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 چکیده

بیماران هموفیلی در حال حاضر است.  Bمل در بیماری هموفیلی اع شایعترینقادی  عان ۹نقص در فاکتور

B  گاما مورد مداوا قرار می گیرند نوترکیب ۹ذخیره شده یا فاکتور جایگزین درمانی با پلاسمای با روش .

توسط آنزیم گاماکربوکسیلاز انجام میگیرد  که ۹فاکتور  Glaاسیدهای ناحیه ی  کربوکسیلاسیون گلوتامیک

و  ری استضرو این پروتئین  برای فعالیت بیولوژیکبه عنوان یکی از تغییرات بعد از ترجمه کلیدی 

 یمصنوع یهاmiRNAلقوه اب ییتوانانوترکیب مورد توجه قرار گیرد.  ۹در هنگام تولید فاکتورهمواره باید 

 ی هدف آنهاRNA یبرش اختصاصرا باید منتسب به توانایی آنها در ها  یماریدر درمان ببیان شونده 

هدف که به ترتیب   miRNA و siRNA عهر دو نو  (، مزایای اصلیmiRNAi) RNAiنوع  نیا دانست.

نظر گرفتن نقش باز دارندگی کالومنین بر روی  باشند  را داراست. با در دائم انیو بی اختصاص یریگ

مصنوعی اینترونی بر علیه کالومنین، تاثیر آن  miRNA دوگاماکربوکسیلاز، در این پژوهش ضمن طراحی 

های مصنوعی ضد  miRNA توالی رمز کننده ی انسانی مورد بررسی قرار گرفته است. ۹بر بیان فاکتور 

قرار انسانی  ۹فاکتور ی  cDNA، در بالادست با اثر افزایندگی، ۹فاکتور   کوتاه شده 1اینترون  در کالومنین

 داده شد.

ی حفظ شده از توال هیعل siRNA واریانت آن دو 6پس از بررسی توالی ژن کالومنین انسان و همردیفی 

در  miR-30a ی، بنامعیطب ی miRNA کیدر چارچوب و عملکرد هر یک از آنها  شد یطراح این ژن

بینی قرار گرفت. با بهره گیری از روش های نرم افزاری مورد پیش  ۹فاکتور  1داخل اینترون کوتاه شده 

 miRNAتوالی های طراحی شده طوری در نظر گرفته شدند تا در پردازش اینترون و تولید و بالغ شدگی 

 1که در اینترون  miR5و  miR6با نام های  miRNAتز توالی رمز کننده دو خللی وارد نگردد. پس از سن

 cDNAقرار گرفته بودند، قطعه های مزبور با روش های مولکولی در ناحیه بالادست   ۹کوتاه شده فاکتور 

قرار داده شد. پس از بررسی صحت مراحل همسانه  CMVدر یک  وکتور بیانی مجهز به پروموتر  ۹فاکتور 

منتقل شدند و در ادامه  میزان  HEK293Tهای ، پلاسمید های نوترکیب به صورت موقت به سلولسازی

-Realانسانی در سلول های ترانسفکت شده در سطح رونویسی با روش ۹بیان ژن های کالومنین و فاکتور 

Time PCR  .مورد بررسی قرار گرفت 

دلالت بر تولید  miR6نتایج اولیه بدست آمده از بررسی سلول های ترانسفکت شده با سازه های حاوی 

miRNAمشاهده نشد که علت آن می تواند اشباع شدن  لومنیناک کاهش بیان اماداشت غ بال یexportin 

 یmiRNA رسد که به نظر می با توجه به نتایج بدست آمده . های بیان شده باشد miRNAبخاطر ازدیاد  5

. علاوه بر کندطی  را بتواند از متن یک اینترون خارج شده و مراحل بلوغ  miR-30a اسکلتبا  یمصنوع

نیز در این سلول ها در مقایسه با سلول های کنترل مشاهده شد که نشانگر پردازش  ۹بیش بیان فاکتور  این 

مصنوعی بیان شده،  miRNA تایید فراوری صحیحکامل اینترون معرفی شده بود. به این ترتیب، علاوه بر 



 ب

 miRNAکاربرد دوگانه اینترون شامل عملکرد ذاتی آن در بیان ژن مربوطه و نقش آن در حمل و تولید 

 مصنوعی مورد تایید قرار گرفت.

 انعقادی، کالومنین ۹اینترون، فاکتور ،microRNA ،Real Time PCR کليد واژه:
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 ؟چیست1یلیهموف -1-1

 است؟ یارث یماریک بی یلیهموفا یآ  -1-1-1

به  لیتمادارای تظاهراتی از جمله جنس یک بیماری ارثی مغلوب وابسته به  به عنوان  یلیهموف

 لخته شدن ی شدن، طولان یپوست ی شدیدزیخونرصل، امفدر مکرر  یزیخونر،عمومی یزیخونر

 .(Koller, 1954) خون  است

  B و Aی  لیهموف -1-1-2

که از  یتر است به طورجیرا Aنوع  یلیشتر از زنان است. هموفیدر مردان ب یلیاحتمال وقوع هموف

 A یلیا دو نفر مبتلا به هموفیک یا یشده در دننوزاد مذکر متولد  5111-11111هر

و از  یارث یماریب یک2سمسیا کریB یلیهموف یماری.ب(Wynbrandt and Ludman, 2009)هستند

خون  فعال در ۹ا کاهش سطح فاکتور یحذف و  جهینتکشور است که در  هاییمارین بینه تریپرهز

و از هر  رسد یبه ارث مXبه صورت مغلوب وابسته به کروموزوم  یمارین بید. اشومیجاد یا

بندرت در زنان  یمارین بیا.(Biggs et al., 1952)کند یممبتلا را نفر  یکمرد  341111-21111

 یماریب توارث نحوه و احتمالات 1-1شکل ( ،باشد یمXروموزوم کرا وابسته به یده شده زید

 ی. برا)B ( http://emedicine.medscape.com/article/199088-  overview#a0104یلیهموف

ت و است. نخس یاتیح یر، امریا خیهستند  یمارینکه آنها ناقل بی، دانستن ایلیزنان خانواده هموف

واجد  Xروموزوم ک یک یدارا یه مادرچرسم شود و چنان ینامه اه د شجریز بایش از هر چیپ

درصد احتمال  51 نصورتی. در ارددگ یمحسوب م یلیباشد ناقل هموف ۹تور کون در ژن فایموتاس

رد مبتلا ک فی دختران .ردندگمبتلا  یمارین مادر ژن ناقص را به ارث برده و به بیدارد فرزندان پسر ا

ه تنها ک هاییر در خانوادهگیندارند. موارد تک  یبه بررس یازیشه ناقل هستند و نی، همیلیبه هموف

ممکن است در اثر انتقال ژن از زنان بدون  خورد که یبه چشم م است یلیک فرد مبتلا به هموفی

د شومید در مادر، که باعث ناقل شدن او یا در اثر جهش جدینشانه که ژن آنها ناشناخته بوده است، 

. ونددیبوقوع بپ، یقید حقیک جهش جدی یعنی، یلید در فرد مبتلا به هموفیا در اثر جهش جدیو 

. ر استگیاند، موارد تک ص داده شدهیتشخ گیکه به تاز یموارددرصد از  51در حال حاضر حدود 

از موارد،  یاریدرصد است. در بس 11در حدود ناقل بودن ما یکیر، احتمال ژنتگیعملا در موارد تک 

ده یخانواده د یر اعضایگدر د یلید هستند و ژن هموفیجد هایافتهین مادران جهش یا

 .(Koller, 1954)دشومین
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  -B ( http://emedicine.medscape.com/article/199088یلیهموف یماریب توارث نحوه و احتمالات 1-1شکل 

overview#a0104 ) 

 

 22و در موارد متوسط حدود  یگماه ۹د حدود یدر موارد شد یلیص هموفیمتوسط سن تشخ

ق، یدر محل تزر یزینرم، خونر هایبافت یزی، خونریماریدر آغاز ب هان نشانهیعتریاست. شا گیماه

که از  هاچه و مفصلیدرون ماه یزیباشد. خونر یم یحفره دهان یزیو خونر یا جراحیزخم 

 یزی، خونریلین نشانه هموفیتر ید. اختصاصشومیده نیاست، الزاما ابتدا د یماریب گیهایژیو

 یزیکند. موارد خونر یآموزد بروز م یکه کودک راه رفتن را م یامگاست که معمولا هن یمفصل

 ت ویفعال ، ن رودیکه خون جذب شود و تورم از ب یامگضرر است و هن یه نسبتا بیاول یمفصل

 یرات مفصلییمکرر تغ یهایزیرردد اما به مرور زمان پس از خونگ یمفصل باز م یعیت طبکحر

ست که ا ان ذکریرسد. شا یب مینرم آس هایو بافت هاد آمده و به غضروف و استخوانی( پدی)آتروپات

د توان یف میخف های ضربه و است یمغز یزی، خونریلیران هموفمایدر ب گن علت مریعتریشا

 .(Biggs et al., 1952)جاد کندیرا ا یدیشد یمغز یزیخونر

 Bیلیهموف مارانیب -1-1-9

روه گ، CRM1+روه گکه عبارتند از: نندک یم یروه طبقه بندگرا به چهار  B یلیهموفماران مبتلا به یب
rCRM،روه گCRM¯  روه گماران یکنند. در ب ید میتول یباد یآنت ۹ه فاکتور یکه بر عل یروهگو

                                                 

reactive material-Cross.  1 
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+CRMافته یاهش کت آن یماران در حد نرمال بوده اما فعالین بیدر خون ا ۹تور کژن فا یمقدار آنت

افته که یکاهش  rCRMروه گماران یدر خون ب ۹تور کژن فا یتنآزان یمCRM+روه گبرخلاف  است.

نوع  یلیر در انعقاد خون است. افراد مبتلا به هموفیو تاخ ۹ت فاکتور یآن کاهش فعال جهینت

CRM¯باشند.  یمرا دارا  ۹تور کژن فا یاز آنت کیار اندیزان بسیا میهستند و  ۹تورکمعمولا فاقد فا

 یباد ید آنتی، بدنشان شروع به تول۹ تورکق فایه پس از تزرکند شومی یمارانیشامل ب روه چهارمگ

درصد  4تا  1. بر طبق مطالعات انجام شده رددگ یح میبه طور صح ۹تور کند و مانع از عمل فاک یم

 و میف، ملایدر سه شکل خف یماریب یبه طور کل برند. ین مسئله رنج میاز اB یلیهموفماران یب

 و 2-%5، 6-%31ب یبه ترت ییپلاسما یعملکرد ۹زان فاکتور یان میشود که در مبتلایده مید دیشد

 .(Giangrande, 2003)باشدیم %1کمتر از 

 Bی لیهموفی درمان یهاروش -1-1-4

انجام  1ین درمانیزیگبه روش جار یگد یکستمیس یهایماریاز ب یاریبسمانند   یمارین بیادرمان 

افراد  یمشتق شده از پلاسما ۹تور کمنظم فا و یدوره ا هایقیتزرشامل  ین روش درمانی. اردگییم

د یرا با ۹هموستاز، غلظت فاکتور  یبرقرار یباشد. برا یب مینوترک ۹ا استفاده از فاکتور یو  نرمال

منجر به  ین درمانیزیگجا .(Brettler and Levine, 1989)ش دادیافزا یعیدرصد طب 31 یال 15تا 

د ید. بایدرگ یاسکلت یهاچهیاز صدمات ماه یرگیشیا پیجه کاهش یو در نت یزیع خونریکنترل سر

ه کنیافراد نرمال ضمن ا یمشتق شده از پلاسما ۹تور کفا واسطهبه  یروش درمان نیااد آور شد که ی

به دنبال مار یب یتواند برا یرا مت یدز و هپاتیمثل ا یعفون یهایمارینه است، خطر ابتلا به بیپرهز

ا درمان یو ب ینوترک ۹فاکتور د یتولدر جهت  یزیر.لذا برنامه(Brinkhous et al., 1996)داشته باشد

 رتاسرسدر  فراوانی قاتییتحق یهااهگشیار آزماکدر دستور  یبا روش ژن درمان یمارین بیا یقطع

 .(2-1شکل ) است گرفتها قرار یدن

 
  (فعال 9 فاکتور هیپا سطح و یزیرخون شدت نیب ارتباط 2-1شکل 

 http://www.blobs.org/science/article.php?article=14) 

 

ماران یباز  %51پستانداران در درمان  هاید شده توسط سلولیب تولکینوتر ۹تور کدر حال حاضر از فا

 .دیردگ یمعرف 1۹۹3ن در سال یزیگخطر بوده و به عنوان روش جا یاملا بکه کردد گ یاستفاده م
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Gene therapy  .2 
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 یده ال درمانیرد، حالت اگییصورت م ین درمانیزیگق جایاز طر B یلیهموف یر چه درمان کنونگا

ن یزیگااز درمان ج یوسته است تا خطرات ناشیتوسط خود فرد و به صورت پ ید فاکتور خونیتول

 .(Kay et al., 1994)سر استین هدف میدن به ایرس 2یق ژن درمانیردد که از طرگحذف 

 خون انعقاد و یانعقاد یهاتورکفا -1-2

 یانعقاد یتورهاکفا -1-2-1

 ونخ انیباجر فعال ریغ یهاموژنیز صورت به و مشخص یونانی اعداد با عموماً یانعقاد یتورهاکفا

 یط در ،یکستماتیس یاسام ای و آنها اشفانک نام یبجا یونانی اعداد از استفاده. هستند ردشگ در

 آراء تیثرکا 1۹62 سال در و رفتهیپذ هموستاز نیمتخصص( م1۹55شروع از) انهیسال ینفرانسهاک

 سیزترومبو یالملل نیب تهیمک به نونکا تهیمک نیا. سب شدک  XII یال I یتورهاکفا یذارگنام یبرا

 را یانعقاد آبشار یتورهاکفا از یفهرست (3-1شکل ). است افتهی نام رییتغ (ICTH)سیهموستاز و

 اغلب و شودیم داده نشان a سیرنویز با یانعقاد یها تورکفا شده فعال الکاش. دینمایم ارائه

 عنوان هب دارد، وجود زین ییاستثناها انیم نیا در اما د.باشنیم پروتئازها نیسر دسته از ییهامیآنز

 با پروتئازها نیسر.است نازیلوتامگنساتر 13 تورکوفا بوده نیوپروتئیکلگ یک8و  5تور کفا مثال

 یاتورهکفا انیم در. ندینمایم فاءیا را خود نقش ژهیو یهااهیگجا در هانیپروتئ ریسا ستنکش

 ت.اس داده اختصاص خود به خون در را غلظت نیشتریب فعال 1ور تکخون،فا فعال یانعقاد
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 ( http://www.blobs.org/science/article.php?article=14 )خون انعقاد آبشار 3-1شکل 

 یانسان 9 فاکتور -1-9

 9 فاکتور یکیژنت ساختار -1-9-1

 بلند یبازو یبـاز رو لویک 34 حدود طولیزون است با گا 8نترون و یا 1 یداراکه  ۹ فاکتورژن 

 یسانت 35حدود  8و فاصله آن با ژن فاکتور (Yoshitake et al., 1985)دارد  قرار X(Xq27)کروموزوم

نترل ک یادهیچیپ یهاسمیله مکانیپستانداران بوس یهار ژنیمانند سا ن ژنیاان یان است.  بگمور

ه یناح نکه دریعلاوه بر ان عناصر یاست. ا 1سین عنصر عمل کننده سیازمند چندیردد که نگیم

و  UTR (3'-untranslated region)-'3 یوجود دارند، در نواح( untranslated rigion )5'-UTR’5بالادست ژن 

 ۹ژن فاکتور  یق برایدق یه پروموتری. ناح(Kurachi et al., 1995)ز موجود هستندیها ننترونیا

ا تا بیه بالادست ژن و تقرین ژن در ناحیا یت پروموتریحداکثر فعال یف نشده است ولیتعر

ت یکه باعث هدا ییهاین توالیتر. مهم(Hirosawa et al., 1990)استزارش شده گ -411دینوکلئوت

. (Hirosawa et al., 1990)د قرار دارن -162ت یردند در موقعگیه مین ناحیدر ا یسیشروع رونو

 -238/-232 یهادیان نوکلئوتیب میبه ترتTATAو  CCAATفعال  یه فوق دو توالین در ناحیهمچن

فوق عناصر ترانس  یه پروموتری. به ناح(Hirosawa et al., 1990)زارش شده استگ -181/-168و 

                                                 

1. Cis-  acting elements 

http://www.blobs.org/science/article.php?article=14
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،  D-site  (DBP)پروتئین متصل شونده به ،CCAAT  (C/EBP) پروتئین متصل شونده به لیاز قب

 Giannelli et)شوندیمتصل م (HNF-4) هپاتوسیت 4ای=فاکتور هسته و(NF-1)1-ایفاکتور هسته

al., 1993). 

. (4-1شکل )، جفت باز است 3111 یبیبالغ با طول تقر mRNA ملکولک ی ۹ژن فاکتور 1رونوشت

ک ین ژن اختلاف نظر وجود دارد. دریا بالغ  mRNAملکولق یدر مورد طول و ساختار دق

با طول  UTR- '5هیده که شامل ناحیردگزارش گباز  2663طول  ،به۹ بالغ فاکتور mRNAزارشگ

 یریگد زارشگ باز است. در 13۹1با  طول UTR-'3باز و  136۹ا  طول ه کد کننده بیباز، ناح 2۹

 UTR-'3، کد کننده و UTR-'5 یده و نواحیردگزارش گباز  2۹6۹ن فاکتور یبالغ  ا mRNAطول 

 ملکولمحصول ترجمه  .(Hirosawa et al., 1990) باز هستند 13۹2و  1386،  215 یب دارایبه ترت

mRNA ن ینه است. اید آمیاس 461با  ۹2پرو فاکتور یش ساز به نام پرین پیک پروتئی ۹فاکتور

 3دیپپت یپره یشامل ناح یبه کربوکس ینیآم یب از انتهایه است که به ترتین ناحیچند ین دارایپروتئ

 یه فعال سازی، ناح1یدرمیشبه فاکتور رشد اپ ینواح ، 6لاگه یناح، 5دیه پروپپتی، ناح4د راهنمایپپتا ی

سـاز شی، شکل پ mRNA، مولکـول یکـیژنت ساختار. (Bowen, 2002)است یکیتیه کاتالیو ناح

 .نشان داده شده است (5-1شکل )در ۹فاکتـور 

 
 (Smith and Gailani, 2008)9 فاکتور کیشمات شکل 4-1شکل 
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2. Signal peptide 
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 ( overview#a0104-http://emedicine.medscape.com/article/199088 )9 فاکتـور یاصل یهابخش 5-1شکل 

 9 فاکتور ژن کنندهکد  ینواح -1-9-2

 5'. بخش د نشانه است.یه پپتیو ناح mRNA ملکول UTR- 5'از  یبخش رگذا کد۹فاکتور  aزون گا

  cزونگکند. ایرا کد م Gla یاز آن توال گید، اما بخش بزرینماید را کد میپروپپت یتوال bزون گا

است.  ی( ضرور8آن )فاکتور رفاکتوکوبا  ۹واکنش فاکتور  ید که براینمایز را کد میرگ ه آبیناح

 یرات ساختارییتغ یاست که برا Phe-Trp-X-X-Tyrف حفاظت شده یموت یز دارایرگ ه آبین ناحیا

نه یآم یهادیاس) زریگ بآّلا و گ یها نشان داده است که نواحیز لازم است. بررسیم نیوابسته به کلس

 یدیپیل ین فاکتور به غشایاتصال ا یاه فعال را برایگک جایر یگبالغ( با همد ۹در فاکتور  41تا  1

له یوسبب یبه ترت 2 و 1 یدرمـیه فاکتور رشد شبـه اپی. دو ناح(Anson et al., 1984)دهندیل میتشک

 یهازونگاست و سرانجام ا یه فعال سازیز کد کننده ناحین fزون گشوند. ایکد مeو  d یهازونگا

g وhیهانیها و دمزونگن ایارتباط ب (6-1شکل )کنند. یرا کد م یکیتیت کاتالیه با فعالی، ناح 

 دهد.یک نشان میرا به صورت شمات۹فاکتور

 
 (Freedman et al., 1995)9 فاکتور یهانیدم 6-1شکل 

 9 فاکتور سازشیپ ساختمان -1-9-9

نه، ید آمیاس 28د با یپپت یپره شامل کل شده است کیاز سه بخش عمده تش ۹تور کش ساز فایپ

 46د با ید و پروپپتیپپت یپر ینه است. توالید آمیاس 415بالغ با  ۹تور کنه و فایآم دیاس 18د با یپروپپت

ن( ی)آرژن -1ن( تا یونی)مت -64نه یآم یدهایه شامل اسکباشد  یم1دریپرول ینه مشهور به پرید آمیاس
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