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Abstract 
Objective: Development of high producing mammalian cell lines is a major bottleneck in 
manufacturing of recombinant therapeutic proteins. This study examines the effect of 
using the matrix attachment region from the human interferon beta gene in combination 
with promoter activation strategy with E1A 13S protein on human tissue plasminogen 
activator (t-PA) expression in Chinese hamster ovary (CHO) cells. 
Methods: The matrix attachment region was cloned in 3΄ and 5΄ flanking sides of the t-
PA expression cassette in pTPA vector to generate pMTPA. After transfection of the cells 
with pTPA and pMTPA vectors, stable cell pools were developed and the t-PA expression 
level determined for each stable cell line. In the next step, E1A 13S expression plasmid 
was transfected to stable cell pools and t-PA titers were measured after 72 hours. 
Results: Integration of pTPA and pMTPA vectors in the CHO genome was confirmed by 
PCR analysis on genomic DNA of stable cell pools. Analysis of the t-PA expression level 
showed a three-fold enhancement in pMTPA transfected cells compared to pTPA-
containing cells. t-PA expression was further enhanced up to 1771 U/ml by transient 
expression of E1A 13S in pMTPA stable cell pools. 
Conclusion: These results have shown that incorporation of matrix attachment region in 
an expression vector in combination with promoter activation can effectively enhance 
recombinant protein expression levels in CHO cells. 
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هاي   فعال كننده پلاسمينوژن بافتي نوتركيب در سلولعاملافزايش بيان 
CHO با استفاده از ناقل بياني حاوي نواحي متصل شونده به ماتريكس و 
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  چكيده

. اسـت هاي نوتركيب دارويي  هاي سلولي داراي بيان بالا يك مرحله محدود كننده اصلي در روند توليد پروتئين      ايجاد رده  :هدف
انـداز از   سـازي راه  همراه روش فعـال  كارگيري ناحيه متصل شونده به ماتريكس ژن اينترفرون بتاي انساني به           در اين مطالعه اثر به    

 بررسـي   تخمـدان هامـستر چينـي   هاي در سلول) t-PA(  بر بيان فاكتور فعال كننده پلاسمينوژن بافتيE1A 13Sتئين طريق پرو
  . استشده

 كلـون شـد تـا    pTPA در ناقـل  t-PA واحد بيان كننده 3΄ و5΄ ناحيه متصل شونده به ماتريكس در سمت :ها مواد و روش  
هاي سلولي پايدار ايجاد شده      ، رده pMTPA و   pTPAهاي   ا با ناقل  ه پس از ترانسفكشن سلول   . دست آيد   به pMTPAناقل  

هاي پايـدار ترانـسفكت     به سلولE1A 13Sدر مرحله بعد، پلاسميد بيان كننده .  براي هر رده تعيين شدt-PAو ميزان بيان 
  . گيري شد  ساعت اندازه72 پس از t-PAشده و ميزان بيان 

هـاي پايـدار      ژنومي سلول  DNA روي   PCR از طريق انجام     CHO ژنوم سلول     به pMTPA و   pTPA الحاق ناقلين    :نتايج
 در pMTPAهاي ترانـسفكت شـده بـا ناقـل      سلول ميزان سه برابر را در  افزايش بيان بهt-PAبررسي ميزان بيان . ييد شدأت

 1771 به t-PA افزايش تيتر هاي پايدار منجر به  در ردهE1A 13Sبيان موقتي .  نشان دادpTPAرده ايجاد شده با  مقايسه با
  .  شدpMTPAهاي ايجاد شده با ناقل   در سلولليتر واحد در هر ميلي

همراه روش  كارگيري ناحيه متصل شونده به ماتريكس در ناقل بياني به دهنده آنست كه به  نتايج اين تحقيق نشان:گيري نتيجه
  . را افزايش دهدCHOهاي  هاي نوتركيب در سلول وتئينثر ميزان بيان پرؤصورت م تواند به انداز مي سازي راه فعال

  
  هاي تخمدان هامستر چيني انداز، فعال كننده پلاسمينوژن بافتي، سلول سازي راه  ناحيه متصل شونده به ماتريكس، فعال:كليدواژگان

  
  

 مقدمه
دليـل دارا بـودن قابليـت         كشت شده جانوري بـه     يها سلول

ــس  ــس از رونوي ــرات پ ــاد تغيي ــان  ايج ــت بي   ي مناســب و قابلي

  

عنـوان سيـستم     هاي پيچيده و چند واحـدي امـروزه بـه          پروتئين
بـا  . ]1[اند   هاي دارويي تبديل شده    بياني غالب در توليد پروتئين    

اين وجود ايجاد رده سلولي پايدار بيان كننـده مقـادير كـافي از              

 21-11: ، صفحات1392 بهار،1، شماره 16، دوره آسيب شناسي زيستي:مجله علوم پزشكي مدرس
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 ؛ينـدي طـولاني و دشـوار اسـت        آ فر هاي نوتركيب غالباً   پروتئين
زيرا احتمال وارد شدن ژن به يك محل بسيار رونويسي شـونده        

 .]2[هاي بياني معمول بسيار كم است        در ژنوم با استفاده از ناقل     
از طرفي وضعيت كروماتيني ژنوم در محل وارد شدن پلاسـميد           

 ـ         نيز مي  . ثير قـرار دهـد    أتواند ميزان بيان ژن خارجي را تحـت ت
عنوان مثال گسترش نواحي هتروكروماتيني به درون پلاسـميد          به

تواند منجر به كاهش بيان و يـا خـاموش شـدن ژن در               بياني مي 
هاي داراي بيان بالا     لوليابي به س   بنابراين دست . طول زمان شود  

هـاي نوتركيـب     مستلزم غربالگري تعداد بـسياري از كلـون        غالباً
  . ]4 ،3[ است

انـد   ه شـده  ي براي غلبه بر اين مشكل ارا      يكارهاي مختلف  راه
توان به استفاده از عواملي كه در افزايش بيـان           جمله مي  كه از آن  

ر بوده يا ژن مـورد نظـر را از قـرار گـرفتن در معـرض                 ثؤژن م 
دسـته  . كنند نـام بـرد     محيط كروماتيني اطراف خود حفاظت مي     

 )Barrier Elements (كننـده  اخير تحـت عنـوان عوامـل سـد    
تـوان بـه نـواحي       از اين دسته عوامـل مـي      . ]4[شود   شناخته مي 

  :Matrix Attachment Regions (متصل شونده به ماتريكس
MARs(  اشاره نمود  .MAR هاي   ها تواليDNA    300 با طول-

هاي مـاتريكس   كروماتين را به پروتئين  كهاستباز   جفت3000
هاي كرومـاتيني مـستقل از       اي متصل و از اين طريق حلقه       هسته

هـاي كرومـاتيني بـدون       اين حلقـه  . كند هم را در ژنوم ايجاد مي     
هـاي ژنـوم قـرار       كه در معرض عوامل تنظيمي ساير بخـش        اين

از طرفـي   .كنـد  هاي بياني مستقل عمل مي صورت واحد گيرد به
كـنش   هـم  تواند بيان ژن را از طريق تسهيل بـر         ها مي  اين توالي 

فعال كننده و نيز از طريق تنظيم در دسترس هاي  بين كمپلكس
هـا عـلاوه بـر دارا       MARبنابراين  . بودن كروماتين كنترل كند   

ثر ؤبودن نقش سدكنندگي در افزايش ميزان رونويـسي هـم م ـ          
ها منجر به اسـتفاده گـسترده       MAR اين ويژگي . ]5،  3[ است
ــ آن ــا در مطالعـــات بيـ ــاني و هـ تراريخـــت ان ژن، ژن درمـ
)Transgenic( 7 ،6[ شده است[ .  

انواع متفاوتي از نواحي متصل شونده به ماتريكس در مطالعات 
ــان ژن در ســلول ــي  بي ــستر چين ــاي هام  Chinese Hamster(ه

Ovary: CHO( تـوان بـه    كـه از آن جملـه مـي   ستا هشد استفاده 
هاي اينترفرون بتاي انساني     نواحي متصل شونده به ماتريكس از ژن      

)Human Interferon-beta: IFN-β( ]8، 9[ ،ليــزويم جوجــه 
)Chicken Lysozyme( ]10، 11[  گلــوبين انــساني و بتــا 
)Human Beta-Globin( ]9، 12[ايـن مطالعـات   .  نمود اشاره

هـاي   هـا در افـزايش ميـزان بيـان پايـه پـروتئين            MARقابليت  
رسـد در    با اين وجود بـه نظـر مـي        . ستا نوتركيب را نشان داده   

سـازي بيـان    هاي بهينه  همراه ساير روش   كه اين عوامل به    صورتي
هـاي داراي بيـان بـالا در         يابي به كلـون     دست ،ه شود كار گرفت  به

  . پذير است مدت زمان كمتري امكان
از ) Promoter Activation(از  انـد  سـازي راه  يند فعـال آفر

ــه روش ــاي ديگــري جمل ــان   ه ــزايش بي ــراي اف ــه ب اســت ك
.  اسـت  شده استفاده   CHO يها هاي نوتركيب در سلول    پروتئين
لي يا ويروسـي كـه قابليـت         رونويسي سلو  عوامل روش   در اين 

كار رفتـه در ناقـل بيـاني و افـزايش ميـزان              انداز به  اتصال به راه  
پروتئين . ]14، 13[شود  را دارد در سلول بيان مي      رونويسي از آن  

هـايي اسـت كـه      از دسته فعـال كننـده  E1A 13Sآدنوويروسي 
ــسي   ــزايش رونوي ــت اف ــايتومگالوويروس   از راهقابلي ــداز س  ان

)Cytomegalovirus: CMV(مشخص شده است كه . د را دار
E1A 13Sانداز   پس از اتصال به راهCMV از طريق فراخواني 

هـاي   هاي فعال كننده رونويسي افزايش ميزان بيـان ژن         كمپلكس
 امـا   ؛]16 ،15[شـود    انـداز را موجـب مـي       تحت كنترل ايـن راه    

در E1A 13S كـه آيـا بيـان     اي براي بررسي ايـن  كنون مطالعه تا
هاي پايدار شده با ناقل حـاوي ناحيـه متـصل شـونده بـه        سلول

ــي ــاتريكس م ــان    م ــزان بي ــشتري در مي ــشي بي ــر افزاي ــد اث توان
  . هاي نوتركيب داشته باشد انجام نشده است پروتئين

ــده پلاســمينعامــل ــساني  فعــال كنن ــافتي ان   Human(وژن ب
Tissue Plasminogen Activator: t-PA(   گليكـوپروتئيني بـا 

. است كيلو دالتون و از خانواده سرين پروتئازها         68وزن مولكولي   
t-PA            با تبديل پلاسـمنيوژن غيـر فعـال بـه نـوع فعـال آن يعنـي 

 انـساني   t-PA. شـود  پلاسمين باعث حل شدن لخته فيبريني مـي       
كه از كارايي و ايمني بالاتري نسبت به سـاير           ليل اين د نوتركيب به 
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  و همكارانپور اعظم رحيم
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ــترپتوكيناز  ــد اسـ ــا ماننـ ــرين پروتئازهـ  و )Streptokinase (سـ
صـورت گـسترده در      ، به است برخوردار   )Urokinase (اوروكيناز

 استفاده )Thrombotic Disease (هاي ترومبوتيك درمان بيماري
جـاري در   صـورت ت    انـساني نوتركيـب بـه      t-PAامروزه  . شود مي

  . ]18 ،17[شود   توليد ميCHO يها سلول
ــار   ــق بررســي ك ــن تحقي يي دو روش آهــدف از انجــام اي

مهندسي ناقل بياني از طريق استفاده از نواحي متصل شونده بـه            
انداز از طريـق بيـان       سازي راه  ماتريكس ژن اينترفرون بتا و فعال     

 نوتركيـب  t-PAآدنوويروس در افـزايش بيـان   E1A 13S ژن 
بديهي است نتايج حاصل از     . است CHO يها انساني در سلول  

هـاي   سـازي بيـان سـاير پـروتئين        توانـد بـراي بهينـه      مطالعه مي 
  .كار گرفته شود نوتركيب نيز به

  

  ها مواد و روش
  كشت رده سلولي

ــلولي ــرانCHO ) NCBIرده س ــشت  ) ، اي ــيط ك در مح
DMEM) Dulbecco's Modified Eagle Medium (

 درصد سرم جنين گاوي غير فعال شـده بـا حـرارت             10حاوي  
)Invitrogen  ،سـيلين   ليتـر پنـي     واحـد در ميلـي     100،  )آمريكا
)Penicillin(، 1/0 ــي ــرم در ميل ــسين   ميكروگ ــر استرپتوماي  ليت
)Streptomycin( ــي2 و ــامين    ميلـ ــولار گلوتـ ، Biosera(مـ

 دي اكسيد كربن، دماي      درصد 5ور حاوي   ، در انكوبات  )انگلستان
. كـشت داده شـد      رطوبـت   درصـد  85گـراد و      درجه سانتي  37

 سـلول   2/0 ×106 روز با تراكم سـلولي       3-2ها در فاصله     سلول
شمارش سلولي بـا روش تريپـان       . ليتر پاساژ داده شدند    در ميلي 

  . و با استفاده از لام نئوبار انجام شد)Trypan Blue (بلو
  

 سميدهاي نوتركيبساخت پلا
ناحيه متصل شونده به ماتريكس ژن اينترفرون بتا با استفاده          

 )آلمـان ، Expand High Fidelity )Rocheمـراز   از آنزيم پلي
، IFN-β MARناقل حد واسط حـاوي   [pTZE20از پلاسميد 

 ]، آلمـان )Jurgen Bode( جـرگن بـاد    شده توسط دكتـر ءاهدا
، pGEM-T easy )Fermentas تكثير و در ناقـل حـد واسـط   

. دش pGEM-MARكلون شد كه منجر به ايجاد سازه         )ليتواني
 رفت و برگشت مورد استفاده در       )Primers (رهايآغازگتوالي  

  :صورت ترتيب به به اين مرحله
. 5′-TCTAAGCTTAGCAAGGTCGCCACG-3′   
   و
.5´-CATCGAAGCTTGCACTATAGGGAATCC-3′ 

 و  NotI هـاي  اده از آنـزيم    بـا اسـتف    t-PAتوالي كد كننـده     . بود
XhoI )Fermentas ،ليتواني ( از ناقلpTZ57R t-PA ) كه در

 در ناقـل حـد      t-PAمطالعات قبلي از طريـق كلـون كـردن ژن           
، خــارج شــد و در ناقــل ) ايجــاد شــده بــودpTZ57Rواســط 

pCMV-puro           كه توسط همين دو آنزيم بريده شده بود كلـون 
عنوان ناقل بيـاني پايـه       ه ناميده شد و ب    pTPAسازه حاصل   . شد
   واحـد بيـاني     5΄ و 3΄ايـن پلاسـميد در سـمت      . كار برده شـد    به

t-PAهــاي بــرش آنزيمــي ترتيــب داراي محــل   بــه HindIII و 
EcoRI بنابراين در مرحله بعـد، قطعـه حـاوي    . استIFN-β 

MARهــاي   توســط هــر يــك از آنــزيمEcoRI و HindIII از   
دسـت و فرودسـت      خارج شـده و در فرا      pGEM-MARناقل  

.  ايجاد شود  pMTPA كلون شد تا ناقل بياني       t-PAواحد بياني   
ــزيم   ــوارد از آن ــه م ، T4 DNA ligase )Fermentasدر هم

 درسـتي   اسـتفاده شـده و     )Ligation (براي ليگاسـيون   )ليتواني
 در هر مرحله از طريـق هـضم آنزيمـي و            )Cloning (كلونينگ

هـاي   ت قرارگيري تـوالي   براي تعيين جه  . ييد شد أتعيين توالي ت  
MAR       در دو سوي واحد بياني t-PA    از آنزيم ،BglII   اسـتفاده 

هاي  اين آنزيم داراي يك محل برش روي هر يك از توالي          . شد
IFN-β MAR    سـازي    و يك محـل بـرش روي جايگـاه كلـون

 pMTPA ناقـل  )Multiple Cloning Site: MCS (گانه چند
ــين پلاســميد . اســت حــاوي ژن  كــه pcDNA3 E1Aهمچن
 ميـشل  صورت هديه از دكتـر  ، بهاست E1A 13Sويروسي  آدنو

ــولز  ــشگاه  ()Michael Nevels(ن ) ، آلمــانRegensburgدان
  .دريافت شد
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 بـه   CHO يهـا  تعيين دامنه حـساسيت سـلول     
  وتيك پورومايسينيب آنتي

بيوتيـك پورومايـسين، تعـداد       ثر آنتي ؤبراي تعيين غلظت م   
 خانـه   12هـاي پليـت      ر چاهـك  ليتـر د    سلول در ميلي   1/0×106

 و  10،  5،  0 ها به ترتيب ميـزان     كبه هر يك از چاه    . ريخته شد 
 بيوتيـــك پورومايـــسين آنتـــي  ميكروگـــرم در ميكروليتـــر15

)Puromycin( )Sigma  ،كشت در حضور   . اضافه شد  )آمريكا
مدت ده روز ادامه داشـت و درصـد زنـده بـودن              بيوتيك به  آنتي
بـراي هـر    . يين شـد  تع 10 و   8،  6،  4،  2،  0 ها در روزهاي   سلول

  . گيري انجام شد بيوتيك دو اندازه غلظت آنتي
  

  ترانسفكشن و ايجاد رده سلولي پايدار
 بــا اســتفاده از ليپوفكتــامين )Transfection( ترانسفكــشن

2000) Lipofectamine 2000) (Invitrogen ،طبـق   )آمريكا
رده سـلولي   براي ايجـاد    . دستورالعمل شركت سازنده انجام شد    

ــل ــدار، ناق ــزيم pMTPA و pTPAهــاي  پاي ــا اســتفاده از آن  ب
 )انگلــستان، AflIII )New England Biolabs محدودكننــده

بـراي هـر ناقـل دو       . خطي شده و بـه سـلول ترانـسقكت شـد          
هـا بـه      ساعت سـلول   48پس از   . ترانسفكشن مستقل انجام شد   

 ميكروگــرم در 5 رقيــق شــده و در محــيط حــاوي 1:6نــسبت 
 CHO يهـا  سـلول . پورومايـسين كـشت داده شـدند       ليتـر  يليم

 قرار كيوتيب يآنت معرض در كنترل عنوان به زين نشده ترانسفكت
 يهـا  سـلول  دري  سلولي  ها كلون روز 8 گذشت از پس. گرفتند

 كـه  يحـال  در شـدند  مـشاهده ي  انيبي  ها ناقل با شده ترانسفكت
 بـه  مدت نياي  ط نشده ترانسفكت يها سلول بودن زنده درصد
 به تيپل در بينوترك يها سلول تراكم كه نيا از پس. ديرس صفر
   مـدت  بـه  و ندشـد  منتقـل  فلاسـك  به ها سلول ديرس درصد 90
 ليتـر   ميكروگـرم در ميلـي     10يحـاو  كشت طيمح در هفته 3-4

 از كيــوتيب يآنتــ آن از پــس و شــدند داده كــشتپورومايــسين 
 الحـاق ي  بررس منظور به بعد مرحله در. شد حذف كشت طيمح
 ـپا يها سلول ژنوم بهي  انيبي  ها ناقل  ژنـومي   DNA شـده،  داري
بـا   pMTPA و   pTPA ترانسفكت شـده بـا نـاقلين         يها سلول

 انجـام   PCR  تخلـيص شـد و     DNAاستفاده از كيت استخراج     
 رهايآغازگ از pTPAهاي پايدار حاوي ناقل  در مورد سلول. شد

   بـا   t-PAي ژن   رفت و برگـشت اختـصاصي بـراي ابتـدا و انتهـا            
 )رفـت  (ATGGATGCAATGAAGAGAGG-3′-´5توالي  

 )برگـــشت( TCACGGTCGCATGTTGTCAC-3′-′5 و
هـاي پايـدار ايجـاد شـده بـا ناقـل             در مـورد سـلول    . استفاده شـد  

pMTPA  ،ر آغازگصورتي انتخاب شد كه محل اتصال  رها بهآغازگ
ر آغازگرفت روي ناحيه متصل شونده به ماتريكس و محل اتصال           

رهـاي رفـت و    آغازگتـوالي   .  قرار داشـت   t-PAگشت روي ژن    بر
   صــورت ترتيــب بــه برگــشت مــورد اســتفاده در ايــن مرحلــه بــه 

5´-TCTAAGCTTAGCAAGGTCGCCACG-3´ و  
5′-GCTGTTCCAGTTGGTGCACTC-3′بود  .  

  

  t-PAبررسي ميزان بيان 
 ـپاي  سـلول ي  هـا  رده،  t-PA اني ـب زانيمي  بررس منظور به  داري
 هيــتعداداول بــا pMTPA و pTPA نينــاقل زا يــك هــر بــا شــده
 72 گذشت از پس. شدند داده كشت تريل يليم در سلول 2/0×106

 انجـام ي  سـلول  شمارش وي  آور جمعي  سلول كشت طيمح ساعت
 پايـدار  يها  نوتركيب در محيط كشت سلول   t-PAميزان بيان   . شد

 )نـد لاير، Trinity Biotech(با استفاده از كيـت تعيـين فعاليـت    
 در واحـد حجـم را       t-PAايـن كيـت ميـزان فعاليـت         . ين شد تعي

  Specific( ميـزان توليـد ويـژه         براي محاسبه . كند گيري مي  اندازه
Productivity(     در اين فرمـول      شد؛ فرمول زير استفاده P زان ي ـ م
 تعـداد سـلول     X2 تعداد سـلول اوليـه،       t-PA  ،X1توليد حجمي   

  .]19[دهد  ي زمان كشت را بر حسب روز نشان مtنهايي و 

 
  

 نتايج

  هاي بياني طراحي و ساخت سازه
 و ژن   t-PAكننده ژن     كه بيان  pTPAدر اين تحقيق از ناقل      
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. عنـوان سـازه پايـه اسـتفاده شـد         بـه  استمقاومتي پورومايسين   
كـه ناحيـه متـصل شـونده بـه            زمـاني  سـت ا مطالعات نشان داده  

 در دو سوي واحد بيان كننده ژن خارجي         IFN-β ژن   ماتريكس
 بنابراين يك كپـي     است؛قرار گرفته باشد بيشترين كارايي را دار      

از اين توالي در فرادست و كپي ديگر در فرودست بخـش بيـان              

د كه منجر به ايجاد سازه شدر ناقل بياني پايه كلون t-PA كننده 
 BglIIنـزيم   هضم آنزيمي ايـن سـازه بـا آ        . شد pMTPAبياني  
 در جهـت بـرعكس   MARدهنـده آن بـود كـه دو تـوالي          نشان

دست آمـده    هاي به  نقشه ناقل . ستا نسبت به يكديگر قرار گرفته    
  . نشان داده شده است1در اين تحقيق در شكل 

  

                      
  

؛  فعال كننده پلاسمينوژن بـافتي     عامل به ماتريكس ژن اينترفرون بتا بر ميزان بيان          هاي بياني طراحي شده براي بررسي اثر ناحيه متصل شونده          نماي شماتيك ناقل   1شكل  
 يـك كپـي از تـوالي در         pMTPAدر ناقل   ) ب. ( است شدهعنوان ناقل كنترل استفاده       فاقد توالي مربوط به ناحيه متصل شونده به ماتريكس بوده و به            pTPAناقل  ) الف(

  .كلون شده استt-PA كس در فرادست و كپي ديگر در فرودست واحد بيان كننده بردارنده ناحيه متصل شونده به ماتري
  

 بيوتيك پورومايسين بـراي    ثر آنتي ؤتعيين غلظت م  
  CHO يها سلول
هـاي بيـاني مـورد اسـتفاده در ايـن تحقيـق داراي ژن                ناقل

ــسين   ــاومتي پوروماي ــتمق  ــاس ــت م ــابراين غلظ ــن ؤ، بن ثر اي
بـه ايـن منظـور      . دشعيين   ت CHO يها بيوتيك براي سلول   آنتي

ــت ــاي  غلظـ ــي0، 5، 10 و15هـ ــرم در ميلـ ــر  ميكروگـ از  ليتـ
صــورت  بــه. شــد روزه بررســي 10پورومايـسين در يــك دوره  

تـرين زمـان    بيوتيـك كـه در كوتـاه    غلظت آنتـي   معمول كمترين 
بيوتيك در نظـر   ثر آنتيؤعنوان غلظت م ها را از بين ببرد به     سلول

 نشان داده شـده اسـت       2شكل   در   گونه كه  همان. شود گرفته مي 
ليتر پورومايـسين درصـد زنـده         ميكروگرم در ميلي   5غلظت   در

 كـاهش يافتـه و در        درصـد  28ها طي چهار روز به       بودن سلول 

 5بـه ايـن ترتيـب غلظـت         . روز هشتم به صـفر رسـيده اسـت        
بيوتيـك   تـرين دوز آنتـي     عنوان مناسب  به ليتر ميكروگرم در ميلي  

  .در نظر گرفته شد CHO هاي براي سلول
  

  
  

هـاي مختلـف      روز در معـرض غلظـت      10مدت    به CHOهاي   سلول 2شكل  
، 4،  2،  0 درصد زنده بودن در روزهـاي     . بيوتيك پورومايسين قرار گرفتند    آنتي

 روز تمـام    8ليتر كه طي     ميكروگرم در ميلي   5غلظت  .  محاسبه شد  10 و   8،  6
نتايج نشان داده شده    . ناسايي شد ثر ش ؤعنوان غلظت م   ها را از بين برد به      سلول

  .استگيري مستقل  ميانگين دو اندازه
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ي ژنـوم  DNA يرو PCR محـصولات ي  بـرا  آگـارز  ژل الكتروفورز 3شكل  
 CHOي هـا  سـلول  و pTPA، pMTPAي  هـا  ناقـل  بـا  شده داريپاي  ها سلول

 ناقـل  بـا  شـده  داري ـپاي  ها سلول 2 و 1ي  ها ستون ؛)كنترل (نشده ترانسفكت
pMTPA، ناقل با شده داريپاي  ها سلول 4 و 3ي  ها ستون pTPA  ،ي ها ستون

  DNAنشانگر 7 ستون و كنترل CHOي ها سلول 6 و 5
  

عامـل   سلولي پايدار بيان كننـده       يها ايجاد رده 
  فعال كننده پلاسمينوژن بافتي

 بـه  شـونده  متـصل ي  نـواح ي  اصـل  نقـش  كه نيا به توجه با
 اطـراف ي  نيكرومـات  طيمح مقابل در ها ژن از حفاظت كسيماتر
 ـپا اني ـب در تنهاي  خارج ژن بر عوامل نيا اثري  بررس ،است  داري
 هـر  بـا  CHO يهـا  سلول ترانسفكشن از پس. است ريپذ امكان
 دربردارنـده  يهـا  سـلول ، pMTPA و  pTPAيها ناقل از يك

 نيسيــپوروما كيــوتيب يآنتــي حــاو طيمحــ دري انيــب ديپلاســم
 كـشت  طيمح ـ دري  متوالي  هاپاساژ انجام از پس. شدند انتخاب

 ـپوروماي  حاو  ـنها در هفتـه،  چهـار  تـا  سـه  مـدت  بـه  نيسي  تي
 ادغـام  بعـد  مرحلـه  در. شـد  حذف كشت طيمح از كيوتيب يآنت

 ـپا هـاي  سلول ژنوم در pMTPA و pTPAيانيبي  ها سازه  داري
 ـا جينتـا . شـد  بررسي PCR انجام قيطر از شده  در مرحلـه  ني

 3600 قطعــه شــكل نيــا در. اســت شــده داده نــشان 3 شــكل
 بـه  شـونده  متصل هيناح دارنده بر دري  توال با مطابقي  باز جفت
ــاتر ــداز راه كس،يم ــش و CMV ان  PCR در t-PA ژن ازي بخ
 و ،)2 و 1ي  هـا  سـتون  (pMTPAي  حـاو ي  ها سلول به مربوط
 در t-PA كننـده  كـد ي  تـوال  بـا  مطـابق ي  باز جفت 1700 قطعه

PCR ــا شــده داريــپاي هــا ســلول بــه مربــوط  pTPA ناقــل ب
 مـورد  در كـه  يحـال   در. اسـت  مشاهده قابل) 4 و 3ي  ها ستون(

 مشاهدهي  ريتكث) 6 و 5ي  ها ستون (نشده ترانسفكت يها سلول
  .دهد يم نشان را DNA رنشانگ 7 ستون. شود ينم

  
 نوژنيپلاسم كننده فعال فاكتور انيب زانيمي  بررس
  داريپاي سلول يها رده دري بافت

 ـپاي  سـلول ي  هـا  رده از يك هر ،t-PA انيبي  بررسي  برا  داري
   داده كـشت  خانـه  شـش ي  هـا  تي ـپل در سـاعت  72 مدت به شده
ي م ـيآنز تيفعال واحد حسب بر رده هر در t-PA انيب زانيم. شد
 ـو دي ـتول زاني ـم و شـد ي  ري ـگ انـدازه  تريل يليم در   Specific( ژهي

Productivity( داده نشان 4شكل   در كه گونه همان. شد محاسبه 
 ـپاي ها سلول در ژهيو ديتول وي حجم ديتول زانيم است شده  داري
 و ليتـر   در هـر ميلـي      واحـد  984 بيترت به pMTPA ناقل با شده
 شـده  سـبه محا) U/cell/dayµ( زرو/سـلول / ميكرو واحـد   755
 بـا  pTPA ناقـل  با شده جادياي  ها سلول با سهيمقا در كه است

/ واحـد  كـرو    مي 256 و ليتـر   واحد در هـر ميلـي      327 انيب زانيم
  .دهد يم نشان شيافزا برابر سه روز/سلول
  

  
  

ي هـا  ناقـل  با شده داريپاي  سلولي  ها رده در t-PA انيب زانيم سهيمقا 4شكل  
pTPA و Pmtpaدر تـر يل يل ـيم در سـلول  2/0×106 هي ـاول تعـداد  با ها سلول ؛ 

ي هـا  سـلول  در اني ـب زاني ـم نيشتري ـب. شدند داده كشت خانه ششي  ها تيپل
 نيانگي ـم شده داده نشان جينتا. شد مشاهده pMTPA ناقل با شده فكتترانس

  .است مستقلي ريگ اندازه سه از حاصل
  

ي موقت انيب قيطر از CMV انداز راهي  ساز فعال
  E1A 13S ژن

 يهـا  سـلول  در E1A 13S اني ـب ايآ كه نياي بررس منظور به
 كسيمـاتر  بـه  شـونده  متـصل  هي ـناحي  حاو ناقل با شده داريپا
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 ،باشـد  داشـته  t-PA انيب زانيم دري  شتريبي  شيافزا اثر تواند يم
 ـپا يها سلول بعد مرحله در  و pTPA يهـا  ناقـل  بـا  شـده  داري

pMTPA كننـده  انيب ناقل با E1A 13S  و شـدند  ترانـسفكت 
   گذشــت از بعــدي ســلول كــشت طيمحــ در t-PA انيــب زانيــم

 داده نـشان  5شكل   دري  بررس نيا جينتا. شدي  بررس ساعت 72
 بـا  شـده  ترانـسفكت  داريپا يها سلول شكل نيا در. است شده

 و pTPA-E1A صـورت  بـه   E1A 13S كننـده  اني ـب ديپلاسـم 
pMTPA-E1A 5شـكل    در كـه  گونه همان. اند شدهي  گذار نام 

 هـر  از t-PA انيب زانيم E1A 13Sي موقت انيب شود يم مشاهده
 شيزااف برابر 9/1 -7/1 زانيم به را pMTPA و pTPA ناقل دو
 دي ـتول وي  حجم ـ دي ـتول زاني ـم نيشتريب بيترت نيا به .است داده
 ميكـرو   1434 و ليتـر   واحد در هـر ميلـي      1771 بيترت  به كه ژهيو

ي هـا  سـلول  بـه  مربـوط  اسـت  شـده  محاسـبه  روز/سلول/واحد
pMTPA-E1Aــا.  اســت ــر جــهينت ني ــزايــي افزا هــم اث  شياف

ــرونو ــطر ازي سي ــمكان دو قي ــال سمي ــاز فع ــدا راهي س  و زان
  . دهد يم نشان را كسيماتر به شونده متصل هيناحي ريكارگ به

  

  
  

هاي   در ردهt-PA بر ميزان بيان E1A 13Sبررسي اثر بيان موقت ژن  5شكل 
 سلولي پايدار ايجاد شده با ناقل حـاوي ناحيـه متـصل شـونده بـه مـاتريكس            

)pMTPA(  ــرل ــل كنت ــورد رده . )pTPA( و ناق ــر م ــلولي   در ه ــاي س ه
عنـوان كنتـرل اسـتفاده     بـه E1A 13S ت نشده با پلاسميد بيان كننده ترانسفك
نتـايج نـشان داده   . گيري شـد   ساعت اندازه 72 پس از    t-PAميزان بيان   . شدند

  .استگيري مختلف در هر مورد  شده ميانگين سه اندازه
  

  بحث
 در ژنـوم ي  سـاختار  عوامـل  از استفادهبه   رياخي  ها سال در

 جملـه  از. است شده توجه گسترده تصور به ژن انيب مطالعات

 كسيمـاتر  بـه  شـونده  متـصل ي  نـواح  بـه  تـوان  يم ـ عوامل نيا
)MARs( عملكــرد قيــدق سميــمكان اگرچــه. ]3[ نمــود اشــاره 

MARي متعـدد  مطالعـات ي  ول است نشده مشخصي  خوب به ها
 و نيكرومـات  سـاختار ي  ده ـ سـازمان  دري  نواح نياي  ديكل نقش
 اسـت  شـده  مشخص واقع در. ستا داده نشان را ژن انيب كنترل
 ينيكرومــاتي هــا دومــن جــاديا بــا ســو يــك از هــاMAR كــه

)Chromatin Domain( را دومن هر در وجودمي ها ژن مجزا 
 حفـظ  مجـاور ي  نيكرومـات  راتيي ـتغ معـرض  در گرفتن قرار از
 ريي ـتغي هـا  نيپـروتئ ي فراخوان قيطر از گريدي  سو از و كند يم

 در را بـاز ي  نيكرومـات  سـاختار  جـاد يا،  نيكرومات ساختار دهنده
  . ]21 ،20[ كند يم القا محل
 شـونده  متصلي  ها يتوال شده گفته اتيخصوص به هتوج با

ي اني ـبي  هـا  ديپلاسمي  مهندسي  براي  مناسب اهداف كسيماتر به
 ـناحي  حاوي  انيب ناقل مطالعه نيا در نيبنابرا. رود يم شمار به  هي

ي بـرا ي  انـسان ي  بتـا  نترفرونيا ژن از كسيماتر به شونده متصل
ــاديا ــلول رده ج ــپاي س ــب داري ــده اني ــل كنن ــال عام ــده فع  كنن

  .استشده استفاده يبافت نوژنيپلاسم
ي بتـا  نترفـرون يا ژن از كسيمـاتر  بـه  شـونده  متصل هيناح

 ـي انـسان   طــول بـه  T و Aي هــا دي ـنوكلئوت ازي غن ـي تــوال كي
 دري  توال نيا كه يزمان است شده مشخص. است باز جفت2200

 نيبهتـر  ردي ـگ قـرار  نظـر  مـورد  ژني  اني ـب واحـد ي  سو دو هر
 ـاي  ري ـقرارگ جهـت ي  طرف ـ از. داد خواهـد  نشان را عملكرد  ني

 نيبنابرا. ]8[ نيست ثرؤم آن عملكرد دري  انيب ديپلاسم دري  توال
 هي ـناح يـك  كه شدي  طراحي  صورت بهي  انيب ناقل قيتحق نيا در

MAR كننده انيب واحد فرودست در گريد هيناح و فرادست در 
t-PA كنترلي  انيب ناقل با شده ترانسفكت يها سلول. رديگ قرار 

ــل و ــاو ناق ــ در MARي ح ــشت طيمح ــاو ك ــتي ح    غلظ
 ـپوروما كي ـوتيب يآنت ـليتر    ميكروگرم در ميلي   5  داده قـرار  نيسي

ي حـاو  طيمح ـ در شـده  جـاد ياي  هـا  كلون كه نيا از پس. شدند
 ـپوروما غلظـت  كردنـد  رشـد  كي ـوتيب يآنت    بـه  طيمح ـ در نيسي
 مـدت  بـه  ها سلول و شد داده شيافزا ليتر  ميكروگرم در ميلي   10
 رود يم انتظار. شدند داده كشت طيشرا نيا در هفته چهار تا سه
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 بـالاتر ي  هـا  غلظـت ي  حـاو  طيمح ـ در هـا  سـلول ي  متوال كشت
ي سـلول  مجموعـه  شدني  غن به منجر زمان طول در كيوتيب يآنت
 وجـود  آن از پـس . شـود  بـالاتر  انيبي  دارا يها سلول از داريپا

 انجـام  قيطر از داريپا يها سلول ژنوم در t-PA كننده كدي  توال
PCR ديرس اثبات به.  

ي هـا  سـلول  كـشت  طيمح ـ در t-PA اني ـب زاني ـمي  بررس
ي هـا  سـلول  در را برابـر  سـه  زانيم به انيب شيافزا شده ردايپا
 كسيمـاتر  بـا  شـونده  متـصل  هي ـناحي  حاو ناقل با شده جاديا
)pMTPA( كنتـرل  ناقـل  بردارنـده  دري  هـا  سـلول  به نسبت 
)pTPA( ــشان ــه. داد ن ــهي صــورت ب ــتول ك ــصاص دي  دري اخت

 و 746 بيترت به pTPA و pMTPA با شده داريپاي  ها سلول
 بــا جــهينت نيــا. شــد محاســبه روز/ ســلول/ واحــدميكرو 256
. داردي  خـوان  هـم  نيمحقق ـ ريسا توسط آمده دست بهي  ها داده
ي انيب ناقلي  ريكارگ به با همكاران و )Kim(  كيم مثال عنوان به

 زاني ـم در راي برابـر  شش انيب شيافزا IFN-β MARي حاو
ــ هــم. ]8[ انــد كــرده گــزارش دازيــگالاكتوز بتــا ديــتول  نيچن

 در برابر شش تا پنج زانيم به انيب شيافزا بري مبنيي ها گزارش
 بـا  )CAT( ترانـسفراز  لياسـت  كليكلرامفن گزارشگر ژن ديتول

 بـه  نيبتـاگلوب  ژن كسيماتر به شونده متصل هيناح از استفاده
 هر در انيب شيافزا زانيم استي  هيبد. ]22[ است دهيرس ثبت
 و هدف  نيپروتئي  ساختار اتيخصوص بهي  اديز حد تا مورد
  . داردي بستگي انيب ناقلي طراح

 زاني ـم كسيمـاتر  به شونده متصلي  نواح از استفاده اگرچه
ي ابي دست منظور به اما دهد يم شيافزا را نظر مورد ژن انيب هيپا
ي صـنعت  دي ـتول در اسـتفاده  تي ـقابل كـه ي  سـلول ي  هـا  كلـون  به

ــروتئ ــنوتركي هــا نيپ  اســت لازمي گــاه ،باشــند داشــته را بي
 ـا بـا  زمان هم صورت به يگريدي  ها روش  اسـتفاده  كـرد يرو ني
 است شده داده نشان همكاران وكيم   مطالعه در براي مثال . دشو
ي رو) DHFR (ردوكتـاز  دروفولاتي ـهي  د ژن دادن قرار باكه  

 حــضور دري ژنــ ريــتكث نــديآفر انجــام و MARي حــاو ناقــل
 دور دو تنهـا  انجـام  بـا  تـوان  يم DHFRي  ميآنز كننده ممانعت

 از را اني ـب شيافـزا  برابـر  4-3 بـا يي  هـا  كلون يژن ريتكث نديآفر

  عامـل و )Erythropoietin (نيتروپـوئت يار كننده انيبي  ها سلول
ي جداسـاز  )Hepatocyte Growth Factor (تيهپاتوس رشد
 ـمقا در ها كلون نيا انيبي  داريپا شيافزا نيهمچن. دنمو  بـا  سهي

 ـ ري ـتكث نـد يآفر ها آن در كهيي  ها كلون  فاقـد  يهـا  ناقـل  بـا ي  ژن
MAR 8[ است شده داده نشان شده انجام[ .  

ي يك ـ زيني  سيرونو عوامل انيب قيطر از انداز راهي  ساز فعال
 ـرونو زاني ـم شيافـزا ي  بـرا  كـه  استيي  ها روش از  ژن ازي  سي

   نيپـروتئ  كـه  اسـت  شـده  مـشخص . شـود  مـي  استفادهي  خارج
E1A 13S روسيآدنوو از) Adenovirus( ي سـاز  فعال تيقابل

 با. ]16[ ددار را آن ازي  سيرونو زانيم شيافزا و CMV انداز راه
 ـا به توجه  ـا در اسـتفاده  مـورد  نينـاقل  كـه  ني ي دارا قي ـتحق ني
 از انـداز  راهي  ساز فعال روش مرحله در ،هستند CMV انداز راه
 اني ـب شيافـزا  كـه  شـد ي بررس ـ E1A 13S نيپروتئ انيب قيطر
 ـا به. داشت دنبال به را برابر 9/1-7/1 زانيم به  زاني ـم بي ـترت ني
 ـاپ يهـا  سـلول  كشت طيمح در t-PA انيب  ناقـل  بـا  شـده  داري

pMTPA ذكـر  بـه  لازم. ديرس ـ ليتر  واحد در هر ميلي    1771 به 
 CHO يهـا  سلول در E1A 13S نيپروتئ انيب يبررس كه است

ــن و ــمقا زي ــم سهي ــلو در t-PA ژن يmRNA زاني ــا ل س ي ه
ــسفكت ــده تران ــا ش ــلول و E1A 13S ژن ب ــا س ــرلي ه  كنت
  . دارد رقرا  بعديمطالعاتي كار برنامه در نشده ترانسفكت

 در كـه  اسـت ي  ريمقـاد  بـا  رقابـت  قابل تيفعال از زانيم نيا
 واحـد در هـر   Escherichia coli ()3-7(  اشريـشيا كلـي  سلول
 واحــد در هــر 50 (افتــهين رييــتغ CHO ســلول ]23[) ليتــر ميلــي
 )Leishmania (ايشماني ـلي  زا يماريب ريغ انگل و ]17[) ليتر ميلي

 توجـه  با. است شده گزارش ]24[) ليتر  واحد در هر ميلي    480(
 اني ـب گـذرا  صـورت  بـه  قيتحق نيا در E1A 13S ژن كه نيا به

 زين داريپا انيب در ژن نيايي  كاراي  بررس رسد يم نظر به بود شده
 ناقـل  از t-PA اني ـب شيافـزا  در كـار  راه يـك  عنوان به تواند يم

 در بتـا  نترفرونيا ژن از كسيماتر به شونده متصل هيناحي  حاو
  .رديگ قراري بررس مورد ندهيآ

 اسـتفاده  دهد يم نشان قيتحق نيا جينتا صهخلا صورت به
 در بتـا  نترفـرون يا ژن كسيمـاتر  بـه  شـونده  متـصل  هيناح از
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ي سـاز  فعـال  روشي  ريكارگ به همراه بهي  انيب ديپلاسمي  طراح
 اني ـب شيافـزا  در ثرؤم ـ روش يـك  عنـوان  به تواند يم انداز راه

 اسـتفاده  استي  هيبد. شود گرفته كار به بينوتركي  ها نيپروتئ
 ـپا اني ـب ياي  ژن ريتكثي  ها روش زا  كننـده  فعـال ي  هـا  ژن داري

 ـ دست تواندامكان يم انداز راه  راي  بـالاتر  اني ـب زاني ـم بـه ي  ابي

  . كند فراهم
  

  يقدردان و تشكر
  . است شده انجام رانيا پاستور تويانستي مال تيحما با قيتحق نيا
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