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 مقاله پژوهشي 

  ه انسانیکل يهاسلولدر  یانسان يانعقاد 9فاکتور  يهاژن ینیان میب
  

  ٥کاردر يغلامعل، ٤يقربان مهدي، ٣زهير مشهد حداد اکبريعل، ٢پور زمردي رضايعل، ١٭سام محمدرضا
 

  15/05/1395تاریخ پذیرش  07/03/1395تاریخ دریافت 
 
 يدهچک

خطر انتقال ، يزیاز خونر يریجهت جلوگ ییپلاسما يهافرآورده. استفاده از گرددیم Bهموفیلی  ماريیمنجر به ب 9نقص در عملکرد فاکتور : هدف و زمينهپيش
د یان و تولیب منظوربهآن مطرح شده است.  یین مناسب نوع پلاسمایگزیجا عنوانبه، بینوترک 9استفاده از فاکتور ن امروزه ی. بنابرادهدیمش یرا افزا یعوامل عفون

  لازم است.  ینترونیا يهایتوال ازجملهس مناسب یس یمیتنظ يهایتوالبا  یانیک وکتور بیاستفاده از ، بینوترک 9فاکتور 
) ساخته شدند  9فاکتور  cDNAگاه معادل خود در ین (در جایبتا گلوب ي ژنهااینترونفاقد و واجد که  9فاکتور  کنندهانیب ديیوکتور پلاسم 4: کار مواد و روش

 3در  هاسلولکشت  طیمحزا بر یبا انجام آزمون الا 9ان فاکتور یدها در بیپلاسم ییترانسفکت شدند. سپس کارا Hek-293T يهاسلولبه  پوفکشنیبا روش لو 
  رفت.یانجام پذ  RT-PCRکمی مه یز آزمون نیو نپس از ترانسفکشن  یروز متوال

ان فاکتور یآمد. در ب دستبهن یبتا گلوب 1نترون یا يدارا ینترون و سازه ژنیبدون ا یاز سازه ژن 9ان فاکتور ین بیبالاتر، در روز سوم پس از ترانسفکشن: هايافته
 دستبهنترون یبدون ا یاز سازه ژن mRNA زانین میبالاتر، یمه کمین RT-PCRج ینتا ين بر مبنایآن بود. همچن 2نترون یاز ا مؤثرترن یبتا گلوب 1نترون یا، 9

  آمد.  
 نیي بتا گلوبهااینترونبودند. استفاده از  9فاکتور  انیدر ب هاسازهن یکاراتر، نیژن بتا گلوب 1 نترونیا يو دارا نترونیبدون ا یژن يهاسازه: گيريبحث و نتيجه

ت نادرس نگیسیبه اسپلا، احتمال با توانیمرا  انیکاهش ب نیداد. انترون کاهش یبدون ا یسه با سازه ژنیدر مقارا  نیپروتئ نیا انیب  9فاکتور  cDNA در
  نسبت داد. 9فاکتور   cDNA در نیي بتا گلوبهااینترون

 Hek-293T، ديیوکتور پلاسم، نیي ژن بتا گلوبهااینترون، يانعقاد 9فاکتور ، B یلیهموف : هاواژه کليد

  
 ١٣٩٥ مهر، ٥٨٩-٥٩٧ ص، هفتم شماره، هفتميست و بدوره ، يهارومي پزشکمجله 

  
     044-33440199: تلفن، هیدانشگاه اروم، يفناورستیزپژوهشکده ، یو مولکول یسلول يفناورستیزگروه ، ید بهشتیابان شهیخ، هیاروم: آدرس مکاتبه

Email: m.sam@urmia.ac.ir  

  
  مقدمه

به ارث  Xمغلوب وابسته به  صورتبه، Bبیماري هموفیلی 
باشد. فقدان می 30000/1و فراوانی آن در جمعیت مردان  رسدیم

در پلاسما منجر به این  يانعقاد 9و یا نقص در عملکرد فاکتور 
در اثر  Bل یماران هموفیب ی). زندگ1( گرددیمبیماري 

 هاآنو علت مرگ اکثر  شودیمد یتهد دائماًمکرر  يهايزیخونر
از  هايزیخونرن یاز ا يری. جهت جلوگباشدیمد یشد يهايزیخونر

 هاگرچ. شودیمب آن استفاده یا نوع نوترکیو  ییپلاسما 9فاکتور 

                                                             
  گروه بيوتکنولوژي سلولي و مولکولي دانشگاه اروميه، اروميه، ايران (نويسنده مسئول) ١
  گروه ژنتيک مولکولي پژوهشگاه ملي مهندسي ژنتيک و زيست فناوري، تهران، ايران ٢
  گروه زيست شناسي دانشکده علوم دانشگاه فردوسي مشهد، مشهد، ايران ٣
  گروه ژنتيک مولکولي پژوهشگاه ملي مهندسي ژنتيک و زيست فناوري، تهران، ايران ٤
  علوم پزشکي تهران، تهران، ايران گروه آسم و آلرژي، مرکز طبي کودکان دانشگاه ٥

، ددهنیمرا نشان  ییبالا ییکارا ییپلاسما يهافرآوردهاستفاده از 
دز یو ا A ،B ،Cت یهپات ازجمله یعفون يهايماریباما خطر ابتلا به 

  ).2( دهندیمش یز افزایرا ن
ب که در ینوترک 9استفاده از فاکتور ، يوتکنولوژیشرفت بیبا پ

ن یزگیجا عنوانبه، ان شده بودیب ینیهامستر چ یتخمدان يهاسلول
ن ی). در ا3قرار گرفت ( موردتوجه ییپلاسما 9مناسب و سالم فاکتور 

ان اندك یز بیب و نینوترک يهانیپروتئد یتول يبالا يهانهیهزنه یزم
 تمام يمت بالایپستانداران منجر به ق یسلول يهاردهدر  9فاکتور 
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 يازمند در کشورهایماران نیجهت ب یین فرآورده دارویشده ا
رها ن کشویبات را در ایترکن یشده است و استفاده از ا توسعهدرحال
ک رده ین استفاده از ی). بنابرا4ران محدود کرده است (یا ازجمله

ان یکارا در ب یک سازه ژنیوراکتور و یک بی عنوانبهمناسب  یسلول
ن ین پروتئید ایتول يهانهیهزدر کاهش  تواندیم 9فاکتور  يبالا

  واقع شود. مؤثرب ینوترک
 در سطوح مختلف دقتبه هاژنبیان  در موجودات عالی تنظیم

رجمه و پس از ترجمه توسط ت، پس از رونویسی، رونویسی ازجمله
 سیس وتنظیمی  يهاتیفعالمولکولی با مختلف مجموعه عوامل 
). اختلال در این عناصر منجر به برهم 5( شودیمترانس کنترل 

آن بروز بیماري  جهینتکه  گرددیمک ژن ین یخوردن تنظیم ب
در  هاآنخواهد بود. لذا با شناسایی این عناصر و استفاده از 

 توانیممناسب در وکتورهاي ویروسی یا غیر ویروسی  يهاتیموقع
و یا تولید پروتئین  یدرمانژن باهدفدر جهت بهبود بیان ژن 

 اشندبیم یمیتنظ يهایتوال ازجمله هااینتروننوترکیب اقدام کرد. 
متنوعی بر سطوح تنظیمی بیان ژنی در  يهاروشبا  توانندیمکه 

در حضور  نشان داده شده است که .باشند مؤثرمراحل مختلف 
همولوگ و یا هترولوگ در  يهاحالتاینترون یا بخشی از آن در 

)  6، 7( ابدییم افزایش برابر 500 بیان ژن تا ، مجاورت ژن
گلوبین  -βي ژن هااینترونمحققین با استفاده از  ارتباطنیدرا

). در اکثر 8، 9( آوردند دستبهرا  9فاکتور انسانی بیان بالاتري از 
در  یننترویا يهایتوال، ک ترانسژنیان یش بیافزا منظوربهمطالعات 

ه ب ینه توجه اندکین زمی. در اشوندیمبالادست ترانسژن قرار داده 
گاه معادل خود در یهترولوگ در جا ینترونیا يهایتوالمطالعه اثرات 

cDNA  ینترونیا يهایتوالترانسژن شده است. لذا قرار دادن 
 9فاکتور  cDNAگاه معادل خود  در یدر جا گلوبین -βهترولوگ 

 نیبا اد. یفا نمایا 9ان فاکتور یدر ب يممکن است اثرکرد بهتر
نوترکیب ساخته  يدیوکتور پلاسم 4به ، در این پژوهش، فرضشیپ

ي ژن بتا گلوبین در هااینترون يما که دارا یشده در مطالعه قبل
cDNA  کوزاك  ی) توال9بودند ( 9فاکتور(GCCACC)  قبل از

ترجمه رونوشت ژن  ییکارابالا بردن  منظوربهکدون شروع ترجمه 
که  Hek-293Tحاصله به رده سلولی  يد و وکتورهایافزوده گرد

انتقال داده شدند تا اثر ، ي پستاندار استهاسلولمدل مناسبی از 
 صورتبه یانسان 9بیان فاکتور  گلوبین بر  -β ینترونیا يهایتوال
  رد.یقرار گ موردمطالعه ياسهیمقاک و یستماتیس

  
  مواد و روش کار

  : مرياپر دها ويپلاسم، پستاندار يرده سلول، يسوش باکتر
کا) جهت یآمر، (استراتژن DH5α یا کلیشیاشر ياز باکتر

 یانید بید. از پلاسمینگ استفاده گردیمراحل مختلف کلون

pcDNA3 یطراح يه برایوکتور پا عنوانبهکا) یآمر -تروژنینوی(ا 
د. یاستفاده گرد Hek-293T یدر رده سلول 9فاکتور  یانیب يهاسازه

 عنوانهبران) یتو پاستور ایانست ی(بانک سلول Hek-293T یرده سلول
مورداستفاده قرار گرفت.  9ان فاکتور یپستاندار جهت ب یزبان سلولیم

واجد ( pKhFIX-I، )9(واجد فاکتور  pKhFIXنوترکیب  يوکتورها
از ژن  2(واجد اینترون  pKhFIX-II، گلوبین) از ژن بتا 1اینترون 

از ژن بتا گلوبین)  2و  1(واجد اینترون  pKhFIX-I,IIبتاگلوبین) و 
وکتور پایه  عنوانبه) 9ما ساخته شده بودند ( یکه در مطالعه قبل

دند. یکوزاك استفاده گرد یتوال يجهت ساخت وکتورهاي دارا
ن پژوهش توسط شرکت آلمانی یدر ا شدهاستفاده يمرهایپرا

MWG  .در  هاآن يپرایمري و کاربردها يهایتوالسنتز گردیدند
  نشان داده شده است. 1جدول 

  : هاتيو  ک يائيميمواد ش، هاميآنز، ط کشتيمح 
استفاده شد.  يط کشت باکتریمح عنوانبه LBط کشت یمح

ز ایدر صورت ن تریلیلیمکروگرم در یم  100با غلظت ، نیلیسیآمپ
 Not1 ،Dra1 ،T4 يهامیآنزافزوده شد.  یط  کشت انتخابیبه مح

DNA ligase ،ص محصول یتخل يهاتیکPCR ،د و عامل یپلاسم
م یشدند. آنز يداریاز شرکت رش آلمان خر 6وجن یترانسفکشن ف

BamH1 یط کشت سلولیشد. مح يداریاز شرکت فرمنتاس خر 
RPMI-1640 ن گاو یو سرم جن(FBS) کا یبکو آمریاز شرکت گ

  شدند. يداریخر
 :DNA يهادستورزي
نگ یاستاندارد کلون يهاروشبر اساس   DNA يهادستورزي

 يهاسازه، کوزاك یتوال يدارا يهاژن ینیانجام شد. جهت ساخت م
 pKhFIX-I,IIو  pKhFIX ،pKhFIX-I ،phFIX-IIب ینوترک

 يبتداکوزاك به ا یالگو مورد استفاده قرار گرفتند. الحاق توال عنوانبه
cDNA  مر یپرا 5' يدر ابتدا ین توالیبا قرار دادن ا  9ژن فاکتور

hKozF9-F ينگ در انتهایانجام عمل کلون منظوربهشد.  پذیرامکان  
 يهاگاهیجا ترتیببه hFIXE4-Rو   hKozF9-F يمرهایپرا 5 '

همسانه  يهایتوالقرار داده شد. درستی   Dra1و  BamH1 یمیآنز
 صورتبهسنگر روش استفاده از  اب، pcDNA3وکتور بیانی  شده در

 MWGتوسط شرکت  با استفاده از پرایمرهاي اختصاصیو اتوماتیک 
  ).1شکل ( گردید آلمان معلوم

  : و ترانسفکشن يکشت سلول
 50پس از تکثیر در فلاسک  Hek-293Tکلیوي  یرده سلول

 آنزیم مار بایتو  )PBS( لیو شستشو با بافر فسفات استر يتریلیلیم
م نزیآ يسازیخنثپس از  .فلاسک جدا شدند کف از نیپسیتر
دند داده ش شستشو هاسلول، محیط کشت سرم دارن توسط یپسیتر

ع یتوز ياخانه 6هاي تیدر پل خانهبه ازاي هر  3   ×510 تعداد و به
سطح حفره پلیت  درصد 50که ساعت پس از کشت  24. شدند
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ر پوفکشن دیترانسفکشن با روش ل، پر شده بود هاسلولتوسط 
میکرولیتر  6ل انجام شد. ابتدا یبه شرح ذ ياخانه 6 يهاتیپل

هائی به حجم ن کیوتیبیآنترا با محیط کشت فاقد سرم و  6فیوجین 
دقیقه  15میکرولیتر رسانده و پس از مخلوط کردن به مدت  100

 2در درجه حرارت اتاق قرار داده شد. سپس به مجموعه ذکر شده 
پلاسمیدي اضافه شد. نمونه مخلوط شده و به  DNAمیکروگرم 

دقیقه در درجه حرارت اتاق قرار داده شد. محیط کشت  45مدت 
درصد سرم جنین گاو و فاقد  1با محیط تازه حاوي  هاسلول

به  ياطرهق صورتبهتعویض شد و مخلوط ترانسفکشن  کیوتیبیآنت
گر یدساعت  5اضافه شد و واکنش ترانسفکشن به مدت  هاسلول

سرم  درصد10ادامه یافت. سپس این محیط با محیط تازه داراي 
 وردنظرمبه میزان لازم تعویض شد. پلیت  کیوتیبیآنتجنین گاوي و 

قرار داده شد. سپس مایع روئی  2CO درصد5و  ºC 37در انکوباتور
 3در  9ن فاکتور یپروتئ یجهت بررس هاسلول(سوپرناتانت) این 

  گردید. آوريجمعپس از ترانسفکشن  یمتوال
  : روش ساندويچ الايزا

زا انجام یچ الایبا روش ساندو 9میزان کمی فاکتور  گیرياندازه
که در  هاسلول ییمیکرولیتر از محیط کشت رو 100شد. ابتدا 

که از  یپلیت يهاچاهکگردیده بود به  آوريجمعروزهاي مختلف 
پوشیده شده بود افزوده شد. پس  9پلی کلونال ضد فاکتور  يبادیآنت

به مدت  پلیت، از پوشاندن سطح پلیت با یک پوشاننده پلاستیکی
یک ساعت در دماي اتاق انکوبه گردید و در پایان مدت انکوباسیون 

 100شسته شد. سپس به هر چاهک ، بار با محلول شستشو 5پلیت 
یم زثانویه پلی کلونال خرگوشی که با آن يبادیآنتمیکرولیتر 
تور دیگري از فاک یژنیآنتشده بود و به شاخص  دارنشانپراکسیداز 

افزوده گشت.  پلیت به مدت یک ساعت دیگر در  شدیممتصل  9
بار با محلول شستشو  5در پایان این مدت  ؛ ودماي اتاق انکوبه شد

میکرو لیتر محلول کروموژن  50شسته شد و به هر چاهک به میزان 
سوبسترا افزوده شد و در دماي  عنوانبه (TMB)تترا متیل بنزیدین 

دقیقه انکوبه شد. پس از سپري شدن  15اتاق و تاریکی به مدت 
میکرولیتر محلول متوقف  100واکنش توسط ، زمان انکوباسیون

نرمال بود متوقف شد و بلافاصله  0,5 کیدسولفوریاسکننده که 
 450 موجطولتوسط دستگاه خواننده الیزا در  هاچاهکنوري  جذب

ي ترانسفکت هاسلولنانومتر خوانده شد. همچنین محیط کشت 
کنترل منفی مورد آزمایش قرار گرفت. سپس با رسم  عنوانبهنشده 

از نمودار تمام لگاریتمی بر مبناي  9نمودار استاندارد میزان فاکتور 
ng/ml .محاسبه گردید  

  : نيمه کمي  RT-PCRواکنش  
 Hek-293T ،RNA يهاسلولدر روز سوم پس از ترانسفکشن 

و  ژنی نوترکیب يهاسازهبا  ي ترانسفکت شدههاسلولاز  تام

 RNAبا استفاده از کیت تخلیص  ترانسفکت نشده يهاسلول
توسط آنزیم رونوشت بردار   cDNA سپس سنتز استخراج شد.

الگو  عنوانبه شدهاستخراج RNAبا استفاده از  M-MulV معکوس
 cDNA ،3انجام پذیرفت. پس از سنتز و پرایمرهاي هگزامر 

  PCRواکنش الگوي تکثیري در  عنوانبهمیکرولیتر از واکنش فوق 
 hFIX-R2و  hFIXE1-F یاختصاص يمرهایبا استفاده از جفت پرا

 يهاواکنشزه کردن یکنترل داخلی و نرمال عنوانبهاستفاده گردید. 
RT-PCR از ، انجام شدهcDNA بتا اکتین با استفاده از  رشدهیتکث

 استفاده شد. β actin-Rو  β actin-F یاختصاص يمرهایپرا
 محاسبات آماري

جهت مقایسه میانگین نتایج کمی در بررسی بیان پروتئین 
پست هاك استفاده گردید.  یاز آزمون آنالیز واریانس توک 9فاکتور 

در نظر  داریمعن 0,05از  ترکم  P-value در همه محاسبات فوق
  .گرفته شد

  
  هايافته

 : نيدر سطح پروتئ ۹بررسي بيان فاکتور 
سطح بیان فاکتور ، آمده از آزمون الایزا دستبه  بر مبناي نتایج

بیش از   pKhFIXي ترانسفکت شده با هاسلولدر محیط کشت  9
ژنی بود. در روز سوم  يهاسازهي ترانسفکت شده با سایر هاسلول

  يهاسازهدر  سلول 610بر مبناي  9میزان فاکتور ، پس از ترانسفکشن
  pKhFIX-I,IIو  pKhFIX ،pKhFIX-I ،phFIX-IIژنی 

محاسبه  تریلیلیمنانوگرم در  4/13و  6/16، 3/29، 6/43 ترتیببه
 9ي ترانسفکت نشده (کنترل منفی) بیان فاکتور هاسلولگردید. در 

 بدون یسازه ژن، آمده دستبهج ینتا يصفر ارزیابی شد. بر مبنا
 هاسازهن ین کاراتریژن بتا گلوب 1نترون یا يدارا ینترون و سازه ژنیا

، نهین زمیط کشت بودند. در ایبه مح 9ان و ترشح فاکتور یدر ب
 يهاتفاوتو  2در شکل  9ان فاکتور یدر ب یژن يهاسازهسه یمقا

  نشان داده شده است. 2در جدول  هاآنآماري 
  : Mrnaدر سطح  ۹فاکتور ان يب يبررس
قه یبه طر یک مختلفیمریکا يساختارها، ن مطالعهیدر ا
تور فاک کنندهانیب یژن يهاسازهجهت ساخت  یکیژنت يهادستورزي

 هاآناز  هرکداماز  9از فاکتور  یمختلف يهاانیبساخته شدند که  9
را به سطوح  9مختلف فاکتور  يهاانیب توانیمآمد که  دستبه

 یژن يهاسازهاز  هرکدامتوسط  جادشدهیابالغ  mRNAاز  یمختلف
 يبالغ از ساختارها mRNAجاد یا لذا .ساخته شده نسبت داد

ن یاست. با ا مؤثرط کشت یبه مح 9ترشح فاکتور ک فوق بر یمریکا
ز بررسی یو ن mRNAبررسی نیمه کمی بیان در سطح ، هدف

ژن بتاگلوبین در جایگاه معادل خود  2و  1ي هااینتروناسپلایسینگ 
آزمون ، ي هترولوگهااینترون عنوانبه، 9ژن فاکتور  cDNAدر 
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RT-PCR  انجام شد. الگوي الکتروفورتیک محصولاتPCR RT- 
ژن بتا گلوبین انسانی در  2ي ا و هااینترونژنی داراي  يهاسازهدر 

داد که روی دهدیمنشان  خوبیبهمقایسه با سازه ژنی بدون اینترون 
ي ژن بتا گلوبین انسانی در جایگاه معادل هااینتروناسپلایسینگ در 

. این ردیپذیمناقص و نابجا انجام  طوربه 9فاکتور  cDNAخود در 
 يهاسازهدر  جادشدهیاصحیح و بالغ  mRNAدر حالی است که باند 

ژن بتا گلوبین در مقایسه با سازه ژنی  2و  1ي هااینترونژنی داراي 

 ازآنجاکه). 3هستند (شکل ي برخوردار ترکمبدون اینترون از شدت 
 يهاسازهدر سازه ژنی بدون اینترون بالاتر از سایر  9بیان فاکتور 

ژنی داراي اینترون بوده است در این مرحله با توجه به نیمه کمی 
نشان داده شد که در سازه ژنی بدون اینترون  RT-PCRبودن آزمون 

ژنی داراي  يهاسازهبالغ بیشتري نسبت به سایر  mRNAمقادیر 
بیان ، نیبه پروتئ هاآنترجمه  جهیدرنتاینترون حاصل شده است که 

  فراهم کرده است.  هاسلولرا در خارج  9بالاتري از فاکتور 
  

 
: hBG-I,II، نیبتا گلوب 2 نترونیا: hBG-II، نیبتا گلوب 1نترون یا: pcDNA3 .hBG-Iدر وکتور  9فاکتور  یانیب يساختارها: )۱(شکل 

 یژن يهاسازه یقرار داده شدند و درست 9فاکتور  cDNAمعادل خود در  يهاگاهیجان در یژن بتا گلوب يهااینترونن. (یگلوببتا  2و  1 نترونیا
  BGHpA Bovine growth hormone polyadenylation signal sequence: کوزاك. یتوال: Kمشخص شد.  ین توالییساخته شده با تع

  

 
روز متوالی پس از ترانسفکشن  3در  Hek-293T شده ي ترانسفکتهاسلولبا روش الایزا در محیط کشت  9تعیین میزان فاکتور : )۲(شکل 

در  9آماري در بیان فاکتور  يهاتفاوت .باشدیمانحراف معیار پس از دو بار تکرار آزمایش  ± 9میانگین بیان فاکتور ، گذرا. مقادیر نشان داده شده
 نشان داده شده است. 2جدول ژنی مختلف در  يهاسازهروز سوم پس از ترانسفکشن بین 
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 Hek-293Tي هاسلول. 2ردیف ، kb 1ز مارکر یسا DNA. 1ردیف : Aپانل  RT-PCR.محصولات يالگوي الکتروفورز: )۳( شکل
 بینوترک يترانسفکت شده با وکتورها Hek-293Tي هاسلول ترتیببه. 6و  5، 4، 3ردیف ، کنترل منفی)(ترانسفکت نشده 

pKhFIX ،phFIX-II ،phKFIX-I  وpKhFIX-I, II. پانل B: cDNA ي ترانسفکت نشده و هاسلولبتا اکتین مربوط به  رشدهیتکث
  ترانسفکت شده در هر ردیف.

NS: non-spliced product, S: spliced product, AS: aberrant spliced product 
 

 .مطالعهدر این  شدهاستفادهپرایمرهاي : )۱(جدول 

 کاربرد ) 3' به 5' مر (یپرا یتوال مریپرا

hKozF9-F GGATCCGCCACCATGCAGCGCGTGAACATGAT 
  4تا  1از اگزون  9فاکتور  cDNAتکثیر 

hFIXE4-R CCTTGCAACTGCCGCCATTTAAAC 

hFIXE1-F GGATCCGTTATGCAGCGCGTGAACATGATC   ن از یبتا گلوب يهااینترونبررسی اسپلایسینگ
 mRNA   hFIX-R2 GAAGCTTTCTCCCTTTGTGGAAGACTCTTCCCمولکول 

β actin-F GAGACCTTCAACACCCCAGCC  تکثیر بخشی ازcDNA  انجام  منظوربهبتا اکتین
 RT-PCR β actin-R AGACGCAGGATGGCATGGG یمه کمیآزمون ن

 نشان داده شده است. hKozF9-Fمر یک) در پرایتالیمورب (ا صورتبهکوزاك  یتوال
 

  گذرا سوم پس از ترانسفکشن در روز 9فاکتور  انیدر ب بینوترک يدهایپلاسم سهیمقا: )۲(جدول 

plasmids Fold (hFIX expression level) P-value 

pKhFIX vs. 

pKhFIX-I 1.5 0.002 

phFIX-II 2.6 0.000 

pKhFIX-I,II 3.3 0.000 

    

pKhFIX-I vs. 
phFIX-II 1.7 0.003 

pKhFIX-I,II 2.2 0.001 

    

phFIX-II vs. pKhFIX-I,II 1.2 0.2 

 
  گيرينتيجهبحث و 

در سطوح مختلف  دقتبهدر موجودات عالی تنظیم بیان یک ژن 
 دهدیمترجمه و پس از ترجمه روي ، پس از رونویسی، رونویسی

تنظیمی سیس که در سطوح مختلف  يهایتوالتلفیقی از  ).5(

، ترجمه و پس از ترجمه نقش دارند، پس از رونویسی، رونویسی
در بیان یک ترانسژن فراهم را  يتردوارکنندهیامممکن است نتایج 

، تیاتنظیمی سیس مورد استفاده در این پروژه تحقیق يهایتوالکند. 
گلوبین انسانی و بتا  يهااینترون، CMV پروموتر قدرتمند ویروسی
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 از تنظیم بیان يامرحلهدر  هاآناز  هرکدامتوالی کوزاك بودند که 
بررسی  باهدفدر این راستا در مطالعه اخیر  .ترانسژن نقش دارند کی

 يهاقیتلفانفرادي و یا  صورتبهمذکور  يهایتوالاثر  ياسهیمقا
سازه ژنی نوترکیب ساخته  4، 9بر بیان فاکتور  هاآنمختلفی از 

 Hek-293T يهاسلولبه  پوفکشنیروش ل شدند و توسط
  دند. یترانسفکت گرد

اکتور فمیزان ترشح ، آمده از آزمون الایزا دستبهبر مبناي نتایج 
ژنی  يهاسازهي ترانسفکت شده با هاسلولبه محیط کشت  9

نگر بیا احتمالاًمتفاوت بود که  شدهاستفادهمختلف در رده سلولی 
مختلف تنظیمی سیس بکار رفته در هر وکتور بیانی  يهایتوالنقش 

 ،رونویسی ازجملهاست که موجب تفاوت در مراحل مختلف تنظیمی 
  .گردندیمترجمه و ترشح ، پس از رونویسی

 نشأماینترونی با  يهایتوالنشان داده شده است که با بکار بردن 
 In-vivoو  In-vitroهترولوگ و سنتتیک بیان ترانسژن در ، اتولوگ

و همکارانش با بکار بردن  Kurachi). 6، 10-12( ابدییمافزایش 
). 7آن بیان آن را افزایش دادند ( cDNAدر  9ژن فاکتور  1اینترون 

 1رون اینتدر موش ترانسژنیک استفاده از توالی کامل ، در این زمینه
را  9بیان فاکتور  )kb 4/1و یا بخشی از آن ( )kb 2/6( 9ژن فاکتور 

اثرات مثبت ، در همین راستا. )13برابر کرد ( 200و  40 ترتیببه
ر بیان ي هترولوگ بهااینترون عنوانبهاینترونی بتا گلوبین  يهایتوال

و همکارانش  Noe ).6، 8، 14اثبات شده است ( هاي مختلفترانسژن
گلوبین انسانی در جایگاه معادل خود بتا ژن  1اینترون با قرار دادن 

بیان این پروتئین را حتی ، ژن دي هیدروفولات ردوکتاز cDNAدر 
 راً یاخ). 6افزایش دادند ( In-vitroخود این ژن در  1اینترون بیش از 

Harding  گلوبین بین بتا ژن  2و همکارانش با قرار دادن اینترون
بیان این پروتئین را  9فاکتور  cDNAپروموتر اختصاصی کبدي و 

 Palmiterدر مطالعه دیگري  8افزایش دادند. vivo-Inبرابر در  85تا 
بین پروموتر ، ژن بتا گلوبین 2اینترون و همکارانش با قرار دادن 

چشمگیري  طوربهبیان آن را ، ورمون رشده cDNAو  Iمتالوتیونین 
در مطالعات  .)10بهبود بخشیدند ( oviv-Inدر  mRNAدر سطح 

ر د ترتیببهژن بتا گلوبین خرگوش  2و  1اینترون مشابهی معرفی 
و سرولوپلاسمین بیان این  8فاکتور  cDNAوکتورهاي داراي 

   ).14، 15افزایش یافت ( هانیپروتئ
اینترونی در  يهایتوال الذکرفوقدر اکثر مطالعات  وجودبااین
ترانسژن قرار داده شده بودند و توجه اندکی به  cDNAبالادست 

اینترونی بتا گلوبین در ناحیه معادل خود در  يهایتوالقرار دادن 
cDNA  هاناینتروترانسژن شده بود. منطقی است که تصور کنیم 

در  ،عمل نمایند. با این فرضیه مؤثرتردر جایگاه معادل خود بهتر و 
ي ژن بتا گلوبین انسانی در جایگاه معادل خود هااینترونمطالعه ما 

 Hek-293Tي هاسلولقرار داده شدند و به  9فاکتور  cDNAدر 

ه ک نه نتایج نشان داده شده استین زمیترانسفکت گردیدند. در ا
اینترون ژنی داراي  يهاسازهاز  CHO يهاسلولدر  9بیان فاکتور 

برابر در مقایسه با سازه  25و  5 ترتیببه، با هم 2و  1و اینترون  2
  ).9( ابدییمژنی بدون اینترون افزایش 

که از  ینیر محققیو ساگروه  یقبل جیانتظار نتا برخلاف
 يهاازهسدر  یمیتنظ يهایتوال عنوانبهن یژن بتا گلوب يهااینترون

در بالا (استفاده کرده بودند  9ان فاکتور یش بیخود جهت افزا یژن
ژن بتا  2و  1نترون یا یمعرف، در مطالعه ما، د)یاشاره گرد هاآنبه 

معادل خود  يهاگاهیجادر  زمانهم طوربهجداگانه و  طوربهن یگلوب
 سهیرا در مقا 9فاکتور  انیب ريیچشمگ طوربه 9فاکتور  cDNA در

کاهش داد. بر  Hek-293T يهاسلولدر  نترونیا بدون یبا سازه ژن
 یسیرونو يهایتوال RT-PCR آمده از آزمون دستبه جیمبناي نتا
 طوربهن یبتا گلوب ي ژنهااینترونداراي  یژن يهاسازهشده از 

 را 9 فاکتور افتهیکاهش انیب توانیمکه  شوندینممناسب پردازش 
و  هایتوالکه  تیواقع نینسبت داد. با در نظر گرفتن ا هاآنبه 

 ییکارا جهت هااینترون تیماه زیو ن هااینترونساختارهاي اطراف 
 کیمریممکن است ساختار کا، باشندیممهم  نگیسیاسپلا

 را یمناسب طیشران یبتا گلوب ي ژنهااینترون یبا معرف جادشدهیا
 غالباً . کندینمفراهم  هایتوال نیا درست نگیسیبراي اسپلا

 رطوبهي طبیعی خود ژن هااینترون مانندبهي هترولوگ هااینترون
که  ه شده استنشان داد . در این رابطهشوندینمبریده  يمؤثر

ژن آدنین فسفو ریبوزیل  3گلوبین و اینترون -β ژن 1اینترون 
ژن دي  cDNA ي هترولوگ درهااینترون عنوانبهترانسفراز 

 نیبنابرا). 6( شوندینممناسب بریده  طوربههیدروفولات ردوکتاز 
 یژن يهاسازهحاصل از  يهارونوشتنادرست در  نگیسیوجود اسپلا

 نیروتئپ انیموجب نقص در ب تواندیمن یبتا گلوب يهااینترونداراي 
 توانیممرحله  نیاگردد. در  Hek-293T يهاسلولاز  بینوترک

 جادشدهیا کیمریاز ساختار کا یبیرا به ترک 9فاکتور  انیکاهش ب
بر عملکرد و سرنوشت  زبانینوع سلول م و بینوترک یدر سازه ژن

ر این آمده د دستبهالبته نتایج  شده نسبت داد. یمعرف يهااینترون
 لزوماً ممکن است ، بوده است In vitroصورت بهپروژه تحقیقاتی که 

مطابقت نداشته باشد. بنابراین  In vivo با نتایج حاصله در شرایط
ژنی نوترکیب ساخته  يهاسازهبررسی کارایی ، مطالعه فوقدر ادامه 
به نتایج  توانیمدر این رابطه  .گرددیمپیشنهاد  In vivo شده در

اشاره کرد که نشان دادند  و همکاران Brinsterآمده توسط  دستبه
و در  گردندیم In vivoدر  هاژنموجب افزایش بیان ، هااینترونکه 

In vitro  دستبهنتایج  خوانیهم. عدم )16ندارند (کارایی مناسبی 
 In vivoو  In vitro در هااینترونبا بکار بردن  هاژنآمده از بیان 

  ).17است (توسط محققین دیگري نیز گزارش شده 
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 یکم مهیو آزمون ن زایآمده از آزمون الا دستبه جیبر مبناي نتا
RT-PCR يوکتورها، ساخته شده بینوترک یسازه ژن 4 انیدر م 
pKhFIX  وpKhFIX-I 9فاکتور  انیدر ب یژن يهاسازه نیکاراتر 

 یژن يهاسازه ییکارا یبررس وجودبااین. باشدیم in-vitro در
  .گرددیم شنهادیدارد پ ییبسزا تیکه اهم in-vivo شده در ساخته

  يتشکر و قدردان
که  است شده انجام ارومیه ت دانشگاهیحما با تحقیق این

و  تشکر محترم مسئولین از حاضر مقاله نویسندگان وسیلهبدین
  .ندینمایم قدردانی

 

References:  
1. Mannucci PM, Tuddenham EG. The hemophilias 

from royal genes to gene therapy. N Engl J Med 

2001; 344: 1773-79.  

2. Roth DA, Kessler CM, Pasi KJ, Rup B, Courter SG, 

Tubridy KL. Recombinant Factor IX Study Group. 

Human recombinant factor IX: safety and efficacy 

studies in hemophilia B patients previously treated 

with plasma-derived factor IX concentrates. Blood 

2001; 15: 3600-06.  

3. Kaufman RJ, Wasley LC, Furie BC, Furie B, 

Shoemaker CB. Expression, purification, and 

characterization of recombinant gamma-

carboxylated factor IX synthesized in Chinese 

hamster ovary cells. J Biol Chem 1986; 261: 9622-

28.  

4. Saenko EL, Ananyeva NM, Shima M, Hauser CA, 

Pipe SW. The future of recombinant coagulation 

factors. J Thromb Haemost 2003; 1(5): 922-30.  

5. Xu ZL, Mizuguchi H, Mayumi T, Hayakawa T. 

Woodchuck hepatitis virus post-transcriptional 

regulation element enhances transgene expression 

from adenovirus vectors. Biochim Biophys Acta 

2003; 1621: 266-71.  

6. Noé V, MacKenzie S, Ciudad CJ. An intron is 

required for dihydrofolate reductase protein 

stability. J Biol Chem 2003; 278: 38292-300.  

7. Kurachi S, Hitomi Y, Furukawa M, Kurachi K. Role 

of intron I in expression of the human factor IX 

gene. J Biol Chem 1995; 270: 5276-81. 

8. Harding TC, Koprivnikar KE, Tu GH, Zayek N, Lew 

S, Subramanian A, et al. Intravenous 

administration of an AAV-2 vector for the 

expression of factor IX in mice and a dog model of 

hemophilia B. Gene Ther 2004; 11: 204-13.  

9. Haddad-Mashadrizeh A, Zomorodipour A, Izadpanah 

M, Sam MR, Ataei F, Sabouni F, et al. A systematic 

study of the function of the human beta-globin 

introns on the expression of the human coagulation 

factor IX in cultured Chinese hamster ovary cells. 

J Gene Med 2009; 11: 941-50.  

10. Palmiter RD, Sandgren EP, Avarbock MR, Allen 

DD, Brinster RL. Heterologous introns can 

enhance expression of transgenes in mice. Proc 

Natl Acad Sci USA 1991; 88: 478-82.  

11. Nott A, Meislin SH, Moore MJ. A quantitative 

analysis of intron effects on mammalian gene 

expression. RNA 2003;9(5):607–17.   

12. Lacy-Hulbert A, Thomas R, Li XP, Lilley CE, Coffin 

RS, Roes J. Interruption of coding sequences by 

heterologous introns can enhance the functional 

expression of recombinant genes. Gene Ther 

2001;8(8):649–53. 

13. Jallat S, Perraud F, Dalemans W, et al. 

Characterization of recombinant human factor IX 

expressed in transgenic mice and in derived trans-

immortalized hepatic cell lines. EMBO J 1990; 9: 

3295-301.  

14. Ill CR, Yang CQ, Bidlingmaier SM, Gonzales JN, 

Burns DS, Bartholomew RM, Scuderi P. 

Optimization of the human factor VIII 

complementary DNA expression plasmid for gene 

therapy of hemophilia A. Blood Coagul 

Fibrinolysis 1997; 8: 23–30. 

15. Rafiq M, Suen CK, Choudhury N, Joannou CL, 

White KN, Evans RW. Expression of recombinant 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 u

m
j.u

m
su

.a
c.

ir
 o

n 
20

24
-0

4-
24

 ]
 

                               7 / 9

http://umj.umsu.ac.ir/article-1-3338-en.html


 و همکارانمحمدرضا سام   ... هايسلول در انساني انعقادي ۹ فاکتور هايژن ميني بيان
 

596  

human ceruloplasmin: an absolute requirement for 

splicing signals in the expression cassette. FEBS 

Lett 1997; 407: 132-6.  

16. Brinster RL, Allen JM, Behringer RR, Gelinas RE, 

Palmiter RD. Introns increase transcriptional 

efficiency in transgenic mice. Proc Natl Acad Sci 

USA 1988; 85: 836-40. 

17. Miao CH, Ye X, Thompson AR. High-level factor 

VIII gene expression in vivo achieved by nonviral 

liver-specific gene therapy vectors. Hum Gene 

Ther 2003; 14: 1297-305. 
  

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 u

m
j.u

m
su

.a
c.

ir
 o

n 
20

24
-0

4-
24

 ]
 

                               8 / 9

http://umj.umsu.ac.ir/article-1-3338-en.html


 The Journal of Urmia University of Medical Sciences, Vol. 27(7), October 2016 
 

597  

Original Article 
 

EXPRESSION OF THE HUMAN COAGULATION FACTOR IX 
MINIGENES IN CULTURED HUMAN KIDNEY CELLS 

 
Mohammad Reza Sam1*, Alireza Zomorodipour2, Alikabar Haddad-Mashadrizeh3, Mahdi Ghorbani4, Golam 

Ali Kardar 5 

 
Received: 28 May, 2016; Accepted: 3 Aug, 2016 

Abstract 
Background & aims: Hemophilia B is caused by either functional deficiency or lack of the human 
coagulation factor IX (hFIX). The current protein-based therapy with plasma-derived proteins increases, 
the risk of blood-borne pathogens transmission. Therefore, replacement therapy with recombinant hFIX 
(rhFIX) is an attractive alternative to plasma derived hFIX concentrates. In order to express and produce 
rhFIX protein, an efficient expression vector with suitable cis-regulatory elements such as intronic 
sequences is required. 
Materials & Methods: Four hFIX-expressing plasmids with or without human β-globin (hBG) introns 
(intron I and intron II) inside the hFIX-cDNA and the Kozak element were constructed and introduced 
into the Hek-293T cells using transfection method. Next, the efficacies of the plasmids were evaluated 
by performing ELISA on cultured media during 3 days of post-transfection as well as semi-quantitative 
RT-PCR.  
Results: The highest hFIX expression levels were obtained from the intron-less and intron-I containing 
plasmids after 3 days of transfection. The first hBG intron was more effective than the second one. 
Furthermore, the highest mRNA level was obtained from the intron-less construct.  
Conclusion: Intron-less and intron-I containing plasmids were more effective compared to other 
constructs for expression of hFIX. Application of the hBG intronic sequences reduced the hFIX 
expression levels, probably due to improper splicing of the hBG introns from the hFIX pre-mRNAs. 
Keywords: Hemophilia B, Human coagulation factor IX, human β-globin (hBG) introns, Plasmid 
vectors, Hek-293T 
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