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 خلاصه طرح:

رشد ی افاکتوره یاست که در دسته نیتئتروپویار وسنتزیکننده ب کیتحر نئیپروت کیلفا آ نیتئپویدارب

 جادیا یهایجمله کم خوناز یدرمان انواع آنم یبرا ییدارو بینوترک نئیپروت نی. از اردیگیقرار م کیهماتوپوئت

با توجه به اینکه مصرف  .شودیم استفاده دزیو ا یدرمانیمیشی، ویمزمن کل یهایماریب یشده به واسطه

تواند پوئتین آلفا میاریتروپویتین در دراز مدت منجر به ایجاد مقاومت در پاسخ به این دارو می شود، مولکول داربی

بتلا به کم خونی باشد. در این تحقیق این نقص را جبران نموده و جایگزین مناسبی برای خونسازی در بیماران م

شود. برای به دست آوردن این داروی نوترکیب انسانی، توالی ژنی مولکول مذکور تهیه و در وکتور بیانی درج می

های ترنسفورم شده در توسط وکتور نوترکیب، غربالگری سلول CHOدر مرحله بعد، ترنسفکشن لاین سلولی 

یری و گاندازهژن  انیب زانیمشود. سپس درج سازه ژنی در لاین سلولی انجام می یمولکولمحیط انتخابی و تایید 

گیرد. در مرحله بعد، لاین دارای بیان بالا و ها مورد بررسی قرار میانتخاب و بیان آن ترهای دارای بیان بالاسلول

 لیه در مقیاس آزمایشگاهیاو کشت داده شده و سپس فرایند خالص سازی مقیاس بیشتر از مرحله قبلپایدار در 

 شود. های کنترل کیفی پروتئین هدف انجام میتستهمچنین و 
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 مقدمه -1 -1

شوند به عنوان مواد پیشگیری کننده و درمانی شناخته می 1داروها یا محصولات دارویی با منشا بیولوژیکیزیست

سریع  آیند. رشدهای حیوانی به دست میها یا سلولها میکروارگانیسمها، بافتاندامکه از منابع بیولوژیکی مانند 

ها دارویی با توجه به عملکرد بهتر، عوارض جانبی کمتر و احتمال موفقیت بیشتر در درمان بیماریمحصولات زیست

های بودن پروسه تولید، تلاشهای شیمیایی باعث شده علیرغم پیچیده بودن و پرهزینه نسبت به داروها و مولکول

ی نوترکیب 3DNAاز فناوری  2داروها انجام شود. طی سی سال گذشته صنعت زیستای جهت توسعه آنگسترده

ده های طبیعی و اصلاح شی بسیاری برده است و این فناوری زمینه را برای تولید طیف وسیعی از پروتئینبهره

ها، داروها شامل دسته متنوعی از محصولات مانند واکسنست. زی(2)در مقیاس بزرگ فراهم ساخته است 

ک سوم کل های نوترکیب یباشند. بطور کلی پروتئینهای نوترکیب درمانی میها، و پروتئینبادیمونوکلونال آنتی

ه ی کها به طور پیوسته در حال افزایش است، به طوراند و تقاضا برای آنهای در حال توسعه را تشکیل دادهدارو

 2022میلیارد دلار در سال  850/2به  2017میلیارد دلار در سال  654/1ها از شود بازار فروش آنبینی میپیش

 برسد. 

رتبط با م یخوندرمان کمبا توجه به اهمیت این پروتئین در  یانسان بینوترک در این بین داروی اریتروپوئتین

به عنوان یکی  4کیکاهش انتقال خون آلوژن یبراها یجراح ، و درHIVسرطان و عفونت  ،یویمزمن کل یینارسا

  E. coliمیلادی در  1983در سال  یانسان بینوترک EPOهای نوترکیب تولید شده است. تولید از اولین پروتئین

. پس از دو سال آزمایش بر روی انسان، درنهایت (32, 31)آغاز گردید  5CHOمیلادی در سلول  1986و در سال 

                                                 
1 Biopharmaceutical 
2 Biopharmaceutical  
3 Deoxyribonucleic Acid  
4 allogeneic 
5 Chinese Hamster Ovary 
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. نتایج حاصل از تحقیقات انجام (33)را دریافت کرد  6FDAمیلادی، این پروتئین نوترکیب مجوز  1988در سال 

عمر آن در خون، میلادی بر روی ساختارهای قندی اریتروپوئتین که در ارتباط با نیمه 1990شده در اوایل دهه 

 2001ال در سپوئتین آلفا باشد، سبب شد تا داربیچگونگی اتصال آن به رسپتور و فعالیت بیولوژیکی آن می

های مصرفی بیماران به عنوان زمان و هزینه به دلیل اثر ماندگارتر و صرفه جویی در ،درمان آنمیمیلادی جهت 

به عنوان داروی موثر درمان میلادی  2004در سال  آلفا پوئتینداربی .(23) معرفی شود rhEPOجایگزین داروی 

 . (34)لوئید نیز معرفی شد میبیماران درگیر با سرطان غیر خونی درکم

 مزمن ییمرتبط با نارسا یخونکم میلادی مشخص شد که شیوع بیماری 2017طی تحقیقات انجام شده در سال 

 ترین عوارضباشد. یکی از مهمدر ایران حدودا دو برابر بیشتر از شدت گسترش آن در سطح جهانی می یویکل

اب اشتهایی، اختلال در خوحالی، ضعف، بیخستگی، بی مانندایجاد علائمی  خونی بوده که سبباین بیماری، کم

 7rhEPOدرمان این عارضه در کشور از  به منظوردرحال حاضر شود. میمرگ فرد  باعثتر موارد شدید و در

و عدم تولید این  rhEPOپوئتین آلفا نسبت به با داربیهای درمان آنمی مزیتبا توجه به  .(6-4)گردد میاستفاده 

 همبتلا ببرای افراد  خونیتواند نقش مهمی در درمان کمداروی نوترکیب در کشور، حرکت در جهت تولید آن می

8CKD ،9HIV داشته باشد. میلوئیدهای غیرو یا سرطان 

 

                                                 
6 Food and Drug Administration 
7 Recombinant Human Erythropoietin 
8 Chronic Kidney Disease 
9 Human Immunodeficiency Virus 
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 بیان مسئله -1-2

 بررسی مولکول مورد مطالعه -1-2-1

 اریتروپوئتین -1-2-1-1

این  .(5)میلادی، اریتروپوئتین به عنوان هورمون تحریک کننده اریتروپوئزیس معرفی گردید  1948در سال 

توبولار کلیه به درون خون ترشح شده و سپس های پریمولکول در پاسخ به کاهش سطح اکسیژن بافتی از سلول

ساز اریتروسیتی در مغز استخوان متصل و با فعال کردن های پیشهای اختصاصی خود بر سطح سلولبه رسپتور

ود. شهای بالغ میهای نابالغ به اریتروسیت، موجب تکثیر و تمایز اریتروسیت10JAK/STATمسیر درون سلولی 

 .(10)ی این فرایند، افزایش سطح هماتوکریت خون را خواهیم داشت در نتیجه

وزن  %60اینترون بوده که  4اگزون و  5، دارای 7ی جایگاه ژنی این مولکول بر روی بازوی بلند کروموزم شماره

این . (8-6)دهند میهای قندی تشکیل آن را زنجیره %40و اسید آمینو 166را پروتئین تولید شده از این ژن 

با  های آسپارژیناسیدزیلاسیون بر روی آمینو گلیکو-Nجایگاه  سهدارای کیلودالتونی،  4/30گلیکوپروتئینی 

طی  باشد.می 126ی سید سرین شمارها گلیکوزیلاسیون بر روی آمینو-Oو یک جایگاه  83و  38، 24های شماره

ه در کول، انتهای هر زنجیری پروتئینی این مولهای قندی بر روی پایهگرفتن زنجیرهرارتغییرات پس از ترجمه و ق

 اسید قرارسیالیک  2تا  0گلیکوزیلاسیون، -Oاسید و جایگاه سیالیک  4تا  2بین گلیکوزیلاسیون -Nهای جایگاه

اسید را در ساختار خود حمل یک سیال 14تا  6تواند بین می 11hEPOهای مختلف کلی ایزوفرمبطور. گیردمی

ه که توسط چند لوپ به یکدیگر ی ناهمسو بودمارپیچ آلفا 4ساختار سوم فضایی این مولکول به صورت  د.کن

                                                 
10 Janus Kinase-Signal Transducer and Activator of Transcription  
11 Human Erythropoietin 
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سولفید در این ساختار، سبب پایداری و حفظ فعالیت زیستی این مولکول آن دو باند دی براند. علاوه متصل شده

 .(9)( 1-1 شکل)شوند می

 

و گلیکوزیلاسیون -Oیک جایگاه  ،گلیکوزیلاسیون-Nاین مولکول دارای سه جایگاه  انی.اریتروپوئتین انس ساختار -2-1 شکل

 .باشدمیسولفید دو باند دی

 

ترین مورد مصرف این دارو برای داروی اریتروپوئتین از ابتدا در دسته داروهای بیماران خاص قرارگرفت و مهم

رونده ( که یک بیماری پیشCKDبه بیماری مزمن کلیوی ) بیماران همودیالیز است این دارو در درمان افراد مبتلا

جاد باشد، ایاست و یکی از علائم مهم آن ایجاد کم خونی به دلیل کاهش بیان هورمون اریتروپوئتین در بدن می

 یبرا یدرمان قطع .استاز هفدهمین عامل اصلی مرگ در جهان به رده دوازدهم صعود کردهشود. این بیماری می

 تزریق داروی اریتروپوئتین،و بهتر مجبور به  شتریب یزندگ یبرا مارانیب نیوجود ندارد اما ا یماریب نیدرمان ا

ونی خباتوجه به نتایج مثبت دریافت شده از اریتروپوئتین نوترکیب در اصلاح کم هستند. هکلی وندیو پ زیالیانجام د

، CKDخونی ناشی از این هورمون علاوه بر درمان کمو همچنین اهمیت کنترل آنمی در بیماران، در حال حاضر از 

شود. همچنین این خونی پس از جراحی نیز استفاده میو کم HIVهایی مانند در بهبود آنمی برگرفته از عفونت
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 میلوئید نیز مورد استفادههای غیردرمانی، در بیماران مبتلا به سرطاندارو به منظور جبران آنمی ناشی از شیمی

 .(16-11)گیرد میقرار 

 

 پوئتین آلفاداربی -1-2-1-2

های متفاوتی در ترشح، میزان حلالیت، پایداری، مدت زمان های گلیکوپروتئینی نقشبخش کربوهیدراتی مولکول

سبب افزایش فعالیت  rhEPOو یا  EPOاسید از  . حذف سیالیک(18, 17)کند عمر ایفا میفعال بودن و نیمه

ی های کبدها توسط رسپتورآوری سریع این مولکولو به دلیل جمع In Vitroها در شرایط آن

asialoglycoprotein ها در شرایط از جریان خون، سبب کاهش شدید فعالیت آنIn Vivo (20, 19)شود می .

های مختلف اریتروپوئتین در شرایط میلادی نشان داد که ایزوفرم 1990ی تحقیقات انجام شده در اوایل دهه

دهند. نتایج این مطالعات نشان داد که فعالیت وژیکی متفاوتی را از خود نشان میدرون سلولی، قدرت بیول

اسید بیشتر بوده، و  سیالیک 6اسید نسبت به ایزوفرم دارای سیالیک  14عمر، در ایزوفرم دارای بیولوژیکی و نیمه

های ها انجام شده بر روی ایزوفرماین، آرمایشبر . علاوه (21)افتد حذف آن از خون با سرعت کمتری اتفاق می

اسید در اریتروپوئتین سبب افزایش تمایل آن به مختلف این مولکول مشخص کرد که  کاهش تعداد سیالیک 

. بطور کلی این مشاهدات مشخص (22)شود یساز اریتروسیتی مهای پیشرسپتور اختصاصی این مولکول در سلول

قدرت  عمر وی مستقیمی با نیمهشده توسط مولکول اریتروپوئتین، رابطه اسید حملنمود که  تعداد سیالیک 

 بیولوژیکی آن در خون دارد.

اریتروپوئتین که دارای تعداد  های متفاوتی از، آنالوگSite-direct mutagenesisبر این اساس و با استفاده از روش 

عمر، اتصال به رسپتور و فعالیت بیولوژیکی مورد بررسی ی کربوهیدرات بیشتر بودند تهیه و از نظر نیمهزنجیره

گلیکوزیلاسیون جهت  -Nجایگاه  5و  4به ترتیب با  NM321و  NM279ها، قرار گرفتند. از میان تمامی آنالوگ

ی انتخاب شدند. سپس مطالعات انجام شده نشان داد که آنالوگ دارای تعداد زنجیرههای بعدی انجام آزمایش
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ور عمر و فعالیت بیولوژیکی بالاتر و همچنین تمایل اتصال به رسپتکربوهیدراتی و سیالیک اسید بیشتر، دارای نیمه

 .(9)بعدی انتخاب شد پوئتین آلفا جهت انجام تحقیقات با نام داربی NM321تر بود. به همین جهت، پایین

در تغییر  آلفا دارای پوئتینیا داربی( 12NESP)ی اریتروپوئزیس جدید تحریک کنندهنام پروتئین  این مولکول با

. rhEPO ( Aln30Asn، His32Thr، Pro87Val، Trp88Asn، Pro90Thr)ساختار  نسبت بهاسید  آمینو  5

گلیکوزیلاسیون در محل -Nدو جایگاه جدید  سبب شده تا rhEPOبا پوئتین آلفا داربیاسیدی  آمینو هایتفاوت

 پتانسیل اتصال ،هاوجود این جایگاه به ساختار این مولکول اضافه گردد. 88و  30آسپارژین  هایآمینو اسید

اسید بوده وکلئیک ن 582پوئتین آلفا دارای دهد. ژن داربیافزایش میعدد  22اسید را در این مولکول تا سیالیک 

درصد از وزن مولکولی این پروتئین  52باشد. همچنین اسید میآمینو  165و پروتئین ساخته شده از آن حاوی 

 .(9) (2-1 شکل)دهند های کربوهیدراتی تشکیل میکیلودالتونی را زنجیره 37

پوئتین آلفا، ساختار سوم آن را تحت تاثیر قرار نداده، ربیآمینو اسید در توالی پروتئینی دا 5باتوجه به اینکه تغییر 

یتی را دارا ساز اریتروسهای پیشهای اختصاصی اریتروپوئتین در سطح سلولاین مولکول توانایی اتصال به رسپتور

های تکثیر و تمایز این رونویسی از ژن JAK/STATتواند از طریق فعال کردن مسیر درون سلولی بوده و می

 .(10)ها را فعال و درنهایت سبب افزایش سطح هماتوکریت خون شود سلول

                                                 
12 Novel Erythropoiesis Stimulating Protein  
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 5پوئتین آلفا یک مولکول مهندسی شده از اریتروپوئتین بوده که دارای داربی پوئتین آلفا.مولکول داربی ساختار -2-1 شکل

عدد سیالیک اسید را در ساختار خود حمل  22تواند تا باشد و میگلیکوزیلاسیون می-Oگلیکوزیلاسیون و یک جایگاه -Nجایگاه 

 د.کن

 

 پوئتین آلفامزایای استفاده از داربی 1-2-1-3

. همین امر سبب (25)باشد در جریان خون می rhEPOبرابر بیشتر از  3عمری حدودا پوئتین آلفا دارای نیمهداربی

درمان  پوئتین آلفا به منظورشده تا تزریق این دارو با در نظر گرفتن میزان پیشروی بیماری در افرادی که از داربی

ید در اسبه صورت هفتگی و یا هر دو هفته یک بار انجام گیرد. افزایش میزان سیالیک  کنند،آنمی استفاده می

NESP  انجام  تر از اریتروپوئتین نوترکیبدرصد آرام 60تا  50سبب شده تا حذف آن از طریق کبد و کلیه حدودا

وه بر نتایج مطالعات انجام افزایش یابد. علا In Vivo، فعالیت بیولوژیکی این مولکول در شرایط گیرد و درنتیجه

 rhEPOپوئتین آلفا نسبت به اند که با تزریق دوز کمتری از داربیهای فارماکوکینتیکی نیز نشان دادهشده، داده

 .(9)توان به پاسخی مشابه در بدن بیماران دست پیدا نمود می

 

 .آلفا نپوئتییو دارب نیتروپوئتیار سهیمقا -1-1 جدول

 پوئتین آلفاداربی اریتروپوئتین موارد مورد نظر

 عدد 22 عدد 14 حداکثر تعداد سیالیک اسید

 %52 %40 درصد کربوهیدرات

 kDa 4/30 kDa 37 وزن مولکولی
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 ساعت 3/25 ~ ساعت 5/8 ~ عمر در خوننیمه

 دقیقه 17بعد از  دقیقه 24بعد از  EpoRسرعت جدا شدن از 

 mL/h/kg6/8 -4 mL/h/kg1/2 -6/1 سرعت حذف از خون

یکبار در هفته و یا هر دوهفته  سه بار در هفته دفعات تزریق به بیمار

 یکبار

 

 پروتئین نوترکیب کنندههای بیانسیستم -1-2-2

 انتخاب رده سلولی -1-2-2-1

لول اولین جز مورد نیاز، س ،باشد. اغلبضروری می ءدو جز ،جهت تولید پروتئین نوترکیب در یک سیستم بیانی

عمول گردد. بطور مسنتز پروتئین استفاده می فرایند بوده که به عنوان یک محیط زیستی جهت تامین انرژی و

ی دسته در شوند. سیستم بیانی باکتریاییبندی میی پروکاریوتی و یوکاریوتی تقسیمهای میزبان به دو دستهسلول

به دلیل سهولت دستکاری ژنتیکی، رشد سریع و توانایی رشد در محیطی ساده و کم هزینه  بوده کهها تپروکاریو

در   E. coli از گستردهر طوب، هاهای متفاوت بیانی در پروکاریوت. از بین سیستم(35)گیرد مورد استفاده قرار می

 ن. با این حال، این سیستم بیانی به دلیل ناتوانی در گلیکوزیله کرد(36) شودمیتولید پروتئین نوترکیب استفاده 

های . سلول(37) باشدنمیهای پیچیده و گلیکوزیله های سنتز شده، میزبان مناسبی جهت تولید پروتئینپروتئین

، 13های گلیکوزیله و همچنین انجام تغییرات پس از ترجمهها در سنتز پروتئینمیزبان یوکاریوتی به دلیل توانایی آن

 گیرند. های پیچیده مورد استفاده قرار میبه عنوان میزبان مناسبی جهت تولید پروتئین

                                                 
13 Post Translational Modification  
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ا انجام ترین تغییرات پس از ترجمه ریشترین و جامعهای پستانداران بهای بیانی یوکاریوتی، سلولدر میان سیستم

ید ها در تولهای میزبان، همچنان از آنهای پستانداران نسبت به باقی سلولی کمتر سلولبا وجود بازدهدهند. می

 یمحرکی قوی جهت بهبود و تقویت بازده شده تا گردد. همین امر سبباستفاده می 14ی زیستیهابسیاری از دارو

های انسانی و جوندگان به ی سلول بیانی پستانداران، از گونهترین رده. متداول(39, 38) ایجاد شودها سلولاین 

ترین محبوب 15CHOهای پستانداران، اند. در میان تمامی سلولهای خانگی مشتق شدهویژه همستر چینی و موش

 . (36)باشد های نوترکیب مینلاین سلولی جهت تولید پروتئی

یون و سوسپانس به صورتی سلولی به عنوان سیستم بیانی، توانایی رشد آن یکی از دلایل استفاده از این رده

 CHOهای . سلول(42)باشد های فاقد سرم میهمچنین چسبنده با تراکم بالا و سهولت سازگاری آن با محیط

ها دارای تغییرات . همچنین این سلول(43)های ویروسی انسانی حساس نبوده و ایمنی بالایی دارند دربرابر عفونت

 های ترشحی را به راحتی سنتز و بههای انسانی بوده و پروتئینرجمه و گلیکوزیلاسیونی مشابه سلولپس از ت

های دارویی درصد پروتئین 70نزدیک به  امروزه . بر همین اساس(44)کنند محیط بیرون از سلول منتقل می

 . (45)شوند ساخته می CHOنوترکیب در سیستم بیانی 

طی دو مرحله تابش اشعه  1982که در سال  باشدمی CHO ، DG44سلولی  رده هایترین سلولیکی از متداول

( شد، توسعه پیدا DHFRهیدروفولات ردوکتاز )که منجر به جهش در هر دوکپی ژن دی CHO-K1گاما به سلول 

ها سلول نیا شودیفقدان آن باعث م نینقش دارد و بنابرا دیاسکینوکلئ یهاسازشیدر سنتز پ DHFRژن کرد. 

. بنابراین برای رشد سلول ( داشته باشندGHT) نیدیمیو تا نیپوگزانتیاه ن،یسیبه گلا ازیرشد خود ن یبرا

به داخل سلول  DHFRبه صورت جداگانه یا بوسیله انتقال ژن  نیدیمیو تا نیپوگزانتیاه ن،یسیگلامیبایست 

کند بیان بسیار بالاتر استفاده می DHFRیک سلولی که از ژن این نوع انتخاب متابولبوسیله ناقل جایگزین شوند. 

                                                 
14 Biomedicine  
15 Chinese Hamster Ovary 
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 سوسپانسیون در محیط شدن به رشدآداپته خصوصیات دیگر این رده سلولی از جمله دهد. و کارآمدتر را ارائه می

باعث شده که این رده سلولی به عنوان یکی از پرکاربردترین  و مناسب بودن جهت تولید در مقیاس بالا فاقد سرم

 داروها مورد استفاده قرار بگیرد.  های سلولی برای تولید زیستمیزبان

 

 انتخاب سازه بیانی -1-2-2-2

های تنظیم کننده و نواحی بخش است که دارای ایی بیانیدر یک سیستم بیانی ، سازه ضروری دومین مورد

ی پروتئینی ( و همچنین اجزای لازم جهت رونویسی و ترجمه16ORFخوانش )، چهارچوب ی ژنتکثیر کننده

 ایهناقلتوان به گیرند میسازی مولکولی مورد استفاده قرار میهایی که در همسانهترین وکتوراز رایج باشد.

ی حلقوی دو رشته بوده که DNA، . پلاسمید(53)اشاره نمود  17های مصنوعیی، ویروسی و کروموزومپلاسمید

شود یاستفاده م سازی از آنهمسانه رایج به عنوان وکتور به صورتباشد و توانایی تکثیر بطور مستقل را دارا می

ها به عوامل مختلفی از جمله میزان باشند و انتخاب آندسترس می ها در. درحال حاضر انواع مختلفی از ناقل(55)

در این پژوهش با توجه  .(54)سازی بستگی دارد های همسانهو روش 18ی جدید، تعداد کپیتوانایی حمل قطعه

 های مختلف و بررسی اثر هر یک بر میزان بیان پروتئین از دو پلاسمید بیانی استفاده شد. به قابلیت ناقل

 pOptiVECوکتور  -1-2-2-2-1

pOptiVEC  یک وکتورkb 383/4 در ساختار خود دارای پروموتر ویروس  بوده که از پلاسمید منشا گرفته و

شود. این وکتور پس از پروموتر بیان بالای ژن مورد نظر می سببو  باشدمی( 19hCMVسایتومگال انسانی )

                                                 
16 Open Reading Frame 
17 Artificial chromosome 
18 Copy Number 
19 Human Cytomegalovirus   
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بیوتیک توالی مقاومت به آنتی حاویخود علاوه بر آن در ساختار اصلی  بوده و 21DHFR-20IRESدارای توالی 

 DG44-CHOی سلولی توجه به اینکه رده. باباشدمی 22سیلین جهت استفاده به عنوان نشانگر انتخابیآمپی

 توان جهتمی pOptiVEC وکتوردر  توالی این ژنهیدروفولات ردوکتاز را ندارد، از وجود توانایی تولید دی

در ژنوم سلول  pOptiVECوکتور  ادغام. استفاده نمود ناقل مورد نظری کنندههای دریافتجداسازی کلونی

، رونویسی از آن صورت مناطق هتروکروماتینبوده و در صورت درج این سازه در  تصادفی به صورتمیزبان 

 شکل)داشته باشیم های هدف در سلولرا ژن ناپایدار و متغیر از ترنس یبیان گیرد. همین امر سبب شده تانمی

1-3)  (62). 

 

 .pOptiVECوکتور  کیشمات ریتصو -3-1 شکل

 

                                                 
20 Internal Ribosome Entry Site 
21 Dihydrofolate Reductase 
22 Selection Marker 
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 UCOEوکتور  -1-2-2-2-2

، دارای دو پروموتر kb 895/10 و سایز CET 1019 HD-hygroبا نام تجاری  UCOEوکتور حاوی عنصر 

hCMVسیلین و هیگرومایسین به منظور نشانگر انتخابی به ترتیب در بیوتیک آمپی، ژن مقاومت به آنتی

 . (4-1 شکل)باشد سیستم بیانی باکتری و پستانداران می

UCOE ی یک جزیرهCpG  های از ژن که بودهعاری از متیلاسیونHousekeeping (64)شود می انسانی جدا .

در افزایش بیان و همچنین مقاومت به عوامل  UCOE عنصر پتانسیلبار برای اولین میلادی  2005در سال 

که باعث  ،متیلاسیون ژنتیکی مانندهای اپیرتواند تاثیر مارکقطعه می. این گردیدی ژن آشکار خاموش کننده

بیان پایدار و بالا از ژن مورد نظر  سببساختار کروماتین را تغییر و ، کردهمهار را شودخاموش شدن ژن می

های ای نشان داده است که سلولمطالعات مقایسه .(66, 65)حتی در نواحی هتروکروماتین سانترومری شود 

های دارای بیان بالاتری از کلون، UCOEبا استفاده از وکتور حاوی قطعه مورد نظر ی ژن دریافت کننده

  . (67) باشندمی UCOEی وکتور غیر کنندهدریافت

 

 

 

 

 

 

 .UCOEوکتور  کیشمات ریتصو -4-1 شکل
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 سازی بیان ژنهای بهینهروش -1-2-3

تغییر چندانی نکرده، اما میزان تولید پروتئین  1980اواسط دهه  های سلولی نوترکیب ازاگرچه ایده اصلی تولید رده

ل شده در حاهای انجامطی سالیان متمادی دچار تغییرات چشمگیری شده است. میزان بالای تولید که در پروسه

 های بیان ژن، متابولیسم، رشدها تحقیق و بهتر شدن درک دانشمندان از پروسهآید، نتیجه سالحاضر بدست می

های ها، مهندسی سلولتوسعه ناقل های بسیاری منجر بههای پستانداران است. تلاشو تاخیر آپوپتوز در سلول

های غربالگری و انتخاب شده است. در این راستا با توجه به های کشت و بهبود روشمیزبان، تولید انواع محیط

تن تواند تاثیر زیادی در بالارفی به صورت موازی میرسد استفاده از چند استراتژهای انجام گرفته بنظر میبررسی

میزان بیان پروتئین داشته باشد. با توجه به اهمیت تولید بالا جهت تجاری شدن یک محصول در این پژوهش 

 درخصوص یهای مختلف برای رسیدن به این هدف استفاده کنیم. در ادامه توضیح مختصرتلاش کردیم از روش

 هیم داشت.  ها خوااین استراتژی

 ها و وکتورهاسازی کدونبهینه -1-2-3-1

ها با های اسیدهای نوکلئیک رمزکننده یک ژن و مطابقت دادن آنمطالعات زیادی نشان دادند که تغییر در توالی

 . بر این اساسشودهای رایج رمزکننده در سلول میزبان منجر به افزایش چشمگیر تولید پروتئین نوترکیب میتوالی

باشد و در سلول میزبان می tRNAهای کمیاب توان از ژنی که دارای کدونمی tRNAهای تغییر در کدون با

  .(50)های رایج دسترسی پیدا کرد. بنابراین ممکن است در میزان بالا بیان نشود به ژنی با کدون

های میزبان به همراه پروموترهای قوی و ها به سلولاستفاده از وکتورهای بیانی مناسب با قابلیت انتقال مؤثر ژن

 .نیز نقش مهمی در بالارفتن میزان بیان پروتئین دارد کنندهتقویتهای توالی
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 بالابردن کارایی ترسفکشن -1-2-3-2

ای و ایجاد اتصالات کووالان از منجر به فعال شدن لیگازهای هستهکردن پلاسمید قبل از ترنسفکشن خطی

رکیبی کاتالیز درج شدن رندومی های نوتشوند، در مرحله بعد آنزیمی پلاسمیدی منفرد میDNAهای مولکول

های ترنسفکت شده به وسیله آنتی بیوتیک یا روش دهند. این امر به همراه انتخاب سلولرا انجام می 23این قطعات

 شود.جایگزین منجر به بیان پایدار و طولانی مدت از پروتئین نوترکیب می

د در غربالگری توانیب دارای بالاترین مزان بیان میاز طرف دیگر، تکرار پروسه ترسفکشن و انتخاب رده سلولی نوترک

 های دارای بیان بالا در مراحل اولیه توسعه لاین سلولی موثر باشد. بهتر سلول

 

استفاده از عناصر موثر جهت غلبه بر تأثیرات منفی مکان درج شدن ژن مورد نظر  -1-2-3-3

 هاUCOEدر ژنوم سلول میزبان ازجمله 

شناخته  "24تاثیر مکان"پدیده ای که به عنوان  ،ادی روی میزان رونویسی از ژن نوترکیب داردجایگاه درج اثر زی

شود، در شده است. مشخص شده است که درج در نواحی هتروکروماتینی موجب کاهش در بیان یا عدم بیان می

ه ر یوکروماتین بشود. البته درج شدن دصورتی که درج در نواحی یوکروماتینی اغلب موجب بیان ترنسژن می

های پستانداران در خیلی موارد به بیان ترنسژن در سلولچراکه معنی اطمینان از داشتن بیان بلندمدت نیست، 

شود که احتمالا به خاطر تأثیر کروماتین متراکم در نزدیک ترنسژن است. خاموش سرعت غیرفعال )خاموش( می

 CPGو افزایش متیلاسیون  3Hاز هیستون  9یزین شماره شدن ژنی با هیپواسیتلاسیون هیستون، میتلاسیون ل

های مختلفی برای غلبه بر تأثیرات منفی مکان در درج . استراتژی(40, 39)در ناحیه پروموتر ترنسژن مرتبط است 

، boundaryها، عناصر insulatorشامل  cis- regulatoryجمله استفاده از عناصر شدن رندوم وجود دارد که از آن

                                                 
23 Concatamers 
24 Position effect 
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 ضد سرکوبگر کنندهعناصر تثبیت، UCOEs26 ، عناصر بازکننده کروماتین25scaffold /نواحی اتصالات ماتریکس

. (44-41)باشد می 29ایهستهشونده به ماتریکس مناطق متصلو  28، ناحیه آغازین همانندسازی پستانداران27

شود یشدن این عناصر در اطراف ترنسژن موجب کاهش تأثیر هتروکروماتین شده و سبب بیان پایدار ترنسژن مدرج

گذار در تاثیرو اموش شدن ژن یکی از موارد مهم با هدف جلوگیری از خعوامل تنظیمی این استفاده از  (46, 45)

  است. سطح بیان پروتئینافزایش سازی وکتور بیانی و بهینه

 

  های تکثیر ژنیاستفاده از تکنیک -1-2-3-4

ها  به یک مارکر قابل تکثیر و قابل صال آنهای کلون شده از طریق اتهای متعددی برای زیاد کردن ژنروش

( GS( و گلوتاتیون سنتاز )DHFRتوان به روش دی هیدروفولات ردوکتاز )جمله میانتخاب وجود دارد که از آن

شده در غیاب یک متابولیت مناسب )هیپوگزانتین و های ترنسفکتاشاره کرد. در هر دو مورد انتخاب سلول

شود. نشده میهای ترنسفورمگیرد که موجب عدم رشد سلول( صورت میGSامین در و گلوت DHFRدر  30تیمیدین

 6و 5آنزیمی است که  DHFRاست.  DHFR/MTXترین استراتژی تکثیر ژنی، روش در این بین متداول

از مورد نی DNAکند که این ماده جهت سنتز تترا هیدرو فولات احیا می 8و 7و 6و  5دهیدروفولات ردوکتاز را به 

است و باید تا زمانی که به  DHFRشود دارای نقص در آنزیم ای که در این مورد استفاده میسلولی رده است.

سازهای پورین شامل هیپوگزانتین ترنسفکت شود، در محیط حاوی پیش DHFRصورت پایدار با وکتور بیان کننده 

یاز به ایجاد فشار انتخابی توسط ن DHFRشده توسط های ترنسفکتو تیمیدین رشد کند. انتخاب سلول

همچنین به عنوان یک مارکر تکثیر کننده ژنومیک برای ژن مورد نظر با  DHFRبرد. ها را از بین میبیوتیکآنتی

                                                 
25 Scaffold/Matrix Attachment Regions 
26 Ubiquitous Chromatin Region Opening Elements (UCOEs) 
27 Stabilizing Anti-Repressor Elements (STARs) 
28 Replication Initiation Region (IR) 
29 Matrix Attachment Regions (MAR) 
30 HT 
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 DHFRشده با وکتور دارای ژن های ترنسفکت. سلول(52, 51)باشد می متوتروکساتاستفاده از انتخاب توسط 

منجر  DHFR های ژنشوند، تکثیر در کپیاست، قرار داده می DHFR، که مهار کننده MTXدر محیط حاوی 

نیز موجب تکثیر و  DHFRشود. نزدیکی فیزیکی ژن مورد نظر به می متوتروکساتهای مقاوم به به ایجاد سلول

در کنار مزایای این روش، استفاده از آن با مشکلاتی ازجمله زمانبر بودن . (38, 30 ,27)شود افزایش بیان آن می

متوتروکسات همراه است. به همین دلیل و با توجه به اهمیت زیاد شونده پروسه آداپته شدن سلول به دوزهای 

های تکنیکجایگزین  هایهای تجاری از روشهای سلولی نوترکیب برخی از شرکتبالارفتن سرعت تولید رده

 کنند.استفاده می تکثیر ژنی

 

  بالا بیان دارای ی نوترکیبهاسلول جداسازی -1-2-3-5

ها شود. این سیستمهای درج رندوم انجام میهای نوترکیب عمدتا توسط سیستمدر حال حاضر تولید هورمون

ای هبینی، تعداد کپیهای درج کروموزوی غیر قابل پیشهای ترنسفکت شده با جایگاهجمعیتی از سلول

ای هش برای انتخاب کلونکنند، که این امر لزوم تلانامشخص و سطوح هتروژن بیان پروتئین را ایجاد می

و بیشتر  CHOبینی درج رندوم، رده سلولی شود. علاوه بر تأثیرات غیر قابل پیشدارای بیان بالا را موجب می

وند. با توجه شهای سلولی نامیرا، دستخوش تغییرات بالای ژنوتیپی و فنوتیپی طی پروسه کشت سلول میرده

های گیرد، سطوح هتروژن بیان ممکن است منجر به رشد بالای سلولمی به اینکه بیان پروتئین، از سلول انرژی

ین های تولید کننده پروتئدارای بیان کم بعد از چندین پاساژ و بنابراین تأثیر منفی بر روی جمعیت سلول

های هتروژن سلول روش انتخاب که شامل شناسایی سلول مورد نظر از جمعیت بنابرایننوترکیب بشوند. 

باشد، یکی از مهمترین مراحل توسعه یک رده سلولی نوترکیب است. بر همین اساس، از کت شده میترنسف

ها به های تولیدکننده پروتئین نوترکیب و افزایش آنهای انتخابی متعددی برای جداسازی بهترین سلولروش

ا یچیدگی، کارایی و هزینه بشود که از لحاظ پهای دارای بیان بالا استفاده میشکل جمعیتی کلونال از سلول
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های متعددی را در نظر گرفت. بایست فاکتوردر زمان انتخاب نوع روش جداسازی می باشند.یکدیگر متفاوت می

 ی نهایی، سه فاکتور مهم در تعیینمانی سلول پس از این فرایند و همچنین بازدهجداسازی، درصد زنده کیفیت

باشند. انتخاب روشی کارآمد به منظور جداسازی، سبب مورد نظر می هایو انتخاب نوع روش جداسازی سلول

 های هدف، در کمترین زمان خواهد شد. دستیابی به سلول

سازی رقیقهای ساده مثل روش تکنیک توان بهمی بالا بیان دارای ی نوترکیبهاسلول جداسازی یهاروشاز 

( 32FACSبا استفاده از فلورسنت فعال شده )جداسازی با استفاده از میکروسکوپ،  یهاروش، 31محدود کننده

 .اشاره کرد یکهای پیشرفته اتوماتتکنیک و( 33MACSبا کمک میدان مغناطیسی فعال شده )یا  و

 روش فلوسایتومتری  -1-2-3-5-1

ظر ها با فنوتایپ موردنسلول های مورد استفاده محققان برای انتخابترین روشفلوسایتومتری یکی از گسترده

 های دارای بیان بالا، برای آنالیز رشد سلولی و متابولیسمباشد. ابن تکنیک، علاوه بر استفاده برای اتخاب کلونمی

گیرد که این موارد نیز بر روی تولید سلولی تأثیرگذار هستند. در این میان روش هم مورد استفاده قرار می

(FACS) Flurscence avtivated cell sortingها با توجه به سطح فلورنس مورد نظر را ، توانایی انتخاب سلول

، توانایی بررسی تعداد زیادی نمونه است، به طوری که امکان FACSکند. یکی از مهمترین مشخصات ایجاد می

شود و تنها ول بررسی میکند. بنابراین ابتدا میزان تولید هر سلها سلول را در چند دقیقه فراهم میبررسی میلیون

ها نشان داده است که شوند. بررسیخانه کلون می 96های هایی که میزان تولید مورد نظر را دارند، در پلیتسلول

sort های تواند به طور چشمگیری تعداد روشهای با تولید بالا میکردن ساب کلونScreenning   را کاهش دهد

                                                 
31 Limiting dilution 
32 Fluorescence Activated Cell Sorting 
33 Magnetic Activated Cell Sorting 
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مچنین زمان مورد نیاز برای دستیابی به رده سلولی دارای بیان بالا با استفاده از برابر (. ه 10)تا میزان بیش از 

 برابر افزایش را نشان داده است.  120تا  25کاهش و میزان تولید اختصاصی محصول از  %50این روش 

حی ئین ترشهای ترشحی با مشکلاتی مواجه است، چراکه اگر پروتبرای پروتئین FACSانجام  که است ذکر به لازم

با  FACSبرای اینکه  بنابراین باشد. قابل اجرا نمی FACSبه سلولی که آن را ترشح کرده متصل نباشد، آنالیز 

موفقیت انجام شود، داشتن اتصال پروتئین مورد نظر به سطح سلول و یا اتصال به یک سیگنال فلورسنت ضروری 

ایی ههای گزارشگر به همراه ژن موردنظر ایجاد کرد و سلولژنی بیان توان به واسطهاست. سیگنال فلورسنت را می

 کنند، جداسازی نمود.که بیشترین نور فلورسنت را منتشر می

گر شود. بیان پروتئین گزارشدر این روش از بیان همزمان پروتئین مورد نظر با یک پروتئین ثانویه استفاده می

شود. این امر با استفاده از پروموترهای ضعیف شده، کدون گه داشته میتر از بیان پروتئین مورد نظر نمعمولاً پایین

شود. یکی از این و ژن مورد نظر قبل از آن محقق می IRESو یا قراردادن ژن گزارشگر بعد از  Leackyآغازگر 

 (RAKR)ها، اتصال مستقیم پروتئین ترشحی به سطح سلول با استفاده از پیتیدهای بین غشایی و یا پیتید روش

Furin Cleavage  جهت اتصال ناپایدار پروتئین ترشحی به دومین سیتوزولی بین غشایی و یا بیان همزمان پروتئین

 های گزارشگر شاملباشد. همچنین از پروتئینمورد نظر با بیوتین جهت اتصال به آویدین در سطح سلول می

YFP,GFP  وRFP  4و یا مارکرهای سطحی سلول مثلCD  20 یاCD های )که در حالت عادی در سلولCHO 

 شود.شوند(، برای این منظور استفاده میتولید نمی

های دارویی، با قرار دادن این بخش لازم به ذکر است با توجه به لزوم حذف مارکر اضافه شده در پروسه تولید لاین

برای این منظور   شود.انجام می FACS، حذف ناحیه اضافه شده بعد از Cre، و استفاده از آنزیم LoxPدر بین دو 

در مرحله ساخت سازه ژنی، بعد از قرار گرفتن ژن مورد نظر در جایگاه مولتیپل کلونینگ سایت، مارکر سطحی 

شود. سپس ترنسفکشن سلول قرار داشته باشد، درج می LoxPبه شکلی که دوطرف آن جایگاه  IRESتوسط 

CHO DG44 بعد، رده سلولی دارای بیان بالا با استفاده از  با سازه خطی انجام و در مرحلهFACS شود. انتخاب می
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-1)شکل  شوند، جهت حذف مارکر سطحی، قرار داده میCreهای انتخابی در معرض آنزیم در مرحله آخر، سلول

5 .) 

 

 FACSهای دارای بیان بالا با استفاده از انتخاب سلول -5-1شکل

 

 های گزارشگرژن -1-2-3-5-2

های گزارشگر، ابزاری محبوب در بررسی بیان ژن و ترنسفکت های فلورسنت به عنوان مولکولاستفاده از پروتئین

به دلیل حساسیت بالا، ردیابی آسان و  34های فلورسنت و لومینسنت. امروزه گزارشگر(37)باشد سلولی می

ترین گزارشگر فلورسنت بوده که مهم GFP. پروتئین (39)گیرند ها، مورد استفاده قرار میسازی آنیقابلیت کم

 .(40)شود جداسازی می Aequorea Victoriaاز عروس دریایی با نام 

GFP  آمینو اسید با وزن مولکولی  238یک پروتئین فلورسنت سبز رنگ، دارایkDa 9/26  بوده که درصورت

ساطع  nm 509، نور مرئی سبز رنگی با طول موج nm 490و   nm 395تحریک با اشعه فرابنفش در طول موج 

، مولکولی پایدار و غیر سمی بوده و به منظور بررسی آن GFP. امروزه باتوجه به این موضوع که (42, 41)کند می

                                                 
34 Luminescent 



23 
 

, 44)میزان بیان کاربرد دارد  یدهنده وان یک گزارشباشد، در بیولوژی به عننیازی به فیکس کردن سلول نمی

شود تا سیگنال بوده و همین امر سبب می C 37°دارای بازده تاخوردگی پایینی در دمای  GFP. پروتئین (45

دریافت شده به طرز چشمگیری کاهش یابد. از طرفی این پروتئین پس از بلوغ تمایل زیادی به تجمع و تراکم 

 . (43)درون سلولی دارد 

گیرد. پروتئین مورد استفاده قرار می GFP پروتئینبه عنوان جایگزین  35GFPEپروتئین با توجه به این موارد 

EGFP های مهندسی شده از پروتئین یکی از پرکاربردترین گونهGFP  آمینو اسید و وزن مولکولی  293باkDa 

از خود  nm 490ی فرابنفش رنگ فلورسنت درخشانی را با طول موج ، که پس از قرارگیری در معرض اشعه7/32

. تحقیقات انجام شده بر روی این پروتئین هیچ گونه اثرات زیان آور و سمیتی را نشان نداده (46)کند ساطع می

 EGFP. بطور کلی ساختار پروتئین (48, 47)باشد اثر میاز نظر بیولوژیکی بی EGFPو مشخص شده است که 

به ترئونین  65ی به لوسین و سرین شماره 64ی بوده با این تفاوت که آمینو اسید فنیل آلانین شماره GFPمشابه 

، سرکوب C 37°ی تاخوردگی این پروتئین در دمای جهش سبب افزایش بازده. این دو (43)کرده است تغییر پیدا 

 . (43)شده است  nm 490، ساطع شدن نور سبز پررنگی در طول موج nm390تحریک در طول موج 

  

                                                 
35 Enhanced Green Fluorescent Protein 
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 اهداف پژوهش -1-3 1.1

یابی به جایگاه اول اقتصادی، مبنی بر دست 1404با توجه به سند چشم انداز جمهوری اسلامی ایران در افق 

علمی و فناوری در سطح منطقه و اینکه صنعت تولید داروهای بیولوژیک از هر سه منظر اقتصادی، علمی و فناوری 

و عدم تولید این  rhEPOئتین آلفا نسبت به پوهای درمان آنمی با داربیمزیتحائز اهمیت است و با توجه به 

است. در این راستا  گرفتهداروی نوترکیب در کشور، حرکت در جهت تولید آن به عنوان هدف اصلی این پروژه قرار

های دارویی، تولید لاین سلولی تولید و از آنجا که اولین و مهمترین قدم در تهیه یک داروی نوترکیب در شرکت

  DG44 CHOول در مقیاس آزمایشگاهی است، هدف اصلی پروژه حاضر نیز تولید لاین سلولی کننده آن مولک

 باشد. می پوئتین آلفاداربیترشح کننده مولکول نوترکیب 
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  فصل دوم

  انجام پژوهش روش 
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 یکیوانفورماتیب یو بررس زیآنال -2-1 1.2

 استراتژی کلونینگ یطراح: 1-1 -2 1.2.1

 دو آلفا و کلون کردن آن داخل نیوئتپیدارب ژنیسازه کلون سازی و  یبا طراح میطرح قصد دار نیابخشی از در 

 نپوئتییمولکول دارب دیبه تول CHO-DG44 یرده سلول بهوکتور  دو نیا و انتقال UCOE و pOptiVECوکتور 

کلونینگ  سپس و pOptiVECوکتور  درکلونینگ ژن داربی پوئتین آلفا  ،در مرحله اول برای این منظور. میآلفا برس

است و حضور این قطعه در  DHFRفاقد لوکوس  UCOEبا توجه به اینکه ناقل . انجام شد UCOEدر وکتور 

از  DHFRو  IRES ههمرابه های ترنسفکت شده اهمیت دارد، تکثیر ژن داربی پوئتین آلفا انتخاب و تکثیر سول

های ساخته انتقال سازه، د. در مرحله بعدشانجام  UCOEقل کلون سازی در ناجهت  pOptiVECروی وکتور 

 نیو در سطح پروتئ mRNAژن در سطح  انیب زانیمسپس  وصورت گرفته  هاسلول یغربالگرشده به سلول و 

 باشند:مراحل کلی این بخش به ترتیب زیر می خواهدشد. یرگیاندازه

 بیانی. هایبررسی بیوانفورماتیکی ناقلو انتخاب  -1

  pOptiVECجهت درج در ناقل   LoxPبررسی بیوانفورماتیکی  -2

  UCOEجهت درج در ناقل  DHFRو  IRES ههمرابه  پوئتین آلفاتوالی داربیبررسی بیوانفورماتیکی  -3

قطعه مورد نظر و آماده سازی آن برای مرحله  واکنش هضم آنزیمیهای مناسب جهت انجام طراحی آنزیم -4

 کلونینگ.

 پلاسمیدها  آنزیمیهضم استخراج و  -5

 .DHFRو  IRES ههمرابه  پوئتین آلفاداربی و  پوئتین آلفاداربیو یا تکثیر دو قطعه  هضم آنزیمی -6

 .بیانی هایدرون ناقل سازی شدهات آمادهکلون سازی قطع -7

-UCOE- Darbepoetin alpha -IRES  و pOptiVEC-Darbepoetin alphaترنسفورماسیون ناقل نوترکیب  -8

DHFR   به میزبان باکتری 
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های استخراج با کمک روش اییباکتری در میزبانو صحت انجام درج توالی مورد نظر حضور سازه ژنی تایید  -9

 .38نوکلئوتیدی و تعیین توالی 37، برش آنزیمیColony PCR، 36پلاسمید

 -UCOE و  pOptiVEC- Darbepoetin alpha نوترکیبناقل بیانی دو خطی سازی و خالص سازی  -10

Darbepoetin alpha -IRES-DHFR ت آماده سازی برای ترنسفکشن.جه 

 .CHO DG44 هایسلولژنوم به  بیانی نوترکیب هایناقلانتقال  -11

شده در محیط انتخابی به منظور رسیدن به کلون سلولی مثبت از  ترنسفکت CHO-DG44 هایسلولکشت  -12

 .نظر داشتن ناقل بیانی نوترکیب

 برو توالی یابی سنگر  PCRبا استفاده از  CHO-DG44 سلولیهای ردهدر ژنوم تائید درج توالی مورد نظر  -13

 های ژنومیکروی نمونه

 Real-time PCRمیزان بیان ژن در سطح ترنسکریپت با استفاده از بررسی  -14

 Western Blottingکیفی بیان پروتئین نوترکیب توسط تائید  -15

  39ELISA پروتئین نوترکیب با استفاده از تکنیککمی میزان بیان بررسی  -16

 CHOی لاین سلولی ، تهیهEGFPهای ژنی دارای ژن گزارشگر در بخش دیگر این طرح، طراحی و ساخت سازه

DG44 ها با استفاده از روش نوترکیب به صورت پایدار، جداسازی این سلولFACS  و بررسی بیان در سطحRNA 

  LoxPهای گزارشگر در مراحل بعدی، این قطعه بین دو توالی جه به لزوم حذف توالی ژنو پروتئین انجام شد با تو

شود. در انجام می   LoxPدر ناقل دارای  EGFPشود. بدین منظور در مرحله اول،  درج ژن گزارشگر قرار داده می

درج  pOptiVECها در ناقل به این وکتور اضافه شده و سپس کل توالی پوئتین آلفاداربیمرحله بعد توالی ژن 

پوئتین داربیدر دوطرف آن و ژن  LoxPبه همراه دو عدد  EGFPهای شوند. مرحله آخر کار شامل تکثیر توالیمی

                                                 
36 Plasmid Extraction  
37 Digestion 
38 Sequencing  
39 Enzyme-Linked Immunosorbent Assay 
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ی مراحل مولکولی انجام است. چکیده UCOEو سپس درج این قطعه در ناقل  .DHFRو  IRESبه همراه  آلفا

 باشد.زیر میشده به منظور ساخت سازهای این بخش به شرح 

 oxPL-DTA-pKO (LIGL-DTA-pKO)درون وکتور  FPGE-RESIهای کلونینگ توالی . 1

 LIGL-DTA-pKO (DLIGL -pKO)درون وکتور  arbepoetin alfaDکلونینگ توالی  . 2

)  pOptiVECدرون وکتور  arbepoetin alfaD ،oxPL ،RESI ،FPGE ،oxPLهای کلونینگ توالی . 3

pOptiVEC-DLIGL) 

 Blunt -pCR (DLIGLID-pCR Blunt)درون وکتور  RESI ،HFRDو  DLIGLهای توالیکلونینگ  . 4

درون وکتور  arbepoetin alfaD ،oxPL ،RESI ،FPGE ،oxPL ،RESI ،HFRDهای کلونینگ توالی . 5

UCOE (UCOE-DLIGLID) 

 مطابق با موارد مطرح شده قسمت قبل انجام شد. ترنسفکشنو  ترنسفورماسیوندر ادمه مراحل 

 

 ژن یتوال نییتع: 2-2

استفاده شد که به برخی از  DrugBankپوئتین آلفا از پایگاه برای دسترسی به اطلاعات مرتبط با توالی داربی

 شود: مشخصات مهم آن در زیر اشاره می

Darbepoetin alfa  

Accession Number 

DB00012 

Description 

Human erythropoietin with 2 aa substitutions to enhance glycosylation (5 N-linked chains), 165 

residues (MW=37 kD). Produced in Chinese hamster ovary (CHO) cells by recombinant DNA 

technology. 
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Type 

Biotech 

Biologic Classification 

Protein Based Therapies 

Haematopoietic growth factors 

Protein Chemical Formula 

C815H1317N233O241S5 

Protein Average Weight 

18396.1 Da 

Sequences 

>Darbepoetin alfa 
MGVHECPAWLWLLLSLLSLPLGLPVLGAPPRLICDSRVLERYLLEAKEAENITTGCNETC 
SLNENITVPDTKVNFYAWKRMEVGQQAVEVWQGLALLSEAVLRGQALLVNSSQVNETLQL 
HVDKAVSGLRSLTTLLRALGAQKEAISPPDAASAAPLRTITADTFRKLFRVYSNFLRGKL 
KLYTGEACRTGDR 
 

 

توالی آمینواسیدی موجود در بانک دارویی جهت کلون شدن در ناقل باید به توالی اسیدنوکلئیکی تبدیل شود. 

در نظر گرفته شده،  CHO DG44پس از تایید صحت توالی، باتوجه به اینکه سیستم بیانی در این پژوهش، سلول 

سلول  40، بر اساس ترجیح کدونیGenScriptافزار آنلاین شرکت استفاده از نرم باتوالی نوکلئیک اسیدی این ژن 

CHO DG44 جفت باز و  701به طول شده طراحیتوالی سازی شد. این بهینهORF 564  باشدمیجفت باز. 

                                                 
40 Codon usage  
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های محدودالاثر از مواردی است که در های مناسب برای آنزیمکوزاک و جایگاه، توالی 41قرار دادن سیگنال پپتید

باشد که نقش مهمی در می ORF42سیگنال پپتید شامل آمینواسیدهای ابتدایی  طراحی سازه لحاظ شده است.

آمینو  20دهد که نشان می Signal Pترشح پروتئین نوترکیب دارد. آنالیز توالی پپتیدی طراحی شده در پایگاه 

 . (1-2)شکل  ، سیگنال پپتید هستندORFاسید ابتدایی این 

 

های اه. آنالیز جایگشدبه منظور کلون کردن توالی در وکتورهای بیانی تعدادی جایگاه آنزیمی روی توالی قرار داده 

 .  (2-2شکل ) انجام شد CLCبرشی توالی طراحی شده با استفاده از نرم افزار 

 

                                                 
41 Signal peptide 
42 Open Reading Frame 

 Signal گاهیشده در پا یطراح یدیپپت یتوال زی: آنال1-2 شکل
P 
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 GenScript Rare Codon Analysisافزار آنلاین پوئتین آلفا با استفاده از نرمتوالی ژن داربیسازی بررسی بهینه

Tool باشد.صورت گرفت. نتایج حاصل به شرح زیر می 

   CAI (Codon Adaptation Index)شاخص  -2-2-1 1.2.2

 یدهد. بیان بالا از پروتئین مورد نظر در سیستم بیانی هدف، رابطه، سازگاری کدونی را نشان میCAIشاخص 

درنظر گرفته شود، انتظار بیان مناسبی  8/0دارد. در صورتی که میزان این شاخص بالای  CAIمستقیمی با میزان 

 از ژن هدف در سلول بیانی مورد نظر خواهیم داشت.

 

 CAI( شاخص A پوئتین آلفا.ی ژن داربیشدهو بهینه Wild typeدر توالی  CAIی شاخص نمودار مقایسه :3-2 شکل

 پوئتین آلفا.ی ژن داربیشدهدر توالی بهینه CAI( شاخص Bپوئتین آلفا. ژن داربی Wild typeدر توالی 

 

 آلفا نیپوئتیدارب یمحدودالاثر در توال یهامیآنز یبرا شدهیطراح یهاگاهی: جا2-2 شکل
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 GCدرصد  -2-2-2 1.2.3

در توالی ژن  GCباشد. در نمودار زیر میزان درصد می %70تا  %30آل در توالی مورد نظر بین ایده GCدرصد  

 سازی آورده شده است.پوئتین آلفا، پیش و پس از بهینهداربی

 

 

در  GC( درصد A پوئتین آلفا.ی ژن داربیشدهو بهینه Wild typeدر توالی  GCی درصد نمودار مقایسه :4-2 شکل

 پوئتین آلفا.ی ژن داربیشدهدر توالی بهینه GC( درصد Bپوئتین آلفا. ژن داربی Wild typeتوالی 

 

 CFD (Codon Frequency Distribution)شاخص  -2-2-3 1.2.4

ی کدون با بیشترین فراوانی در سیستم نشان دهنده 100باشد. عدد فراوانی کدونی می، معرف توزیع CFDشاخص 

 باشد.  بیانی هدف می
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 CFD( شاخص A آلفا. نپوئتییژن دارب یشدهنهیو به Wild type یدر توال CFDشاخص  یسهیمقانمودار  :5-2 شکل

 پوئتین آلفا.ی ژن داربیشدهدر توالی بهینه CFD( شاخص Bپوئتین آلفا. ژن داربی Wild typeدر توالی 

1.2.5   

 pUC57سفارش و سپس توالی، در وکتور  GenScriptسازی شده جهت سنتز به شرکت در نهایت ژن بهینه

 تحویل گرفته شد.

 

 مریو سنتز پرا یطراح: 2-3 1.3

ها باید دارای انتهای چسبنده مکمل هم باشند. یک ناقل بیانی، هر کدام آن دری ژنی سازی یک قطعهبرای کلون

پرایمرهای  5ˊدر انتهایآید. گر مرحله مهمی به حساب میهای برشقبل از شروع طراحی پرایمر، انتخاب آنزیم

گر ایجاد گردد و انتهای چسبندههای برشهای ژنی باید انتهای چسبنده توسط آنزیمطراحی شده از توالی سازه

 هایگر هر کدام توالیهای برشآنزیمگردد. ها ایجاد ناقل بیانی با همان آنزیم 3ˊهدف در دو انتهایی مکمل توالی 

باشند. تایی و پالیندرومیک می 6دهند. این توالی ها معمولا ای از ناقل مورد برش قرار میخاصی را در منطقه

 هایآنزیمبرای این منظور بررسی د. نرا برش دهنباید توالی سازه ژنی وکتور  MCSاز گر انتخابی های برشآنزیم

های طراحی پرایمردر مرحله بعد، . شدانتخاب  به هر پرایمر های مربوطو آنزیمانجام   Neb cutterگر در سایتبرش

 شدندای طراحی انجام گرفت. پرایمرها به گونه Gene Runnerافزار لازم جهت تکثیر هر دو سازه ژنی با کمک نرم

و میزان مناسب  عدم تشکیل پرایمر دایمر ،ای اتصال نزدیک به هم، طول مناسب، عدم تشکیل حلقهکه دم
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و نرم افزار  NCBIاز بانک  Nucleotide Blastبا استفاده از برنامه سپس، ها لحاظ گردد. در آن GCنوکئوتیدهای 

CLC،  پرایمرهای هر جفتPCR گرفت تا مشخص شود که جفت  مورد بررسی قرار های بیانیبا توالی ناقل

 برای تکثیر ژن مورد طراحی شدهدهند. همچنین جفت پرایمرهای پرایمرها در نواحی دیگر ناقل تکثیر انجام نمی

. بعد از تایید نهایی پرایمرهای طراحی شده، قرار گرفتندبررسی مورد  NCBIاز بانک  Primer-blastبرنامه نظر، با 

پرایمرهای طراحی شده برای تکثیر توالی  .شدنتز به شرکت سیناکلون ارسال ها جهت ستوالی مربوط به آن

 های مرتبط آورده شده است.قطعات، دربخش

 -UCOE و  pOptiVEC- Darbepoetin alphaهای ژنی ساخت سازه -2-4 1.4

Darbepoetin alpha -IRES-DHFRداربیها به داخل سلول و بررسی بیان ، انتقال آن-

 پوئتین آلفا

 pOptiVECمراحل کلونینگ ژن داربی پوئتین آلفا در وکتور  -2-4-1 1.4.1

 pOptiVECپوئتین آلفا جهت کلون کردن داخل سازه آماده سازی ژن داربی

 pUC57 کشت مایع و استخراج پلاسمید

 ارسال گردید. بنابراین کلون شده و pUC57پوئتین آلفا این ژن در وکتوری با نام تجاری پس از سفارش ژن داربی

با  LBپوئتین آلفا بود پس از کشت مایع در محیط که حاوی قطعه داربی pUC57در ابتدا، استخراج پلاسمید 

 طبق پروتکل زیر انجام گرفت: Rocheاز شرکت  High Pure Plasmid Isolation Kitکیت 

 طیمح تریلیلیم 5را در  یاز باکتر یکلون کی بیترت نیشود. بد هیته عیکشت ما یدر ابتدا لازم است تا از باکتر

دور  200ران وَبا دَبر روی شِیکر  گرادیدرجه سانت 37 یو در دما کیوتیب یآنت میکرولیتر 3 یحاو عیما LBکشت 
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 ورد 4000با دوران  قهیدق 15به مدت  در روز بعد ابتدا ساعت انکوبه شد. پس از آن 16 الی 12 یبرا قهیدر دق

 رسوب کاملا خارج شد. یرو عیما ،سانتریفوژ شد گرادیدرجه سانت 4و دمای  قهیدر دق

 انجام شد: ریطبق پروتکل ز تیبا کمک کپلاسمید  استخراج

 افزوده و مخلوط همگن شد.  Suspension buffer از تریکرولیم 250 یبه رسوب سلول -1

 اضافه شد. lysis bufferاز  تریکرولیم 250ورتکس کوتاه،  کیبعد از  -2

 انکوبه شد. در دمای اتاق قهیدق 5بار سر و ته و سپس به مدت  6تا  3 یوق برامحلول ف -3

درجه  4 یو دما g 13000با دور  قهیدق 10اضافه و به مدت  binding bufferاز  تریکرولیم 350مقدار  -4

 شد. وژیفیسانترسانتیگراد 

 وژیفیسانتر گرادیدرجه سانت 4 یو دما g 13000 با دور قهیدق 1منتقل و به مدت  لتریرسوب به ف یرو عیما -5

 شد.

فوق صورت  طیتحت شرا وژیفیافزوده و سانتر Washing buffer IIاز  تریکرولیم 700 لتریف یرو اتیبه محتو -6

 .رفتیپذ

 شد. وژیفیسانترمجددا  یاماده چیفوق، بدون افزودن ه طیکامل خارج و تحت شرا لتریف ریز عیما -7

از پیش گرم شده در دمای  Elution bufferاز  تریکرولیم 100تا  50 دیجد وبیکروتیبه م لتریبعد از انتقال ف -8

 به آن اضافه شد.درجه سانتیگراد  70
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 ،لتریف ریفوق تکرار شد. محلول ز طیتحت شرا وژیفیمحلول فوق انکوبه شد وسانتر قهیدق 5 یاتاق برا یدر دما-9

را در خود حل کند و پس  DNAکه  دهدیاجازه م Elution bufferزمان به  نی. اباشدیماستخراج شده پلاسمید 

 کند.یم دایانتقال پ وپیکروتیناقل درون م ،کردن وژیفیاز سانتر

 شد. یبررس اسپکتروفتومتراستخراج شده با دستگاه  DNAغلظت  تیدر نها-10

 

 pUC57پوئتین آلفا از ناقل واکنش برش آنزیمی توالی داربی

و خارج سازی قطعه  پوئتین آلفا از این وکتورداربیژن  هت جداسازیج pUC57پس از استخراج پلاسمید 

انجام  1-2جدول طبق شرایط  EcoRVو  XhoΙهای محدودالاثر برش آنزیمی به وسیله آنزیمموردنظرمان عمل 

 شد. بررسی %1، برروی ژل آگارز Digestion، سپس جهت تائید از صحت انجام شد

 

 pOptiVEC یانیناقل ب یمیموجود در واکنش برش آنزمقدار و نوع ترکیبات -1-2جدول

 مقادیر لازم نام ماده ردیف

 میکروگرم(2ر )میکرولیت pUC57 10پلاسمید  1

 میکرولیتر XhoΙ   0,5 (10u/µl) آنزیم  2

 میکرولیتر 10u/µl( EcoRV 0,5( آنزیم 3

4 Red buffer (10x) 2میکرولیتر 

5 o2dH  میکرولیتر 20تا 
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 .ساعت انکوبه شد 16درجه سانتی گراد به مدت  37در دمای  فوق واکنش

 

 پوئتین آلفا  و استخراج  آن از ژلتخلیص قطعه داربی

 در نهایت طبق پروتکل زیر از ژل تخلیص گردید. هضم آنزیمیمحصول 

ژل  یباند مورد نظر از رو ،یمیدر مرحله برش آنز ضافها ندهایبه دست آوردن محصول خالص و حذف با یبرا

ژل  یدژل  با صیانجام تخل یآماده شد. برا واکنش برشی 5محصول  منظور نی. بددیگرد صیبرش خورده و تخل

. دیحل و ژل آماده گرد TAE1Xمحلول  تریلیلیم 50در  زگرم از آگار 5/0جهت  نی. بددبا غلظت کم و نازک باش

و کل محصول واکنش  Loading Dyeشد. سپس  یکی یمیحاصل از واکنش برش آنز وبیکروتیم 5هر  اتیمحتو

است  ازیژل ن یچاهک بر رو 4ران محصول به  یبا هم مخلوط شدند. برا 6به  1به نسبت  بیترتبه  یمیبرش آنز

 انجام گرفت: ریها به صورت زران نمونه بیبزرگتر باشد. ترت دیکه چاهک چهارم با

 نمونه. هیچاهک چهارم: بق ،یخال یفضا جادینمونه، چاهک سوم: ا تریکرولیم 5، چاهک دوم: Ladder چاهک اول:

محلول آب مقطر چاهک اول و دوم با استفاده از  یاز اتمام الکتروفورز، ژل از چاهک سوم برش خورد. ژل حاو بعد

بنفش قرار گرفت. بعد از  یو در داخل دستگاه مولد اشعه ماورا یزیآم رنگدقیقه  40در مدت زمان   Gel redو 

برش خورده به عنوان  هیقرار گرفتند و ناح گریکدیکنار  رمشاهده باند مورد نظر، اطراف آن برش خورد. دو ژل د

 بدست آوردن وزن ژل برش خورده، یژل مورد استفاده قرار گرفت. برا یبرش باند مورد نظر از رو یراهنما برا

اند ب ی. خالص سازدیمجدد وزن گرد زیرا وزن نموده و بعد از انتقال نمونه برش خورده به آن ن یخال وبیکروتیم

انجام گرفت. مراحل انجام کار به شرح   High pure PCR product purificationژل توسط کیت یمورد نظر از رو

 است: ریز

 .دیاضافه گرد Binding Bufferاز  تریلکرویم 300گرم از وزن ژل،  یلیم 100هر  یبه ازا -1
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 قرار داده شد سپس گرادیدرجه سانت 56 یدر دما قهیدق 10ورتکس کوتاه، مخلوط فوق به مدت  کیبعد از  -2

 مرتبه تکرار شد تا ژل کامل در بافر حل گردد(. چند عمل نی)ا دیورتکس گرد چند ثانیه

 .دیسرد اضافه گرد زوپروپانولیاز ا تریکرولیم 150از وزن ژل،  گرمیلیم 100هر  یسپس به ازا -3

 وژیفیاتاق سانتر یدر دما قهیدور در دق 13000با دوران  قهیدق1منتقل و به مدت  لتریف یمحلول فوق به رو -4

 . دیگرد

 وژیفیافزوده و سانتر Washing Bufferاز  تریکرولیم 500 لتر،یف یرو اتیشد. به محتو ختهیدور ر لتریف ریز عیما -5

 .دیمرحله قبل تکرار گرد طیتحت شرا

افزوده و  لتریف یرو اتیبه محتو Washing Bufferاز  تریکرولیم 200مجددا  ،یریز عیپس از خارج نمودن ما -6

 .دیگرد وژیفیذکر شده سانتر طیتحت شرا

ق، بدون فو طیبا شرا وژیفیسانتر هماندیباق یکاملا خارج شد. به منظور حذف بافر شستشو لتریف ریز عیما -7

 انجام گرفت. یاماده چیافزودن ه

اتاق به مدت  یدر دماو  دیاضافه گرد Elution Buffer تریکرولیم 50منتقل شد و  دیجد وبیکروتیبه م لتریف -8

 .دیگرد وژیفیفوق سانتر طیقرار داده و تحت شرا قهیدق 5

 .دیگرد یدرصد بررس1ژل آگارز  یبر رو د،ییتا یاست که براپوئتین آلفا قطعه داربی یحاصل حاو محلول
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 pOptiVECکشت مایع و استخراج  پلاسمید 

که   High Pure Plasmid Isolation Kitخام طبق پروتکل کیت  pOptiVECاستخراج پلاسمید  کشت مایع و

 و غلظت آن با دستگاه نانودراپ خوانده شد. توضیح داده شد، صورت گرفت در موارد پیشین

 

 pOptiVECواکنش برش آنزیمی وکتور 

ها پوئتین آلفا را با آنکه قطعه داربی EcoRVو   XhoΙبرش آنزیمی پلاسمید به وسیله دو آنزیم  ی بعد،در مرحله

Digest  و این ناقل خطی گردید. انجام شد 2-2جدول کرده بودیم طبق شرایط 

 

 pOptiVECی ناقل بیانی میموجود در واکنش برش آنز باتیمقدار و نوع ترک-2-2جدول

 مقادیر لازم نام ماده ردیف

 میکروگرم(1) میکرولیتر pOptiVEC 9پلاسمید  1

 میکرولیتر XhoΙ 0,5  (10u/µl) آنزیم 2

 میکرولیتر 10u/µl(  EcoRV 0,5( آنزیم 3

4 Red buffer (10X) 2میکرولیتر 

5 o2dH  میکرولیتر 20تا 

 

 .ساعت انکوبه شد 16درجه سانتی گراد به مدت  37در دمای  فوق واکنش
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 حذف بافر و مواد اضافی از محصول برش آنزیمی

جهت   ،Rocheاز شپپرکت  High Pure PCR Product Purification Kitبا کیت  Digestionسپپپس محصپپول 

 شد. Cleanupسازی نمونه برای لیگاسیون طبق پروتکل زیر آماده

 اضافه شد. یتریلیلیم 1,5 بویکروتیم کیبه  یواکنش برش 5محصول  -1

 یاضپپپافه و به خوب   Binding Bufferاز  تریکرولیم 500از حجم محصپپپول برش  تریلیلیم 100هر  یبه ازا  -2

 شد. پتاژیپ

 شد. وژیفیاتاق سانتر یدر دما g13000با دور  قهیدق 1منتقل و به مدت  لتریمحلول فوق به ف -3

مرحله قبل  طیتحت شپپرا وژیفیافزوده و سپپانتر Washing Bufferاز  تریکرولیم 500 لتریف یرو اتیبه محتو-4

 تکرار شد.

ذکر شپپپده  طیافزوده و تحت شپپپرا  لتریف یرو اتی به محتو  Washing Bufferاز  تریکرولیم 200مجددا   -5

 .رفتیصورت پذ وژیفیسانتر

 انجام شد. وژیفیسانتر یاماده چیفوق، بدون افزودن ه طیکاملا خارج و تحت شرا لتریف ریز عیما -6

 به آن اضافه شد. Elution bufferاز  تریکرولیم 100تا  50 د،یجد وبیکروتیبه م لتریبعد از انتقال ف -7

 انجام شد. وژیفیفوق سانتر طیانکوبه شد و تحت شرا قهیدق 5اتاق به مدت  یمحلول فوق در دما -8

 قرار گرفت. یدرصد مورد بررس کیژل آگارز  یبر رو دییتا یژن مورد نظر است که برا یمحلول حاصل حاو-9
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 pOptiVEC  پوئتین آلفا در کلونینگ سایت وکتورداربیکلون سازی توالی 

ی ااین واکنش مقدمهگیرد. کلون سازی قطعه مورد نظر درون ناقل بیانی، با استفاده از واکنش اتصال انجام می

اعث ایجاد باشد که بباشد. آنزیم به کار گرفته در این واکنش لیگاز میبرای مرحله بعد یعنی ترنسفورماسیون می

  pOptiVECو پلاسمید DPOقطعه  گردد. واکنش کلونینگهم می استر بین دو نوکلئوتید کنارپیوند فسفودی

 .انجام گرفت 3-2جدول خطی شده تحت شرایط 

 

 پوئتین آلفا در ناقل بیانیی داربیسازه ژن یتوال یسازکلونموجود در واکنش  باتیمقدار و نوع ترک-3-2جدول
pOptiVEC 

 مقادیر لازم نام ماده ردیف 

 میکرولیتر pOptiVEC   8پلاسمید  1

 میکرولیتر 5 پوئتین آلفاقطعه داربی 2

 میکرولیتر T4 1  آنزیم 3

4 Ligation Buffer 2میکرولیتر 

5 o2dH  میکرولیتر 20تا 

 

 انکوبه شدند. C16ساعت در دمای  14تمامی مواد فوق به خوبی با هم مخلوط شده و به مدت 
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 ترنسفورماسیون

 نیاز به مقادیر بیشتری از نمونههای بیانی پستانداران درون سلولبرای ادامه مراحل بعدی و انتقال سازه ژنی 

باکتریایی صورت  43های مستعدنوترکیب به درون سلول DNAباشد. بدین منظور در این مرحله انتقال نوترکیب می

 .شود انجامرشد و تکثیر به سرعت  گیرد تامی

 

 های مستعد باکتریاییسازی سلولنحوه کشت و آماده

 LBکشت  محیطو  گلیسرول مطلق استریل، مولار استریل 1/0 کلراید کلسیممحلول سازی ابتدا نیاز به آماده

 به شرح زیر است: های مستعد باکتریاییسلول. مراحل آماده سازی باشدمی مایع

 LBاز محیط کشت لیتر میلی 5به گراد درجه سانتی -70موجود در فریزر TOP10 از باکتریمیکرولیتر  3 -1

درجه  37ساعت در انکوباتور با دمای  16 -12اضافه و به مدت لیتر میلی 50حاضر در فالکونی با حجم  مایع

 گرفت.قرار دور در دقیقه  200گراد و با دوران سانتی

 لیترمیلی 50از کشت شبانه باکتری برداشته و به فالکون حاوی لیتر میلی 3-2 ،بعد از گذشت مدت زمان لازم -2

گراد و درجه سانتی 37 ساعت در انکوباتور با دمای 3تا  2برای  امایع اضافه گردید و مجدد LBمحیط کشت 

 قرار گرفت. دور در دقیقه 200 دوران

 دقیقه در زیر هود بر روی یخ قرار گرفت. 10های رشد یافته به مدت فالکون حاوی باکتری -3

                                                 
43  Competent Cell 
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سانتیدرجه  4و دمای  دور در دقیقه 4000 دوران لیتر تقسیم شد و بامیلی 50فالکون  4محلول فوق در  -4

 .وژ گردیدیدقیقه سانتریف 10گراد، به مدت 

مایع رویی دور ریخته شد و به رسوب منتقل شد. زیر هود به بر روی یخ  فالکون ،پس از اتمام سانتریفیوژ -5

 و به طور کامل همگن گردید. سرد افزوده شد کلراید کلسیممحلول لیتر میلی 20 باکتریایی بدست آمده

 دقیقه بر روی یخ قرار گرفت. 30به مدت  کلراید کلسیمرسوب حل شده در  -6

( 30به  70با نسبت به ترتیب )و گلیسرول سرد اتوکلاو شده  کلراید کلسیممحلول  ،ایدقیقه 30در این زمان  -7

 .باهم مخلوط شده و کاملا همگن گردید

درجه  4و دمای دور در دقیقه  4000 دقیقه با دوران 10به مدت  نمونه ،پس از گذشت مدت زمان گفته شده -8

 .گردیدوژ یگراد سانتریفسانتی

و گلیسرول ساخته شده به رسوب اضافه  کلراید کلسیماز محلول لیتر میلی 2مایع روی رسوب حذف گردید و  -9

 .گردیدو بر روی یخ کاملا همگن  شده

گراد درجه سانتی -70شد و به فریزر از نمونه اضافه میکرولیتر  200ویال سرد مقدار کرایودر آخر، به هر  -10

 منتقل گردید.

 

 های باکتریبه سلول pOptiVEC-Darbepoetin alphaترانسفورماسیون ناقل بیانی نوترکیب 

 طبق شرایط زیر ترنسفورم شد: DH5αپوئتین آلفا است به باکتری وکتور نوترکیب که حاوی قطعه داربی

قرار  خیظرف  یرو لیاستر طیخارج شده و تحت شرا گرادیدرجه سانت -70 زریسلول مستعد ساخته شده از فر -1

 .شودیژن به آن افزوده م یحاو بیاز ناقل نوترک تریکرولیم 15 قه،یدق 3تا  2. پس از گذشت ردیگیم

 .انکوبه شده خی یرو قهیدق 30مخلوط به مدت  نیا -2
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 گرادیدرجه سانت 42 یدر معرض شوک حرارت هیثان 90مخلوط به مدت  ،یبه منظور ورود ناقل به داخل باکتر -3

 . شودیمنتقل م خی یرو قهیدق 2و بلافاصله به مدت  ردیگیقرار م

با  دارکریساعت در انکوباتور ش کی)فاقد آنتی بیوتیک( به آن اضافه شده و  LBاز محیط کشت  تریلیلیم کی -4

ژن  انیسبب ب ونیانکوباس نی. اشودیانکوبه م گرادیدرجه سانت 37 یو دما قهیدور در دق 200 یحرکت دوران

 وارد شده است.  باکتری به ناقلژن به واسطه  نی. اشودیم کیوتیب یمقاوم به آنت

 .شودیم وژیفیسانتر دقیقه 1به مدت  قهیبار در دق 13000مخلوط فوق با دور  -5

 . میکنیحل م ییرسوب را در محلول رو یگذاشته و به آرام یرسوب باق یرا رو عیاز ما تریکرولیم 80حدود  -6

خش به کمک پشود و ریخته می نیلسییآمپ کیوتیب یآنتمیکرولیتر  15 داخل پلیت کشت آگار طیمح روی -7

 تیلپ یکشت داده شده رو یسپس مخلوط باکترگردد. پخش می کنواختیبه صورت  تیسطح پلروی  ،کننده

 .شودیمپخش  کیوتیبیآنت یحاو

. پس از آن به منظور شودیانکوبه م گرادیدرجه سانت 37ساعت در انکوباتور و دمای  16مدت   یبرا تیپل -8

 شود. هیته یمثبت لازم است تا از آن ها کشت خط هایکلون یغربالگر

 ،خطی کشت برای انجامها در دسترس باشد. شود تا مقدار بیشتری از کلونیها کشت خطی انجام میکلونیاز تک

 کلونی موجود بر رویسیلین تقسیم بندی شد. از تکبیوتیک آمپیجامد حاوی آنتیLB یک پلیت محیط کشت 

ساعت در  16پلیت حاوی باکتری کشت داده شده در هر خانه به صورت خطی و مورب کشت داده شد و به مدت 

 گراد قرار گرفت.درجه سانتی 37انکوباتور 
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 باکتری با استفاده از در pOptiVEC-Darbepoetin alphaتایید ترنسفورماسیون ناقل نوترکیب 

Colony PCR 

. از جمله شوند ییشناسا بینوترک هایو کلون ردیصورت گ یلازم است تا غربالگر ونیپس از انجام ترنسفورماس 

. نحوه آماده شودیانجام م PCRمانند   Colony PCR. واکنشباشدیمثبت م هایکلون یبر رو PCR هاغربال نیا

آب مقطر  تریکرولیم 100درون  یکشت خط تیاز پل یصورت است که هر تک کلون نیالگو بد یDNAشدن 

 انجام برای لازم مواد .شودیحرارت داده م قهیدق 20به مدت  گرادیدرجه سانت 85 یحل شده و در دما لیاستر

آگارز ژل  یبر رو جهینتدر نهایت است.  شده ارائه 5-2و  4-2 جداول در به ترتیب  PCR  دمایی برنامه و واکنش

 .گردید یدرصد بررس کی

 

 

ی سازه ژن یحاو بینوترک یهاکلون دییجهت تا Colony PCRانجام  یبراو شرایط دمایی مواد لازم -4-2جدول

 پوئتین آلفاداربی

 مقادیر لازم ماده نام ردیف

1 dNTP (10mM) 0,8 میکرولیتر 

2 Mgcl2 (50mM) 1  میکرولیتر 

3 PCR Buffer 10X 2,5  میکرولیتر 

4 Taq DNA 
Polymerase (50u/µl) 

 میکرولیتر 0,5

5 
Primer: 

F seq on pOptiVEC 
 میکرولیتر 5.0
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(10pmol) 

6 

Primer: 

R DHFR (ECORΙ) 

(10pmol) 

 میکرولیتر 5.0

7 Template 1 میکرولیتر 

8 o2dH میکرولیتر 25 تا 

 

 

 پوئتین آلفاهای حاوی سازه ژنی داربیجهت تائید کلون Colony PCRبرنامه دمایی برای انجام -5-2جدول

 سیکل تعداد زمان مدت دما واکنش نوع ردیف

 1 دقیقه C 94° 5 اولیه واسرشت 1

 30 ثانیه C 94° 30 واسرشت 2

 30 ثانیه C 57° 30 اتصال پرایمر 3

 30 دقیقه C 72° 1 شدن طویل 4

 1 دقیقه C 72° 5 نهایی بسط 5

 

 شد. بررسی درصد یک آگارز ژل الکتروفورز توسط PCR واکنش محصول
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در باکتری با استفاده از برش  pOptiVEC-Darbepoetin alphaتایید ترنسفورماسیون ناقل نوترکیب 

 آنزیمی

و   XhoΙ محدودکننده هایمیدر ناقل اسپپتخراج شپپده، ناقل با آنز  بیژن نوترک  ونیترنسپپفورماسپپ  دییتا یبرا

EcoRV   شده بود هم با  6-2ول منظور مواد لازم طبق جد نای به شد  زده برش که مراحل کلونینگ با آن انجام 

 .شدند بیترک

 

 pOptiVEC-DPO بینوترک یانیناقل ب یمیواکنش برش آنزمقدار و نوع ترکیبات موجود در -6-2جدول

 مقادیر لازم نام ماده ردیف

 میکروگرم( 1) میکرولیتر pOptiVEC-DPO 5پلاسمید  1

 میکرولیتر XhoΙ 0,5  آنزیم 2

 میکرولیتر EcoRV 0,5  آنزیم 3

4 Red buffer 2 میکرولیتر 

5 o2dH  میکرولیتر 20تا 

 

 شد. بررسی درصد یک آگارز ژل الکتروفورز توسطفوق  واکنش محصول

 



48 
 

  گرادیدرجه سانت -70 یشده در دما ییمثبت شناسا هایکلون سازیرهیذخ

 تریلیلیم 5در  ییایباکتر یمثبت از کشت خط یمنظور، کلون نیا یانجام گرفت. برا یکشت شبانه باکتر ابتدا

ساعت در انکوباتور  16کشت شد و به مدت  سیلینآمپی کیوتیبیآنت میکرولیتر 3 یحاو عیما LBکشت  طیمح

انجام  یمراحل بعد ریگرفت. سپس طبق پروتکل ز قرار قهیدور در دق 200و دوران  گرادیدرجه سانت 37 یبا دما

 گرفت:

 .دیگرد وژیفیسانتر گرادیدرجه سانت 4 یو در دما قهیدور در دق 3500با دوران  قه،یدق15به مدت  نمونه -1

هود  ریبه ز خی یبر رو لیاستر سرولیگل اهمراه ب کیوتیبیبدون آنت عیماLB کشت   طیفاصله مح نیدر ا -2

 منتقل شدند.

 خی یشد و بر رو  هیدرصد ته  30به  70به نسبت   سرول، یو گل عیما LB کشت  طیاز مخلوط مح تریلیلیم 2 -3

 .دیهمگن گرد یبه خوب

 .دیحذف گرد ییرو عیما وژیفیپس از اتمام سانتر -4

شد. با پ     هیاز مخلوط ته تریکرولیم 2000 -5 ضافه  سوب باکتر  خ،ی یکردن بر رو پتاژیشده به فالکون ا در  ییایر

 .دیشده حل گرد هیته LBو  سرولیمخلوط گل

 گرادیدرجه سپپانت -70زریشپپده منتقل و در فر گذاری نام الیوویاز مخلوط فوق به هر کرا تریکرولیم 1000 -6

 .دیگرد رهیمنجمد و ذخ
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 pOptiVEC-DPO ی ژنیتعیین توالی نوکلئوتیدهای سازه

مشخص شدن عدم وجود جهش، انجام تعیین توالی نوکلئوتیدی  و به منظور تایید صحیح بودن توالی تکثیر شده

مرهای همراه با پرایبنابراین نمونه استخراج پلاسمید کلون انتخابی ناقل بیانی و ژن مورد نظر  باشد.ضروری می

ها پس از تمامی خوانش .گردیدارسال  به شرکت پیشگام (Sanger sequencingیابی )جهت توالی تائید شده

 مورد بررسی قرار گرفت.  NCBIاز بانک اطلاعاتی  Nucleotide BLASTو  CLC Genomicsهای دریافت با برنامه

 

جهت ترنسفکشن به لاین سلولی  pOptiVEC-Darbepoetin alphaآماده سازی وکتور نوترکیب 

CHO-DG44 
-CHOسلولی  جهت ترنسفکشن به لاین pOptiVEC-Darbepoetin alpha آخر، آماده سازی پلاسمید در مرحله

DG44 .نوترکیب با آنزیم  برای این منظور، پلاسمید انجام گرفتPvuІІ  خطی و سپسclean up  در حجم شد

شرایط این واکنش  آماده شد. CHO-DG44سلول  6mlمیکروگرم برای ترنسفکت در  3,6میکرولیتر با غلظت  80

 آمده است. 7-2در جدول 

 

 pOptiVEC+Darbepoetin بینوترک یانیناقل ب سازییجهت خط ازیمورد نمقدار و نوع ترکیبات -7-2جدول
apha 

 مقادیر لازم نام ماده ردیف 

 میکروگرم(2) میکرولیتر pOptiVEC-DPO 10پلاسمید  1

 میکرولیتر PvuІІ 0,5  آنزیم 2

3 Green buffer 2میکرولیتر 
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4 o2dH  میکرولیتر 20تا 

 

 ساعت انکوبه گردید.16درجه سانتیگراد به مدت  37تمامی مواد فوق در دمای 

 

 UCOEمراحل کلونینگ ژن داربی پوئتین آلفا در وکتور  -2-4-2 1.4.2

 UCOEپوئتین آلفا جهت کلون کردن داخل سازه آماده سازی ژن داربی

 PUC57 پلاسمیدکشت مایع و استخراج 

در ابتدا، استخراج پلاسمید  UCOEبه پلاسمید  DHFR-IRES-Darbepoetin alphaبه منظور انتقال قطعه 

pUC57  حاوی قطعهکه DHFR-IRES-Darbepoetin alpha مراحل قبلی توسط  طبق پروتکلباشد، می

  انجام گرفت. Rocheاز شرکت  High Pure Plasmid Isolation Kitکیت

 

 pUC57 پوئتین آلفا از ناقلبرش آنزیمی توالی داربی واکنش

 سازی قطعه موردو خارج پوئتین آلفا از این وکتورهت جداسازی قطعه داربیج pUC57پس از استخراج پلاسمید 

در دو مرحله طبق  NgoMIVو  ΙNheهای محدودالاثر برش آنزیمی به وسیله آنزیمیا  Digestionنظرمان عمل 

 و سپس توسط آنزیم   ΙNheمحدودالاثر  انجام شد. برش اول ابتدا به وسیله آنزیم 9-2و  8-2جداول  شرایط

NgoMIV  و پس از هرمرحله انجام شدClean up کیت  باHigh Pure PCR Product Purification Kit  از شرکت

Roche .انجام گردید 

1 
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 بیشتر برده شد.جهت بررسی  %1سپس، تمام محصول دایجست روی ژل آگارز 

 

 pUC57ناقل  برش آنزیمیجهت  ازیمورد نمواد و مقدار ترکیبات  -8-2جدول

 مقادیر لازم نام ماده ردیف

 میکروگرم(2) میکرولیتر pUC57 11پلاسمید  1

 میکرولیتر NheΙ 0,5  آنزیم 2

3 Tango buffer 2میکرولیتر 

4 o2dH  میکرولیتر 20تا 

 

 ساعت انکوبه شدند. 16گراد به مدت درجه سانتی 37 تمام مواد فوق به در دمای

 

 pUC57ناقل  برش آنزیمیدومین جهت  ازیمورد نمواد و مقدار ترکیبات -9-2جدول

 مقادیر لازم نام ماده ردیف

 میکروگرم(2) میکرولیتر pUC57 17,5پلاسمید  1

 میکرولیتر NgoMIV 0,5  آنزیم 2

3 Cut smart buffer 2 میکرولیتر 
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4 o2dH  میکرولیتر 20تا 

 

  ساعت انکوبه شدند. 16گراد به مدت درجه سانتی 37تمام مواد فوق به در دمای 

 

 پوئتین آلفا و استخراج آن از ژلتخلیص قطعه داربی

-داربی )قطعه باند مورد نظر ،یمیدر مرحله برش آنز ضافها ندهایبه دست آوردن محصول خالص و حذف با یبرا

و تخلیص  آماده شد واکنش برشی 3محصول  منظور نی. بددیگرد صیژل برش خورده و تخل یاز رو پوئتین آلفا(

 همانند مراحل پیشین انجام گردید. High pure PCR product purification کیتاز ژل با 

 

 و برش آنزیمی UCOEاستخراج پلاسمید 

  .صورت گرفت High Pure Plasmid Isolation Kit طبق پروتکل مراحل قبل با کیت UCOEاستخراج پلاسمید 

 

 UCOE واکنش برش آنزیمی ناقل

وم یعنی شد، سپس برش آنزیمی با آنزیم د Cleanupانجام و بعد  ΙNhe به وسیله آنزیم این ناقلاولین برش 

NgoMIV  انجام و مجددCleanup .آمده است. 11-2و  10-2شرایط هردو برش آنزیمی به ترتیب در جداول  شد 
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 UCOEبیانیناقل  برش آنزیمیجهت  ازیمورد نمقدار ترکیبات مواد و -10-2جدول

 مقادیر لازم نام ماده ردیف

 میکروگرم(2) میکرولیتر UCOE 4پلاسمید  1

 میکرولیتر NheΙ 0,5  آنزیم 2

3 Tango buffer 2 میکرولیتر 

4 o2dH  میکرولیتر 20تا 

 

 ساعت انکوبه شدند. 16گراد به مدت سانتیدرجه  37تمام مواد فوق به در دمای 

 

 UCOEبیانی ناقل  دومین برش آنزیمیجهت  ازیمورد نمقدار و نوع ترکیبات -11-2جدول

 مقادیر لازم نام ماده ردیف

 میکرولیتر UCOE 6پلاسمید  1

 میکرولیتر NgoMIV 0,5  آنزیم 2

3 Cut smart buffer 2میکرولیتر 

4 o2dH  میکرولیتر 20تا 
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 ساعت انکوبه شدند. 16گراد به مدت درجه سانتی 37تمام مواد فوق به در دمای 

 

 UCOEپوئتین آلفا در کلونینگ سایت وکتور داربیکلون سازی توالی 

خطی شده تحت شرایط  UCOEو پلاسمید  Darbepoetin alpha-IRES-DHFRقطعه  و اتصال لیگاسیونواکنش 

 انجام شد. 12-2جدول 

 

 یانیآلفا در ناقل ب نپوئتییدارب یسازه ژن یتوال یسازموجود در واکنش کلون باتیمقدار ترکمواد و -12-2جدول
UCOE 

 مقادیر لازم نام ماده ردیف 

 میکرولیتر UCOE   2پلاسمید  1

 میکرولیتر 10 پوئتین آلفاقطعه داربی 2

 میکرولیتر T4 1  آنزیم 3

4 Ligation Buffer 2میکرولیتر 

5 o2dH  میکرولیتر 20تا 

 

 انکوبه شدند. C16ساعت در دمای  14تمامی مواد فوق به خوبی با هم مخلوط شده و به مدت 
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 ترنسفورماسیون

های طبق مراحل گفته شده در بخش DH5αبه باکتری  UCOE-DPO-IRES-DHFRترنسفورم وکتور نوترکیب 

یلین تهیه سکشت خطی در پلیت حاوی آنتی بیوتیک آمپیها کلونیاز تک پیشین صورت پذیرفت. در مرحله آخر

 شد.

 

 با روش  UCOE- Darbepoetin alpha-IRES-DHFRهای نوترکیب حاوی سازه ژنی شناسایی کلون

Colony PCR 

سایی کلون    Colony PCR و برنامه دماییواکنش  مواد لازم برای انجام شنا سازه  جهت  های نوترکیب حاوی این 

 بررسی گردید. %1محصول این واکنش بر روی ژل آگارز  است.آمده  14-2و  13-2در جداول ه ترتیب ژنی ب

 

 

پوئتین ی داربیسازه ژن یحاو بینوترک یهاکلون دییجهت تا Colony PCRانجام  یمواد لازم برا-13-2جدول

 آلفا

 مقادیر لازم ماده نام ردیف

1 dNTP 0,8 میکرولیتر 

2 Mgcl2 1  میکرولیتر 

3 PCR Buffer 2,5  میکرولیتر 

4 Taq DNA 
Polymerase 

 میکرولیتر 0,5

5 Primer: 5.0 میکرولیتر 



56 
 

F seq on pOptiVEC 

6 
Primer: 

R DHFR (ECORΙ) 
 میکرولیتر 5.0

7 Template 1 میکرولیتر 

8 o2dH  میکرولیتر 25تا 

 

 

 آلفا نپوئتییدارب یسازه ژن یحاو هایکلون دیجهت تائ Colony PCRانجام  یبرا ییبرنامه دما-14-2جدول

 سیکل تعداد زمان مدت دما واکنش نوع ردیف

 1 دقیقه C 94° 5 اولیه واسرشت 1

 30 ثانیه C 94° 30 واسرشت 2

 30 ثانیه C 57° 30 اتصال پرایمر 3

 30 دقیقه C 72° 1 شدن طویل 4

 1 دقیقه C 72° 5 نهایی بسط 5

 

با   UCOEدر ناقل بیانی نوترکیب DHFR-IRES-Darbepoetin alphaتایید حضور توالی سازه ژنی 

 استفاده از واکنش برش آنزیمی

  محدودکننده می، با آنزUCOE بینوترک در ناقل DHFR-IRES-Darbepoetin alpha ژن حضور دییتا یبرا

ΙNOT  .شدند. بیبا هم ترک 15-2 ولطبق جدبرای این واکنش مواد لازم برش آنزیمی انجام گردید 
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 UCOE-Darbepoetin بینوترک یانیناقل ب یمیواکنش برش آنزمقدار ترکیبات موجود در مواد و -15-2جدول
alpha 

 مقادیر لازم نام ماده ردیف

 میکروگرم(1) میکرولیتر UCOE-DPO 5پلاسمید  1

 میکرولیتر ΙNOT 0,5  آنزیم 2

3 Orange buffer 2میکرولیتر 

4 o2dH  میکرولیتر 20تا 

 

 .ساعت انکوبه گردید 16درجه سانتیگراد به مدت  37تمامی مواد فوق در دمای 

 

 گراددرجه سانتی -70های مثبت شناسایی شده در دمای ذخیره سازی کلون

 های پیشین صورت پذیرفت.انجام این مرحله طبق مراحل گفته شده در بخش

 

 UCOE- Darbepoetin alpha-IRES-DHFRی ژنی تعیین توالی نوکلئوتیدهای سازه

مشخص شدن عدم وجود جهش، انجام تعیین توالی نوکلئوتیدی  و به منظور تایید صحیح بودن توالی تکثیر شده

مرهای همراه با پرایبنابراین نمونه استخراج پلاسمید کلون انتخابی ناقل بیانی و ژن مورد نظر  باشد.ضروری می
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ها پس از تمامی خوانش .گردیدارسال  به شرکت پیشگام (Sanger sequencingیابی )جهت توالی تائید شده

 مورد بررسی قرار گرفت. NCBIاز بانک اطلاعاتی  Nucleotide BLASTو  CLC Genomicsهای دریافت با برنامه

 

 CHO-DG44 آماده سازی وکتور نوترکیب جهت ترنسفکشن به لاین سلولی

-CHO جهت ترنسفکشن به لاین سلولی UCOE- DPO-IRES-DHFR در مرحله آخر، آماده سازی پلاسمید 

DG44  انجام گرفت. برای این منظور، پلاسمید نوترکیب با آنزیمIsceІ  خطی و سپسclean up  80در حجم شد 

مقدار  16-2در جدول  آماده شد. CHO-DG44سلول  6mlمیکروگرم برای ترنسفکت در  3,6میکرولیتر با غلظت 

 و نوع ترکیبات لازم برای انجام این واکنش آورده شده است.

 

 UCOE-Darbepoetin بینوترک یانیناقل ب خطی سازیواکنش مقدار ترکیبات موجود در مواد و -16-2جدول
alpha-IRES-DHFR 

 مقادیر لازم نام ماده ردیف

 میکروگرم(3) میکرولیتر UCOE-DPO 12پلاسمید  1

 میکرولیتر IsceІ 0,5  آنزیم 2

3 NEB buffer 2میکرولیتر 

 o2dH میکرولیتر 20تا  4

 

 ساعت انکوبه گردید. 16درجه سانتیگراد به مدت  37تمامی مواد فوق در دمای 
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 UCOE- Darbepoetin و  pOptiVEC- Darbepoetin alphaهای انتقال سازه -3–4–2 1.4.3

alpha -IRES-DHFR  به رده سلولیCHO- DG44 

 هایلکه از رده سلولی سلو نشده ترنسفکتهای سازی سلولکشن نیاز به کشت و آمادهبرای عمل ترنسف

CHO-DG44 ها در ادامه توضیح داده شده است.داری این سلولنحوه کشت و نگه باشد.می 

 

 CHO-DG44های شرایط کشت سلول

به ترتیب قبل و بعد از  CD OptiCHO mediumو  CD DG44 mediumهای دو محیط کشت سلولی با نام

 گیرد.مورد استفاده قرار می CHO-DG44های لاین ترنسفکت جهت رشد و تکثیر سلول

تخمدان  یرشد سلول ها یاست که برا نیشده و بدون پروتئ فیتعر ییایمیش طیمح کی CD DG44 طیمح

در کشت  بینوترک یها نیپروتئ انیب ( وDHFRردوکتاز ) دروفولاتیه ید فاقد لوکوس( CHO) یِنیهمستر چ

 یاجزا ای نیپروتئ زات،یدرولیه زات،یفاقد ل CD DG44 ییایمیش ونیشده است. فرمولاس نهیبه ونیسوسپانس

  است. یمصنوع ای یاهیگ ،یوانیبا منشاء ح یدیپپت

 CHO یهاسلولبرای  و دستیابی به محصول بیشتر عملکرد بالا یبه طور خاص برا  ™CD OptiCHOمحیط –

کند و یم نیرا تضم ثبات بیان پروتئین ،یوانیو مواد ح نیبدون پروتئ ونیفرمولاس تهیه شده است. بینوترک

 . دهد یکاهش م جهت بهبود روند رشد و تکثیر را یمواد خارج یبه غربالگر ازین

ط باید به آن گلوتامین دارد. قبل از استفاده از محی-نیاز به اضافه کردن ال CHO-DG44ی هامحیط سلول  –

 میلی مولار برسد. 8گلوتامین به -گلوتامین اضافه شود تا جایی که غلظت ال-ال
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 شود.ها توصیه نمیاضافه کردن آنتی بیوتیک –

درجه سانتیگراد  8-2به نور حساس است. برای گرفتن نتیجه بهتر، این محیط باید در دمای  CD DG44محیط  –

 و دور از نور نگهداری شود.

نیاز به اضافه کردن سورفکتانت جهت جلوگیری از تاثیر نیروهای شکننده در محیط کشت  CD DG44محیط  –

در  Pluronic® F-68لیتر در لیتر از میلی18سوسپانسیون دارد. به همین منظور لازم است قبل از استفاده مقدار 

 شرایط استریل به محیط اضافه شود. 

ین انجام تیمید -شده در محیط فاقد هایپوگزانتینترنسفکت  هایدر مرحله بعد از ترنسفکشن، انتخاب کلون –

 گیرد.می

 

  CHO-DG44های ذوب کردن سلول

محیط  90لیتر در %سلول در هر میلی 1×710لیتر محیط دارای در ویال حاوی یک میلی DG44-CHOهای سلول

مولار میلی  8دارای  CD DG44باید در محیط  DG44های قرار دارند  فریز کردن سلول DMSO 10فریز و %

کردن طبق پروتکل زیر  جهت انجام پروسه ذوب انجام شود.  Pluronic® F-68لیتر در لیتر میلی18گلوتامین و 

 کنیم:اقدام می

 37ماری دقیقه در بن 1آوریم و به سرعت در کمتر از ها را از تانک نیتروژن بیرون میکرایوویال حاوی سلول -1

 دهیم.رار میگراد قدرجه سانتی

های سلولی را از کنیم. به آرامی و به کمک یک سر سمپلر تودهاستریل می 70جداره بیرونی ویال را با اتانول % -2

 کنیم. هم جدا و کل محتویات کرایوویال را به ارلن حاوی محیط کشت که از قبل گرم شده اضافه می

ی 2COکه دارای محیط مرطوب و   135rpmتا  130روی شیکر اوربیتالی با دور  C37°ارلن را در انکوباتور  -3

 دهیم.است، قرار می %8
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ها را با استفاده از پروتکلی که در ادامه گفته ساعت، دانسیته سلولی و میزان زنده ماندن سلول 48تا  24بعد از  -4

 کنیم.شده تعیین می

 دهیم.ها را پاساژ میرسید، سلوللیتر سلول زنده در هر میلی1,2×610ها به بیشتر از زمانی که تعداد سلول -5

 

 CHO-DG44های پاساژ سلول

ها را مطابق با روش زیر لیتر رسیدند باید آنسلول زنده در هر میلی 1,2×610ها به تعداد بیشتر از وقتی سلول

 پاساژ بدهیم:

 کنیم.ها را تعیین میهای زنده و تعداد کل سلولتعداد سلول -1

ها برای اضافه کردن در ارلن جدید به طوریکه ها در مرحله قبل، میزان لازم از سلولسلولبا استفاده از دانسیته  -2

 کنیم.لیتر برسد را محاسبه میسلول زنده در هر میلی 2×510به میزان 

 کنیم.اضافه می CD DG44ها را به ارلن حاوی محیط کشت از قبل گرم شده سلول -3

 8ی %2COکه دارای محیط مرطوب و   135rpmتا  130اوربیتالی با دور روی شیکر  C37°فلاسک را در انکوباتور 

 دهیم.است، قرار می

های کافی از سلول ها ذوب شود. برای نگهداری استوکپاساژ نیاز است که یک ویال جدید از سلول 25نکته: بعد از 

 ریز شود.در تانک نیترژن ف DG44هایی از رده های با پاساژ پایین، نیاز است کرایوویال

 

 در تانک نیتروژن مایع CHO-DG44های فریز کردن سلول

 فریز کرد. DMSO 10دارای % CD DG44توان مستقیما در محیط را می DG44های سلول
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در  DMSOلیتر از میلی 0,1را با CD DG44 لیتر محیط کامل میلی 0,9لیتر محیط فریز، برای تهیه هر میلی -1

 کنیم.یک تیوپ استریل مخلوط می

 دهیم. محیط فریز اضافه مانده باید دور ریخته شود.تا زمان استفاده در داخل یخ قرار میاین محیط را  -2

سلول در  1×610ها به  دهیم. زمانی که دانسیته سلولرا در ارلن رشد می DG44های مقدار مورد نظر از سلول -3

 دهیم.استریل انتقال می میکروتیوپکنیم و به آوری میمعها را جلیتر رسید آنهر میلی

کنیم و محیط فریز مورد نیاز برای رسیدن دانسیته های زنده را تعیین میهای کل و تعداد سلولتعداد سلول -4

 کنیم.لیتر را محاسبه میسلول در هر میلی 1×710ها به  نهایی سلول

کنیم و با دقت محیط رویی را ه در دمای اتاق سانتریفیوژ میدقیق 5به مدت  rpm 1200 ها را در دورسلول -5

 کنیم.ها را در حجم مناسب از محیط فریز سرد شده حل میداریم. سلولبرمی

 کنیم.اضافه می لیتر از سوسپانسیون سلولی را به هر کرایوویالمیلی 1مقدار  -6

اتیک های اتومت فریز کردن استفاده از دستگاهکنیم. بهترین حالها را طبق استانداردهای موجود فریز میسلول -7

ساعت  24های فریز شده را بعد از در هر دقیقه است. در این پژوهش ویال C1°برای کم کردن دما به میزان  

 درجه سانتیگراد جهت نگهداری طولانی مدت به تانک نیتروژن انتقال دادیم. -70نگهداری در 

 

 هازنده بودن سلول زانیو م یسلول تهیدانس نییتع

 دهیم.میزان کمی از سوسپانسیون سلولی را به یک تیوپ انتقال می -1

 کنیم.ها را تعیین میبا استفاده از رنگ امیزی تریپان بلو میزان زنده بودن سلول -2

به صورت الکترونیکی یا با استفاده از هموسایتومتر و   culture counterدانسیته سلولی را با استفاده از  -3

 .کنیمحاسبه میبه صورت دستی تعیین م invertکروسکوپ می
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ترین وسیله مورد استفاده جهت انجام شمارش سلولی، لام نئوبار هموسایتومتر است که اساسا برای شمارش معمول

عمودی و افقی به صورت مشبک تشکیل  های خونی طراحی شده است. این لام ضخیم از یک سری خطوطسلول

محیط گردد. ند شمارش میاخانه کوچکتر تشکیل یافته 16خانه که خود از  4ها در تعداد سلولشده که میانگین 

، با محلول کوماسی های چسبیده به همپس از پیپتینگ مناسب جهت جدا شدن کامل سلول هاکشت حاوی سلول

 شود. در زیر لامل بر روی این لام لود میو  بلو )با نسبت مساوی( مخلوط شده

حجم محیط کشت  × خانه 4حاصل از های شمارش شده لتعداد سلوها مساوی است با : میانگین سلولتعداد 

 410 ×ضریب رقت  ×ها حاوی سلول

 

-UCOEو  pOptiVEC-DPOهای بیانی نوترکیب ناقلتوسط  CHO-DG44های ترنسفکشن سلول

DPO_IRES_DHFR 

ها های مورد نیاز جهت ترنسفکشن محاسبه شود و قبل از ترنسفکشن از سلامت سلول        ضروری است تعداد سلول   

ستیابی به     آن 95و میزان زنده بودن بالای % شود. برای د صل  شتن  Poolها اطمینان حا های دارای بیان بالا و دا

انه ترنسپپفکت شپپد. جهت جلوگیری از سپپلولی به صپپورت جداگ Poolها ، هر سپپازه در دو امکان انتخاب بین آن

لیتر ها به دو میلیون سپپلول در هر میلیکاهش کارایی ترنسپپفکشپپن نیاز اسپپت قبل از رسپپیدن دانسپپیته سپپلول

سلولی             شن رده  سفک شود. ترن شن انجام  سفک سط   CHO-DG44ترن طبق  FreeStyle™ MAX Reagentتو

 :پروتکل کیت و به شکل زیر انجام شد

سلول    ساعت قبل از ترن  48 -1 شن،  سیته   سفک  CDلیتر در محیط کامل سلول در هر میلی  3×10 5ها را در دان

DG44 دهیم. پاساژ و به انکوباتور انتقال می 

 CDلیتر در محیط کامل سلول در هر میلی 3×10 5ها را در دانسیته  ساعت قبل از ترنسفکشن، سلول 24 -2

DG44 دهیم.پاساژ و به انکوباتور انتقال می 
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دهیم، جهت اطمینان از نتیجه ترنسفکشن میزان های زنده را انجام میروز ترنسفکشن، شمارش تعداد سلولدر  -3

 ها باشد.درصد کل سلول 95های زنده باید سلول

های ترنسفکت شده با توجه به مقدار پلاسمید آماده کرده از قبل دارد. در این طرح از پلاسمید حجم سلول -4

pOptiVEC  وUCOE میلی لیتر سلول )دو تا  6میکروگرم جهت انجام ترنسفکت در حجم  3,6به اندازه  هرکدام

 ( آماده شد. 6Wellاز  Wellلیتر در دو میلی 3

نیاز داریم که پیش از استفاده باید گرم   OptiPRO™ SFMمیکرولیتر  120میکروگرم پلاسمید به  3,6برای  -5

 اریم.نیاز د FreeStyleمیکرولیتر  3چنین به شود. هم

کنیم. سپس در را همراه با پلاسمید ترکیب کرده و کامل پیپتاژ می OptiPRO™ SFMدر یک تیوپ ابتدا  -6

ترکیب کرده و  OptiPRO™ SFMمیکرولیتر از  120همراه با  FreeStyle™ MAXمیکرولیتر  3تیوپ دیگری 

 کنیم.در نهایت ترکیب این دو تیوپ را باهم مخلوط می

 و لیپید شکل بگیرد. DNAکنیم تا کمپلکس دقیقه در دمای اتاق انکوبه می 10این مخلوط را  -7

وار به آرامی تکان ها را به صورت دَو ظرف حاوی سلول کنیمها اضافه میبه آرامی این مخلوط را به سلول -8

 دهیم.می

 دهیم.رار میاست، ق %8ی 2COکه دارای محیط مرطوب و  C37°را در انکوباتور  6Wellپلیت -9

 

 انتخاب کلون های سلولی ترنسفکت شده

در محیط اختصاصی فاقد  CHO-DG44 شده ترنسفکت هایساعت بعد از ترنسفکشن، انتخاب کلون 48

ها محیط زمان با پاساژ سلولصورت گرفت. به این صورت که همCD OptiCHO  ™هایپوگزانتین و تیمیدین 

روز تا انتخاب  18به طور کامل تعویض شد. این پروسه به مدت CD OptiCHO  ™با محیط  CHO-DG44کامل 

 های مثبت ادامه پیدا کرد.سلول
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 CHO-DG44در ژنوم سلول  درج سازه ترنسفکت شدهتایید 

 شده  های  ترنسفکتاز سلول DNAاستخراج 

DNAشده با استفاده از کیت  های ترنسفکتی سلول High Pure PCR Template preparation kit  استخراج

 شد. 

 روش انجام کار به شکل زیر است: 

لیتری میلی 15میلیون سلول به درون فالکون  1با استفاده از لام نئوبار شمارش سلولی انجام شد و حدود  -1

 انتقال یافت.

 سانتریفیوژ شد و مایع رویی حذف شد.دقیقه  5دور در دقیقه به مدت  1200ها با شرایط فالکون حاوی سلول -2

میکرولیتر رسانده شد و رسوب کاملا  200دما به آن اضافه و در نهایت حجم نهایی به هم PBSمیکرولیتر  150 -3

 حل شد. PBSدر 

 به آن اضافه شد. Binding Bufferمیکرولیتر 200  -4

 اضافه و حل گردید. Kمیکرولیتر پروتئیناز  40 -5

 گراد انکوبه شد.درجه سانتی 70دقیقه در دمای  10به مدت نمونه به خوبی مخلوط و  -6

 میکرولیتر ایزوپروپانول اضافه شد و به خوبی میکس گردید. 100به تیوپ حاوی نمونه  -7

 دقیقه سانتریفیوژ گردید. 1دور در دقیقه به مدت  8000محتویات داخل تیوپ روی فیلتر ریخنه و با  -8

 Inhibitor removalمیکرولیتر از  500کالکشن تیوپ جدید قرار گرفت و پس از سانتریفیوژ فیلتر تیوپ را روی  -9

buffer  دقیقه سانتریفیوژ  گردید. 1روی فیلتر ریخته شد و به شرایط قبلی به مدت 

اضافه شد و  Wash bufferمیکرولیتر  500فیلتر تیوپ روی یک کالکشن تیوپ جدید گذاشته شد و به آن   -10

 دور در دقیقه سانتریفیوژ گردید. 8000دقیقه با  1به مدت 
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اضافه شد  Wash bufferمیکرولیتر  500فیلتر تیوپ روی کالکشن تیوپ جدید قرار گرفت و مجددا به آن  -11

 و با شرایط قبلی سانتریفیوژ گردید.

 ثانیه سانتریفیوژ شد. 30فیلتر تیوپ خالی به مدت  -12

فیلتر ریخته شد و پس از گذشت چند دقیقه سانتریفیوژ  یرو Elution Bufferمیکرولیتر  200در مرحله آخر  -13

 گردید.

 .آمده است 17-2در جدول گیری شد. نتایج با دستگاه نانودراپ اندازه هاغلظت نمونه

 

 استخراج شده جهت بررسی درج ژن مورد نظر در ژنوم سلول DNAهای غلظت-17-2جدول

 230/260 280/260 غلظت لاین سلولی

pOptiVEC-DPO  

Pool1 
 62,7 ng/ μl 1,9 1,6 

pOptiVEC-DPO 

Pool2 
 64,8  ng/ μl 1,9 1,6 

UCOE-DPO 

Pool1 
 57,8 ng/ μl 1,9 1,7 

UCOE-DPO 

Pool2 
 51,2 ng/ μl 1,8 1,5 
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PCR  جهت تایید درج سازه ژنیpOptiVEC-DPO  وUCOE-DPO+IRES+DHFR  در ژنوم

  شدههای ترنسفکتسلول

پوئتین آلفا برای ژن داربی PCRهای نوترکیب، های بیانی نوترکیب در ژنوم سلولاطمینان از درج ژنوم ناقلبرای 

ی DNAای از این ژن بر روی در ژنوم هر دو لاین سلولی با استفاده از دو پرایمر تائید شده جهت تکثیر قطعه

-UCOEاز  Poolو دو  pOptiVEC-DPOاز  Poolشده )دو ترنسفکت CHO DG44های استخراج شده از سلول

DPO-IRES-DHFRمقادیر و شرایط دمایی این واکنش در  نشده انجام گرفت.( و لاین سلولی خامِ ترنسفکت

 درصد بررسی شد. 1بر روی ژل آگارز  PCRمحصول  آمده است. 19-2و  18-2جداول

 

 به دست آمده سلولی هایجهت بررسی لاین PCRمقادیر و شرایط -18-2جدول

 مقادیر لازم ماده نام ردیف

1 dNTP (10mM) 0,8 میکرولیتر 

2 mM)50( 2Mgcl 1  میکرولیتر 

3 10X PCR Buffer  2,5  میکرولیتر 

4 Taq DNA Polymerase (50u/µl) 0,5 میکرولیتر 

5 
Primer: 

F seq on pOptiVEC (10pmol) 
 میکرولیتر 5.0

6 
Primer: 

R DHFR (ECORΙ) (10pmol) 
 میکرولیتر 5.0

7 Template 1 میکرولیتر 

8 O2dH  میکرولیتر 25تا 
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 های سلولیبر روی لاین PCRبرنامه دمایی -19-2جدول

 سیکل تعداد زمان مدت دما واکنش نوع ردیف

 1 دقیقه C 94° 5 اولیه واسرشت 1

 30 ثانیه C 94° 30 واسرشت 2

 30 ثانیه C 57° 30 اتصال پرایمر 3

 30 دقیقه C 72° 1 شدن طویل 4

 1 دقیقه C 72° 5 نهایی بسط 5

 

 .بارگذاری شد %1جهت بررسی بر روی ژل آگارز  PCRدرنهایت محصول واکنش 

-لاین سلولی به دست آمده کرایوویال 4از تمام  CHO-DG44پوئتین آلفا در رده سلولی پس از تائید درج ژن داربی

 فریز گردید.هایی با تعداد مناسبی از سلول 

 

 پوئتین آلفا بررسی کیفی و کمی بیان داربی-2-4-4

قادر به ترشح آن در محیط کشت مصرفی  CHOهای باشد که سلولپوئتین آلفا یک پروتئین ترشحی میداربی

سلولی و استخراج  44پوئتین آلفا نیاز به جمع آوری سوپرناتانتباشند. پس برای بررسی کمی و کیفی داربیمی

                                                 
44 Supernatant 
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ا بررسی هگیرد که از جمله آنهای مختلفی صورت میبررسی بیان پروتئین با روشباشد. ها میین از سلولپروتئ

 .باشدمی 45و بررسی کمی توسط تکنیک الایزا  Western blotو time PCR-Real، PAGE-SDS کیفی توسط

 

 پوئتین آلفاهای لازم برای مرحله بررسی بیان ژن داربیسازی نمونهآماده

نمونه کنترل  2نوترکیب، نیاز به  بیانی ترنسفکت شده با ناقل CHOهای برای سنجش بیان، علاوه بر سلول

 :باشدمی

 داروی اریتروپوئتین به عنوان کنترل مثبت -1

 )رده سلولی خام( به عنوان کنترل منفی شدهنترنسفکت  CHOهای سلول -2

 :مهم در این مرحله قابل توجه بود نکته خیلی سه

)که در این  گروه کاملا یکسان باشد 4باید در هر  گیردخراج پروتئین از آنها انجام میهایی که استتعداد سلول -1

 میلیون سلول در نظر گرفته شد(. 6مطالعه 

گروه  4باید در هر  ،آوری آنآوری محیط کشت، مدت زمان بعد از تعویض محیط کشت تا زمان جمعدر جمع -2

 ها فرصت ترشح داده شد(.روز به سلول 5تانت سلولی، اآوری سوپرندر این مطالعه برای جمعکاملا یکسان باشد. )

ارلن باید حدودا  4های موجود در هر ، تعداد سلولتانت سلولیاسوپرنآوری روز به هنگام جمع 5در زمان  -3

 یکسان باشد. 

 

                                                 
45 ELISA  
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 mRNAبررسی بیان در سطح -2-4-4-1

 به صورت دستی و طبق مراحل زیر انجام شد: RNAاج استخر

 سانتریفیوژ شد.g1200دقیقه با  5گروه به مدت  4میلیون سلول از هر  4ابتدا تعداد -1

دقیقه بر روی  5دقیقه ورتکس شد و برای  3میکرولیتر ترایزول اضافه گردید و به مدت  300به رسوب سلولی  -2

 یخ انکوبه گردید.

 گردید. Invertر از کلروفورم به میکروتیوپ حامل نمونه اضافه شد و به خوبی ورتکس و میکرولیت 150 -3

 ها سانتریفیوژ شدند.گراد نمونهدرجه سانتی 4و دمای  g12000دقیقه با  10به مدت  -4

 و فاز DNA، فاز وسط RNAشود. فاز بالایی فاز رنگی متفاوت در میکروتیوپ مشاهده  3پس از سانتریفیوژ  -5

 پایینی پروتئین است. در این مرحله فاز بالایی، جدا و به میکروتیوپ جدید منتقل شد.

 گراد انکوبه شد.درجه سانتی -20دقیقه در دمای  10هم حجم فاز بالایی ایزوپروپانول به نمونه اضافه شد و  -6

 دقیقه با شرایط فوق سانتریفیوژ شد. 15نمونه به مدت  -7

 سرد برای شست و شو به آن اضافه شد. %70میکرولیتر اتانول  500رج شد و محیط رویی کاملا خا -8

درجه سانتیگراد میکروتیوپ حاوی نمونه سانتریفیوژ شد و پس از آن  4و دمای  g8000دقیقه با  5به مدت  -9

 محیط رویی به طور کامل خارج شد.

 به رسوب داخل میکروتیوپ اضافه شد. RNaseمیکرولیتر آب عاری از  50پس از گذشت چند دقیقه  -10

 غلظت و کیفیت نمونه با دستگاه نانودراپ بررسی شد.  -11
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 DNaseاستخراج شده با آنزیم  RNAتیمار 

های سلولی ترنسفکت شده طبق استخراج شده از لاین RNAموجود در نمونه  DNAاین مرحله با هدف حذف 

 انجام شد. 20-2مواد و مقادیر جدول 

 

 RNAنمونه  ماریمورد استفاده جهت ت و مقادیر مواد-20-2جدول

 مقادیر لازم ماده نام ردیف

 RNAنمونه  1
میکروگرم  3میکرولیتر ) 6,5

) 

2 10X DNaseІ Buffer  2 میکرولیتر 

3 DNaseІ (1u/µl) 2 میکرولیتر 

4 EDTA (50mM) 2 میکرولیتر 

5 O2dH  میکرولیتر 20تا 

 

 گراد انکوبه شد.درجه سانتی 37دقیقه در دمای  20( به مدت EDTAنمونه آماده شده با تمام مواد )به جز  -1

 به آن اضافه شد. EDTAمیکرولیتر  2پس از آن  -2

 گراد انکوبه شد.درجه سانتی 65دقیقه در دمای  10میکروتیوپ به مدت  -3

 شد. غلظت نمونه نهایی با دستگاه نانودراپ خوانده -4
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 cDNAسنتز 

. شدکروگرم از نمونه برداشته یم 1استخراجی مقدار  RNAبر اساس جذب خوانده شده از    cDNAسنتز یارب

ی DNAاستخراجی و عدم وجود ی RNAص ید خلوئچنین تاو هم cDNA زمان برای بررسی صحت سنتزهم

از آنزیم رونوشت بردار  RT-های واکنش. بدین صورت که در شدنظر گرفته  در  RT-و   RT +دو واکنش ژنومی

دقیقه در  5 هانمونه شود.می اضافه 21-2 طبق جدوللازم  برای انجام واکنش مواد. شودنمیمعکوس استفاده 

 .شداضافه ها به آن 22-2سپس مواد جدول شد و  انکوبه در دستگاه ترموسایکلر سانتیگراد درجه 65دمای 

 

 cDNAسنتز مرحله اول  یمواد لازم برا-21-2جدول

 مقادیر لازم ماده نام ردیف

 RNAنمونه  1
میکروگرم  3میکرولیتر ) 7,3

) 

2 Oligo (dT) primer 2 میکرولیتر 

3 Nuclease free water  میکرولیتر 12تا 

 

 cDNAسنتز مرحله دوم  یمواد لازم برا-22-2جدول

 مقادیر لازم ماده نام ردیف

1 5X Reaction Buffer  4  میکرولیتر 

2 RiboLock RNase 
Inhibitor (20u/µl) 

 میکرولیتر 1

3 dNTP Mix (10mM) 2 میکرولیتر 
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4 Revert Aid Reverse 
Transcriptase (200u/µl) 1 میکرولیتر 

5 Nuclease free water  میکرولیتر 20تا 

 

 تکمیل شد. cDNAسنتز  23-2با استفاده از برنامه دمایی جدول 

 

 cDNAسنتز  یمورد استفاده برا ییبرنامه دما-23-2جدول

 زمان  دما ردیف

 دقیقه 60 گراددرجه سانتی 42 1

 دقیقه 10 گراددرجه سانتی 70 2

 

 cDNAسنتز تایید صحت 

 ژن های اختصاصیاستفاده از پرایمر با PCRواکنش شده سنتز  یcDNAدر مرحله بعد، جهت اطمینان از صحت 

سنتز شده  یcDNAبر روی  PCRانجام واکنش برای  انجام شد.  RT-و  RT +هاینمونهبر روی پوئتین آلفا داربی

 استفاده شد. ،ذکر شده است 25-2و  24-2 ولادر جدکه از مواد و برنامه دمایی 

 

 RT-PCRمواد مورد نیاز جهت واکنش -24-2جدول

 مقادیر لازم ماده نام ردیف

1 Master Mix 12,5 میکرولیتر 

5 Primer: 5.0 میکرولیتر 
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F Real EPO (10pmol) 

6 
Primer: 

R DHFR (ECORΙ) (10pmol) 
 میکرولیتر 5.0

7 Template 2 میکرولیتر 

8 O2dH  میکرولیتر 25تا 

 

 RT-PCR واکنش جهت ییدما برنامه-25-2جدول

 سیکل تعداد زمان مدت دما واکنش نوع ردیف

 1 دقیقه C 94° 5 اولیه واسرشت 1

 35 ثانیه C 94° 30 واسرشت 2

 35 ثانیه C 57° 30 اتصال پرایمر 3

 35 دقیقه C 72° 1 شدن طویل 4

 1 دقیقه C° 72 5 نهایی بسط 5

 

 Real-time PCR پوئتین آلفا توسط واکنشبررسی بیان ژن داربی

علاوه بر رعایت مواردی که در طراحی پوئتین استفاده شد. ژن داربی cDNAهای این تست از در طراحی پرایمر

 باید رعایت گردد:  نیز زیر موارد Real-Time PCR واکنشطراحی پرایمر شود برای رعایت می PCRپرایمرهای 

درجه پرایمر به توالی متصل گردد و اختلاف دمای موجود بین دو پرایمر طراحی شده بیشتر از  60در محدوده-1

 یک درجه نباشد.

 نوکلئوتید باشد. 17-22و توالی طراحی شده تقریبا یکسان و در حدود طول هر د -2
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 باشد.درصد  45-50در هر دو توالی در حد امکان یکسان و بین  GCدرصد -3

 .باشدنوکلئوتید  200تا  75والی تکثیر شده بین تطول -4

نظر گرفته شد و بیان بقیه بالاتر و بیان کمتر بود به عنوان مرجع در  CTدر این تست استخر سلولی که دارای 

 های سلولی با این لاین مقایسه شد.لاین

برای بررسی میزان بیان از  ذکر شده است. 27-2و  26-2 ولادر جد qPCRواکنش  مواد و برنامه دماییلیست 

 به عنوان کنترل داخلی در نظر گرفته شد. GAPDHاستفاده شد و ژن 𝐶𝑇∆∆−2 فرمول  

 

 Real-time PCRر استفاده شده در واکنش مواد و مقادی-26-2جدول

 مقدار نام ماده ردیف

1 SYBER Green 5 میکرولیتر 

2 Forward primer (10pmol/µl) 1میکرولیتر 

3 Reverse primer (10pmol/µl) 1 میکرولیتر 

5 cDNA (50 ng) 1 میکرولیتر 

4 dH2o  میکرولیتر 20تا 
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 Real-time PCRبرنامه دمایی -27-2جدول

 

 

 بررسی کیفی و کمی بیان در سطح پروتئین –2–4–4–2

شود و بررسی کمی این بررسی می Western blotو  SDS-PAGEدر این مرحله بیان پروتئین در سطح کیفی با 

 پروتئین با تکنیک الایزا خواهد بود.

 

 تغلیظ سوپرناتانت سلولی با فیلتر

باشد. بنابراین برای انجام تغلیظ کیلو دالتون می 37پوئتین آلفا فصل اول وزن مولکولی داربیطبق اطلاعات 

 10kهایی به اندازه poreبا  Amicon® Ultra-15 Centrifugal Filter Devicesسوپرناتانت سلولی از فیلتر 

کیلودالتون  10وزن مولکولی بالاتر از هایی با شود تا در نهایت پروتئینها باعث میPoreاستفاده شد. اندازه این 

 جدا سازی شوند.

 ترتیب مراحل به شرح زیر است: 

 بر روی فیلتر تا جایگاه دارای علامت آب مقطر ریخته شد.-1

 سیکلتعداد  مدت زمان دما نوع واکنش ردیف

 1 دقیقه 5 گراددرجه سانتی 95 دمای واسرشت اولیه 1

 ثانیه 10 گراددرجه سانتی 95 دمای واسرشت 2

 ثانیه 30 گراددرجه سانتی 60 دمای اتصال پرایمر 3 40

 ثانیه 30 گراددرجه سانتی 72 دمای طویل شدن 4

 1 ثانیه 10 گراددرجه سانتی 72 دمای بسط نهایی 5
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دقیقه  15به مدت   4500gدرجه سانتیگراد با  4فالکون حاوی فیلتر داخل سانتریفیوژ گذاشته و در دمای -2

 سانتریفیوژ شد.

 بالا و زیر فیلتر با استفاده از سمپلر خارج شد و نمونه سوپرناتانت سلولی بر روی فیلتر ریخته شد.آب مقطر -3

 دقیقه انجام گردید. 10به مدت  4500gگراد با دور درجه سانتی 4سانتریفیوژ در دمای -4

 د.باشکیلودالتون می 10هایی با وزن مولکولی بالاتر از محلول رویی فیلتر حاوی پروتئین-5

 شست و شو داده شد. 2و  1جهت نگه داری فیلتر پس از اتمام کار بار دیگر فیلتر، با آب مقطر طبق مرحله -6

چنین داخل فالکون و ریخته شد. هم %20آب مقطر خارج شد و تا محل علامت گذاری شده روی فیلتر اتانول -7

 ریخته شد. %20زیر فیلتر نیز اتانول 

 شود.گراد نگهداری میدرجه سانتی 4یخچال با دمای فالکون حاوی فیلتر در -8

 

 استخراج پروتئین از سلول

نوان نشده به عترنسفکتهای سلولو  با ناقل بیانی نوترکیبشده ترنسفکت CHOهای برای این منظور از سلول

های استفاده شده برای این منظور باید از نظر تعداد و شرایط کشت در شرایط مشابه کنترل استفاده شد. سلول

انجام شد   Qproteome Mammalian Protein Prep Kitآوری شوند. استخراج پروتئین با استفاده از کیت جمع

 شود.آن اشاره می مراحل که در ادامه به

دقیقه  5به مدت rpm 12000سلول با دورcell/ml 10⁶ × 6 ها محیط کشت حاوی تعداد پس از شمارش سلول-1

 سانتریفیوژ شد.

 .و پیپتاژ انجام شد سرد اضافه شد PBSمیلی لیتر  5محیط کشت رویی برداشته شد و به رسوب سلولی -2

 دقیقه سانتریفیوژ گردید. 5به مدت  دور در دقیقه 2080یا  g 450 رگراد با دودرجه سانتی 4محلول در دمای -3
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 بار دیگر تکرار شد.یک 3و  2مراحل -4

 اضافه کرده و رسوب به خوبی در آن حل شد. سرد PBSمیکرولیتر  400به رسوب سلولی حاصل، -5

 میکرولیتر بنزونوکلئاز اضافه شد. 2و  protease inhibitorمیکرولیتر  10 -6

 گراد قرار گرفت.درجه سانتی -20ساعت در فریزر با دمای  2محلول حاصل به مدت -7

دقیقه قرار گرفت تا یخ آن به آرامی  40پس از آن ویال از فریزر خارج شد و در ظرف یخ روی شیکر به مدت -8

 ذوب شود.

 بار دیگر جهت فریز و دفریز تکرار شد. 7و  6مرحله -9

 ساعت در فریزر قرار داده شد. 16الی  14ی در نهایت محلول حاصل برا-10

پس از آن برای ذوب بلورهای یخ تشکیل شده ویال حاوی محلول استخراج در ظرف یخ بر روی شیکر قرار -11

 گرفت.

 سانتریفیوژ شد. rpm 14000گراد با دور درجه سانتی 4دقیقه در دمای  10به مدت  در انتها نمونه-12

 باشد، جدا شده و به ویال جدید منتقل شد.ها میتئین استخراج شده از سلولمایع رویی که حاوی پرو-13

 نانومتر با دستگاه نانودراپ خوانش شد.   280جذب نمونه های پروتئینی در طول موج 14

 پروتئینی استخراج شده با استفاده از فیلتر تغلیظ شدند.های نمونه SDS-PAGEجهت انجام تست 
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SDS-PAGE 

 کنندگی بسیار بالای روش. قابلیت تفکیکاست هاپروتئین مطالعه در پذیرو تکرار سریع هزینه، کم روش یک

SDS-PAGE دودسیلعمدتا ناشی از وجود سدیم( سولفاتSDSو ویژگی مناسب ژل پلی )آمید در غربال اکریل

و بار منفی با تراکم تقریبا د پوشانها را میها بار طبیعی آنبا اتصال به پروتئین SDSهای مختلف است. پروتئین

 غلظتها در این شرایط وابسته به اندازه مولکولی و سازد. جداسازی پروتئینها ظاهر میمشابهی در این مولکول

تر با مزاحمت کمتر و حرکت های کوچکنحرکت پروتئی ،منافذ ژل هآمید است. با توجه به اندازاکریلژل پلی

ها در پایان الکتروفورز با مزاحمت بیشتری همراه است. مسافت طی شده توسط پروتئینهای بزرگتر با پروتئین

را تشکیل می SDS-PAGEها تناسب دارد. این موضوع اساس تعیین وزن مولکولی در روش وزن مولکولی آن

 .دهد

 

 SDS-PAGEآماده سازی نمونه جهت انجام تست 

 ، سپسشد افزوده نمونه به معینیبا نسبت   SDS-PAGE،Sample buffer 5Xبرای  سازی نمونهآمادهجهت 

شد و برای  Spinگرفت و پس از خنک شدن قرار  گراددرجه سانتی 99دقیقه در دمای  10مدت زمان برای  نمونه

واسرشت  کاملا ای که در بافر وجود داردSDSها به واسطه اثر . در این شرایط پروتئینانتقال به ژل آماده شد

مرکاپتو اتانول که در بافر وجود دارد احیا شده و -2توسط مواد تیول دار مانند  سولفیدیپیوندهای دید. گردنمی

 به تمام ساختمان پروتئین SDSدرنتیجه امکان اتصال شود. در نهایت باعث جدا شدن زیرواحدهای پروتئینی می

زیرا درصورت  ،(1به  3روتئین باشد )حداقل مقدار پ چندین برابردر بافر نمونه بایستی  SDSشود. مقدار می فراهم

بدین لحاظ رعایت  ها با هم تناسبی ندارد.حرکت الکتروفورزی و وزن مولکولی آن ،SDSها با اشباع نشدن پروتئین

 .ای برخوردار استهای با غلظت بالای پروتئین از اهمیت ویژهبه پروتئین، بخصوص در محلول SDSنسبت وزن 
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 SDS-PAGEتهیه ژل 

. تفاوت اصلی دو محلول باشدمحلول جداگانه تهیه می 2با استفاده از ژل  SDS-PAGE 2ژل مورد استفاده در 

( نام ژل جداکننده) Resolving( و ژل پایین کنندهژل متراکم) Stackingباشد. ژل بالا آمید میدر غلظت آکریل

و  Resolving درصد 12 هایو مقادیر لازم برای تهیه ژل مواد. باشددارد که دارای غلظت و تراکم بالاتری می

Stacking آمده است: 29-2و  28-2های به ترتیب در جدول 

  

 Resolvingموجود در ساخت ژل  باتیمقدار و نوع ترک-28-2جدول

 نام ماده ردیف
 لازم ریمقاد

 (ml 5درصد )12ژل

 6/1 آب مقطر 1

2 
ت با غلظآمید آکریلبیس -مخلوط آکریل

 درصد 30
0/2 

3 Tris - Base 5/1 ( 8/8مولارpH=) 3/1 

4 SDS  05/0 درصد 10با غلظت 

 05/0 درصد 10با غلظت  پرسولفاتآمونیوم 5

6 TEMED 002/0 

 

 Stackingموجود در ساخت ژل   باتیمقدار و نوع ترک-29-2جدول

 نوع ماده ردیف
 5به ازای ژل لازم ریمقاد

 (ml2) درصد

 4/1 مقطرآب  1

 33/0 درصد 30آمید با غلظتآکریلبیس -مخلوط آکریل 2
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3 Tris - Base 5/. ( 8/6مولارpH =) 25/0 

4 SDS  02/0 درصد 10با غلظت 

 02/0 درصد 10پرسولفات با غلظت آمونیوم 5

6 TEMED 002/0 

 

به صورت عمودی روی یک سطح صاف  شد وبا چند گیره محکم و تمیز  صفحات شیشه ای کاملابرای ساخت ژل، 

پس  و شد اجزای ژل پایین در یک ظرف مناسب مخلوط .در نظر گرفته شد( مترمیلی 1 ژل ضخامتگرفت ) قرار

متر سانتی 3که حدود ، به طوریریخته شددقت در قالب شیشه ای تا ارتفاع مناسب  با از هم زدن به سرعت و

 به ژل ریخته شد، سطح روی شیشه کناره از آرامی به مقطر آب لیترمیلی 5/0 حدود فضا برای ژل بالا باقی ماند.

این کار به منظور صاف شدن سطح ژل و جلوگیری از تماس هوا با آن است. انعقاد  ه با ژل مخلوط نگردد.ک نحوی

تهیه  کننده(بعد از انعقاد ژل پایین، محلول ژل بالا )ژل متراکم  کشد.دقیقه طول می 45-15 ژل پایین معمولا

تا ارتفاع مناسب سریعا محلول ژل بالا  و تخلیه آب روی ژل پایین کاملا. درصد است 5 غلظت این ژل معمولا شد،

 شود.دقیقه منعقد می 15، ژل بالا معمولا در کمتر از قرار گرفت. سپس شانه در ژل بالا ریخته شد روی ژل پایین

 

 SDS-PAGE ها روی ژلبارگذاری نمونه

ا هها به ترتیب و با حجم مناسب و یکسان در چاهکها که پیش از این توضیح داده شد آنآماده سازی نمونه پس از

ها بر روی ژل همراه با نشانگر وزن مولکولی، این ژل در تانک الکترفورز حاوی پس از لود نمونهشوند. لود می

Running Buffer  با تغییر کرد.  120ها به ژل پایین ولتاژ به ورود نمونهو پس از  80قرار داده شد. ابتدا با ولتاژ

 .شدای از تانک الکتروفورز جدا قالب شیشه و رسیدن رنگ نشانگر به انتهای ژل، جریان برق قطع
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ساعت در رنگ کوماسی بلو به منظور مشاهده باندهای پروتئینی قرارگرفت. سپس  پس از آن، ژل به مدت یک

و با آب مقطر دو  درجه سانتی گراد جوشانده شد 100افی زمینه، ژل در آب با دمای جهت از بین رفتن رنگ اض

. پس از طی این مراحل باندهای پروتئینی به تفکیک وزن مولکولی بر روی ژل قابل مرتبه شست و شو داده شد

 مشاهده هستند.

 

 وسترن بلاتینگ

شود. این روش یک آزمایش تاییدی استفاده می هاپروتئین تشخیص و آنالیز برایاست که  روشی بلاتینگ وسترن

 ی اصلی زیر است:و شامل سه مرحله

 آمید آکریل ژل در نمونه الکتروفورز توسط هاپروتئین مرحله اول: تفکیک

 (46PVDF) فلورایددیوینیلپلی کاغذ به پروتئین انتقال مرحله دوم:

 اختصاصی شناسایی پروتئین سوم: مرحله

یکدیگر  ها ازاساس اندازه پروتئینر شود و بنمونه تحت جریان الکتریکی که در محیط ایجاد میپروتئین موجود در 

  PVDFکاغذکنند. سپس نوارهای ایجاد شده از نمونه و کنترل به یک جدا شده و باندهایی را روی ژل ایجاد می

ند، ااتصال پیدا کرده کاغذهایی که به . در نهایت برای آشکارسازی پروتئینیابدمیاز طریق تماس غشا با ژل انتقال 

  .شودمیپروتئین مورد نظر استفاده  از آنتی بادی نشاندار ضد

 

                                                 
46 Polyvinylidene difluoride  
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 مراحل انجام وسترن بلاتینگ

 انجام شد. هانمونه و الکتروفورز SDS-PAGEژل  ابتدا-1

ثانیه در متانول،  30به ترتیب به مدت استفاده شد. این کاغذ  PVDFکاغذ  برای انتقال باندهای پروتئینی از-2

 قرار داده شد. Transfer Bufferدقیقه در  چنددر آب مقطر و ثانیه  30

 کیبه ترتیب ابتدا  وسترن آماده شد. از قطب منفی به سمت قطب مثبت ساندویچ PVDFپس از فعال شدن -3

) توجه شود که  قرار گرفت. لایه ابر یک، کاغذ صافی، PVDF، کاغذ SDS-PAGE لایه ابر، سپس کاغذ صافی، ژل

 (.توسط بافر انتقال کاملا خیس شدقبل از استفاده  ها هرکدام از لایه

 این ساندویچ درون یک تانک مخصوص حاوی بافر انتقال قرار گرفت و تانک به منبع جریان برق متصل شد و-4

ند. منتقل شد PVDFها از ژل به کاغذ ساعت الکتروفورز انجام شد. طی این مدت پروتئین 16به مدت  17با ولتاژ 

اگانه طور جده شو، بو  های شستهای اولیه و ثانویه اختصاصی و محلولبادیکننده، آنتیپس از آن، محلول بلوکه

 اضافه شد. PVDFبه کاغذ 

 .قرار داده شد کریش یبر رو Skim milk یحاو ساعت در ظرف 2به مدت  PVDFجهت بلوکه کردن ممبران  -5

 1/1000لیتر و رقت میکروگرم در میلی1 غلظتبا  هیاول یبادیآنت کروگرمیم کیمرحله بعد سطح ممبران با در  -6

 قرار گرفت. کریش یبر رو ساعت و سی دقیقه 1پوشانده شد و به مدت  TBST تریلیلیم 10در حجم 

 شد. انجام کریش یبر رو TBSTدر  قهیدق 10ممبران سه مرتبه و هر بار به مدت  هیاول یبادیشو آنتو  شست -7

در  350000/ 1با رقت  Anti-RABBIT  هیثانو یبادیبه ممبران آنت ه،یاول یبادیآنت یشوو  پس از شست -8

 ساعت قرار داده شد. 1به مدت  TBSTمحلول 

 شستشو داده شد. TBSTبا  قهیدق 10 بار و هر بار به مدت 4را   PVDFپس از آن ممبران -9
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 انجام شد. یعکسبردار Gel docدستگاه  لهیپوشانده و به وس ECLممبران را با محلول  یدر انتها رو-10

 

 (47ELISA) الایزا

استفاده شد. به دلیل بالاتر بودن بیان  DuoSet ELISA Human Erythropoietinبرای انجام این تست از کیت 

با محلول  200به  1های سوپرناتانت سلولی پوئتین آلفا از میزان ماکزیمم سنجش این کیت، نمونهپروتئین داربی

Reagent Diluent  .رقیق شدند 

 برای شروع کار تمام مواد به دمای محیط رسیدند.-1

میکروگرم در  2آن با غلظت  Workingشد. برای این کار از  Coatها داخل چاهک Capture Abروز اول -2

 میکرولیتر این ماده رقیق شود. 100ها و حجم لیتر به تعداد چاهکمیلی

 ساعت در دمای اتاق گذاشته شدند. 16شده به مدت  Coatهای چاهک-3

 میکرولیتر انجام شد. 300و برای هر چاهک  Wash Bufferمرتبه با  3ها شست و شوی چاهک-4

 300ساعت بلاک گردید. حجم هر چاهک  1به مدت  Reagent Diluentا محلول ها بپلیت حاوی چاهک-5

 میکرولیتر بود. 

 انجام شد. 4مرتبه شست و شو طبق مرحله  3 -6

سوپرناتانت سلولی و پروتئین استخراج شده سلول همراه با نمونه کنترل منفی، نمونه داروی اریتروپوئتین  نمونه-7

ساعت  2ها لود شدند و پلیت به مدت میکرولیتر در چاهک 100کدام در حجم و استانداردهای داخل کیت هر 

 در دمای اتاق قرار گرفت.

                                                 
47 Enzyme-Linked Immunosorbent Assay 
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 بار شست و شو طبق مراحل فوق انجام شد. 3 -8

ساعت در دمای  2میکرولیتر لود شد و پلیت به مدت  100به میزان  Detection Abدر هر چاهک از محلول  -9

 اتاق انکوبه شد.

 شست و شو طبق مراحل فوق انجام شد.بار  3 -10

دقیقه در اتاق تاریک و در دمای اتاق  20لود شد و  Streptavidin-HRPمیکرولیتر از  100در هر چاهک -11

 انکوبه شد.

 بار شست و شو طبق مراحل فوق انجام شد. 3 -12

 20و  ها اضافه شدچاهک دقیقه قبل( آماده شده بود به 15که از قبل ) Bو  Aاز محلول  میکرولیتر 100 -13

 دقیقه در دمای اتاق و در اتاق تاریک انکوبه شد.

 ها اضافه شد.به چاهک Stopاز محلول میکرولیتر  14-50

 انجام گرفت. ELISA readerنانومتر با استفاده از دستگاه  450خوانش جذب در طول موج  -15

 نیاستاندارد رسم شد و غلظت پروتئ یاستاندارد، منحن یهاحاصل از نمونه یهاجذب نیانگیبا استفاده از م

 محاسبه شد. mIU/mlمعادله حاصل از نمودار برحسب  یهر نمونه از رو یبرا پوئتین آلفاداربی
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ها به داخل انتقال سازه ،EGFP ژن گزارشگر دارای های ژنیساخت سازه -2-5 1.5

و  FACSبا استفاده از  ئتین آلفاپوهای دارای بیان بالای ژن داربیغربالگری سلولسلول، 

 بررسی بیان ژن

در  EGFPو  LoxPهای به همراه توالیمراحل کلونینگ ژن داربی پوئتین آلفا  -2-5-1 1.5.1

 pOptiVECوکتور 

-pKO-DTA-LoxP (pKO-DTAدرون وکتور  IRES-EGFPهای کلونینگ توالی -2-5-1-1

LIGL) 

 pKO-DTA-LIGLسازی وکتور آماده

 قرار گرفته LoxPدر بین دو جایگاه  IRES-EGFP ی ژنی نهایی این قسمت پژوهش، توالیدر طراحی سازه

-pKO-DTAتکثیر و در وکتور  pIRES2-EGFPاز روی وکتور  IRES-EGFPی است. به همین جهت، قطعه

LoxP وکتور  گردید. در این پروژه 48سازیهمسانهLoxP-DTA-pKO  پس از دریافت توالیEGFP-IRES  با نام

pKO-DTA-LIGL باشد.سازی این وکتور به شرح زیر میمورد استفاده قرار گرفته است. مراحل آماده 

 

                                                 
48 Cloned  
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 .pKO-DTA-LIGLتصویر شماتیک وکتور  -1-2 شکل

 

 IRES-EGFPی تکثیر قطعه

 pIRES2-EGFPطبق شرایط زیر بر روی وکتور  PCR، واکنش IRES-EGFPی به منظور تکثیر قطعه

 گذاشته شد.

 

 .IRES-EGFPی تکثیر قطعهجهت  PCRدر واکنش مواد مورد نیاز  -30-2 جدول

 مقادیر نام ماده ردیف

1 Template   (µg 05/0 ) µL3/0 

2 F IRES/EGFP Primer (10 pmol) µL 5/0 

3 R IRES/EGFP Primer (10 pmol) µL 5/0 

4 dNTP (10 mM) µL 1 

5 mM) (252 MgCl µL 1 
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6 )2mM MgCl Buffer (20 AQ9010X  µL 5/2 

7 AQ90 High fidelity DNA Polymerase (2 U/µL)  µL 5/0 

8 O2dH µL 7/18 

 µL 25 حجم نهایی

 

 .IRES-EGFPی جهت تکثیر قطعه PCRشرایط دمایی واکنش  -031-2 جدول

 تعداد تکرار زمان دما مرحله ردیف

 1 دقیقه DNA °C 95 4واسرشت اولیه  1

 ثانیه DNA °C 95 30واسرشت  2

 ثانیه C 58 30° هااتصال پرایمر 3 35

 ثانیه C 72 90° تکثیر  4

 1 دقیقه C 72 3° تکثیر نهایی 5

 

 لود گردید. %1درنهایت محصول واکنش طبق مراحل ذکر شده بر روی ژل آگارز 

 

 از ژل آگارز IRES-EGFPی سازی قطعهخالص

دارای باند غیراختصاصی بود،  IRES-EGFPی انجام شده بر روی قطعه PCRباتوجه به اینکه واکنش 

 Rocheاز شرکت  High Pure PCR Product Purificationسازی این قطعه از ژل آگارز با استفاده از کیت خالص

 صورت گرفت.

 درصد بارگذاری گردید. 1ص شده از ژل بر روی ژل آگارز ی تخلیجهت تایید قطعه
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 IRES-EGFPی واکنش هضم آنزیمی قطعه

 باشد.به شرح زیر می IRES-EGFPی شرایط واکنش هضم آنزیمی انجام شده بر روی قطعه

 

تخلیص شده از ژل  IRES-EGFPی بر روی قطعه یمیواکنش هضم آنزمواد مورد نیاز جهت انجام  -032-2 جدول

 آگارز.

 مقادیر نام ماده ردیف

1 Template (100 ng/µL) (µg 1 ) µL10 

2 NheI (10 U/µL) µL 5/0 

3 XbaI (10 U/µL) µL 5/0 

4 10X Buffer Tango (with BSA) µL 2 

5 O2dH µL 7 

 µL 20 حجم نهایی

 

و پس از آن جهت  C 37°ساعت در دمای  16به مدت  32-2ی شماره ویال حاوی مواد ذکر شده در جدول

 قرار گرفت. C 65°دقیقه در دمای  20غیرفعال شدن آنزیم، به مدت 

 

 XhoIو  NheIشده با آنزیم مهض IRES-EGFPی سازی قطعهصلخا

ت و آنزیم استفاده شده در واکنش هضم آنزیمی با استفاده از کی از بافر IRES-EGFPی تخلیص قطعه

High Pure PCR Product Purification .صورت گرفت 
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 درصد بارگذاری شد. 1پس از تخلیص، در نهایت محصول بر روی ژل آگارز 

 

 pKO-DTA-LoxPوکتور  یواکنش هضم آنزیم

ی جهت خارج کردن قطعه XbaIو  NheIهای با آنزیم pKO-DTA-LoxPواکنش هضم آنزیمی وکتور 

 ی جدید، با شرایط زیر گذاشته شد.سازی وکتور جهت دریافت قطعهو آماده LoxPهای موجود میان توالی

 

 .pKO-DTA-LoxPوکتور  یبر رو یمیواکنش هضم آنزمواد مورد نیاز جهت انجام  -033-2 جدول

 مقادیر نام ماده ردیف

1 Template (181.8 ng/µL) (µg 2 ) µL11 

2 NheI (10 U/µL) µL 5/0 

3 XbaI (10 U/µL) µL 5/0 

4 10X Buffer Tango (with BSA) µL 2 

5 O2dH µL 5/5 

 µL 20 حجم نهایی

 

و پس از آن جهت  C 37°ساعت در دمای  16به مدت  33-2ی شماره ویال حاوی مواد ذکر شده در جدول

قرار گرفت. درنهایت محصول واکنش هضم آنزیمی جهت  C 65°دقیقه در دمای  20غیرفعال شدن آنزیم، به مدت 

 درصد بارگذاری گردید. 1بررسی، بر روی ژل آگارز 
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 از ژل آگارز XbaIو  NheIشده با آنزیم هضم pKO-DTA-LoxPسازی وکتور خالص

 bp 1876در واکنش هضم آنزیمی،  pKO-DTA-LoxPی خارج شده از وکتور باتوجه به اینکه سایز قطعه

وکتور با استفاده از تخلیص توسط ژل آگارز انجام شد. سپس محصول  49بود، حذف این قطعه از ساختار اصلی

 درصد لود گردید. 1تخلیص شده بر روی ژل آگارز 

 

 شده از ژل آگارزتخلیص pKO-DTA-LoxPواکنش دفسفریلاسیون وکتور 

و یا دو آنزیمی که پس از برش، جایگاه در صورتی که واکنش هضم آنزیمی بر روی وکتور، توسط یک آنزیم 

افزایش  50واکنش الحاقاتصال مشابهی را ایجاد کنند، انجام گیرد، نرخ اتصال مجدد دو سر وکتور به یکدیگر حین 

گردد بر حذف می 5'یابد. به منظور جلوگیری از این اتفاق، واکنش دفسفریلاسیون که در طی آن فسفات سر می

 گیرد.ام میشده انجروی وکتور خطی

ها صورت گرفت، پس از با آن pKO-DTA-LoxPکه واکنش هضم آنزیمی وکتور  XbaIو  NheIدو آنزیم 

کنند، به همین جهت واکنش دفسفریلاسیون بر روی ی مشابهی را ایجاد میدو رشته، انتهای چسبنده DNAبرش 

 ذکر شده، مطابق شرایط زیر صورت گرفت. شده از ژل آگارز، پس از واکنش هضم آنزیمی با دو آنزیموکتور خالص

 

شده از خالص pKO-DTA-LoxPمواد مورد نیاز جهت انجام واکنش دفسفریلاسیون بر روی وکتور  -34-2 جدول

 ژل آگارز.

 مقادیر نام ماده ردیف

                                                 
49 Back bone 
50 Ligation  
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1 Template (166.6 ng/µL)  (µg 1 ) µL6 

2 CIAP (1 U/µL) µL 1 

3 10X Dephosphorylation Buffer  µL 2 

4 O2dH µL 11 

 µL 20 حجم نهایی

 

 قرار گرفت. C 37°دقیقه در دمای  90به مدت  34-2ی شماره ویال حاوی مواد ذکر شده در جدول

 

 شدهخطی pKO-DTA-LoxPسازی محصول واکنش دفسفریلاسیون وکتور خالص

، محصول pKO-DTA-LoxPوکتور خطی  جهت حذف آنزیم و بافر استفاده شده در واکنش دفسفریلاسیون

 .بارگذاری شد %1سازی شده جهت بررسی بر روی ژل آگارز ی خالصاین واکنش تخلیص گردید. در نهایت نمونه

 

 IRES-EGFPی و قطعه pKO-DTA-LoxPواکنش الحاق وکتور 

د. باششده میمورد نظر و وکتور خطی DNAی پلاسمید نوترکیب، الحاق قطعه یتهیهی نهایی در مرحله

و وکتور  IRES-EGFPی واکنش الحاق قطعهگیرد. های قندی دو قطعه صورت میاین امر توسط اتصال واحد

pKO-DTA-LoxP ها، مطابق شرایط زیر انجام با در نظر گرفتن غلظت این قطعات بر روی ژل آگارز و سایز آن

 شد.
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 .IRES-EGFPی و قطعه pKO-DTA-LoxPمواد مورد نیاز جهت انجام واکنش الحاق وکتور  -35-2 جدول

 مقادیر نام ماده ردیف

1 Vector (3695 bp) µL 5/1 

2 Insert (1307 bp) µL 5/12 

3 T4 DNA Ligase (5 U/µL) µL 1 

4 10X T4 DNA Ligase Buffer µL 2 

5 O2dH µL 3 

 µL 20 حجم نهایی

 

 قرار گرفت. C 16°ساعت در دمای  16به مدت  35-2ی شماره ویال حاوی مواد ذکر شده در جدول

 

 pKO-DTA-LIGLترنسفورماسیون وکتور 

 شده ترنسفورم شد. به درون باکتری مستعد pKO-DTA-LIGLوکتور 

 

 Colony PCRدر باکتری با استفاده از روش  pKO-DTA-LIGLتایید حضور وکتور 

 باشد.های رشد یافته به شرح زیر میگذاشته شده بر روی کلونی Colony PCRشرایط واکنش 
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 ی.در باکتر pKO-DTA-LIGLحضور وکتور  دییجهت تا Colony PCRدر واکنش مواد مورد نیاز  -36-2 جدول

 مقادیر نام ماده ردیف

1 Template µL 2 

2 F IRES/EGFP (10 pmol) µL 5/0 

3 R IRES/EGFP (10 pmol) µL 5/0 

4 )2mM MgCl (1.5Taq 2x Master Mix Red  µL 5/12 

5 O2dH µL 5/9 

 µL25 حجم نهایی

 

 ی.در باکتر pKO-DTA-LIGLحضور وکتور  دییجهت تا Colony PCRشرایط دمایی واکنش  -37-2 جدول

 تعداد تکرار زمان دما مرحله ردیف

 1 دقیقه DNA °C 94 4واسرشت اولیه  1

 ثانیه DNA °C 94 30واسرشت  2

 ثانیه C 58 30° هااتصال پرایمر 3 35

 ثانیه C 72 45° تکثیر  4

 1 دقیقه C 72 3° تکثیر نهایی 5

 

 درصد لود گردید. 1بر روی ژل آگارز  PCRسپس محصول واکنش 
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 هضم آنزیمی در باکتری با استفاده از روش pKO-DTA-LIGLتایید حضور وکتور 

 High Pureبا استفاده از کیت  Colony PCRهای مثبت در واکنش در ابتدا استخراج پلاسمید از کلون

Plasmid Isolation  از شرکتRocheی ، صورت گرفت. سپس واکنش هضم آنزیمی جهت تایید وجود قطعه

IRES-EGFP  در وکتورpKO-DTA- LoxP های شده، بر روی پلاسمیدی درجو همچنین تعیین جهت قطعه

 ، با شرایط زیر صورت گرفت.Colony PCRهای مثبت واکنش استخراج شده از کلون

 

در  pKO-DTA-LIGLمواد مورد نیاز جهت انجام واکنش هضم آنزیمی به منظور تایید حضور وکتور  -38-2 جدول

 باکتری.

 مقادیر نام ماده ردیف

1 Vector (113.6 ng/µL) (µg 5/0 ) µL4/4 

2 HindIII (10 U/µL) µL 5/0 

3 10X Buffer R (with BSA) µL 2 

4 O2dH µL 1/13 

 µL 20 حجم نهایی

 

و پس از آن جهت  C 37°ساعت در دمای  4به مدت  38-2ی شماره ویال حاوی مواد ذکر شده در جدول

قرار گرفت. درنهایت محصول واکنش هضم آنزیمی جهت  C 80°دقیقه در دمای  20غیرفعال شدن آنزیم، به مدت 

 درصد بارگذاری گردید. 1بررسی بر روی ژل آگارز 
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 pKO-DTA-LIGLدر وکتور  IRES-EGFPی تعیین توالی قطعه

و  Colony PCRهای ی وکتور مورد نظر پس از انجام واکنشکنندههای دریافتگام بعدی در تایید کلون

-pKO-DTAهای مثبت وکتور باشد. یکی از کلونی درج شده به روش سنگر میتوالی قطعه هضم آنزیمی، تعیین

LIGL های ذکر شده در جدول زیر به شرکت پیشگام ارسال گردید.به منظور تعیین توالی با پرایمر  

 

-pKO-DTAدر وکتور  IRES-EGFPی های استفاده شده به منظور تعیین توالی قطعهپرایمر -39-2 جدول
LoxP. 

 نام پرایمر ردیف

1 For IRES/EGFP 

2 Rev Seq 3 

3 For Seq 4 

4 Rev Seq 4 

 

 pKO-DTA-LIGLسازی کلون تایید شده دارای وکتور ذخیره

تفاده سازی و امکان اسیابی سنگر، به منظور ذخیرهپس از بررسی صحت توالی سازه با استفاده از روش توالی

 های مثبت فریز تهیه گردید.باکتری حاوی پلاسمید تایید شده از کلونطولانی مدت از 
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-pKO-DTA-LoxP (pKO-DTAدرون وکتور  Darbepoetin alfaژن  کلونینگ توالی -2-5-1-2

LIGL)  سازی وکتور آمادهوpKO-DLIGL 

-pKOبا نام  Darbepoetin alfa ،IRES ،EGFPدارای توالی  pKO-DTA-LoxPدر این پژوهش وکتور 

DLIGL ی سازی قطعهمورد استفاده قرار گرفته است. همسانهDarbepoetin alfa  در وکتورpKO-DTA-LIGL 

 طبق مراحل زیر صورت گرفت. pKO-DLIGLسازی وکتور و آماده

 

 

 .pKO-DLIGLتصویر شماتیک وکتور  -2-2 شکل
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 پوئتین آلفادارای توالی ژن داربی pUC57واکنش هضم آنزیمی وکتور 

مورد استفاده قرار  XhoIو  SacI، دو آنزیم pUC57پوئتین آلفا، از وکتور به منظور خارج کردن ژن داربی

  10X Buffer Tangoبا دو آنزیم ذکر شده، بافر 51زمان دو واکنش هضم آنزیمیگرفتند. بافر مناسب جهت انجام هم

این بافر اتفاق  X2در غلظت  XhoIو آنزیم  X1در غلظت  SacIت که فعالیت حداکثری آنزیم باشد، با این تفاومی

به ویال اضافه و پس از گذشت زمان مناسب جهت هضم آنزیمی، آنزیم  SacIافتد. به همین دلیل ابتدا آنزیم می

XhoI  نیز به ویال اضافه گردید. شرایط انجام این واکنش بر روی وکتورpUC57 باشد.به شرح زیر می 

پوئتین ی داربیحاوی قطعه pUC57مواد مورد نیاز جهت انجام واکنش هضم آنزیمی بر روی وکتور  -40-2 جدول

 آلفا.

 مقادیر نام ماده ردیف

1 Vector (200 ng/µL) (µg 1 ) µL5 

2 SacI (10 U/µL) µL 1 

3 10X Buffer Tango (with BSA) µL 2 

4 O2dH µL 12 

 µL 20 نهایی حجم

 

قرار گرفت و پس  C 37°ساعت در دمای  3به مدت  39-2ی شماره ویال حاوی مواد ذکر شده در جدول

ی مورد نظر به ویال جهت ایجاد شرایط مناسب برای برش قطعه Tangoو بافر  XhoIاز آن طبق شرایط زیر آنزیم 

 اضافه گردید.

 

                                                 
51 Double Digestion 
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 .pUC57مواد اضافه شده به واکنش هضم آنزیمی وکتور  -41-2 جدول

 مقادیر نام ماده ردیف

5 XhoI (10 U/µL) µL 1 

6 10X Buffer Tango (with BSA) µL 5/2 

 µL 5/23 حجم نهایی

 

 C 37°ساعت در دمای  2به مدت  41-2و  40-2 یجداول شمارهدر نهایت ویال حاوی مواد ذکر شده در 

 درصد بارگذاری گردید. 1قرار گرفت. پس از آن محصول دو واکنش هضم آنزیمی جهت بررسی بر روی ژل آگارز 

 

 از ژل آگارز XhoIو  SacIهای شده با آنزیمهضم پوئتین آلفای داربیقطعهسازی خالص

واکنش هضم ، محصول دو pUC57پوئتین آلفا از ساختار اصلی وکتور ی داربیسازی قطعهجهت خالص

شده بر روی ژل آگارز، محصول به منظور ی تخلیصآنزیمی از ژل تخلیص گردید. پس از بررسی کیفیت قطعه

 انجام واکنش الحاق آماده شد.

 

 pKO-DTA-LIGLواکنش هضم آنزیمی وکتور 

 انجام شد. XhoIو  SacIطبق شرایط زیر با دو آنزیم  pKO-DTA-LIGLواکنش هضم آنزیمی وکتور 
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 .pKO-DTA-LIGLمواد مورد نیاز جهت انجام واکنش هضم آنزیمی وکتور  -042-2 جدول

 مقادیر نام ماده ردیف

1 Vector (234.1 ng/µL) (µg 1 ) µL27/4 

2 SacI (10 U/µL) µL 1 

3 10X Buffer Tango (with BSA) µL 2 

4 O2dH µL 73/12 

 µL 20 حجم نهایی

 

قرار گرفت و پس  C 37°ساعت در دمای  3به مدت  42-2ی شماره حاوی مواد ذکر شده در جدولویال 

ی مورد نظر به ویال جهت ایجاد شرایط مناسب برای برش قطعه Tangoو بافر  XhoIاز آن طبق شرایط زیر آنزیم 

 اضافه گردید.

 

 .pKO-DTA-LIGLوکتور  یمیمواد اضافه شده به واکنش هضم آنز -43-2 جدول

 مقادیر نام ماده ردیف

5 XhoI (10 U/µL) µL 1 

6 10X Buffer Tango (with BSA) µL 5/2 

 µL 5/23 حجم نهایی
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قرار  C 37°ساعت در دمای  2به مدت  43-2و  42-2در نهایت ویال حاوی مواد ذکر شده در جدول 

 درصد بارگذاری گردید. 1گرفت. پس از آن محصول دو واکنش هضم آنزیمی جهت بررسی بر روی ژل آگارز 

 

 از ژل آگارز XhoIو  SacIهای شده با آنزیمهضم pKO-DTA-LIGLسازی وکتور خالص

وکتور  از این bp 1368ی ، قطعهXhoIو  SacIبا دو آنزیم  pKO-DTA-LIGLپس از هضم آنزیمی وکتور 

ی خارج شده، محصول واکنش هضم آنزیمی طبق سازی ساختار اصلی وکتور از قطعهخارج شد. به منظور خالص

درصد،  1ی تخلیص شده از ژل بر روی ژل آگارز پس از بررسی کیفیت قطعه پروتکل از ژل آگارز تخلص گردید.

 محصول به منظور واکنش الحاق آماده گردید.

 

 پوئتین آلفای داربیو قطعه pKO-DTA-LIGLواکنش الحاق وکتور 

پوئتین آلفا، با در نظر گرفتن غلظت مشاهده شده ی داربیو قطعه pKO-DTA-LIGLواکنش الحاق وکتور 

 ها، طبق شرایط زیر صورت گرفت. این قطعات بر روی ژل آگارز و سایز آن

 

 پوئتین آلفا.ی داربیو قطعه pKO-DTA-LIGLمواد مورد نیاز جهت انجام واکنش الحاق وکتور  -44-2 جدول

 مقادیر نام ماده ردیف

1 Vector (3657 bp) µL 1 

2 Insert (603 bp) µL 15 

3 T4 DNA Ligase (5 U/µL) µL 1 

4 10X T4 DNA Ligase Buffer µL 2 
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5 O2dH µL 1 

 µL 20 حجم نهایی

 قرار گرفت. C 16°ساعت در دمای  16به مدت  44-2ی ویال حاوی مواد ذکر شده در جدول شماره

 

 pKO-DLIGLترنسفورماسیون وکتور 

پوئتین آلفا به باکتری ی داربیو قطعه pKO-DTA-LIGLاز محصول واکنش الحاق وکتور  µL 15میزان 

E. coli ی سویهDH5α.ترنسفورم شد ، 

 

 Colony PCR در باکتری با استفاده از روش pKO-DLIGLتایید حضور وکتور 

 Colonyبا شرایط زیر واکنش  Templateی های رشد کرده بر روی پلیت، پس از تهیهجهت تایید کلون

PCR .گذاشته شد 

 

 

 

 ی.در باکتر pKO-DLIGLحضور وکتور  دییجهت تا Colony PCRدر واکنش مواد مورد نیاز  -45-2 جدول

 مقادیر نام ماده ردیف

1 Template µL 2 

2 F Aranesp (10 pmol) µL 5/0 
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3 R Seq On pOptiVEC (10 pmol) µL 5/0 

4 )2mM MgCl Taq 2x Master Mix Red (1.5 µL 5/12 

5 O2dH µL 5/9 

 µL 25 حجم نهایی

 

 ی.در باکتر pKO-DLIGLحضور وکتور  دییجهت تا Colony PCRواکنش  ییدما طیشرا -46-2 جدول

 تکرارتعداد  زمان دما مرحله ردیف

 1 دقیقه DNA °C 94 4واسرشت اولیه  1

 ثانیه DNA °C 94 30واسرشت  2

 ثانیه C 57 30° هااتصال پرایمر 3 35

 دقیقه C 72 1° تکثیر  4

 1 دقیقه C 72 5° تکثیر نهایی 5

 

 بارگذاری شد. %1جهت بررسی بر روی ژل آگارز  PCRدرنهایت محصول واکنش 

 

 در باکتری با استفاده از روش هضم آنزیمی pKO-DLIGLتایید حضور وکتور 

، واکنش هضم آنزیمی بر روی pKO-DTA-LIGLپوئتین آلفا در وکتور ی داربیبه منظور تایید حضور قطعه

 طبق پروتکل، با شرایط زیر انجام گرفت. Colony PCRهای مثبت واکنش های استخراج شده از کلونپلاسمید
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در  pKO-DLIGLحضور وکتور  دییتا به منظور یمیواکنش هضم آنزد نیاز جهت انجام مواد مور -47-2 جدول

 ی.باکتر

 مقادیر نام ماده ردیف

1 Vector (139 ng/µL) (µg 1 ) µL19/7 

2 SacI (10 U/µL) µL 1 

3 10X Buffer Tango (with BSA) µL 2 

4 O2dH µL 73/12 

 µL 20 حجم نهایی

 

قرار گرفت و پس  C 37°ساعت در دمای  3به مدت  47-2ی شماره در جدول ویال حاوی مواد ذکر شده

ی مورد نظر به ویال جهت ایجاد شرایط مناسب برای برش قطعه Tangoو بافر  XhoIاز آن طبق شرایط زیر آنزیم 

 اضافه گردید.

 

 .pKO-DLIGLمواد اضافه شده به واکنش هضم آنزیمی وکتور  -48-2 جدول

 مقادیر نام ماده ردیف

5 XhoI (10 U/µL) µL 1 

6 10X Buffer Tango (with BSA) µL 5/2 

 µL 5/23 حجم نهایی

 

 C 37°ساعت در دمای  2به مدت  48-2و  47-2ی در نهایت ویال حاوی مواد ذکر شده در جداول شماره

 درصد بارگذاری شد. 1قرار گرفت و سپس محصول دو واکنش هضم آنزیمی جهت بررسی بر روی ژل آگارز 



105 
 

 

  pKO-DLIGLشده دارای وکتور سازی کلون تاییدذخیره

با استفاده از دو روش ذکر شده،  pKO-DTA-LIGLپوئتین آلفا در وکتور ی داربیپس از تایید حضور قطعه

 سازی گردید.شده ذخیرهباکتری حاوی پلاسمید تایید

1.6  

 pOptiVEC-DLIGLسازی وکتور آماده

با نام  Darbepoetin alfa،LoxP ،IRES- EGFP ،LoxPحاوی توالی  pOptiVECدر این پژوهش وکتور 

pOptiVEC- DLIGL ین وکتور طبق مراحل زیر صورت گرفت.سازی امورد استفاده قرار گرفته است. آماده 

 

 

 .pOptiVEC-DLIGLتصویر شماتیک وکتور  -3-2 شکل
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 pKO-DLIGLواکنش هضم آنزیمی وکتور 

 DPO-LoxP-IRES-EGFP-IRES-LoxPی ، جهت تکثیر قطعهبه عنوان الگو pKO-DLIGLاز وکتور 

، ابتدا PCRهای غیراختصاصی در طی واکنش استفاده گردید به همین دلیل به منظور جلوگیری از ایجاد باند

-DPOی که در دو طرف قطعه SacIو  EagIبا دو آنزیم  pKO-DLIGLواکنش هضم آنزیمی بر روی وکتور 

LoxP-IRES-EGFP-IRES-LoxP زیر انجام گرفت.  باشند، طبق شرایطدارای جایگاه شناسایی و برش می 

 

 های غیراختصاصی.جهت حذف باند pKO-DLIGLشرایط واکنش هضم آنزیمی وکتور  -49-2 جدول

 مقادیر نام ماده ردیف

1 Template (116.6 ng/µL) (µg 7/0 )µL 6 

2 EagI (10 U/µL) µL 5/0 

3 SacI (10 U/µL)  µL 1 

4 10X Buffer ( Unique Eco521)  µL 2 

5 O2dH µL 5/13 

 µL 20 حجم نهایی

 

قرار و  C 37°ساعت در دمای  4به مدت  49-2ی شماره در نهایت ویال حاوی مواد ذکر شده در جدول

 درصد بارگذاری شد. 1سپس محصول واکنش هضم آنزیمی جهت بررسی بر روی ژل آگارز 
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 DPO-LoxP-IRES-EGFP-IRES-LoxPی تکثیر قطعه

 DPO-LoxP-IRES-EGFP-IRES-LoxPی سازی قطعهبه منظور همسانهدر طراحی مولکولی انجام شده 

انتخاب گردید. به همین دلیل در طی طراحی پرایمر به منظور تکثیر  EcoRV، تک آنزیم pOptiVECدر وکتور 

-DPO-LoxPی قرار گرفت. جهت تکثیر قطعه پرایمر 5'در سمت  EcoRVاین قطعه، جایگاه شناسایی آنزیم 

IRES-EGFP-IRES-LoxP  طبق شرایط زیر بر روی محصول واکنش هضم آنزیمی وکتورpKO-DLIGL  با

 گذاشته شد. PCRواکنش  SacIو  EagIهای آنزیم

 

 .DPO-LoxP-IRES-EGFP-IRES-LoxPی جهت تکثیر قطعه PCRدر واکنش مواد مورد نیاز  -50-2 جدول

 مقادیر نام ماده ردیف

1 Template  (µg 05/0 )µL 1 

2 F DLIGL EcoRV (10 pmol) µL 8/0 

3 R DLIGL EcoRV (10 pmol) µL 8/0 

4 dNTP (10 mM) µL 8/0 

5 mM) (252 MgCl µL 3/0 

6 )2mM MgCl Buffer (20 AQ9010X  µL 5/2 

7 AQ90 High fidelity DNA Polymerase (2 U/µL)  µL 3/0 

8 O2dH µL 5/18 

 µL 25 حجم نهایی

 



108 
 

 .DPO-LoxP-IRES-EGFP-IRES-LoxPی جهت تکثیر قطعه PCRواکنش  ییدما طیشرا -0-2 جدول

 تعداد تکرار زمان دما مرحله ردیف

 1 دقیقه DNA °C 95 5واسرشت اولیه  1

 ثانیه DNA °C 95 30واسرشت  2

 ثانیه C 60 30° هااتصال پرایمر 3 35

 دقیقه C 72 2° تکثیر  4

 1 دقیقه C 72 7° تکثیر نهایی 5

 

 لود گردید. %1درنهایت محصول واکنش بر روی ژل آگارز 

 

 DPO-LoxP-IRES-EGFP-IRES-LoxPی قطعه PCRسازی محصول واکنش خالص

، PCRشده طی واکنش تکثیر DPO-LoxP-IRES-EGFP-IRES-LoxPی سازی قطعهبه منظور خالص

بارگذاری شد. در نهایت قطعه به منظور انجام واکنش  %1گردید و بر روی ژل آگارز محصول این واکنش تخلیص 

 الحاق آماده گردید.

 

 شدهتخلیص DPO-LoxP-IRES-EGFP-IRES-LoxPی واکنش هضم آنزیمی قطعه

، PCRشده طی واکنش تکثیر DPO-LoxP-IRES-EGFP-IRES-LoxPی به منظور هضم آنزیمی قطعه

 شده، واکنش هضم آنزیمی طبق شرایط زیر گذاشته شد.خلیصبر روی این محصول ت
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-DPO-LoxP-IRES-EGFP-IRESی مواد مورد نیاز جهت انجام واکنش هضم آنزیمی قطعه -52-2 جدول
LoxP. 

 مقادیر نام ماده ردیف

1 Template (116.6 ng/µL) (µg 7/0 )µL 6 

2 EcoRV (10 U/µL) µL 5/0 

3 10X Buffer R (with BSA) µL 2 

4 O2dH µL 11 

 µL 20 حجم نهایی

 

 قرار گرفت. C37°ساعت در دمای  16به مدت  52-2ی شماره ویال حاوی مواد ذکر شده در جدول

 

 EcoRVشده با آنزیم هضم DPO-LoxP-IRES-EGFP-IRES-LoxPی سازی قطعهخالص

و حذف آنزیم و بافر استفاده شده در  DPO-LoxP-IRES-EGFP-IRES-LoxPی جهت تخلیص قطعه

ی تخلیص شده بر روی ژل آگارز پس از بررسی نمونه سازی این قطعه انجام گردید.واکنش هضم آنزیمی، خالص

 ، قطعه به منظور انجام واکنش الحاق آماده شد. 1%

 

 pOptiVECواکنش هضم آنزیمی وکتور 

راج ی استخهضم آنزیمی با شرایط زیر بر روی نمونهاز باکتری استخراج و سپس واکنش  pOptiVECوکتور 

 شده انجام گردید.
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 .pOptiVECمواد مورد نیاز جهت انجام واکنش هضم آنزیمی وکتور  -53-2 جدول

 مقادیر نام ماده ردیف

1 Template (70 ng/µL) (µg 7/0 )µL 10 

2 EcoRV (10 U/µL) µL 5/0 

3 10X Buffer R (with BSA) µL 2 

4 O2dH µL 5/7 

 µL 20 حجم نهایی

 

 قرار گرفت. C 37°ساعت در دمای  16به مدت  53-2ی شماره ویال حاوی مواد ذکر شده در جدول

 

 EcoRVشده با آنزیم خطی pOptiVECسازی وکتور خالص

 High Pureشده از آنزیم و بافر واکنش هضم آنزیمی، با استفاده از کیت خطی pOptiVEC تخلیص وکتور 

PCR Product Purification  از شرکتRoche  لود  %1صورت گرفت. سپس نمونه جهت بررسی بر روی ژل آگارز

 .گردید

 

 شدهخطی pOptiVECواکنش دفسفریلاسیون وکتور 

-DPO-LoxP-IRES-EGFPی سازی قطعهبه منظور همسانه EcoRVباتوجه به در نظر گرفتن تک آنزیم 

IRES-LoxP  در وکتورpOptiVEC،  جهت جلوگیری از اتصال دو سر وکتور حین واکنش الحاق، دفسفریلاسیون

 با شرایط زیر صورت گرفت. pOptiVECی شدهوکتور خطی
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 شده.خطی pOptiVECمواد مورد نیاز جهت انجام واکنش دفسفریلاسیون وکتور  -54-2 جدول

 مقادیر نام ماده ردیف

1 Template (100 ng/µL) (µg 1 )µL 10 

2 CIAP (1 U/µL) µL 1 

3 10X Dephosphorylation Buffer  µL 2 

4 O2dH µL 7 

 µL 20 حجم نهایی

 

 قرار گرفت. C 50°دقیقه در دمای  90به مدت  54-2ی شماره ویال حاوی مواد ذکر شده در جدول

 

 شدهخطی pOptiVECسازی محصول واکنش دفسفریلاسیون وکتور خالص

، محصول این واکنش تخلیص pOptiVECوکتور خطی  واکنش دفسفریلاسیونجهت حذف آنزیم و بافر 

بارگذاری شد. در نهایت وکتور جهت  %1شده به منظور بررسی بر روی ژل آگارز سازیی خالصگردید. سپس نمونه

 انجام واکنش الحاق آماده گردید.

 

 DPO-LoxP-IRES-EGFP-IRES-LoxPی و قطعه pOptiVECواکنش الحاق وکتور 

با در نظر گرفتن  DPO-LoxP-IRES-EGFP-IRES-LoxPی و قطعه pOptiVECواکنش الحاق وکتور 

 ها، طبق شرایط زیر گذاشته شد.غلظت مشاهده شده این قطعات بر روی ژل آگارز و سایز آن
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-DPO-LoxP-IRES ی و قطعه pOptiVECمواد مورد نیاز جهت انجام واکنش الحاق وکتور  -055-2 جدول
EGFP-IRES-LoxP. 

 مقادیر نام ماده ردیف

1 Vector (4383 bp) µL 4 

2 Insert (2134 bp) µL 3 

3 T4 DNA Ligase (5 U/µL) µL 1 

4 10X T4 DNA Ligase Buffer µL 2 

5 O2dH µL 10 

 µL 20 حجم نهایی

 

 قرار گرفت. C 16°ساعت در دمای  16به مدت  55-2ی شماره ویال حاوی مواد ذکر شده در جدول

 

 pOptiVEC-DLIGLی باکتری حاوی وکتور تهیه

 طبق مراحل زیر صورت گرفت. pOptiVEC-DLIGLسازی باکتری حاوی وکتور ، تایید و ذخیرهتهیه

 

 pOptiVEC-DLIGLترنسفورماسیون وکتور 

-DPO-LoxP-IRES-EGFP-IRESی و قطعه pOptiVECاز محصول واکنش الحاق وکتور  µL 15میزان 

LoxP  به باکتریE. coli ی سویهDH5α .ترنسفورم شد 
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 Colony PCRدر باکتری با استفاده از روش  pOptiVEC-DLIGLتایید حضور وکتور 

با  Colony PCRواکنش  ،Templateی های رشد کرده بر روی پلیت، پس از تهیهبه منظور تایید کلون

 شته شد.شرایط زیر گذا

 

در  pOptiVEC-DLIGLحضور وکتور  دییجهت تا Colony PCRدر واکنش مواد مورد نیاز  -56-2 جدول

 ی.باکتر

 مقادیر نام ماده ردیف

1 Template µL 2 

2 F DPO/DHFR (NgoMIV) (10 pmol) µL 5/0 

3 Rev Seq 3 (10 pmol) µL 5/0 

4 )2mM MgCl Taq 2x Master Mix Red (1.5 µL 5/12 

5 O2dH µL 5/9 

 µL 25 حجم نهایی

 

 ی.در باکتر pOptiVEC-DLIGLحضور وکتور  دییجهت تا Colony PCRواکنش  ییدما طیشرا -57-2 جدول

 تعداد تکرار زمان دما مرحله ردیف

 1 دقیقه DNA °C 94 5واسرشت اولیه  1

 ثانیه DNA °C 94 30واسرشت  2
35 

 ثانیه C 56 30° هااتصال پرایمر 3
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 ثانیه C 72 90° تکثیر  4

 1 دقیقه C 72 5° تکثیر نهایی 5

 

 بارگذاری شد. %1جهت بررسی بر روی ژل آگارز  PCRدر نهایت محصول واکنش 

 

 در باکتری با استفاده از روش هضم آنزیمی pOptiVEC-DLIGLتایید حضور وکتور 

، استخراج pOptiVECدر وکتور  DPO-LoxP-IRES-EGFP-IRES-LoxPی جهت تایید وجود قطعه

ها طبق انجام و سپس واکنش هضم آنزیمی بر روی نمونه Colony PCRهای مثبت واکنش پلاسمید از کلون

سازی شده و تایید درج ی همسانهبه ترتیب به منظور بررسی جهت قطعه EcoRVو  XhoIشرایط زیر با دو آنزیم 

 کامل آن صورت گرفت.

 

 pOptiVEC-DLIGLحضور وکتور  دییتا به منظور یمیواکنش هضم آنزمواد مورد نیاز جهت انجام  -58-2 جدول

 ی.در باکتر

 مقادیر نام ماده ردیف

1 Vector (120 ng/µL) (µg 6/0 )µL 5 

2 XhoI (10 U/µL) µL 5/0 

3 10X Buffer R (with BSA) µL 2 

4 O2dH µL 5/12 

 µL 20 حجم نهایی
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 pOptiVEC-DLIGLحضور وکتور  دییتا به منظور یمیواکنش هضم آنزمواد مورد نیاز جهت انجام  -59-2 جدول

 ی.در باکتر

 مقادیر نام ماده ردیف

1 Vector (120 ng/µL) (µg 6/0 )µL 5 

2 EcoRV (10 U/µL) µL 5/0 

3 10X Buffer R (with BSA) µL 2 

4 O2dH µL 5/12 

 µL20 حجم نهایی

 

 C 37°ساعت در دمای  4به مدت  59-2و  58-2ی شماره های حاوی مواد ذکر شده در جدولسپس ویال

 درصد بارگذاری شدند. 1های هضم آنزیمی جهت بررسی بر روی ژل آگارز قرار گرفت و سپس محصول واکنش

 

 pOptiVECدر وکتور  DPO-LoxP-IRES-EGFP-IRES-LoxPی تعیین توالی قطعه

و هضم آنزیمی  Colony PCR، دو کلونی که طی واکنش pOptiVEC-DLIGLاز باکتری حاوی وکتور 

های ذکر شده در جدول زیر به شرکت پیشگام ارسال تایید شدند، جهت تعیین توالی به روش سنگر با پرایمر

 گردید.
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در  DPO-LoxP-IRES-EGFP-IRES-LoxP یقطعه یتوال نییاستفاده شده جهت تع هایمریپرا -60-2 جدول

 .pOptiVECوکتور 

 نام پرایمر ردیف

1 F Pro CMV 

2 F Real EPO 

3 For Seq 3 

4 For Seq 6 

5 R IRES/EGFP 

6 Rev Seq 3 

 

 pOptiVEC-DLIGLشده دارای وکتور سازی کلون تاییدذخیره

ازی سیابی سنگر، ذخیرهاستفاده از روش توالیپس از بررسی صحت توالی سازه و عاری بودن آن از جهش با 

 هر دو کلون انجام شد.

 

در  EGFPو  LoxPهای به همراه توالیمراحل کلونینگ ژن داربی پوئتین آلفا  -2-5-2 1.6.1

 UCOEوکتور 

 DLIGLID-Blunt-TMpCRسازی وکتور آماده

های با استفاده از آنزیم تکثیر شده PCRسازی قطعات به منظور همسانه Zero Blunt PCR Cloningکیت 

 Darbepoetinکنند طراحی شده است. با توجه به اینکه جهت تکثیر توالی ایجاد می 52پلیمرازی که انتهای صاف

                                                 
52 Blunt 
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alfa ،LoxP ،IRES ،EGFP ،LoxP ،IRES ،DHFR  از آنزیمAQ90 گردد، این قطعه پس از واکنش استفاده می

PCR در وکتور ،pCR Blunt  که به عنوان وکتور حدواسط انتخاب گردید، وارد شد. در این پژوهش وکتور-TMpCR

Blunt های مذکور با نام حاوی توالیDLIGLID-Blunt-TMpCR  مورد استفاده قرار گرفته است. مراحل آماده

 باشد.سازی این وکتور به شرح زیر می

 

 

 .DLIGLID-Blunt-TMpCRوکتورتصویر شماتیک  -4-2 شکل

 

 pOptiVEC-DLIGLواکنش هضم آنزیمی وکتور 

، وکتور DPO-LoxP-IRES-EGFP-IRES-LoxP-IRES-DHFRی باتوجه به اینکه در تکثیر قطعه

pOptiVEC-DLIGL های غیراختصاصی در طی گردد، به منظور جلوگیری از ظهور باندبه عنوان الگو استفاده می
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که  SalIطبق شرایط زیر با آنزیم  pOptiVEC-DLIGLواکنش هضم آنزیمی بر روی وکتور  ، ابتداPCRواکنش 

در این وکتور دارای جایگاه  DPO-LoxP-IRES-EGFP-IRES-LoxP-IRES-DHFRی در دو طرف قطعه

 باشد، صورت گرفت. شناسایی و برش می

 

 هایحذف باند به منظور pOptiVEC-DLIGLوکتور  یمیواکنش هضم آنزمواد مورد نیاز جهت انجام  -61-2 جدول

 ی.راختصاصیغ

 مقادیر نام ماده ردیف

1 Template (133.3 ng/µL) (µg 1 )µL 5/7 

2 SalI (10 U/µL)  µL 1 

3 10X Buffer O (With BSA) µL 2 

4 O2dH µL 5/9 

 µL 20 حجم نهایی

 

قرار  C 37°ساعت در دمای  16به مدت  61-2ی شماره در نهایت ویال حاوی مواد ذکر شده در جدول

 درصد بارگذاری شد. 1گرفت و سپس محصول واکنش هضم آنزیمی جهت بررسی بر روی ژل آگارز 

 

 DPO-LoxP-IRES-EGFP-IRES-LoxP-IRES-DHFRی تکثیر قطعه

بر روی  PCR، واکنش DPO-LoxP-IRES-EGFP-IRES-LoxP-IRES-DHFRی به منظور تکثیر قطعه

  طبق شرایط زیر صورت گرفت. pOptiVEC-DLIGLول هضم آنزیمی وکتور محص
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-DPO-LoxP-IRES-EGFP-IRES-LoxPی جهت تکثیر قطعه PCRدر واکنش مواد مورد نیاز  -62-2 جدول
IRES-DHFR. 

 مقادیر نام ماده ردیف

1 Template  (µg 05/0 )µL 5/0 

2 F DPO/DHFR (NgoMIV) (10 pmol) µL 8/0 

3 R DPO/DHFR (NgoMIV)  (10 pmol) µL 8/0 

4 dNTP (10 mM) µL 8/0 

5 mM) (252 MgCl µL 3/0 

6 )2mM MgCl Buffer (20 AQ9010X  µL 5/2 

7 AQ90 High fidelity DNA Polymerase (2 U/µL)  µL 3/0 

8 O2dH µL 19 

 µL 25 حجم نهایی

 

-DPO-LoxP-IRES-EGFP-IRES-LoxPی جهت تکثیر قطعه PCRواکنش  ییدما طیشرا -63-2 جدول
IRES-DHFR. 

 تعداد تکرار زمان دما مرحله ردیف

 1 دقیقه DNA °C 95 5واسرشت اولیه  1

 ثانیه DNA °C 95 30واسرشت  2

 ثانیه C 63 30° هااتصال پرایمر 3 35

 دقیقه C 72 3° تکثیر  4

 1 دقیقه C 72 5° تکثیر نهایی 5
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 لود گردید. %1درنهایت محصول واکنش بر روی ژل آگارز 

 

شده با واکنش تکثیر DPO-LoxP-IRES-EGFP-IRES-LoxP-IRES-DHFRی سازی قطعهخالص

PCR از ژل آگارز 

-DPO-LoxP-IRESی تکثیر قطعه PCRهای غیراختصاصی ایجاد شده طی واکنش به منظور حذف باند

EGFP-IRES-LoxP-IRES-DHFR شده سازی شد. سپس محصول تخلیصمورد نظر از ژل آگارز خالص، باند

 بارگذاری گردید. %1جهت بررسی بر روی ژل آگارز 

 

 DHFR-IRES-LoxP-IRES-EGFP-IRES-LoxP-DPOی و قطعه Blunt-TMpCRواکنش الحاق وکتور 

 DHFR-IRES-LoxP-IRES-EGFP-IRES-LoxP-DPOی و قطعه Blunt-TMpCRواکنش الحاق وکتور 

و با در نظر گرفتن غلظت مشاهده شده این قطعات بر روی ژل آگارز و  طبق میزان ذکر شده در پروتکل وکتور

 ها، ، با شرایط زیر گذاشته شد.سایز آن

 

IRES-LoxP-DPO-ی و قطعه Blunt-TMpCRمواد مورد نیاز جهت انجام واکنش الحاق وکتور  -0-2 جدول
EGFP-IRES-LoxP-IRES-DHFR. 

 مقادیر نام ماده ردیف

1 Vector (3512 bp) µL 1 

2 Insert (3376 bp) µL 5 
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3 T4 DNA Ligase (5 U/µL) µL 1 

4 10X T4 DNA Ligase Buffer µL 2 

5 O2dH µL 1 

 µL 10 حجم نهایی

 

 قرار گرفت. C 25°ساعت در دمای  1به مدت  64-2ی شماره ویال حاوی مواد ذکر شده در جدول

 

 DLIGLID-Blunt-TMpCRتهیه باکتری حاوی وکتور 

 ، طبق مراحل زیر صورت گرفت.DLIGLID-Blunt-TMpCRسازی باکتری حاوی وکتور ، تایید و ذخیرهتهیه

 

 DLIGLID-Blunt-TMpCRترنسفورماسیون وکتور 

EGFP-IRES-LoxP-DPO-ی و قطعه Blunt-TMpCRتور از محصول واکنش الحاق وک µL 10میزان 

IRES-LoxP-IRES-DHFR  به باکتریE. coli   ی سویهDH5α .ترنسفورم شد 

 

 Colony PCRدر باکتری با استفاده از روش  DLIGLID-Blunt-TMpCRتایید حضور وکتور 

با  Colony PCRاکنش و ،Templateی های رشد کرده بر روی پلیت، پس از تهیهبه منظور تایید کلون

 شرایط زیر گذاشته شد.
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در   DLIGLID-Blunt-TMpCRحضور وکتور  دییجهت تا Colony PCRدر واکنش مواد مورد نیاز  -0-2 جدول

 ی.باکتر

 مقادیر نام ماده ردیف

1 Template µL 2 

2 F DPO/DHFR (NgoMIV) (1 0pmol) µL 5/0 

3 Rev Seq DPO (10 pmol) µL 5/0 

4 )2mM MgCl Taq 2x Master Mix Red (1.5 µL 5/12 

5 O2dH µL 5/9 

 µL 25 حجم نهایی

 

در   DLIGLID-Blunt-TMpCRحضور وکتور  دییجهت تا Colony PCRواکنش  ییدما طیشرا -66-2 جدول

 ی.باکتر

 تعداد تکرار زمان دما مرحله ردیف

 1 دقیقه DNA °C 94 5واسرشت اولیه  1

 ثانیه DNA °C 94 30واسرشت  2

 ثانیه C 56 30° هااتصال پرایمر 3 35

 ثانیه C 72 45° تکثیر 4

 1 دقیقه C 72 5° تکثیر نهایی 5

 

 بارگذاری شد. %1جهت بررسی بر روی ژل آگارز  PCRدرنهایت محصول واکنش 
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 هضم آنزیمیدر باکتری با استفاده از روش  DLIGLID-Blunt-TMpCRتایید حضور وکتور 

در وکتور  DHFR-IRES-LoxP-IRES-EGFP-IRES-LoxP-DPOی به منظور تایید وجود قطعه

Blunt-TMpCRهای مثبت واکنش ، استخراج پلاسمید از کلونColony PCR  انجام و سپس واکنش هضم آنزیمی

 ی مورد نظر صورت گرفت.ت تایید خروج کامل قطعهجه NgoMIVها، طبق شرایط زیر با آنزیم بر روی نمونه

 

Blunt-TMpCR-حضور وکتور  دییتا به منظور یمیواکنش هضم آنزمواد مورد نیاز جهت انجام  -67-2 جدول
DLIGLID ی.در باکتر 

 مقادیر نام ماده ردیف

1 Vector (120 ng/µL) (µg 6/0 )µL 5 

2 NgoMIV (10 U/µL) µL 5/0 

3 Buffer (10X) TMrCutSmart µL 2 

4 O2dH µL 5/12 

 µL 20 حجم نهایی

 

قرار گرفت  C 37°ساعت در دمای  4به مدت  67-2ی شماره در نهایت ویال حاوی مواد ذکر شده در جدول

 درصد بارگذاری شد. 1و سپس محصول واکنش هضم آنزیمی جهت بررسی، بر روی ژل آگارز 

 

  DLIGLID-Blunt-TMpCRوکتور  سازی کلون تاییده شده دارایذخیره

با استفاده از دو روش ذکر شده در باکتری، کلون  DLIGLID-Blunt-TMpCRپس از تایید حضور وکتور 

 سازی گردید. مورد نظر ذخیره
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 UCOE-DLIGLIDسازی وکتور آماده

، Darbepoetin alfa ،LoxP ،IRES ،EGFP ،LoxP ،IRESحاوی توالی  UCOEدر این پژوهش وکتور 

DHFR  با نامUCOE-DLIGLID سازی این وکتور به شرح زیر مورد استفاده قرار گرفته است. مراحل آماده

 باشد.می

 

 DLIGLID-Blunt-TMpCRواکنش هضم آنزیمی وکتور 

از وکتور  DHFR-IRES-LoxP-IRES-EGFP-IRES-LoxP-DPOی به منظور خارج کردن قطعه

DLIGLID-Blunt-TMpCRمی بر روی این وکتور با شرایط زیر گذاشته شد.، واکنش هضم آنزی 

 

به منظور خارج  DLIGLID-Blunt-TMpCRمواد مورد نیاز جهت انجام واکنش هضم آنزیمی وکتور  -0-2 جدول

 .DPO-LoxP-IRES-EGFP-IRES-LoxP-IRES-DHFRی کردن قطعه

 مقادیر نام ماده ردیف

1 Vector (254.2 ng/µL) (µg 3 )µL 8/11 

2 NgoMIV (10 U/µL) µL 1 

3 Buffer (10X) TMrCutSmart µL 2 

4 O2dH µL 2/5 

 µL 20 حجم نهایی
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قرار  C 37°ساعت در دمای  16به مدت  68-2ی شماره در نهایت ویال حاوی مواد ذکر شده در جدول

 درصد بارگذاری شد. 1گرفت و سپس محصول واکنش هضم آنزیمی جهت بررسی، بر روی ژل آگارز 

 

شده با آنزیم هضم DPO-LoxP-IRES-EGFP-IRES-LoxP-IRES-DHFRی سازی قطعهخالص

NgoMIV از ژل آگارز 

نزیم که طی واکنش هضم آنزیمی با آ DPO-LoxP-IRES-EGFP-IRES-LoxP-IRES-DHFRی قطعه

NgoMIV  از وکتورBlunt-TMpCR شده به سازی گردید. سپس محصول تخلیصخارج شد، از ژل آگارز خالص

 بارگذاری شد.  %1منظور بررسی بر روی ژل آگارز 

 

 UCOEواکنش هضم آنزیمی وکتور 

شده مطابق از باکتری استخراج و سپس واکنش هضم آنزیمی بر روی پلاسمید استخراج UCOEوکتور 

 یط زیر گذاشته شد.شرا

 

 .UCOEمواد مورد نیاز جهت انجام واکنش هضم آنزیمی وکتور  -69-2 جدول

 مقادیر نام ماده ردیف

1 Template (200 ng/µL) (µg 2 )µL 10 

2 NgoMIV (10 U/µL) µL 75/0 

3 Buffer (10X) TMrCutSmart µL 2 

4 O2dH µL 75/5 
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 µL 20 حجم نهایی

 

قرار گرفت.  C 37°ساعت در دمای  16به مدت  69-2ی شماره شده در جدول ویال حاوی مواد ذکر

 درصد بارگذاری گردید. 1درنهایت محصول واکنش هضم آنزیمی جهت بررسی، بر روی ژل آگارز 

 

 NgoMIVشده با آنزیم خطی UCOEسازی وکتور خالص

از آنزیم و بافر استفاده شده در واکنش هضم آنزیمی، با استفاده از کیت  UCOEی شدهتخلیص وکتور خطی

High Pure PCR Product Purification  از شرکتRoche  صورت گرفت. سپس نمونه جهت بررسی بر روی ژل

 .لود گردید %1آگارز 

 

 شدهخطی UCOEواکنش دفسفریلاسیون وکتور 

در وکتور  DPO-LoxP-IRES-EGFP-IRES-LoxP-IRES-DHFRی سازی قطعهباتوجه به اینکه همسانه

UCOE  با تک آنزیمNgoMIV  ،طراحی شده بود، به منظور جلوگیری از اتصال دو سر وکتور حین واکنش الحاق

 دفسفریلاسیون این وکتور با شرایط زیر صورت گرفت.

 

 شده.خطی UCOEمواد مورد نیاز جهت انجام واکنش دفسفریلاسیون وکتور  -70-2 جدول

 مقادیر نام ماده ردیف

1 Template (100 ng/µL) (µg 1 )µL 10 
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2 CIAP (1 U/µL) µL 1 

3 10X Dephosphorylation Buffer  µL 2 

4 O2dH µL 7 

 µL 20 حجم نهایی

 

 قرار گرفت. C 37°دقیقه در دمای  90به مدت  70-2ی شماره ویال حاوی مواد ذکر شده در جدول

 شدهخطی UCOEسازی محصول واکنش دفسفریلاسیون وکتور خالص

، محصول این UCOEوکتور خطی  به منظور حذف آنزیم و بافر استفاده شده در واکنش دفسفریلاسیون

 بارگذاری شد. %1شده جهت بررسی بر روی ژل آگارز سازیی خالصواکنش تخلیص گردید. سپس نمونه

 

 DPO-LoxP-IRES-EGFP-IRES-LoxP-IRES-DHFRی و قطعه UCOEواکنش الحاق وکتور 

با در  DPO-LoxP-IRES-EGFP-IRES-LoxP-IRES-DHFRی و قطعه UCOEواکنش الحاق وکتور 

 ها، طبق شرایط زیر گذاشته شد.نظر گرفتن غلظت مشاهده شده این قطعات بر روی ژل آگارز و سایز آن

 

-DPO-LoxP-IRES-EGFPی و قطعه UCOEمواد مورد نیاز جهت انجام واکنش الحاق وکتور  -71-2 جدول
IRES-LoxP-IRES-DHFR. 

 مقادیر نام ماده ردیف

1 Vector (10895 bp) µL 13 

2 Insert (3376 bp) µL 4 

3 T4 DNA Ligase (5 U/µL) µL 1 
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4 10X T4 DNA Ligase Buffer µL 2 

 µL 20 حجم نهایی

 

 قرار گرفت. C 16°ساعت در دمای  16به مدت  71-2ی شماره ویال حاوی مواد ذکر شده در جدول

 

 UCOE-DLIGLIDی باکتری حاوی وکتور تهیه

 ، طبق مراحل زیر صورت گرفت.UCOE-DLIGLIDسازی باکتری حاوی وکتور ، تایید و ذخیرهتهیه

 

 UCOE-DLIGLIDترنسفورماسیون وکتور 

-DPO-LoxP-IRES-EGFP-IRESی و قطعه UCOEحصول واکنش الحاق وکتور از م µL 15میزان 

LoxP-IRES-DHFR به باکتری ،E. coli ی سویهDH5α .ترنسفورم شد 

 

 Colony PCRدر باکتری با استفاده از روش  UCOE-DLIGLIDتایید حضور وکتور 

با  Colony PCRواکنش  ،Templateی های رشد کرده بر روی پلیت، پس از تهیهبه منظور تایید کلون

 شرایط زیر گذاشته شد.
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 ی.در باکتر UCOE-DLIGLIDحضور وکتور  دییجهت تا Colony PCRدر واکنش مواد مورد نیاز  -0-2 جدول

 مقادیر نام ماده ردیف

1 Template µL 2 

2 F Pro CMV (10 pmol) µL 5/0 

3 R Seq DPO (10 pmol) µL 5/0 

4 )2mM MgCl Taq 2x Master Mix Red (1.5 µL 5/12 

5 O2dH µL 5/9 

 µL 25 حجم نهایی

 

 ی.در باکتر UCOE-DLIGLIDحضور وکتور  دییجهت تا Colony PCRواکنش  ییدما طیشرا -73-2 جدول

 تعداد تکرار زمان دما مرحله ردیف

 1 دقیقه DNA °C 94 5واسرشت اولیه  1

 ثانیه DNA °C 94 30واسرشت  2

 ثانیه C 58 30° هااتصال پرایمر 3 35

 ثانیه C 72 30° تکثیر  4

 1 دقیقه C 72 5° تکثیر نهایی 5

 

 بارگذاری شد. %1جهت بررسی، بر روی ژل آگارز  PCRدرنهایت محصول واکنش 
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 هضم آنزیمیدر باکتری با استفاده از روش  UCOE-DLIGLIDتایید حضور وکتور 

در وکتور  DPO-LoxP-IRES-EGFP-IRES-LoxP-IRES-DHFRی تایید وجود قطعهبه منظور 

UCOEهای مثبت واکنش ، استخراج پلاسمید از کلونColony PCR  انجام و سپس واکنش هضم آنزیمی بر روی

سازی شده ی همسانهبه ترتیب به منظور بررسی جهت قطعه NgoMIV و NotIها، طبق شرایط زیر با آنزیم نمونه

 و تایید درج کامل آن صورت گرفت.

 

در  UCOE-DLIGLIDحضور وکتور  دییتا به منظور یمیواکنش هضم آنزمواد مورد نیاز جهت انجام  -74-2 جدول

 ی.باکتر

 مقادیر نام ماده ردیف

1 Vector (240 ng/µL) (µg 6/0 )µL 5/2 

2 NotI (10 U/µL) µL 5/0 

3 10X Buffer O (with BSA) µL 2 

4 O2dH µL 15 

 µL 20 حجم نهایی

 

 ی.در باکتر UCOE-DLIGLIDحضور وکتور  دییجهت تا یمیواکنش هضم آنز طیشرا -75-2 جدول

 مقادیر نام ماده ردیف

1 Vector (240 ng/µL) (µg 6/0 )µL 5/2 

2 NgoMIV (10 U/µL) µL 5/0 

3 Buffer (10X) TMrCutSmart µL 2 

4 O2dH µL 15 
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 µL 20 حجم نهایی

 

 C°ساعت در دمای  4به مدت  75-2و  74-2ی شماره های حاوی مواد ذکر شده در جدولدر نهایت ویال

 درصد بارگذاری شدند. 1قرار گرفتند و سپس محصول واکنش هضم آنزیمی جهت بررسی، بر روی ژل آگارز  37

 

 UCOEدر وکتور  DPO-LoxP-IRES-EGFP-IRES-LoxP-IRES-DHFRی تعیین توالی قطعه

و هضم آنزیمی تایید  Colony PCR، دو کلونی که طی واکنش UCOE-DLIGLIDاز باکتری حاوی وکتور 

 های ذکر شده در جدول زیر به شرکت پیشگام ارسال گردید.شدند، جهت تعیین توالی به روش سنگر با پرایمر

 

-DPO-LoxP-IRES-EGFP-IRES-LoxP یقطعه یتوال نییاستفاده شده جهت تع هایمریپرا -76-2 جدول
IRES-DHFR  در وکتورUCOE. 

 نام پرایمر ردیف

1 DR- F Seq 

2 F Real EPO 

3 F Seq DHFR 

4 For Seq 6 

5 R DPO/DHFR 

6 Rev IRES/EGFP 

7 Rev Seq 3 

8 Rev Seq DPO 
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 UCOE-DLIGLIDی دارای وکتور سازی کلون تایید شدهذخیره

ازی سیابی سنگر، ذخیرهعاری بودن آن از جهش با استفاده از روش توالیپس از بررسی صحت توالی سازه و 

 هر دو کلون انجام شد.

 

و   pOptiVEC- Darbepoetin alpha- LoxP- EGFP- LoxPهای انتقال سازه -3–5–2 1.6.2

UCOE- Darbepoetin alpha- LoxP- EGFP- LoxP -IRES-DHFR  به رده سلولی

CHO- DG44 

ی لاین سلولی پایدار و سپس به توضیح کامل ی مراحل انجام شده جهت تهیهخلاصهدر این بخش ابتدا به 

 پردازیم.هر کدام می

 نوترکیب به صورت پایدار CHO DG44ی لاین سلولی ی مراحل تهیهخلاصه

 باشد.ی لاین سلولی نوترکیب پایدار به شرح زیر میی مراحل انجام شده به منظور تهیهچکیده

جهت ترنسفکت به سلول  UCOE-DLIGLIDو  pOptiVEC-DLIGLهای تورسازی وکآماده . 1

CHO DG44 

 جهت انجام ترنسفکشن CHO DG44سازی سلول آماده . 2

 سازی آن و ذخیره CHO DG44در سلول  pOptiVEC-DLIGLتهیه لاین سلولی پایدار از وکتور  . 3

 سازی آن و ذخیره CHO DG44در سلول  UCOE-DLIGLIDتهیه لاین سلولی پایدار از وکتور  . 4
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 جهت انجام ترنسفکشن UCOE-DLIGLIDو  pOptiVEC-DLIGLهای سازی وکتورآماده

د. باشی حاوی ژن مورد نظر درون ژنوم سلول هدف ضروری میبه منظور تولید لاین سلولی پایدار، درج سازه

ی سازه، شانس درج آن را درون کردن وکتور، بدون ایجاد اختلال در ژن هدف و یا باقی عناصر موجود بر روخطی

-pOptiVECهای سازی و خطی کردن سازهدهد. در این بخش به مراحل آمادهژنوم سلول هدف افزایش می

DLIGL  وUCOE-DLIGLID  جهت ترنسکفت به سلولCHO DG44 پردازیم.می 

 

 pOptiVEC-DLIGLواکنش هضم آنزیمی وکتور 

، Rocheاز شرکت  High Pure Plasmid Isolationاز کیت  با استفاده pOptiVEC-DLIGLابتدا وکتور 

طبق پروتکل ذکر شده از باکتری استخراج گردید. سپس واکنش هضم آنزیمی بر روی پلاسمید، با شرایط زیر 

 صورت گرفت.

 

 .pOptiVEC-DLIGLمواد مورد نیاز جهت انجام واکنش هضم آنزیمی وکتور  -77-2 جدول

 مقادیر نام ماده ردیف

1 Vector (240 ng/µL) (µg 6 )µL 25 

2 PvuI (10 U/µL) µL 1 

3 r3.1 (10X) TMNEBuffer µL 5 

4 O2dH µL 19 

 µL 50 حجم نهایی
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قرار  C 37°در دمای  ساعت 16به مدت  77-2ی در نهایت ویال حاوی مواد ذکر شده در جدول شماره

 درصد بارگذاری شد. 1گرفت، سپس محصول واکنش هضم آنزیمی جهت بررسی، بر روی ژل آگارز 

 

 PvuIشده با آنزیم خطی pOptiVEC-DLIGLسازی وکتور خالص

از آنزیم و بافر استفاده شده در واکنش هضم آنزیمی، با استفاده  pOptiVEC-DLIGLتخلیص وکتور خطی 

صورت گرفت. سپس نمونه جهت بررسی، بر  Rocheاز شرکت  High Pure PCR Product Purificationاز کیت 

 .لود گردید %1روی ژل آگارز 

 

 UCOE-DLIGLIDواکنش هضم آنزیمی وکتور 

از باکتری  Rocheشرکت  High Pure Plasmid Isolationبا استفاده از کیت  UCOE-DLIGLIDوکتور 

 ط زیر بر روی این پلاسمید صورت گرفت.استخراج، سپس واکنش هضم آنزیمی با شرای

 

 .UCOE-DLIGLIDوکتور  یمیواکنش هضم آنزمواد مورد نیاز جهت انجام  -0-2 جدول

 مقادیر نام ماده ردیف

1 Vector (315.7 ng/µL)  (µg 3 )µL 5/9 

2 I-SceI (10 U/µL) µL 1 

3 Buffer (10X) TMrCutSmart µL 2 

4 O2dH µL 5/7 

 µL 50 حجم نهایی
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قرار  C 37°ساعت در دمای  16به مدت  78-2ی در نهایت ویال حاوی مواد ذکر شده در جدول شماره

 درصد بارگذاری شد. 1گرفت. سپس محصول واکنش هضم آنزیمی جهت بررسی، بر روی ژل آگارز 

 

 I-SceIشده با آنزیم خطی UCOE-DLIGLIDسازی وکتور خالص

از آنزیم و بافر استفاده شده در واکنش هضم آنزیمی، با  UCOE-DLIGLIDی شدهخطی تخلیص وکتور

صورت گرفت. سپس نمونه جهت  Rocheاز شرکت  High Pure PCR Product Purificationاستفاده از کیت 

 .لود گردید %1بررسی بر روی ژل آگارز 

 

 جهت انجام ترنسفکشن CHO DG44سازی سلول آماده

 دستیابی به و تا زمان ذوبرا  هاابتدا سلول ،CHO DG44ی آماده شده به سلول نتقال سازها به منظور

 DLIGL-pOptiVECی سپس ترنسکفت سازه. داده شدندپاساژ ، در حجم مناسب %95ی بالا 53مانیهدرصد زند

 ، طبق پروتکل ذکر شده انجام شد. mL 3در حجم  CHO DG44به سلول  UCOE-DLIGLIDی و سازه

 

 های نوترکیبغربالگری سلول

 DHFRی ژن کد کننده UCOE-DLIGLIDو  pOptiVEC-DLIGLی با توجه به اینکه در هر دو سازه

د هایی که وکتور مورهای نوترکیب از محیط کشت انتخابی، که تنها سلولوجود دارد، به منظور غربالگری سلول

                                                 
53 Viability 
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دارند، استفاده شده است. محیط انتخابی استفاده شده در این اند توانایی رشد در آن را نظر ما را دریافت کرده

های مذکور، در ترنسفکت شده با سازه CHO DG44های باشد. غربالگری سلولمی TMCD OptiCHOپژوهش 

تعویض محیط ، با در نظر گرفتن شرایط سلول، طبق پروتکل که در قسمتهای  روز یکبار 4تا  3مدت دو هفته هر 

  اشاره شده است، صورت گرفت.قبلی به آن 

 

 ی فریز سلولیو تهیه CHO DG44تایید درج سازه درون ژنوم سلول 

درون  های نوترکیب، تایید درج سازهاز سلول %90مانی بالای اولین مرحله پس از دستیابی به درصد زنده

طولانی مدت از لاین سلولی،  سازی و نگهداریباشد. درنهایت پس از تایید، به منظور ذخیرهژنوم سلول هدف می

و همچنین تهیه  CHO DG44ها درون ژنوم سلول گردد. در این بخش به مراحل تایید درج وکتورفریز تهیه می

 پردازیم.ها میفریز سلولی از آن

 

 EGFPبه کمک ارزیابی بیان ژن  CHO DG44در ژنوم سلول  pOptiVEC-DLIGLی تایید درج سازه

 وسکوپ فلورسنتبا استفاده از میکر

وجود داشته و درصورت درج این وکتور درون ژنوم سلول  EGFPی قطعه pOptiVEC-DLIGLی در سازه

CHO DG44 د. در شونهای هدف زیر میکروسکوپ فلورسنت به رنگ سبز دیده میو سنتز این پروتئین، سلول

با استفاده از این  pOptiVEC-DLIGLکتور های ترنسفکت شده با وی درج سازه، سلولابتدا به منظور تایید اولیه

 میکروسکوپ فلورسنت مشاهده شدند.
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 EGFPبه کمک ارزیابی بیان ژن  CHO DG44در ژنوم سلول  pOptiVEC-DLIGLی تایید درج سازه

 با استفاده از فلوسایتومتری

های ترنسفکت شده با این سازی شده و در سلولنیز همسانه EGFP، ژن pOptiVEC-DLIGLی در سازه

ها در ژنوم سلول و توان به منظور تایید درج وکتورگردد. از این ویژگی میسنتز می EGFPوکتور، پروتئین 

ها جهت سازی نمونهآماده ها استفاده نمود.همچنین اطمینان حاصل کردن از بیان این پروتئین در تمامی سلول

 م گرفت.انجام فلوسایتومتری به صورت زیر انجا

ترنسفکت نشده جهت استفاده به  CHO DG44های ابتدا لاین سلولی ترنسفکت شده و همچنین سلول .1 

 ها محاسبه گردید. مانی آنعنوان کنترل منفی، شمارش و درصد زنده

 انجام گرفت.ها متناسب با آندر محیط  mL/cell 610 × 2/0ها با چگالی اولیه تعویض محیط سلول .2 

 ها با استفاده از رنگ تریپان بلو شمارش شدند. روز، سلول 3پس از گذشت  .3 

 rpmدقیقه و با دور  5منتقل و سپس به مدت  Test Tubeسلول به  3/0 × 610تا  2/0 × 610میزان  .4 

 سانتریفیوژ گردید. 1500

طبق شرایط ذکر شده  Test Tubeحل و  54PBSاز  µL 500مایع رویی را دور ریخته و سپس رسوب در  .5 

 سانتریفیوژ شد. 4ی در مرحله

 حل گردید. PBSاز  µL 200مایع رویی را دور ریخته و رسوب در  .6 

 ها با استفاده از دستگاه فلوسایتومتری مورد بررسی قرار گرفتند.درنهایت سلول .7 

 

                                                 
54 Phosphate buffer saline 
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 در سطح ژنوم سلول pOptiVEC-DLIGLی تایید درج سازه

این لاین سلولی  DNA، ابتدا CHO DG44در ژنوم سلول  pOptiVEC-DLIGLبه منظور تایید درج وکتور 

استخراج گردید. سپس واکنش  Rocheاز شرکت  High Pure PCR Template Preparationبا استفاده از کیت 

PCR  بر رویDNA  استخراج شده از لاین سلولی وکتورpOptiVEC-DLIGL جهت تایید درج این وکتور در ،

 طبق شرایط زیر انجام گرفت. CHO DG44ژنوم سلول 

 

در ژنوم سلول  pOptiVEC-DLIGLی درج سازه دییجهت تا PCRدر واکنش مواد مورد نیاز  -79-2 جدول

CHO DG44. 

 مقادیر نام ماده ردیف

1 Template (66 ng/µL) (µg 2/0 )µL 3 

2 F Real DPO (10 pmol) µL 5/0 

3 R Real DPO (10 pmol) µL 5/0 

4 )2mM MgCl 2x Master Mix Red (1.5 Taq µL 5/12 

5 O2dH µL 5/8 

 µL 25 حجم نهایی

 

 CHOدر ژنوم سلول  pOptiVEC-DLIGL یدرج سازه دییجهت تا PCRواکنش شرایط دمایی  -80-2 جدول
DG44. 

 تعداد تکرار زمان دما مرحله ردیف

 1 دقیقه DNA °C 94 5واسرشت اولیه  1

 35 ثانیه DNA °C 94 45واسرشت  2
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 ثانیه C 58 30° هااتصال پرایمر 3

 ثانیه C 72 30° تکثیر  4

 1 دقیقه C 72 3° تکثیر نهایی 5

 

 بارگذاری شد. %1جهت بررسی بر روی ژل آگارز  PCRدرنهایت محصول واکنش 

 

با  EGFPبه کمک ارزیابی بیان ژن  CHO DG44در ژنوم سلول  UCOE-DLIGLIDی تایید درج سازه

 استفاده از میکروسکوپ فلورسنت

باشد. به همین دلیل جهت تایید اولیه درج سازه درون می EGFPدارای ژن  UCOE-DLIGLIDوکتور 

 ها با استفاده از میکروسکوپ فلورسنت بررسی شدند.ژنوم سلول هدف، سلول

 

با  EGFPن ژن به کمک ارزیابی بیا CHO DG44در ژنوم سلول  UCOE-DLIGLIDی تایید درج سازه

 فلوسایتومتریاستفاده از 

های ترنسفکت شده با این سازی شده و در سلولنیز همسانه EGFP، ژن UCOE-DLIGLIDی در سازه

ها در ژنوم سلول و توان به منظور تایید درج وکتورگردد. از این ویژگی میسنتز می EGFPوکتور، پروتئین 

ها جهت سازی نمونهها استفاده نمود. آمادهن پروتئین در تمامی سلولهمچنین اطمینان حاصل کردن از بیان ای

 انجام تست فلوسایتومتری صورت گرفت.
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 سطح ژنوم سلولدر  UCOE-DLIGLIDی تایید درج سازه

این لاین سلولی  DNA، ابتدا CHO DG44در ژنوم سلول  UCOE-DLIGLIDبه منظور تایید درج وکتور 

استخراج گردید. سپس  Rocheاز شرکت  High Pure PCR Template Preparationبه استفاده از کیت از کیت 

 استخراج شده گذاشته شد. DNAطبق شرایط زیر بر روی  PCRواکنش 

 

 CHOدر ژنوم سلول  UCOE-DLIGLIDی درج سازه دییجهت تا PCRدر واکنش مواد مورد نیاز  -81-2 جدول
DG44. 

 مقادیر نام ماده ردیف

1 Template (66 ng/µL) (µg 2/0 )µL 3 

2 F Real DPO (10 pmol) µL 5/0 

3 R Real DPO (10 pmol) µL 5/0 

4 )2mM MgCl Taq 2x Master Mix Red (1.5 µL 5/12 

5 O2dH µL 5/8 

 µL 25 حجم نهایی

 

 CHOدر ژنوم سلول  UCOE-DLIGLID یدرج سازه دییجهت تا PCRواکنش  ییدما طیشرا -82-2 جدول
DG44. 

 تعداد تکرار زمان دما مرحله ردیف

 1 دقیقه DNA °C 94 5واسرشت اولیه  1

 ثانیه DNA °C 94 45واسرشت  2
35 

 ثانیه C 58 30° هااتصال پرایمر 3
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 ثانیه C 72 30° تکثیر  4

 1 دقیقه C 72 3° تکثیر نهایی 5

 

 بارگذاری شد. %1جهت بررسی بر روی ژل آگارز  PCRدرنهایت محصول واکنش 

 

 UCOE-DLIGLIDو  pOptiVEC-DLIGLی فریز از دو لاین سلولی تهیه

سازی و نگهداری طولانی مدت، ، به منظور ذخیرهCHO DG44ها درون ژنوم سلول پس از تایید درج سازه

 تهیه گردید.از هر دو لاین سلولی طبق مراحل زیر فریز 

 

 FACSها با استفاده از روش جداسازی سلول -2-5-4

 limitingهایی همانند نسبت به روش FACSهای مورد نظر با استفاده از روش  بطورکلی جداسازی سلول

dilution باشد. در و یا جداسازی با استفاده از میکروسکوپ، راهی سریع و ایمن جهت رسیدن به هدف نهایی می

پوئتین آلفا پس از توالی ژن داربی IRESبا استفاده از  EGFPتوالی ژن  ی ساخته شده در این پژوهش،هاسازه

قرار داشته، با بررسی میزان بیان  CMVسازی شده است. باتوجه به اینکه هر دو ژن تحت یک پروموتر همسانه

سلولی  توان به لایناند، میسنتز کردههایی که این پروتئین را به میزان بیشتری و جداسازی سلول EGFPپروتئین 

 پوئتین آلفا دست پیدا نمود.دارای بیان بالاتری از پروتئین داربی

در دو لاین  EGFPهای دارای بیان بالای پروتئین در این بخش به مراحل انجام شده جهت جداسازی سلول

 دازیم.پرمی FACSبا استفاده از روش  UCOE-DLIGLIDو  pOptiVEC-DLIGLسلولی 
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 FACSها با استفاده از روش ی جداسازی سلولخلاصه

با استفاده از روش  EGFPهای دارای بیان بالا از ژن ی مراحل انجام شده به منظور جداسازی سلولچکیده

FACS باشد.به شرح زیر می 

 Cloningی محیط کشت تهیه . 1

 FACSبا استفاده از روش  EGFPدارای بیان بالا از ژن  pOptiVEC-DLIGLهای جداسازی سلول . 2

 شدهجداسازی pOptiVEC-DLIGLهای ی فریز از سلولکشت و تهیه . 3

 FACSبا استفاده از روش  EGFPدارای بیان بالا از ژن  UCOE-DLIGLIDهای جداسازی سلول . 4

 شدهجداسازی UCOE-DLIGLIDهای ی فریز از سلولکشت و تهیه . 5

 

 Cloningسازی محیط کشت آماده

ها متفاوت از شرایط ، شرایط نگهداری و تعداد سلولFACSدر طی فرایند جداسازی با استفاده از روش 

های سلول و جلوگیری از وارد شدن هرگونه آل بوده، به همین جهت به محیطی غنی برای تامین انواع نیازایده

ده و با توجه به مواد غنی موجود از لحاظ ترکیبات کاملا مشخص بو Cloningشوک به آن نیاز است. محیط کشت 

گردد. مواد مورد نیاز جهت در آن، به منظور بهبود شرایط سلول پس از فرایند جداسازی از این محیط استفاده می

 ذکر شده است. 72-2ی ها در جدول شمارهو مقادیر آن Cloningمحیط کشت  mL 100ی تهیه

 

 ها.و مقادیر آن Cloningمحیط کشت  mL 100ی تهیه جهت ازیمواد مورد ن -83-2 جدول

 میزان مورد نیاز نام ماده ردیف

1 Medium TMCD FortiCHO mL 86 
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2 L-glutamin (200 mM) mL 3 

3 Conditional medium mL 10 

4 supplement (100X) 55HT mL 1 

 

 پردازیم.می HTو همچنین محلول   Conditionalی محیط در ادامه به مراحل انجام شده جهت تهیه

 

 Conditionalی محیط تهیه

 باشد.به شرح زیر می Conditionalی محیط کشت مراحل انجام شده به منظور تهیه

سازی که ژنی در آن همسانه pOptiVECترنسکفت شده با وکتور  CHO DG44ابتدا ویال حاوی سلول  .1 

 ذوب گردید. CD TMOptiCHOنشده در محیط کامل 

، براساس شرایط سلول، پاساژ و یا تعویض محیط صورت %95مانی بالای به درصد زندهتا زمان دستیابی  .2 

 گرفت. 

 × mL/cell610ی ها با چگالی اولیه، تعویض محیط سلول%95مانی بالای پس از دستیابی به درصد زنده .3 

 صورت گرفت. mL 100در ارلن با حجم  TMCD OptiCHOمحیط کشت کامل  mL 30در  3/0

دقیقه با دور  20منتقل و به مدت  mL 50روز محیط کشت حاوی سلول به فالکون  5پس از گذشت  .4 

rpm 4000 .سانتریفیوژ گردید 

 ، عبور داده شد.µm 2/0منتقل و از فیلتر  mL 50محیط رویی به فالکون  .5 

                                                 
55 Hypoxanthine thymidine  
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 سازی گردید.ذخیره -C 70°منتقل و سپس در فریزر  mL 15محیط فیلتر شده به چند فالکون  .6 

 

 X100با غلظت  HTی محلول تهیه

 mL 10ی ی هیپوگزانتین و تیمیدین به صورت پودر در دسترس بود، تهیهباتوجه به اینکه هر دو ماده

 محلول از این دو ماده طبق مراحل زیر صورت گرفت.

 mL 15 از تیمیدین با استفاده از ترازو وزن و به فالکون mg 8/3از پودر هیپوگزانتین و  mg 6/13میزان  .1 

 منتقل گردید.

آب مقطر به فالکون اضافه و سپس فالکون به آرامی تکان داده شد تا هر دو ماده در آب  mL 10میزان  .2 

 حل گردند.

 10به منظور حل شدن کامل پودر هیپوگزانتین و تیمیدین در آب مقطر، فالکون حاوی محلول به مدت  .3 

 قرار گرفت. C 70°دقیقه در دمای 

 منتقل گردید. mL 5/1های عبور داده و سپس به ویال µm 2/0ر محلول را از فیلت .4 

 منتقل شد. -C 20°به فریزر  HTویال حاوی محلول  .5 

 

 هاو کشت آن FACSبا استفاده از روش  pOptiVEC-DLIGLهای جداسازی سلول

ها، طبق مراحل و همچنین کشت آن FACSبا استفاده از روش  pOptiVEC-DLIGLهای جداسازی سلول

 یر صورت گرفت.ز
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 جهت جداسازی pOptiVEC-DLIGLهای سازی سلولآماده

 EGFPهای دارای بیان بالا از ژن جهت فرایند جداسازی سلول pOptiVEC-DLIGL هایسازی سلولآماده

 ، طبق مراحل زیر انجام شد.FACSبا استفاده از روش 

به منظور کشت و جداسازی و همچنین یک ویال  pOptiVEC-DLIGLابتدا ویال حاوی سلول هتروژن  . 1

ی کنترل، در محیط سازی نشده به عنوان نمونهکه ژنی در آن همسانه pOptiVECاز لاین سلولی وکتور 

 ذوب گردید. TMCD OptiCHOکامل 

تعویض محیط ، %95مانی بالای پاساژ و یا تعویض محیط و دستیابی به درصد زنده 3تا  2پس از گذشت  . 2

طبق پروتکل  TMCD OptiCHOمحیط کامل  mL 6در  mL/cell610 × 2/0ی ها با چگالی اولیهسلول

 انجام شد.

محیط  mL 4ی ، میزان مواد مورد نیاز به منظور تهیه-ی براساس جدول شمارهدر روز جداسازی، ابتدا  . 3

با یکدیگر ترکیب شدند. فالکون حاوی محیط به منظور  mL 15محاسبه و در فالکون  Cloningکشت 

و رطوبت  2COدرصد  8، میزان C° 37دقیقه در انکوباتور با شرایط دمایی  20گرم شدن، حداقل به مدت 

 های جداسازی شده استفاده شد.آوری سلولاز این فالکون جهت جمع قرار گرفت. 85%

ها محاسبه گردید. پس از مانی آنلو شمارش و درصد زندهها با استفاده از رنگ تریپان بسپس سلول . 4

ها جهت انجام فرایند جداسازی، به بررسی وضعیت سلول و اطمینان حاصل کردن از شرایط مناسب آن

و  DLIGL-pOptiVEC، از لاین سلولی FACSی دستگاه سازی نمونه برای تنظیم اولیهمنظور آماده

دقیقه با دور  5منتقل و سپس به مدت  Test Tubeسلول به  3/0 × 610تا  2/0 × 610کنترل، میزان 

rpm 1200 .سانتریفیوژ گردید 

ی محیط کامل از پیش گرم شده µL 200در  Test Tubeمایع رویی را دور ریخته و رسوب سلولی هر  . 5

CD DG44 .حل گردید 
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منتقل و فالکون به  Lm 15سلول به فالکون  1 × 610ی اصلی، میزان سازی نمونهسپس به منظور آماده . 6

 سانتریفیوژ شد. rpm 1200دقیقه با دور  5مدت 

 CD DG44ی محیط کامل از پیش گرم شده mL 5/1مایع رویی را دور ریخته و سپس رسوب سلولی در  . 7

 حل گردید.

آماده گردید جهت جداسازی و حذف کلمپ سلولی از فیلتر  7ی محیط کشت حاوی سلول که در مرحله . 8

µm 30 .عبور داده شد 

 

 EGFPدارای بیان بالا از ژن  pOptiVEC-DLIGLهای جداسازی سلول

تهیه گردید تنظیم شد. به منظور حفظ  Test Tubeهای کنترلی که در در ابتدا دستگاه با استفاده از نمونه

تور و شرایط نامناسب ها زمان زیادی را خارج از انکوباشرایط مناسب سلول برای رشد و جلوگیری از اینکه سلول

 سلول به دستگاه داده شد. 1 × 610زیست سپری کنند، در هر سری جداسازی میزان 

 

 شدهجداسازی pOptiVEC-DLIGLهای ی فریز از سلولکشت و تهیه

پس از فرایند جداسازی، مراحل انجام شده تا زمان دستیابی به تعداد مناسب سلول به منظور کشت در 

 باشد.ها به شرح زیر میی فریز از آننین تهیهحجم بالاتر و همچ

 آوری شدند.جمع Cloningمحیط کشت  mL 4حاوی  mL 15ها در فالکون در هر سری جداسازی، سلول . 1

 سانتریفیوژ شد. rpm 1200دقیقه با دور  5های جداسازی شده، به مدت فالکون حاوی سلول . 2

 خانه منتقل گردید. 48حل و به ظرف  Cloningاز محیط  µL 200مایع رویی را دور ریخته و رسوب در  . 3
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 Invertوضعیت لاین سلولی پس از گذشت دو روز از زمان جداسازی با استفاده از میکروسکوپ نوری  . 4

 بررسی گردید.

بررسی و متناسب با آن، هر دو تا سه روز  Invertها روزانه با استفاده از میکروسکوپ نوری شرایط سلول . 5

انجام و در صورت لزوم به  Cloningعویض محیط و یا پاساژ با میزان مناسبی از محیط کشت یکبار ت

 های بزرگتری منتقل شدند.ظرف

خانه، شمارش و سپس به منظور حذف  6پس دستیابی به تعداد مناسبی سلول جهت کشت در ظرف  . 6

 صورت گرفت. TMCD OptiCHOها با محیط کامل ، تعویض محیط آنCloningمحیط 

 ها، فریز تهیه گردید.ها مورد نظر، به منظور نگهداری طولانی مدت آنپس از دستیابی به تعداد سلول . 7

 

 FACSبا استفاده از روش  UCOE-DLIGLIDهای جداسازی سلول

ها، طبق مراحل و همچنین کشت آن FACSبا استفاده از روش  UCOE-DLIGLIDهای جداسازی سلول

 زیر صورت گرفت.

 

 جهت جداسازی  UCOE-DLIGLIDهای سازی سلولآماده

 EGFPهای دارای بیان بالا از ژن جهت فرایند جداسازی سلول UCOE-DLIGLID هایسازی سلولآماده

 ، انجام گرفت.FACSبا استفاده از روش 
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 EGFPدارای بیان بالا از ژن  UCOE-DLIGLIDهای جداسازی سلول

تهیه گردید تنظیم شد. به منظور حفظ  Test Tubeهای کنترلی که در ابتدا دستگاه با استفاده از نمونه

ها زمان زیادی را خارج از انکوباتور و شرایط نامناسب شرایط مناسب سلول برای رشد و جلوگیری از اینکه سلول

 سلول به دستگاه داده شد. 1 × 610زیست سپری کنند، در هر سری جداسازی میزان 

 

 شدهجداسازی UCOE-DLIGLIDهای سلولی فریز از کشت و تهیه

، مراحل انجام شده به منظور دستیابی به تعداد مناسب FACSها با استفاده از روش پس از جداسازی سلول

 ها، انجام شد.ی فریز از آنسلول جهت کشت در حجم بالاتر و همچنین تهیه

 

 و پروتئین RNAبررسی بیان در سطح  -2-5-5

در  EGFPپوئتین آلفا و های انجام شده جهت تایید و بررسی بیان ژن داربیتستدر این بخش به مراحل 

-سطح ترانسکریپت و پروتئین و همچنین ارتباط سطح بیان این دو مولکول در شش لاین سلولی مورد نظر می

 های سلولی مورد بررسی ذکر شده است.پردازیم. در جدول زیر اسامی لاین

 

 ات شش لاین سلولی مورد بررسی در این پژوهش.اسامی و اطلاع -82-2جدول 

 ردیف
ی سلولی نام رده

 هتروژن 
 توالی درج شده در آن

سلول جداسازی شده با 

 FACSاستفاده از روش 

درصد 

 شدهجداسازی

pOptiVEC-DLIGL pOptiVEC-DLIGL 10% %10 
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1 DPO-LoxP-IRES-

EGFP-LoxP 
pOptiVEC-DLIGL 6% %6 

2 UCOE-DLIGLID 

DPO-LoxP-IRES-

EGFP-LoxP-IRES-

DHFR 

UCOE-DLIGLID 30% %30 

UCOE-DLIGLID 10% %10 

 

 

و پروتئین  RNAدر سطح  EGFPپوئتین آلفا و ی مراحل انجام شده به منظور بررسی بیان ژن داربیچکیده

 باشد.به شرح زیر می

-UCOEو  pOptiVEC-DLIGLی شدهبرداری از شش لاین سلولی هتروژن و جداسازینمونه . 1

DLIGLID 

 RNAپوئتین آلفا در سطح به منظور بررسی میزان بیان ژن داربی Real Time PCRانجام تست  . 2

 RNAدر سطح  EGFPبه منظور بررسی میزان بیان ژن  Real Time PCRانجام تست  . 3

 EGFPانجام تست فلوسایتومتری به منظور بررسی میزان سنتز پروتئین  . 4

 پوئتین آلفابه منظور بررسی میزان سنتز پروتئین داربی Western Blotانجام تست  . 5

 پوئتین آلفاانجام تست الایزا به منظور بررسی کمی میزان بیان پروتئین داربی . 6

 

 UCOE-DLIGLIDو  pOptiVEC-DLIGLهای سلولی برداری از لایننمونه

برداری از و پروتئین، نمونه RNAدر سطح  EGFPپوئتین آلفا و به منظور بررسی میزان بیان ژن داربی

چهار لاین و  UCOE-DLIGLIDو  pOptiVEC-DLIGLهتروژن  رسوب و محیط کشت سلولی در دو لاین
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-pOptiVEC-DLIGL 10% ،pOptiVEC-DLIGL 6% ،UCOE-DLIGLID 30% ،UCOE یشدهجداسازی

DLIGLID 10%.مطابق مراحل زیر  صورت گرفت ، 

-UCOEو  pOptiVEC-DLIGLی هر شش لاین سلولی هتروژن و جداسازی شدهابتدا یک ویال از  . 1

DLIGLID  در محیط  1-3-2-4-2به منظور کشت و برداشت نمونه، طبق مراحل ذکر شده در بخش

 ذوب گردید. TMCD OptiCHOکامل 

محیط تعویض ، %95مانی بالای پاساژ و یا تعویض محیط و دستیابی به درصد زنده 3تا  2پس از گذشت  . 2

طبق پروتکل کامل  TMCD OptiCHOمحیط mL 5در  mL/cell610 × 3/0ی ها با چگالی اولیهسلول

 انجام شد. 4-3-2-4-2بخش 

 انجام گرفت. 2-3-2-4-2روز، شمارش سلولی مطابق مراحل بخش  5پس از گذشت  . 3

سلول به  6 × 610و  3 × 610و پروتئین، به ترتیب میزان  RNAی نمونه جهت استخراج به منظور تهیه . 4

 منتقل گردید.  mL 15ها به فالکون و باقی سلول mL 5/1های ویال

 سانتریفیوژ شدند. rpm 2000دقیقه و با دور  5و فالکون حاوی سلول، به مدت  ویال . 5

 منتقل گردید. mL 5/1های مایع رویی رسوب ) محیط کشت سلول( به ویال . 6

 منتقل شد.  -C 70°ویال و فالکون حاوی رسوب سلولی متعلق به هر لاین، به فریزر  . 7

 منتقل شد.  -C 20°ویال حاوی محیط کشت سلول متعلق به هر لاین، به فریزر  . 8

 

 Real Time PCRتست 

گیرد. صورت می mRNAپس از تایید درج سازه درون ژنوم سلول هدف، بررسی بیان ژن مورد نظر در سطح 

-pOptiVECهای سلولی لاین cDNAهای سازی نمونهاین بخش ابتدا به مراحل انجام شده به منظور آمادهدر 

DLIGL  وUCOE-DLIGLID  و سپس شرایط تستReal Time PCR پردازیم.صورت گرفته می 
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 UCOE-DLIGLIDو  pOptiVEC-DLIGLهای سلولی از لاین RNAاستخراج 

و  UCOE-DLIGLIDو  pOptiVEC-DLIGLهتروژن  سلولی دو لاینی رسوب از نمونه RNAاستخراج 

، pOptiVEC-DLIGL 10% ،pOptiVEC-DLIGL 6% ،UCOE-DLIGLID 30% یشدهچهار لاین جداسازی

UCOE-DLIGLID 10% با استفاده از کیت ،NucleoSpin RNA  از شرکتMN .صورت گرفت 

 

 DNaseاده از آنزیم استخراج شده از سلول با استف RNAهای تیمار نمونه

-استخراج شده از شش لاین سلولی هتروژن و جداسازی RNAهای موجود در نمونه DNAبه منظور حذف کامل 

طبق شرایط  DNaseها با استفاده از آنزیم ، تیمار این نمونهUCOE-DLIGLIDو  pOptiVEC-DLIGLی شده

 زیر انجام شد.

 

 .DNaseشده از شش لاین سلولی با آنزیم استخراج RNAهای نمونهمواد مورد نیاز جهت تیمار  -85-2 جدول

 مقادیر نام ماده ردیف

1 RNA µg 3 

2 DNase I (1 U/µL) µL 2 

3 210X Reaction Buffer with MgCl µL 2 

4 O2dH مابقی تا حجم µL 20 
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قرار گرفت، سپس  C 37°دقیقه در دمای  30به مدت  85-2ی ویال حاوی مواد ذکر شده در جدول شماره

 C°دمای دقیقه در  10به ویال اضافه و به مدت  EDTA 50 mM از µL 2سازی آنزیم، میزان به منظور غیرفعال

با استفاده از دستگاه  DNaseIشده با آنزیم تیمار RNAهای قرار داده شد. در نهایت کمیت و کیفیت نمونه 65

NanoDrop .مورد بررسی قرار گرفت 

 

 DNaseشده با آنزیم تیمار RNAهای از نمونه cDNAسنتز 

شده با تیمار RNAهای از نمونه cDNA، سنتز Real Time PCRواکنش  Templateی به منظور تهیه

با  UCOE-DLIGLIDو  pOptiVEC-DLIGLی شدهاز شش لاین سلولی هتروژن و جداسازی DNaseآنزیم 

طبق  Thermo Scientificاز شرکت  RevertAid H Minus Firs Strand cDNA Synthesisاستفاده از کیت 

 شرایط زیر صورت گرفت.

 

 شده شش لاین سلولی.تیمار RNAهای از نمونه cDNAمواد مورد نیاز در واکنش سنتز  -86-2 جدول

 مقادیر نام ماده ردیف

1 Treated RNA µg 1 

2 Oligo(dT) Primer (0.2 µg/µL) µL 1 

3 O2dH  حجممابقی تا µL 12 

 

قرار گرفت، سپس  C 65°دقیقه در دمای  5به مدت  86-2ی ویال حاوی مواد ذکر شده در جدول شماره

 آن اضافه گردید. به 87-2ی شمارهبر روی یخ منتقل و مواد جدول 
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 شده شش لاین سلولی.تیمار RNAهای از نمونه cDNAشده به واکنش سنتز مواد اضافه -87-2 جدول

 مقادیر ماده نام ردیف

4 5X Reaction Buffer µg 4 

5 RiboLock RNase Inhibitor (20 U/µL) µL 2 

6 10 mM dNTP Mix µL 1 

7 RevertAid H Minus M-MuLV Reverse Trascriptase (200 U/µL) µL 1 

 µL 20 حجم نهایی

 

 C°دقیقه در دمای  10و به منظور غیرفعال شدن آنزیم،  C 42°دقیقه در دمای  60سپس ویال به مدت 

 آماده شدند. Real Time PCRبه منظور استفاده در تست  cDNAی هاقرار گرفت. در نهایت نمونه 70

 

 ترانسکریپتپوئتین آلفا در سطح جهت بررسی بیان ژن داربی Real Time PCRتست 

ی شش لاین سلولی هتروژن و همچنین مقایسه RNAدر سطح  پوئتین آلفابه منظور بررسی بیان ژن داربی

های بر روی نمونه Real Time PCR، تستUCOE-DLIGLIDو  pOptiVEC-DLIGLی شدهو جداسازی

cDNA های اختصاصی ژن هدف و ژن ها با پرایمرشده از آن تهیهHousekeeping  مطابق شرایط زیر گذاشته

 شد.
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 پوئتین آلفا.بررسی میزان بیان ژن داربیجهت  Real Time PCRدر واکنش مورد نیاز مواد  -88-2 جدول

 مقادیر نام ماده ردیف

1 Template (ng 10 )µL 1 

2 F Real DPO (10 pmol) µL 5/0 

3 R Real DPO (10 pmol) µL 5/0 

4 RealQ Plus 2x Master Mix Green µL 5 

5 O2dH µL 13 

 µL 20 حجم نهایی

 

 پوئتین آلفا.بررسی میزان بیان ژن داربیجهت  Real Time PCRدر واکنش مواد مورد نیاز  -089-2 جدول

 مقادیر نام ماده ردیف

1 Template (ng 10 )µL 1 

2 F Real GAPDH (10 pmol) µL 5/0 

3 R Real GAPDH (10 pmol) µL 5/0 

4 RealQ Plus 2x Master Mix Green µL 5 

5 O2dH µL 13 

 µL 20 حجم نهایی

 

 پوئتین آلفا.بررسی میزان بیان ژن داربیجهت  Real Time PCRواکنش  ییدما طیشرا -90-2 جدول

 تعداد تکرار زمان دما مرحله ردیف

 1 دقیقه DNA °C 95 10واسرشت اولیه  1
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 ثانیه DNA °C 95 15واسرشت  2
40 

 دقیقه C 60 1° و تکثیر هااتصال پرایمر 3

 رسم نمودار دمای ذوب 4

°C 95 15 ثانیه 

1 
°C 60 1 دقیقه 

 ای دما هر بار به میزانافزایش مرحله

°C 3/0  تا دستیابی به دمای°C 95 
 ثانیه 15

 

 ترانسکریپتدر سطح  EGFPجهت بررسی بیان ژن  Real Time PCRتست 

ی شش لاین سلولی هتروژن و و همچنین مقایسه RNAدر سطح  EGFPبه منظور بررسی بیان ژن 

 cDNAهای بر روی نمونه Real Time PCR، تست UCOE-DLIGLIDو  pOptiVEC-DLIGLی شدهجداسازی

 مطابق شرایط زیر گذاشته شد. Housekeepingهای اختصاصی ژن هدف و ژن ها با پرایمرشده از آن تهیه

 

 .EGFPبررسی میزان بیان ژن جهت  Real Time PCRدر واکنش مواد مورد نیاز  -91-2 جدول

 مقادیر نام ماده ردیف

1 Template (ng 10 )µL 1 

2 F Real EGFP (10 pmol) µL 5/0 

3 R Real EGFP (10 pmol) µL 5/0 

4 RealQ Plus 2x Master Mix Green µL 5 

5 O2dH µL 13 

 µL 20 حجم نهایی
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 .EGFPبررسی میزان بیان ژن جهت  Real Time PCRدر واکنش مواد مورد نیاز  -92-2 جدول

 مقادیر نام ماده ردیف

1 Template (ng 10 )µL 1 

2 F Real GAPDH (10 pmol) µL 5/0 

3 R Real GAPDH (10 pmol) µL 5/0 

4 RealQ Plus 2x Master Mix Green µL 5 

5 O2dH µL 13 

 µL 20 حجم نهایی

 

 .EGFPبررسی میزان بیان ژن جهت  Real Time PCRواکنش  ییدما طیشرا -93-2 جدول

 تعداد تکرار زمان دما مرحله ردیف

 1 دقیقه DNA °C 95 10واسرشت اولیه  1

 ثانیه DNA °C 95 15واسرشت  2
40 

 دقیقه C 60 1° و تکثیر هااتصال پرایمر 3

 رسم نمودار دمای ذوب 4

°C 95 15 ثانیه 

1 
°C 60 1 دقیقه 

 ای دما هر بار به میزانافزایش مرحله

°C 3/0  تا دستیابی به دمای°C 95 
 ثانیه 15

 

 فلوسایتومتری آزمایش

چهار لاین و  UCOE-DLIGLIDو  pOptiVEC-DLIGLهتروژن  های دو لاینسازی نمونهآماده

-pOptiVEC-DLIGL 10% ،pOptiVEC-DLIGL 6% ،UCOE-DLIGLID 30% ،UCOE یشدهجداسازی
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DLIGLID 10% به منظور بررسی بیان ژن ،EGFP ها با استفاده از ی آندر سطح پروتئین و همچنین مقایسه

 فلوسایتومتری، صورت گرفت.

 

 وسترن بلاتینگ

ای پروتئین هپوئتین آلفا در سطح پروتئین، تست وسترن بلات بر روی نمونهبه منظور بررسی بیان ژن داربی

شده از رسوب سلولی و همچنین محیط کشت سلول صورت گرفت. در این بخش به مراحل انجام شده تخراجاس

چهار و  UCOE-DLIGLIDو  pOptiVEC-DLIGLهتروژن  های رسوب دو لاینجهت استخراج پروتئین از نمونه

، pOptiVEC-DLIGL 10% ،pOptiVEC-DLIGL 6% ،UCOE-DLIGLID 30% یشدهلاین جداسازی

UCOE-DLIGLID 10%شده و محیط کشت سلولی با استفاده از روش های استخراج، بررسی کیفیت پروتئین

SDS-PAGE پردازیم.شده میو همچنین شرایط تست وسترن بلات انجام 

 

 UCOE-DLIGLIDو  pOptiVEC-DLIGLهای استخراج پروتئین از رسوب سلولی لاین

 UCOE-DLIGLIDو  pOptiVEC-DLIGLهتروژن  دو لاین ی رسوب سلولیاستخراج پروتئین از نمونه

 pOptiVEC-DLIGL 10% ،pOptiVEC-DLIGL 6% ،UCOE-DLIGLID یشدهچهار لاین جداسازیو 

30% ،UCOE-DLIGLID 10% با استفاده از کیت ،Qproteom Mammalian Protein Prep  از شرکت

QIAGEN .صورت گرفت 

 UCOE-DLIGLIDو  pOptiVEC-DLIGLهای لاینهای محیط کشت سلولی تغلیظ نمونه

ی شدهاز هر شش لاین سلولی هتروژن و جداسازی آوری شدههای محیط کشت سلولی جمعتغلیظ نمونه

pOptiVEC-DLIGL  وUCOE-DLIGLID  با استفاده از فیلترkDa 10 .طبق مراحل زیر صورت گرفت 
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 gدقیقه، با دور  5مقطر بر روی آن اضافه و به مدت  کننده، آبسازی فیلتر تغلیظ ابتدا به منظور فعال . 1

 سانتریفیوژ شد. C 4°دمای  و 4500

ی هر لاین سلولی مطابق آوری شدههای محیط کشت جمعپس از خارج کردن آب مقطر از لوله، از نمونه . 2

لتر خارج و پس از ذوب شدن، بر روی فی -C 20°، یک ویال از فریزر 2-4-4-2شرایط ذکر شده در بخش 

 سانتریفیوژ صورت گرفت. 1ی منتقل گردید. سپس مطابق مرحله

 kDa 10های کوچکتر از شده بالای فیلتر، محیط کشت سلولی تغلیظ شده و فاقد پروتئینمحلول جمع . 3

 جدید منتقل شد.  mL 5/1باشد. این محلول به ویال می

 سانتریفیوژ انجام گرفت. 1ی مرحلهسازی فیلتر، آب مقطر به آن اضافه و مطابق به منظور غیرفعال . 4

به لوله اضافه و سپس  %20به منظور نگهداری طولانی مدت فیلتر، پس از خارج کردن آب مقطر، اتانول  . 5

 منتقل شد. C 4°به یخچال با دمای 

 UCOE-DLIGLIDو  pOptiVEC-DLIGLهای پروتئین استخراج شده نمونه SDS-PAGEتست 

ها ساختار فضایی چهارم خود را از دست داده و طی آن پروتئین روشی است که در SDS-PAGEتست 

صورت گرفته به منظور بررسی  SDS-PAGEگردند. مراحل تست براساس سایز مولکولی از یکدیگر تفکیک می

و  pOptiVEC-DLIGLی شدهکیفیت پروتئین استخراج شده از رسوب سلولی شش لاین هتروژن و جداسازی

UCOE-DLIGLIDهای قبل انجام شد.تکل ذکر شد در قسمت طبق پرو 
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و  pOptiVEC-DLIGLهای های محیط کشت سلولی تغلیظ شده لایننمونه SDS-PAGE آزمایش 

UCOE-DLIGLID 

به منظور بررسی کیفیت  SDS-PAGEپوئتین آلفا ترشحی بوده، تست با توجه به اینکه پروتئین داربی

و  pOptiVEC-DLIGLی شدهاز شش لاین هتروژن و جداسازیهای محیط کشت سلولی تغلیظ شده پروتئین

UCOE-DLIGLID .صورت گرفت 

استخراج  های پروتئیننمونهوسترن بلات در  پوئتین آلفا با استفاده از تستشناسایی پروتئین داربی

 شده

های مونهنپوئتین آلفا در سطح پروتئین، تست وسترن بلات بر روی به منظور بررسی میزان بیان ژن داربی

-UCOEو  pOptiVEC-DLIGLی شدهپروتئین استخراج شده از رسوب سلولی شش لاین هتروژن و جداسازی

DLIGLID .صورت گرفت 

شت سلولی محیط کهای نمونهوسترن بلات در  پوئتین آلفا با استفاده از تستشناسایی پروتئین داربی 

 تغلیظ شده

آلفا ترشحی بوده، تست وسترن بلات به منظور بررسی میزان بیان  پوئتینبا توجه به اینکه پروتئین داربی

ط های محیی شدت بیان، بر روی نمونهاین ژن در سطح پروتئین و ترشح آن به محیط کشت و همچنین مقایسه

 UCOE-DLIGLIDو  pOptiVEC-DLIGLی شدهکشت سلولی تغلیظ شده از شش لاین هتروژن و جداسازی

 صورت گرفت. mg/mL 5/48با غلظت 

 الایزا

-به منظور بررسی میزان پروتئین استخراج شده از سوپ و رسوب سلولی شش لاین هتروژن و جداسازی

های قبل واکنش الایزا طبق پروتکل ذکر شد در قسمت  UCOE-DLIGLIDو  pOptiVEC-DLIGLی شده

 انجام شد.
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 فصل سوم

نتایج   

  



161 
 

 و  pOptiVEC- Darbepoetin alphaهای ژنی ساخت سازهنتایج حاصل از  -3-1 1.1

UCOE- Darbepoetin alpha -IRES-DHFRها به داخل سلول و بررسی ، انتقال آن

 پوئتین آلفاداربیبیان 

 

 pOptiVECپوئتین آلفا در ناقل کلون سازی قطعه داربی–1–1–3 1.1.1

 pUC57پوئتین آلفا از ناقل واکنش برش آنزیمی توالی داربی

انجام  EcoRVو  XhoΙهای محدودالاثر به وسیله آنزیم pUC57پوئتین آلفا از ناقل داربیبرش آنزیمی قطعه 

گردد. نتایج حاصل از این واکنش خارج می 617bpپوئتین آلفا به طول ی داربیشد. پس از انجام این واکنش قطعه

 آمده است. 1-3در شکل
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30

00 bp 

 pUC57پوئتین آلفا از ناقل نتایج حاصل از برش آنزیمی داربی -1-3شکل

 GeneRuler™ 1 kb Plus DNA Ladder: نشانگر مولکولی 1ستون

 پوئتین آلفا(: محصول واکنش برش آنزیمی )قطعه داربی2ستون

 دایجست نشده pUC57: ناقل 3ستون
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 پوئتین آلفا  و استخراج  آن از ژلتخلیص قطعه داربی

و کل محصول  Loading Dyeمیکروتیوب حاصل از واکنش برش آنزیمی یکی شد. سپس  5محتویات 

هم مخلوط شدند. ران و برش باند مورد نظر از روی ژل انجام  با 6به  1ترتیب به نسبت واکنش برش آنزیمی به 

 High pure PCR product purification نظر از روی ژل توسط کیت سازی باند موردشد و در ادامه خالص

kit  .رصد بررسی د1بر روی ژل آگارز  نمونه تخلیص شده حاوی ژن مورد نظر است که برای تاییدانجام گرفت

جفت بازی نشان دهنده صحت مرحله  617قرارگیری تک باند محصول تخلیص شده در جایگاه درست  .گردید

کلون  pOptiVECدر ناقل بیانی  این محصولدر ادامه  باشد.غیر اختصاصی می تخلیص و حذف کامل باندهای

واکنش برش نشان داده شده است. 2-3پوئتین آلفا در شکل خواهد شد. نتیجه حاصل از تخلیص قطعه داربی

 pOptiVECآنزیمی وکتور 

 آلفا از ژلپوئتینحاصل از تخلیص قطعه داربینتیجه  -2-3شکل

 GeneRuler™ 1 kb Plus DNA Ladder: نشانگر مولکولی 1ستون

 پوئتین آلفا(: محصول واکنش برش آنزیمی )قطعه داربی2ستون
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تمامی  انجام شد. سپسکشت مایع  ناقلهای استوک شده حاوی این از باکتریبرای استخراج ناقل بیانی 

 High Pure Plasmid Isolation  با استفاده از کیتهای کشت داده شده استخراج پلاسمید از باکتری مراحل

Kit ناقل برش آنزیمی سرانجام  .گرفتانجامpOptiVEC  به وسیله دو آنزیمXhoΙ   وEcoRV  که قطعه داربی-

 High، انجام شد. و پس از شست و شو و حذف بافرهای اضافی با کیت کرده بودیم Digestها پوئتین آلفا را با آن

Pure PCR Product Purification Kit  مورد بررسی قرار گرفت. نتیجه حاصل از این واکنش  %1بر روی ژل آگارز

 آمده است. 3-3در شکل 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Colony PCRدر باکتری با استفاده از  pOptiVEC-Darbepoetinتائید ترنسفورماسیون ناقل نوترکیب  

Colony PCR کلون  11باشد. بر روی های ترنسفکت شده میبرای تائید نوترکیب بودن چند کلون از کلون

های گذاشته شد. نمونه R DHFR (ECORΙ) ،PCRو  F seq on pOptiVECهای با استفاده از دو پرایمر با نام

 pOptiVECناقل  یمیحاصل از برش آنز جهینت -3-3شکل

 GeneRuler™ 1 kb Plus DNA Ladder: نشانگر مولکولی 1ستون

 pOptiVEC: محصول واکنش برش آنزیمی ناقل 2ستون

 دایجست نشده pOptiVEC: ناقل 3ستون
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جهت ادامه مراحل تائیدی مورد  2و  1دو کلون شماره  درصد بررسی گردید.1حاصل از واکنش بر روی ژل آگارز 

 استفاده قرار گرفتند.

-3در شکل  Colony PCRهای نوترکیب با استفاده از نتایج حاصل از بررسی تائید ترنسفورماسیون کلون

 آمده است. 4

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

در باکتری با استفاده از برش  pOptiVEC-Darbepoetin alphaتائید ترنسفورماسیون ناقل نوترکیب 

 آنزیمی 

 High Pure Plasmid Isolationتایید شدند، با استفاده از PCRهایی که توسط واکنش کلوندو کلون از 

Kit  های کلونینگ، و سپس با آنزیم نداستخراج شدXhoΙ  وEcoRV  ها واکنش هضم آنزیمی انجام بر روی آن

 pOptiVEC-DPOبا ناقل  های ترنسفورم شدهبر روی کلون Colony PCRمحصول  -4-3شکل

 GeneRuler™ 1 kb Plus DNA Ladder: نشانگر مولکولی 1ستون

 pOptiVEC-Darbepoetinترنسفورم شده با ناقل  11تا  1های : کلون12تا  2ستون

 : کنترل منفی13ستون 
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جفت  617پوئتین آلفا با سایز قطعه خواهیم داشت، قطعه اول ژن داربی 2شد. در این واکنش پس از برش آنزیمی 

نتیجه بر روی ژل آگارز یک درصد بررسی جفت باز خواهد بود.  4308باز و قطعه دوم ناقل خطی شده به طول 

 (.5-3)شکل شد

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 pOptiVEC-Darbepoetin alphaتعیین توالی نوکلئوتیدهای سازه ژنی 

 سازه ژنیکه توالی برای اطمینان از این ناقل، بودن نوترکیب از اطمینان و آنزیمی برش واکنش انجام از بعد

pOptiVEC-Darbepoetin alpha لازم است تا تعیین  در طی مراحل مختلف دچار تغییر و جهش نشده باشد

-pOptiVECدارای سازه  یانتخاب هایکلون ونیترنسفورماس دیائت-5-3شکل
DPO یمیبرش آنز لهیبه وس 

 GeneRuler™ 1 kb Plus DNA Ladder: نشانگر مولکولی 1ستون

 (1: ناقل خطی شده به وسیله برش آنزیمی )کلون شماره2ستون

 (2: ناقل خطی شده به وسیله برش آنزیمی )کلون شماره 3ستون
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که بتوانند قطعه ژنی را بعد از   Reverseو  Forwardجهت انجام تعیین توالی به استفاده از پرایمرهای  گردد. توالی

ا پس هداریم. توالی و پرایمرها جهت سنتز به شرکت پیشگام ارسال شدند. تمامی خوانشخوانش پوشش دهند، نیاز 

 .ندمورد بررسی قرار گرفت NCBIاز بانک  Nucleotide Blastبرنامه  وو  CLC Genomicsاز دریافت با برنامه 

پوئتین آلفا را نشان نداد. پرایمرهای ارسال شده جهت گونه جهش در توالی ژن داربینتیجه به دست آمده هیچ

 آمده است. 1-3تعیین توالی در جدول 

 

 pOptiVEC-DPOهای نوترکیب دارای پرایمرهای استفاده شده جهت تعیین توالی کلون-1-3جدول

اتصالدمای  توالی پرایمر نام پرایمر ردیف  

1 
F Real 

EPO-FH 
 گراددرجه سانتی 60 ׳TGAGCACTGTAGCCTGAACG3׳5

2 
F seq on 

pOptiVEC 
 گراددرجه سانتی 60,4 ׳ACGGTGGGAGGTCTATATAAGCA3׳5

3 
Rev Seq 

DPO 
 گراددرجه سانتی 58,2 ׳ACCTCAGTCCAGACACGG3 ׳5

 

 CHO-DG44جهت ترنسفکشن به لاین سلولی  pOptiVEC-DPO  آماده سازی وکتور نوترکیب

 High Pure Plasmid Isolation Kitبا استفاده از کیت  pOptiVEC-Darbepoetin alphaاستخراج ناقل 

بر روی ژل آگارز  انجام و نتیجه PvuІІبا آنزیم  واکنش هضم آنزیمی برای خطی کردن ناقل نوترکیبانجام شد و 

 (.6-3)شکل بررسی شد
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 pOptiVEC-DPOمحصول استخراج پلاسمید و هضم آنزیمی  -6-3شکل

 GeneRuler™ 1 kb Plus DNA Ladder: نشانگر مولکولی 1ستون

 PvuІІ به وسیله برش آنزیمی با آنزیم pOptiVEC-DPO: ناقل نوترکیب خطی شده 2ستون

 pOptiVEC-DPO: محصول استخراج پلاسمید 3ستون
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1.1.2  

 UCOEدر ناقل بیانی  Darbepoetin alpha-IRES-DHFRکلون سازی قطعه  -3-1-2 1.1.3

 pUC57پوئتین آلفا از ناقل واکنش برش آنزیمی توالی داربی

High  توسط کیت DHFR-IRES-DPOحاوی قطعه سنتز شده  pUC57در ابتدا، استخراج پلاسمید 

Kit Isolation Plasmid Pure  شرکت ازRoche .های محدودالاثر برش آنزیمی به وسیله آنزیم انجام گرفتΙNhe 

و سپس توسط آنزیم   ΙNheمحدودالاثر  در دو مرحله انجام شد. برش اول ابتدا به وسیله آنزیم NgoMIVو 

NgoMIV  و پس از هرمرحلهClean up کیت باHigh Pure PCR Product Purification Kit  شد. پس از انجام

جفت باز خواهیم داشت.  1811و 2709قطعه با  2جفت باز و پس از برش دوم  4520برش با آنزیم اول قطعه با 

 .(8-3و  7-3)شکل جهت بررسی بیشتر برده شد %1روی ژل آگارز  هضم آنزیمیتمام محصول 
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 و استخراج

تخلیص 

قطعه 

Darbepoetin alpha-IRES-DHFR از ژل 

 یاز رو باند مورد نظر ،یمیدر مرحله برش آنز ضافها ندهایبه دست آوردن محصول خالص و حذف با یبرا

 Loading Dyeسپس  و ترکیب شد آماده واکنش برشی 3محصول  منظور نی. بددیگرد صیژل برش خورد و تخل

هم مخلوط شدند. ران و برش باند مورد نظر از  با 6به  1و کل محصول واکنش برش آنزیمی به ترتیب به نسبت 

 NheΙ به وسیله آنزیم  pUC57-DPO-IRES-DHFR نتیجه حاصل از هضم آنزیمی ناقل -7-3شکل

 GeneRuler™ 1 kb Plus DNA Ladder: نشانگر مولکولی 1ستون

 pUC57-Darbepoetin alpha-IRES-DHFR: محصول هضم آنزیمی 2ستون

 به وسیله آنزیم DHFR-IRES-DPO-pUC57نتیجه حاصل از هضم آنزیمی ناقل  -8-3شکل
NgoMIV 

 GeneRuler™ 1 kb Plus DNA Ladder: نشانگر مولکولی 1ستون
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 High pure PCR product نظر از روی ژل توسط کیت سازی باند موردروی ژل انجام شد و در ادامه خالص

purification kit  .که برای  باشدجفت باز می 1811با اندازه  نمونه تخلیص شده حاوی ژن موردانجام گرفت

 (.9-3شکل) درصد بررسی گردید1بر روی ژل آگارز  تایید

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 UCOEواکنش برش آنزیمی ناقل 

شد، سپس برش آنزیمی با آنزیم  Cleanupانجام و بعد  ΙNhe به وسیله آنزیم این ناقل بیانیاولین برش 

-3در شکل Clean upنتایج حاصل از این هضم آنزیمی قبل از  شد. Cleanupانجام و مجدد  NgoMIVوم یعنی د

 آورده شده است. 11-3در شکل  Clean upو نتایج حاصل از برش آنزیمی دوم پس از  10

 از ژل Darbepoetin alpha-IRES-DHFRقطعه  صیحاصل از تخل جهینت -9-3شکل

 GeneRuler™ 1 kb Plus DNA Ladder: نشانگر مولکولی 1ستون

 از ژل  Darbepoetin alpha-IRES-DHFR: محصول استخراج و تخلیص 2ستون
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 NheΙبا آنزیم  UCOEنتیجه حاصل از هضم آنزیمی ناقل  -10-3شکل

 GeneRuler™ 1 kb Plus DNA Ladder: نشانگر مولکولی 1ستون

 NheΙ، محصول هضم آنزیمی در مرحله اول با آنزیم UCOE: ناقل 2ستون

 UCOE: محصول استخراج پلاسمید 3ستون

 NgoMIV با آنزیم UCOEنتیجه حاصل از هضم آنزیمی ناقل  -11-3شکل

 GeneRuler™ 1 kb Plus DNA Ladder: نشانگر مولکولی 1ستون

  NgoMIV، محصول هضم آنزیمی در مرحله دوم با آنزیم UCOE: ناقل 2ستون
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 Colony PCRدر باکتری با استفاده از  pOptiVEC-Darbepoetinتائید ترنسفورماسیون ناقل نوترکیب 

Colony PCR کلون  11باشد. بر روی های ترنسفکت شده میبرای تائید نوترکیب بودن چند کلون از کلون

های گذاشته شد. نمونه R DHFR (ECORΙ) ،PCRو  F seq on pOptiVECهای ایمر با نامبا استفاده از دو پر

دو کلون جهت ادامه مراحل تائیدی مورد استفاده قرار  درصد بررسی گردید.1حاصل از واکنش بر روی ژل آگارز 

 گرفتند.

-3در شکل  Colony PCRهای نوترکیب با استفاده از نتایج حاصل از بررسی تائید ترنسفورماسیون کلون

 آمده است. 12

 

-UCOE-Darbepoetinترنسفورم شده با ناقل  هایکلون یبر رو Colony PCRمحصول  زیآنال -12-3شکل
IRES-DHFR 

 GeneRuler™ 1 kb Plus DNA Ladder: نشانگر مولکولی 1ستون

 UCOE-Darbepoetin-IRES-DHFRناقل ترنسفورم شده با  91تا  80های : کلون13تا  2ستون

 : کنترل منفی14ستون 
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با   UCOEنوترکیبدر ناقل بیانی Darbepoetin alpha-IRES-DHFR  تایید حضور توالی سازه ژنی

 استفاده از واکنش برش آنزیمی

 High Pure Plasmid Isolationتایید شدند، با استفاده از PCRهایی که توسط واکنش کلوندو کلون از 

Kit  و سپس با آنزیم نداستخراج شد ΙNOT ای مرحله 2ها واکنش هضم آنزیمی انجام شد. به دلیل بر روی آن

DPO-UCOE-جایگاه ژنی بر روی سازه  2که دارای  ΙNOTهای مرحله کلونینگ، آنزیم بودن استفاده از آنزیم

IRES-DHFR قطعه به سایز  3باشد جهت انجام این واکنش انتخاب شد. پس از برش آنزیمی با این آنزیم می

 (.13-3)شکل نتیجه بر روی ژل آگارز یک درصد بررسی شدجفت باز خواهیم داشت.  613و  3830، 8324

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

-UCOE-DPO-IRESی دارای سازه انتخاب هایکلون ونیترنسفورماس دیتائ -13-3شکل

DHFR با آنزیم  یمیبرش آنز لهیبه وسΙNOT  

 GeneRuler™ 1 kb Plus DNA Ladder: نشانگر مولکولی 1ستون

 باند به وسیله برش آنزیمی    3: ناقل خطی شده دارای 2ستون

 UCOE-Darbepoetin alpha-IRES-DHFR: محصول استخراج پلاسمید 3ستون
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 UCOE-Darbepoetin alpha-IRES-DHFRتعیین توالی نوکلئوتیدهای سازه ژنی 

 سازه ژنیکه توالی برای اطمینان از این ناقل، بودن نوترکیب از اطمینان و آنزیمی برش واکنش انجام از بعد

UCOE-Darbepoetin alpha-IRES-DHFR لازم  در طی مراحل مختلف دچار تغییر و جهش نشده باشد

که بتوانند   Reverseو  Forwardجهت انجام تعیین توالی به استفاده از پرایمرهای  است تا تعیین توالی گردد.

داریم. توالی و پرایمرها جهت سنتز به شرکت پیشگام ارسال شدند. قطعه ژنی را بعد از خوانش پوشش دهند، نیاز 

مورد  NCBIاز بانک  Nucleotide Blastبرنامه  و CLC Genomicsها پس از دریافت با برنامه تمامی خوانش

را  DHFRو  IRESپوئتین آلفا قطعه در توالی ژن داربی گونه جهشنتیجه به دست آمده هیچ .ندبررسی قرار گرفت

 آمده است. 2-3نشان نداد. پرایمرهای ارسال شده جهت تعیین توالی در جدول 

-UCOE-Darbepoetin alphaهای نوترکیب دارایپرایمرهای استفاده شده جهت تعیین توالی کلون-2-3جدول
IRES-DHFR 

 اتصالدمای  توالی پرایمر پرایمرنام  ردیف

1 
F Real 

EPO-FH 
 ׳TGAGCACTGTAGCCTGAACG 3 ׳5

60  

درجه 

 گراسانتی

2 
For Seq 3 

(800)-HJ 
 ׳GCAACTTCCTGAGGGGCAAG 3 ׳5

60,4  

 گراددرجه سانتی

3 
Rev Seq 

DPO 
 ׳ACCTCAGTCCAGACACGG 3 ׳5

58,2  

 گراددرجه سانتی

4 
For Seq 4 

(1472)-HJ 
 ׳GAGGTTAAAAAAACGTCTAGGCC 3 ׳5

58 

 گراددرجه سانتی
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5 
R DHFR 

(EcoRI) 

 CGGGAATTCGTTTTAGTCTTTCTTCTCG׳5

 ׳3

62,6 

 گراددرجه سانتی

 

 

جهت ترنسفکشن به لاین  UCOE-Darbepoetin alpha-IRES-DHFRآماده سازی ناقل نوترکیب 

 CHO-DG44سلولی 

 High Pure Plasmidبا استفاده از کیت  UCOE-Darbepoetin alpha-IRES-DHFRاستخراج ناقل 

Isolation Kit  با آنزیم  واکنش هضم آنزیمی برای خطی کردن ناقل نوترکیبانجام شد وIsceІ بر  انجام و نتیجه

 (.14-3)شکل روی ژل آگارز بررسی شد

 

 UCOE-DPO-IRES-DHFRسازه ژنی محصول استخراج پلاسمید و هضم آنزیمی  -14-3شکل

 GeneRuler™ 1 kb Plus DNA Ladder: نشانگر مولکولی 1ستون

 IsceІ به وسیله برش آنزیمی با آنزیم UCOE-DPO-IRES-DHFR: ناقل نوترکیب خطی شده 2ستون

 IsceІ به وسیله برش آنزیمی با آنزیم UCOE-DPO-IRES-DHFR: ناقل نوترکیب خطی شده 3ستون

 : محصول استخراج پلاسمید  4ستون
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-UCOEو   pOptiVEC-Darbepoetin alphaتایید درج ناقل بیانی نوترکیب  -1-3–3 1.1.4

Darbepoetin alpha-IRES-DHFR ی سلولی در ژنوم ردهCHO-DG44 

ی DNAبا استفاده از   PCRمحصولمشاهده باند مورد نظر در جایگاه صحیح و نیز عدم وجود این باند در 

کند. نتایج حاصل تایید می CHOهای سازه ژنی را در ژنوم سلول درجهای ترنسفکت نشده، استخراج شده از سلول

 .آمده است 15-3در شکل  CHO-DG44 هایسلول ژنوم دردو سازه نوترکیب درج  تایید جهت PCRاز 
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-UCOE-DPO و pOptiVEC-DPOهای ژنی جهت تائید درج توالی سازه PCRنتایج حاصل از  -15-3شکل
IRES-DHFR 

 GeneRuler™ 1 kb Plus DNA Ladder  :1ستون

-pOptiVEC ترنسفکت شده با ناقل CHOهای ی استخراج شده از سلولDNAبا استفاده از   PCRمحصول :2ستون
DPO (Pool1)  

-pOptiVEC با ناقلترنسفکت شده  CHOهای ی استخراج شده از سلولDNAبا استفاده از   PCRمحصول :3ستون
DPO (Pool2) 

-UCOE-DPO ترنسفکت شده با ناقل CHOهای ی استخراج شده از سلولDNAبا استفاده از   PCRمحصول :4ستون
IRES-DHFR (Pool1) 

-UCOE-DPO ترنسفکت شده با ناقل CHOهای ی استخراج شده از سلولDNAبا استفاده از   PCRمحصول :5ستون
IRES-DHFR (Pool2) 

 به عنوان کنترل مثبت UCOE-DPO-IRES-DHFRبر روی پلاسمید نوترکیب   PCRمحصول :6ستون

 شدهنترنسفکت  CHOهای ی استخراج شده از سلولDNAبا استفاده از   PCRمحصول :7ستون

 PCRکنترل منفی  :8ستون
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 در سطح ترنسکریپت و پروتئینبررسی بیان   –4–1–3 1.1.5

 Real-time PCRبررسی میزان بیان ژن در سطح ترنسکریپت با استفاده از 

 PCRبا استفاده از  سنتز شده cDNA تایید صحت

استخراج شده در  RNAاستخر سلولی به دست آمده با روش دستی انجام شد. غلظت  4از  RNAاستخراج 

 آمده است. 3-3جدول 

 

 های ترنسفکت شدهاستخراج شده از سلول RNAغلطت -3-3جدول

 نام نمونه ردیف
غلظت 

 )نانوگرم/میکرولیتر(

1 pOptiVEC-Darbepoetin alpha 
(Pool1) 

826 

2 pOptiVEC-Darbepoetin alpha 
(Pool2) 

889 

3 UCOE-Darbepoetin alpha-IRES-
DHFR (Pool1) 

1043 

4 UCOE-Darbepoetin alpha-IRES-
DHFR (Pool2) 

507 

 

 cDNAانجام شد و پس از آن سنتز  DNase Treatmentها واکنش روی تمام نمونه RNAپس از استخراج 

 cDNAتر انجام شد. برای بررسی دقیق RevertAid H Minus First Strand cDNA Synthesis kitبا کیت 

 Rev Seq DPOو  F Real EPOبا پرایمرهای  PCRواکنش  DNAاستخراج شده جهت نداشتن آلودگی به 

 (17-3و 16-3گذاشته شد. )شکل



180 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 PCRبا استفاده از  cDNAتائید سنتز  -16-3شکل

 GeneRuler™ 1 kb Plus DNA Ladder  :1ستون

UCOE-و  RT (DPO Pool1-UCOE+ هایروی نمونه PCRحصول م :4و 2ستون

DPO-Pool2) 

UCOE-و  RT (DPO Pool1-UCOE- هایروی نمونه PCR: محصول 5و3ستون

Pool2-DPO) 

 : کنترل منفی6ستون
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حاصل از  نتایج 

 qPCRترنسفکت شده توسط واکنش  CHO-DG44های پوئتین آلفا در سلولبررسی بیان ژن داربی

 qPCRگذاشته شد. آنالیز نتایج حاصل از  ی بدست آمدهcDNAبا استفاده از  Real- time PCRواکنش 

تر لاین به دست آمده پایین 4از بین  pOptiVEC-Darbepoetin alpha Pool2داد که بیان لاین سلولی نشان می

-UCOE-Darbepoetin alpha-IRES-DHFR Pool2 ،pOptiVECهای سلولی باشد و پس از آن بیان لاینمی

Darbepoetin alpha Pool1   وUCOE-Darbepoetin alpha-IRES-DHFR Pool1 ترتیب افزایش داشته  به

 آمده است. 1-3در نمودار  qPCRاست. نتایح حاصل 

 PCRبا استفاده از  cDNAتائید سنتز  -17-3شکل

 GeneRuler™ 1 kb Plus DNA Ladder  :1ستون

و  RT (DPO Pool2-pOptiVEC+ هایروی نمونه PCRحصول م :4و 2ستون

pOptiVEC-DPO Pool1) 

و  RT (DPO Pool2-pOptiVEC- هایروی نمونه PCR: محصول 5و3ستون

DPO Pool1-pOptiVEC) 

 : کنترل منفی6ستون
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 روش زا استفاده با سلولیو رسوب  سوپرناتانت در پوئتین آلفا موجودداربی پروتئین بررسی 1.1.6

SDS-PAGE  

ترنسفکت شده با ناقل  CHOهای پروتئین استخراج شده از سوپرناتانت و رسوب سلولی حاصل از سلول

ترنسفکت شده با ناقل بیانی نوترکیب  CHOهای سلولو  pOptiVEC-Darbepoetin alphaبیانی نوترکیب 

UCOE-Darbepoetin alpha-IRES-DHFR های همراه با سلولCHO-DG44 ها به ترنسفکت نشده با این ناقل

-SDSعنوان کنترل منفی و داروی اریتروپوئتین با نام تجاری سیناپوئتین به عنوان کنترل مثبت بر روی ژل 

PAGE های موجود در سوپرناتانت سلولی از فیلتر آمیکون استفاده شد. بارگذاری شدند. برای تغلیظ پروتئین

آمیزی گردید. بلو رنگدرصد بارگذاری گردید سپس با استفاده از کوماسیSDS-PAGE 12ها بر روی ژل هنمون

-SDSبری باندهای مورد نظر قابل مشاهده بودند. شدت رنگ و پهنای باندهای ظاهر شده بر روی ژل بعد از رنگ

PAGE شده دارای غلظتی مشابه با های استخراجی بارگذاری نشان دهنده این است که در هر ژل پروتئین

pOptiVEC-pool2 UCOE-pool2 pOptiVEC-pool1 UCOE-POOL1

Series1 1 8.876555777 10.55606329 49.35074641

1
8.876555777 10.55606329

49.35074641
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Real Time PCR result

 ترنسفکت شده CHO-DG44های پوئتین آلفا در سلولژن داربی mRNAمیزان بیان  نمودار-1-3نمودار
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ماده شده های آباشد. پس نمونهیکدیگرند. تفکیک باندها از یکدیگر نشان دهنده عدم تخریب یا دناتوره شدن می

 ن آلفاپوئتیداربی پروتئین بررسینتایج حاصل از  باشد.با همین غلظت برای استفاده در مراحل بعد مناسب می

 .آمده است 19-3و  18-3های در شکل SDS-PAGE روش از استفاده با لیسلو و رسوب سوپرناتانت در موجود

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

-SDSپوئتین آلفا موجود در سوپرناتانت سلولی با استفاده از روش پروتئین داربی بررسی -18-3شکل
PAGE 

 PageRuler Unstained Protein Ladder)نشانگر وزن مولکولی پروتئین ) :1ستون

 اریتروپوئتین)سیناپوئتین(:کنترل مثبت داروی 2ستون

 pOptiVEC-Darbepoetin Pool1 سوپرناتانت لاین سلولی :3ستون

 pOptiVEC-Darbepoetin pool2: سوپرناتانت لاین سلولی 5ستون

 UCOE-Darbepoetin alpha-IRES-DHFR Pool1:سوپرناتانت لاین سلولی 7ستون

 UCOE-Darbepoetin alpha-IRES-DHFR: سوپرناتانت لاین سلولی 9ستون

  ترنسفکت نشده CHO-DG44: سوپرناتانت لاین سلولی 10ستون
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 SDS-PAGEپوئتین آلفا موجود در رسوب سلولی با استفاده از روش پروتئین داربی بررسی-19-3شکل

 PageRuler Unstained Protein Ladder)نشانگر وزن مولکولی پروتئین ) :1ستون

 داروی اریتروپوئتین)سیناپوئتین( :کنترل مثبت2ستون

 pOptiVEC-Darbepoetin Pool1 لاین سلولی  رسوب سلولی :3ستون

 pOptiVEC-Darbepoetin pool2لاین سلولی  رسوب سلولی: 5ستون

 UCOE-Darbepoetin alpha-IRES-DHFR Pool1لاین سلولی  رسوب سلولی :7ستون

 UCOE-Darbepoetin alpha-IRES-DHFRلاین سلولی  سلولی رسوب: 9ستون

  ترنسفکت نشده CHO-DG44لاین سلولی  رسوب سلولی: 10ستون
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 وسترن بلاتینگ تکنیک از استفاده با پوئتین آلفاداربی بیان پروتئین بررسی 1.1.7

پس از  درصد بارگذاری گردید،SDS-PAGE 12بر روی ژل های آماده شده میکرولیتر از نمونه 20میزان 

بادی عنوان آنتیبه  4955-4297بادی مونوکلونال آنتی انتقال یافت. PVDFآن باندهای موجود در ژل به کاغذ 

ه قرار مورد استفادپوئتین آلفا داربیبرای شناسایی بادی ثانویه به عنوان آنتی A0545 کلونالبادی پلیاولیه و آنتی

-45در ناحیه  پوئتین آلفاداربیوزن مولکولی . تصویر آن گرفته شد GelDocدستگاه سپس با استفاده ازگرفت. 

عدم مشاهده باند مربوطه که در اینجا باندها در محل مورد نظر مشاهده گردید.  .کیلودالتون گزارش شده است 35

 تروپوئتینیارراستایی باند مورد نظر با باند نمونه پروتئین کنترل و داروی و هم در نمونه پروتئین کنترل منفی

نابراین از بیان بباشد. میپوئتین آلفا داربیباشد که باند مورد نظر مربوط به )کنترل مثبت( تصدیق کننده این می

 بیان پروتئین بررسی از حاصل نتایج. اطمینان حاصل گردید CHOهای توسط سلولو ترشح آن پوئتین آلفا داربی

 23-3و  22-3در شکل بلاتینگ وسترنتکنیک  از استفاده سلولی، با و رسوب سوپرناتانت درپوئتین آلفا داربی

 آمده است.

 

 

 

 

 

 

 

 



186 
 

 

 

 

 

پوئتین آلفا در سوپرناتانت سلولی با استفاده از بیان پروتئین داربی بررسی حاصل از جینتا -20-3شکل

 روش وسترن بلاتینگ

 (                                               (MagicMark™XP Western Protein Standardنشانگر وزن مولکولی پروتئین :  :1ستون

 کنترل مثبت )داروی سیناپوئتین( :2ستون

 pOptiVEC-Darbepoetin Pool1 سوپرناتانت لاین سلولی  :4ستون

 pOptiVEC-Darbepoetin Pool2 سوپرناتانت لاین سلولی  :5ستون

 UCOE-Darbepoetin alpha-IRES-DHFR Pool1سوپرناتانت لاین سلولی : 6ستون

 UCOE-Darbepoetin alpha-IRES-DHFR Pool2سوپرناتانت لاین سلولی  :7ستون

 ( ترنسفکت نشده CHO-DG44: کنترل منفی )سوپرناتانت سلول 8ستون

 دی پوئتین(: کنترل مثبت )داروی پی10ستون
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 پوئتین آلفا تولید شده با استفاده از تکنیک الایزابررسی میزان بیان پروتئین داربی 1.1.8

لولی های سوپرناتانت و رسوب سپوئتین آلفا پس از رقیق سازی نمونهبه منظور بررسی بیان پروتئین داربی

های خوانش استفاده از جذب نانومتر به دست آمد. منحنی استاندارد این خوانش با 450ها در جذب خوانش آن

 (.4-3( به دست آمد )نمودار 4-3های استاندارد )جدولشده نمونه

 های استانداردهاب خوانش شده برای نمونهجذب -4- 3جدول

 ردیف
غلظت 

 (mIU/mlاستاندارد )

تکرار 

 اول

تکرار  

 دوم
 میانگین

1 200 2,295 2,281 2,288 

2 100 1,577 1,848 1,7125 

 سلولی با استفاده از روش رسوبپوئتین آلفا در داربیبیان پروتئین  بررسی حاصل از جینتا-21-3شکل

 وسترن بلاتینگ

 (                                               (MagicMark™XP Western Protein Standardنشانگر وزن مولکولی پروتئین :  :1ستون

 کنترل مثبت )داروی سیناپوئتین( :2ستون

 pOptiVEC-Darbepoetin Pool1 لاین سلولی رسوب  :4ستون

 pOptiVEC-Darbepoetin Pool2 لاین سلولی  رسوب :6ستون

 ( ترنسفکت نشده CHO-DG44سوپرناتانت سلول : کنترل منفی )7ستون

 UCOE-Darbepoetin alpha-IRES-DHFR Pool2لاین سلولی  رسوب :8ستون

 UCOE-Darbepoetin alpha-IRES-DHFR Pool1لاین سلولی  رسوب: 10ستون
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3 50 1,034 1,024 1,029 

4 25 0,493 0,478 0,4855 

5 12,5 0,227 0,307 0,267 

6 6,25 0,203 0,21 0,2065 

7 3,13 0,2 0,188 0,194 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

رل های سلولی مورد مطالعه، کنتهای پروتئینی )پروتئین حاصل از ردهپوئتین آلفا در همه نمونهغلظت داربی

( Y=0.0113x + 0.2448منفی( موجود در گروه سوپرناتانت و رسوب سلولی با توجه به معادله خط به دست آمده )

y = 0.0113x + 0.2448
R² = 0.9412
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 استاندارد کیت الایزا هاینمونرسم شده از خوانش جذب استاندارد  یمنحن-1 -3نمودار
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ئین به دست آمده از نمونه سوپرناتانت سلولی حاوی محاسبه گردید. غلظت پروت 4-3از نمودار رسم شده شماره 

بسیار بالاتر از رده سلولی حاوی سازه نوترکیب  UCOE-Darbepoetin alpha-IRES-DHFRسازه نوترکیب 

pOptiVEC-Darbepoetin alpha های سلولی به دست آمده پوئتین آلفا در رسوب تمام ردهاست. غلظت داربی

 پوئتین آلفا موجود در سوپرناتانت سلولی، کنترل منفی وررسی میزان پروتئین داربیبرابر با صفر است. نتایج ب

 آمده است. 5-3و نمودار  5-3کنترل مثبت )داروی اریتروپوئتین( در جدول 

 

 پوئتین آلفا در سوپرناتانت سلولیمیزان پروتئین داربی-5 3جدول

 نام نمونه ردیف
میانگین 

 جذب

میزان بیان 

پروتئین 

(mIU/ml) 

1 

ترنسفکت شده با  CHO-DG44سوپرناتانت سلولی رده 

 ناقل بیانی

pOptiVEC-Darbepoetin alpha (Pool1) 

0,8165 25296 

2 

ترنسفکت شده با  CHO-DG44سوپرناتانت سلولی رده 

 ناقل بیانی

pOptiVEC-Darbepoetin alpha (Pool2) 

0,688 19610 

3 

ترنسفکت شده با  CHO-DG44سوپرناتانت سلولی رده 

 ناقل بیانی

UCOE-Darbepoetin alpha-IRES-DHFR 

(Pool1) 

1,381 100548 
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4 

ترنسفکت شده با  CHO-DG44سوپرناتانت سلولی رده 

 ناقل بیانی

UCOE-Darbepoetin alpha-IRES-DHFR 

(Pool2) 

1,139 79132 

 CHO-DG44 0,1345 0سوپرناتانت سلولی رده  5

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ا مربوط پوئتین آلفنتایج به دست آمده حاکی از آن است در بین چهار رده سلولی، کمترین میزان بیان داربی

و بیشترین بیان این پروتئین  pOptiVEC-Darbepoetin alphaبه استخر دوم سلولی ترنسفکت شده با ناقل بیانی 

-UCOE-Darbepoaetin alpha-IRESبرابر افزایش مربوط به استخر اول سلولی ترنسفکت شده با ناقل بیانی  5با 

DHFR .است 
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 های سلولی به دست آمدهپوئتین آلفا در ردهمیزان بیان پروتئین داربینمودار -2 -3نمودار
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-( بین میزان تولید داربی(P-value<0.05 اختلاف معنی دار  (ANOVA)نتایج حاصل از تجزیه واریانس 

 pOptiVEC-Darbepoetinو رده سلولی  UCOE-Drbepoetin alpha-IRES-DHFRپوئتین آلفا در رده سلولی 

alpha دهد. نتایج بررسی واریانس را نشان میANOVA  آمده است. باتوجه به نتایج این جدول  6-3در جدول

ود که تائید شپوئتین آلفا دیده میدار بین کمترین و بیشترین رده سلولی بیان کننده پروتئین داربیاختلاف معنی

 CHO-DG44در افزایش بیان ژن درج شده توسط این ناقل در رده سلولی  UCOEکننده تاثیرگذاری قطعه 

دار وجود دارد که معنینیز اختلاف  UCOE-DPOباشد. بین دو استخر سلولی ترنسفکت شده با ناقل بیانی می

ها و بیان بالاتر استخر سلولی شماره یک از این رده سلولی است. اما اختلاف نشان دهنده تفاوت در ترنسفکت

 pOptiVEC-DPOپوئتین آلفا در دو استخر سلولی ترنسفکت شده با ناقل بیانی داری در بیان پروتئین داربیمعنی

 دیده نشد.

اختلاف کمتر ، ANOVAافزار اکِسل و با استفاده از روش های سلولی به دست آمده توسط نرمدر ردهآنالیز نتایج الایزا  -6- 3جدول

 باشد.دار میبه عنوان اختلاف معنی 0,05از 
 اختلاف P-value های مقایسه شدهگروه ردیف

1 
-pOptiVECبا رده سلولی  UCOE-DPO (Pool1)رده سلولی 

DPO (Pool2) 
 دارمعنی 0,0022

-pOptiVECبا رده سلولی  UCOE-DPO (Pool1)رده سلولی  2

DPO (Pool1) 
 دارمعنی 0,0032

-pOptiVECبا رده سلولی  UCOE-DPO (Pool2)رده سلولی  3

DPO (Pool1) 
 دارمعنی 0,0017

-pOptiVECبا رده سلولی  UCOE-DPO (Pool2)رده سلولی  4

DPO (Pool2) 
 دارمعنی 0,0004

-UCOEبا رده سلولی  UCOE-DPO (Pool1)رده سلولی  5

DPO (Pool2) 
 دارمعنی 0,035

با رده سلولی  pOptiVEC-DPO (Pool1)رده سلولی  6

pOptiVEC-DPO (Pool2) 
 معنیبی 0,230
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ها به انتقال سازه ،EGFP ژن گزارشگر دارای های ژنیساخت سازهنتایج حاصل از  -3-2

 با استفاده از پوئتین آلفاهای دارای بیان بالای ژن داربیغربالگری سلولداخل سلول، 

FACS و بررسی بیان ژن 

در وکتور  EGFPو  LoxPهای به همراه توالیمراحل کلونینگ ژن داربی پوئتین آلفا  -3-2-1

pOptiVEC 

 pKO-DTA-LIGLسازی وکتور نتایج حاصل به منظور آماده

 IRES-EGFPی جهت تکثیر قطعه PCRی بدست آمده از واکنش نتیجه

 pIRES2-EGFPبر روی وکتور  PCR، واکنش bp 1336با طول  IRES-EGFPی به منظور تکثیر قطعه

 درصد به صورت زیر بود. 1ی حاصل پس از بارگذاری محصول این واکنش بر روی ژل آگارز انجام شد. نتیجه
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( محصول واکنش 1kb Plus .2( نشانگر وزن مولکولی IRES-EGFP .1 یقطعه ریتکث PCRواکنش  محصول -22-3 شکل

PCR قطعه ( یIRES-EGFP .)3 )Blank. 

 

 از ژل آگارز IRES-EGFPی سازی قطعهی حاصل از خالصنتیجه

-pIRES2انجام شده بر روی وکتور  PCRهای غیراختصاصی تشکیل شده در واکنش به منظور حذف باند

EGFP ی و دستیابی به قطعهIRES-EGFP  خالص با طولbp 1336 این باند از ژل آگارز تخلیص و نمونه بر ،

 ی حاصل به صورت زیر بود.لود گردید. نتیجه %1روی ژل آگارز 

 

 

bp 1336 

3    2     1 3     2    1 
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-IRESی ( قطعه1kb Plus .2( نشانگر وزن مولکولی 1 خالص شده از ژل آگارز. IRES-EGFPی قطعه -23-3 شکل

EGFP .تخلیص شده از ژل 

 

 XbaIو  NheIشده با آنزیم هضم IRES-EGFPی سازی قطعهی حاصل از خالصنتیجه

 NheIاز ژل آگارز، هضم آنزیمی این توالی با استفاده از دو آنزیم  IRES-EGFPی سازی قطعهپس از خالص

شده ی هضمصورت گرفت. سپس به منظور حذف بافر و آنزیم استفاده شده در این واکنش، قطعه  XbaIو 

شده، نمونه بر روی ژل آگارز بارگذاری گردید. ی تخلیصسازی شد. در نهایت جهت بررسی کیفیت قطعهخالص

 حاصل، به صورت زیر بود.ی نتیجه

 

 

bp 1336 

 

bp1336  

2        1  
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( 1. شده از ژل آگارز صیتخل IRES-EGFP یقطعه یانجام شده بر رو یمیواکنش هضم آنزمحصول  -24-3 شکل

 هضم شده طی واکنش هضم آنزیمی. IRES- EGFPی ( قطعه1kb Plus .2مولکولی  نشانگر وزن

 pKO-DTA-LoxPآمده از واکنش هضم آنزیمی وکتور  ی بدستنتیجه

، pKO-DTA-LoxPدر وکتور  LoxPی مابین دو قطعه IRES-EGFPی سازی قطعهبه منظور همسانه

ی حاصل از این واکنش، صورت گرفت. نتیجه XbaIو  NheIواکنش هضم آنزیمی بر روی این وکتور نیز با دو آنزیم 

 بود. bp 3694ر اصلی وکتور با طول و ساختا bp 1877ی خروج یک قطعه

 

 

 1kb( نشانگر وزن مولکولی pKO-DTA-LoxP. 1وکتور  یانجام شده بر رو یمیواکنش هضم آنز محصول -25-3 شکل
Plus .2 وکتور )pKO-DTA-LoxP .3 محصول واکنش هضم آنزیمی وکتور )pKO-DTA-LoxP. 

2      1 

 

bp 1336 

3     2    1 

 bp 1877 

 

bp 3694 
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 از ژل آگارز XbaIو  NheIشده با آنزیم هضم pKO-DTA-LoxPسازی وکتور ی حاصل از خالصنتیجه

بود، پس از واکنش  bp 1876دارای سایز  pKO-DTA-LoxPی خارج شده از وکتور با توجه به اینکه قطعه

سی کیفیت از ژل آگارز تخلیص گردید. سپس به منظور برر bp 3694هضم آنزیمی ساختار اصلی وکتور با طول 

 درصد بارگذاری شد. 1ی تخلیص شده، نمونه بر روی ژل آگارز قطعه

 

 

-pKO( وکتور 1kb Plus .2( نشانگر وزن مولکولی 1 تخلیص شده از ژل آگارز. pKO-DTA-LoxPوکتور  -26-3 شکل
DTA-LoxP .تخلیص شده از ژل آگارز 

 

-خطی pKO-DTA-LoxPسازی محصول واکنش دفسفریلاسیون وکتور آمده از خالص ی بدستنتیجه

 شده

کنند. با توجه به این ویژگی، ی مشابهی ایجاد میپس از برش، انتهای چسبنده XbaIو  NheIدو آنزیم 

-pKO-DTAجهت جلوگیری از اتصال دو سر وکتور حین واکنش الحاق، واکنش دفسفریلاسیون بر روی وکتور 

2       1 

 bp3694 
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LoxP شده از ژل آگارز صورت گرفت. در نهایت به منظور حذف بافر و آنزیم استفاده شده در لیصشده و تخهضم

درصد لود  1سازی این قطعه انجام گردید. سپس جهت بررسی کیفیت، نمونه بر روی ژل آگارز این واکنش، خالص

 ی حاصل به صورت زیر بود.گردید. نتیجه

 

 
( محصول 1kb Plus .2( نشانگر وزن مولکولی pKO-DTA-LoxP. 1واکنش دفسفریلاسیون وکتور  محصول -27-3 شکل

 .pKO-DTA-LoxPواکنش دفسفریلاسیون وکتور 

 

 pKO-DTA-LIGLنتایج حاصل به منظور تهیه باکتری حاوی وکتور 

-می pKO-DTA-LIGLحاوی وکتور  E. coliدر این بخش به نتایج بدست آمده به منظور تهیه باکتری 

 پردازیم.

 

2     1 

 bp3694 
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 pKO-DTA-LIGLجهت تایید حضور وکتور  Colony PCRی بدست آمده از واکنش نتیجه -3-2-3-1

 در باکتری

-IRESی با دو پرایمری که قطعه Colony PCRهای رشد یافته بر روی پلیت، واکنش به منظور تایید کلونی

EGFP به صورت زیر بود. ی حاصلبا آن تکثیر یافت، انجام شد. نتیجه 

 

 

 
( نشانگر 1 .یدر باکتر pKO-DTA-LIGLحضور وکتور  دییجهت تا Colony PCR محصول واکنش -28-3 شکل

( 1kb Plus .11( نشانگر وزن مولکولی 10. 8تا  1های کلون Colony PCR( به ترتیب محصول 1kb Plus .2-9وزن مولکولی 

 .Blank( 12کنترل مثبت. 

 

 در باکتری pKO-DTA-LIGLی حاصل از واکنش هضم آنزیمی به منظور تایید حضور وکتور نتیجه

های استخراج بر روی یکی از پلاسمید HindIII، با استفاده از آنزیم Colony PCRپس از انجام واکنش 

 یهای مثبت، واکنش هضم آنزیمی انجام شد. این آنزیم دارای یک جایگاه شناسایی بر روی قطعهاز کلون شده

12    11    10    9     8      7     6     5     4       3      2    1   1 

 bp1336 
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IRES  و یک محل برش بر روی ساختار اصلی وکتورpKO-DTA-LoxP باشد. درصورت خروج قطعات میbp 

 واکش به صورت زیر بود.ی بدست آمده از این گردد. نتیجه، صحت توالی درج شده تایید میbp 1201و  3842

 

 
( نشانگر وزن 1ی. در باکتر pKO-DTA-LIGLحضور وکتور  دییجهت تا یمیواکنش هضم آنز محصول -29-3 شکل

-pKO-DTAوکتور  1( محصول واکنش هضم آنزیمی کلون pKO-DTA-LIGL .3وکتور  1( کلون 1kb Plus .2مولکولی 
LIGL. 

 

 pKO-DTA-LIGLدر وکتور  IRES-EGFPی نتایج بدست آمده از تعیین توالی قطعه

به منظور عاری بودن آن از جهش بررسی  pKO-DTA-LIGLدر وکتور  IRES-EGFPی قطعه تعیین توالی

 های زیر نشان داده شده است.و تایید گردید. بخشی از نتایج بدست آمده در شکل

3    2     1 

 bp1201 

 bp3842 
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و همترازی آن با  pKO-DTA-LIGLدر وکتور  IRES-EGFPی نتایج تعیین توالی قطعهبخشی از  -30-3 شکل

 توالی مرجع.
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 .pKO-DTA-LIGLدر وکتور  IRES-EGFPی بخشی از نمودار تعیین توالی قطعه -31-3 شکل

 pKO-DLIGLسازی وکتور نتایج حاصل به منظور آماده

 پوئتین آلفادارای توالی ژن داربی pUC57ی بدست آمده از واکنش هضم آنزیمی وکتور نتیجه

پوئتین آلفا در وکتور ی داربیسازی قطعهدر طراحی مولکولی انجام شده در این پژوهش به منظور همسانه

pKO-DTA-LoxP دو آنزیم ،SacI  وXhoI در وکتور  پوئتین آلفای داربیدر نظر گرفته شد. دو سمت قطعه

pUC57 قرار دارد. به همین منظور جهت خروج این قطعه با طول  ذکر شدهای ه،جایگاه شناسایی آنزیمbp 603 

 pUC57بر روی وکتور  XhoIو  SacI، واکنش هضم آنزیمی با دو آنزیم bp 3960از ساختار اصلی وکتور با سایز 

 ی حاصل از این واکش به صورت زیر بود.گذاشته شد. نتیجه

 

 9      8     7      6     5     4      3      2      1 
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( 1kb Plus .2( نشانگر وزن مولکولی pUC57. 1واکنش هضم آنزیمی انجام شده بر روی وکتور  محصول -32-3 شکل

( محصول pUC57 .5وکتور  2( کلون pUC57 .4وکتور  1( محصول واکنش هضم آنزیمی کلون pUC57 .3وکتور  1کلون 

وکتور  3( محصول واکنش هضم آنزیمی کلون pUC57 .7وکتور  3کلون  (pUC57 .6وکتور  2واکنش هضم آنزیمی کلون 

pUC57 .8 وکتور  4( کلونpUC57 .9)  وکتور  4محصول واکنش هضم آنزیمی کلونpUC57. 

 

از ژل  XhoIو  SacIهای شده با آنزیمهضم پوئتین آلفای داربیقطعهسازی خالصی حاصل از نتیجه

 آگارز

ی و دستیابی به قطعه pUC57به منظور حذف ساختار اصلی وکتور پس از انجام واکنش هضم آنزیمی، 

از ژل آگارز تخلیص گردید. سپس نمونه جهت بررسی کیفیت بر روی  bp 603پوئتین آلفا، این توالی با طول داربی

 رت زیر بود.ی حاصل به صوژل آگارز بارگذاری شد. نتیجه

 

 bp603 

 bp3960 
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( 1kb Plus .2( نشانگر وزن مولکولی 1 از ژل آگارز. pUC57محصول واکنش هضم آنزیمی وکتور  تخلیص -33-3 شکل

 پوئتین تخلیص شده از ژل آگارز.ی داربیقطعه

 

 pKO-DTA-LIGLی بدست آمده از واکنش هضم آنزیمی وکتور نتیجه

، واکنش هضم آنزیمی با دو pKO-DTA-LIGLپوئتین آلفا در وکتور ی داربیسازی قطعهبه منظور همسانه

و ساختار  bp 1386ی بر روی این ناقل انجام گرفت. محصول این واکنش خروج یک قطعه XhoIو  SacIآنزیم 

 بود.  bp 3657اصلی وکتور با طول 

 

 bp603 

  2      1 
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( وکتور 1kb Plus .2( نشانگر وزن مولکولی pKO-DTA-LIGL .1هضم آنزیمی وکتور  محصول واکنش -34-3 شکل

pKO-DTA-LIGL .3 محصول واکنش هضم آنزیمی وکتور )pKO-DTA-LIGL. 

 

از ژل  XhoIو  SacIهای شده با آنزیمهضم pKO-DTA-LIGLسازی وکتور ی حاصل از خالصنتیجه

 آگارز

بود، به همین منظور ساختار  bp 1386ی خارج شده از واکنش هضم آنزیمی، قطعهبا توجه به اینکه پس 

، از ژل آگارز تخلیص گردید. سپس جهت بررسی کیفیت، نمونه بر روی ژل آگارز  bp 3657اصلی وکتور با طول 

 ی حاصل به صورت زیر بود.لود گردید. نتیجه

 

3    2    1 

 bp1386 

 bp3657 
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( نشانگر وزن مولکولی 1 از ژل آگارز. pKO- DTA- LIGLوکتور  یمیمحصول واکنش هضم آنز صیتخل -35-3 شکل

1kb Plus .2 وکتور )pKO- DTA- LIGL .3 وکتور )pKO- DTA- LIGL تخلیص شده از ژل آگارز 

 

 pKO-DLIGLی باکتری حاوی وکتور نتایج حاصل به منظور تهیه

 در باکتری pKO-DLIGLهت تایید حضور وکتور ج Colony PCRی بدست آمده از واکنش نتیجه

 Rو  F Aranespبا دو پرایمر  Colony PCRهای رشد یافته بر روی پلیت، واکنش به منظور تایید کلونی

Seq On pOptiVEC ی که قطعهbp 686 ی حاصل به صورت زیر بود.کنند، انجام شد. نتیجهرا تکثیر می 

 

 bp3657 

3     2     1 
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( نشانگر وزن مولکولی 1 ی.در باکتر pKO-DLIGLحضور وکتور  دییجهت تا Colony PCR محصول واکنش -36-3 شکل

1kb Plus .2-25 محصول واکنش )Colony PCR 28( کنترل منفی. 27( کنترل مثبت. 26. 24تا  1های کلون )Blank. 

 

 در باکتری pKO-DLIGLی حاصل از واکنش هضم آنزیمی به منظور تایید حضور وکتور نتیجه

بر روی  XhoI و SacIهای ، واکنش هضم آنزیمی با استفاده از آنزیمColony PCRپس از انجام واکنش 

ازی سهای مثبت، انجام شد. باتوجه به اینکه از این دو آنزیم به منظور همسانهکلونهای استخراج شده از پلاسمید

که  bp 603و  bp 3657استفاده شد، درصورت خروج قطعات  pKO-DTA-LIGLپوئتین آلفا در وکتور ژن داربی

گردد. ید میشده تایباشند، صحت توالی درج پوئتین آلفا میبه ترتیب معرف ساختار اصلی وکتور و توالی ژن داربی

 ی بدست آمده از این واکنش به صورت زیر بود.نتیجه

 

28  27  26  25  24 23 22  21 20   19  18   17  16  15 14  13 12  11  10   9   8   7    6    5   4   3    2     1 

 bp 686 
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( نشانگر وزن مولکولی 1 ی.در باکتر pKO-DLIGLحضور وکتور  دییجهت تا یمیواکنش هضم آنز محصول -37-3 شکل

1kb Plus .2 وکتور  1( کلونpKO-DLIGL .3 وکتور  1( محصول واکنش هضم آنزیمی کلونpKO-DLIGL .4 2( کلون 

 .pKO-DLIGLوکتور  2محصول واکنش هضم آنزیمی کلون  (pKO-DLIGL .5وکتور 

 

 pOptiVEC-DLIGLسازی وکتور نتایج حاصل به منظور آماده

 pKO-DLIGLی بدست آمده از واکنش هضم آنزیمی وکتور نتیجه

، دارای جایگاه شناسایی DLIGLی در دو طرف قطعه pKO-DLIGLبر روی وکتور  SacIو  EagIدو آنزیم 

استفاده  DLIGLی جهت تکثیر قطعه PCRباشند. باتوجه به اینکه از این وکتور به عنوان الگوی واکنش می

 .های غیراختصاصی، ابتدا واکنش هضم آنزیمی بر روی این وکتور صورت گرفتگردد، به منظور حذف باندمی

 ی حاصل به صورت زیر بود. نتیجه

 

5    4     3      2     1 

 bp3657 

 bp603 
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( نشانگر وزن 1 ی.راختصاصیغ هایجهت حذف باند pKO-DLIGLوکتور  یمیواکنش هضم آنز محصول -38-3 شکل

 ( محصول واکنش هضم آنزیمی.pKO-DLIGL .3( وکتور 1kb Plus .2مولکولی 

 

 DLIGLی جهت تکثیر قطعه PCRی حاصل از واکنش نتیجه

ی ، به منظور تکثیر قطعهpKO-DLIGLبر روی محصول واکنش هضم آنزیمی وکتور  PCRی واکنش نتیجه

DLIGL  با طولbp 2134 .به صورت زیر بود 

 

3     2     1 

 bp2159 
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ی ( قطعه1kb Plus .2( نشانگر وزن مولکولی DLIGL. 1 یقطعه ریجهت تکث PCRواکنش  محصول -39-3 شکل

DLIGL  تکثیر شده با واکنشPCR. 

 DLIGLی قطعه PCRسازی محصول واکنش ی بدست آمده از خالصنتیجه

سازی این محصول ، خالص PCRبا استفاده از واکنش  bp 2134با طول  DLIGLی پس از تکثیر قطعه

 ی حاصل به صورت زیر بود.هانجام گرفت. سپس جهت بررسی کیفیت، نمونه بر روی ژل آگارز لود گردید. نتیج

 

 
ی ( قطعه1kb Plus .2( نشانگر وزن مولکولی DLIGL .1 یقطعه PCRواکنش شده  سازیخالصمحصول  -40-3 شکل

DLIGL .تخلیص شده 

2    1 

 bp2134 

2     1 

 bp2134 
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 EcoRVشده با آنزیم هضم DLIGLی سازی قطعهی حاصل از خالصنتیجه

با استفاده از آنزیم  DLIGLی استفاده شده در واکنش هضم آنزیمی قطعهبه منظور حذف آنزیم و بافر 

EcoRVسازی انجام شد. سپس جهت بررسی کیفیت، نمونه بر روی ژل آگارز لود گردید. نتیجه به صورت ، خالص

 زیر بود.

 

 

سازی شده واکنش ( محصول خالص1kb Plus .2( نشانگر وزن مولکولی 1 سازی شده.خالص DLIGLی قطعه -41-3 شکل

 .DLIGLی هضم آنزیمی قطعه

 

  EcoRVشده با آنزیم خطی pOptiVECسازی وکتور خالص

سازی آن از آنزیم و خالص pOptiVECبر روی وکتور  EcoRVپس از انجام واکنش هضم با استفاده از آنزیم 

 1، بر روی ژل آگارز  bp 4383شده با طول پلاسمید خطی های استفاده شده، به منظور بررسی کیفیت اینو بافر

 ی بدست آمده به صورت زیر بود.درصد لود گردید. نتیجه

 

2      1 

 bp2134 
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سازی ( محصول خالص1kb Plus .2( نشانگر وزن مولکولی 1. شدهخطی pOptiVECوکتور  سازیخالص -42-3 شکل

 .pOptiVECی واکنش هضم آنزیمی وکتور شده

 

 شده خطی pOptiVECسازی محصول واکنش دفسفریلاسیون وکتور ی حاصل از خالصنتیجه

، به منظور جلوگیری از اتصال دو سر EcoRVبا استفاده از آنزیم  pOptiVECپس از خطی شدن وکتور 

 bpبا طول  سازی این قطعهگردید. سپس خالصاین ناقل انجام  5'وکتور حین واکنش الحاق، دفسفریلاسیون سر 

 انجام و نمونه به منظور بررسی کیفیت، بر روی ژل آگارز بارگذاری شد. 4383

 

 

( محصول واکنش 1kb Plus .2( نشانگر وزن مولکولی pOptiVEC .1دفسفریلاسیون وکتور  واکنش -43-3 شکل

 .pOptiVECدفسفریلاسیون وکتور 

2      1 

 

bp4383     

2     1 

 

bp4383     
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 pOptiVEC-DLIGLی باکتری حاوی وکتور نتایج حاصل به منظور تهیه

 

در  pOptiVEC-DLIGLجهت تایید حضور وکتور  Colony PCRی بدست آمده از واکنش نتیجه

 باکتری

و  F DPO/DHFRبا دو پرایمر  Colony PCRهای رشد یافته بر روی پلیت، واکنش به منظور تایید کلونی

Rev Seq 3 ی که قطعهbp 1487 ی حاصل به صورت زیر بود.کنند، انجام شد. نتیجهرا تکثیر می 

 

 
( نشانگر 1در باکتری.  pOptiVEC-DLIGLجهت تایید حضور وکتور  Colony PCRواکنش  محصول -44-3 شکل

 .1kb Plus .27 )Blank( نشانگر وزن مولکولی 26. 24تا  1های ( کلون1kb Plus .2-25وزن مولکولی 

 

 

 در باکتری pOptiVEC-DLIGLی حاصل از واکنش هضم آنزیمی به منظور تایید حضور وکتور نتیجه

شده و همچنین جهت آن واکنش هضم ی درج، جهت تایید قطعهColony PCRپس از انجام واکنش 

های مثبت، های استخراج شده از کلونبر روی پلاسمید XhoI و EcoRVهای آنزیمی به ترتیب با استفاده از آنزیم

27 26 25  24  23 22  21  20 19 18  17 16  15 14 13  12  11  10  9  8    7   6    5    4   3    2   1 
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قرار داشته  و در صورت هضم وکتور با  DLIGLی در دو طرف قطعه EcoRVانجام شد. جایگاه شناسایی آنزیم 

دارای یک جایگاه شناسایی بر روی  XhoIمورد انتظار است. آنزیم  bp 4383و  bp 2134ی این آنزیم خروج قطعه

 bpباشد. درصورت خروج قطعات می pOptiVECو یک محل برش بر روی ساختار اصلی وکتور  DLIGLی قطعه

 به صورتهای هضم آنزیمی گردد. نتایج بدست آمده از واکنش، جهت توالی درج شده تایید میbp 4968و  1543

 زیر بود.

 

 
( نشانگر 1در باکتری.  pOptiVEC-DLIGLواکنش هضم آنزیمی جهت تایید حضور وکتور  محصول -45-3 شکل

 2کلون  XhoI( محصول واکنش هضم آنزیمی با آنزیم pOptiVEC-DLIGL .3وکتور  2( کلون 1kb Plus .2وزن مولکولی 

( pOptiVEC-DLIGL .5وکتور  2کلون  EcoRV( محصول واکنش هضم آنزیمی با آنزیم pOptiVEC-DLIGL .4وکتور 

. pOptiVEC-DLIGLوکتور  3کلون  XhoIزیمی با آنزیم ( محصول واکنش هضم آنpOptiVEC-DLIGL .6وکتور  3کلون 

-pOptiVECوکتور  5( کلون pOptiVEC-DLIGL .8وکتور  3کلون  EcoRV( محصول واکنش هضم آنزیمی با آنزیم 7
DLIGL .9 محصول واکنش هضم آنزیمی با آنزیم )XhoI  وکتور  5کلونpOptiVEC-DLIGL .10 محصول واکنش هضم )

( محصول pOptiVEC-DLIGL .12وکتور  6( کلون pOptiVEC-DLIGL .11وکتور  5کلون  EcoRVآنزیمی با آنزیم 

 EcoRV( محصول واکنش هضم آنزیمی با آنزیم pOptiVEC-DLIGL .13وکتور  6کلون  XhoIواکنش هضم آنزیمی با آنزیم 

 .pOptiVEC-DLIGLوکتور  6کلون 

 

13  12  11    10   9     8     7     6     5    4    3      2     1 

 bp2134     
 bp1543     

 bp4377      bp4968      bp6511     



214 
 

 pOptiVECوکتور در  DLIGLی نتایج بدست آمده از تعیین توالی قطعه

به منظور عاری بودن آن از جهش بررسی و  pOptiVEC-DLIGLدر وکتور  DLIGLی قطعه تعیین توالی

 های زیر نشان داده شده است.تایید گردید. بخشی از نتایج بدست آمده در شکل

 

 

و همترازی آن  pOptiVEC-DLIGLدر وکتور  پوئتین آلفاداربیی بخشی از نتایج تعیین توالی قطعه -46-3 شکل

 با توالی مرجع.
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و همترازی آن با توالی  pOptiVEC-DLIGLدر وکتور  IRESی بخشی از نتایج تعیین توالی قطعه -47-3 شکل

 مرجع.
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و همترازی آن با توالی  pOptiVEC-DLIGLدر وکتور  EGFPی بخشی از نتایج تعیین توالی قطعه -48-3 شکل

 مرجع.

 

 DLIGLID-Blunt-TMpCRسازی وکتور نتایج حاصل به منظور آماده

 pOptiVEC-DLIGLی بدست آمده از واکنش هضم آنزیمی وکتور نتیجه

، دارای جایگاه شناسایی DLIGLIDی در دو طرف قطعه pOptiVEC-DLIGLبر روی وکتور  SalIآنزیم 

استفاده  DLIGLIDی جهت تکثیر قطعه PCRواکنش باشند. باتوجه به اینکه از این وکتور به عنوان الگوی می

های غیراختصاصی، ابتدا واکنش هضم آنزیمی بر روی این وکتور صورت گرفت. گردد، به منظور حذف باندمی

 ی حاصل به صورت زیر بود. نتیجه
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( نشانگر وزن 1جهت حذف باندهای غیراختصاصی.  pOptiVEC-DLIGLهضم آنزیمی وکتور  واکنش -49-3 شکل

 .pOptiVEC-DLIGL( محصول واکنش هضم آنزیمی وکتور pOptiVEC-DLIGL .3( وکتور 1kb Plus .2مولکولی 

 

 DLIGLIDی جهت تکثیر قطعه PCRی حاصل از واکنش نتیجه

، به SalIبا آنزیم  pOptiVEC-DLIGLبر روی محصول واکنش هضم آنزیمی وکتور  PCRی واکنش نتیجه

 ، به صورت زیر بود.bp 3376با طول  DLIGLی منظور تکثیر قطعه

 

3   2   1 

 bp4332     
 bp2179     
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( محصول 1kb Plus .2( نشانگر وزن مولکولی DLIGLID. 1ی جهت تکثیر قطعه PCR محصول واکنش -50-3 شکل

 .PCRواکنش 

 از ژل آگارز DLIGLIDی قطعهسازی ی بدست آمده از خالصنتیجه

، سبب DLIGLIDی به منظور تکثیر قطعه SalIشده با آنزیم هضم pOptiVEC-DLIGLاستفاده از وکتور 

ی های غیراختصاصی، قطعههای غیراختصاصی گردید. در نهایت به منظور حذف تمامی باندکاهش تعداد باند

DLIGLID  با طولbp 3376 ی حاصل به صورت زیر بود.از ژل آگارز تخلیص شد. نتیجه 

 

 

 DLIGLIDی ( قطعه1kb Plus .2( نشانگر وزن مولکولی 1خالص شده از ژل آگارز.  DLIGLIDی قطعه -51-3 شکل

 خالص شده از ژل آگارز.

2    1 

 bp3376     

 bp3376     

2    1 
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 DLIGLID-Blunt-TMpCRی باکتری حاوی وکتور نتایج حاصل به منظور تهیه

 DLIGLID-Blunt-TMpCRحاوی وکتور  E. coliدر این بخش به نتایج بدست آمده به منظور تهیه باکتری 

 پردازیم.می

 

در  DLIGLID-Blunt-TMpCRجهت تایید حضور وکتور  Colony PCRی بدست آمده از واکنش نتیجه

 باکتری

و  F DPO/DHFRبا دو پرایمر  Colony PCRاکنش های رشد یافته بر روی پلیت، وبه منظور تایید کلونی

Rev Seq DPO ی که قطعهbp 457 ی حاصل به صورت زیر بود.کنند، انجام شد. نتیجهرا تکثیر می 

 

 
( نشانگر 1. در باکتری DLIGLID-Blunt-TMpCRجهت تایید حضور وکتور  Colony PCR واکنش -52-3 شکل

 .1kb Plus .10 )Blank( نشانگر وزن مولکولی 9( کنترل مثبت. 8. 5تا  1های ( کلون1kb Plus .2-7وزن مولکولی 

 

10   9    8    7    6    5    4    3    2    1 

 

bp457     
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 در باکتری DLIGLID-Blunt-TMpCRواکنش هضم آنزیمی به منظور تایید حضور وکتور 

شده، واکنش هضم آنزیمی با استفاده از ی درجقطعه ، به منظور تاییدColony PCRپس از انجام واکنش 

های مثبت، انجام شد. این آنزیم علاوه بر جایگاه برش های استخراج شده از کلونبر روی پلاسمید NgoMIV آنزیم

باشد نیز می Blunt-TMpCR، دارای جایگاه شناسایی بر روی ساختار اصلی وکتور DLIGLIDی در دو طرف قطعه

ی بدست مورد انتظار است. نتیجه bp 3376و  bp 958 ،bp 1922هضم وکتور با آن، خروج قطعات  و در صورت

 های هضم آنزیمی به صورت زیر بود.آمده از واکنش

 

 
( 1 در باکتری. DLIGLID-Blunt-TMpCRواکنش هضم آنزیمی جهت تایید حضور وکتور  محصول -53-3 شکل

 2( محصول واکنش هضم آنزیمی کلون DLIGLID-Blunt-TMpCR .3وکتور  2( کلون 1kb Plus .2نشانگر وزن مولکولی 

( محصول واکنش هضم آنزیمی کلون DLIGLID-Blunt-TMpCR .5وکتور  4( کلون DLIGLID-Blunt-TMpCR .4وکتور 

( محصول واکنش هضم آنزیمی کلون DLIGLID-Blunt-TMpCR .7وکتور  5( کلون DLIGLID-Blunt-TMpCR .6وکتور  4

( محصول واکنش هضم آنزیمی DLIGLID-Blunt-TMpCR .9وکتور  10( کلون DLIGLID-Blunt-TMpCR .8وکتور  5

 .DLIGLID-Blunt-TMpCRوکتور  10کلون 

 

 bp3376     

 bp1922     
 bp958     

   9    8    7    6    5     4    3     2    1 
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 UCOE-DLIGLIDسازی وکتور منظور آماده -3-2-2

 پردازیم.می UCOE-DLIGLIDی وکتور در این بخش به نتایج بدست آمده به منظور تهیه

 

 DLIGLID-Blunt-TMpCRی بدست آمده از واکنش هضم آنزیمی وکتور نتیجه -

، واکنش DLIGLID-Blunt-TMpCRاز وکتور  bp 3376با طول  DLIGLIDی به منظور خارج کردن قطعه

 ی حاصل به صورت زیر بود.صورت گرفت. نتیجه NgoMIVهضم آنزیمی بر روی این وکتور با استفاده از آنزیم 

 

 
. 1kb Plus( نشانگر وزن مولکولی DLIGLID-Blunt-TMpCR. 1وکتور  یمیواکنش هضم آنز محصول -54-3 شکل

 .DLIGLID-Blunt-TMpCR( محصول واکنش هضم آنزیمی وکتور DLIGLID-Blunt-TMpCR .3( وکتور 2

 

 از ژل آگارز NgoMIVشده با آنزیم هضم DLIGLIDی سازی قطعهخالص

و حذف ساختار اصلی وکتور، پس از  bp 3376با طول  DLIGLIDی خالص به منظور دستیابی به قطعه

، تخلیص از ژل DLIGLID-Blunt-TMpCRو خروج این توالی از وکتور  NgoMIVانجام واکنش هضم با آنزیم 

 ی حاصل به صورت زیر بود.آگارز صورت گرفت. سپس نمونه جهت بررسی بر روی ژل آگارز لود گردید. نتیجه

3     2     1 

 

bp3376     
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ی ( قطعه1kb Plus .2( نشانگر وزن مولکولی 1از ژل آگارز.  DLIGLIDی تخلیص قطعه محصول -55-3 شکل

DLIGLID شده از ژل آگارز.خالص 

 

 UCOEی بدست آمده از واکنش هضم آنزیمی وکتور نتیجه

بر روی این وکتور صورت گرفت.  NgoMIV، واکنش هضم با آنزیم UCOEبه منظور خطی نمودن وکتور 

 د.ی بدست آمده به صورت زیر بوسپس نمونه بر روی ژل آگارز بارگذاری شد. نتیجه

 

2    1 

 

bp3376     
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( محصول UCOE .3( وکتور 1kb Plus .2( نشانگر وزن مولکولی UCOE .1وکتور  یمیآنز واکنش هضم -56-3 شکل

 .UCOEواکنش هضم آنزیمی وکتور 

  NgoMIVشده با آنزیم خطی UCOEسازی وکتور خالص

سازی آن از آنزیم و خالص UCOEبر روی وکتور  NgoMIVپس از انجام واکنش هضم با استفاده از آنزیم 

، نمونه بر روی ژل  bp 10895شده با طول های استفاده شده، به منظور بررسی کیفیت این پلاسمید خطیو بافر

 ی بدست آمده به صورت زیر بود.درصد لود گردید. نتیجه 1آگارز 

 

 
( محصول 1kb Plus .2( نشانگر وزن مولکولی UCOE. 1سازی واکنش هضم آنزیمی وکتور خالص محصول -57-3 شکل

 .UCOEی واکنش هضم آنزیمی وکتور خالص شده

3  2  1 

 bp10895     

2   1 

 bp10895     
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 شده خطی UCOEسازی محصول واکنش دفسفریلاسیون وکتور ی حاصل از خالصنتیجه

از اتصال دو سر وکتور ، به منظور جلوگیری NgoMIVبا استفاده از آنزیم  UCOEپس از خطی شدن وکتور 

 bp 10895با طول  سازی این قطعهاین ناقل انجام گردید. سپس خالص 5'حین واکنش الحاق، دفسفریلاسیون سر 

 انجام و نمونه به منظور بررسی کیفیت، بر روی ژل آگارز بارگذاری شد.

 

 
( محصول 1kb Plus .2( نشانگر وزن مولکولی 1خطی شده.  UCOEواکنش دفسفریلاسیون وکتور  محصول -58-3 شکل

 .UCOEواکنش دفسفریلاسیون وکتور 

 

 UCOE-DLIGLIDی باکتری حاوی وکتور منظور تهیه

 در باکتری UCOE-DLIGLIDجهت تایید حضور وکتور  Colony PCRی بدست آمده از واکنش نتیجه

و  F Pro CMVبا دو پرایمر  Colony PCRهای رشد یافته بر روی پلیت، واکنش به منظور تایید کلونی

Rev Seq DPO ی که قطعهbp 539 ی حاصل به صورت زیر بود.کنند، انجام شد. نتیجهرا تکثیر می 

 

2     1 

 

bp10895     
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( نشانگر 1در باکتری.  UCOE-DLIGLIDجهت تایید حضور وکتور  Colony PCR محصول واکنش -59-3 شکل

 .1kb Plus .18 )Blank( نشانگر وزن مولکولی 17( کنترل مثبت 16. 14تا  1های ( کلون1kb Plus .2-15وزن مولکولی 

 

 در باکتری UCOE-DLIGLIDی حاصل از واکنش هضم آنزیمی به منظور تایید حضور وکتور نتیجه

شده و همچنین جهت آن، واکنش هضم ی درج، جهت تایید قطعهColony PCRپس از انجام واکنش 

ثبت، های مهای استخراج شده از کلونبر روی پلاسمید NgoMIV و NotIهای آنزیمی به ترتیب با استفاده از آنزیم

قرار داشته  و در صورت هضم وکتور  DLIGLIDی در دو طرف قطعه NgoMIVانجام شد. جایگاه شناسایی آنزیم 

دارای یک جایگاه شناسایی بر  NotIمورد انتظار است. آنزیم  bp 10895و  bp 3376ی با این آنزیم خروج قطعه

باشد. درصورت خروج قطعات می UCOEو یک محل برش بر روی ساختار اصلی وکتور  DLIGLIDی روی قطعه

bp 3765  وbp 10524های هضم آنزیمی گردد. نتایج بدست آمده از واکنش، جهت توالی درج شده نیز تایید می

 به صورت زیر بود.

 

18  17  16   15   14   13   12   11   10   9    8     7     6     5    4    3     2      1 

 bp539     
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( نشانگر وزن 1 در باکتری. UCOE-DLIGLIDواکنش هضم آنزیمی جهت تایید حضور وکتور  محصول -60-3 شکل

 3کلون  NgoMIV( محصول واکنش هضم آنزیمی با آنزیم UCOE-DLIGLID .3وکتور  3( کلون 1kb Plus .2مولکولی 

 7( کلون UCOE-DLIGLID .5وکتور  3کلون  NotI( محصول واکنش هضم آنزیمی با آنزیم UCOE-DLIGLID .4وکتور 

( UCOE-DLIGLID .7وکتور  7کلون  NgoMIV( محصول واکنش هضم آنزیمی با آنزیم UCOE-DLIGLID .6وکتور 

( UCOE-DLIGLID .9وکتور  8( کلون UCOE-DLIGLID .8وکتور  7کلون  NotIمحصول واکنش هضم آنزیمی با آنزیم 

( محصول واکنش هضم آنزیمی با UCOE-DLIGLID .10وکتور  8کلون  NgoMIVمحصول واکنش هضم آنزیمی با آنزیم 

( محصول واکنش هضم آنزیمی UCOE-DLIGLID .12وکتور  9( کلون UCOE-DLIGLID .11وکتور  8کلون  NotIآنزیم 

وکتور  9کلون  NotI( محصول واکنش هضم آنزیمی با آنزیم UCOE-DLIGLID .13وکتور  9 کلون NgoMIVبا آنزیم 

UCOE-DLIGLID .14 وکتور  10( کلونUCOE-DLIGLID .15 محصول واکنش هضم آنزیمی با آنزیم )NgoMIV  کلون

( UCOE-DLIGLID .17وکتور  10کلون  NotI( محصول واکنش هضم آنزیمی با آنزیم UCOE-DLIGLID .16وکتور  10

-UCOEوکتور  11کلون  NgoMIV( محصول واکنش هضم آنزیمی با آنزیم UCOE-DLIGLID .18وکتور  11کلون 
DLIGLID .19 محصول واکنش هضم آنزیمی با آنزیم )NotI  وکتور  11کلونUCOE-DLIGLID .20 نشانگر وزن مولکولی )

1kb Plus. 

 

 UCOEدر وکتور  DLIGLIDی نتایج بدست آمده از تعیین توالی قطعه

به منظور عاری بودن آن از جهش بررسی و تایید گردید.  UCOEدر وکتور  DLIGLIDی قطعه تعیین توالی

 های زیر نشان داده شده است.بخشی از نتایج بدست آمده در شکل

 

20     19   18    17   16   15   14    13    12    11   10    9      8      7    6      5     4      3     2      1 

 bp10895     

 bp3376     

 bp10524     
 

bp3765     
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و  UCOE-DLIGLIDدر وکتور  پوئتین آلفاداربیی بخشی از نتایج حاصل از تعیین توالی قطعه -61-3 شکل

 همترازی آن با توالی مرجع.
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و  UCOE-DLIGLIDدر وکتور  IRES-EGFPی بخشی از نتایج حاصل از تعیین توالی قطعه -62-3 شکل

 همترازی آن با توالی مرجع.
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و  UCOE-DLIGLIDدر وکتور  IRES-DHFRی بخشی از نتایج حاصل از تعیین توالی قطعه -63-3 شکل

 همترازی آن با توالی مرجع.

 

 نوترکیب به صورت پایدار CHO DG44ی لاین سلولی نتایج حاصل از تهیه -3-2-3

-UCOEو  pOptiVEC-DLIGLهای سازی وکتورنتایج به دست آمده به منظور آماده

DLIGLID جهت انجام ترنسفکشن 

 pOptiVEC-DLIGLی حاصل از واکنش هضم آنزیمی وکتور نتیجه

، این وکتور با CHO DG44در ژنوم سلول  bp 6516با طول  pOptiVEC-DLIGLبه منظور درج وکتور 

 یخطی گردید. سپس نمونه جهت بررسی کیفیت، بر روی ژل آگارز بارگذاری شد. نتیجه PvuIاستفاده از آنزیم 

 حاصل به صورت زیر بود. 
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( وکتور 1kb Plus .2( نشانگر وزن مولکولی pOptiVEC-DLIGL. 1واکنش هضم آنزیمی وکتور  محصول -64-3 شکل

 .PvuIخطی شده با آنزیم  pOptiVEC-DLIGL( وکتور pOptiVEC-DLIGL 3حلقوی 

 

 PvuIشده با آنزیم خطی pOptiVEC-DLIGLسازی وکتور ی بدست آمده از خالصنتیجه

 pOptiVEC-DLIGLبه منظور حذف بافر و آنزیم استفاده شده طی واکنش هضم آنزیمی، تخلیص وکتور 

ه ی حاصل بشده صورت گرفت. سپس نمونه جهت بررسی کیفیت، بر روی ژل آگارز بارگذاری شد. نتیجهخطی

 صورت زیر بود.

 

 

bp6516     

3    2    1 
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( نشانگر وزن مولکولی PvuI. 1خطی شده با آنزیم  pOptiVEC-DLIGLی وکتور شده محصول خالص -65-3 شکل

1kb Plus .2 وکتور حلقوی )pOptiVEC-DLIGL .3ی وکتور شده( محصول خالصpOptiVEC-DLIGL  خطی شده با

 .PvuIآنزیم 

 

 UCOE-DLIGLIDی حاصل از واکنش هضم آنزیمی وکتور نتیجه

، این وکتور با CHO DG44در ژنوم سلول  bp 14271با طول  UCOE-DLIGLIDبه منظور درج وکتور 

 یخطی گردید. سپس نمونه جهت بررسی کیفیت، بر روی ژل آگارز بارگذاری شد. نتیجه I-SceIاستفاده از آنزیم 

 حاصل به صورت زیر بود. 

 

3    2    1 

 

bp6516     

3    2    1 
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( وکتور 1kb Plus .2( نشانگر وزن مولکولی UCOE-DLIGLID. 1وکتور  یمیهضم آنز محصول واکنش -66-3 شکل

 .I-SceIخطی شده با آنزیم  UCOE-DLIGLID( وکتور UCOE-DLIGLID .3حلقوی 

 

 I-SceIشده با آنزیم خطی UCOE-DLIGLIDسازی وکتور ی بدست آمده از خالصنتیجه 

 UCOE-DLIGLIDبه منظور حذف بافر و آنزیم استفاده شده طی واکنش هضم آنزیمی، تخلیص وکتور 

ه ی حاصل بشده صورت گرفت. سپس نمونه جهت بررسی کیفیت، بر روی ژل آگارز بارگذاری شد. نتیجهخطی

 صورت زیر بود.

 

 

bp14271     
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نشانگر وزن مولکولی  (I-SceI. 1 میشده با آنز یخط UCOE-DLIGLIDوکتور  یشدهخالص  محصول -67-3 شکل

1kb Plus .2 وکتور حلقوی )UCOE-DLIGLID .3ی وکتور ( محصول خالص شدهUCOE-DLIGLID  خطی شده با آنزیم

I-SceI. 

 

 هانتایج حاصل از ترنسفکشن و غربالگری سلول

 هاو غربالگری آن CHO DG44به سلول  pOptiVEC-DLIGLی بدست آمده از ترنسفکت وکتور نتیجه

ی غربالگری تا دستیابی به ها، از زمان ترنسفکت و سپس در طول دورهمانی سلولزیر درصد زنده نمودار

 دهد.را نشان می pOptiVEC-DLIGL، در لاین سلولی %90مانی بالای درصد زنده

 

 bp14271     

3    2    1 
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مانی از زمان ترنسفکت تا دستیابی به درصد زنده pOptiVEC-DLIGLی هاسلول مانیدرصد زنده -2-3 نمودار

 .%90بالای 

 

 هاو غربالگری آن CHO DG44به سلول  UCOE-DLIGLIDترنسفکت وکتور 

ی غربالگری تا دستیابی به ها، از زمان ترنسفکت و سپس در طول دورهمانی سلولزیر درصد زنده نمودار

 دهد.را نشان می UCOE-DLIGLIDلاین سلولی  ، در%90مانی بالای درصد زنده
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 یبالا مانیبه درصد زنده یابیاز زمان ترنسفکت تا دست UCOE-DLIGLID هایسلول مانیدرصد زنده -3-3 نمودار

90%. 

 

 CHO DG44از تایید درج سازه درون ژنوم سلول  حاصلنتایج 

به منظور تایید با استفاده از میکروسکوپ فلورسنت  EGFPارزیابی بیان ژن ی بدست آمده از نتیجه

 در ژنوم سلول pOptiVEC-DLIGLی درج سازه

با استفاده از میکروسکوپ فلورسنت، به  pOptiVEC-DLIGLهای ی بدست آمده از بررسی سلولنتیجه

 صورت زیر بود.
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 با استفاده از میکروسکوپ فلورسنت. pOptiVEC-DLIGLهای در سلول EGFPژن  بررسی بیان -68-3 شکل

Aترنسفکت شده با وکتور های ( سلولpOptiVEC-DLIGL .B سلول )CHO DG44 .ترنسفکت نشده 

 

 pOptiVEC-DLIGLی درج سازهبه منظور تایید  فلوسایتومتریبا استفاده از  EGFPارزیابی بیان ژن 

 در ژنوم سلول

با استفاده از فلوسایتومتری، به صورت زیر  pOptiVEC-DLIGLهای ی بدست آمده از بررسی سلولنتیجه

 بود.

 

A                                                                     B 
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های ( جمعیت انتخاب شده از سلولpOptiVEC-DLIGL. Aلاین سلولی از وکتور  آنالیز فلوسایتومتری -69-3 شکل

( Cهای کنترل منفی. در سلول EGFPی ژن های بیان کنندهی سلول( جمعیت انتخاب شده به عنوان محدودهBکنترل منفی. 

های بیان ( درصد جمعیت سلولی که به  عنوان سلولpOptiVEC-DLIGL .Dهای لاین سلولی جمعیت انتخاب شده از سلول

 اند.مشخص شده EGFPی ژن کننده

 

 در ژنوم سلول pOptiVEC-DLIGLی درج سازهبه منظور تایید  PCRواکنش 

بر روی  PCR، واکنش CHO DG44در ژنوم سلول  pOptiVEC-DLIGLی ور تایید درج سازهبه منظ

DNA  استخراج شده از این لاین سلولی با دو پرایمرF Real DPO  وR Real DPO ی با طول اکه قطعهbp 169 

 ی حاصل به صورت زیر بود.کنند، انجام شد. نتیجهرا تکثیر می

A                                                                        B 

C                                                                         D 



238 
 

 
( محصول 1kb Plus .2( نشانگر وزن مولکولی 1 .کیدر سطح ژنوم pOptiVEC-DLIGL یسازه درج دییتا -70-3 شکل

بر روی وکتور  PCR( محصول واکنش pOptiVEC-DLIGL 3بر روی ژنوم استخراج شده از لاین سلولی  PCRواکنش 

pOptiVEC-DLIGL .4 محصول واکنش )PCR  بر روی ژنوم استخراج شده از سلولCHO DG44 5 )Blank. 

 

-UCOEی درج سازهبه منظور تایید با استفاده از میکروسکوپ فلورسنت  EGFPارزیابی بیان ژن 

DLIGLID در ژنوم سلول 

با استفاده از میکروسکوپ فلورسنت، به  UCOE-DLIGLIDهای ی بدست آمده از بررسی سلولنتیجه

 صورت زیر بود.

 

 bp169     

5    4     3     2     1 
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( A .فلورسنت کروسکوپیبا استفاده از م UCOE-DLIGLID هایدر سلول EGFPژن  انیب یبررس -71-3 شکل

 ترنسفکت نشده. CHO DG44( سلول UCOE-DLIGLID .Bترنسفکت شده با وکتور های سلول

 

ی درج سازهبه منظور تایید  فلوسایتومتریبا استفاده از  EGFPارزیابی بیان ژن ی حاصل از نتیجه

UCOE-DLIGLID در ژنوم سلول 

با استفاده از فلوسایتومتری، به صورت زیر  UCOE-DLIGLIDهای ی بدست آمده از بررسی سلولنتیجه

 بود.

 

A                                                                     B 
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های کنترل منفی. ( جمعیت انتخاب شده از سلولUCOE-DLIGLID. A یسلول نیلا یتومتریفلوسا زیآنال -72-3 شکل

Bی ژن های بیان کنندهی سلول( محدودهEGFP های کنترل منفی. در سلولCهای لاین سلولی ( جمعیت انتخاب شده از سلول

UCOE-DLIGLID .Dی ژن های بیان کننده( درصد جمعیت سلولی که به عنوان سلولEGFP  از لاین سلولیUCOE-
DLIGLID اند.مشخص شده 

 

 در ژنوم سلول UCOE-DLIGLIDی درج سازهبه منظور تایید  PCRواکنش از ی حاصل نتیجه

 DNAبر روی  PCR، واکنش CHO DG44در ژنوم سلول  UCOE-DLIGLIDی به منظور تایید درج سازه

را  bp 169ی با طول اکه قطعه R Real DPOو  F Real DPOاستخراج شده از این لاین سلولی با دو پرایمر 

 ی حاصل به صورت زیر بود.کنند، انجام شد. نتیجهتکثیر می

A                                                                        B 

C                                                                         D 
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( محصول 1kb Plus .2( نشانگر وزن مولکولی 1 .کیدر سطح ژنوم UCOE-DLIGLID یسازه درج دییتا -73-3 شکل

-UCOEبر روی وکتور  PCR( محصول واکنش UCOE-DLIGLID .3بر روی ژنوم استخراج شده از لاین سلولی  PCRواکنش 
DLIGLID .4 محصول واکنش )PCR  بر روی ژنوم استخراج شده از سلولCHO DG44 5 )Blank. 

 

 FACSها با استفاده از روش نتایج حاصل از جداسازی سلول -3-2-4

دارای بیان بالا از ژن  pOptiVEC-DLIGLهای ی به دست آمده از جداسازی سلولنتیجه

EGFP 

 17تهیه گردید تنظیم شد. در حدود  Test Tubeهای کنترلی که در در ابتدا دستگاه با استفاده از نمونه

توسط دستگاه سبز پررنگ تشخیص و قابل جداسازی بودند. این درصد  pOptiVEC-DLIGLهای درصد از سلول

ا هی مختلفی از شدت بیان این پروتئین را در سلولتوسط دستگاه، دامنه EGFPگیری شده از میزان بیان اندازه

ها، کمتر از میزان تشخیص داده شده توسط دستگاه باشد، در اسازی سلولشود. هرچقدر درصد جدشامل می

ها رنگ بوده و در زمان برخورد نور فلورسنت به آن EGFPشده دارای بیان بالاتری از نهایت جمعیت جداسازی

خلوص . ها، جداسازی شدند، از کل سلول%6و  %10ی دو دسته کنند. درنهایتسبز را با شدت بیشتری ساطع می

 شده به صورت زیر بود.های جداسازیسلول

 

bp169     

5    4     3     2     1 
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 شده.جداسازی pOptiVEC-DLIGLهای خلوص سلولدرصد  -4-3 نمودار

 

 EGFPدارای بیان بالا از ژن  UCOE-DLIGLIDهای از جداسازی سلول حاصلی نتیجه

 70تهیه گردید تنظیم شد. در حدود  Test Tubeهای کنترلی که در در ابتدا دستگاه با استفاده از نمونه

توسط دستگاه سبز پررنگ تشخیص و قابل جداسازی بودند. این درصد  UCOE-DLIGLIDهای درصد از سلول

ا هی مختلفی از شدت بیان این پروتئین را در سلولتوسط دستگاه، دامنه EGFPگیری شده از میزان بیان اندازه

ها، کمتر از میزان تشخیص داده شده توسط دستگاه باشد، در سلولشود. هرچقدر درصد جداسازی شامل می

ها رنگ بوده و در زمان برخورد نور فلورسنت به آن EGFPشده دارای بیان بالاتری از نهایت جمعیت جداسازی

. خلوص ها، جداسازی شدند، از کل سلول%10و  %30ی دو دسته کنند. درنهایتسبز را با شدت بیشتری ساطع می

 شده به صورت زیر بود.های جداسازیلولس
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 شده.جداسازی UCOE-DLIGLIDهای درصد خلوص سلول -5-3 نمودار

 

 و پروتئین RNAنتایج بدست آمده از بررسی بیان در سطح  -3-2-5

و پروتئین  RNAدر سطح  EGFPپوئتین آلفا و بررسی بیان ژن داربیدر این بخش به نتایج بدست آمده از 

 پردازیم.می UCOE-DLIGLIDو  pOptiVEC-DLIGLی شدهدر شش لاین سلولی هتروژن و جداسازی

 

 Real Time PCRنتایج حاصل از تست  -3-2-5-1

 RNAپوئتین آلفا در سطح جهت بررسی بیان ژن داربی Real Time PCRی بدست آمده از تست نتیجه

-انجام شده بر روی شش لاین سلولی هتروژن و جداسازی Real Time PCRی بدست آمده از تست نتیجه

 RNAپوئتین آلفا در سطح به منظور بررسی بیان ژن داربی UCOE-DLIGLIDو  pOptiVEC-DLIGLی شده

  به صورت زیر بود.
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لاین پوئتین آلفا در شش ی بیان ژن داربیبه منظور مقایسه Real Time PCRحاصل از تست نمودار  -6-3 نمودار

 سلولی.

 

 RNAدر سطح  EGFPجهت بررسی بیان ژن  Real Time PCRی حاصل از تست نتیجه

-انجام شده بر روی شش لاین سلولی هتروژن و جداسازی Real Time PCRی بدست آمده از تست نتیجه

به صورت  RNAدر سطح  EGFPبه منظور بررسی بیان ژن  UCOE-DLIGLIDو  pOptiVEC-DLIGLی شده

  زیر بود.
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 در شش لاین سلولی. EGFPی بیان ژن به منظور مقایسه Real Time PCRحاصل از تست نمودار  -7-3 نمودار

 

 ی بدست آمده از تست فلوسایتومترینتیجه

ی شدهدر شش لاین سلولی هتروژن و جداسازی EGFPتست فلوسایتومتری به منظور بررسی بیان ژن 

pOptiVEC-DLIGL  وUCOE-DLIGLID ها، انجام گردید. هرچقدر میزان انحراف نمودار متعلق و مقایسه آن

در آن بالاتر  EGFPی کنترل منفی بیشتر باشد، سطح پروتئین ی لاین سلولی مورد نظر نسبت به نمونهبه نمونه

( در 56MFIشده )نت دریافتی شدت نور فلورسخواهد بود. اعداد نشان داده شده بالای هر نمودار، نمایانگر میانه

 ی حاصل از تست فلوسایتومتری به صورت زیر بود.باشند. نتیجهمی نمونه

 

                                                 
56 Mean Fluorescent Intensity 
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 ی شش لاین سلولی.نمودار حاصل از تست فلوسایتومتری به منظور مقایسه -8-3 نمودار

 

 SDS-PAGEنتایج حاصل از تست  -3-2-5-3

 پروتئین استخراج شده از رسوب سلولیهای نمونه SDS-PAGEی بدست آمده از تست نتیجه

های پروتئین استخراج شده از رسوب سلولی شش لاین نمونه SDS-PAGEی بدست آمده از تست نتیجه

 به صورت زیر بود. UCOE-DLIGLIDو  pOptiVEC-DLIGLی شدههتروژن و جداسازی
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 Unstainedنشانگر وزن مولکولی پروتئین ( 1 .یسلولرسوب پروتئین استخراج شده از  SDS-PAGEتست  -74-3 شکل
protein ladder  2 ) کنترل مثبت(CinnaPoetin 400 IU) .3) ی پروتئین استخراج شده از لاین سلولی نمونه pOptiVEC-

DLIGL .4)  سلولیی پروتئین استخراج شده از لاین نمونه pOptiVEC-DLIGL 10% FACS Sorted .5) ی پروتئین نمونه

ی پروتئین استخراج شده از نمونه( 7. کنترل منفی (pOptiVEC-DLIGL 6% FACS Sorte .6 استخراج شده از لاین سلولی 

. UCOE-DLIGLID 30% FACS Sortedی پروتئین استخراج شده از لاین سلولی نمونه( UCOE-DLIGLID .8لاین سلولی 

 .UCOE-DLIGLID 10% FACS Sorted ی پروتئین استخراج شده از لاین سلولی نمونه  (9

 های محیط کشت سلولی تغلیظ شدهنمونه SDS-PAGEی حاصل از تست نتیجه

ی  شش لاین های محیط کشت سلولی تغلیظ شدهنمونه SDS-PAGEی بدست آمده از تست نتیجه

 به صورت زیر بود. UCOE-DLIGLIDو  pOptiVEC-DLIGLی شدههتروژن و جداسازی

 

نشانگر وزن مولکولی پروتئین ( 1 .پروتئین محیط کشت سلولی تغلیظ شده SDS-PAGEتست  -75-3 شکل

Unstained protein ladder  2 ) کنترل مثبت(CinnaPoetin 2000 IU) .3) ی پروتئین محیط کشت سلولی تغلیظ نمونه

. pOptiVEC-DLIGL 10% FACS Sorted ی پروتئین محیط کشت سلولی تغلیظ شدهنمونه  (pOptiVEC-DLIGL .4 شده 

9       8      7      6       5      4       3      2       1 

9       8      7      6       5      4       3      2       1 
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ی نمونه( 7. کنترل منفی (pOptiVEC-DLIGL 6% FACS Sorte .6 ی پروتئین محیط کشت سلولی تغلیظ شده نمونه 5

-UCOEی پروتئین محیط کشت سلولی تغلیظ شده نمونه( UCOE-DLIGLID .8کشت سلولی تغلیظ شده پروتئین محیط 
DLIGLID 30% FACS Sorted .9) ی پروتئین محیط کشت سلولی تغلیظ شده نمونه UCOE-DLIGLID 10% FACS 

Sorted. 

 

 نتایج بدست آمده از تست وسترن بلات

تین آلفا پوئوسترن بلات به منظور بررسی میزان بیان ژن داربیدر این بخش به نتایج بدست آمده از تست 

 UCOE-DLIGLIDو  pOptiVEC-DLIGLی شدهدر سطح پروئتین در شش لاین سلولی هتروژن و جداسازی

 پردازیم.ها میی آنو مقایسه

 

 های پروتئین استخراج شده از رسوب سلولینمونهی حاصل از تست وسترن بلات نتیجه -3-5-4-1

راج شده از های پروتئین استخپوئتین آلفا، تست وسترن بلات نمونهبا توجه به ترشحی بودن پروتئین داربی

نشان داد که  UCOE-DLIGLIDو  pOptiVEC-DLIGLی شدهرسوب سلولی شش لاین هتروژن و جداسازی

روتئین درون سلول با استفاده از ای از این مولکول به بیرون از سلول انتقال پیدا کرده و میزان این پبخش عمده

 ی حاصل از این تست به صورت زیر بود.باشد. نتیجهتست وسترن بلات قابل ارزیابی نمی
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نشانگر وزن مولکولی پروتئین ( 1 های سلولی.های استخراج شده از لایناز وسترن بلات پروتئین نتایج حاصل -76-3 شکل

Magic MarkXP western Protein Standard 2) Blank .3 کنترل مثبت ) (CinnaPoetin 400IU) .4)  ی پروتئین نمونه

 pOptiVEC DLIGL  ی پروتئین استخراج شده از لاین سلولینمونه (pOptiVEC DLIGL .5  استخراج شده از لاین سلولی
10% FACS Sorted .6) ی پروتئین استخراج شده از لاین سلولینمونه  pOptiVEC DLIGL 6% FACS Sorted. 7 )ی نمونه

 UCOE DLIGLIDی پروتئین استخراج شده از لاین سلولی نمونه( UCOE DLIGLID .8  پروتئین استخراج شده از لاین سلولی
30% FACS Sorted. 9 .تئین استخراج شده از لاین سلولیی پرونمونه  (10( کنترل منفی  UCOE DLIGLID 10% FACS 

Sorted. 

 

 های محیط کشت سلولی تغلیظ شدهی بدست آمده از تست وسترن بلات نمونهنتیجه

 یهای محیط کشت سلولی تغلیظ شدهی حاصل از تست وسترن بلات نمونهنتیجه 62-3ی در شکل شماره

به منظور بررسی پروتئین  UCOE-DLIGLIDو  pOptiVEC-DLIGLی شدهشش لاین هتروژن و جداسازی

 نشان داده شده است.  kDa 37پوئتین آلفا با وزن داربی

 

10      9      8      7      6       5       4        3       2       1 
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 Magicنشانگر وزن مولکولی پروتئین( 1شده. محیط کشت سلولی تغلیظبلات  حاصل از وسترن جینتا -77-3 شکل
MarkXP western Protein Standard 2) Blank .3)  کنترل مثبت(CinnaPoetin 400IU) .4)  ی پروتئین محیط نمونه

 pOptiVEC-DLIGL ی پروتئین محیط کشت سلولی تغلیظ شدهنمونه  (pOptiVEC-DLIGL .5کشت سلولی تغلیظ شده 
10% FACS Sorted .6) ی پروتئین محیط کشت سلولی تغلیظ شده نمونهpOptiVEC-DLIGL 6% FACS Sorted. 7 )

  ی پروتئین محیط کشت سلولی تغلیظ شدهنمونه( UCOE-DLIGLID .8  ی پروتئین محیط کشت سلولی تغلیظ شدهنمونه
UCOE-DLIGLID 30% FACS Sorted. 9.شدهی پروتئین محیط کشت سلولی تغلیظ نمونه (10 ( کنترل منفی  UCOE-

DLIGLID 10% FACS Sorted. 

 

 پوئتین آلفا در محیط کشت با استفاده از تست الایزا بررسی کمی میزان بیان پروتئین داربی

های محیط کشت و پروتئین استخراج شده از رسوب از نمونه µL 100سازی پلیت الایزا، میزان پس از آماده

-pOptiVECیشدهچهار لاین جداسازیو  UCOE-DLIGLIDو  pOptiVEC-DLIGLهتروژن  سلولی دو لاین

DLIGL 10% ،pOptiVEC-DLIGL 6% ،UCOE-DLIGLID 30% ،UCOE-DLIGLID 10%  به همراه

محلول از  µL 50ها لود گردید. پس از تکمیل مراحل و در انتها اضافه نمودن میزان های کیت در چاهکاستاندارد

Stop Solution ر طول موج به هر چاهک، خوانش دnm 450  صورت گرفت. نمودار استاندارد بر اساس جذب

 خوانده شده به صورت زیر رسم گردید.

 

10        9      8      7      6       5       4        3    2      1 

kDa 37 
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 های استاندارد تست الایزا.نمودار حاصل از خوانش جذب نمونه -9-3 نمودار

 

محاسبه ها (، غلظت نمونهy=0.0113x + 0.2448ی خط نمودار جذب استاندارد ) سپس با استفاده از معادله

 .دباشپوئتین آلفا در محیط کشت سلول میی میزان بیان پروتئین داربیگردید. نمودار زیر بیان کننده

 

 با استفاده از تست الایزادر محیط کشت سلول پوئتین آلفا بدست آمده میزان بیان پروتئین داربی -10-3 نمودار

y = 0.0113x + 0.2448
R² = 0.9412
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ها نیز انجام شد و تست های بررسی کمی و کیفی در ادامه بررسی نهایی میزان بیان در رسوب سلولی لاین 

بیان مجددا تکرار گردید. همچنین از لاین های هتروژن موجود که دارای بیان بالاتری هستند، برای دستیابی به 

 لاین های تک دودمانی با بالاترین میزان بیان نیز استفاده شد:

 

 بدون مارکر  پوئتین آلفاتهیه رده سلولی تولید کننده پروتئین داربی

 ها بههای نوترکیب با آنزیم اختصاصی مربوط به خود خطی شدند. هرکدام از ناقلدر این مرحله هر یک از ناقل

لیتر ترنسفکت سلول در هر میلی610× 3/0لیتر با تعدادمیلی 3صورت جداگانه به دو استخر سلولی در حجم 

 به دست آمد. pOptiVEC و دو رده سلولی دارای ناقل UCOEشدند. بنابراین دو رده سلولی دارای ناقل 
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 های چهار رده سلولی به دست آمدهتعداد و زنده مانی سلول بررسی

پاساژ  لیتر داخل ارلنمیلی 10های هر چهار رده سلولی در حجم پوئتین آلفا، ابتدا سلولجهت بررسی بیان داربی

 روز اول تا پنجم مورد بررسی قرار گرفت. ها از داده شدند و تعداد و زنده مانی آن
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 های سلولی توسعه داده شدهپوئتین آلفا در ردهبررسی میزان بیان داربی

انجام گرفت. به این  Real Tim PCRبر روی هر چهار رده سلولی با تکنیک  mRNAبررسی بیان در سطح 

میلیون سلول در روز پنجم پس از کشت از هر چهار رده سلولی جمع آوری شد و  3صورت که ابتدا پلت سلولی 

انجام گرفت و با استفاده از پرایمرهای  cDNAاز آن به صورت دستی صورت گرفت، سپس سنتز  RNAاستخراج 

-UCOEبه دست آمده نشان داد که بیان رده سلولی نتایج  گذاشته شد. Real Time PCRاختصاصی بر روی آن 

DPO1  در سطحmRNA 30  برابر بیشتر از رده سلولیpOptiVEC-DPO2 باشد.می 
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. شدانجام  ینگپوئتین آلفا در سطح پروتئین با کمک تست وسترن بلاتبررسی بیان داربیمجددا در ادامه، 

ن استخراج شده از پلت سلولی در روز پنجم جمع آوری شد. در سوپرناتانت سلولی و پروتئی در این تست نمونه

های سلولی به دست بیان پروتئینی بالاتری از دیگر رده UCOE-DPO1رده سلولی   Real Time PCRتائید تست 

آمده نشان داد. همچنین نبودن هیچ گونه باند پروتئینی در تصویر دوم نشان دهنده سیگنال پپتید مناسب جهت 

 باشد.روتئین به خارج از سلول میترشح پ
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به دنبال بررسی میزان بیان پروتئین، سوپرناتانت روز پنجم هر چهار رده سلولی با استفاده از تست الایزا 

برابر رقیق  UCOE ،1000های رده سلولی برابر و نمونه pOptiVEC ،500های رده سلولی انجام گرفت. نمونه

های پیشین بیان بالاتری دارد. همچنین مانند تست UCOE-DPO1شان داد رده سلولی شدند. نتایج این تست ن

 های پروتئین استخراج شده از پلت سلولی شناسایی نشد.پروتئینی پس از بررسی نمونه
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پس از انتخاب بهترین رده سلولی با بالاترین میزان تولید پروتئین، پیدا کردن بهترین روز بیان در اولویت 

سلول پاساژ  300,000لیتر با تعداد میلی 3در حجم  UCOE-DPO1قرار گرفت. جهت انجام این کار رده سلولی 

ها نمونه سوپرناتانت جمع هر روز از سلول روز برای تولید و ترشح پروتئین فرصت داده شد. 8داده شد و به آن 

ا توجه به نتایج به دست آمده، این رده سلولی ها بررسی شد. بمانی آنها شمارش و زندهآوری شد و تعداد سلول

تا  1هتروژن در روز ششم بیشترین تعداد سلول و در روز هفتم بالاترین بیان را در تست انجام شده بین روزهای 

انتخاب  UCOE-DPO1همچنین به دنبال راهکاری جهت افزایش بیان، بهترین رده سلولی یعنی  بود.را دارا  8

  .تک سلول از این رده هتروژن جدا گردید 36گردید و 
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 می باشد. الایزا و وسترن بلاتینگ و  qPCRروش های همه لاینهای حاصل با  ای بیان مقایسهگام بعدی 

 


