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 اختصاصي كراتينوسيت هاي اپيدرم يوكتور بيان و ساخت طراحي 
 دل مبه عنوان  يانسان IXفاكتوربررسي بيان  و

 
 4دکتر فرزانه صابوني ،3ه جلاليدکتر راض ،7دکتر عليرضا زمردي پور ،1سيد جواد حسيني

 
 چکيده

 سابقه و هدف
برا  . براي رهاسازي سيستميک پرروتيي  اسرت  ex vivo  کراتينوسيت يک مدل مناسب براي بيان ژن به صورت

هراي مناسر ي برراي بيران ژن برا واسر ه        گزينره  ،ها توجه به اي  نکته عناصر کنترلي اختصاصي کراتينوسيت
هراي نوترتيرب در    ير  وتترور برراي بيران اختصاصري پرروتيي       در پژوهش حاضرر  . ها هستند کراتينوسيت
ي پلاسرميد  يتوانرا . انسراني رراحري گرديرد    14  ر ژن کرراتي   پرومروتر با استفاده از  هاي اپيدرم تراتينوسيت

 .شد هاي اوليه انساني نشان داده ي در کراتينوسيتانسان IXفاتتور انعقادي  cDNAوسيله بيان  هشده ب ساخته
 امواد وروش ه

انساني به جراي   14 ر  ژن کراتي  پروموتربا قرار گرفت  يک ق عه حاوي . م العه انجام شده از نوع تجربي بود
در مرحلره  . ساخته شرد  phPK14Hپلاسميد بياني ، pcDNA3در پلاسميد  (CMV)سيتومگالوويروس  پروموتر
رد پلاسميد بياني شد و پلاسرميد  ک دي جدا شده بود، وا cDNA انساني که از کتابخانه IX فاکتور cDNAبعد 

pK14hFIX هاي انسراني   کراتينوسيت. ها مورد استفاده قرار گرفت ساخته شد و براي ترانسفکش  کراتينوسيت
هرا کشرت داده    از پوست ختنه نوزادان جدا و با استفاده از محيط کشت عاري از سرم مخصوص کراتينوسيت

 6-برا اسرتفاده از فيروجي     (pK14hFIX)جديرد سراخته شرده    هاي مزبور با پلاسميد نوترکيرب   سلول. ندشد
هراي ترانسرفکت    دست آمده از سرلول  همحيط کشت ب ،ساعت پس از ترانسفکش  27حدود . ترانسفکت شدند

. ها به محيط کشت انتخابي حاوي جنيتيسي  منتقل شدند جمع آوري و سلول IXشده براي بررسي بيان فاکتور 
کلني شد که در ادامه هر يک به صورت  9در محيط انتخابي منجر به پديدار شدن هاي مزبور  ادامه کشت سلول

انعقادي يرک   آزمونبا استفاده از  IXفاکتور  cDNAبيان . جداگانه کشت داده شده و مورد م العه قرار گرفتند
ت مورد هاي کراتينوسيت ترانسفک بر روي سلول RT-PCRچني  انجام  هاي کشت و هم اي بر روي محيط مرحله

 . م العه قرار گرفت
 ها يافته
. هاي منفي مقايسه شد هاي مختلف ترانسفکش  با کنترل هاي کشت سري هاي انعقاد به دست آمده از محيط زمان

هاي ترانسفکت شده ق ل از تيمار جنيتيسري    نوترکيب در محيط کشت کراتينوسيت IXفعاليت انعقادي فاکتور 
هراي ترانسرفکت شرده     در سرلول  IXفاکتور  cDNAبيان . يسي  نشان داده شدها با جنيت وپس از انتخاب کلني

 .   يد شديتا RT-PCRچني  با انجام  هم
 گيري هنتيج 

 پرومروتر فعرال تحرت کنتررل     IXهاي انساني قادر بره توليرد فراکتور     اي که کراتينوسيت نتايج اوليه ما نظريه
لاسميد ساخته شده حاصل از اي  تحقيق ابزار مناسر ي برراي   علاوه بر اي  پ. کند هستند را تاييد مي14ر کراتي 
هرا برراي م العرات مختلرف      هايي که از اهميت درماني برخوردارنرد را در کراتينوسريت   بيان پروتيي  بررسي

 . بيوشيميايي و سلولي فراهم ساخته است
 سوماتي ، ژن درماني 14 ر ، کراتي تراتينوسيت، IXفاکتور   :کلمات کليدي 

 84/ 8/ 4 :يخ دريافتتار 
 88/ 62/1 :تاريخ پذيرش

 
 و دانشكده علوم دانشگاه رازي كرمانشاه دانشجوي دکتراي علوم سلولي و مولکولي پژوهشگاه ملي مهندسي ژنتيک و زيست فناوري -1
 13111-3636فناوري ـ صندوق پستي  بيولوژي مولكولي ـ استاديار گروه ژنتيك مولكولي پژوهشگاه ملي مهندس ژنتيك و زيست PhD: مؤلف مسؤول -2
6- PhD بيوشيمي ـ استاديار پژوهشگاه ملي مهندسي ژنتيك و زيست فناوري 
3- PhD مشهددانشگاه ـ استاديار دانشكده علوم  بيوشيمي 
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 قدمهم
ــش رو   ــاني ب ــور   ex vivoژن درم ــك راکت ــد ي نيازمن

 ـ انتقـال  مطلوب براي توليد و  زيستي درون  شمحصـول ژن ب
اند  مطالعات پيشين نشان داده .(1-3) اي هدف استه بافت

عنـوان يـك راکتـور     توانند بش هاي اپيدرم مي كش كراتينوسيت
هدف ورود بش گرد  خون  ابها  زيستي براي توليد پروتئين

هـا بـا    ي کراتينوسيتيتوانااين  .(1)قرار گيرنداستفاده مورد 
طـي  يهاي نوترکيب بش جريان خـون مح  ترشح انواع پروتئين
يک بيماري  Bهموفيلي  (.2، 6، 3، 1)نشان داده شده است 

اسـت کـش مـرتبا بـا عـدم       Xمغلوب وابستش بش کروموزوم 
ايـن  . باشـد  مـي انعقـادي    IXوجود يا عدم فعاليت فـاکتور  

اسـيد ممينـش و    311گليکو پروتئيني بـا   ،فاکتوربش شکل بالغ
ات من را ترکيب ـ% 11کيلو دالتون است کش  11وزن مولکولي 

مهمـي  متحمـل تغييـرات    IXفاکتور . دهد قندي تشکيل مي
گردد کش براي فعاليت بيولوژيکي من لازم  يمپس از ترجمش 
 هـاي  ايـن تغييـرات شـامل  ـوف تـوالي     . وضروري است

هـاي  انتگلوتاميک اسيد در  12راهنما، گاما کربوکسيلاسيون 
بش بتا هيدروکسي  33مميني و تبديل مسپارتيک اسيد شماره 

اضافش شدن وا دهاي قندي با اتصـال از  پارتيک اسيد و مس
مطالعات پيشين نشان داده است کـش  (. 8)است  Oو  Nنوع 

هـا از   وسيلش کراتينوسـيت  شنوترکيب ترشح شده ب IXفاکتور 
 cDNAبيــان (. 9)فعـال اسـت  %111نظـر بيولـوژيکي تقريبــا   

هاي کشـت شـده انسـاني تحـت      در کراتينوسيت IXفاکتور 
 رتروويروسـي قـبلا    ي ويروسي وپروموترهاي  ليکنترل توا

تحـت   IXهمچنين بيان فاکتور (. 6 ،11) گزار  شده است
سـيتومگالوويروس بـش شـکل     يپرومـوتر هاي  کنترل توالي

 13 ـ   كراتين ايو 1ـ    هاي کراتين هيبريد با عناصرکنترلي ژن
اما استفاده از عناصـر کنترلـي    .(11، 12) گزار  شده است

هـاي   در کراتينوسيت IXها با هدف بيان فاکتور  يتکراتينوس
هـاي   كراتينوسـيت . کشت شده انساني گزار  نشده اسـت 

و  را در  13و كراتين ـ    1ـ   هاي كراتين پروتئين ،زاللايش با
تا  21در  قيقت اين دو پروتئين . كنند سطح زيادي بيان مي

درصـد   13هـا و  ـدود    از سطح كلـي پـروتئين   درصد 03
، 13) دهنـد  هاي سـلولي را تشـكيل مـي    رونوشت كل حسط
 هـاي مناسـبي   گزينـش  ،هاي اين دو ژنپروموتربنابراين  (.16

هـدف بيـان ژن    اها ب براي ژن درماني با واسطش كراتينوسيت

 اي با طـول   قطعشهاي قبلي نشان داده اند کش  بررسي. هستند
 ،انسـاني  13از توالي بالادست ژن كـراتين  جفت باز  2233
(. 3) اسـت   بيان ژن در كراتينوسيت اپيدرم ترانسژنبش  قادر

ــور     ــک وکت ــاخت ي ــي و س ــا طرا  ــر ب ــش  اض در مطالع
هـاي   ييهـا، توانـا   اختصاصي بيـان  کننـده در کراتينوسـيت   

انساني  IXانساني براي بيان فاکتور  13 -  ژن کراتين پروموتر
  هاي کشت شده،مورد بررسـي قـرار گرفتـش    در کراتينوسيت

 .   است
 

 ها مواد و روش
    هاي انساني ، پلاسميدها ومن ع کراتينوسيتسوش باتتري

. بـود  (experimental)مطالعش انجام شده از نوع تجربـي 
بـراي  ( اسـتراتژن ـ ممريكـا   ) E.coliبـاكتري   DH5سو  

کبـدي بـراي    cDNAکتابخانش . داستفاده ش نينگمرا ل كلو
( انگلســتان) MRCانســاني از شــرکت  cDNAجداســازي 

( ممريكـا  ـ روژنيتاينـو ) pcDNA3پلاسميد. خريداري گرديد
شـده   پلاسميدهاي ساختش بش عنوان وکتور پايش براي طرا ي

پوسـت ختنـش   . در اين تحقيق مـورد اسـتفاده قـرار گرفـت    
 دكتـر هاي انساني توسا  نوزادان بش عنوان منبع کراتينوسيت

ــژوه        ــن پ ــار اي ــش و در اختي ــدزاده تهي ــورهر محم من
 .تقرارگرف
 

 ها ي و تيتيها، مواد شيميا محيط تشت، آنزيم
بـش عنـوان محـيا     LB (Luria-Bertani)محيا كشـت  

 ml μg111/)كشـت بــاكتري اسـتفاده شــد و ممپـي ســيلين    
وجـود محـيا كشـت     در صـورت نيـاز بـش   ( محيا کشـت 

  BamHI ، Hind III ،BglII هاي منزيم. انتخابي استفاده شد
 T4 DNA ،ات بـزر   کيت مخصوص تکثير قطع ، NotIو

Ligase  جنيتيسين ،(G-418) هاي تخليص محصـول   ، كيت
PCR  پلاسميد و ،RNA، 3  ـ ـ  فيوجينن ـفكشسل ترانـعام 

ت از  شــرك M-MuLvو منــزيم رونوشــت بــردار معكــوس
هـنكس از شـركت    بـافر . خريـداري گرديـد  ( ملمان)  ور

پلاســميد و  BamHIمنــزيم . تهيــش شــد( ايــران) بهارافشــان
PTZ57RT  فاقد فـاكتور   يپلاسما. شدخريداري  فرمنتازاز

IX   شـد  فـراهم  (فرانسـش ) دياگنوسـتيكا انساني از شـركت .
نمـودار اسـتاندارد   رسـم   پلاسماي طبيعي انسان بـا هـدف  
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ي از سـازمان  يبـش صـورت اهـدا    IXتست انعقادي فـاكتور  
 ـ    محـيا کشـت  . ممـد  دسـت  شانتقال خـون ايـران ب

K-SFM 

(Keratinocyte Serum-Free Medium) اينـــويتروژن از 
رايمرهاي استفاده شده در ايـن  پ. خريداري گرديد( ممريکا)

ــاني   ــرکت ملم ــا ش ــق  توس ــدند MWGتحقي ــاختش ش  س
 .(1جدول)
 

 هاي پرايمرهاي استفاده شده در اي  پژوهش توالي :1جدول 
 

1'-GGAAGATCTGCTAGGGTTCTGGTGTTGG 

TGGG-6' hk14-f1 

1'-CGTCCAAGCTTGAGGAGGGAGGTGAGC 

GAGCGAG-6' hk14-R1 

1'-GGATCCGTTATGCAGCGCGTGAACATGA 

-6' hIX-f1 

1'- GCGGCCGCAGTGATTAGTTAGTGAGAG 

GCCC-6' hIX-R1 

1'-GCCATGGCCCCCTTTGGATTTGAAGGAA 

AGAACT-6' hFIX-F2 

1'-GAAGCTTTCTCCCTTTGTGGAAGACTCTT 

CCC-6' hFIX-R2 

 
 DNAهاي  دست ورزي

هـاي   بـر اسـاس رو    DNAهمش مرا ل دست كاري  
كرومـوزومي  DNA (. 11)اسـتاندارد كلونينـگ انجـام شـد     
كبدي انساني بـش   cDNAاستخراج شده از خون و كتابخانش 

 13 ـ  كراتينپرومـوتر ترتيب بـش عنـوان الگـو بـراي تكثيـر      
 .مــورد اســتفاده قــرار گرفتنــد IXفــاکتور  cDNAو انســاني
مشتق   pcDNA3از در اين تحقيق هاي ساختش شدهپلاسميد
 اوي عامـل   ،پستانداران است ييك وكتور بياناند، کش  شده

هـاي   و اجازه انتخاب سـلول  باشد ميمقاومت بش جنيتيسين 
 . دهد فكشن ميسنوتركيب را پيرو واكن  تران

كش بش ترتيـب داراي    hk14-R1و hK14-F1پرايمرهاي 
بـر   ،بودنـد  HindIIIو  BglIIهـاي   هاي برشي منزيم جايگاه
انسـاني طرا ـي    13 ـ  ي ژن كـراتين پرومـوتر توالي  اساس

 . گرديدند
و    hIX-F1دو پرايمـر   IXفـاکتور   cDNAبراي تكثير 

hIX-R1 هــاي برشــي بــراي كــش بــش ترتيــب داراي جايگــاه 
 mRNA يـبر اساس توال، بودند NotIو  BamHIهاي  منزيم

ــي  ــدندطرا  ــر ،  .ش ــس از ب ــول پ ــاوي PCRمحص  
 هــاي  منــزيم بــا pcDNA3ميد پلاســو 13كراتين  ـپرومــوتر

BglII  وHindIII  قطعــش وPHK14  پرومــوتر بــش جــاي 
قــرار   pcDNA3پلاســميد در  (CMV) ســيتومگالوويروس

محصـول  . سـاختش شـد   phPK14Hگرفت و پلاسميد بياني 
PCR   اوي cDNA  فاکتورIX،     پـس از کلـون سـازي در

ــور مخصــوص محصــولات   ــا  PCR   (PTZ57RT )وکت ب
 phPK14H پلاسـميد  بريـده و در  BamHI/NotIهاي  منزيم
 cDNA در مناخيـر  کـش   پلاسـميد نوترکيـب   . گرديد وارد

انسـاني   13  ـ  ژن کراتين پروموتر ين دستيدر پا IXفاکتور 
 .ناميده شد pK14hFIX ،قرار دارد

 
 تعيي  توالي

 pK14hFIXقطعات كلون شده در پلاسميد نوتركيـب   
از ( hFIX-cDNAوانساني  13 ـ  ژن کراتين پروموترشامل )

هاي مـوكور بـا    توالي. ندهر دو رشتش كاملا  تعيين توالي شد
و با اسـتفاده  ( MWG-ملمان)  ABI 373استفاده از دستگاه 

مقايســش  و نــداختصاصــي تعيــين گرديد  هــاياز پرايمر
بـر عليـش    BLASTهاي  اصلش بـا اسـتفاده از برنامـش     توالي

 (.13)بانك ژني انجام شد 
 

 هاي انساني يه تراتينوسيتتشت اول
 HNEK) : يـــدرم انسانـاپيي ـطبيعهاي  تـكراتينوسي

Human Normal Epidermal Keratinocyte)  از پوســت
ختنش نوزادان جدا و مطابق با دسـتورالعمل فـراهم شـده در    

 (K-SFM)محيا كشت فاقد سرم مخصوص كراتينوسـيت  
 ست ختنـش پو پيرو انتقال بش صورت خلاصش، .رشد داده شد

 و منيـزيم  و فاقد كلسـيم  ، PBS در بش مزمايشگاه و شستشو
 و تقسـيم  بش قطعات كوركتر ،جنتامايسين µg/ml23 اوي 
در بـافرهنكس   درجش سانتي گـراد  3ساعت در  18بش مدت 
سـپس لايـش   . منزيم ديسپاز  قرار داده شـد  U/ml 21 اوي 

ــاپيـــدرمي از پر ــازي  يـ ــا هـــدف جداسـ درم جـــدا و  بـ
تريپسـين و  درصـد   21/3ها با محلـول  ـاوي    تكراتينوسي

ــول 1 ــي م ــدت  EDTAميل ــش م ــش در  13ب درجــش  61دقيق
 .تيمـار گرديـد    پيپتينـگ  گراد همراه با  داقل دو بار سانتي

ي خنثــي و يدر محلــول نهــادرصــد  FBS 11تريپســين بــا 
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دقيقـش   13بش مـدت  دور در دقيقش  1333با سرعت ها  سلول
رســوب . وب داده شــدندــــرس درجــش ســانتي گــراد 3در 

 EGF: Epidermal Growth ـاوي  ) K-SFMسـلولي در  

Factor  2/1-1/1 ng/ml و BPE: Bovin Pituitary 

Extract) µg/ml03-21) هــاي  كراتينوســيت. گرديــد معلــق
تـا   21111 بـا تعـداد   K-SFMاوليش در محيا كشت كامـل  

 كشـت فلاسـک  متـر مربـع    سانتيبش ازاي هر سلول  31111
 بـا  و  گراد درجش سانتي 61 نکوباتورا ها در سلول. ندشد داده
روز  2-0محيا كشت هـر   .رشد داده شدند 2CO درصد 1

 33-71 ها تا  دود پس از رشد سلول. شد يك بار تعويض 
هـا   سـلول  فلاسك، محـيا كشـت برداشـتش شـده و    درصد 

 .پاساژ داده شدند و فاقد كلسيم و منيزيم شستشو PBSبا
 

 ترانسفكش 
ــيتكرات  ــتفاده  ينوس ــا اس ــا ب ــوجين از ه ــ 3-في بق امط

 اي هـاي شـ  خانــش   در پليــت دستورشـرکت توليـد کننـده   
 23ها  دود  براي اين منظور كراتينوسيت. ندشد ترانسفکت

 183تـا   113تـراکم ساعت قبل از واكـن  ترانسفكشـن در   
بـراي واكـن     .سلول بش ازاي هر خانـش كشـت داده شـدند   

فاقـد  ) پايـش  µl77 K-SFM اب 3-فيوجين µl6  ،ترانسفكشن
BPE  وEGF)   ــو ــدت و مخل ــش م ــش 1 ب ــش در درج   دقيق

 . شد  داده قرار اتاق رارت 
 يا( phPK14H پلاسميد نوترکيب  µg2بش مخلو  فوق 

pK14hFIX (       اضافش و پـس از مخلـو  نمـودن بـش مـدت
ي يمخلو  نها. اق قرار داده شدتدقيقش در دماي ا 03 داقل 

محيا كشـت پايـش   ليتر  ميلي 2 ها در لولسپس مستقيما  بش س
 3 ـداقل  واكن  ترانسفكشـن بـراي مـدت     .اضافش گرديد

-Kپايـش جمـع موري و    K-SFMسپس . ساعت ادامش يافت

SFM ها اضافش گرديد كامل بش سلول . 
 ،پــس از ترانشفكشــن( ســاعت 12 ــدود )روز ســوم 

محيا كشت براي بررسـي جمـع موري و محـيا تـازه بـش      
تركيـب در محـيا كشـت    هـاي نو  يكلن. فش شدها اضا سلول
 ميلي ليتـر جنيتيسين بش ازاي هر ميكروگرم  213-033 اوي

 .(11)محيا كشت انتخاب وبش صورت انفرادي تكثير شدند
 111ــ   µg/ml 311سـپس بـا محـيا  ـاوي     هـا   ياين كلن

 . مار شدندين تيسيتيجن

 انساني IXاندازه گيري فعاليت انعقادي فاتتور
بيـان شـده بـا اسـتفاده از      IX لوژيك فـاكتور فعاليت بيو

فعال شـده مطـابق    PTTو  IXپلاسماي انساني فاقد فاكتور 
 ـ  توليـد کننـده  وسـيلش شـركت    شبا دستورالعمل فراهم شده ب

 . تعيين گرديد
انساني بيان شـده   IXبراي تخمين ميزان فعاليت فاکتور 

ليـت  ا اسـتفاده از فعا بي استفاده شد کش نمودار استاندارداز 
 طبيعـي از پلاسماي ستيرانش شـده  مختلف  رقت 1 ،انعقادي

) انســان 
160
1 ،

80
1 ،

40
1 ،

20
1 ،

10
روي كاغــو تمــام   ( 1

بـراي انجـام    .ه بودشد بر عليش زمان انعقاد ترسيملگاريتمي 

با رقت  نمونشهر از  µl 133،انعقادي مزمون
10
 µl 133بـا   1

فعال شـده   PTTاز  µl 133و   IX از پلاسماي فاقد فاكتور
ــا   ــو  و دقيق ــش در درجــش  ــرارت  0مخل درجــش  61دقيق

كلسـيم كلريـد    µl 133سـپس   . قـرار داده شـد   گراد سانتي
بـش   گـراد  سـانتي  درجش 61از قبل گرم شده در ميلي مول 21

 فعاليت انعقـادي  و من اضافش و زمان انعقاد اندازه گيري شد
  .بر اساس نمودار استاندارد تعيين گرديدهر نمونش 

 
 RT-PCRواتنش 

 RNAکلنـي ) هاي ترانسفكت شـده  وللاز س تامF3-C2 
 RNAبـا اسـتفاده از كيـت تخلـيص      (بش عنوان منبع سلولي

تيمار شد و  RNAaseعاري از  DNAaseبا و  استخراج شد
ريـــورس )توســـا منـــزيم رونوشـــت بـــردار معکـــوس 

بــراي ســاختن   الگــو بــش عنــوان( M-Mulvکريپتــار  تــرانس
cDNA  از  .مورد استفاده قرار گرفـتcDNA    سـاختش شـده

 IXفـاكتور   cDNAاي از  عنوان الگو جهـت تكثيـر قطعـش    بش
با استفاده از پرايمرهـاي اختصاصـي   جفت باز  701طول  بش

hFIX-R2 وhFIX-F2   در واكنPCR استفاده گرديد. 

 ها يافته
 ساخت پلاسميدهاي نوترتيب

از ب ـجفـت   8220طول شب pK14hFIXساخت پلاسميد  
ــي    ــان اختصاص ــراي بي ــاكتور  cDNAب ــادي  IXف در انعق

. (1شكل)مر لش انجام گرفت  2طيهاي اپيدرم  راتينوسيتک
 رپرومـوت ازي  اوي بجفت  2233در مر لش اول يك قطعش 
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بـر   هاي  واجد جايگاهکش  (PCR1)انساني  13-ژن كراتين
ــا  ،اســتدر دو انتهــاي خــود  HindIIIو   BglIIمنزيمــي ب

 . گرديدمحصول تكثيرPCR (1PCR )استفاده از 
ــول   پ ــم محص ــرو ه  ــميد 1PCRي  pcDNA3و پلاس

 13-ر ژن كراتينوپرموت،  BglII/HindIIIهاي  وسيلش منزيم شب
بـش ايـن   . ديگرد  لاسميد موكوردر پ CMV پروموترنشين جا

 .شد ناميده phPK14Hنوتركيب ساختش شده  سميدترتيب پلا
 هاي بر  بـا استفـاده از رو  phPK14Hساختار پلاسميد 

 مـورد انتظـار   انـدازه  (.الـف  -2شکل ) يد گرديدايت منزيمي
 ـ phPK14Hجفت بازي شـكل خطـي پلاسـميد     3811   شـب
كـش فقـا    BglII و HindIIIش ه م جداگانش با منـزيم  ـوسيل

مشـاهده و  بر  در پلاسميد فوق بودنـد  داراي يك جايگاه 
 BglII و   HindIIIهـاي  توام منـزيم کارگيري   شـب. دـتاييد ش

جفـت   3171و  2233دو قطعـش   ،براي بر  پلاسميد مزبور
 ـ      ردـاد ک ــايج ـبازي  ر ژن وكـش بـش ترتيـب بـا انـدازه پرموت
 .دننماي مطابقت مي pcDNA3انساني و قطعش  13-كراتين

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

 مراحل ساخت پلاسميدهاي نوترتيب :1شکل 
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 هاي نوترکيب با روش برش آنزيمي تاييد مولکولي ساختار پلاسميد :7شکل
 
؛ مارکر استاندارد اندازه مولکـولي  1رديف pK14hFIX :پلاسميد  :ب

DNA.طي شده  ؛ الگو هاي خ6و  2هاي  رديفpK14hFIX    بـش ترتيـب
 HindIII.بـا   hPK14H؛ الگوي خطي شـده  3رديف . NotIو  BamHIبا 

 ـ NotIو BamHIبـا   pK14hFIX؛ الگوي بر  خـورده  1رديف  طـور   شب
 . pK14hFIX؛ الگوي سوپرکويل 3رديف . همزمان

 
 
 

 
؛ مارکر استاندارد اندازه مولکولي 1رديف   phPK14H :پلاسميد :الف

DNA .هاي خطي شده  ؛ الگوي6و  2هاي  رديفphPK14H    بـش ترتيـب
. HindIIIبـا   pcDNA3؛ الگوي خطي شده 3رديف  .HindIIIو  BglIIبا 

 ـ  HindIIIو  BglIIبـا   phPK14H؛ الگوي بر  خورده 1رديف  طـور   شب
ــان هــم ــر  خــورده 3رديــف . زم و   BglIIا بpcDNA3 ؛  الگــوي ب

HindIII سـوپرکويل   ؛ الگـوي 1رديـف  . طـور همزمـان  ش بphPK14H .
  .pcDNA3؛ الگوي سوپرکويل 8رديف 

 
 تكثيـــرپـــس از  IX فـــاكتور cDNAدر مر لـــش دوم 

(2PCR)  پلاسـميد در  کلون سازي اوليـش و PTZ57RT  بـا ،
 بش پلاسميد  NotIو   BamHIهاي برشي گيري از جايگاه بهره

phPK14H   ــد وارد ــميد   .ش ــر  پلاس ــا   pK14hFIXب ب
دو زمان منجر بش ايجاد  طور هم شب NotI و  BamHIهاي منزيم
شد کش بش ترتيب با انـدازه  جفت بازي  1319 و 8118قطعش 

. نمايد مطابقت مي IXفاکتور  cDNAو  phPK14Hپلاسميد 
بـا هـر يـک از     pK14hFIXهـاي پلاسـميد    رنين بـر   هم

جفت  8226طول  شيک قطعش ب NotIو يا   BamHIهاي منزيم
پلاسميد نوتركيب بيان كننده  ا اندازهش بـود کـبازي ايجاد نم

سـاختار (. ـ ب2شكـل )انسانـي مطابقـت دارد  IXفاكتـور 
 رنيـن با تعيين توالي هـم  pK14hFIXمـولكولي پـلاسميد 

 .ييد شدانوكلئوتيد ت

 
 انساني IXفاکتور  بررسي بيان

هـاي   در كراتينوسـيت  IXهدف بيان فاكتور انعقـادي   اب
هـا بـراي ترانسفكشـن بـا      ايـن سـلول   انساني، كشت اوليـش 

 رند سري. مورد استفاده قرار گرفتند pK14hFIXپلاسميد 
در  .شـد انجام  3-فيوجين استفاده از باواكن  ترانسفكشن 

هــا ســطح  روز سـوم پــس از واكـن  ترانسفكشــن، سـلول   
در  IXفـاکتور  بيـان ا تمـالي   . فلاسك را پـر كـرده بودنـد   

انعقـادي  مزمون اده از محيا كشت جمع موري شده با استف
زمـان انعقــاد  . اي مـورد بررســي قـرار گرفــت   يـك مر لــش 

در هـاي مختلـف    ترانسفكشـن دسـت ممـده از    شبهاي  نمونش
هـاي ترانسـفكت    نمونـش ) منفـي كنترل هاي  نمونشمقايسش با 
ــا   ــده ب ــلول phPK14Hش ــده  و س ــفكت نش ــاي ترانس  (ه
 .شد محاسبش
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1 
21 
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81 

111 

121 
131 

181 
211 

N NC A B C2 C3 D1 D2 F1 F2 F3 F4 

خته
ل

 
مان
ز

 (
انيه
ث

)
 

131 

ت كشــهــاي  محــيادار زمــان انعقــادي  کــاه  معنــي
پلاسـميد   هاي ترانسفكت شده بـا  موري شده از سلول جمع

pK14hFIX  نشـانگر  ،هـاي کنتـرل منفي   نمونشدر مقايسش با
 ــاوي  هــاي نوتركيــب توســا ســلول IXفــاکتور ترشــح 

pK14hFIX بش محيا کشت بود.  
 ـ  زمان انعقاد و فعاليت انعقاد دسـت   شي محـيا كشـت ب

هـاي   نتـرل ترانسفكشن در مقايسـش بـا ك   مزماي ممده از هر
  .ش شده استيارا 6و شکل  2جدول در  منفي

 
انساني درمحريط   IXزمان انعقاد و فعاليت انعقادي فاکتور  :7جدول

 هاي ترانسفکت شده، ق ل از تيمار با جنيتيسري   کشت کراتينوسيت

 (روز سوم پس ازترانسفکش )
دست ممـده  ش هاي مورد مزماي  کش از ترانسفکشن هاي مختلف ب نمونش
نشـان   F4و A ،B  ، C2 ، C3 ، D1 ، D2 ، F1 ، F2 ،   F3 د با  روفبودن

و محيا  Nهاي ترانسفکت نشده با  محيا کشت از سلول. داده شده اند
 NCبـا   phRK14Hرانسـفکت شـده بـا پلاسـميد     هاي ت کشت از سلول
 . است نشان داده شده

 

 فعاليت متوسط (ثانيه) زمان انعقاد ها نمونه

hFIX)%( 
N 812 881 888 28/0 

NC 888 888 881 42/0 
A 82 88 82 88/21 
B 82 80 82 21 

C2 82 87 88 88/28 
C3 87 80 82 28 
D1 12 81 12 88/08 
D2 81 12 18 7/08 
F1 11 18 10 12/01 
F2 11 12 18 88/81 
F3 12 11 17 88 
F4 87 80 81 22/27 

 
هـاي  اصـل    کراتينوسيت ،دست ممده بر اساس نتايج بش

ثانيـش زمـان     11  دود با  B و Aسري هاي  از ترانسفکشن
لاسماي ـپــ درصــد31تــا  69 اديـت انعقـــانعقــاد و فعاليــ

و  IXفاکتور   انح بيـرين سطـداراي بالات، انسانيدارد ـاستان
ان ـش زمـثاني 96با F3ترانسفکشن سري اصل از  هاي سلول
پلاسماي استاندارد  درصد13ربا فعاليت انعقادي برابانعقاد و
  .بود IXفاکتور رين سطح بيان ت نييداراي پا ،انساني

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 27دسرت آمرده   ه بررسي فعاليت انعقادي محيط کشرت بر  : 3شکل

 . (G418) جنيتيسي ق ل از اضافه نمودن )ساعت بعد از ترانسفکش  
 

ساعت  72 دود )اكن  ترانسفكشن روز سوم پس از و
هاي ترانسفكت شده بـش   ، سلول(كن  ترانسفكشنپس از وا

محيا كشت انتخابي  اوي جنيتيسـين منتقـل شـدند و تـا     
ز ا. ادامـش داشـت   تهـا ايـن وضـعي    كلنيپديدار شدن زمان 

كلنـي جـدا و    7 مجموعا F3 وF1   F2 ,ترانسفكشن سري 
-F1-C1 ،F1هاي  كلني .ندبش صورت جداگانش رشد داده شد

C2  ،F1-C3 و F1-C4 سري  ازF1  هـاي   و كلنيF2-C3  و
F2-C4  از سريF2  هـاي   و كلنـيF3-C1 ،F3-C2 ،F3-C3 

 ــاوي  بــش محــيا كشــت  و جداســازي  F3از ســري 
µg/ml333-133  فـاکتور  بيـان  . منتقل شـدند جنيتيسينIX  

هاي كشت جمع موري شده از هر كلني  نوتركيب در محيا
 درصد 71-83) كش سطــح پليت كاملا  پر شود  قبــل از من

مـورد بررسـي   انعقـادي   مزمونبا استفاده از ( از سطح پليت
 کـش  هـد د نتايج نشـان مـي  . (3و شکل 6 جدول)قرار گرفت

در ميان  مترشحش بش محيا کشت IXفعاليت انعقادي فاكتور 
در  .هاي مختلف از تنوع قابل توجهي برخوردار اسـت  کلني

يـش  ثان  11  ـدود  بـا   F3-C2کلنـي  ،هاي جداشده بين کلني
هـاي   نيدرصد و کل 31تا  69 زمان انعقاد و فعاليت انعقادي

F2-C3  وF2-C4   1ثانيــش زمــان انعقــاد و  163بــا  ــدود 
 ـداقل بيـان   بش ترتيـب  ـداکثر و   فعاليت انعقادي  درصد
 .(3و شـکل   6جدول) بش محيا کشت را داشتند IXفاکتور 

ز اشـده   موري كشت جمعهاي  محيااختلاف زمان انعقادي 
منفـي  هاي کنترل شنموندر مقايسش با دست ممده  شهاي ب يکلن

 توسا نوتركيب  IXنشانگـر تـداوم بيـان و ترشـح فـاكتور 
 .بش محيا کشت بود pK14hFIXهاي  اوي  سلول
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1 

21 
31 

31 

81 
111 

121 
131 

131 

181 

N NC F1-C1 F1-C2 F1-C3 F1-C4 F2-C3 F2-C4 F3-C1 F3-C2 F3-C3 

ته 
 لخ
مان
ز

(
انيه
ث

) 

انساني درمحيط  IXزمان انعقاد و فعاليت انعقادي فاکتور  :3جدول
 (G418)  يها، بعد از جدا سازي در حضور جنيتيس کشت کلني
محيا . وسيلش اسامي اختصاصي نشان داده شده است شها ب انواع کلني

هاي  و محيا کشت از سلول Nهاي ترانسفکت نشده با  کشت از سلول
 .نشان داده شده است  NCاب ،phPK14Hترانسفکت شده با پلاسميد  

 
 

 (ثانيه) زمان انعقاد ها نمونه
  فعاليت متوسط

  IXفاکتور 
انساني بيان شده 

%() 
N 818 811 811         7/2 

NC 870 872 877       22/2 
F1-C1 822 828 822         82/80 
F1-C2 822 820 821         72/80 
F1-C3 822  - -           -
F1-C4 822  - -           -
F2-C3 822 821 828         12/1 
F2-C4 827 820 821           1/1 
F3-C1 18 11 18           7/81 
F3-C2 82 80 82             21 
F3-C3 12 17 18         88/87 

 
 F3-C2 ممده از کلنـي  دست شب هاي در سلول IXفاكتور بيان 
با توجش . بررسي قرار گرفت موردنيز  RT-PCRمزماي    با

در  hFIX-F2و hFIX-R2بش فاصـلش دو پرايمـر اختصاصـي    
cDNA   فاکتورIX رفـت   طور کش انتظـار مـي   مانانساني، ه

جفـت   701 بش توليد قطعش مورد انتظار  مزماي  مزبور منتج
 . انساني گرديد IXفاکتور  cDNAي از باز
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ها بعرد از   بررسي فعاليت انعقادي محيط کشت کراتينوسيت: 4شکل 

  (.G418) جنيتيسي  ها در حضور جدا سازي کلني
-F1-C1 ،F1-C2 ،F1-C3 ،F1-C4، F2ف دست ممده با  ـرو  شهاي ب کلني

C3 ،F2-C4 ،F3-C1 ،F3-C2  وF3-C3  محيا کشت . نشان داده شده اند 
ومحـيا کشـت از سـلول هـاي      N هـاي ترانسـفکت نشـده بـا     از سلول

 .   اند نشان داده شده  NCبا phPK14Hترانسفکت شده با 

فـاکتور   cDNAبـرداري از   ييد نسـخش ابش اين ترتيب با ت      
IX هاي ترانسفکت شده، شاهد ديگـري دال   در کراتينوسيت

هـا فـراهم    انساني درکراتينوسـيت  IXبر صحت بيان فاکتور 
 .(1شکل)شد 
 
 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

  RT-PCRآزمايش  :8شکل 
انسـاني بـا اسـتفاده از     IXفـاکتور   cDNAجفت بـازي   161تکثير قطعش 

cDNA  ساختش شده ازRNA دست ممـده از کلنـي    شبF3-C2  عنـوان   بـش
عاري از  DNAaseتيمار شده با  RNA-2جفت بازي  11مارکر ـ 1.الگو

RNAase 3کنترل منفي -6بش عنوان الگو- cDNA   ساختش شده بش عنـوان
 الگو

 بحث
هاي اپيدرم بش عنـوان يـک هـدف جـواب      کراتينوسيت

هاي  پژوه  (.18) ماتيک مطرح هستندوبراي ژن درماني س
است نشانگر اين امر هسـتند   متعددي کش تاکنون انجام شده

اکتـور  رتوانند بش عنوان يـک   هاي پوست مي کراتينوسيتکش 
هاي نوترکيب بـراي درمـان    در جهت توليد پروتئينزيستي 
 .(1، 2، 18) هاي ژنتيکي مورد اسـتفاده قـرار گيرنـد    بيماري

 ، بسياري از بيماري هـاي پوسـتي مونوژنيـک و سيسـتميک    
، 21) هـا هسـتند   از کراتينوسيت درمان با استفاده گزينش هاي

توليـد  ، امکان العاده تکثير در محيا کشت ي فوقيتوانا (.19
ي ترشـح  يتوانـا ، مايشـگاهي زشـرايا م  پوست مصنوعي در

پيـرو پيونـد    هاي نوترکيب بش جريان خون محيطـي  پروتئين
امکــان برداشــتن  ،بــش مــو  فاقــد تيمــوسپوســتي بافــت 
ي در صورت عـدم نيـاز   تغيير يافتش ژنتيک پوستي هاي سلول

و امکـان بـش    پيونـد بش پيونـد ويـا ايجـاد اخـتلال ناشـي از      
يـان ژن  ب يبـراي القـا  کننده ژن  نترلهاي ک گيري سيستمکار
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 هــا موضـعي القـا کننـده    اسـتعمال هـدف در اپيـدرميس بـا    
 ها را بش عنوان يک راکتـور  کراتينوسيت ششواهدي هستند ک

 .(2، 3، 3، 1، 11، 21-26 )نـد مناسب مطرح نموده ا ستیيز
ين پــروتئين نوترکيــب از قبيــل بيــان رنــد بـر ايــن اســاس 

ــاني  ــد انس ــون رش ــادي ، هورم ــاکتور انعق ــاني IXف و  انس
هـاي کشـت شـده     در کراتينوسيت انساني Eين ئمپوليپوپروت

هاي ويروسي و رتروويروسـي  پروموترانساني با استفاده از 
 . (2، 6، 1، 11)گزار  شده استکنون ات

 ، in vivoدر ويروسـي  هـاي  پروموترشـدن   يـر فعـال  غ
استفاده از اين عناصر کنترلي را با محدوديت مواجش ساختش 

بنـابراين طرا ـي وکتـوري کـش بـش صـورت       (. 3، 3) است
را  هـا  هاي نوترکيب در کراتينوسيت اختصاصي بيان پروتئين

 ـ   و 1 ـ    کـراتين . رسـد  ش نظـر مـي  ـهدايت نمايد ضـروري ب
 ـ   ترين پروتئين از عمده 13ـ كراتين وسـيلش   شهاي بيـان شـده ب

در سـطح   ي بـا فعاليـت ميتـوزي هسـتند و    يها کراتينوسيت
. گردنـد  هاي کشت شده بيان مي فراواني توسا کراتينوسيت

ــي   ــر کنترل ــب عناص ــن ترتي ــش اي ــراتين  ژن ب ــاي ک و  1ـ  ه
هاي مناسبي با هدف ژن درماني  گزينشبش عنوان   13 ـ كراتين

در ايــن (. 18، 21) مطــرح هســتندهــا  توســا کراتينوســيت
بـراي   13 -دليل عنصـر کنترلـي ژن کـراتين    پژوه  بش دو

بش دليل کوتاه  کیيوکتور مورد استفاده قرار گرفت؛  طرا ي
 ،1 -تر بودن طول من در مقايسش با عنصر کنترلي ژن کراتين

 ـوزه  نکش يا ديگرل يو دل نمايد تر مي دستورزي من را مسان
ژن  پرومـوتر درمقايسـش بـا    13-کراتينژن  پروموترفعاليت 
 1-ژن کـراتين  پرومـوتر . (16، 26) بيشتر اسـت  1 -کراتين

در صـورتي کـش    هاي بازال فعال اسـت  فقا در کراتينوسيت
هاي اپيتليال  در ساير سلول 13 -ژن کراتين پروموترعاليت ف

 (. 23) گزار  شده است
ژن  پرومـوتر  از عناصـر کنترلـي  تا پي  از اين بخشـي  

بـش   گيـرد  را در برمـي  -211تـا   -61کش نا يـش   13-اتينکر
براي بيان فاکتور سيتومگالوويروس  پروموترشکل هيبريد با 

IX استفاده  ليکن  (.11، 12) مورد استفاده قرار گرفتش است
ــوتراز  ــلول 13-کــراتين پروم ــت شــده    در س هــاي کش

انساني  IXکراتينوسيت انساني با هدف بيان فاکتور انعقادي 
 IXدر ايـن پـژوه  مـا بيـان فـاکتور      . ر  نشده استگزا

جفت باز کـش   2231انعقادي  تحت کنترل قطعش اي بش طول 

انساني اسـت را   13 -در بر گيرنده عنصر کنترلي ژن کراتين
بـر  . هاي کشت شده انساني بررسـي کـرديم   در کراتينوسيت

ا  ه ـ سـر   از موري شده هاي کشت جمع محيان اساس يا
تا  13 از  دود قبل از تيمار جنيتيسينن مختلف ترانسفکش

نشان  هاي انعقادي پلاسماي نرمال انساني فعاليت درصد 31
 . دادند

ني نوترکيب شديم کش ميـزان  کل 9 ما موفق بش جداسازي
 بـش طـوري کـش   . هـا متفـاوت بـود    توسا من IXفاکتور بيان 

تعلـق بـش محـيا    کـش  م  درصد 31تا  دود  فعاليت انعقادي
بـود  (   F3 –C2)ها  شده از يکي از کلني يکشت جمع مور

کش ميزان فعاليـت انعقـادي    در  الي. قابل مشکار سازي بود
(  F2-C4و F2-C3)نوترکيـب  هاي  در  برخي ديگر از کلني

تفاوت در . بود استاندارد درصد 1و در  دود   ينيبسيار پا
بـش دليـل   مـوکور ا تمـالا    هاي نيتوسا کل  IXفاکتور بيان 

بـش  . هـاي کراتينوسـيت اسـت    سـلول  اوت تمـايز درجش متف
هاي انساني در  ي کراتينوسيتيصورت خلاصش نتايج ما توانا

بنـابراين بـش    .نـد ك يد مييفعال را تا IXفاکتور توليد وترشح 
وکتور طرا ي شده  اصل از اين پـژوه   کش  رسد نظر مي
هـا بـا هـدف      ها در کراتينوسـيت  ي بيان ديگر پروتئينيتوانا

بـا توجـش بـش    . باشـد  ي وسـلولي را دارا يبيوشـيميا  مطالعات
مر لـش بعـدي،    13-کـراتين  پرومـوتر ضعيف بودن قدرت 

کارهـاي مولکـولي    ارتقاء سيستم بيان کننـده بـا اسـتفاده راه   
 ـ  کراتينوسيت. خواهد بود کـار گرفتـش شـده در ايـن      شهـاي ب

 رديـف يـابي بـش    پژوه  از نوع پايش هستند، بنابراين دست
(line) کننده پايدار در اين پژوه  ميسـر نبـوده    بيان سلولي
يـابي بـش    دسـت  ،لوا از ديگر اهداف ما در ادامش طرح. است
 .  سلولي پايدار خواهد بود رديف

 

 گيري نتيجه
 ي درـاي انسانـه پژوه  توانايي كراتينوسيتنتايج اين 

 بش نظر. كند فعـال را تاييـد مي IXتوليـد و ترشـح فاكتـور 
وكتور طرا ـي شـده  اصـل از ايـن پـژوه       رسد كش  مي

هـا بـا هـدف     ها در كراتينوسـيت  توانايي بيان ديگر پروتئين
بـا توجـش بـش    . ايي و سـلولي را دارا باشـد  يمطالعات بيوشيم

مر لـش بعـدي،    13كـراتين ـ    پروموترضعيف بودن قدرت 
كارهـاي مولكـولي    كننده با اسـتفاده از راه  ارتقاء سيستم بيان
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 شـده در ايـن   كـار گرفتـش   هـاي بـش   تينوسـيت كرا. خواهدبود
يـابي بـش    نابرايــن دسـت  بپژوهـ  از نــوع پايــش هستنـد،  

كننــده پايــدار در ايـن پـژوه  ميسـر        لولي بيانس رديف 
يـابي   وا از ديگر اهداف ما در ادامش طرح دسـت ل. است نبوده
 . سلولي پايدار خواهدبود رديفبش 

 
 

 تشکر و قدرداني
ــن   ــندگان اي ــنويس ــارياز  شمقال ــورهر  همك ــر من دکت

هاي پوست تـازه انسـان    محمدزاده براي فراهم سازي نمونش
 هزاد ناصـر اميـري  دكترهمچنين از . نمايند تشکروقدرداني مي

 .نمايند صميمانش قدرداني مي ،براي پيشنهادات ارزشمند
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Abstract 

 
Background and Objectives 

Keratinocyte is a suitable model for ex vivo gene expression strategies for systemic release of a 

protein. In this regard, keratincyte-specific regulatory elements are especially attractive 

candidates for keratinocyte–mediated gene expression. In the present study, a vector was 

designed for specific expression of recombinant protein in human epidermal keratinocytes 

using human keratin 14 gene promoter. The potential of the constructed plasmid was shown by 

the expression of human FIX-cDNA in human primary keratinocytes.  

 

Materials and Methods 

A fragment containing human keratin14 gene promoter was inserted in the pcDNA3 plasmid. 

The human FIX cDNA isolated from a human liver cDNA library was inserted into the 

recombinant plasmid (phPK 14 H). Human epidermal keratinocytes isolated from neonatal 

foreskin were cultivated in keratinocyte serum-free medium and transfected with the newly 

made recombinant plasmid (pK14hFIX) using fugene-6. About 72 hours after transfection, 

cultured media were collected for expression analysis, and the cells were transferred into 

selective media containing geneticin. Incubation continued until the appearance of 9 colonies. 

The expression of human FIX-cDNA was examined by performing one-stage clotting assay as 

well as RT-PCR. 

 

Results 

The clotting times obtained from the cultured media of different transfection lines were 

compared to of the negative controls. Indeed the coagulation activity of the expressed rhFIX in 

the cultured media was detectable both before and after geniticin selection of the transfected 

keratinocytes. The expression of hFIX-cDNA in the transfected cells was also confirmed by 

performing RT-PCR. 

 

Conclusion 

Our preliminary results support the idea that human keratinocyte has potential for the 

production and secretion of biologically active FIX. The expression plasmid constructed in this 

study, has provided useful means for the expression of different proteins of medical importance 

in keratinocyte for further biochemical and cellular studies. 
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