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  :دهيچك

كه در مسير انعقاد نقش كليدي دارد موجب ) يا فاكتور كريسمس(انساني  9نقص يا كمبود فاكتور 

در حال حاضر روش معالجه معمول اين بيماري ژنتيكي جايگزين درماني  .ميگردد Bبيماري هموفيلي 

اما . از پلاسماي انسان سالم و يا نوع نوتركيب آن انجام مي گيرد مشتق 9است كه با استفاده از فاكتور 

امكان آلوده بودن پروتئين هاي مشتق از پلاسماي انسان به انواع ويروس ها و پريون ها محققين را به 

هاي داروئي در اغلب موارد براي توليد پروتئين. سمت توليد انواع نوتركيب اين پروتئين سوق داده است

هاي بياني پستانداران در اين رابطه معمولا اولين كانديد بعد از ترجمه لازم است و سامانه تغييرات

و  ينيپااز جمله بيان  CHOسلول هاي  مشكلات بيان پروتئين هاي نوتركيب در  با توجه به. هستند

توليد فاكتور  مشتق از دروزوفيلا براي )S2(لذا رده سلولي اشنايدر  ناكارآمدي در گاما كربوكسيلاسيون،

 S2انساني در سلول هاي  9نشان داده شد كه بيان فاكتور . گرفتانساني مورد آزمايش و بررسي قرار  9

و رسوب آن توسط باريوم  9همچنين فعاليت بيولوژيكي فاكتور . است CHOبسيار بيشتر از سلول هاي 

اما كربوكسيلاسيون فاكتور برخلاف ساير سلول هاي حشرات در گ S2سيترات مويد قابليت سلول هاي 

با توجه به اينكه گاماكربوكسيلاسيون يكي از اصلي ترين تغييرات بعد از ترجمه است كه براي . است 9

اين ميزبان در انجام گاماكربوكسيلاسيون فاكتور تاثير بيش بياني آن در ضرورت دارد،  9فعاليت فاكتور 

نشان داد كه برخلاف سلول هاي پستانداران،  تايجن .نيز مورد بررسي قرار گرفته است بيان شده  9

  . مي گردد 9بيش بياني گاما كربوكسيلاز باعث بهبود بيان و فعاليت فاكتور 

  ،  رده سلولي اشنايدر، گاما كربوكسيلاسيون9،  فاكتور انعقادي Bهموفيلي  :كلمات كليدي
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  35  .......................................................................................... هاي استفاده شده در اين تحقيقجفت پرايمر -1 - 2جدول 

  CHO ...........................  41ميزان و تركيبات محيط هاي كشت مورد استفاده براي كشت سلول هاي  -2- 2جدول 

  PCR ...................................................  50و تركيبات استفاده شده در فرايندهاي ) lµبرحسب (ميزان  -3- 2جدول 

  PCR ......................................................................................  51 برنامه هاي استفاده شده در انجام واكنش:  4- 2جدول 

  53  .............................................................................................. الگوي حجمي تركيبات واكنش هاي هضمي -5- 2جدول 

  54  ................................................................... الگوي حجمي تركيبات در واكنش هاي اتصالي اين تحقيق -6- 2جدول 

  SDS-PAGE ...........................................................................  70تركيبات و مقادير لازم جهت تهية ژل  -7- 2جدول 

 17پروتئين هاي آشكار شده با جستجو در ژنوم دروزوفيلا با استفاده از توالي پروپپتيدي : 1- 3جدول 

  ................................................................................................................................................ حلزون حلقويلاي پروتئين گ
78  

  79  ................................................................ 9فاكتور  cDNAتوالي پرايمرهايي طراحي شده براي تكثير : 2- 3جدول 

  Xho I ...............  82 '3و  Kpn I '5با انتهاهاي  9توالي پرايمرهايي طراحي شده براي تكثير فاكتور : 3- 3جدول 

  90  ........................................ گاماكربوكسيلاز انساني cDNAتوالي پرايمرهاي طراحي شده براي تكثير : 4- 3جدول 

  108  .......................................................................................... بررسي كلون هاي مقاوم در محيط ميتوميسين: 5- 3جدول 

  109  .................................................... خانه 96كلون رشد كرده در پليت  36از ميان  9بررسي بيان فاكتور  6- 3جدول 

  110  ......................................... خانه 48كلون با بالاترين بيان در پليت  6از ميان  9بررسي فعاليت فاكتور  7- 3جدول 

  110  ......................................................................................... انتخاب بهترين كلون براي كشت در مقياس بالا: 8- 3جدول 

  117  ............................................... در محيط ميتوميسين S2-hFIX- hγCجداسازي كلوني هاي مقاوم : 9- 3جدول 



  ط 

 

  118  ................................................ خانه 96كلون رشد كرده در پليت  30از ميان  9بررسي بيان فاكتور : 10- 3جدول 

  118  .................................... ارزيابي كلون هاي با بالاترين بيان براي انتخاب بهترين كلون با تست انعقاد: 11- 3جدول 

  119  ...... فعال 9براي انتخاب كلون با بيان بيشتر فاكتور  S2-hFIX-hγCارزيابي كلون هاي مقاوم : 12- 3جدول 

  128  ........................................................... نسبت به مقدار اوليه در محيط كشت 9درصد بازيافت فاكتور : 13 - 3جدول 

  129  ..................................................................................................كامل كربوكسيله  9درصد رسوب فاكتور : 14 - 3جدول 
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    فهرست شكل ها

  صفحه  عنوان

  9  ....................................................تصويرشماتيك از مسير هاي انعقاد خون و فاكتور هاي دخيل در آن  - 1- 1شكل 

  12  ........................................................................... انساني به صورت شماتيك 9سازماندهي مولكولي فاكتور  -2-1شكل

  13  ............................................................................................................ 9 هاي فاكتور ها و نواحي ارتباط اگزون -3-1شكل

  14  ........................................................................................................................ انساني 9ساختمان اوليه فاكتور  -4-1شكل

  15  ........................................................................................................................ 9 مسيرهاي فعال شدن فاكتور - 5- 1 شكل

  16  ..............مجموعه اي از تغييرات محصولات ترجمه اي كه ممكن است بر يك پلي پپتيد واقع شود  -6- 1شكل 

  31  .....................) ......................................................................وكتور - pTZ57R/T )Tساختمان پلاسميد  - 1- 2شكل 

  pcDNA3 ......................................................................................................................  32ساختمان پلاسميد  - 2- 2شكل 

  pMT/V5/His A ......................................................................................................  33 ساختمان پلاسميد - 3- 2شكل 

  pCoHygro ..................................................................................................................  34 ساختمان پلاسميد - 4- 2شكل 

  76  .............ئين هاي آشكار شده با پروتئين هاي گلاي شناخته شده انساني مقايسه نواحي گلا در پروت: 1- 3شكل 

  77  .........................و برخي فاكتورهاي انعقادي حلزون حلقوي  همرديفي  پروپپتيد پروتئين هاي گلاي : 2-3شكل

  78  ............. شناخته شده انسانيمقايسه نواحي گلا در پروتئين هاي آشكار شده با پروتئين هاي گلاي : 3- 3شكل 

  hFIX T.V  .......................................  80-براي تهيه استوك غيرآلوده از باكتريهاي واجد  PCRفرايند : 4- 3شكل 

  T.V-hFIX   ...............................................  81 نوتركيب پلاسميد در 9فاكتور  ژن cDNA تائيد وجود: 5- 3شكل 

  83  ..........................................بطور همزمان  Xho Iو  Kpn Iبا آنزيم هاي   T.V-hFIXبرش آنزيمي : 6- 3شكل 

  pMT-V5-His A ....................................................................................................  84بررسي صحت وكتور : 7- 3شكل 

  pMT-hFIX  ...........................................................  85و   pMT-V5-His Aپلاسميد  يحركتالگوي : 8- 3شكل 

  pMT-hFIX  .............  86برش پلاسميد با استفاده از   9ي فاكتور cDNAقطعه  شدن لونتائيد ك: 9-3شكل

  pcDNA3 ....................................................................  87پلاسميد در hFIX-cDNAشدن  كلونتائيد: 10- 3شكل 



  ل 

 

  pMT-V5-His A ...........................................  89پلاسميد در  EGFPي cDNAكلون شدن تائيد : 11- 3شكل 

  pfu-PCR ......  90، با استفاده از Xho I '3و  Kpn I '5لخواه  تهيه گاما كربوكسيلاز با انتهاهاي د: 12-3شكل

  T.V- hγC .....................................  91 نوتركيب پلاسميد در ي گاما كربوكسيلازcDNA تائيد وجود: 13- 3شكل 

  pMT- hγC ...........................  93برش پلاسميد قطعه گاماكربوكسيلاز با استفاده از  شدن لونتائيد ك: 14-3شكل

  95  ...........................به روش ليپوفكشن وكلسيم فسفات pMT-EGFPبا  S2ترانسفكت سلول هاي : 15- 3شكل 

  96  ............................................................................قبل و بعد از ترانسفكشن   S2نمودار رشد سلول هاي : 16- 3شكل 

  97  ................................................................................قبل و بعد از ترانسفكشن   S2نمودار بقا سلول هاي : 17- 3شكل 

  RT-PCR .............................................................  98با فرايند  S2در سلول هاي  9بررسي بيان فاكتور : 18- 3شكل 

  99  .................................................................................................................................... استاندارد الايزا يمنحن  :19- 3 شكل

  S2-hFIX ...........................  100لي سلول هاي در محيط كشت و ليز سلو 9نمودار بيان موقت فاكتور : 20- 3شكل 

  CHO-hFIX ....................................................................  101در سلول هاي  9نمودار بيان موقت فاكتور : 21- 3شكل 

  CHO-hFIX ........................................  102و  S2-hFIX در سلول هاي 9مقايسه بيان موقت فاكتور : 22- 3شكل 

  103  ........................................منحني استاندارد تست انعقادي بر اساس پلاسماي طبيعي سيتراته انساني  -23-3شكل

  104  ............نوتركيب در زمان هاي مختلف  S2در محيط سلول هاي  9نمودار فعاليت انعقادي فاكتور : 24- 3شكل 

  105  .....نوتركيب در زمان هاي مختلف  CHOدر محيط سلول هاي  9نمودار فعاليت انعقادي فاكتور : 25- 3شكل 

  CHO-hFIX .......................  106و  S2-hFIXدر سلول هاي  9مقايسه انعقاد در بيان موقت فاكتور : 26- 3شكل 

  S2 ....  107گرومايسين براي انتخاب كلني هاي پايدار سلول هاي تعيين دوز مناسب آنتي بيوتيك هاي: 27- 3شكل 

  S2-hFIX .............................................................................  112در سلول هاي  9ارزيابي بيان دائم فاكتور : 28- 3شكل 

  CHO-hFIX ......................................................................  113در سلول هاي  9ارزيابي بيان دائم فاكتور : 29- 3شكل 

  CHO-hFIX ...........................................  114و  S2-hFIX در سلول هاي 9مقايسه بيان دائم فاكتور : 30- 3شكل 

  115  در زمانهاي مختلف  S2-hFIXپايدار  يسلول هادر بيان دائم  9ارزيابي فعاليت انعقادي فاكتور : 31- 3شكل 

  116  .....در زمانهاي مختلف  CHO-hFIX سلول هايدر بيان دائم  9ارزيابي فعاليت انعقادي فاكتور : 32- 3شكل 

  CHO-hFIX ..........................  116و  S2-hFIXمترشحه از سلولهاي پايدار  9مقايسه فعاليت فاكتور :  33-3شكل


