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 مقاله پژوهشي

 

 
 (211-242) 59پاييز  1شماره  31دوره 

 

 

 نوتركيب انساني  IXكارآيي ترشح و گاماكربوكسيلاسيون فاكتور 
 هاي پايدار دروزوفيلا سلول در

 
 2دوست جعفر وطن ،3زاده سميرا خليل

 
 

 هچكيد
 سابقه و هدف 

باشد کهه   مي گلا هيهاي گلوتاميک در ناح نيازمند کربوکسيلاسيون اسيدآمينه ،کبد در خود بلوغ طي IX فاکتور
ترشههو و  در پسههتانداران يانيههب سههت يس يناکارآمههد بههه توجههه بهها .ت آن نقههد دارديههدر ترشههو و فعال

 سهامانه  گاماکربوکسهيلاز در   يآنهز  بهاتتر  فعاليت و بينوترک يانعقاد يفاکتورها گاماکربوکسيلاسيون کامل
ن سهامانه در گاماکربوکسيلاسهيون و لهتا ترشهو و     يه ت ايقابل ي، مطالعه حاضر با هدف بررس(S2) دروزوفيلا

 .   انجام شد IX ت فاکتوريفعال
 ها روش مواد و

 ان ويه ب يکمه  يابيه ارز ، بهراي pMT-hFIXوکتور  با S2 هاي سلول تراآتييدنبال ه ب ،تجربي پژوهد اين در
دهي  رسوباز روش  IXون فاکتور يلاسيگاماکربوکس يبررس يو برا aPTT زا ويات روش از IX فاکتور فعاليت
و و بها سهه تاهرار     يها در سه روز متوال نمونه. ترات استفاده شديوم سيبار وسيلهه هاي محيط کشت ب پروتئين

 . بررسي شدند% 9هاي واريانت آنوا و دانكن در سطو  توسط آزمون
 ها يافته
 کمهي  ارزيهابي  نيچنه  ه  .داد نشان را داريپا S2 هاي سلول توسط فعال IX فاکتور انعقاد، ترشو آزمون نتايج
 ز دريه ن زايه ات جينتا. ترشو را نشان داد يدرصد 54 آييزا، کاريبا ات يز سلوليکشت و ل محيط در IX فاکتور
 از مترشحه  IX فاکتور از% 49 حدود که داد نشان سيترات باريوم با شده داده رسوب IX فاکتور کمي ارزيابي
   .اند کربوکسيله کاملًا، S2 هاي سلول

 ينتيجه گير
  يها سلول ريسا برخلاف S2 يها سلول تيقابل ديمو تراتيس وميبار توسط آن رسوب و IX فاکتور تيفعال

 که کند يم فراه  را يا کننده متقاعد شواهد تحقيق، نتايج .است IXفاکتور  ونيلاسيگاماکربوکس در حشرات
 را است تزم IX فاکتور يانعقاد تيترشو و فعال يبرا که تزم ونيلاسيگاماکربوکس دروزوفيلا، کربوکسيلاز گاما
  .دهد يم انجام

 كربوكسيلار، پپتيدگلا ل، گاما گلوتامي Bهموفيلي  ،يانعقاد IX فاکتور :ات كليديكلم
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  مقدمه 
ــر از مشــ   يکــي     ــن تغيت ــا از ترجمــه در يي رات پ
 ,K  (Vitamin K-dependentن يتاميوابسته به و يها نيپروتئ

VKD)يهـا  نهيدآمياس ـغنـي از   ناحيهون يلاسي، گاماکربوکس 
گلوتامات  يها به گاما کربوکس ل آنيو تبد (Glu)گلوتامات 

ــ ــلا ي ــ( Gla)ا گ ــد يم ــاد ايا. (7)باش ــج ــن رزي  يدوهاي
ــ ــگلوتام يگاماکربوکس ــي ــز  ،ديک اس ــده آن ــا ميبرعه  گام

ن ي ـن بود کـه ا يا ن اعتقاد بريش از ايتا پ. است لازيکربوکس
پسـتاندارن وجـود دارد و    ياني ـب يهـا  ستميم تنها در سيآنز

 ،دروزوفيلايـي  S2هـاي   جمله سـلول  از حشرات هاي سلول
 گامـا  آنـزيم  يـا  و هسـتند  كربوكسـيلازي  گامـا  فعاليت فاقد

 را DKV يهـا  پروتئين شناسايي پروپپتيد قابليت كربوكسيلاز
ــدارد ــي. ن ــاي بررس ــد ه ــان يبع ــه داد نش ــزيم ک ــا آن  گام

 دروزوفـيلا  مهره بي دو در داران، مهره بر علاوه کربوکسيلاز
جـنا   بـه  متعلـ   Molluscs حلـزون  ينـوع  و ملانوگاستر

Conus (2-4)دارد وجود نيز. 
 ـا يانسان و ييلايدروزوف ميآنز نيب ياصل تفاوت کي      ني
 ميآنـز  از کمتر نهيمآ دياس 68 ،يکربوکس يانتها از که است
ي انسـان  ميآنـز  تي ـفعال بـر  ياثـر  آن حذف اما دارد يانسان
 کربوکسـيلاز  گاما آنزيم طبيعي سوبستراهاي چند هر. ندارد

 آنـزيم  ايـن  امـا  اسـت  نشده مش   تاکنون دروزوفيلايي
 ـ راي انسـان  پروتـرومبين  و IX فـاکتور  پروپپتيـد  تواند مي ه ب

 کربوکسـيله  را ها آن گلاي ناحيه و شناسايي سوبسترا عنوان
 inط يشرا در دروزوفيلايي گاماکربوکسيلاز آنزيم يحت .کند

vitro سوبســتراهاي شناســايي بــراي يبــارتر تمايـل  داراي 
 حالـت  بـه  نسـبت  پروتـرومبين  و IX فاکتور پروپپتيد واجد
 کـه  است شده داده نشان طرفي از. (9)است پروپپتيد بدون
 ـ کربوکسيله محصول کسان،ي ريمقاد و طيشرا در  دسـت ه ب
 9 حـدود ( dγC) دروزوفـيلا  گاما کربوکسيلاز آنزيم از آمده
 بـه  لـذا . (9)است( hγC)انساني گاما کربوکسيلاز آنزيم برابر
 مکانيسـم  و خـوا   نظـر  از کربوکسيلاز گاما رسد يم نظر

 هـر  و است مشابه ها مهره بي و داران مهره در يکربوکسيلاز
 هم. کنند کربوکسيله را همديگر سوبستراهاي که قادرند دو
ــ ــ نيچن ــ  F16A ونيموتاس ــيکربوکس حــذف باع  ونيلاس
 دروزوفيلا کربوکسيلاز آنزيم دو هر لهيوسه ب( ٪99 کاهش)
 از S2 ياني ـب رود سـامانه  يانتظـار م ـ . (9)شـود  يم انساني و

 بازيافـت  و ترشـح  کربوکسيلاسـيون،  يبـرا  ييبـار  ييکارآ
 .باشـد  برخـوردار  K نيتـام يو بـه  وابسته خوني فاکتورهاي

گامـا   ييو کـارآ  ييتوانـا  يبررس ،ن مطالعهيهدف از انجام ا
ــاکتور يلاســيکربوکس ــاد IXون ف ــا در ســلول يانعق  2S يه

 .بود پستانداران يانيب يها ستمينسبت به س
 

 ها مواد و روش
 : S2 هاي سوش باکتري، پلاسميدها، سلول

 E.coli يبـاکتر  DH5α سـوش در يك مطالعـه تجربـي،       
 .شـد  اسـتفاده  كلونينـ   براي مراحـل ( کايآمر - استراتژن)

 از انسـاني cDNA  بـراي جداسـازي   کبدي cDNA کتاب انه
 يپلاسـميدها  .گرديـد  خريداري( انگلستان) MRCشرکت 

pMT-V5-HisA  ،pCoHygro دروزوفيلايــي هــاي ســلول و 
 .گرديد تهيه (کايآمر)تروژنينويا شرکت از( S2) 2 اشنايدر

 
 :ها کيت و شيميايي مواد ها، آنزيم کشت، محيط
ــه عنــوان محــLB (Luria-Bertani ) كشــت محــيط     ط يب

محيط  µg/mL 799)نيليس ياستفاده شد و آمپ يکشت باکتر
 يط کشـت انت ـاب  ياز بـه وجـود مح ـ  ي ـدر صورت ن( كشت

 Schneider's) دروزوفيلايــي کشــت محــيط .اســتفاده شــد

Drosophila Medium)ــي ــيلين ، پن ــين، ، G س  استرپتومايس
 (آلمــان) ســيگما شــرکت از نيســايتوميم و نيســيگرومايها

 ونري ـب شرکت وسيلهه ب اوليگونوکلئوتيدها .گرديد خريداري
 هضـم  در استفاده مورد هاي آنزيم همه. شدند ساخته( کره)

ــين هــم و PCR و يبرشــ   ، PCR ت لــي  هــاي کيــت چن
 (آلمـان )وشرُ شـرکت  از RNA تهيـه  و پلاسـميد  ت لي 
 کيـت  فرمنتاز، شرکت از InsT/Aclone کيت .شد خريداري
 انعقاد آزمون به مربوط مواد و IX فاکتور م صو  اريزاي
فــراهم ( فرانســه)کياگنوســتيد شــرکت از اي مرحلــه يــک
ه يته (آلمان)وششرکت رُ از زين القا يبرا K نيتاميو .ديگرد
ن از فرمنتـاز  يو مـارکر پـروتئ   ANDن مـارکر  يچن هم. دش
 .ديگرد يداريخر
 

 :بياني هاي سازه ساخت
 يانسان IXکننده فاکتور  انيب ساخت پلاسميد به منظور    

ان يلا بيدروزوف يها در سلول يکه به صورت اختصاص
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جفت باز  1916 با طول pMT-V5-His Aپلاسميد از  ،گردد
ن يبه داخل ا IXفاکتور  cDNAانتقال  يبرا .شد استفاده
مناسب در دو  يبرش يها گاهيرزم بود که جا يانيوکتور ب
آغازگر لذا با استفاده از دو  . قرار داده شود  cDNAيانتها

hFIX-KpnI (5'GGG GTAC/ CGC CAC CAT GCA 

GCG CGT GAAC 3' ) وhFIX-XhoI (5'CCGC/ TCG 

AGA TCC ATC TTT CAT TAA GTG AGC3') ،cDNA 
-pfuکبد،  cDNAدل واه از کتاب انه  يبا انتهاها IXفاکتور 

PCR محصول  .ديگردcDNA بعد از دست آمده ه ب
ه ب. دشوکتور کلون  -Tله کردن، در ياست راج از ژل و آدن

ي ها سلول، وکتور -T به PCRواكنش الحاق محصول  دنبال
 بعد .با پلاسميد نوترکيب ترانسفورم شدند DH5αپذيراي 

 با( T.V-hFIX)حاصله پلاسميد است راج و برش از
 ، IX فاکتورcDNA خروج  ،KpnI و  XhoI هاي آنزيم

 pMT-V5-His Aپلاسميد برش چنين هم و ژل از ت لي 
 و  cDNAبين اتصال عمل ، KpnI و XhoI هاي آنزيم با

 به منجر که گرفت صورت pMT-V5-His A پلاسميد
 .گرديد pMT-hFIX پلاسميد ساخت

 
 :و تراآريي سلول کشت
بـا   آن اختصاصـي  کشت در محيط S2 هاي سلول کشت    

 محـيط  از ليتـر  ميلـي  هر ازاي به سلول ميليون 2تا  7 تراکم
 وگـراد   درجه سـانتي  26 دماي در ها سلول. کشت انجام شد

 پاسـاژ  ،روز پـن   الي چهار هر و ندشد داده قرار CO2 بدون
فسفات  روش کلسيم با S2 هاي سلول تراآريي. شد مي داده

 از ليتــر ميلــي 1 ،تراآريــي از قبــل ســاعت 24 .انجــام شــد
 بـه  ليتـر  ميلـي  هـر  براي سلول 798 سلولي تراکم با ها سلول
 در سـاعت  24 مـدت  بـه  و منتقـل  اي خانـه  8 کشت ظرف
 از قبل. شد داده قرار انکوباتور درگراد  درجه سانتي 6 دماي

 18 شــامل تراآريـي  م لـوط  از ميکروليتـر   199 تراآريـي، 
 و DNA از ميکروگـرم  9-79 مورر، دو CaCl2 از ميکروليتر

 يـک  سـپا . شـد  فـراهم  اسـتريل  لوله يک در تزريقي آب
 قطره قطره HEPES 2x از حجم يک با م لوط اين از حجم
 داده قـرار  آزمايشگاه دماي در دقيقه 29 تا و م لوط خوب
 از ليتر ميلي 2/9 ،کشت محيط از ليتر ميلي 7 هر يازا به. شد

 بـه  و شـد  اضـافه  سـلولي  کشت محيط به تراآريي م لوط

 انجـام  از پـا . شـود  م لـوط  خوب تا داده حرکت آرامي
درجه  26 دماي در ساعت 8-78 مدت به ها سلول تراآريي
 تازه محيط با ها سلول محيط آن از پا و انکوبهگراد  سانتي

 .شد تعويض گرم و
  

 :پايدار هاي کلون تهيه
،  S2 هـاي  سـلول  از پايـدار  سلولي رده به دستيابي براي    

 که pCoHygro انت ابي پلاسميد با همراه نظر مورد پلاسميد
 بــه. شـد  تراآريـي  دارد را هايگرومايسـين  بـه  مقاومـت  ژن

 از پـا  سـاعت  46 نوترکيـب،  هـاي  سـلول  انت اب منظور
 محـيط  بـه  μg/mL 199 غلظـت  با هايگرومايسين تراآريي،
 بـا  تيمـار  از پـا  روز 1-79. شـد  افـزوده  هـا  سلول کشت

 مقاوم هاي کلني شده، تراآلوده هاي سلول در هايگرومايسين
 ـا در .شـدند  جـدا  يسيناميتوم از استفاده طري  از  ن روشي

 4 مـدت  بـه  نشـده  تراآلوده عادي سلول ميليون 799 حدود
ــاعت ــاورت در س ــا مج ــيناميتوم ب ــرار يس ــ داده ق . نددش
 از و شـده  متصـل  DNA بـه  کـوارنتي  طـور ه ب يسيناميتوم
 زنـده  هـا  سـلول  کـه  چنـد  هـر  کنـد  مي جلوگيري آن تکثير
ــد مــي ــا شستشــو و ســانتريفوژ از پــا. (8، 1)مانن   PBSب
(Phosphate buffered Saline)، تــراکم بــا هــا ســلول ايــن 

cell/mL 798  *1 از. شـدند  منتقـل  خانـه  24 هاي پليت در 
 ـ پايـدار  سـلولي  م لـوط  شده تراآلوده هاي سلول طرفي ه ب
 طوره ب ،ميکروليتر 799 هر در که شدند يساز رقي  اي گونه

 بـه  مقـدار  ايـن . باشـد  داشته وجود سلول يک تنها ميانگين
 يسـين اميتوم با شده تيمار و نشده تراآلوده عادي هاي سلول
 کشـت  از هفتـه  2 از بعد. شوند ياضافه م خانه 24 پليت در

 پايـدار  هـاي  سلول هايگرومايسين، واجد محيط در ها سلول
 فـاکتور  فعاليت و بيان نظر از اند کرده رشد کلون يک از که
IX شدند منتقل خانه 8و  72 پليت به و بررسي. 
 

 :نوترکيب IX فاکتور فعاليت و بيان ارزيابي
 کشـت  محـيط  در IX فـاکتور  وجـود  بررسـي  منظور به    

 روزهـاي  در ها سلول کشت محيط شده، تراآلوده هاي سلول
K1 (µg/mL 999 ) ويتامين افزودن از پا سوم و دوم اول،
 پا و شد آوري جمع، (µg/mL 999)ما سولفات با القا و
 فريـز گراد  درجه سانتي -29 در ييرو محلول سانتريفوژ، از
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 در شـده  بيـان  انسـاني  نوترکيـب  IX فاکتور ژن آنتي. گرديد
 سـاندوييي  روش بـا  شده تراآلوده هاي سلول کشت محيط
 کلونـال  پلي هاي بادي آنتي با که ها ميکروپليت روي بر اريزا
 .شـد  آشکار ،بود شده مهيا اريزا کيت در که IX فاکتور ضد
 ،کشت محيط در IX فاکتور بيولوژيکي فعاليت بررسي براي
 فعاليــت تعيــين بــراي. گرديــد اســتفادهaPTT  آزمــايش از

 تراآلـوده  هـاي  سـلول  توسط شده بيان IX فاكتور بيولوژيك
 هر از شده آوري جمع کشت محيط از ميکروليتر 799 ،شده
 799 و IX فـاكتور  فاقد پلاسماي از ميکروليتر 799با  نمونه

 در دقيقـه  1 دقيقـا   و م لـوط  شـده  فعال PTT از ميکروليتر
 سـپا . شـد  داده قـرار گراد  درجه سانتي 11 حرارت درجه
 در شـده  گـرم  قبل از mM 29 كلريد كلسيم ميکروليتر 799
 گيري اندازه انعقاد زمان و اضافه آن بهگراد  درجه سانتي 11

 استاندارد نمودار اساس بر نمونه هر انعقادي فعاليت. گرديد
 زمـان  رسـم  از اسـتفاده  انعقاد با استاندارد يمنحن .شد تعيين
 پلاسـماي  م تلـف از  يها رقت انعقادي فعاليت عليهانعقاد 

 .شد ترسيم log-log نمودار سيتراته روي طبيعي

  
 ـ   پروتئيندهي  رسوب بـاريوم   وسـيله ه هاي محـيط کشـت ب
 :سيترات

 يهـا  در سـلول  IXون فاکتور يلاسيکربوکس يبررس يبرا    
S2  ، ن يتـام يوابسـته بـه و   يهـا  نياز روش جذب پـروتئK 

ن ي ـدر ا. ترات اسـتفاده شـد  يوم س ـيله به نمک بـار يکربوکس
% 9ترات و يم س ـيسـد % 4/9 يط کشت سـلول يروش به مح

درجـه   4ک ساعت در يد اضافه شد و به مدت ياوم کلريبار
فوژ، يبعـد از سـانتر  . کر قرار داده شديش يرور بگراد  سانتي

 IXفـاکتور   يبررس ـ يب برايبه ترت ييرسوب و محلول رو
رسـوب حاصـل   . شـد  يجذب شده و جذب نشده نگهدار

فوژ يوم سرد شستشو داده شـد و سـانتر  يد باريکلر mM 9با 
% 79ترات و يم ســيســد M 7/9رســوب در  تــا ينها. ديــگرد
فوژ، محلـول  يبعـد از سـانتر  . دي ـوم سولفات حل گرديآمون
درجـه   -29له در يکربوکس ـ IXفـاکتور   يبررس ـ يبرا يينها

افـت  يدرصـد باز  يبررس ـ يبـرا . شـد  ينگهدارگراد  سانتي
قبـل و   IXه، مقـدار فـاکتور   ي ـنسبت به مقدار اول IXفاکتور 

 .شد يريگ زا اندازهيله اريوسه بعد از رسوب ب
 

 :آناليز آماري
سـه  يدر سـه تکـرار انجـام شـد و مقا     هـا  شيهمه آزمـا     
و آزمـون  ( ANOVA)انايز واريها با استفاده از آنال نيانگيم

 .انجام شد% 9 دانکن در سطح
 

 ها يافته
 :بياني هاي سازه ساخت
وکتور و ساب  -Tدر  IX فاکتور cDNA ن يکلون از بعد    
ــور يکلون ــ  آن در وکتـ ــم pMT-V5-His A نـ د ي، پلاسـ
 حاصـل  بينوترک پلاسميد. جاد شديا pMT-hFIXب ينوترک
 حركـت  pMT-V5-His A از تـر  سنگين سوپرکويل شکل به
 pMT-V5-Hisدر مـذکور  قطعه شدن کلون يدؤم که کند يم

A است . 
 بـرش  از اسـتفاده  بـا  مـذکور  قطعـه  شـدن  کلون صحت    

 يديز تاين Hind IIIو DraI هاي آنزيم با pMT-hFIX پلاسميد
 فـاکتور  در جهـش  وجود عدم يبررس يبرا(. 7 نمودار)شد
IX در شده کلون pMT-V5-His A ، استفاده با ديپلاسم نيا 
 از BGH-r و T7 promoter يعمـوم  آغـازگر  جفـت  کي از

 دهنـده  نشان توالي بررسي. ديگرد يتوال نييتع وکتور داخل
 .بود IX فاکتور در جهش وجود عدم و کلونين  صحت

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 از اسهتفاده  بها   IX فاکتور cDNA قطعه شدن کلون يديتا :3نمودار 
 Hind و( 3 فيرد)  DraI هاي آنزي  با pMT-hFIX پلاسميد برش

III (2 فيرد .)پلاسميد يحركت يالگو pMT-V5-His A (1 فيرد )
 .Kb3  مارکر:  M(. 4 فيرد) pMT-hFIX بينوترک ديپلاسم و

        4              1           2              7              M 
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 : S2-hFIX هاي سلول در IX فاکتور بيان بررسي
-S2 يهـا  سـلول  در IX فـاکتور  مي ـدا انيب يابيارز يبرا    

hFIX  ،يهـا  سـلول  يسـلول  زي ـل نيچن ـ هم و کشت طيمح 
 اريـزا  آزمـون  کنتـرل بـراي   يهـا  و نمونه شده القا و داريپا

 در شـده  ترشـح  IX فاکتور مقدار. گرفتند قرار استفاده مورد
 سولفات با القا از بعد سوم و دوم اول، روز در کشت طيمح
 ، ng/mL 299 بي ـترت بـه  K1 نيتـام يو کردن اضافه و ما

ng/mL 129 و ng/mL 699 ـا. بود   کـه  سـت ا يحـال  در ني
 دوره تمـام  در S2-hFIX يهـا  سلول درون IX فاکتور مقدار
 بــود ng/mL 299و حــدود  حــداقل ســطح در القــا از بعــد
 (.2نمودار )
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

-S2ب ينوترک يها دار در سلوليپا IXان فاکتور يب يبررس: 2 نمودار

hFIX زا بر يات آزمايدمختلف بعد از القا، بر اساس  يها ، در زمان
 زيههلو ( Media)کشههت طيگرفتههه شههده از محهه يههها نمونههه يرو

 (.lys Cell)يسلول
 

  :S2-hFIXهاي  نوترکيب در سلول IXبررسي فعاليت فاکتور 
 داري ـپا يهـا  سلول طيمح در IX فاکتور يانعقاد تيفعال    

S2-hFIX 12 و 46 ،24 يهـا  زمـان  در کنتـرل  با سهيمقا در 
 ، K1 نيتـام يو افزودن و ما سولفات با القا از پا ساعت
  .ديگرد يبررس
 از شــده ترشــح IX فــاکتور يانعقــاد تيــفعال نيانگيــم    

 بي ـترت بـه  سـوم  و دوم اول، روز در S2-hFIX يهـا  سلول
mU/mL 99 ، mU/mL 799 و mU/mL 791  ــود جــدول )ب

 نيشـتر يب ،شـود  يم مشاهده 1 نمودار در که طور همان. (7
 يهـا  سـلول  يالقـا  از بعـد  ساعت 12 در کيولوژيب تيفعال

کنتـرل در   هـر دو حالـت   در تيفعال .ديگرد مشاهده داريپا
 القا داريپا يها سلول در و صفر نشده ترانسفکت يها سلول
 .باشد يم mU/mL 9 حدود نشده

 
در دو گروه  IXمقادير ميانگين فعاليت انعقادي فاكتور : 3جدول 

 S2-hFIXهاي نوتركيب پايدار  كنترل و مترشحه از سلول
 

ميانگين  1تكرار  2تكرار  3تكرار  زمان
 فعاليت

انحراف 
 معيار

24 91 97 66 8/99 9/2 
46 796 798 771 799 8/1 
12 796 799 797 791 1/4 
 9/7 8/1 9 6 8 كنترل

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 يهها  سهلول  از فهاکتور مترشهحه   يت انعقاديسه فعاليمقا :1 نمودار
عنوان ه دار القا نشده بيپا S2 يها با سلول S2-hFIX داريپا بينوترک

هها   سهتاره . مختلهف بعهد از القها    يها در زمان، (كنترل)نمونه کنترل
ز يسه با کنترل با استفاده از آنهال يها در مقا نمونه يدارادهنده معن نشان
 (.>p 59/5)انس استيوار
 

 : IX فاکتور رسوب
 S2 داري ـپا يهـا  ط کشت سـلول يمار محيو بعد از ت قبل    
 يترات، الگــويوم س ـيبـا نمـک بـار    IX دکننـده فـاکتور  يتول

 IX فـاکتور  بـا  سـه يمقا در شـده  ترشـح  IX فـاکتور  يحرکت
 ــ ــتاندارد ت ل ــما ياس ــده از پلاس ــال ي  ش در  µg 7)نرم

طـور کـه از    همـان . شـد  يبررس ـ SDS-PAGE در (چاهك
جــذب  ين روش بــرايــا ،مشــ   اســت  4 نمــودار

7999 
999 
699 
199 
899 
999 
499 
299 
799 
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غلظ

h
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) 

12                       46                     24 
 زمان( ساعت)

       12                    46                     24 
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  نشـان داد  ين نتايچن هم. له کارا بوديکربوکس يها نيپروتئ
 ـي ـنوترک يها مترشحه از سلول IXفاکتور  ک ي ـعنـوان  ه ب ب
ر يوم جذب و از سـا يترات باريله توسط سين کربوکسيپروتئ
 .ط کشت جدا شديمح يها نيپروتئ
 وميبـار  تراتيس رسوب از شده يابيباز IX فاکتور مقدار    
و  46، 24 يهـا  داد که در زمـان  نشان ،شد دييتا زايار با که
 49و  17، 29ب يــبــه ترت IXافــت فــاکتور ي، درصــد باز12

 IX از فـاکتور  يميحدود ن  ينتا نيا اساس بر. درصد است
 .دينگرد رسوب S2-hFIX يها سلول لهيوسه ب شده انيب
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ي هها  سهلول  از شهده  ترشهو  IX فهاکتور  يحرکت يالگو: 4نمودار 
 .(2)رسهوب  از بعهد  و (1)قبل SDS-PAGE در S2-hFIX بينوترک
 .مارکر:  M. استاندارد IXفاکتور  3ف يرد
 
 
 
 
 
 
 
 

 S2ي ها سلول در IXفاکتور  ترشو آييکار : 9 نمودار

 
 :يي ترشحآکار
 ن با نسبت ب ش ترشح شده و يک پروتئيترشح  ييآکار    

 بـر . (6)شـود  يف م ـي ـن تعريان شده آن پروتئيب يمقدار کل
 يهـا  در سلول IXترشح فاکتور  ييآف، کارين تعرياساس ا

S2 91ب ي ـاول، دوم و سوم بعد از القا به ترت يروزها در  ،
 ـا(. 9نمـودار  )درصد بـود  16و  14 ن بـدان معناسـت کـه    ي

به دام افتاده در داخل سلول در طول دوره کشت  IXفاکتور 
 .شود يآزاد م يسلول
 

 بحث
 جملـه  از پسـتانداران  يهـا  سـلول  مشکلات به توجه با    

 ـناپا و يسلول يبقا بودن نييپا رشد، يآهستگ  هـا،  آن يداري
ــامانه ــا س ــب يه ــرات ياني ــ و حش ــوه ب ــلول ژهي ــا س  يه
 دي ـتول يبـرا  يمناسـب  نيگزيجـا  توانند يم S2 ييلايدروزوف
يکـي از مزايـاي   . باشند بار سطح ب درينوترک يها نيپروتئ
، هـاي پروکـاريوتي   سيسـتم سه بـا  يامانه در مقاس ايناصلي 
اسـت   يوكـاريوتي  هـاي  پروتئينانبوه توليد ها در  آن توانايي
مزيـت ديگـر ايـن    . دارند ترجمه از پا تغييرات به نياز که 

 و وسـيع  مقياس درها  ها در توليد پروتئين ي آنيتوانا ،سامانه
 است (هاي پستانداران برخلاف سيستم)كوتاه نسبتا  زماني در
 يســلول يهــا کــه تــراکم رده ييجــا ن از آنيچنــ هــم. (9)

 بـه  شـتر اسـت،  يب پسـتانداران  يها سلول به نسبت حشرات
 رشـد  يبرا هم کشت طيمح از يکوچک حجم منظور نيهم
 . (79)رسد يم نظر به يکاف ها آن
به قـدرت  توان  مي S2 امانه بيانيس قابل توجهاز مزاياي     

 Sf9هاي حشرات ديگـر از قبيـل    سلولبه بيان بيشتر نسبت 
از  تغييـرات بعـد از ترجمـه يوکـاريوتي     ،(برابـر  29تا  79)

ها، عدم تـداخل   عدم ليز سلول ،جمله گاما کربوکسيلاسيون
رده سـلولي،   هـاي  و ميانکنش بين پروتئين بياني با پـروتئين 

رشـد   ،(هفته 1-2حدود )زمان کوتاه تهيه رده سلولي پايدار
اشاره  CO2با دانسيته بار، رشد در دماي اتاق و عدم نياز به 

 (.2، 9، 9، 77-74)کرد
 و حشرات يسلول يها رده ريسا به نسبت S2 يها سلول    

 ژنـي ـاکس ،دما ، pH راتييتغ برابر در پستانداران يها سلول
 S2 سـلول  اسـت  ممکـن  لـذا  باشند يم اومـمق تهياسمورل و
. (79)شـوند  کشت ط،يمح رييتغ بدون ماه کي از شيب يبرا
غيرليتيـک و برپايـه    سـامانه ن اين سامانه بياني يک يچن هم

اند که  نشان دادهها  بررسي. (71)وکتورهاي پلاسميدي است

           1                  2                7           M 
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بـه  نسـ ه  صورت چند ه ب امانهس نوع وکتورهاي بياني اين
و  شـوند  دروزوفيلا وارد مي S2 هاي سلولداخل کروموزوم 

نس ه از يک کاست  799ها توانايي ورود بالغ بر  اين سلول
، 71)دارنـد  تراآريـي بياني را به ژنوم خود در يـک رخـداد   

به اين ترتيب براي تثبيت رده سلولي پايدار بـا سـطح   . (78
نياز به دوره زماني طورني تکثير پلاسـميد نيسـت    ،بيان بار

ــه مزا. (9) ــا توجــه ب ــب ــز ياي ــاد اي ــرخلاف ين سي ســتم، ب
 هـا  آن يانيب يها ستميس و پستانداران محصورت موجود در

ک ياليد س ـيگارکتوز و اس ـ يمعمول در انتها داراطور ه بکه 
و در حشــرات  يونيلاســيکوزيگلت محصــور، دنباشــيمــ
 يبا واحـد مـانوز   ييبه صورت انتهاها  آن يانيب يها ستميس
 -N يد بـا انتهـا  يبريو ه اديز يبا واحد مانوز ييانتها اي کم
 (.6، 76) باشدين دار ميل گلوکز آمياست
کارگيري اين سامانه، بيان ه ها در ب گزارشيکي از اولين     

در  mg/L 78بـه ميـزان    (DBH)دوپامين بتا هيدروکسـيلاز  
در  mg/L 22انسـاني بـه ميـزان     9اد و اينترلوکين ياس زيمق

(. 79، 29)بوده است يتريل 7 يها در فلاسک S2هاي  سلول
ز در ي ـن يب انسانين نوترکيتيتروپويد اريو تول يزان بازدهيم
بـه   mL 999 يها پا از کشت در فلاسک S2 يانيبستم يس

ــدار ــت   mg/L 76 مق ــده اس ــزارش ش ــم. (6)گ ــ ه ن يچن
 7 يهـا  در فلاسـک  S2 يهـا  سـلول  در يانسان نوژنيپلاسم

تــاکنون بيــان . (27)د شــديــتول mg/L 79 زانيــبــه م يتــريل
که براي فعاليت  Kويتامين  ب وابسته بهيهاي نوترک پروتئين

هاي گلوتاميـک در   آمينه خود نيازمند کربوکسيلاسيون اسيد
در اين سامانه صـورت نگرفتـه    ،انتهاي آمينوي خود هستند

هـاي حشـرات از جملـه     شـد سـلول   زيرا تصور مـي . است
دروزوفيلايي فاقد فعاليت گاما کربوکسيلازي  S2 هاي سلول

ــزيم گامــا کربوکســي  لاز قابليــت شناســايي هســتند و يــا آن
ــروتئين  ــوع پ ــن ن ــد اي ــدارد پروپپتي ــا را ن ــ. (2)ه ــال ه ب دنب

 هـاي  هو مطالع in vitroدر شرايط  بانديوپادياي هاي آزمايش
بـرخلاف   S2 هاي ي ما، مش   گرديد که نه تنها سلولقبل

انـد بلکـه    ساير حشرات واجد فعاليت گامـا کربوکسـيلازي  
ــز ــيلايلاز دروزوفيم گاماکربوکســيآن ــر 9 ي محصــول  ،براب

ايـن    ينتـا . (9، 72)کنـد  يد م ـي ـتول يشتريله بيگاماکربوکس
غلظت فاکتور  يبررس. کند يد ميين مطلب را تايز اين تحقي 

IX يها ب ترشح شده از سلولينوترک S2  ، ان ي ـاز ب يحـاک

ان ي ـب هـاي  سه با گـزارش ياست که در مقا mg/L 9/9 حدود
ار يبســ MSCs_hAM يهــا و ســلول CHO يهــا در ســلول

 IXفـاکتور   يت بـار ي ـن فعاليچن هم. (22، 21)شتر استيب
(mU/mL 791 )ــده فعال نشــان ــدهن ــاري ــز يت ب ــا يآن م گام

ــ ــيکربوکس ــه ا يلاز در دروزوف ــبت ب ــلا نس ــزي م در ين آن
 .پستانداران است

  فـاکتور  يو تشـ   يبررس ين روش م تلف برايچند    
IX ب فعال از فاکتور ينوترکIX شود که  يرفعال استفاده ميغ

ن گــلا يمــود يونيرات کونفورماســييــه تغيــهــا برپا همــه آن
ــار. (24)باشــد يمــ ــ يکــيترات يوم ســيرســوب ب ن ياز اول

 ـ  اسـت استفاده شده  يها روش  بـا  يعنـوان روش تقر ه کـه ب
له و فعـال از  يکربوکس ـ يهـا  نيپـروتئ  يمد در جداسازآکار
ن روش، از ي ـدر ا .(24)رفعال مورد توجه اسـت يت غيجمع
در جذب نمـک   Kن يتاميوابسته به و يها ئنيت پروتيخاص
 يگامـا کربوکس ـ  ينه هـا يدآمي  اس ـي ـترات از طريوم سيبار

 ـ  ييهـا  شـود و مولکـول   ياستفاده مک يگلوتام طـور  ه کـه ب
 ـ  ينم ،اند له نشدهيکربوکس ا اصلا يف يضع له يوس ـه تواننـد ب
صورت ه ن بيبنابرا ،وم جذب و رسوب گردنديبار يها وني

 . مانند يم يمحلول در سوپرناتانت باق
رسوب داده شده نشـان داد کـه    IXفاکتور  يکم يابيارز    

 يهـا  مترشحه از سـلول  IXدرصد از فاکتور  19-49حدود 
S2 ـي ـن به احتمـال ز ياند و بنابرا جذب و رسوب شده  ه اد ب

 99-19ن اسـاس حـدود   يبرا. له هستنديطور کامل کربوکس
ده کـه  يان شده جذب و رسوب نگرديب IXدرصد از فاکتور 
 ـ ساخته IXن قسمت از فاکتور يممکن است ا طـور  ه شده ب

هـر چنـد کـه هـم     . له نشـده باشـد  يکربوکس ا اصلا ي ييجز
ترات نشـان  يوم س ـيو هـم رسـوب بـا بـار     يت انعقاديفعال
ــ ــاکتور  يدهــد کــه قســمت يم مترشــحه از  يانســان IXاز ف

انـد امـا    له شـده يح گاماکربوکس ـيطور صحه ب S2 يها سلول
ح يون صـــحيلاســـياز کربوکس يقـــيف دقيـــتـــاکنون تعر

نتـاي   . ه نشـده اسـت  يارا Kن يتاميوابسته به و يها نيپروتئ
ها نشان داده است كه تمـام واحـدهاي    تحقيقات و پژوهش

. اسيدگلوتاميك در ناحيه گلا نقش كليدي و اساسي ندارنـد 
مـين  وواحد اسـيدآمينه گلوتاميـك در د   72داراي  9فاكتور 

، 71، 79، 6، 1گلاي خود است و اسـيدهاي آمينـه شـماره    
واحــدهاي اســيدآمينه ،  49و 18، 11، 19، 21، 28، 27، 29
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جهش در اسيدهاي آمينـه گلوتاميـك در   . گلوتاميك هستند
باعـ  كـاهش شـديد در     11، 21، 29، 79، 1هاي  موقعيت

امـا جهـش در سـاير      شـود،  مي 9فعاليت بيولوژيك فاكتور 
ها تاثير چنداني روي فعاليت بيولوژيك اين فـاكتور   موقعيت
 . (29)ندارد
اسـيدآمينه گلوتاميـك از    9که تنهـا   ييجا ن از آنيبنابرا    
ت يفعال يگلا بران يمواسيدآمينه گلوتاميك موجود در د 72
رسـد کـه     ياست، لذا به نظـر م ـ  يکاف IXک فاکتور يولوژيب

 ـ يطور ناق  کربوکس ـه که ب IXفاکتور  واجـد   يله شـده ول
ن فرض بـا  يا. در سوپرناتانت وجود داشته باشد ،اند تيفعال
 69حـدود   ييآکـار . شـود  يد م ـييز تايترشح ن ييآ  کارينتا

نشـان   S2 يهـا  سـلول  لهيوس ـه ب IX فاکتور ترشح يدرصد
ان شده در داخل سلول يب IXفاکتور  %29دهد که حدود  يم

 IXفـاکتور   يهـا  نياز پـروتئ  ياريلذا بس. شود ينگه داشته م
 ـ  يدر مح له يطـور کامـل کربوکس ـ  ه ط کشت ممکـن اسـت ب
نـه در  يمآ دياس 9ون حداقل يلاسيل کربوکسياند اما بدل نشده
 . اند قادر به ترشح شده ،ه گلايناح

 

 گيري نتيجه
 ، S2ي هـا  سـلول  کـه  دهد يم نشان ن مطالعهيا يها داده    
 لــذا و کننــد يمــ انيــب را يـکــيولوژيب الـفعــ IX ورـاکتـــف
 ونيلاس ـيکربوکس بـه  قادر S2 يها سلول که کند يم شنهاديپ

 فاکتور يانعقاد تيفعال واقع در. باشند يم يانسان IX فاکتور
IX يها سلول از مترشحه S2 ،  را يا کننـده  متقاعـد  شـواهد 

 گامــا ،يــيلايدروزوف S2 يهــا ســلول کــه کنــد يمــ فــراهم
ــرا کــه را رزم ونيلاســيکربوکس  رزم يانعقــاد تيــفعال يب

 . دهند يم انجام تـاس
 

 تشكر و قدرداني
ــدين     ــيم    ب ــگاه حك ــي دانش ــت پژوهش ــيله از معاون وس

هـم چنـين آقـاي     ،سبزواري به خاطر حمايت مـالي پـروژه  
پژوهشگاه ملي مهندسي ژنتيـك و زيسـت   )پور ي دكتر زمرد
مركز پزشكي دانشگاه ) Mettine Bosو خانم دكتر ( فناوري

هـا و   به دليل در اختيار قرار دادن برخـي سـلول  ( ليدن هلند
 . مواد، كمال تشكر را داريم
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Abstract 
Background and Objectives 

Human factor IX (hFIX) during maturation in the liver requires carboxylation of glutamic 

amino acids in the Gla domain, which is involved in its secretion and activity. Due to the 

deficiency of mammalian expression systems in the secretion and fully γ_carboxylation of 

recombinant coagulation factors and higher activity of γ_carboxylase enzyme in Drosophila 

S2system, the present study was performed to evaluate ability of this system in 

γ_carboxylation, secretion and activity of recombinant hFIX.   

 

Materials and Methods 

In this study, following transfection of S2 cells with pMT-hFIX vector, the ELISA and aPTT 

tests were used to evaluate the expression and activity of recombinant hFIX. In addition, 

γ_carboxylation of factor IX was approved by barium citrate precipitation. The samples were 

analyzed on three consecutive days and being repeated three times.  

 

Results 

The coagulation results showed the secretion of active recombinant hFIX by stable S2 cells. 

Quantitative assessment of recombinant hFIX in medium and cell lysis with ELISA showed 

94% secretion efficiency. The results of ELISA on precipitated FIX with barium citrate also 

indicated that about 45% of secreted recombinant hFIX from S2 cells are fully carboxylated.    

 

Conclusions 

Activity and barium citrate precipitation of recombinant hFIX confirmed the ability of S2 cells, 

unlike other insect cells, in the γ_carboxylation of factor IX. So, our results provide convincing 

evidence that Drosophila γ_carboxylase perform necessary γ_carboxylation required for 

secretion and coagulation activity of recombinant hFIX.  

 

Key words: Coagulation factor IX, Hemophilia B, gamma-glutamyl carboxylase, GALA 

peptide 
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