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چکیده

AS1411کـه بـا تمایـل بـالا و    داردهـاي ضـد سـرطانی   اي ویژگـی رشتهداکُسی الیگونوکلئوتید چهار

از AS1411شـود.  هـاي سـرطانی متصـل مـی    موجود در سطح سلولاختصاصی به پروتئین نوکلئولین

هـاي  و مولکـول پپتیـدها انتقال هدفمند نانوذرات، الیگونوکلئوتیدها، پتانسیل کاربردي ارزشمندي براي

با توجه ها برخوردار است. هاي سرطانی و همچنین تصویربرداري از این سلولکوچک دارویی به سلول

هدف از موارد مهم و ضروري در مطالعات دارویی اسـت،  کنش دارو با مولکولبه اینکه شناخت برهم

AS1411بـا آپتـامر   TMPYP4کنش نوعی حساسگر نـوري پـورفیرینی بـه نـام    تحقیق برهماین در 

نحوه و دورانی براي شناسایینماییسنجی جذبی، فلورسانس و دورنگطیفهاي بررسی شد. از روش

وتغییرات ساختاري حاصل از آن استفاده شد. نتایج نشان دادنـد  AS1411به TMPYP4محل اتصال 

هیپوکرومیسـیتی در  % 56جایی قرمز و هنانومتر جاب13باعث AS1411که اتصال پورفیرین نامبرده به 

و از شـدت  کند میدر اثر این اتصال شکل طیف نشري پورفیرین تغییر ،همچنین.شودطیف جذبی می

در زیـادي تغییر TMPYP4شود. نتایج مطالعات ساختاري نشان دادند که اتصال نشر آن نیز کاسته می

هـاي بـالا بـه کـاهش شـدید      کند، اما در غلظتایجاد نمیAS1411نمایی دورانی شکل طیف دورنگ

قرارگـرفتن در  ابTMPYP4کند که ها ثابت میشود. بروز این تغییرات در طیفمیمنجر شدت طیف 

و باعـث  دارد کـنش  اي بـرهم رشـته اتصال به صفحات تتراد انتهایی با آپتامر چهاروبین صفحات تتراد 

پتانسیل مناسـبی  AS1411توان گفت که آپتامر بندي نهایی می. در جمعشودمیبازشدن ساختار آپتامر 

هـاي  تواند در درمان نوري سلولو میداردبراي انتقال ترکیبات پورفیرینی و انواع حساسگر نوري آنها

.شودسرطانی استفاده 

سنجیطیف، TMPYP4گر نوري س، حساAS1411کنش، آپتامر برهم:واژگانکلید
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مقدمه 

AS1411،ُاي غنــی از رشــتهنوکلئوتیــد تــکالیگوکســی دا

ــت و از   -5́نوکلئوتیـــد بـــا تـــوالی  26گـــوانین اسـ

GGTGGTGGTGGTTGTGGTGGTGGTGG-3 ́
از گـوانین  بودن غنیبه دلیل این توالیل شده است.تشکی

.[1-4]داردايرشــتهتوانــایی تشــکیل ســاختار چهــار   

اصلی هسته و حلقـه  ءاي از دو جزرشتهساختارهاي چهار

از اتصال ودارد تترادهاي گوانینی . هستهشوندمیتشکیل 

هشـت پیونـد   توسـط کهتشکیل شده است چهار گوانین 

در یــک صــفحه بــه هــم متصــل 1ســتینیهیــدروژنی هوگ

در طول رشـته روي  که را يصفحات تتراد،حلقهاند.شده

سـاختار  .[5]کنـد بـه هـم وصـل مـی    ،اندهم انباشته شده

هـاي  در اتصال آن به انواع مولکولAS1411اي چهاررشته

برداري و نانوذرات مختلـف کمـک   عوامل عکس،دارویی

 ـکلر نوعنـوان آپتـام  بـه ، 1411ASکنـد.  می ولین شـناخته  ئ

نی چندکاره است کـه در  پروتئی،ولینئکلنو. [1-4]شود می

اما در ،هاي سرطانی به مقدار زیاد وجود داردسطح سلول

بـا  AS1411.[6]اسـت هاي طبیعی بسیار کم سطح سلول

هـاي سـرطانی   اختصاصی بـه سـلول  طوربهتمایل بالا و 

در اخیـر  هـاي  در سـال دلیـل، همـین بـه .شـود متصل مـی 

عنوان آپتـامر  بهاي طورگستردههاي انتقال هدفمند بهسیستم

مطالعات انتقـال هدفمنـد   است.شدهاستفاده ،حامل دارو

نشان داده اسـت کـه   in vitro و in vivoدارو به صورت 

انتخــابی در صـورت بـه AS1411 لیگانـدهاي متصـل بـه    

یل پتانس ـایـن امـر   اند کـه  هاي سرطانی تجمع یافتهسلول

نشـان  عنوان سیستم حامـل دارو  بهرااستفاده از این آپتامر

باعث کاهش AS1411دارو توسط انتقال .[7-10]دهدمی

. [11-13]شـود هاي طبیعی میسمیت دارو نسبت به سلول

تواننـد از سـد   میاین آپتامرطور داروهاي متصل بههمین

هاي مقاوم به داروهاي شـیمی  و پمپ[14]خونی -مغزي

.[11] عبور کننددرمانی 

1. Hoogsteen hydrogen bond

ترکیباتی هستند کـه در مطالعـات   نوريهايحساسگر

این ترکیبات اند.هشدمطالعه AS1411انتقال هدفمند توسط 

،تراپید. فوتودینامیکنشواستفاده میتراپیفوتودینامیکدر

روش درمانی غیرتهاجمی در درمان سرطان است که در آن 

س به نور به نـام ترکیـب   یک ماده شیمیایی حساواز نور

بردن حساسگر نوري همراه با اکسیژن مولکولی براي ازبین

داروهاي حساسگر نوري شود.ها استفاده مییا مرگ سلول

همینبههاي سرطانی دارند واختصاصیت پایینی به سلول

بـه نـور حسـاس    براي مـدتی ،پس از تزریقبیماران دلیل

هاي انتقال هدفمند سیستممندي ازبهره،بنابراین.ندشومی

طـور  و همـین کـاهش  عوارض جانبی شود میدارو باعث 

.[15-16]افزایش یابد اثرپذیري آنها 

مـرتبط بـا انتقـال    هـاي افزون گزارشرشد روزرغم به

بـاره  هاي انـدکی در گزارشAS1411هدفمند دارو توسط 

هاي دارویی با این آپتامر وجـود  کنش مولکولمطالعه میان

و دو مشـتق AS1411از [17]2وفیگرید،مثالبرايد. دار

C8براي انتقال دارويآن 
بـر پایـه آکریـدین   که دارویـی  3

 ـC8.ندبهره برداست،  کـه باعـث   اسـت دارویـی یترکیب

بـر  . این گروه علاوهشوداي میرشتهپایداري ساختار چهار

بـه بررسـی   بررسی انتقال هدفمند این دارو توسط آپتامر،

نتـایج  هریک از این آپتامرها بـا دارو پرداختنـد.   نش کمیان

با حفظ سـاختار هریـک از   C8مطالعات آنها نشان داد که 

-دورانی در آنماییشدت طیف دورنگشد آپتامرها باعث 

طور مطالعـات فلورسـانس توسـط    . همینافزایش یابدنها

دلالـت  کنش قـوي بـین ایـن دارو و آپتامرهـا     آنها بر میان

AS1411بررسی توانایی با و همکاران 4شی.[17]داشت 

، بــا TMPYP45بــراي انتقــال هدفمنــد حساســگر نــوري 

نمـایی  سنجی جذبی و دورنـگ هاي طیفاستفاده از روش

مــولار نمــک میلــی200دورانــی در بــافر تــریس حــاوي 

2. Figueiredo
3. 10-(8-(4-iodobenzamide)octyl))-3, 6-bis(dimethylamine)
acridinium iodide
4. Yen-An Shieh
5. 5,10,15,20-tetrakis(1-methylpyridinium-4yl)porphyrin
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کنش آپتامر و این ترکیب پـورفیرینی را  میان،پتاسیمکلرید

ذبی این گـروه نشـان   سنجی جنتایج طیف.بررسی کردند

اینترکالیشن و اتصال به دو باTMPYP4مولکول 6داد که 

بـا ثبـت   شـوند. متصل مـی AS1411انتها به یک مولکول 

ساختار موازي براي این نمایی دورانی آپتامر طیف دورنگ

. [18]آپتامر در بافر تریس ثبت شد

TMPYP4    پــورفیرینی ، حساسـگر نـوري بـا سـاختار

. شـود میتراپی استفاده لعات فوتودینامیکدر مطااست که 

1شـکل . داردساختاري مسطح با بار مثبت این پورفیرین 

. بار مثبت این [19]دهد را نشان میپورفیرینساختار این 

،صورت الکتروستاتیکیتواند بهپورفیرین در حلال آبی می

کند اي را شناسایی رشتهبارهاي منفی موجود در بدنه چهار

عنـوان  بـه بیشـتر  TMPYP4.[20]کنش دهدن میانو با آ

اي معرفـی شـده اسـت   رشتهپایدارکننده ساختارهاي چهار

این پورفیرین دهند،میات نشان مطالعبرخیاما ،[23-21]

ناپایـدار شـوند  اي رشـته ي چهـار هاساختارشود میباعث 

-ايرشتهروي چهاراثر ناپایدارکننده ،این ترکیب. [25-24]

بـراي ناپایـداري سـاختاري    اختار مـوازي دارد و  ها با س ـ

. [25]کنش قوي اینترکالیشن لازم استمیان

با توجـه بـه اینکـه در مطالعـات دارویـی بررسـی       

ایـن  در کنش دارو با ناقـل حـائز اهمیـت اسـت،     برهم

عنوان آپتامر ناقل دارو به بهAS1411کنش تحقیق میان

ــبــهTMPYP4بــا هــاي ســرطانی ســلول وعی عنــوان ن

از دلیـل همینبهپورفیرین حساسگر نوري بررسی شد. 

نمـایی  دورنـگ وسنجی جذبی، نشريهاي طیفروش

اتصال و پارامترهـاي اتصـال   . نحوهشداستفادهدورانی 

TMPYP4 بهAS1411آمده دستبههاي با آنالیز طیف

ر اثــر دشــده هــاي تشــکیلد. تعــداد گونــهشــبررســی 

ــان ــا آپ می ــورفیرین ب ــنش پ ــامر و همک ــینت ــداد چن تع

TMPYP4ــامر متصــل ــه آپت ــاشــده ب ــایشب ــايآزم ه

ها از طریـق  بعدي و تجزیه و تحلیل دادهفلورسانس سه

از روش ،همچنــینشــد.اســبهمحروش کمــومتریکس 

بـر  TMPYP4دورانی براي بررسـی اثـر   نماییدورنگ

تحقیق این در . بهره گرفته شدAS1411ساختار آپتامر 

ینـامیکی اتصـال پـورفیرین نـامبرده بـه      مطالعات ترمود

آپتامر نیز بررسی و پارامترهـاي ترمودینـامیکی اتصـال    

محاسبه شد.

TMPYP4[26]ساختار پورفیرین .1شکل

مواد 

وسـنتز شرکت متابیون آلمان را AS1411الیگونوکلئوتید 

TMPYP4ــوژي ــانتاکروز بیوتکنول ــد از شــرکت س ــا ک ب

کلریدســدیم و ســدیم .دشــتهیــه sc-204346شــیمیایی 

نمک کلرید پتاسـیم از  وبازیک از سیگما تهیه فسفات دي

Samchun Pure Chemical و پتاسیم فسفات مونوبازیک

شد.خریداريفلوکااز 

هاروش

تعیین غلظت

مـولار و  ده میلـی سالیگونوکلئوتید خـالص در بـافر تـری   

EDTA1سـط  غلظـت آپتـامر تو  مولار حل شد. یک میلی

-انـدازه لامبـرت  -سنجی و از طریق قانون بیرجذبروش 

تـرین  روش نزدیـک بـا آپتـامر  خاموشـی ضریبوگیري 

غلظـت  . [27]شـد محاسبه M-1 cm-1250800، همسایه

TMPYP4 ضریب جذب مولی درنظرگرفتن باM-1 cm-1

. [28]شدمعین226000

1. Ethylene diamine tetra acetic acid
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آپتامرتاخوردگی

بـافر فسـفات سـالین    براي تاخوردگی صحیح، آپتـامر در  

)4/7pH   دقیقـه در  5) با غلظت مدنظر حل و بـه مـدت

سپس به مـدت دو سـاعت   حرارت داده شد.c◦95دماي 

درسـاعت 24 بـه مـدت  و در ادامـه سـرد در دماي اتاق

بـراي نگهـداري  شـد. نگهـداري c◦4 دمـاي یخچال بـا  

.[27]شد ذخیره-c◦20 فریزردرنمونه، مدتطولانی

دورنگ نمایی دورانیسنجیطیف

دســتگاه وســیله بــهدورانــینمــاییدورنــگطیــف

در دمـاي  و J-715شرکت جاسکو مدلاسپکتروپلاریمتر

1/0سل کـوارتز بـا طـول    براي ثبت طیف ازوثبت اتاق 

ر دقیقه دنانومتر 100شد. سرعت اسکن استفادهمتر یسانت

ظـت  غلگرفتـه شــد.  نظــردر نـانومتر  1و پهنـاي بانــد  

AS141112 1و پـورفیرین بـا غلظـت    بـود میکرومولار

-دقیقه1تدریج به آپتامر تیتر و پس از مکث بهمولار میلی

واري مـولی از بیضـی اي بعد از هر تیتر طیف ثبـت شـد.   

رابطه زیر محاسبه شد:

1cl/MRW×100×θ)  ([θ] =

MRW1411تـوالی  دها در نوکلئوتیوزن، میانگینAS

بـر  مـولی واريبیضـی θمحاسـبه شـد.   8/330است که 

غلظـت آپتـامر بـر حسـب     cدرجـه اسـت،   میلـی حسب 

mg/mL وl  متـر اسـت.   سـانتی طول مسیر نور برحسـب

.]29[استdegree.cm2.dmol-1واري بیضیواحد درجه 

فرابنفش-سنجی جذبی مرئیطیف

-SPجی جذبی مدلسنطیفدستگاهوسیله بهطیف جذبی 

UV500VDBسـل د. طول مسـیر  و در دماي اتاق ثبت ش

اي کـردن مرحلـه  اضـافه متر بود. تیتراسـیون بـا   یسانتیک

AS1411  میکرومـولار بـه سـل حـاوي     چهـل با غلظـت

میکرومـولار انجـام شـد. پـس از    دوپورفیرین با غلظـت  

کـردن آپتـامر، دو دقیقـه زمـان بـراي تکمیـل       اضافههربار 

شـدن  ثابـت تـا  تیتراسـیون در نظر گرفته شـد. کنشبرهم

تغییرات طیف ادامه پیدا کرد. 

فرمول زیر محاسبه شد:درصد هیپوکرومیسیتی از

2Hypochromicity (%)=

bɛوεfبا ضریب جذب مولی لیگاند متناظرترتیببه

.[30]اتصال یافته و آزاد هستند

رسانسسنجی فلوطیف

ــف ــانسدر طی ــنجی فلورس ــا غلظــت TMPYP4س دوب

متر ریخته و سـپس  سانتییکبا طول میکرومولار در سل

تیتراسیون میکرومولار به آن تیتر شد و 40با غلظت آپتامر

نانومتر 433. طول موج تحریک ادامه یافتتا اشباع کامل 

، [31]در نظر گرفته شـد  850-550و طول موج تهییج از 

کنترل اسـکن ،نانومتر5هاي تحریک و نشر شکافپهناي 

و 19گلـی فـاکتور  -کـردن نـوع سـاویزکی   صاف،متوسط

براي دستگاه انتخاب شد.1PMTولتاژنمایانگر 

-دن ثابت خاموشی از معادلـه اسـترن  آوردستبهبراي 

استفاده شد.) 3(معادله 2ولمر

3KSV = kq τ0   1 =و +KSV[Q] F0وF

ــانس  ــدت فلورس ــور  مشــاهدهش ــاب و حض ــده در غی ش

ثابـت  KSV گـر و  غلظت خاموش[Q] گر هستند.خاموش

ترین حالت، نمـودار  ولمر است. در ساده-خاموشی استرن

F0/F در مقابل[Q]مستقیم با شیب به یک خطKSV منجر

.[32]شودمی

فلورسـانس  گیـري  براي مطالعـات کمـومتري طیـف   

پارامترهـاي غلظـت و حجـم    وبعدي انجام سهصورتبه

.در نظر گرفته شدسنجی دوبعدي فلورسانسطیفمشابه 

-350بعدي ناحیه طول موج تحریـک  سهطیفثبتبراي 

1. Photomultiplier tubes
2. stern-volmer equation
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نانومتر 850-550نانومتر و ناحیه نشري 5با فواصل 550

انتخاب شد. 

AS1411به TMPYP4بررسی ترمودینامیکی اتصال 

ازTMPYP4باAS1411 کنش برهمهش،پژواین در

سـنجی  طیـف روشازاسـتفاده بـا ترمودینامیـک دیـدگاه 

دمـاي  شـش طیف فلورسانس در . شدبررسیفلورسانس

دمـاي  و) ثبـت  درجـه 5با فواصل c◦37 -10از مختلف (

سل حاوي پورفیرین بـا اسـتفاده از دسـتگاه سـیرکیولیتور     

روي دماي مورد نظر تنظیم شد.

بــا TMPYP4کــنش اتصــالی بـین میـان بـراي فهــم  

AS1411دسـت  بـه هاي فلورسـانس  ، ثابت اتصال از داده

در مواردي که بیش از یک محل اتصـال احتمـالی در   آمد. 

زیـر توان معادله دو لگاریتمیمیتوالی وجود داشته باشد، 

: [33-34]را اعمال کرد

4

یک خـط  علیه رسم نمودار 

أو عـرض از مبـد  nدهد که شیب آن برابر بـا  مستقیم می

ثابـت  Kbتعداد جایگاه اتصـال و  nاست. LogKbنشانگر 

اتصال در حالت تعادل است.

بــا TMPYP4کـنش  پارامترهـاي ترمودینـامیکی میــان  

AS1411محاسبه )5(معادله هوف-از طریق معادله وانت

رسم شد. علیهlnKbمنظور نمودار . به اینشد

5

Kb ثابت اتصال در دمايT کـه از  در مقیاس کلـوین

ثابت عمومی گازها است. Rو محاسبه شد4طریق رابطه 

شیب نمـودار  از آپتامر-پیوند لیگاند)H∆(تغییرات آنتالپی

پیوند هم از عـرض  )S∆(تغییرات آنتروپیهوف و -وانت

د. براي محاسبه تغییرات انـرژي آزاد مآدست بهآناز مبدا

)G∆([35]از معادله عمومی زیر استفاده شد.

∆G=∆H-T∆S 6

نتایج

نمایی دورانیدورنگ

بـراي بررسـی   دورانـی روشـی   نمایی سنجی دورنگطیف

[36-37].استیکنوکلئهاياسیدها وي پروتئینساختار

نمایی دورانی آپتامر در بافر فسفات سالین با دورنگطیف

pH=7/4،هـاي مختلـف   در حضور غلظتTMPYP4 در

AS1411،با توجه به شکلنشان داده شده است.2شکل 

باکهدهد یاي موازي را نشان مویژگی ساختار چهاررشته

نانومتر و یک پیک ضعیف منفی در 264پیک مثبت در یک 

یـک شـانه   ،همچنـین [38]. شودنانومتر مشخص می240

اي از نشانهنانومتر مشخص است که 295در کوچک مثبت 

اي نـاموازي  هاي اندك با توپولوژي چهاررشتهوجود گونه

با کمـک روش  AS1411ساختار مطالعه دقیق [39]. است

و دیلـی توسـط  1،وماتوگرافی تفکیک از طریـق انـدازه  کر

چندشکلی ساختاري ایـن آپتـامر را ثابـت    ،[40]همکاران

بـا فراوانـی مونـومر    ءکرده است. آنها وجود هشـت جـز  

گرد ناموازي را گرد موازي و مقدار کمتر مونومر چپراست

را توجیـه  295مشخص کردند که وجود شانه کوچک در 

بعد از تیتراسیون لیگانـد، شـکل   ،ه شکلبا توجه بکند. می

ایـن  ؛شدت طیف کاهش یافته استبهوکلی طیف حفظ 

با توجه .تغییر کرده استفشردگی ساختار دهدنشان میامر 

نمایی شدت طیف دورنگ،شودب مشاهده می2به شکل 

پورفیرین مولیدر مراحل اولیه تیتراسیون تا نسبت دورانی 

یافته است. روند کاهش شدت طیف افزایش 1:2به آپتامر 

از نسبت غلظتی پنج به یک AS1411نمایی دورانی دورنگ

افزایش شدت در مراحل شود.پورفیرین به آپتامر شروع می

را اي رشتهافزایش فشردگی ساختار چهار،ابتدایی تیتراسیون

دانیم انباشتگی بازهـا درون  که میطورهمان.دهدنشان می

ــارپی ــچی ســاختارهاي م ــف أت ــر شــدت طی ــی ب ثیر مهم

بازها باعـث  گریزصفحات آب. داردنمایی دورانی دورنگ

.شوندتشکیل ساختار مارپیچ میانباشتگی بازها روي هم و

1. Size Exclusion Chromatography
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اتفاق مجاوربازهاي درانتقالات الکترونی،در این وضعیت

[41].دشـو باعـث افـزایش شـدت طیـف مـی     وافتد می

احتمالاً پورفیرین دارد.ت ساختار مسطح و بار مثبپورفیرین

کش الکتروستاتیک به آپتامر با بار منفی ابتدا از طریق میان

شدن در دو انتها اتصال خارجی و انباشتهبانزدیک و سپس 

د. کاهش شـدت طیـف   شوشدت طیف میباعث افزایش 

و بازهـاي  فشردگی ساختار کم شده اسـت  ،دهدنشان می

تواند به دلیل اینترکالیشن میکهانداز هم دور شدهگریزآب

به صفر نزدیک شدت طیف تقریباً،باشد. با ادامه تیتراسیون

گرفتن صـفحات تتـراد از   فاصلهدلیل بهشود که احتمالاًمی

هاي پورفیرین بینرسد مولکولبه نظر می.همدیگر است

جداشـدن ایـن   ثو باع ـگیرنـد  مـی صفحات تتـراد قـرار   

شوند.میاز همدیگر صفحات

الف

ب

در حضور و عدم حضور =pH 4/7فولد شده در بافر فسفات سالین با AS1411نمایی دورانی آپتامر طیف دورنگ-الف.2شکل

TMPYP4 آپتامر در عدم حضور .TMPYP4پورفیرین مختلفهايغلظتآپتامر در حضور .با نقطه چین مشخص شده است

264آپتامر در طول موج رنگ نمایی دورانیشدت طیف دونمودار بیشینه -بت. اسشده با نوارهاي رنگی مشخص )میکرومولار(

TMPYP4/1411ASنانومتر علیه نسبت مولی 

فرابنفش-مرئیجذبیسنجیطیف

سـاده و  فرابنفش روشی نسـبتاً - تیتراسیون جذبی مرئی

بـا کنش پورفیرین ی و کیفی میانمفید براي بررسی کم

جـذبی  طیـف 3در شـکل  ت. اي اسرشتهساختار چهار

ــیون  ــا TMPYP4تیتراس ــده AS1411ب نشــان داده ش

بعد از افزودن TMPYP4است. تغییرات طیف جذبی 
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AS1411 جـایی بـه   هبه خوبی مشهود است. یـک جاب ـ

422جـایی قرمـز) از   ههاي بلند (جاب ـسمت طول موج

ــانومتر  ــهن ــانومتر (435ب ــا   13ن ــراه ب ــانومتر) هم ن

ــیتی  ــی 56هیپوکرومیس ــاهده م ــدي مش ــود. درص - ش

جایی قرمز دلالت بـر ایـن دارد   ههیپوکرومیسیتی و جاب

صال اتباره آپتامر متصل شده است. دربه TMPYP4که 

از قرمـز، بـیش  جایی هاي، جابدورشتهDNAلیگاند به 

دهنده نشان%  35نانومتر و هیپوکرومیسیتی بیشتر از 15

DNAلیگاند به اتصال باره] و در42اینترکالیشن است [

11ی کمتر در حـدود  قرمز حتجاییهجاباي چهاررشته

.]44- 42اینترکالیشـن اسـت [  دهنـده نشـان نانومتر هم

جایی قرمز در طیف، هکاهش شدت طیف جذبی و جاب

پوشـانی بـین بخـش    کنش الکتروستاتیک و هـم بر میان

به نظر . کندمیدلالت و بازهاي آپتامر TMPYP4قطبی 

شدن لیگانـد بـه آپتـامر شـرایط     از نزدیکپس رسد می

اتصال لیگاند به دو انتهاي آپتامر فراهم و در مرحله بعد 

اینترکالیشن کامـل  ،شودجایی قرمز مشاهده میهکه جاب

ــامر و   ــاي آپت ــین بازه ــی TMPYP4ب ــاد م ــود.ایج ش

مشاهده 5جایی قرمز از نسبت پورفیرین به آپتامر هجاب

دورانی نمایی یف دورنگبا نسبتی که کاهش شدت طو 

که در شـکل  طورهمانخوانی دارد.هم،شودشروع می

در AS1411 نقطـه ایزوبسـتیک بـراي    ،مشخص است

نانومتر مشاهده شد. نقاط ایزوبستیک تعـادل بـین   435

دهنـد را نشان میشده به آپتامرمتصلپورفیرین آزاد و 

زجایی قرمهمیزان جابب نمودار 3در شکل .]42،45[

در طول موج بیشینه علیه نسـبت مـولی پـورفیرین بـه     

- شود. با توجه به شکل مشاهده مـی آپتامر مشاهده می

میـزان  مولی پورفیرین به آپتـامر  نسبت با کاهش،شود

جایی قرمز هیابد. میزان جابجایی قرمز افزایش میهجاب

ولی از نسبت ،روندي تدریجی دارد1:8تا نسبت مولی 

کند تـا اینکـه در   جایی افزایش پیدا میهمیزان جاب1:5

ماند.تغییر باقی میبی1:2نسبت 

الف
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ب 

در 4/7pH= .TMPYP4فولدشده در بافر فسفات سالین با AS1411در حضورو عدم حضور آپتامر TMPYP4طیف جذبی -الف.3شکل 

علیه نسبت مولی پورفیرین به آپتامر.بیشینه در طول موج جایی قرمزهجابمیزان -ب.عدم حضور آپتامر با نقطه چین مشخص شده است

فلورسانس سنجیطیفحاصل ازنتایج 

بـا اسـتفاده از   AS1411بـا  TMPYP4کنش بررسی برهم

سـنجی  طیـف سنجی فلورسـانس انجـام شـد.    طیفروش

کنش لیگانـد  فلورسانس روش حساسی براي بررسی برهم

ي پورفیرین در نشر) طیف(الف4است. در شکلDNA با 

،شـکل براسـاس نشـان داده شـده اسـت.    حضور آپتـامر 

پوشانی دارند. که با هم همدارد پورفیرین دو طیف نشري 

وQ(0,0) نـانومتر 680 تـا 640 مـوج طولطیف اول در 

یـک باQ(0,1) نانومتر740 تا700 محدودهدردومطیف

طیـف نشـري   . شودمیمشاهده نانومتر709 درنشريقله

TMPYP4شـدگی اولـین حالـت برانگیختـه     جفتدلیلبه

(S1)پورفیرین و (CT)2مولکـولی با انتقال الکترون درون1

انتقـال  دهـد. همچنین درجه بالاي آزادي چرخش رخ می

πانتقـال الکتـرون از سیسـتم    مولکـولی بـه   درونالکترون 

عنوان بهماکروسیکل مرکزي به گروه پیریدینیوم پورفیرین 

. باتوجه به شـکل  ]47-46[کندمیالکترون اشاره پذیرنده 

در هر دو قله نشريTMPYP4 نشرشدتکاهشالف-4

د. ش ـنانومتر مشـاهده  709در قله فقط جایی قرمز هجابو

دهـد کـه احتمـالاً    هاي نشري نشان مـی کاهش شدت قله

و دارنـد  هایی که در حالت پایه قـرار  ها از گوانینالکترون

1. Excited Singlet state
2. Charge transfer

هـاي  کننـد، بـه گـروه   مـی الکتـرون عمـل   عنوان دهندهبه

پیریدیل پورفیرین، منتقل و باعث خاموشی حالـت تهیـیج   

TMPYP4ازآنجاکه .[48-50]د نشوتکتایی پورفیرین می

تواننـد  مـی ،دارندساختار آروماتیک اي و آپتامر چهاررشته

ند. داشـته باش ـ کنش با هم میانشدناستکاز طریق حالت 

کـه لیگانـد بـین    دهـد  رخ میواردي جایی قرمز در مهجاب

. بـا توجـه بـه    [51]شـود  تترادهاي گوانینی اینترکالیت می

اتصـال  بعـد از Q (0,1)و Q (0,0)دو قله نشـري  ،شکل

TMPYP4پوشـانی آنهـا کمتـر   همو از هم جدا به آپتامر

-باعث جدایی دو قلـه مـی  شود. کاهش قطبیت محیطمی

فت پـورفیرین در محـیط   توان نتیجه گرمی،بنابراین.شود

در .[43]غیر قطبی بین بازهاي آپتامر قـرار گرفتـه اسـت    

تفکیـک  وکـاهش نشـر   ،توان گفتگیري نهایی مینتیجه

تواند دلیلی بـر اتصـال   میترتیب بههاي طیف نشريپیک

باشد. به دو انتهایی تتراد و اینترکالیشنخارجی
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الف 

ب

4/7pH= .TMPYP4فولدشده در بافر فسفات سالین با AS1411و عدم حضور آپتامر در حضورTMPYP4ي نشرطیف -الف.4شکل 

ولمر-نمودار استرن-ب،در عدم حضور آپتامر با نقطه چین مشخص شده است

ولمـر متنـاظر بـا طیـف     -ب نمـودار اسـترن  -4شکل 

دهد کـه از  تیتراسیون نشري پورفیرین با آپتامر را نشان می

ترسیم شده است. با توجه به شکل مشاهده 4طریق رابطه 

اظر با ثابـت  شود که نمودار خطی است. شیب خط متنمی

ر است. در حالت کلی نمودار خطـی  ولم-ترنموشی اسخا

که کند دلالت میفلوئوروفور یولمر بر وجود نوع-ترناس

گیرد. در گر قرار میصورت یکسان در دسترس خاموشبه

بـه صـورت  فقـط  اموشـی  هاي حقیقی اگر نـوع خ غلظت

ولمـر خطـی  -ترننمودار اس ـ،ایستا باشدخاموشی پویا یا 

ولمـر  -استرنتغییریافته. اگر رسم نمودار [52]خواهد بود

7و از طریق رابطـه  Q/1علیه F0/F0-Fکه از رسم نمودار 

شود نیز خطی باشـد خاموشـی از نـوع ایسـتا     محاسبه می

ثابـت اتصـال   در این حالت ثابت خاموشی با . [53]است

M-1ولمـر  -ترن. مقـدار ثابـت اس ـ  [25]متناظر خواهد بود

106
محاسبه شد.86/3˟

7+1/faka[Q]F0/F0-F=1/fa

فلورسـانس  کسري ازترتیببهkaو faدر رابطه بالا به 

در دسترس و ثابت خاموشی مؤثر بـراي فلوئوروفورهـاي   
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هسـتند.  مشابه 3رابطه در دسترس است. بقیه پارامترها با 

ولمر نیز خطی بود -مطالعه نمودار تغییریافته استرناین در 

(شـکل آورده نشـده   کنـد مـی دلالت که بر خاموشی ایستا 

یک کمپلکس بـین فلوروفـور و   در خاموشی ایستا .است)

خـاموش فلورسـانس شود میگر تشکیل و باعث خاموش

وشـی خامشـود، در مواردي که کمپلکس تشکیل می.دش

ست. بنـابراین،  اشدن فلوروفورهابرانگیختهدلیلبهداده رخ

هـاي برانگیختـه را کـاهش    خاموشی ایستا غلظت مولکول

،کنـد دهد و در این حالت شدت فلورسانس تغییر مـی می

نیمه عمـر بـه   نکردن. تغییرکندعمر تغییري نمیولی نیمه

فلوروفورهـایی کـه کمـپلکس تشـکیل     این دلیل است که

شـدن نشـر داشـته    برانگیختـه بعـد از  توانند میوانددهندا

علـت  .دارنـد باشند، خواص حالـت برانگیختـه عـادي را    

مولکول هـاي نشـرکننده در اثـر    تعدادکاهش نشر کاهش 

. [54]گر استخاموشحضور 

تجزیه و تحلیل طیف فلورسانس به روش کمومتري

ز روش بعدي بـا اسـتفاده ا  سههاي آنالیز طیف5در شکل 

خـالص الف) طیف5در شکل (پارافک رسم شده است. 

ر اثــر دشــده تشــکیلو کمــپلکس TMPYP4نشــري 

1:4در نسـبت مـولی   AS1411بـا  TMPYP4کنش برهم

نشـري طیـف .نشان داده شـده اسـت  پورفیرین به آپتامر 

TMPYP4داردپهـن  ی) دو قله نشري با پیک ـممتد(خط .

680-640حــدوده مدر TMPYP4بیشــینه نشــر قلــه اول 

نـانومتر 710و بیشینه نشر قله دوم در طول مـوج نانومتر

ر اثـر  دشـده  تشـکیل قرار دارد. طیـف نشـري کمـپلکس    

چین) نیـز دوقلـه  (خطAS1411با TMPYP4کنش برهم

انـد و  هـا از هـم تفکیـک شـده    با این تفاوت که قلهدارد؛

داردنانومتر قرار661درتر طور مشخصبهبیشینه قله اول 

نانومتر مشاهده 20مز به میزان جایی قرهجابو در قله دوم 

آمده از دستبهنتایج حاصل از این بخش با نتایج د. شومی

مطالعه فلورسانس مطابقت دارد.

ــک ــال  ب) 5(لش ــدت نرم ــذبش و TMPYP4ج

بـا  TMPYP4کـنش  ر اثـر بـرهم  دشـده  تشکیلکمپلکس

AS1411طـول مـوج   ، شـکل براسـاس دهـد.  را نشان می

طـول مـوج   ونانومتر425ر دTMPYP4بیشینه تحریک

نـانومتر مشـاهده   440شـده در  تشـکیل کمپلکستحریک

15طول موج تحریک به میـزان ،به عبارت دیگرشود.می

. یی به سمت طول موج بلند داشته استجاهنانومتر جاب

ج) نمودار تغییرات غلظت پورفیرین آزاد 5در شکل (

کـنش پـورفیرین بـا    شده (در اثر میـان کیلو کمپلکس تش

علیه نسـبت مـولی پـورفیرین بـه آپتـامر مشـاهده       آپتامر)

شود. در این آزمـایش آپتـامر در مراحـل مختلـف بـه      می

. با توجه به نمودار (از راست بـه  پورفیرین تیتر شده است

چپ) در مراحـل اولیـه تیتراسـیون غلظـت پـورفیرین در      

شتر است. با ادامه تیتراسـیون  کمپلکس بیمقایسه با غلظت 

با افزایش غلظت آپتامر نسبت مولی پورفیرین به آپتامر و 

یابد؛ به عبارت دیگر با افزایش غلظت آپتـامر و  کاهش می

(از راسـت بـه چـپ)،   کاهش نسبت پورفیرین بـه آپتـامر   

غلظــت پــورفیرین کــاهش و غلظــت کمــپلکس افــزایش 

رفیرین بـه آپتـامر   پـو 1:4یابد تا اینکه در نسبت مولی می

یک نقطـه تلاقـی بـین نمـودار غلظـت پـورفیرین آزاد و       

شود. نقطه تلاقی غلظت کمپلکس تشکیل شده،  ایجاد می

شـده بـه   کننده تعداد پورفیرین متصلشده منعکسمشاهده

آپتامر است. 

در کل نتایج حاصل از کمومتریکس با نتایج حاصل از 

ظـر جابجـایی   طیف سنجی جذبی و فلورسانس ذاتی از ن

ان جذب و نشر مطابقت دارد.قرمز و کاهش میز

کـنش  شـود کـه میـان   مشاهده مـی 5با توجه به شکل

آپتامر با پورفیرین یک سیستم دوحالتی وجود دارد؛ یعنـی  

در محیط فقط پورفیرین آزاد یا احتمالاً پورفیرین متصل به 

آپتامر وجود دارد.
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شـده در  و گونه تشـکیل TMPYP4تغییر غلظت-و جTMPYP4طیف جذبی -، بTMPYP4طیف نشري -الف.5شکل 

) علیه نسبت غلظتی پورفیرین به آپتامر 4/7pHشده در بافر فسفات سالین فولد(AS1411با TMPYP4کنش اثر برهم

1411ASبا 4TMPYPکنش برهمترمودینامیکی بررسی 

ر در پایداري کمپلکس مولکولی مؤثهم دقیق نیروهاي بینف

نیازمنـد  مطالعات ترمودینامیکی و سینتیکی به DNA-دارو

ابتدا با ،دینامیکیترموبراي محاسبه پارامترهاي . [55]است

ثابت اتصال در حالت تعادل محاسبه و 6استفاده از رابطه 

نمـودار  6در شـکل  هوف رسم شـد.  -سپس نمودار وانت

پارامترهــاي  . نشــان داده شــده اســت   هــوف  -انــتو

شـود. ده میهمشا1شده از این نمودار در جدول استخراج
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=pH 4/7در بافر فسفات سالین با هوف اتصال پورفیرین به آپتامر -نمودار وانت.6شکل

تلفدر دماهاي مخAS1411 به TMPYP4) و پارامترهاي ترمودینامیکی اتصال Kbثابت اتصال (.1جدول

ΔSb (cal mol-1 K-1)ΔHb (kcal mol-1)ΔGb (kcal mol-1)Kb (˟106 M-1)T(K)

-0/583/22283

-0/82/9288

-1/035/48293

4512/05-1/2511/63298

-1/4712/75303

-1/7915/1310

هـاي کوچــک و  کنشــی بـین مولکــول نیروهـاي میـان  

. 2،گریـز آبپیوندهاي . 1:ت داردها چهار حالبیومولکول

ــدروژنی ــالات هیـ ــاي وان.3،اتصـ ــسنیروهـ .4،دروالـ

هاي الکتروسـتاتیک. رز و سـابرامانیان علائـم و   کنشمیان

هـا  کـنش بزرگی پارامترهاي ترمودینامیکی را با انواع میـان 

∆S>0و ∆H>0به این صورت که اگر .اندمشخص کرده

∆H<0اگر ،استگریزآب، کنشباشد نیروي پیشران میان

ــنشمیــان∆S<0و  ــاي وانک ــی و اتصــالات  ه دروالس

نیروهـاي  وهیدروژنی نقـش بیشـتري در واکـنش دارنـد    

∆S>0و ∆H<0شوند کـه  الکتروستاتیکی زمانی مهم می

.[56]باشد 

ثابت اتصـال  ،شودبا توجه به نتایج جدول مشاهده می

نـرژي آزاد گیـبس   تفاوت اد. یابمیبا افزایش دما افزایش 

در همـۀ دماهـا مقـادیري    AS1411بـه  TMPYP4اتصال 

را بودن واکـنش خودبخوديبودن و منفی است که مطلوب

که قـدر مطلـق انـرژي    کرد . البته باید توجه دهدنشان می

نشان ؛ این امرآزاد اتصال با افزایش دما روند افزایشی دارد

لحــاظ بـه داده رخکـنش  دهـد بـا افـزایش دمــا، بـرهم    مـی 

بـه عبـارتی دیگـر، در    .شـود مـی تر ترمودینامیکی مطلوب

دماهاي بالاتر کمپلکس پایدارتري بین آپتامر و پـورفیرین  

بـه  TMPYP4تغییـرات آنتـالپی اتصـال    شـود.  میتشکیل 

AS1411گیردهد برهمکنش گرمـا مینشانو مثبت است

-عامل اصلی در پایدارکردن ترکیب آپتامربنابراین،.است
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تغییـرات آنتروپـی مثبـت    .[57]ورفیرین آنتروپی اسـت پ

و در نتیجـه تغییـرات انـرژي    -T∆Sباعث افزایش مقدار 

کهمثبت استتغییرات آنتروپی اتصال شود. آزاد منفی می

تغییرات مثبت آنتروپی.کنددلالت مینظمی بر افزایش بی

ا کـنش ب ـ ر اثر میاندبازشدن ساختار آپتامر دلیل بهاحتمالاً

-هـاي آب و یـون  به آزادشدن مولکولپورفیرین است که

نظمـی بـی درنتیجـه  و شـود  منجـر مـی  هاي متصل به آن 

و آنتروپیمثبت آنتالپیتغییرات .[58-59]. یابدمیافزایش 

بـا  TMPYP4کـنش بـین   دهـد کـه میـان   مثبت نشان مـی 

AS1411 هـاي کنشبرهم.[60,35]استگریزآباز نوع

ند از اینترکایشن پـورفیرین بـین صـفحات    توامیگریز آب

حات تتراد انتهایی همچنین قرارگرفتن آن روي صفتتراد و 

ت گرفته باشد.ئنش

بحث

اي طـور فزاینـده  بهAS1411  آپتامرشد گفته که طورهمان

انتقــالثر بــراي ؤمــو انتقــال هدفمنــدعنــوان سیســتم بــه

ی هـاي سـرطان  داروها بـه سـلول  انتخابی طیف وسیعی از 

در مطالعـات انتقـال دارو، ورود دارو   .پیشنهاد شده اسـت 

زیـرا  ،اي ضـروري اسـت  به درون سلول سرطانی مرحلـه 

باعث کاهش پراکنـدگی داروي ضـد سـرطانی در بیـرون     

و پتانســیل درمــان را افــزایش شــود مــیسـلول تومــوري  

منظور بررسی اتصال پایدار دارو به ناقـل،  همیندهد. بهمی

ــ ــر أت ــامر ثیر دارو ب ــاختار آپت ــلس ــداد داروي ناق و تع

ان تمایل دارو بـه آپتـامر   طور میزبه آن و همینشدهمتصل

TMPYP4کـنش بـین   مطالعه میاناین در ضروري است. 

نـوري  عنوان حامل هدفمند این حساسـگر بهAS1411و 

هاي سرطانی بررسی شد.به سلول

نمـــایی دورانـــی، شـــده از دورنـــگکســـبنتـــایج 

ه جذبی و فلورسـانس مشـخص کـرد کـ    اسپکتروسکوپی 

اینترکالیشن و اتصال به دو پورفیرین توانایی اتصال از نوع

ــار ــامر چه ــق اي را دارد.رشــتهانتهــاي آپت اتصــال از طری

ــین π-πخــوردن اســتاکینگ بــرهماینترکالیشــن باعــث  ب

دلیـل سـاختار   همـین بـه و [25]شود گوانینی میتترادهاي

قرارگـرفتن پـورفیرین بـین    . کنـد اي را باز مـی رشتهچهار

. افزایش یابدفاصله بین آنهاشود میتترادهاي آپتامر باعث 

این تغییر در ساختار آپتامر باعـث کـاهش شـدت طیـف     

جایی قرمز در مطالعات هنمایی دورانی و ایجاد جابدورنگ

بازشدن ساختار شود. سنجی جذبی و فلورسانس میطیف

ــار ــتهچه ــو رش ــور پ ــامر در حض ــا رفیرین اي آپت روش ب

پارامترهاي اتصال محاسبه ید شد.أیدورانی تنمایی دورنگ

ــیون جـــذبی ماننـــد شـــده توســـط آزمـــایش تیتراسـ

ــیتی ــز   هیپوکرومیس ــال نی ــت اتص ــز و ثاب ــایی قرم ، جابج

دهنده دو حالت اتصـال اسـت کـه توسـط آزمـایش      نشان

مطالعات .شودپشتیبانی مینمایی دورانیدورنگتیتراسیون

جایی هنشان دادند که جابجذبی و فلورسانسسنجی طیف

پـورفیرین بـه   1:5قرمز در هر دو روش از نسبت غلظتـی  

افتد. این نسبت غلظتی بـا نسـبت غلظتـی    آپتامر اتفاق می

نمایی دورانی در رابطه بـا  آمده از مطالعات دورنگدستبه

. خـوانی دارد شده هـم اشارهد از نسبت بازشدن ساختار بع

سانس همچنین خاموشی طیف فلورسـانس  مطالعات فلور

نشـان داد و پارامترهـاي   آپتـامر را پـورفیررین درحضـور  

دهد کـه تشـکیل کمـپلکس    اتصال محاسبه شده نشان می

همچنین،.و پورفیرین در حال وقوع استآپتامرایستا بین

سـاختار  ،نشـان داد نمایی دورانـی حاصل از دورنگنتایج

که الین از نوع موازي استغالب آپتامر در بافر فسفات س

بـاقري و  ،مثالبراي.منتشرشده تطابق داردهايبا گزارش

هـاي  در حضور یونAS1411بررسی ساختار همکاران با 

K+ وPb2+ها سـاختار  که در حضور این یونندید کردأیت

AS1411 طـور  . همـین [61]صورت موازي است بهبیشتر

[18]و پتاسـیم [62]سدیم نمک مطالعه ساختار آپتامر در 

تحقیـق  این شده در مشاهدهبا ساختار مشابهينیز ساختار

نتـایج تحقیـق   که اشاره شد طورهمان. را نشان داده است

پورفیرین به آپتامر 1:5از نسبت مولی ، ساختاري نشان داد
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توان نتیجه گرفـت  می،بنابراین،شودباز میآپتامر ساختار 

1:4ر اسـت نسـبت مـولی    براي حفظ ساختار آپتـامر بهت ـ 

هـاي بـالاتر پـورفیرین بـه آپتـامر      نسـبت در رعایت شود. 

دهد که میشدن انتهایی پورفیرین رخ استکاینترکالیشن و 

باعث بازشدن ساختار در اثر افزایش فاصله بین صـفحات  

هـاي ترمودینامیـک نیـز نشـان     بررسینتایج شود. میتتراد 

هـاي  حلقـه کـنش  گریز ناشـی از بـرهم  دادند نیروهاي آب

تراد، نقش مهمی در پورفیرین با بازهاي گوانین صفحات ت

. کنندبازي میاتصال 

از شوراي پژوهشی دانشگاه تربیت :قدردانیوتشکر

وتشـکر پشـتیبانی مـالی از ایـن پـژوهش     بـراي مدرس 

دانشکده علوم زیستی دانشـگاه  . از آیدمیعملقدردانی به

قـراردادن  اختیـار ل دردلی ـبـه تحصیلات تکمیلی زنجـان  

نویسندگان همچنین، شود.امکانات آزمایشگاهی تشکر می

ایشانتوجهدرخور از سرکار خانم نگار ندافی براي سهم 

سـعید بـاقري    دکتـر  از جنـاب آقـاي   .کنندمیتشکر ویژه 

شود.مومتري تشکر میآنالیز بخش ککمک دردلیلبه
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Abstract
AS1411 is an anticancer four-stranded deoxyoligonucleotide with high
affinity and specificity to a putative surface biomarker, nucleolin, which is
an overexpressed protein on numerous cancer cells. AS1411 has valuable
functional potential for the targeted delivery of nanoparticles,
oligonucleotides, peptides and small drug molecules to cancer cells as well
as imaging of these cells. Considering that understanding interaction of drug
with target molecule is important and necessary for pharmaceutical studies.
In the present study, the interaction of a porphyrin photosensitizer called
TMPYP4 was evaluated by aptamer AS1411. Absorption and fluorescence
spectroscopy and circular dichroism technique were used to identify how
and where TMPYP4 binds to AS1411 and the resulting structural changes.
The results showed that binding of the porphyrin to AS1411 caused 13 nm
red shift and 56% hypochromicity in the absorption spectrum; in addition,
due to this binding, the emission spectrum of porphyrin is changed and its
emission intensity is reduced. The results of structural studies showed that
the binding of TMPYP4 does not significantly change the shape of the
AS1411 circular dichroism spectrum, but at high concentrations leads to an
intense decrease in the intensity of the spectrum. These changes in the
spectra indicate that TMPYP4 binds to the aptamer through intercalation
between tetrad planes and end-staking and causes to opening of the aptamer
structure. As a conclusion, it can be proposed that AS1411 aptamer has
appropriate potential for delivery of porphyrin compounds and their
photosensitizer types and can be used in photodynamic therapy of cancer
cells.

Keywords: Interaction, AS1411 Aptamer, TMPYP4 photosensitizer,
Spectroscopy
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