررامقايسه تاثير پا و براي	از ها بين دو شكل آنزيم 

  .شد استفادهمستقل   t آزمون

  ملاحظات اخلاقي

در پژوهش بر روي  اخلاقمطالعه حاضر توسط كميته 

دانشگاه شهيد چمران  كنندگان انساني	ها و مشاركت آزمودني

به  EE / 97.13.3.2.25447 / scu.ac.ir اخلاق اهواز با كد

  .تاييد رسيده است

 نتايج

- كيتوزان و نانوكيتوزان	نانوخواص فيزيكوشيميايي 

  گلوتارآلدئيد

نتايج حاصل از ارزيابي مورفولوژي و توزيع ذرات 

و تجزيه گر اندازه ذرات  TEMنانوكيتوزان با استفاده از 

 7/252تر تا نانوم 4/68نشان داد كه توزيع اندازه ذرات از 

 6/149ميانگين قطر ذرات نانوكيتوزان  .نانومتر متغير بود

  ).B1  و A1تصوير (بود 
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  و همكارانبني االله خون ميرزايي 
 

  

  

  

  
  

 افزار تعيين قطر	ذره با استفاده از نرم 50حد اقل ميانگين قطر ذرات با شمارش قطر ). B(گلوتارآلدئيد -و نانوكيتوزان) A(نانوكيتوزان  TEMتصوير . 1تصوير 

 .بود 6/149ميانگين قطر ذرات نانوكيتوزان .نانومتر متغير بود 7/252نانومتر تا  4/68توزيع اندازه ذرات از  .محاسبه گرديد Paxitنانوذرات 

  گلوتارآلدئيد به آنزيم آسپاراژيناز-الحاق نانوكيتوزان

-هاي متفاوت آنزيم به نانوكيتوزان	در اين مطالعه از نسبت

نتايج حاصل از . فاده شدگلوتارآلدئيد در فرآيند الحاق است

و  1:10، 1:5، 1:2هاي  ارزيابي فعاليت باقيمانده آنزيم در نسبت

با توجه به اينكه در . نشان داده شده است 1تصوير در  1:20

مشاهده %) 4/86(بيشترين فعاليت باقيمانده آنزيم  1:5نسبت 

عنوان نمونه مناسب  هدست آمده از اين نسبت ب هشد آنزيم ب

. هاي فيزيكوشيميايي استفاده شد جهت ارزيابيانتخاب و 

تعيين وزن مولكولي آنزيم كانژوگه نسبت به آنزيم  منظور به

نتايج مربوط . درصد استفاده شدSDS-PAGE10از  كنژوگه	غير

وزن مولكولي  هايي با	نشان دهنده تشكيل باند SDS-PAGEبه 

). 2تصوير (الحاق نانوكيتوزان به آنزيم بود  دنبال بهبالا 

  

  

  

  

  

  

  

 بيشترين فعاليت آنزيم در. نانوكيتوزان/هاي مختلف آنزيم پس از الحاق به نانوكيتوزان گلوتارآلدئيد در نسبت )IU/ml(فعاليت باقيمانده آنزيم آسپاراژيناز : 1تصوير

  .مشاهده شد و از اين نسبت جهت ارزيابي هاي فيزيكوشيميايي استفاده شد 1:5نسبت 

 

 

 

 

 

 

 
-SDSبا استفاده از ) 2رديف ( 1:5و آنزيم الحاق شده با نانوكيتوزان با نسبت ) كيلودالتون 30) (1رديف (آناليز وزن مولكولي آنزيم آسپاراژيناز طبيعي  :2تصوير

PAGE 10 %اوت مي باشدتشكيل اسمير نشاندهنده الحاق نانوكيتوزان به آنزيم و تشكيل پروتئين با وزن مولكولي متف. و رنگ آميزي كوماسي آبي.  

  

  بر فعاليت آنزيم كانژوگه  pHنتايج تاثير دما و 

دهنده بيشترين فعاليت آنزيم 		نشاننتايج تحقيق حاضر 

. گراد بود درجه سانتي 45كانژوگه و غير كانزوگه در دماي 

آنزيم آسپاراژيناز سبب افزايش پايداري  الحاق نانوكيتوزان به

انژوگه در محدوده آنزيم ك. هاي مختلف شد آنزيم در دما

ه فعاليت بالايي را نشان داد ب) 55تا 35(تري  دمايي وسيع
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 خواص فيزيكوشيميايي آسپاراژينار كانژوگه با نانوكيتوزان
 

 80گراد 	درجه سانتي 55دماي كه آنزيم كانژوگه در  طوري

كه آنزيم  درصد بالاترين فعاليت آنزيم را حفظ نمود در حالي

 55درصد ببيشترين فعاليت آنزيم را در دماي  40 كنژوگه	غير

نتايج ارزيابي فعاليت ). 3تصوير(اد گراد نشان د درجه سانتي

) 4- 11(هاي مختلف  pHدر  كنژوگه	غيرهاي كانژوگه و  آنزيم

آنزيم . بود pH 8ها در  نشان داد كه بهينه فعاليت آنزيم

ه تر بود ب فعال) pH )9 -7تري از  كانژوگه در طيف وسيع

حفظ  pH 9 -7درصد فعاليت آنزيم كانژوگه در  80كه  طوري

  ).4تصوير(شد 

  نتايج نيمه عمر و هضم آنزيمي آنزيم كانژوگه

تا  10مدت  هها ب منظور ارزيابي نيمه عمر محيطي، آنزيم هب

. ها ارزيابي شد ساعت در دماي محيط نگهداري و فعاليت آن 70

هاي طبيعي و كانژوگه به  نتايج نشان داد كه نيمه عمر آنزيم

پايداري نتايج ارزيابي ). 5تصوير(ساعت بود  50و  20ترتيب 

آنزيم در برابر هضم ناشي از تريپسين نشان داد كه نيمه عمر 

هاي طبيعي و كانژوگه در محيط حاوي تريپسين به  آنزيم

  ). 6تصوير(دقيقه بود  25و  10ترتيب 

  انجماد و ذوب دنبال بهنتايج پايداري آنزيم 

منظور ارزيابي تاثير ذوب و انجماد بر فعاليت آنزيم  هب

 24تا  2م در بافر فسفات منجمد و پس از كانژوگه، آنزي

ساعت انجماد فعاليت آن نسبت به آنزيم طبيعي منجمد 

وگه نسبت آنزيم كانژنتايج نشان داد كه . شده مقايسه گرديد

به آنزيم طبيعي در برابر انجماد مقاومت بيشتري نشان داد 

ساعت پس از انجماد فعاليت آنزيم طبيعي به  12كه  طوري هب

درصد  70رسيد اما فعاليت آنزيم كانژوگه بيش از  درصد 50

  ).7تصوير(بود 
  

  

  

  

  

  

  

 و 100بالاترين فعاليت مشاهده شده با عدد . در دماهاي مختلف )IU/ml(گلوتارآلدئيد -ارزيابي فعاليت آنزيم طبيعي و آنزيم كانژوگه با نانوكيتوزان: 3تصوير

  .ها با سه تكرار انجام شده است	گيري	اندازه. يان شده استب 100بتي از صورت نس هفعاليت در ساير دماها ب

  

 

 

 

 

 

 

 و فعاليت 100بالاترين فعاليت مشاهده شده با عدد . مختلف pHدر  )IU/ml(گلوتارآلدئيد -ارزيابي فعاليت آنزيم طبيعي و آنزيم كانژوگه با نانوكيتوزان: 4تصوير

  .ها با سه تكرار انجام شده است	گيري	اندازه. تبيان شده اس 100بتي از صورت نس هدر ساير دماها ب
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 70تا  10پس از انكوباسيون در دماي محيط به مدت )IU/ml(گلوتارآلدئيد - آنزيم طبيعي و آنزيم كانژوگه با نانوكيتوزان) پايداري محيطي(ارزيابي نيمه عمر : 5تصوير

  .ها با سه تكرار انجام شده است گيري اندازه. بيان شده است 100بتي از ساير دماها بصورت نس و فعاليت در 100بالاترين فعاليت مشاهده شده با عدد . ساعت

  

  

  

  

  

  

 .دقيقه 30تا  5پس از انكوباسيون در حضور تريپسين به مدت  )IU/ml(گلوتارآلدئيد -ارزيابي پايداري آنزيم طبيعي و آنزيم كانژوگه با نانوكيتوزان :6تصوير

  .ها با سه تكرار انجام شده است اندازه گيري. بيان شده است 100ز و فعاليت در ساير دماها بصورت نسبتي ا 100هده شده با عدد بالاترين فعاليت مشا

 

  

  

  

  

 .دردماي محيط ساعت و رفع انجماد 24تا  2پس از انجماد به مدت  )IU/ml(گلوتارآلدئيد -ارزيابي پايداري آنزيم طبيعي و آنزيم كانژوگه با نانوكيتوزان :7تصوير

  .اندازه گيري ها با سه تكرار انجام شده است. بيان شده است 100صورت نسبتي از  هو فعاليت در ساير دماها ب 100بالاترين فعاليت مشاهده شده با عدد 

 

 بحث

هاي مبتني بر نانو 	هاي اخير استفاده از فناوري	در سال

با نانو مواد هاي پروتئيني تثبيت شده  منظور توليد فرآورده	هب

ها بر روي  تثبيت نانو پليمر. توسعه چشمگيري يافته است

 و pHها در برابر دما و  ها منجر به بهبود پايداري آنزيم آنزيم

حال فرآينده الحاق  با اين. شرايط نگهداري غير بهينه شده است

ها تاثير  ها و نوع ساختار شيميايي آن پليمرها به آنزيم اين نانو

ها  بر خصوصيات فيزيكوشيميايي و پايداري آنزيمقابل توجهي 

و  در مطالعه حاضر پايداري .)11(در شرايط غير بهينه دارد 

شيميايي آنزيم آسپاراژيناز پس از الحاق آن به  فيزيكو خواص

هاي گلوتارآلدئيد تثبيت شده بر  واسطه گروه هنانوكيتوزان ب

در اين مطالعه . سطح نانوكيتوزان مورد ارزيابي قرار گرفت

آنزيم آسپاراژيناز از رابط  منظور الحاق نانوكيتوزان به هب

ست ا اي ساختار نانوكيتوزان به گونه. گلوتارآلدئيد استفاده شد

 باشد و تثبيت گلوتارآلدئيد هاي آميني متعدد مي	كه حاوي گروه

 هاي اتصالي مناسب براي	روي نانوكيتوزان به ايجاد جايگاهبر 
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 خواص فيزيكوشيميايي آسپاراژينار كانژوگه با نانوكيتوزان
 

آنزيم  آميني گروه انتهاي سيلون وهاي آميني اپ	الحاق به گروه

اي 	چند نقطه وش كه اصطلاحا به اتصالدر اين ر. كند	كمك مي

شود نانو كيتوزان از طريق چندين گروه آلدئيدي  اطلاق مي

تاكنون از . شود نزيم متصل ميهاي آميني آ گلوتارآلدئيد به گروه

هاي كربوهيدراتي متعدد به  منظور الحاق پليمر اين روش به

اسيلاز استفاده شده  Gهايي چون آلفا آميلاز و پنيسيلين  آنزيم

هاي مختلف آنزيم به  در مطالعه حاضر از نسبت .)20، 23(است 

ارزيابي بهترين نسبتي كه سبب حفظ  منظور بهنانوكيتوزان 

نتايج تحقيق حاضر نشان داد . شود استفاده شد آنزيم مي فعاليت

درصد فعاليت  80ش از آنزيم به نانوكيتوزان بي 1:5كه در نسبت 

ه قبل از الحاق به نانوكيتوزان حفظ گرديد در آنزيم نسبت ب

درصد  60بيش از  1:5هاي بالاتر از نسبت  كه در نسبت حالي

دهد كه در زمان 	مي مطالعات نشان. زيم از دست رفتفعاليت آن

ها با پليمرهاي كربوهيدراتي غلظت  توليد اشكال كانژوگه پروتئين

اتصال به پروتئين تاثيري بر كاهش  رغم	عليپايين پليمر 

پذيري پروتئين و پايدار نمودن آن در حضور عوامل  انعطاف

هاي بسيار بالاي پليمر  كه غلظت ناپايدار كننده ندارد درحالي

افزايش ساختارهاي غير قابل انعطاف در  كربوهيدراتي با

رغم ايجاد پايداري 	وتئين و پوشاندن جايگاه فعال عليپر

. )15، 22(شوند  محيطي سبب كاهش فعاليت آنزيم مي

تحقيقات انجام شده بر روي الحاق پليمر اكسيد شده لوان به 

 15-20كه  صورتي آنزيم آسپاراژيناز نشان داده است كه در

سيلون آنزيم با پليمر واكنش دهند كاهش ي اپهاي آمين گروه

در مطالعه . )24(فعاليت آنزيم قابل توجه نخواهد بود 

Tabandeh  وAminlari )2014 (الحاق پلي		ساكاريد اينولين با 

شده % 67به آسپاراژيناز سبب حفظ فعاليت آنزيم تا  1:2نسبت 

آنزيم به  1:4كه در زمان استفاده از نسبت  است در حالي

. )22(گزارش شده است % 30اينولين باقيمانده فعاليت آنزيم 

نتايج مشابهي در خصوص الحاق پليمرهاي سنتزي و طبيعي 

سريسين ابريشم و  مختلف مانند دكستران سولفات، فيبرويين و

، 27(دست آمده است  هگليكول به آنزيم آسپاراژيناز ب	اتيلن	پلي

هاي پليمري بيشتر به  اتصال واحد منظور بهعلاوه 	هب. )25، 26

منظور ايجاد بيشترين  هفرآيند الحاق ب آنزيم ضروريست كه

بالاتر انجام شد كه pH باردار بر روي آنزيم در  آمينيهاي  گروه

با . دهد احتمال تخريب ساختار سه بعدي آنزيم را افزايش مي

-توجه به مطالب فوق توليد آسپاراژيناز كانژوگه با نانوكيتوزان

توصيه  pH=6در  1:5دئيد با نسبت آنزيم به نانوكيتوزان گلوتارآل

دهنده تشكيل باندهاي  نشان SDS-PAGEنتايج  .شود مي

اين . دالتون بود وكيل 150تا  40ني در محدوده وزني پروتئي

يافته به همراه حذف باند پروتئيني مربوط به آنزيم طبيعي با 

اتصال تعداد  هندهد كيلو دالتون نشان 30وزن مولكولي تقريبي 

هاي نانوكيتوزان به آنزيم و كاهش تحرك 	متغيري از گروه

  .الكتروفورتيك آنزيم كانژوگه بر روي ژل مي باشد

هاي مختلف نشان 	 pHها و  نتايج ارزيابي فعاليت آنزيم در دما

با . بود pH=8 و  C°45داد كه بهينه فعاليت آنزيم در دماي 

تري نسبت 	وسيع pHدما و حال آنزيم كانژوگه در محدوده  اين

 9و  pH 7آنزيم كانژوگه در . فعاليت داشت كنژوگه	غيربه آنزيم 

شرايط بهينه فعاليت داشت در  درصد نسبت به 80بيش از 

 70مذكور كمتر از  pHكه فعاليت آنزيم طبيعي در دو  حالي

شرايط مشابهي در خصوص تاثير دما . درصد فعاليت بهينه بود

كه آنزيم كانژوگه در  طوري همشاهده شد ببر آنزيم كانژوگه 

درصد فعاليت بهينه را داشت در  70درجه بيش از  55دماي 

 40فعاليت آنزيم غيركانژوگه در همين دما كمتر از  هك حالي

نتايج تحقيق حاضر نشان داد كه نيمه . درصد فعاليت بهينه بود

م ساعت و نيمه عمر آنزي 20عمر آنزيم كانژوگه در دماي محيط 

چنين آنزيم كانژوگه مقاومت بالايي  هم. ساعت بود 50كانژوگه 

ساعت  24طوريكه آنزيم كانژوگه 	هنسبت به انجماد نشان داد ب

درصد فعاليت اوليه را حفظ نمود در  80پس از انجماد و ذوب 

 50ساعت انجماد و ذوب  24پس از  كنژوگه	غيركه آنزيم  حالي

هاي مذكور با نتايج  يافته. درصد فعاليت اوليه را نشان داد

ز به آسپاراژينا آنزيمتحقيقات ساير محققين پس از الحاق 

كيتوزان همخواني - گليكول	اتيلن	دكستران سولفات، لوان و پلي

تحقيقات نشان داده است اتصال پليمرهاي . )25،22،15(داشت 

گليكول با نسبت 	اتيلن	كربوهيدراتي مانند دكستران و پلي

دليل ايجاد پايداري بالا سبب مقاوت در  هژيناز بمناسب به آسپارا

شود  بالا مي pHبرابر شرايط تخريب كننده مانند دما و 

خوردن پروتئين  سازي تا عبارت ديگر انرژي فعال هب. )25،15(

سازي باز شدن ساختارهاي دروني آنزيم  كاهش و انرژي فعال
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  و همكارانبني االله خون ميرزايي 
 

مكانيسم ديگري كه در خصوص . شود كانژوگه بيشتر مي

توان  داري بيشتر آنزيم كانژوگه در شرايط غير بهينه ميپاي

هاي 	واسطه رابط ههاي آنزيمي ب اشاره كرد تشكيل مجتمع

باشد كه سبب محافظت بيشتر آنزيم در برابر  ساكاريدي مي	پلي

ناشي از عوامل دناتوره كننده مانند حرارت و تغييرات ساختاري 

pH ه تحقيقات در تاييد اين نظري. )28(باشد  بالا مي

Marlborough ت كه آنزيم آسپاراژيناز و همكاران نشان داده اس

اري بيشتري نسبت به آنزيم واحد داراي فعاليت و پايد زير 4با 

علاوه تحقيقات انجام شده توسط ه ب. )29(واحدي است  تك زير

Miller نشان داده است كه آسپارتيك اسيد ) 1993( و همكاران

ر مهاري بر جايگاه فعال سبب كاهش در محدوده اسيدي با اث

باشد كه 	اين فرضيه مطرح مي. شود فعاليت آنزيم مي

هاي كربوهيدراتي الحاق شده به آنزيم سبب كاهش اثر  زنجيره

مهاري آسپارتيك اسيد در شرايط اسيدي شده و به اين دليل 

. )30(	 باشد داراي فعاليت مي pHتري از  آنزيم در طيف وسيع

تحت  اصلي كاربرد آسپاراژيناز در بيماران يكي از مشكلات

دليل اثر پروتئازهاي سرم و يا  هدرمان نيمه عمر پايين آنزيم ب

نتايج . )6(باشد  هاي خنثي كننده مي بادي آنتيواكنش آنزيم با 

تحقيق حاضر نشان داد كه آنزيم كانژوگه با نانوكيتوزان در 

ه پايداري مقابل هضم ناشي از تريپسين در شرايط آزمايشگا

طوريكه فعاليت ه ب. نشان داد كنژوگه	غيربيشتري نسب به آنزيم 

دقيقه پس از مجاورت با تريپسين به صفر  30آنزيم طبيعي 

 40چنان  رسيد در حاليكه پس از زمان فوق آنزيم كانژوگه هم

نتايج مشابهي در خصوص . درصد فعاليت اوليه را نشان داد

هاي كربوهيدراتي  اق ساير پليمربهبود پايداري آنزيم پس از الح

و همكاران با تثبيت  Qianطور مثال 	هب. گزارش شده است

ميكروسفر كيتوزان بر روي آنزيم آسپاراژيناز افزايش فعاليت 

گزارش  راو مقاومت در برابر هضم ناشي از تريپسين  آنزيم

هاي  تواند ناشي از ممانعت فضايي زنجيره	اين يافته مي. اند نموده

هاي پروتئوليز كننده به  هيدراتي از دسترسي آنزيمكربو

هاي برش اختصاصي يا تغيير ساختار دروني آنزيم باشد  جايگاه

كه در اثر تبادلات درون مولكولي ناشي از اتصال پليمر 

. )14(نانوكيتوزان به پروتئين در ساختار آنزيم القا مي شود 

  فسفات  تري ليپ و همكاران با استفاده از رابط Bahreiniاخيرا 

  

اند و كاهش 	الحاق كيتوزان به آنزيم آسپاراژيناز را انجام داده

. )17(فعاليت آنزيم نسبت به مطالعه حاضر بيشتر بوده است 

كه )  pH=7/5(ها در محدوده اسيدي  الحاق كيتوزان به پروتئين

هاي آميني با بار مثبت در سطح كيتوزان وجود  بيشترين گروه

پلي تري فسفات به شدت باردار  pHدر اين . ودش دارد انجام مي

هاي موجود بر روي كيتوزان كه در اين  منفي بوده و اكثر گروه

خنثي شدن . پوشاند باشد را مي دما به شدت بار دار مثبت مي

بارهاي موجود بر روي كيتوزان سبب كاهش حلاليت و رسوب 

شود كه با كاهش حلاليت كيتوزان و  كيتوزان در محيط مي

در . )17(باشد  كاهش ميزان تثبيت بر روي آنزيم همراه مي

گلوتارآلدئيد و -مطالعه حاضر تشكيل نانوكيتوزان، نانو كيتوزان

انجام شد ) pH=6(اسيدي  pHالحاق نانوكيتوزان به آنزيم در 

هاي آميني، باردار بودن 	ه دليل پوشش نسبي گرو هكه ب

ب حلاليت مناسب هاي آميني باقيمانده نانوكيتوزان سب	گروه

  .كمپلكس آنزيم كيتوزان گرديد

 گيري	نتيجه

نتايج اين تحقيق نشان داد كه الحاق نانوكيتوزان فعال شده 

آنزيم به ( 1:5با گلوتارآلدئيد به آنزيم آسپاراژيناز با نسبت 

بهينه،  pHسبب افزايش مقاومت دمايي، محدوده ) نانوكيتوزان

ليز و حفظ فعاليت پس از نيمه عمر، پايداري در برابر پروتئو

ه تواند ب	روش ارايه شده در اين تحقيق مي. انجماد گرديد

منظور توليد شكل پايدار آنزيم آسپاراژيناز با خواص 

ارزيابي  .فيزيكوشيميايي بهتر در آينده مورد استفاده قرار گيرد

ويژه ارزيابي  ههاي آنزيم توليد شده با اين روش ب ساير ويژگي

   .شود وصيه ميايمنوژنسيتي ت

 گزاري سپاس

بدينوسيله از حمايت مالي معاونت پژوهش و فناوري دانشگاه 

 (GN: SCU.vB98.231) شهيد چمران اهواز در قالب پژوهانه

اين مقاله  .گردد در انجام اين تحقيق تشكر و قدرداني مي

االله خون 	نبينامه دكتراي تخصصي آقاي  مستخرج از پايان

  .باشد مي ميرزايي

معاونت پژوهش و فناوري دانشگاه شهيد : ي ماليحام

  چمران اهواز

  .وجود ندارد :منافع رض دراعت

 [
 D

O
I:

 1
0.

18
50

2/
ss

u.
v2

8i
1.

31
30

 ]
 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 js

su
.s

su
.a

c.
ir

 o
n 

20
25

-1
0-

28
 ]

 

                            10 / 13

http://dx.doi.org/10.18502/ssu.v28i1.3130
https://jssu.ssu.ac.ir/article-1-4869-fa.html


 

  

  

 

 1399 فروردين، يك، شماره هشتمدوره بيست و           مجله دانشگاه علوم پزشكي و خدمات بهداشتي ـ درماني شهيد صدوقي يزد

2282  

 خواص فيزيكوشيميايي آسپاراژينار كانژوگه با نانوكيتوزان
 

References: 

1- Verma N, Kumar K, Kaur G, Anand S. L-

Asparaginase: A Promising Chemotherapeutic 

Agent. Crit Rev Biotechnol 2007; 27(1): 45-62. 

2-  Shimizu T, Kubota M, Adachi S, Sano H, Kasai Y, 

Hashimoto H, et al. Pretreatment of A Human T-

Lymphoblastoid Cell Line with L-Asparaginase 

Reduces Etopside-Induced DNA Strand Breakage 

and Cytotoxicity. Int J Cancer 1992; 50(4): 644-8. 

3- Asselin BL, Ryan D, Frantz CN, Bernal SD, 

Leavitt P, Golbey RD, et al. In Vitro and in Vivo 

Killing of Acute Lymphoblastic Leukemia Cells 

by L-Asparaginase. Cancer Res 1989; 49(15): 

4363-68. 

4-  Ueno T, Ontawa K, Mitusi K, Kodera Y, Hiroto M, 

Matsushima A, et al.  Cell Cycle Arrest Induced by 

L-Asparaginase. Leukemia 1997; 11(11): 1858-61. 

5- Boos J. Pharmacokinetics and Drug Monitoring of 

L-Asparaginase Treatment. Int J Clin Pharm Ther 

1997; 35(3): 96-8. 

6- Soares AL, Guimars GM, Polakiewicz B, Pitombo 

RNM, Abraho-Neto J. Effects of Polyethylene Glycol 

Attachment on Physicochemical and Biological 

Stability of E. Coli L-Asparaginase. Inter J Pharm 

2002; 237(1-2): 163-70. 

7- Brumano LP, Da Silva FV, Costa-Silva TA, 

Apolinário AC, Santos JH, Kleingesinds EK, et al. 

Development of L-Asparaginase Biobetters: Current 

Research Status and Review of the Desirable Quality 

Profiles. Fron Bioengi Biotech 2019; 10(6): 1-22.  

8- Krishnapura PR, Belur PD, Subramanya S. A 

Critical Review on Properties and Applications of 

Microbial L-Asparaginases. Crit Rev Microb 2016; 

2: 42(5): 720-37. 

9- Rizzari C, Citterio M, Zucchetti M, Conter V, 

Chiesa R, Colombini A, et al. A Pharmacological 

Study on Pegylated Asparaginase Used In Front-

Line Treatment of Children with Acute 

Lymphoblastic Leukemia. Haematologica 2006; 91: 

24-31. 

10- Batool T, Makky EA, Jalal M, Yusoff MM. A 

Comprehensive Review on L-Asparaginase and Its 

Applications. Appl Biochem Biotechnol 2016; 178: 

900-23. 

11- Huang KS, Sheu TR, Chao IH. Preparation and 

Properties of Nanochitosan. Polym Plast Technol 

Eng 2009; 48(12): 1239-43. 

12- Tang ZX, Qiang JQ, Shi L. Preparation of Chitosan 

Nanoparticles as Carrier for Immobilized Enzyme. 

Appl Biochem Biotechnol 2007; 136: 77-96. 

13-  Qian G, Zhou J, Ma J, Wang D, He B. The 

Chemical Modification of E. Coli L-Asparaginase by 

N, O-Carboxymethyl Chitosan. Artificial Cells Blood 

Substitutes and Immobilization. Biotech 1996; 24(6): 

567-77. 

14- Wan S, He D, Yuan Y, Yan Z, Zhang X, Zhang J. 

Chitosan-Modified Lipid Nanovesicles for Efficient 

Systemic Delivery of L-asparaginase. Colloids Surf 

B: Biointerfaces 2016; 143: 278-84. 

15- . Sukhoverkov KV, Kudryashova EV. PEG-

Chitosan and Glycolchitosan for Improvement of 

Biopharmaceutical Properties of Recombinant L-

Asparaginase from Erwinia Carotovora. 

Biochemistry (Mosc) 2015; 80(1): 113-9. 

16- Vijayalakshmi K, Devi BM, Sudha PN, Venkatesan 

J, Anil S. Synthesis Characterization and 

Applications of Nanochitosan/Sodium 

 [
 D

O
I:

 1
0.

18
50

2/
ss

u.
v2

8i
1.

31
30

 ]
 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 js

su
.s

su
.a

c.
ir

 o
n 

20
25

-1
0-

28
 ]

 

                            11 / 13

http://dx.doi.org/10.18502/ssu.v28i1.3130
https://jssu.ssu.ac.ir/article-1-4869-fa.html


 

  

 

 1399 فروردين، يك، شماره هشتمدوره بيست و           قي يزدمجله دانشگاه علوم پزشكي و خدمات بهداشتي ـ درماني شهيد صدو

2283  

  و همكارانبني االله خون ميرزايي 
 

Alginate/Microcrystalline Cellulose Film. J 

Nanomed Nanotechnol 2016; 7(6): 1-11. 

17-  Bahreini E, Aghaiypour K, Abbasalipourkabir R, 

Mokarram AR, Taghi Goodarzi M, Saidijam M. 

Preparation And Nanoencapsulation of L-

Asparaginase II in Chitosan-Tripolyphosphate 

Nanoparticles and in Vitrorelease Study. Nanoscale 

Res Lett 2014; 9(1): 340-46. 

18-  Manrich A, Galvão CM, Jesus CD, Giordano RC, 

Giordano RL. Immobilization of Trypsin on 

Chitosan Gels: Use of Different Activation Protocols 

and Comparison with other Supports. Int J Biol 

Macromol 2008; 43(1): 54-61. 

19-  Tang ZX, Qian JQ, Shi LE. Preparation of 

Chitosan Nanoparticles as Carrier for Immobilized 

Enzyme. Appl Biochem Biotechnol 2007; 136: 77-96. 

20-  Adriano WS, Filho EHC, Silva JA, Giordano RLC, 

Gonçalves LRB. Stabilization of Penicillin Gacylase 

by Immobilization on Glutaraldehyde –A Ctivated 

Chitosan. Braz J Chem Eng 2005; 22(4): 529-38. 

21- Lane CF. Sodium Cyanoborohydride-A Highly 

Selective Reducing Agent for Organic Functional 

Groups. Synthesis 1975; 1975(3): 135-46. 

22-  Tabandeh MR, Aminlari M. Synthesis, 

Hysicochemical and Immunological Properties of 

Oxidized Inulin-L- Asparaginase Bioconjugate. J 

Biotechnol 2009; 141: 189-95. 

23- Kln A, Teke M, Onal S, Telefoncu A. 

Immobilization of Pancreatic Lipase on Chitin 

and Chitosan. Prep Biochem Biotech 2006; 36(2): 

153-63. 

24- Vina I, Karsakevich A, Bekers M. Stabilization of 

Anti-Leukemic Enzyme L-Asparaginase by 

Immobilization on Polysaccharide Levan. J Mol 

Catal B: Enzym 2001; 11(4-6): 551-58. 

25- Karsakevich AS, Dauvarte AZH, Zvirgzda IK, 

Lebedeva LV, Vina IA. Effective Complexes of the 

Antileukemic Enzyme L-Asparaginase and Dextran 

Sulphate. Jpn J Cancer Res 1986; 32(4): 47-51. 

26- Zhang YQ, Tao ML, Shen WD, Zhou YZ, Ding Y, 

Ma Y, et al. Immobilization of L-Asparaginase on 

the Microparticles of the Natural Silk Sericin 

Protein and Its Characters. Biomaterials 2006; 25: 

3751-9. 

27- Zhang YQ, Zhou WL, Shen WD, Chen YH, Zha 

XM, Shirai K, et al. Synthesis, Characterization and 

Immunogenicity of Silk-Fibroin-L-Asparaginase 

Bioconjugates. J Biotech 2005; 120: 315-26. 

28- Shepard D, Donovan M, Raghupathy E, Yeung KK, 

Owen AJ, Dain JA. Effect of Immobilization on the 

Stability and Substrate Specificity of Dgalactosidase 

Isolated from the Invertebrate Turbo Cornutus. 

Carbohydr Res 1983; 118; 239-45. 

29- Marlborough DI, Miller DS, Cammack KA. 

Comparative Study on Conformational Stability and 

Subunit Interactions of Two Bacterial 

Asparaginases. Biochim Biophys Acta 1975; 386(2): 

576-89. 

30- Miller M, Mohana Rao JK, Wlodawer A, Gribskov 

MR. Crystal Structure of Erwinia Chrysanthemi L-

Asparaginase with Bound L-Aspartate. FEBS Lett 

1993; 328(3): 275-79. 

 

 [
 D

O
I:

 1
0.

18
50

2/
ss

u.
v2

8i
1.

31
30

 ]
 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 js

su
.s

su
.a

c.
ir

 o
n 

20
25

-1
0-

28
 ]

 

                            12 / 13

http://dx.doi.org/10.18502/ssu.v28i1.3130
https://jssu.ssu.ac.ir/article-1-4869-fa.html


 

 

Journal of Shahid Sadoughi University of Medical Sciences       Received: 15 Apr 2019 

Vol 28| NO 1 | Apr 2020             Accepted: 7 Sep 2019  

Journal of Shahid Sadoughi University of Medical Sciences        Vol 28 | NO 1 | Apr 2020 

2284 

Effect of Conjugation of Activated Glutaraldehyde-Nanochitosan with L-

Asparaginase as an Anti Cancer Enzyme on its Stability and 

Physicochemical Properties 

 

Nabiallah khoonmirzaie
1
, Mohammad Razi Jalali

2
, Ali Sahriari

3
, Mohammad Reza Tabandeh*3

 

  

 
Original Article 

 

  

Introduction: The bacterial Asparaginase is used in the treatment of asparagine-dependent tumors, 

particularly lymphatic sarcoma and acute lymphoblastic leukemia. However, the instability of the enzyme 

increases the number of injections that are accompanied by high immune responses. The aim of this study 

was to investigate the conjugation of L-asparaginase with nanochitosan glutaraldehyde (NCG) derivative and 

its effect on the physichochemical properties of conjugated enzyme. 

Methods: In this experimental study, nanochitosan was synthesized using reduction method with acetic acid 

and its physicochemical properties were evaluated using transmission electron microscopy and particle size 

analyzer. Activated NCG derivative was produced using 3% acetic acid. The conjugation of NCG derivative to 

L-asparaginase was performed with different molar ratios of enzyme/nanochitosan (1:2, 1:5, 1:10 and 1:20) in 

the presence of sodium cyano borohydrate; and the ratio with the highest residual activity was used for 

physicochemical evaluation. The activity of enzyme at different temperatures and pH, its half-life and stability 

after freezing and resistance to proteolysis were analyzed through repeated measure analysis of variance using 

SPSS 18 software. 

Results: The results of this study showed that the conjugation of L-asparaginase with NCG derivative 

resulted in maintaining the 70% enzyme activity. The activity of conjugated enzyme was higher than native 

enzyme after freezing and trypsin treatment. The optimum pH and temperature of conjugated enzyme did not 

change, while it had higher activity in wide range of pH and temperature compared with native enzyme. 

Conclusion: Conjugation of L-asparaginase with NCG derivative improved physicochemical and stability of 

enzyme and this method can be used for production of improved L-asparaginase for clinical application. 

Keywords: L-asparaginase, conjugation, nanochitosan, glutaraldehyde, physicochemical properties 
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