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هاي يوكاريوتي:  ) از غشاي سلولSmall Interfering RNA )siRNAروشي آسان و ابتكاري جهت عبور 

Toxoplasma Gondii به عنوان نمونه  
  

  2، مجتبي عظيمي رسكتي1انياسكندر يعباسعل
  
  

  چكيده
 ي مرحله روي بر ويژه به مؤثر داروهاي كمبود و Toxoplasmosis عفونت بالاي شيوع به توجه . باندهستهاي غشادار  اندامكهاي يوكاريوتي داراي  سلول مقدمه:
 يغشا از siRNA عبور جهت طيمح به سميكروارگانيمدر زمان تكثير ) Small interfering RNA )siRNAافزودن  ي حاضر با هدف انگل، مطالعه كيستي

  .شد انجام Toxoplasma gondii يها تيزوئ يتاك

ــا: روش ــي     Toxoplasma gondii ه ــد. طراح ــر ش ــوري تكثي ــوش س ــورت     siRNAدر م ــه ص ــب ب ــوالي مناس ــا ت ــمتي از ژن   In silicoب ــراي قس   ب
Dihydrofolate reductase )DHFRانتقال ميزان بررسي ) صورت گرفت. جهت siRNA تجزيـه و   .شـد  اسـتفاده  فلوسيتومتري روش از انگل، داخل به دار نشان

 .ترسيم گرديد Excel افزار با استفاده از نرم انجام شد. نمودارها SPSSافزار  هاي گردآوري شده، با استفاده از نرم تحليل داده

درصد بود. ميانگين  73) معادل Addition before barrier arise style )ABBASانگل با استفاده از روش  داخل به دار نشان siRNA انتقال ميزان ها: يافته
 .هاي گروه شاهد بود روز بعد از زمان مرگ موش 2، به طور تقريبي siRNAهاي تيمار شده با  زمان مرگ موش

 siRNA شتريب چه هر عبور در روش نيا تيموفق رود يم احتمال. باشد مي داخلي غشاي اي كمپلكس غشاي دو لايه يدارا Toxoplasma gondii گيري: نتيجه
  .شود يم سلول وارد دارد، يتر بزرگ منافذ غشا كه يهنگام اي و غشا كامل ليتشك از قبل siRNA مولكول كه است علت نيا به ها، تيزوئ يتاك توپلاسميس داخل به

  Toxoplasma gondii وت،يوكاري ،Small interfering RNA واژگان كليدي:

  
) از غشاي Small Interfering RNA )siRNAروشي آسان و ابتكاري جهت عبور  .ي، عظيمي رسكتي مجتبيعباسعل انياسكندر ارجاع:
  571- 576): 431( 35؛ 1396مجله دانشكده پزشكي اصفهان . به عنوان نمونه Toxoplasma Gondiiهاي يوكاريوتي:  سلول

  
  مقدمه

 تفاوت و اين آشكارترين هاي غشادار دارند اندامكهاي يوكاريوتي  سلول
هـاي   سـلول  يغشـا . )1(باشـد   پروكاريوتي مـي  و يوكاريوتي هاي سلول

ترجمـه جـدا    محـل  رونويسـي ژن را از  محل طور فيزيكيه يوكاريوت ب
تنظـيم   ،بنـابراين  .ريبوزوم فقط در سيتوپلاسم وجود داردكه را چ ؛كند مي

گـذرد كـه ايـن مراحـل در      ي ميدهاي يوكاريوت از مراحل متعد بيان ژن
هـايي بـراي    ها وجود ندارند و در اين مراحل است كه مكـان  پروكاريوت

تواند الگوهاي بيـان ژن را   ، ميDNA. متيلاسيون گردد مهيا مي بيان تنظيم
يله شدن ها، ميزان مت توسط هيستون DNAبندي  تغيير دهد. علاوه بر بسته

DNA ها در انواع  نيز مكانيسم ديگري براي جلوگيري از بيان نامناسب ژن
  .)2(شود  ها محسوب مي خاصي از سلول

كاربردهاي وسيعي پيـدا   micro RNAامروزه، استفاده از تكنيك 
ــرده اســت. ــش ك ــاعي  نق ــه )RNA interference )RNAiدف  علي

 اثبـات  بـه  ها ترانسپوزون و ها ويروس مثل اگزوژن نوكلئيك اسيدهاي
شـامل   Small RNA نـوع  دو RNAi مسـير  . در)3-4(است  رسيده

Small interfering RNA )siRNA ( وmicroRNA )miRNA (
و  اسـت  اي رشته دو نوكلئوتيد، 21-24، با طول siRNAدارد.  وجود

) Overhang( آويــزان صــورت بــه نوكلئوتيــد 2 داراي ،3 انتهــاي در
  .)5(باشد  مي

 به تواند مي مكانيسم اين ژن، بيان مهار در RNAi نقش بر علاوه
 مثـل  اخـتلالات  از وسـيعي  طيـف  عليـه  درمـاني  پتانسـيل  يك عنوان

  .)5(نمايد  عمل متابوليك اختلالات و عفوني هاي بيماري سرطان،

 مقاله پژوهشي
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توانايي  RNAiآوري  از آن جايي كه براي هر گونه استفاده از فن
هاي مورد نظر گـامي   به داخل سيتوپلاسم سلول siRNAدر فرستادن 

از غشـاي   siRNAي عبـور   باشـد، نحـوه   اساسي در اين تكنيـك مـي  
هاي مورد نظر از اهميت بالايي برخوردار اسـت. از ايـن رو، از    سلول
، شوك حرارتي و الكتروپوراسـيون  Soakingهاي مختلفي نظير  روش

هاي  به اين منظور استفاده شده است. با اين وجود، ممكن است روش
بخش نتيجه نداشـته   ها به ميزان رضايت گفته در مورد تمام سلول پيش

باشد. اگر چه روش الكتروپوراسيون كارآمدترين روش ارايه شـده در  
هـاي انگلـي بسـيار     ختـه يا باشد، ايـن روش در مـورد تـك    اين زمينه مي

ي حاضـر   ي استفاده از اين روش، در مطالعه محدود بوده است. در زمينه
  .متمركز گرديد Toxoplasma gondiiتجارب پژوهشگران بر روي 
Toxoplasma gondii    انگل اجباري داخل سلولي است كـه بـه

، عامـل بيمـاري    ياختـه  ق دارد. ايـن تـك  تعل Apicomplexa ي اخهش
Toxoplasmosis        است كـه بيمـاري عفـوني مشـترك بـين انسـان و

  باشد.  حيوان و بسيار شايع مي
 ايجـاد  و Toxoplasmosis عفونـت  بـالاي  شـيوع  بـه  توجـه  بـا 
 بـا  سولفاديازين و همچنـين،  و پيريمتامين هاي دارو به نسبت مقاومت
 در آن توانـايي  اثبـات  و siRNA تكنيـك  وسـيع  هاي كاربرد به توجه
 siRNAهدف از انجام اين پژوهش، افزودن  ژن، اختصاصي بيان مهار

 از siRNA عبـور  جهـت  ،طيمح ـ بـه  سـم يكروارگانيمدر زمان تكثير 
 ـزوئ يتاك يغشا  ـا. بـود  Toxoplasma gondii يهـا  تي بـا   روش ني

ــوان ) Addition before barrier arise style )ABBAS عنـ
  .ديگرد يگذار نام

از  siRNAو الكتروپوراسيون جهت عبـور   Soakingهاي  روش
بخشـي   ها مورد بررسي قرار گرفته و نتايج رضايت زوئيت غشاي تاكي

ها حاصل نشده بود. از اين رو، تجـارب بـر روي    در پي استفاده از آن
 ـتكث زمـان  در siRNA افزودنهاي ديگري متمركز گرديد كه  روش  ري

Toxoplasma gondii    يج مطلـوبي را بـه  به محيط، خوشـبختانه نتـا 
  همراه داشت.

هـاي   بـا غشـاي بسـياري از سـلول     Toxoplasma gondii يغشا
 ـلا دوغشاي  داراي انگل، يوكاريوتي متفاوت است. اين  كمـپلكس  يا هي

 شامل كه است) IMC اي Inner membrane complex( يداخل يغشا
 و پلاسـمايي  غشـاي  زيرين قسمت در موجود مسطح وزيكولي ي كيسه
 در قـدامي  انتهـاي  در. باشد ) ميSubpellicular microtubules( مقابل

 Preconoidal ي حلقه دو شود، مي ناميده Conoid كه مانند لوله قسمت
  .)6- 7(سازد  مي را Apical polar ring كه دارد وجود

  
  ها روش

 بــا تــوالي مناســب بــه صــورت  siRNAطراحــي  :siRNA يطراحــ

In silico   بـــراي قســـمتي از ژنDihydrofolate reductase 
)DHFR هـاي   هـاي تـوالي   ) صورت گرفت. براي جستجوي شـباهت

 Off-targetكوتــاه در تمــام ژنــوم جهــت بــه حــداقل رســاندن اثــر  
) Basic Local Alignment Search Tool )BLASTافزارهـاي   نرم
  مورد استفاده قرار گرفت. dsDirectو 

بـه شـركت    siRNAي  هـاي طراحـي شـده    سفارش سنتز تـوالي 
Eurofins )Germany.ــد ــات   ) داده شـ ــوالي و اطلاعـ  siRNAتـ

  آمده است. 1در جدول  DHFRاختصاصي ژن 
 در Toxoplasma gondii :هـا  نمونـه  يساز آماده و انگل كشت

 ونيسوسپانس ـ از متر يليم 5/0 مقدار. شد ريتكث و ينگهدار يسور موش
 ـزوئ يتاك 1 × 107 يمحتو يانگل  در و يصـفاق  داخـل  صـورت  بـه  تي
 ـتزر يسور موش به لياستر طيشرا  ـرعا بـا  ،آن از پـس  روز 4 و قي  تي

 يصـفاق  ياگـزودا  و كشـته  يهوش ـيب طيشـرا  در مـوش  ي،اخلاق موارد
 ،گـاه  آن و يآور جمـع  Toxoplasma gondii يها تيزوئ يتاك يمحتو
 يبـرا  ،)Phosphate-buffered saline )PBS با شستشو بار دو از پس

دور در  1500بـا شـتاب    وژيفيسـانتر  از پـس . شد آماده يبعد مراحل
ميكروليتر  60مايع رويي خارج و سپس مقدار  قه،يدق 5 مدت بهدقيقه 

ميكرومـولار بـه نمونـه     2معـادل   DHFRاختصاصي ژن  siRNAاز 
، مقـدار  siRNA، بـه جـاي   Scrambleاضافه گرديد. به عنوان شاهد 

  معــادل  Label IT® RNAi Delivery Controlميكروليتــر  500
-متر سانتي 4/0هاي  ميكرو مولار افزوده شد و در نهايت، به كووت 2

دقيقـه در دمـاي    15ها به مـدت   كووت ) انتقال يافت.cm-gapگپ (
  اتاق انكوبه شدند.

  
  )DHFR( Dihydrofolate reductaseاختصاصي ژن ) Small interfering RNA )siRNA. توالي و اطلاعات 1جدول 

   توالي  جهت شروعموقعيت نام

01 DHFR   781 Anti-sense5 AGAAUCCUUGUACUCUUCCTT 3 
Sense5 GGAAGAGUACAAGGAUUCUTT 3  

02 DHFR  932 Anti-sense5 UGUUUGAAAGAAUGUCAUCTT 3 
Sense5 GAUGACAUUCUUUCAAACATT 3 

DHFR: Dihydrofolate reductase 
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ــه ــايش   نمونـــ ــراي آزمـــ ــتفاده بـــ ــورد اســـ ــاي مـــ   هـــ
3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium 

Bromide )MTT (چاهكي حـاوي   12هاي  ي، به پليتتومتريفلوس و
) و Roswell Park Memorial Institute )RPMIميكروليتـر   500

Fetal bonvine serum )FBS (10    درصد انتقال يافتند و بـه مـدت  
 Carbon dioxideگـراد بـا    ي سـانتي  درجـه  37سـاعت در دمـاي    8
)CO2( 5  ــه ــد انكوب ــدند درص ــوي   .ش ــك، محت ــر چاه  2×  106ه

 1×  107بـود. بـراي فلوسـيتومتري،     MTTزوئيت براي آزمايش  تاكي
ها با استفاده از  زوئيت در هر چاهك اضافه شد. ميزان بقاي سلول تاكي

  فرمــول زيــر محاســبه گرديــد كــه در آن چگــالي نــوري بــا عبــارت  
Optical density )OD:نمايش داده شده است (  

  

100  ×OD /شاهدOD ها لنمونه = بقاي سلو  
  

در زمان تكثير ميكروارگانيسم بـه   siRNAانتقال  :siRNA انتقال
   هـــاي زوئيـــت تـــاكي غشـــاي از siRNA عبـــور جهـــت محـــيط

Toxoplasma gondii  با استفاده از روشABBAS  .صورت گرفت  
 بـه  دار نشـان  siRNA انتقـال  ميـزان  تعيين جهت :يتومتريفلوس
ــل ــل، داخ ــيتومتري روش از انگ ــا  فلوس ــتگاهب  FACSCalibur دس

)Becton Dickinson, USA (شد استفاده.  
 تيمار هاي موش بقاي براي بررسي ميزان :يسور موش يبقا يبررس

 گـروه  هـاي  مـوش  بـا  مقايسه در DHFR ژن اختصاصي siRNAبا  شده
هـا   هاي سوري استفاده شد. براي انجام اين آزمايش، موش شاهد، از موش

سر موش  30شدند كه هر گروه شامل  در دو گروه مورد و شاهد قرار داده
زوئيت و مقدار  تاكي 2×  106ليتر سوسپانسيون انگلي حاوي  ميلي 5/0بود. 
به صورت داخل  DHFRاختصاصي ژن  siRNAميكروليتر از هر دو  15

هـاي   هاي موجود در گروه آزمايش تزريق گرديد. مـوش  صفاقي به موش
ــا  ــر سوسپانســيون ان ميلــي 5/0گــروه شــاهد ب  2×  106گلــي شــامل ليت

هـاي   زوئيت وحشي آلـوده شـدند. در نهايـت، زمـان مـرگ مـوش       تاكي
به صورت ميانگين با يكديگر  و هاي مورد و شاهد به دقت ثبت شد گروه

  ساعت بررسي شد. 6هاي اين دو گروه، هر  مقايسه گرديد. زمان مرگ موش
ــتجز روش ــتحل و هي ــا داده لي ــل داده :ه ــه و تحلي ــاي  تجزي ه

ــرد ــرم    گ ــتفاده از ن ــا اس ــده، ب ــزار  آوري ش ــخه SPSSاف    20ي  نس
)version 20, IBM Corporation, Armonk, NY   .انجـام شـد (

هـاي شـاهد و مـورد، از     هـا، بـين گـروه    ي ميانگين داده جهت مقايسه
بـه عنـوان    P ≥ 050/0استفاده گرديد.  One-way ANOVAآزمون 

  داري در نظر گرفته شد. سطح معني
  

  ها افتهي
 siRNA انتقـال  ميـزان  بررسـي  جهت :يتومتريفلوس به مربوط جينتا

 روش از مختلـف،  هـاي  شـيوه  از اسـتفاده  بـا  انگـل  داخل به دار نشان
 فلوسيتومتري آزمايش انجام از حاصل نتايج. شد استفاده فلوسيتومتري

  است.  آمده 1شكل  در ABBAS روش با
  

  
 دار ) نشانSmall interfering RNA )siRNA انتقال . ميزان1شكل 
 Addition before barrier arise styleانگل به روش  داخل به

)ABBAS(  
  

در اين نمودار، محور افقي شدت فلورسنت شناسـايي شـده توسـط    
ــاگر ــور ) Fluorescent intensity histogram )FL1-H شناس و مح

 درصـد  73 ميـزان  دهـد. همچنـين،   ها را نشان مـي  جمعيت انگلعمودي 
 ABBAS روش بـه  هـا  زوئيـت  تاكي غشاي از siRNA عبور در موفقيت
  ).2شكل (شد  مشاهده

  

  
به داخل ) Small interfering RNA )siRNA. ميزان انتقال 2شكل 

  هاي مختلف انگل با استفاده از روش
 Small interfering RNA انتقال در رفته كار به يها روش يافق محور ،2 شكل در
)siRNA (عبور در تيموفق زانيم يعمود محور و انگل داخل به siRNA يغشا از 

  .دهند يم نشان را درصد به ها تيزوئ يتاك
ABBAS: Addition before barrier arise style 

  
ــال   Soakingهــاي  از روش ــز جهــت انتق و الكتروپوراســيون ني

siRNA هـاي   به داخل انگل استفاده شد. با اسـتفاده از روش دار  نشان
Soaking    درصـد عبـور    11و  5و الكتروپوراسيون به ترتيـب ميـزان

siRNA ها مشاهده شد كه در مقايسـه بـا روش    زوئيت از غشاي تاكي
ABBAS )73  درصد)، انتقالsiRNA دار به داخل انگل به طور نشان 

  ).2شكل () P > 050/0(بود  دار معني گيري چشم
شايان ذكـر اسـت كـه در پـژوهش حاضـر، بـراي انجـام روش        
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اهم،  50روي مقاومت بر  Electroporationالكتروپوراسيون، دستگاه 
ثانيه  ميلي 98/1ميكروفاراد و طول پالس  50كيلوولت، ظرفيت  2ولتاژ 

)ms (بخش نبود. تنظيم گرديد كه چنانچه اشاره شد، نتايج رضايت  
هـا بـه    ي گـروه  تجارب در همه :MTT شيآزما به مربوط جينتا

) انجام شد، ميانگين نتايج حاصل Triplicateصورت تكرار سه تايي (
به دست آمد و ميانگين بقاي گروه تحـت مـورد بـا گـروه شـاهد بـا       

داري را  اختلاف معني One- way ANOVA استفاده از آزمون آماري
اختصاصي ژن نسبت به گـروه شـاهد منفـي     siRNAبين گروه واجد 

  ).P > 001/0نشان داد (
بـود كـه    76/70 معـادل  siRNAهـاي واجـد    ميزان بقـاي انگـل  

هاي گروه شاهد منفي كـاهش داشـت و ايـن     نسبت به انگل 231/29
  ).3دار بود (شكل  مقدار كاهش، به لحاظ آماري معني

  

  
  هاي واجد  ها در گروه زوئيت . ميزان بقاي تاكي3شكل 

Small interfering RNA )siRNA (و شاهد منفي  
DHFR: Dihydrofolate reductase 

 
روز بعد از تزريق، اولين  In vivo:( 4( يسور موش يبقا زانيم

تلف شـد و از ايـن لحظـه بـراي      18:30در ساعت  موش گروه شاهد
ثبت شد. ميانگين زمـان مـرگ    زمان siRNA با گروه مورد هاي موش
 11:15روز بعد در سـاعت   2حدود  siRNAهاي تيمار شده با   موش

ي عملكرد درست اين  ي حاصل شده نشان دهنده بود. در واقع، نتيجه
هاي تيمار شـده   ي ميانگين طول عمر موش ساعته 41روش و افزايش 

  .بود siRNAبا 
  

  بحث
ي طراحـي  micro RNA، عبـور  RNAiهـاي   براي اسـتفاده از روش 

باشـد. در ايـن    شده، اولين گام اساسي براي هر گونه استفاده از آن مي
ــه، از روش ــاي  مطالع ــور   Soakingه ــت عب ــيون جه و الكتروپوراس

siRNA بخشـي   هـا اسـتفاده و نتـايج رضـايت     زوئيـت  از غشاي تاكي
ــزودن   ــت، اف ــر انگــل  siRNAحاصــل نشــد. در نهاي ــان تكثي در زم

)ABBAS  بررسي شد. ميـزان (siRNA       منتقـل شـده بـه سـلول بـا
  درصد بود. 73استفاده از روش فلوسيتومتري 

Toxoplasma gondii غشـاي  اي كمـپلكس  غشاي دو لايـه  داراي 
 زيرين قسمت در موجود مسطح وزيكولي ي كيسه شامل كه داخلي است

رود موفقيت ايـن روش در   احتمال مي باشد. مقابل مي و پلاسمايي غشاي
هـا، بـه ايـن     زوئيت به داخل سيتوپلاسم تاكي siRNAعبور هر چه بيشتر 

قبل از تشكيل كامل غشا و يا هنگامي كه  siRNAعلت است كه مولكول 
  شود. تري دارد، وارد سلول مي غشا منافذ بزرگ

 ژن اختصاصـي  siRNA با شده تيمار هاي مدت زمان بقاي موش
DHFR  نشان داد كه اثرsiRNA  باشـد.   اختصاصي اين ژن، قوي مـي

) فقـط  MTT assayانگـل (  بقـاي  اگر چـه در مـورد آزمـون ميـزان    
درصـد مـرگ و ميـر     231/29هـا و   زوئيت درصد بقاي تاكي 769/70
ها مشاهده شد، اما اين مورد بسيار طبيعي است و بـه خصوصـيات    آن

هـا در حـين    زوئيـت  گردد. به همان نسبت كه تاكي بر مي DHFRژن 
ها به تعداد زيادي از بـين رفتنـد،    انجام مراحل، قبل از تزريق به موش

هــا نيــز در حــال از بــين رفــتن هســتند و در نتيجــه،  در بــدن مــوش
هـا در مـدت زمـان     هـا كـاهش يافتـه اسـت و مـوش      زايي آن بيماري
  اند. گفته تلف شده پيش

هاي داده، پـژوهش   تجوهاي انجام شده در پايگاهبر اساس جس
ــت نشــد. در   ــتفاده ياف ــورد اس    مشــابهي از نظــر روش و انگــل م

 سلول با اسـتفاده  داخل به siRNA ، انتقالBrugia malayi انگل
از روش الكتروپوراسيون صورت گرفته بـود و محققـين توانسـتند    
   در شــــرايط آزمايشــــگاهي، كــــاهش قابــــل تــــوجهي در ژن

Independent phosphoglycerate mutase   در)8(مشاهده كننـد . 
از  سـلول بـا اسـتفاده    داخـل  بـه  siRNA ، انتقالAcanthamoeba انگل

صــورت گرفتــه بــود و محققــين توانســتند در شــرايط   Soakingروش 
. از )9(مشاهده كننـد   ICآزمايشگاهي كاهش قابل توجهي در ژن ميوزين 

سـلول و مهـار ژن    داخل به siRNA روش الكتروپوراسيون جهت انتقال
Adenosine kinase  در انگلToxoplasma gondii ي  استفاده و نتيجه
هاي انجام شده نشان داد كه در زمان  ، اما بررسي)10(مطلوبي حاصل شد 

  شد. ي حاضر، كيت مورد استفاده در آن مطالعه، توليد نمي مطالعهاجراي 
ــدا روش  ــژوهش حاضــر، در ابت و ســپس، روش  Soakingدر پ

الكتروپوراسيون استفاده شد، اما به علت اين كه ميزان اندكي نتيجه بـه  
 ميـزان  دست آمد، به اين منظور از روش فلوسيتومتري جهت بررسـي 

درصـد   73انگل استفاده شد و ميزان  اخلد به دار نشان siRNA انتقال
  .مشاهده شد ABBASبا استفاده از روش  siRNA موفقيت در انتقال

  
  تشكر و قدرداني

شناسـي   ي انگل ي كارشناسي ارشد رشته نامه اين مقاله برگرفته از پايان
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است كه بـا همكـاري دانشـگاه علـوم پزشـكي       394428ي  به شماره
شناسـي   اصفهان انجام شده است. از همكاري مسـؤولان بخـش انگـل   

دانشگاه علوم پزشكي اصفهان، مركز تحقيقات فيزيولوژي كـاربردي و  
 .گردد آزمايشگاه مرجع قدرداني مي
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A Simple and Innovative Method for Cell Membrane Passing the Small 

Interfering RNA (siRNA) in Eukaryotic Cells; Toxoplasma Gondii  
as an Experience 

 
Abbas Ali Eskandarian1, Mojtaba Azimi-Resketi2 

 
Abstract 

Background: Eukaryotic cells have membrane organelles. Due to the high prevalence of toxoplasmosis and lack 
of effective drugs especially on dormant cystic stages, we aimed adding small interfering RNA (siRNA) in 
culture medium on the proliferation period of microorganism in order to transmit siRNA into the tachyzoite of 
Toxoplasma gondii (T. gondii) named addition before barrier arise style (ABBAS).  

Methods: T. gondii was proliferated in mouse. Based on dihydrofolate reductase gene sequence, was designed 
siRNA using in-silico method. The flow cytometry method was used to estimate the transmission rate of tagged 
siRNA into the parasite. Statistical analysis was accomplished using SPSS software. 

Findings: The transmission rate of tagged siRNA into the parasite was 73% using ABBAS. The mean death 
time of siRNA-treated mice was approximately 2 days later than control group. 

Conclusion: T. gondii possess an inner membrane complex (IMC). Probably success of this method in passing 
more siRNA into the cytoplasm of tachyzoites is due to the fact that siRNA molecule enters the cell prior to 
absolute formation of the membrane or when the membrane possesses larger pores. 

Keywords: Small interfering RNA, Eukaryote, Toxoplasma gondii 
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