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Background and Objective: Hemophilia A is the most common type of this disease. For the treatment of 

hemophiliacs, the injectable concentrate of human factor VIII, derived from plasma and recombinant, is 

available in the market. Due to the risk of contracting infectious diseases due to blood transfusions or 

donated blood products, including plasma-driven factor VIII, recombinant factor VIII can be used, which 

is safe and has a higher purity than the blood-derived sample, while showing a longer half-life in the blood 

of consuming patients. The aim of this study is to evaluate the expression and synthesis of recombinant 

human factor VIII using a cell-free eukaryotic expression system as a new strategy for the synthesis of 

recombinant drugs. 

Methods: In this experimental study, pcDNA3 vector containing the gene fragment without B-domain of 

blood coagulation factor VIII was transformed into susceptible DH5α bacteria. After the multiplication of 

the bacteria and the increase of the target vector, the amplified vector was extracted at this stage and its 

quality and concentration were determined. Then CHO-K1 eukaryotic cells were cultured and cell extract 

was prepared from the density of more than ten million of their cells. The extracted vector was combined 

with cell extract and expression solution, and the expression process was carried out at 30°C and 37°C. 

The level of expression was evaluated by ELISA and dot blot techniques. 

Findings: Based on the ELISA technique adopted in this study, the expression level of recombinant human 

blood coagulation factor VIII in the base sample at a temperature of 30°C, sample 2 at a temperature of 

30°C, base sample at a temperature of 37°C, and sample 4 of negative control at a temperature of 30°C 

were respectively reported as 275, 276, 273 and 0 ng/ml in a period of 20 hours. In the dot blot technique, 

the mentioned quantitative results were qualitatively confirmed by the color intensity of the spots. 

Conclusion: The results showed that the cell-free expression method can be used for the synthesis of 

recombinant factor VIII. Under the conditions used in this research for cell-free expression of recombinant 

factor VIII, volume ratio of 50/50 of CHO-K1 cell extract was suitable, and the basic expression solution 

at 30°C showed the highest concentration of the product. Due to the use of CHO-K1 eukaryotic cell extract, 

the synthesized recombinant human factor VIII has post-translational modifications, which are very 

important for the functionality of this protein in the human body. 
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 دریافت:

23/7/1412 

 اصلاح:

28/8/1412 

 پذیرش:

2/11/1412 

 VIIIترین نوع این بیماری است. جهت درمان بیماران هموفیلی، کنسانتره تزریقی فاکتور ، شایعAهموفیلی نوع  بیماری :هدف و سابقه

لات های عفونی در اثر تزریق خون یا محصوبیماری به انسانی، به دو صورت مشتق از پلاسما و نوترکیب در بازار وجود دارد. با توجه به خطر ابتلا

از نمونه خطر، دارای خلوص بالاتر نوترکیب که از لحاظ ایمنی بی VIIIتوان از فاکتور مشتق از پلاسما، می VIIIخونی اهدایی از جمله فاکتور 

 VIIIتری در خون بیماران مصرف کننده دارد، استفاده نمود. هدف از این مطالعه، بیان و سنتز فاکتور مشتق از خون بوده و نیز نیمه عمر طولانی

 .باشدنوترکیب انسانی با استفاده از سیستم بیانی یوکاریوتی عاری از سلول به عنوان استراتژی نوین سنتز داروهای نوترکیب می
 DH5αانعقاد خون، به داخل باکتری  VIIIفاکتور  Bحاوی قطعه ژنی بدون دمین  pcDNA3وکتور تجربی مطالعه  این در :هامواد و روش

یفیت و غلظت یافته استخراج شد و ک مستعد شده، ترانسفورم گردید. پس از تکثیر باکتری و افزایش وکتور مورد نظر، در این مرحله وکتور تکثیر

ها، عصاره سلولی تهیه شد. کشت داده شدند و از تراکم بیش از ده میلیون سلول آن CHO-K1های یوکاریوتی تعیین گردید. سپس سلولآن 

های الایزا و . میزان بیان با تکنیکانجام شد C33° و C33°دمای یند بیان در آوکتور استخراج شده با عصاره سلولی و محلول بیانی ترکیب و فر

 .بررسی گردید دات بلات
با دمای  2، نمونه C33° انعقاد خون نوترکیب انسانی در نمونه پایه با دمای VIIIفاکتور میزان بیان در این پژوهش با تکنیک الایزا  ها:یافته

°C33نمونه پایه با دمای ، °C33  کنترل منفی با دمای 4و نمونه °C33  نانوگرم در و صفر  233، 232، 232 ساعت به ترتیب 23در مدت

 .ها تائید گردیدکیفی با شدت رنگ لکه صورته لیتر گزارش شد. در تکنیک دات بلات نیز نتایج کمی ذکر شده بمیلی
نوترکیب استفاده نمود. شرایط بکار گرفته  VIIIتوان برای سنتز فاکتور نتایج حاصل نشان داد که از روش بیان عاری از سلول می گیری:نتیجه

مناسب بوده است و   CHO-K1از عصاره سلولی  23/23نوترکیب، نسبت حجمی  VIIIشده در این پژوهش جهت بیان بدون سلول فاکتور 

 VIII، فاکتور CHO-K1 دلیل استفاده از عصاره سلولی یوکاریوتیه غلظت محصول را بیان نمود. ب بیشترین C33° دمایمحلول بیانی پایه در 

  .باشدنوترکیب انسانی سنتز شده دارای تغییرات پس از ترجمه است که جهت عملکردی بودن این پروتئین در بدن انسان بسیار مهم می
 .بدون سلولی ، عصاره سلولی، بیانCHO-K1نوترکیب انسانی، رده سلولی  VIIIفاکتور  های کلیدی:واژه

ه مجل. سلول بدون بیانی سیستم از استفاده با انسانی نوترکیب انعقادی  فاکتور سنتز و بیان .کاردر غلامعلی، زارعی محبوبه، شاهاندشتی فردوسی الهه، ابراهیمی محمدرضا: استناد

 . 13e :22 ؛1433 .دانشگاه علوم پزشکی بابلعلمی 
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 مقدمه

کمبود میزان  .(1) کندمی ایفا خون انعقاد داخلی مسیر در کلیدی نقش باشد کهپلاسما می هایگلیکوپروتئین ترینپیچیده از یکیVIII (FVIII ) فاکتور

شود که در مردان و زنان هموزیگوت رخ می ،است Xکه یک بیماری خون ریزی دهنده وابسته به  Aخون منجر به بیماری هموفیلی در گردش  VIIIفاکتور 

های زایای به طور انحصاری در سلول عمدتاً VIII. جهش در ژن کد کننده فاکتور (Xq28) واقع است Xزوم بر بروی کرومو VIIIژن فاکتور  .(2) دهدمی

مورد جدید از  13333سالانه حدود  .(3و4) باشدیا سنتز یک پروتئین غیر نرمال می VIIIافتد. نتیجه این جهش، فقدان یا کاهش سنتز فاکتور مردانه اتفاق می

 .(2) شودمی در مردان گزارش 2333در  1در سراسر جهان با نرخ شیوع  Aهموفیلی 

ستفاده باشد. داروهایی که در پیشگیری و درمان الیت فاکتور انعقادی ناکافی به منظور جلوگیری از خون ریزی میمبنای درمان هموفیلی، افزایش میزان فعا

نوترکیب ساخته شده توسط تکنولوژی مهندسی ژنتیک، دسموپرسین  VIIIانسانی مشتق شده از پلاسما، فاکتور  VIIIکنساتره فاکتور  :شوند عبارت ازمی

(DDAVPداروهای دیگر نظیر آنتی فیبرینولیتیک ( )مشتق شده از ،)ایج های ر. در درمانمی باشند ها و داروهای هموستاتیک موضعیهورمون ضد ادراری

تزریقی در  VIIIهای مهار کننده علیه فاکتور توان به ایجاد آنتی بادیهای ناشی از انتقال عوامل ناشناخته عفونی، می، به جز عوارض و بیماریAهموفیلی 

 .(2-8) است %32الی  12 نوع شدید، تقریباً Aون بیمار، اشاره کرد. شیوع مهار کننده در بیماران مبتلا به هموفیلی خ

باشد که از لحاظ خصوصیات نوترکیبی می VIIIنوترکیب انسانی وجود دارد. اولین نسل دارویی شامل فاکتور  VIIIسه نسل دارویی برای فاکتور 

های در خصوص استفاده از این فرمول HIV و HBV ،HCVباشد. تاکنون هیچ موردی از آلودگی با بیوشیمیایی و فارماکوکینتیکی، مشابه نوع طبیعی آن می

 های انسانی واین حال، خطر انتقال ذرات ویروسی در مورد داروهای نسل اول هنوز به طور کامل برطرف نشده است. پروتئین دارویی گزارش نشده است. با

سیل عفونت را شود، هنوز پتانشوند و همچنین آلبومین انسانی که به عنوان پایدار کننده نهایی محصول استفاده میهای کشت استفاده میحیوانی که در محیط

حاوی  کنند، جایگزین شده است. از آنجایی که محیط کشتهستند. در نسل دوم، آلبومین انسانی با ترکیبات کربوهیدرات که نقش پایدار کننده را بازی می دارا

وجه در نسل دوم، قابل تشود. نکته فعال سازی ویروسی می تواند به عنوان یک منبع عفونت باشد، نسل دوم وارد یک پروسه غیرباشد، میپروتئین انسانی می

برابر بیشتر  CHO-K1 (Chinese hamster ovary ،)23های در سلول Bفاقد دومین  VIIIفاکتور  mRNAباشد. بیان می Bحذف شدن دومین 

به  ن، از کربوهیدراتهای انسانی یا حیوانی غنی نشده است و به جای آلبومیباشد. محیط کشت با پروتئینمی VIIIطبیعی فاکتور  mRNAاز میزان بیان 

ادی نتی بعنوان پایدار کننده استفاده شده است. امروزه تحقیق بر روی نسل جدید این محصول، در حال انجام است که در فرآیند خالص سازی، به جای آ

 .(9) شودمنوکلونال موشی، از لیگاندهای تولید شده توسط فرآیندهای شیمیایی استفاده می

. تولید (13) خطر انتقال ذرات ویروسی در آن حذف شده است انعقادی نوترکیب، دارویی را برای هموفیلی فراهم کرده که عملاً VIIIنسل سوم فاکتور 

اند. این محصول، شامل تغییرات پس از ترجمه نیز به آن پی بردههایی دارد که در عمل های انسانی، از لحاظ تئوری مزیتنوترکیب در رده سلول VIIIفاکتور 

(post-translational modificationکامل )تری می( باشد مثل سولفاته شدن تیروزینTyrosine sulphation که نتیجه آن، تقویت اتصال به )

-Galα1-3Galβ1-GlcNAc چنین منجر به عدم حضور ساختارهای قندیباشد. این عمل همکم در طول عمر آن می فاکتور ونویلبراند و و افزایش نسبتاً 

R  (alpha-Gal ) وN-glycolylneuraminic acid  در فاکتورVIII(11و12) گرددشوند، می، که در برخی شرایط باعث ایجاد پاسخ ایمنی می. 

 ، نه برای سنتز پروتئین، بلکه برای تبدیل قند به اتانول و Eduard Buchnerاساس قانون بیان با استفاده از سیستم بیانی بدون سلول، توسط 

به منظور مطالعه  E. coliسیستم بیانی بدون سلول را بر مبنای باکتری  Matthaei و Nirenbergسال بعد،  23دی اکسید کربن معرفی شد. بیشتر از 

. بیان (13) های بیانی پیچیده که امروزه در دسترس هستند، هموار کردفرآیندهای مرتبط با ترجمه گسترش دادند. این سیستم، مسیر را برای بسیاری از سیستم

ئین مورد نظر تر به پروتباشد. در مقابل، سیستم بیانی بدون سلول، دسترسی سریعابع مینیازمند مقادیر قابل توجهی از زمان و من in vivoپروتئین در شرایط 

هایی با های گذرنده از غشا( و پروتئینهای سمی و پروتئینهای سخت بیان )مثل پروتئینتواند در بیان پروتئینکند. همچنین این روش میرا فراهم می

های نوترکیب، به دلیل ها برای تولید پروتئین. توانایی ذاتی سلول(14) های آمینه غیر استاندارد، مورد استفاده قرار گیردمشخصات بهبود یافته با استفاده از اسید

ابداع سیستم بیان بدون سلول، به دلیل تنوع و قابل  . امروزه با(12) باشدها، محدود میمصرف بخش قابل توجهی از منابع سلولی جهت تولید مثل و بقای سلول

های گزارشگر و استفاده همچنین با همراه کردن ژن .(12) ها، افزایش یافته استها حتی در خارج از آزمایشگاهها، پتانسیل استفاده از آنحمل بودن این سیستم

(، تشخیص توکسین، سنسورهای Metabolic modeling) ها، مدل سازی متابولیکتوان از این سیستم در تشخیص ویروسها در این سیستم، میاز آن

ها، . همچنین در تولید مواد بیولوژیک از جمله واکسن(13و18) ( استفاده کردGenetic circuit validation) و تایید مدار ژنتیکی (Biosensors) زیستی

های گردد تا از سیستمزایی و پایداری پایین وجود دارد، پیشنهاد میهای فعلی تولید واکسن زمانبر بوده و نیز خطر آلودگی ویروسی، ایمنیبه این علت که استراتژی
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 باشد، استفاده گرددتری میتر پروتئین و بهینه سازی آسانونویسی و ترجمه خارج سلولی، توانایی بیان و سنتز سریعیندهای رآبیانی بدون سلول، که دارای فر

 .(23) به حالت لیوفلیزه درآوردتوان برای استفاده طولانی مدت سیستم بیانی بدون سلول را نیز می  .(19)

بیشترین کاربرد و بیشترین بازده در تولید پروتئین را دارد  E. coliهای بیانی بدون سلول، سیستم بیانی بدون سلول بر مبنای باکتری در میان سیستم

یک میزبان  د، باید ازافتولی از آنجا که پروتئین هدف ما یک پروتئین یوکاریوتی بوده و تغییرات پس از ترجمه در سیستم بیانی پروکاریوتی اتفاق نمی (21)

شود که در استفاده می CHOو  HeLaهای جوانه گندم، مخمر، رتیکولوسیت خرگوش، حشره، های یوکاریوتی، از سلولیوکاریوتی استفاده نمود. در سیستم

 CHOهای ، سلولHeLaو  CHOهای از بین سلول .(21)دهند ، تغییرات پس از ترجمه بهتری را انجام میHeLaو  CHOهای ها، سلولبین این سلول

نوترکیب تولید نشده  VIIIتر هستند. تاکنون با استفاده از سیستم بیانی بدون سلول، فاکتور نیاز به امکانات کمتری برای رشد و تکثیر داشته و مقرون به صرفه

ین با باشد، در این پژوهش بر آن شدیم تا به بررسی امکان تولید این پروتئتر میتر و ایمناست و از آنجا که تولید این فاکتور با استفاده از این روش بسیار ساده

  .بپردازیمروش بیان بدون سلول 

 مواد و روش ها

از رده سلولی ، IR.MUBABOL.REC.1399.023پس از تصویب در کمیته اخلاق دانشگاه علوم پزشکی بابل با کد  ،این مطالعه تجربیدر 

نمونه آزمایشات بیان و سنتز فاکتور  4های مختلفی از بعضی مواد و عوامل موثر در بیان، در یک گروه شامل استفاده گردید. غلظت CHO-K1یوکاریوتی 

VIII  .نوترکیب، انجام گردید 

مراحل  یبرا، به عنوان میزبان پروکاریوتی (Strategene-USA) یاکلیاشرشاز باکتری   DH5αهیسو: دیپلاسم ی وسلول رده ،ییایباکتر هیسو

-pcDNA3 دیاستفاده شد. پلاسم hFVIII انیب یوکاریوتی جهت زبانی(، به عنوان مرانیا -پاستور توی)انست CHO-K1 یاستفاده شد. رده سلول کلونینگ

hFVIII  یبرا یبه عنوان منبع وشد  هیته (22)از مطالعه قبلی cDNA hFVIII بدون دمین B (domain B) گردیداستفاده  یانیب دیبه عنوان پلاسم و. 

 NaCl ،pH 7.0گرم بر لیتر  13گرم بر لیتر عصاره مخمر،  2گرم بر لیتر تریپتون،  13آگار ) LBمحیط : هاتیو ک ییایمیها، مواد شمیآنزها، محیط

لیتر( گرم در میلیمیلی 133آلمان( به عنوان محیط کشت باکتریایی استفاده شد و پودر آنتی بیوتیک آمپی سیلین ) -، خریداری شده از شرکت مرکNaOHبا 

با  RPMI-1640در  CHO-K1های آلمان خریداری شد. سلول -Rocheاز شرکت  KpnIدر صورت نیاز برای حفظ فشار انتخابی اضافه گردید. آنزیم 

، Anti-Factor VIIIرشد کردند. از آنتی بادی Pen-Strep 1X  (Sigma-Germany) ( وGibcoشده با حرارت )فعال  سرم جنین گاوی غیر 13%

( استفاده Biotest-Germanyو کنسانتره فاکتور مشتق از پلاسما ) hFVIII( برای اندازه گیری آنتی ژن GMA-012( )Sigma-Germany)کلون 

 شد. 

 استخراجمانند ، DNA یدستکار یهاکتکنی: دیپلاسماستخراج و  DH5a میزبان باکتریایی در pcDNA3-BDD-hFVIII کردن کلون

DNA هضم  د،یپلاسمDNA با استفاده از روش شوک حرارتی برای انتقال وکتور نوترکیب به درون (. 23استاندارد انجام شد ) یهابر اساس روش کلونینگ و

 هاییترباک ، سپسمنتقل شد یکل ایشیاشرباکتری  DH5α هیبه سو(، VIII )حاوی ژن کد کننده فاکتور بینوترک دیپلاسماستفاده گردید.  E. coliباکتری 

 بینوترک دیسمد. پلایرنگ قرار مورد استفادهشدند تا در مراحل بعدی  یجداساز نیلیس یآمپ یحاو آگار LB کشت طیمح یروکشت بر  شده پس از انسفورمتر

، استخراج پلاسمید GeneAll exprep Plasmid SV mini سپس با دستورالعمل کیت شد. دییتأ kpnI میبا آنز هضم آنزیمیبا استفاده از روش  زین

   های ترنسفرم شده انجام شد.از کلنی
 ،کنندرشد می دهنچسبصورت ه بکشت  طیو در مح دارند الیتلیاپشبه  یکه مورفولوژ CHO-K1 ی یوکاریوتیمطالعه از رده سلول نیدر ا: کشت سلولی

 .باشدیم %92و رطوبت  CO2 %2با گراد درجه سانتی 33در انکوباتور  FBS 13با % RPMI طیمح یرده سلول نیکشت ا یمناسب برا طیاستفاده شد. شرا

سانتریفیوژ شدند. در مرحله بعد،  g 133دقیقه با دور  13های سلولی جمع آوری گردید و به مدت دست آمده از فلاسکه های بسلول: تهیه عصاره سلولی

ایران( که از قبل به دمای اتاق رسیده  -)شرکت شفامل extractionها در محلول سپس سلول ایران( شستشو داده شدند. -با محلول واش )شرکت شفامل

مع آوری شده، به عنوان عصاره سلولی برای مراحل بعدی ور شدند. پس از انجام این مرحله از کار، سوپرناتانت سلولی جمع آوری گردید. سوپرناتانت جبود، غوطه

 جمع آوری و ذخیره شد.

ایران(. عصاره سلولی  -استفاده شد )شرکت شفامل VIIIماده مختلف است جهت بیان ژن فاکتور  18در این مرحله، محلول بیان که متشکل از  :مرحله بیان

گراد انکوبه درجه سانتی 33و  33ساعت در دماهای  23ها به مدت یه شده قرار گرفت. این میکروتیوببه دست آمده با نسبت برابر در مجاورت محلول بیانی ته
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23%  v/v ………… Cell extract 

23%  v/v ………… Expression solution (solution X) 

( Biotest- Germanyمشتق از پلاسما ) VIIIاستفاده شد. نمونه فاکتور  PVDF (Sigma- Germany) ذبدین منظور از کاغ: تکنیک دات بلات

خشک شوند. در این  الف( سپس در معرض هوا و در دمای اتاق قرار گرفتند تا کاملاً-1تجاری تهیه شد و به عنوان استاندارد مورد استفاده قرار گرفت )شکل 

ور و سپس دقیقه در متانول غوطه 2آماده سازی غشا، به مدت  استفاده شد. برایVIII (Sigma- Germany )تکنیک از آنتی بادی بیوتینیله ضد فاکتور 

میکرولیتر بر روی کاغذ  2/3ها به مقدار ها و کنترلقرار داده شد. سپس بر روی سطح مناسبی قرار گرفت و با مارکر علامت گذاری شد. نمونه PBSدر محلول 

مشتق از پلاسما تجاری، تهیه شد و به عنوان استاندارد مورد استفاده قرار گرفت. سپس در معرض هوا و در  VIIIبه صورت لکه قرار گرفتند. نمونه فاکتور 

خشک شوند. سپس کاغذ بر روی شیکر و در مجاورت با محلول بلاک کننده به مدت یک ساعت در دمای اتاق قرار گرفت.  دمای اتاق قرار گرفتند تا کاملاً

با  VIIIساعت با آنتی بادی بیوتینیله ضد فاکتور  1شسته شد. در مرحله بعد، غشا به مدت  PBS/Tثانیه با محلول  33به مدت سپس کاغذ سه بار و هر بار 

ساعت با  1شسته شد. سپس غشا به مدت  PBS/Tثانیه با محلول  33سه بار و هر بار به مدت  در شیکر مجاور گشت و مجدداً  PBS/Tدر  433به  1رقت 

شستشو  PBS/Tثانیه با  33سه مرحله و هر بار  بر روی شیکر تیمار گشت و مجدداً PBS/Tدر  2333به  1با رقت  HRPکونژوگه با آنزیم  استرپتوآویدین

دقیقه و ظاهر  12بر روی غشا ریخته شد و پس از  Peroxidase bufferمیکرولیتر  123و  DABمیکرولیتر  123داده شد. سپس محلول سوبسترا شامل 

 .ها، با آب مقطر شستشو داده شدشدن لکه

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 VIIIآنتی بادی ضد فاکتور  :ب ،تجاری مشتق از پلاسما VIIIفاکتور  :الف .1شکل 

 
 ت،یپلکرویم ی( روSandwich ELISA) سط روش الایزاتو کشت طیدر مح rhFVIIIژن  یآنت: با تکنیک الایزا FVIIIژن  یآنت یریاندازه گ

ها اضافه شد و پس از یک به چاهک FVIIIابتدا محلول بیانی واجد  .مورد سنجش قرار گرفت ی،موش hFVIII یمونوکلونال آنت یباد یشده با آنت دهیپوش

 مونوکلونال  یباد یآنتها ( شسته شد. در ادامه به چاهک23توئین  %32/3درجه، سه بار با محلول شستشو )بافر فسفات دارای  33ساعت انکوباسیون در دمای 

 2حل قبل و ها اضافه گردید و پس از انکوباسیون مشابه مراآنزیم استرپتاویدین به چاهک ،اضافه گردید و پس از انکوباسیون و شستشو لهینیوتیب hFVIIIضد 

محلول  شد. خواندهمتر نانو 423رنگ به دست آمده در طول موج  متوقف شد.واکنش نرمال  2 کیسولفور دیاس اضافه شد و با (TMB) بار شستشو ماده رنگ زا

 بیانی فاقد پلاسمید به عنوان کنترل منفی در نظر گرفته شد.
 زیاز آزمون آنال، FVIII نوترکیب انسان نیروتئپ انیب یدر بررس ی،کم جینتا نیانگیم سهیجهت مقاهای این مطالعه سه بار تکرار گردید و همه تست

 .شد گرفته در نظر داریمعن p<32/3و  دیاستفاده گرد Tukey's post hoc انسیوار
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 یافته ها

 یدهایالکتروفورز پلاسم جیدر نتا بازیلویک 13باند  کیانجام شد. وجود  ییایباکتر زبانیدر م بینوترک دیپلاسم ریتکث: دیکلون، استخراج و هضم پلاسم

توسط هضم  زی(، نتیلوبایک 2)حدود  cDNA FVIIIبه اندازه  وطاستخراج شده، مرب دی(. پلاسمالف-2 )شکل کرد دییرا تا دهایپلاسم تیفیاستخراج شده، ک

kpnI (.ب-2)شکل  در نظر گرفته شد انیب لیو تحل هیتجز یانتخاب شده برا دی. پلاسمگردید دییتا بینوترک دیپلاسم 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 لدر،: 1 ستونباند حاصل از الکتروفورز واکنش هضم آنزیمی ) :ب ،باند حاصل از الکتروفورز پلاسمید خطی شده :الف .2 شکل

 (نمونه: 2 ستون
 

، از لحاظ مرفولوژی و تعداد مورد بررسی قرار گرفتند و پس از رسیدن به تراکم CHO-K1های رده سلول: CHO-K1کشت رده سلولی یوکاریوتی 

 .(3)شکل  داده شدندمیلیون سلول، به چندین فلاسک پاساژ  23، جهت رسیدن به عدد 83%

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 یک هفته پس از ذوب شدن CHO-K1های بررسی میکروسکوپی و ماکروسکوپی سلول .3شکل 

 
ساعت از انکوباتور خارج شده و سپس جهت تایید بیان از تکنیک  23های بیانی پس از محلول: نوترکیب انسانی VIIIفاکتور  انیب لیو تحل هیتجز

ها، بر جای گذاشت. همچنین جهت مقایسه میزان بیان در نمونه PVDFدات بلات استفاده شد. روش پایه بیان بدون سلول، لکه پر رنگی بر روی کاغذ 

گراد در درجه سانتی 33باشد و لکه مربوط به نمونه پایه در دمای ( فاقد لکه می1نمونه کنترل منفی )نمونه گراد امتحان گردید. درجه سانتی 33و  33دماهای 

 تیفی استخراج شده، کیدهای الکتروفورز پلاسمجی در نتابازیلوی ک13 باند کی انجام شد. وجود ییای باکترزبانی در مبی نوترکدیپلاسم

 kpnI توسط هضم زی(، نتیلوبای ک2)حدود  cDNA FVIII به اندازه وط استخراج شده، مربدی(. پلاسم-الف2 شکل کرد)دیی را تادهایپلاسم

(. -ب2شکل  در نظر گرفته شد)انی بلی و تحلهی تجزی انتخاب شده برادی. پلاسمگردید دیی تابی نوترکدیپلاسم
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زار اف(. جهت آنالیز نتایج تکنیک دات بلات نیز با استفاده از نرم4گراد بود )شکل درجه سانتی 33تر از نمونه انکوبه شده در دمای تکنیک دات بلات، کمی پر رنگ

image J (.2)شکل  دست آمده تائید شده نتایج ب 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

نمونه  -3 ،گراددرجه سانتی 31نمونه انکوبه شده در  -2 ،کنترل منفی -1نتایج تکنیک دات بلات جهت بررسی بیان:  .4شکل 
 مشتق شده از پلاسما VIIIکنترل مثبت نمونه تجاری فاکتور  -4 ،گراددرجه سانتی 37شده در  انکوبه

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

درجه  31انکوبه شده در  پایه نمونه -2 ،کنترل منفی -image J (1نتیجه آنالیز نتایج تکنیک دات بلات با نرم افزار  .5شکل 
 (کنترل مثبت مشتق شده از پلاسما -4 ،گراددرجه سانتی 37نمونه انکوبه شده در  -3 ،گرادسانتی

 
لیتر نانوگرم بر میلی 232ساعت، حدود  23محلول بیانی به مدت  در rFVIII ، بالاترین سطح بیانELISAآمده از تکنیک  دست با توجه به نتایج به

 (.1)جدول  ( استفاده گردید4نوع واکنش زیر به همراه کنترل )نمونه  3ها و نیز به منظور بهینه سازی بیان، از جهت بررسی کمی نمونه .(2)شکل  برآورد شد

 گراددرجه سانتی 33ساعت دمای  23 -امل محلول بیانی و پلاسمید نوترکیب: نمونه پایه ش1 نمونه

 گراددرجه سانتی 33ساعت دمای  23 -برابر 13برابر و فسفات به میزان  4/1: افزایش غلظت عصاره سلولی به میزان 2نمونه 

  گرادانتیدرجه س 33ساعت دمای  23 -: نمونه پایه شامل محلول بیانی و پلاسمید نوترکیب3نمونه 

 .گراددرجه سانتی 33ساعت دمای  23 -: نمونه محلول بیانی بدون اضافه کردن پلاسمید )کنترل منفی(4نمونه 

 درجه سانتی گراد در تکنیک دات بلات، کمی پر رنگ تر از نمونه انکوبه شده در 33فاقد لکه می باشد و لکه مربوط به نمونه پایه در دمای 

نتایج بدست آمده تائید  image J(. جهت آنالیز نتایج تکنیک دات بلات نیز با استفاده از نرم افزار 4 درجه سانتی گراد بود )شکل 33دمای 

 (. 2شد)شکل 

 

 

 

 

 

 

- نمونه انکوبه 2- کنترل منفی 1 بررسی بیان: جهت دات بلات نتایج تکنیک ( 4شکل   

- نمونه انکوبه  3گراد   درجه سانتی 33 - نمونه انکوبه شده در2- کنترل منفی 1 بررسی بیان: جهت دات بلات نتایج تکنیک ( 4شکل 

 مشتق شده از پلاسما VIII- کنترل مثبت نمونه تجاری فاکتور 4 گراد  درجه سانتی33شده در 

 

 

 

 

 

 

 

(  نتیجه آنالیز نتایج تکنیک دات بلات با نرم افزار 2شکل  image J - کنترل منفی 1)   
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 (4: نمونه s4، 3: نمونه s3، 2: نمونه s2، 1 : نمونهs1ها با تکنیک الایزا )در نمونه FVIIIبررسی کمی بیان  .6شکل 
 

 هادر نمونه VIIIمقایسه میزان بیان فاکتور  .1جدول 

 هاشماره نمونه
نوترکیب بیان شده  VIIIغلظت فاکتور 

ng/ml)) 

 232 1نمونه 

 232 2نمونه 

 243 3نمونه 

 3 4نمونه 

 بحث و نتیجه گیری

 اری ازبیانی عواکنش  یدما برا نیبهترکه  انسانی با استفاده از روش بیان بدون سلول انجام گردید بینوترک VIIIفاکتور  در این پژوهش بیان و سنتز

با توجه به  .دست آمد به یعصاره سلول کردن برابر 4/1با  انیب زانیم نیشتریب نیاست و همچنبوده  گرادیدرجه سانت 33 این داروی نوترکیب، دمای سلول

ی و محلول بیانی عصاره سلول 23/23 ی نسبتعنی هیحالت پابیانی، واکنش  نیا یرسد برایبه نظر م گرفته شده در این پژوهش،های متفاوت در نظر نسبت

های سلولی باشند که با استفاده از ردهو بیان داخل سلولی می in vivoنوترکیب موجود در بازار همگی بر پایه سیستم  VIIIفاکتورهای  .باشدمناسب می

HEK ،CHO  وBHK ها، تغییرات پس از ترجمه یا . علت استفاده از این سیستم(23)( 2 )جدول رسندطراحی، تولید و به فروش میPTM  مناسب و

 .باشدمی CHOهای سلولی، بویژه رده سلولی تر کشت این ردهشرایط ساده

 VIIIفاکتور  انیب یوکاریوتی استفاده شد و با توجه به مطالعات دیگر در سراسر جهان،بدون سلول  یانیب ستمیاز س ،بار در کشور نیاول یبرا قیتحق نیدر ا

دهد که از به ما این امکان را می بینوترک VIIIفاکتور با این روش تاکنون انجام نشده است. روش بیانی بدون سلول داروهای نوترکیب از جمله  بینوترک

صول نیاز یند بسیار ساده و مختصری از تخلیص محآنیاز شده یا به فرترین قسمت کار تولید و مستلزم هزینه بالایی است، بییند تخلیص داروها که از مهمآفر

میکروگرم  49ها، ناز این پروتئی دست آمدهه اند که غلظت بهای غشایی، سنتز شدههایی مثل پروتئینباشد. در مطالعات دیگر، با روش بیان بدون سلول، پروتئین

نانوگرم در  232بیانی بدون سلول،  ستمیبا س بیان و سنتز این داروی نوترکیب . در مطالعه ما(14) لیتر گزارش شده استمیکروگرم در میلی 983لیتر ودر میلی

 دالتون( لویک 283) نیئپروت نیا یبالامولکولی بسیار وزن  لیه دلتواند بگزارش شد که دلیل کمتر بودن این غلظت در مقایسه با مطالعات ذکر شده، می لیترمیلی

های ئینبیان و سنتز دشوارتری از دیگر پروت احتمالاً  تری دارند، باشد، کههای غشایی که وزن مولکولی سبکهای معمول از جمله پروتئیننسبت به پروتئین

  نوترکیب کوچکتر دارد.
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 نوترکیب موجود در بازار )مبتنی بر بیان سلولی( VIIIفاکتورهای  .2جدول 

 نام محصول
تاریخ دریافت 

تاییدیه سازمان غذا 
 و دارو

تغییرات ژنتیکی بر روی قطعه 
 VIIIژنومی فاکتور 

رده سلولی 
 میزبان

Kogenate FS 1993 Full length BHK 

Hleixate FS 1993 Full length BHK 

Advate 2333 Full length CHO 

Moroctocog alfa (Xyntha) 2338 BDD CHO 

Turoctocog alfa (NovoEight) 2313 B-domain truncated CHO 

Simoctocog alfa (Nuwiq) 2312 Full length HEK 

Octocog alfa (Kovaltry) 2312 Full length BHK 

rVIII-single (Afstyla) 2312 
B-domain and four amino-

acids of a3 domain deleted 
CHO 

rFVIIIFc (Eloctae) 2314 BDD rFVIII with fused Fc HEK 

rFVIII-pegylated (Adynovate) 2312 Full-length rFVIII CHO 

 

 33 واکنش دمای در ساعت 4 واکنش زمان مدت در لیتر،میلی سلول در میلیون 233 غلظت سلولی با با استفاده از لیزات و همکاران، Brödel مطالعه در

تر مشابه بوده است ولی مدت زمان بیان آن بسیار پایین دمای واکنش این پژوهش با مطالعه ما تقریباً(. 14) است شده سنتز لوسیفراز پروتئین گراد،سانتی درجه

 ایمطالعه در باشد. همچنین VIIIتر این پروتئین با وزن مولکولی بسیار کمتر از پروتئین فاکتور تواند بیان و سنتز سادهاز مطالعه ما بوده که یک دلیل آن می

 33 واکنش دمای و ساعت 21 زمان در مدت لیتر،میلی در سلول میلیون 233 از لیزات، از غلظت غشایی هایپروتئین سنتز جهت و همکاران Thoring دیگر،

 continuous)م مداو تعویض با سلول بدون بیان روش از حداکثر بیان و سازی بهینه منظور به مطالعه این در همچنین. استفاده گردید گرادسانتی درجه

exchange cell-free systems )جدا راوات نیمه غشای یک با که است جداگانه تغدیه محفظه یک و واکنش اساس بر روش این پایه که گردید استفاده 

 از اشندب نیز واکنش ادامه کننده مهار توانندمی که واکنش از حاصل زائد مواد همچنین و رسدمی واکنش محفظه به دائم طور به انرژی نتیجه، در و است شده

 . نبود پذیر امکان مطالعه این در روش این از استفاده روش، این بودن برهزینه به توجه با(. 24) شوندمی حذف واکنش محفظه

تواند از رد، میهزینه ندا خلاف کلونینگ و بیان سلولی، نیاز به تخلیص پر در نتیجه از آن جایی که محصول حاصل از روش بیان و سنتز بدون سلول، بر

انجام  تواند با استفاده از روش بیان بدون سلول با هزینه کمتر و بدوننظر زمانی و اقتصادی بسیار حائز اهمیت باشد. در آینده، بیان بیشتر داروهای نوترکیب می

ی در این زمینه مریکا و کشورهای اروپایآهای تجاری بیوتکنولوژیک تتکنیک زمانبر و پر هزینه کلونینگ انجام گیرد. البته امروزه تعداد انگشت شماری از شرک

 های انسانی را تولید نمودند.فعالیت خود را آغاز نموده و تا به امروز، کیت بیان بدون سلول برخی از پروتئین

 تقدیر و تشکر 

 آمل، ارمون تزیس شفا بنیان دانش شرکت از تحقیق، همچنین به جهت حمایت از بابل پزشکی علوم دانشگاه فناوری و تحقیقات معاونتاز بدینوسیله 

  .گرددقدردانی می فنی و دانشی هایحمایت دلیل به بابل، پزشکی علوم دانشگاه نوآوری و فناوری رشد مرکز در مستقر
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