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  چكيده
در نتيجه و وليد ترومبين هاي پروتئوليتيك است كه به تپروتئاز انعقادي مسئول شروع آبشار واكنش، فاكتور هفت :سابقه و هدف
يندهاي مختلف سلولي، فاكتور آدر فرآن به دليل به كارگيري موفق آن در كنترل هموفيلي و نقش احتمالي . انجامدتشكيل لخته مي

 براي كلون HepG2رده سلولي  در اين مطالعه، .ساير مشكلات باليني مورد توجه قرار گرفته است هفت به عنوان هدف ژن درماني و
  . مورد استفاده قرار گرفتVIIاكتور ف

استخراج شد و مورد رونويسي معكوس ) HepG2( كل رده سلولي هپاتوما RNA .اين تحقيق به روش تجربي انجام گرفت: بررسي روش
 Ecoli منتقل شد ودر باكتري  pTZ57R/T به وكتور PCRمحصول .  تكثير شد PCR فاكتور هفت با واكنش cDNAقرار گرفت و 

   .نسفرم گرديدترا
پلاسميد نوتركيب بوسيله  فاكتورهفت مشاهده شد و بدنبال كلونينگ، مربوط به ژن  DNA، باند PCRپس از واكنش : هايافته

   .آنزيمهاي محدودگر تاييد شد
و  آن كه امكان استفاده ازشد  گزارش HepG2 فاكتور هفت حاصل از لاين سلولي cDNAكلونينگ مطالعه، اين در : گيرينتيجه

  .هاي بعدي آن فراهم شده استدستكاري
  .HepG2فاكتور هفت، هموفيلي،  :واژگان كليدي

  

  1مقدمه
 است كه k يك گليكوپروتئين وابسته به ويتامين ،هفت فاكتور 
      كيلـــو دالتـــون 50 آمينواســـيد و وزن مولكـــولي 406داراي 

 .كنـد به دو شكل در پلاسما گردش مـي        فاكتور هفت . باشدمي
اي و  بخش اعظم آن بـصورت زيمـوژن غيرفعـال تـك زنجيـره            

هـاي  اي داراي زنجيـره   شكل فعـال دو زنجيـره     ه  درصد كمي ب  
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   )e-mail: bahram_14@yahoo.com( بهرام كاظمي ،مولكولي
  25/2/1388: تاريخ دريافت مقاله
  19/7/1388 :تاريخ پذيرش مقاله

تبـديل فـاكتور هفـت بـه شـكل فعـال            . سنگين و سبك است   
)FVIIa (       هـاي     با شكستن پيوند پپتيدي بين اسيد آمينـهIle  

 ).1(گيرد  صورت مي152 شماره Arg و 153شماره 

  ،بطور خلاصـه  . نقش محوري در شروع انعقاد دارد     فاكتور هفت   
بدنبال آسيب عروق، فاكتور هفت بـه كوفـاكتور خـود، فـاكتور             

هاي آسيب ديـده متـصل شـده و         ، در سطح سلول   TF)(بافتي  
مقدار كمـي فاكتورهـاي     TF/ FVIIa كمپلكس . شودفعال مي

X  و   IXفاكتور  .كندرا فعال ميX فعال )FXa (  تركيب شـده
   مقدار محـدودي پروتـرومبين را بـه تـرومبين تبـديل             FVaبا  
.  كنـد  را فعـال مـي     FVIII  و FVهـا،   ترومبين پلاكـت  . كندمي
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افتـد، كمپلكـسي   ها اتفـاق مـي  كه برروي پلاكت مرحله نهايي
ــامل  ــال، FIXش ــسفوليپيدهاي  FVIII فع ــسيم و ف ــال، كل  فع

. كنــدتبــديل مــيFXa   را بــه FXاســيدي مقــدار بيــشتري 
FVa/FXa      شود كه منجر    توليد انفجاري ترومبين را موجب مي

 ).3،2(شود به تشكيل لخته مي

 با ميل TFتواند بدون فاكتور هفت مي پيشنهاد شده است كه 
در نتيجه  . گرددها متصل شود و فعال      تركيبي پايين به پلاكت   

 هموسـتاز را    TFدوز بالاي فاكتور هفت قادر اسـت مـستقل از           
ــد  ــراهم كن ــه غلظــت ). 4(ف ــشي ك ــاي پلاســمايي در آزماي ه

زيموژنهاي فاكتورهاي نه، هشت، پروتـرومبين، پـنج، هـشت و           
مهاركننده هاي پروتئاز فراهم شده بود، فاكتور هفت متصل به          

اين تجربـه   .  فعال تبديل كرد   FX را به    FXپلاكت فعال بوده و     
تواند دليل افزايش هموستاز را در بيماران هموفيلي درمـان          مي
  ).2( فعال توضيح دهد FVII با دوز بالاي شده

اي حاصل ازنقص انعقـادي اسـت كـه بـه دليـل             هموفيلي عارضه 
يا فاكتور  ) Aهموفيلي   (VIIIهاي كد كننده فاكتور     ژن جهش در 

IX)   هموفيليB ( نفـر   6427در بررسي كـه روي       .شودايجاد مي 
 نفر  1803 افراد مبتلا به نقص انعقادي وراثتي در ايران انجام شد،         

 نفر به هموفيلي 1077كردند كه ازاين تعداد، در تهران زندگي مي
A   نفر به هموفيلي     211 و B    براي اطلاع بيـشتر     ).5( مبتلا بودند

با فاكتور هفت مـي تـوان بـه مقالـه          هاي درمان هموفيلي  از روش 
Hoots   مشكل عمده اين روش درمـاني توليـد        ). 6(   مراجعه نمود
 ه بر عليه پروتئين تزريق شده است كـه در         بادي خنثي كنند  آنتي

 Aبيمـاران همـوفيلي      درصـد    20 و   B بيماران هموفيلي     درصد 3
  ).7(افتد بصورت شديد اتفاق مي

فاكتور هفت فعال كه امروزه بـصورت فـاكتور هفـت نوتركيـب             
)rFVII ( تواند رونـد انعقـادي وابـسته بـه         شود، مي استفاده مي

آل بنابراين يك انتخاب ايده    زند، را دور ب   IX و   VIIIفاكتورهاي  
سـاير بيمـاران     بـادي و  در درمان بيماران توليـد كننـده آنتـي        

شود كه هم بدون عارضـه ترومبوليتيـك   هموفيلي محسوب مي  
چنين درمان هم). 8(است و هم از نظر هموستاتيك موثر است      

ــاني انتخــابي بيمــاران   ــاكتور هفــت نوتركيــب روش درم ــا ف ب
اگرچه همه بيماران هموفيلي    ).  9(باشد  يهموفيلي اكتسابي م  

توانند از اين روش استفاده كننـد، امـا نيمـه عمـر كوتـاه و                مي
 استفاده از اين روش درماني را محـدود كـرده           ،هزينه بالاي آن  

يــك روش جــايگزين در كنتــرل ، FVIIانتقــال ژن ). 8(اســت 
بادي مهار كننـده    خونريزي هموفيلي است كه خطر ايجاد آنتي      

مشكلات حاصل از نيمه عمـر كوتـاه فـاكتور            برطرف كرده و   را
  ).10(برد هفت نوتركيب را از بين مي

 ـ VIIباتوجه به مطالب فـوق، كلونينـگ ژن فـاكتور            منظـور  ه   ب
استفاده در ژن درماني هموفيلي و ساير مشكلات انعقادي حائز          

 VIIبا توجه به اينكه منبع اصلي توليـد فـاكتور           .  اهميت است 
هاي كبدي مـي باشـند و بـراي تهيـه           يط طبيعي سلول  در شرا 
RNA   فاكتور VII   در اين ،باشد نياز به بيوپسي از بافت كبد مي 

 بـراي تهيـه     HepG2 استخراج شده از سـلول       RNAمطالعه از   
cDNA فاكتور VII            و كلونينگ آن اسـتفاده شـد تـا مـشكلات 

ــد   ــي نداشــته باش ــد را در پ ــسي كب ــي حاصــل از بيوپ .  اخلاق
 توسـط   VIIت قبلي مبين اين اسـت كـه بيـان فـاكتور             مطالعا

ــدادي ديگــر از رده هــاي تخمــداني، ســلول(هــاي ســلولي تع
     ولـي   ،گيـرد هـم انجـام مـي     ) پروستات، ريه، معـده و تيروئيـد      

نـسبت  )  HepG2, HUH-6, HUH-7( هاي سلولي كبدي رده
در ).  11(دهنـد   ها بيـان بـالاتري را نـشان مـي         به ساير سلول  

ــاكتور HepG2 رده ســلولي نتيجــه ــون ف ــراي كل  مــورد VII ب
لازم به ذكر است كه براي انجـام كارهـاي          . استفاده قرار گرفت  

ديگر مانند ژن درماني و توليد فاكتور هفت نوتركيب در كشور           
  . كار ضروري بودانجام اين

  
  مواد و روشها

ــت   ــام گرف ــي انج ــصورت تجرب ــه ب ــن مطالع ، RPMI ،FBS .اي
 Bioseraاسترپتومايـسين از    -سـيلين پنـي  و EDTA-تريپسين

از انـستيتو پاسـتور   ) HepG2(رده سلولي هپاتومـا  . تهيه شدند 
،  Qiagen از شـركت  RNeasy miniكيـت  . ايران خريداري شد

 از  MMLUVكيت كلونينگ و آنزيم ترنـسكريپتاز معكـوس         و  
 در محيط   HepG2رده سلولي   . تهيه شدند  Fermentasشركت  

ــاويRPMIكـــشت  ــيلينو پنـــي FBS  درصـــد10  حـ -سـ
و گـراد   درجـه سـانتي    37 در دمـاي  درصـد    1استرپتومايسين  

 ). 12(كشت داده شد درصد  CO2 5 انكوباتور

RNA كل رده سلولي HepG2با استفاده ازكيت  RNeasy  mini 
 ـ        وسـيله واكـنش    ه  طبق پروتكل شركت سازنده استخراج شد و ب

ــو    ــر اليگ ــتفاده از پرايم ــا اس ــوس ب ــسي معك ــزيم  dT رونوي  وآن
تهيه شد   فاكتور هفت  MMLUV (cDNA(ترنسكريپتاز معكوس   

 و  Taq پليمـراز    DNA بـا اسـتفاده از آنـزيم         PCRواكنش  ).  13(
  .  انجام شدVIIفاكتور  cDNAپرايمرهاي طراحي شده براي توالي 

FVII F 5`-GGA TCC ATG  GTC  TCC  CAG  GCC  
CTC  AG -3`  

FVII R 5`- GGT ACC CTA GGG AAA TGG GGC 
TCG CAG-3` 

براي سـهولت و همچنـين صـحت كلونينـگ ژن در پلاسـميد              
 پرايمــر فــوروارد جايگــاه شناســايي آنــزيم `5بيــاني،  ســمت 

BamHI     پرايمر ريـورس جايگـاه شناسـايي آنـزيم       `5و سمت 
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KpnI محلــول واكــنش   . قــرار داده شــدPCR 5/0 حــاوي 
ــرم ــول از هــر يــك از پراcDNA ،20 ميكروگ يمرهــاي  پيكوم
Forward و Reverse ، 5/1مــولار ميلــي MgCl2بــافر ، PCR، 

ــزيم 25/1  30در حجــم نهــايي  Taq پليمــراز DNA واحــد آن
ــود  ــر ب ــه . ميكروليت ــود PCRبرنام ــورت ب ــدين ص ــه :  ب مرحل

 5و مـدت    گـراد   درجه سـانتي   94 دناتوراسيون اوليه در دماي   
) denaturation(دناتوراسـيون   :   سـيكل  30دقيقه و بدنبال آن     

 ثانيـه، اتـصال پرايمرهـا       30مـدت   ه  بگراد  درجه سانتي  94 در
)annealing (دقيقه، طويل   1مدت  ه  بگراد  درجه سانتي  60 در 

 دقيقـه    1 مدته  بگراد  درجه سانتي  72 در) extension(شدن  
 وگـراد   درجه سانتي  72 و مرحله طويل شدن انتهايي در دماي      

  ).14( دقيقه 5مدت 
داراي فعاليت ترمينـال ترانـسفرازي       Taqاز   پليمر DNAآنزيم  

 dATP چنـد نوكلئوتيـد    PCR  محصول `3است و در انتهاي 
جفـت شـود     pTZ57R/Tتوانـد بـا وكتـور       دهد كه مي  قرار مي 

و بـه    )16( سـازي شـد    از ژل خالص   PCRابتدا محصول   ). 15(
مورد استفاده قرار )  Ligation( در واكنش اتصال insertعنوان 
 insertمناسـب وكتـور و       كـنش اتـصال بـا مولاريتـه       وا .گرفت

بـاكتري اشرشـياكولي     مخلوط واكنش در  ). 17(صورت گرفت   
واكـنش ترانـسفرماسيون     ).18( ترانـسفرم شـد      JM107سويه  

        ليتــر در ميلــيوگــرم ميكر100روي پليــت آگــار حــاوي   
ــي ــيلين، آمپ ــي 20س ــرم در ميل ــر  ميكروگ ــك X-Galليت     ، ي
هـاي حـاوي پلاسـميد      كلنـي  .، پخـش شـد    IPTGمـولار   ميلي

ــداز گالاكت-βنوتركيــب از نظــر فعاليــت     . بررســي شــدند وزي
هـاي  كلنـي (كردند   گالاكتوزيداز را بيان نمي    -βهايي كه   كلني
ليتر ميلي 5/1 يك كلني سفيد  در    ). 19(انتخاب شدند   ) سفيد

ليتـر  ميلـي     ميكروگـرم در     100محيط كـشت مـايع حـاوي        
 Alkalineســيلين كــشت شــبانه داده شــد و بــا روش يآمپــ

minipreparation 20(شد   استخراجپلاسميد آن.(  
 بـا   PCRچنـين   وسيله روش هضم آنزيمـي و هـم       ه  كلونينگ ب 

پلاسـميد كـه بـراي       )universal) T3/T4 استفاده از پرايمرهاي  
 مورد تاييد قرار    ،اندشدهتكثير مالتيپل كلونينگ سايت طراحي    

  .گرفت
  

  هايافته
 dT با استفاده از پرايمر اليگـو        VII فاكتور   cDNAكامل   ترادف

سنتز شد و با  پرايمرهاي طراحي شـده          HepG2از رده سلولي    
محـصول   1 شكل . تكثير گرديد  PCRبراي ژن مذكور با روش      

PCR  دهد نوكلئوتيد نشان مي1335ژن فاكتور هفت را با.  
 

  
  

  M سـتون     و PCR محـصول    aسـتون    .VII فاكتور   PCR محصول   -1 شكل
  . استDNA ماركر وزني

  
 طـي   ،داشـت  dATPن چند     آ `3كه در سمت     PCRمحصول  

 متـصل  pTZ57R/Tبه وكتـور   T4 DNA ligaseواكنش آنزيم 
  ).2شكل (گرديد 

  

  
  

 و جايگـاه قرارگيـري      pTZ57R/Tنقـشه ژنتيكـي وكتـور        -2شكل  
  .VII فاكتور PCRمحصول 

  

  
  

   وIPTGسفيد و آبـي روي آگـار پليـت حـاوي          هاي   كلني -3شكل  
X-gal  
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 حـاوي   pTZ57R آناليز هضم آنزيمي پلاسـميد نوتركيـب         -4 شكل

. pTZ57R در مقايـسه بـا پلاســميد    SmaI بوسـيله آنـزيم   FVIIژن 
 b، سـتون    )حالـت حلقـوي   ( FVII حـاوي ژن       pTZ57Rپلاسميد نوتركيب    aستون  

هضم شـده    SmaIبا آنزيم    (FVIIژن   حاوي   pTZ57Rپلاسميد نوتركيب خطي شده     
  .دهد را نشان مي DNA ماركر وزني  Mو ستون  )است

  
گـار  آمحصول واكنش فوق به  سلول باكتري منتقل شد وروي           

هـاي سـفيد    كلنـي  . پخش گرديد  X-gal و     IPTGپليت حاوي   
نها كـشت انبـوه تهيـه گرديـد،          آاز   انتخاب شدند و  )  3 شكل(

ونينگ ژن با هضم آنزيمي پلاسميد  پلاسميد استخراج شد و كل    
) universal) T3/T4  بـا پرايمرهـاي    PCR چنـين واكـنش   و هم 

  ).5و  4 هايشكل(پلاسميد تاييد گرديد 

  
  

 pTZ57Rاز پلاســميد نوتركيــب   PCR انجــام واكــنش -5 شــكل
درمقايـسه بـا   ( universalحاوي ژن  فاكتورهفت بوسيله پرايمرهـاي       

 b ، سـتون     pTZ57Rاز پلاسـميد     PCRواكـنش    aستون  ). pTZ57Rپلاسميد    
 Mو سـتون   هفـت  فـاكتور  حـاوي ژن  pTZ57R از پلاسميد  نوتركيب PCRواكنش 

  . دهدرا نشان مي DNA ماركر وزني

  بحث
بادي مهـار كننـده بـا       درمان بيماران هموفيلي با يا بدون آنتي      

).  21-23(باشـد  فاكتور هفـت نوتركيـب مـوثر و مطمـئن مـي           
Hedner  فاكتور هفـت را در      درصدي 90 كارايي   ،كارانش و هم 

بادي مهـار   درمان بيماران مبتلا به هموفيلي توليد كننده آنتي       
 و همكـارانش شـواهدي      Sumner ).24(كننده گزارش كردنـد     

 ـ          عنـوان  ه  دال بر اثربخشي و اطمينان فاكتور هفت نوتركيـب ب
اولين روش درماني بيماران همـوفيلي اكتـسابي ارائـه نمودنـد            

هزينه بـالاي ايـن دارو اسـتفاده از آن را محـدود كـرده               ). 25(
 10000 حدود  ) ميكروگرم بر كيلوگرم  90 (است، دوز موثر آن   

). 25(هزينـه دارد     همـوفيلي  دلار در هر روز  براي هـر بيمـار         
 انتقال ژن به عنـوان      ،براي حل مشكل قيمت بالاي اين فاكتور      

ن همـوفيلي   يك روش جـايگزين در كنتـرل خـونريزي بيمـارا          
ــت   ــده اس ــشنهاد ش ــصحيح  Margaritis. پي ــارانش ت  و همك

دنبال ه   ب Bهاي هموفيلي   موش مدتفنوتيپيكي و بيان طولاني   
انتقال ژن .  موشي را گزارش كردندFVIIاستفاده از ترانس ژن  

، امكـان   FIX و   FVIIIبـادي   در عين جلوگيري از تشكيل آنتي     
 .)10(كند مدت را فراهم ميبيان طولاني
 ژن كدكننـده فـاكتور هفـت را         cDNA ابتدا بايد    ،در اين روند  

ــا امكــان اســتفاده در ژن  چنــين درمــاني و هــمكلــون كــرد ت
 ـ   Seetharam .هاي بعدي فراهم شود   دستكاري ه و همكارانش ب

 رت، بـه جـاي اسـتفاده از سـلول و            FVII منظور كلون كـردن   
 cDNA، از كتابخانـه ژنـي       cDNA براي تهيـه     RNAاستخراج  

 cDNA ،و همكـارانش   Ruize ).26(كبد رت اسـتفاده كردنـد       
موجـود در    هفت خرگوش را از كتابخانه ژنـي       كدكننده فاكتور 

  ).27(تكثير كردند  gt11فاژ لامبادا 
، HepG2از ســلول  RNAدر ايــن مطالعــه، پــس از اســتخراج 

cDNA   فاكتور VII       انساني تهيه شد و محصول PCR   حاصل از 
.     متـصل شـد    pTZ57R/Tبه وكتـور     VII فاكتور   cDNAتكثير  

Seetharamــزيم ــارانش ازآن ــدودالاثر  و همك ــاي مح  و NheIه
BamHI          براي وارد كردن قطعـه درون وكتـور بيـان  pIRES2-

Neo  26(استفاده كردند .(  
Ruize و همكارانش cDNA فاكتور VII با استفاده را  خرگوشي

ــزيم ــدودالاثر  از آن ــاي مح ــان   در وكSalI و HindIIIه ــور بي ت
pCMVS    در اين مطالعه نيز بـراي صـحت        ). 27( كلون نمودند

هــاي  كلونينـگ ژن در وكتـور بيــاني جايگـاه شناســايي آنـزيم    
BamHI و KpnIروي پرايمرها قرار داده شد .  

درمان بيماران همـوفيلي توليـد       روش درماني موثر در   ا وجود   ب
ينـه  هز  نوتركيـب  VIIقيمـت بـالاي فـاكتور       بادي،  آنتي كننده
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هـاي   ارائـه روش   لـذا . كنـد به دولت تحميل مي   را  بسيار بالايي   
 روشي كارآمد براي حـل      VIIجايگزين مانند انتقال ژن فاكتور      

 كه در ايـن     VIIاين مشكل است و كلون ژن كد كننده فاكتور          
 نخـستين گـام در راسـتاي رسـيدن بـه            ،مطالعه صورت گرفت  

    .باشدهدف مذكور مي
 

  و تشكردانيقدر
 مطالعه با حمايت معاونت پژوهشي دانشگاه علوم اين

پزشكي شهيد بهشتي در مركز تحقيقات بيولوژي سلولي 
وسيله نويسندگان از بدين. و مولكولي انجام شده است

.نمايندمسئولين فوق صميمانه سپاسگزاري مي
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