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  انساني IXور روپپتيد بر بيان فاكتپ جهش در ناحيه تأثيرررسي ب
 مجيد مومني مقدم و *دوست شكوفه حسن آبادي، جعفر وطن

 گروه زيست شناسي، دانشكده علوم پايه، سبزواري  سبزوار، دانشگاه حكيم

  17/5/95 :تاريخ پذيرش  5/10/94 :تاريخ دريافت

  چكيده
، براي عملكرد بيولوژيك خود نياز به تغييرات پس از ترجمه Kيك فاكتور انعقاد خون و وابسته به ويتامين  به عنوان IXفاكتور 

گاماكربوكسيلاسيون توسط آنزيمي به نام گاماكربوكسيلاز كاتاليز مي شود و پروپپتيد . از جمله گاماكربوكسيلاسيون دارد
اسيدهاي آمينه خاص در اين توالي پروپپتيدي . اولين مكان شناسايي گاماكربوسيلاز مي باشند ،Kي وابسته به ويتامين پروتئينها

هرچه ميزان ثابت مهاري بيشتر شود تمايل آنزيم كم و پروتئين به طور . مسئول تفاوت تمايل آنزيم براي گاماكربوسيلاز هستند
، پروترومبين كمترين تمايل به آنزيم Kي وابسته به ويتامين پروتئينهااست كه در بين مشخص شده . كامل گاماكربوسيله مي شود

واجد  pMT-FIX-Mلذا در اين مطالعه سازه بياني . گاماكربوكسيلاز و در نتيجه بيشترين ميزان گاماكربوسيلاسيون را دارد
cDNA  فاكتورIX  13جهش يافته در اسيدآمينه- )H  بهP (ميزان بيان و فعاليت فاكتور . پروترومبين ساخته شداساس پروپپتيد بر

IX نتايج نشان داد كه . نسفكشن توسط الايزا و انعقاد بررسي شدانوتركيب جهش يافته و طبيعي در زمانهاي مختلف بعد از تر
  .ي استطبيع IXجهش يافته بيشتر از فاكتور  IXو در نتيجه گاماكربوكسيلاسيون فاكتور  IXغلظت و فعاليت فاكتور 

  پروترومبين ،پروپپتيد ،گاما كربوكسيلاز ،IXفاكتور :واژه هاي كليدي

  j.vatan@hsu.ac.ir: ، پست الكترونيكي 05144013329: نويسنده مسئول، تلفن* 

  مقدمه
كه نقص خون است يك فاكتور انعقاد  انساني IXفاكتور

 Bعملكردي يا فقدان ارثي آن باعث بيماري هموفيلي 
هرچند اين بيماري روي مردان . )14( مي شود )كريسمس(

بيماري  با سطوح  آلل ، اما زنان حاملمي گذارد تأثير
كاهش يافته نيز ممكن است برخي  IXفعاليت فاكتور 

بالغ  IXفاكتور . )5(را تجربه كرده باشند  خونريزيها
اسيد آمينه و  415 طولتك زنجيره با گليگوپروتئيني است 

از پردازش كيلو دالتون كه   57 با وزن مولكولي حدود
اسيد آمينه  461با  IX پروتئين پيش ساز پري پرو فاكتور

داراي چندين ناحيه پيش ساز اين پروتئين  .حاصل مي شود
است كه به ترتيب از انتهاي آميني به كربوكسي شامل ناحيه 

 پپتيد راهنما، ناحيه پروپپتيد، ناحيه گلاپري پپتيد يا 
)GLA( ،ي شبه فاكتور رشد اپيدرمينواحيها )EGF( ناحيه ،

پپتيد پري توالي . )2(فعال سازي و ناحيه كاتاليتيكي است 
مي باشد  اسيد آمينه مشهور به پري پروليدر 46و پروپپتيد با 

تا ميتونين در   - 1كه از اسيد آمينه آرژنين واقع در موقعيت 
بعد از حذف پري پروليدر . را در برمي گيرد - 46موقعيت 

بالغ كه به صورت زيموژن  IX فاكتور در سلولهاي كبدي،
) تيروزين( 1از اسيد آمينه  ،شود وارد جريان خون مي

زيموژن  .)19( يابد خاتمه مي 415اسيد آمينه  هشروع و ب
برش  VIIIaيا  IXaدر هنگام نياز توسط فاكتور  IXفاكتور

  . مي خورد و به شكل دو زنجيره  فعال تبديل مي شود

 ، پروترومبين،VII  ،Xانعقادي همانند فاكتورهاي IXفاكتور 

 Kويتامين  به وابسته جزء پروتئينهاي Sو  C ،Zپروتئين 
)VKD (خود، نياز به  بيولوژيكي عملكرد و براي مي باشند

تغييرات پس از ترجمه از جمله گاماكربوكسيلاسيون دارند 

www.SID.ir


www.SID.ir

Arc
hive

 of
 S

ID

 1396، 2، شماره 30جلد                                    )                                       مجله زيست شناسي ايران(مجله پژوهشهاي سلولي و مولكولي 

 شناسايي توالي بر گيرنده در پروتئينهادر اين  پروپپتيد. )18(

است و گاماكربوكسيلاز با اتصال به  كربوكسيلاز گاما آنزيم
 ،VKDي پروتئينهااسيد آمينه اي روي  18توالي پروپپتيدي 

 گاما رزيدوهاي را به ويژه ناحيه گلا يگلوتاميكها اسيد

 تنها پروپپتيد نه .تبديل مي كند گلوتاميك اسيد كربوكسي

 فعال را  آنزيم بلكه است واسطه آنزيم به سوبسترا اتصال در

 مي ايفاء نقش كربوكسيلاسيون كارآيي بردن بالا در و )12(

 ءالقاء درواقع پروپپتيد تغييرات فضايي خاصي را. )1(كنند 
تا فعاليت بيشتري را در جايگاه فعال كربوكسيلاز  مي كند

يي مانند جهش در اسيدآمينه جهشهاهمچنين  .تثبيت كند
پروپپتيد كه باعث كاهش فعاليت آنزيم و در نتيجه  -10

ه مي شوند مي توانند منجر ب IXكاهش فعاليت فاكتور 
مشكللات خونريزي دهنده و حساسيت به وارفارين شود 

)15( .  

 همگي كه دهد مي نشان  VKDآناليز پروتئينهاي پلاسمايي 

 سنتز ساز پيش ايمولكوله عنوان به ابتدا  IXفاكتور  مانند

 پروپپتيد و پري آب گريز توالي دوي هر شامل و شوند مي

 اين ميان در )پپتيد سيگنال(پري پپتيد  توالي چه اگر. هستند

 در توجهي قابل ولي همولوژي است، متفاوت پروتئينها

 2 شامل پروتئينهاپروپپتيد تمام اين . دارند پروپپتيد ناحيه
 گاما تشخيص جايگاه ؛ يك)8(باشد  مي تشخيص جايگاه

ها  پروتئين اين مستقيم كربوكسيلاسيون براي كسيلازكربو
 كه دوم تشخيص جايگاه و )10(در انتهاي آميني پروپپتيد 

 گرفته قرار كربوكسيلي انتهاي در پروپپتيداز است به مربوط

جايگاه شناسايي گاماكربوكسيلاز درون پروپپتيد   .است
بلافاصله مجاور سيگنال پپتيد قرار گرفته است و اين 
پروپپتيد است كه اتصال سوبسترا را به گاما كربوكسيلاز 

با وجود  VKDي پروتئينهاپروپپتيد . مي كندميانجي گري 
ي مختلفي دارند كه اتصال تواليهارزيدوهاي حفاظت شده 

 ،- 16آلانين   فنيل. )8( مي كنندآنزيم را كنترل  و فعاليت
تغييرهستند و  قابل غير تقربياً - 1و  -4، آرژنين -10آلانين 

 آمينو .است ليزين يا آرژنين يك كلي طور به - 2رزيدوي 

نيز  -17و  - 7 ، -6 هاي در رزيدو آب گريز هاي اسيد
احيه نساير نواحي حفاظت نشده از جمله  .اند شده حفظ

مي تواند بر تمايل سوبسترا به آنزيم اثر گذار  - 15تا  -11
درواقع اسيدهاي آمينه خاص در توالي . )17(باشد 

پروپپتيدي مسئول تفاوت تمايل براي گاما كربوكسيلاز 
پروپپتيدهايي كه با ميل و تمايل بالا به سوبسترا . هستند

در مقايسه با پروپپتيدهايي كه با ميل و  مي شوندمتصل 
فعاليت گاما  شوند ميتمايل كم يا متوسط متصل 

ارت ديگر هرچه به عب. )3(كربوكسيلازي كمتري دارند 
بالاتر برود  )Inhibition constant / Ki( ميزان ثابت مهاري

و پروتئين به طور كامل  مي شودتمايل براي آنزيم كم 
كوچكتر شود تمايل  Kiاما هرچه  مي شودگاماكربوكسيله 

براي آنزيم زياد مي شود و پروتئين به طور كامل 
به ترتيب از  Kiميزان . )3(گاماكربوكسيله نمي گردد 

، S، پروتئين X ،VIIكوچك به بزرگ عبارتند از فاكتور 
  . )3()1جدول (مبين ، پروتروC، پروتئين Xفاكتور 

و بنابراين كمترين تمايل به  Kiپروترومبين بيشترين . )k )17در پروتئينهاي وابسته به ويتامين  Kiحيه پروپپتيد و ميزان همولوژي توالي نا -1جدول 
  .اتصال به آنزيم و بيشترين سرعت گاماكربوكسيلاسيون را دارد

  
 مي IXپروترومبين بيشتر از فاكتور  Kiبا توجه به اينكه 

ي جهشهادر اين كار ايجاد  از اين تحقيقباشد لذا هدف 
براساس پروپپتيد  IXهدفمند در قسمت پروپپتيد فاكتور 

 افزايش و Kiميزان  شاهد كاهش پروترومبين است تا
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از طرفي انتظار بر اين . باشد IXكربوكسيلاسيون در فاكتور 
فعال  IXاست كه افزايش كربوكسيلاسيون، ميزان فاكتور 

  . سنتز شده را افزايش دهد

  مواد و روشها
/ محيط كشت اشنايدر دروزوفيلايي و پني سيلين

همه . ايسين از شركت سيگما خريداري گرديداسترپتوم
ي مورد استفاده، كيت استخراج پلاسميد، كيت آنزيمها

از شركت سيناژن خريداري  PCRاستخراج از ژل و مواد 
از شركت  (S2) 2ي دروزوفيلايي اشنايدر سلولها .شد

Invitrogen خريداري شد.  

 توالي به دستيابي جهت  NCBI اطلاعاتي بانك از

. شد استفاده فاكتورهاي انعقادي  پروتئيني و نوكلئوتيدي
برنامه  از استفاده با مقادير آماري بررسي و رسم نمودارها

Excel تعيين از حاصل يتواليها بررسي ي برا. شد انجام 

 .استفاده گرديد Chromasو  Blastهاي  از برنامه توالي
 Gene 3.4اي  رايانه برنامه از پرايمرها طراحي جهت

Runner  شركت  به وسيلهو ) 2جدول (گرديد  استفاده
 Restriction map آنلاين  از برنامه .دنازيست سنتز شدند

viewer منظور و به تواليها آنزيمي هضم نقشه بررسي جهت 

براي  .شد استفاده Plasmid5از برنامه  پلاسميدها ترسيم
ده استفا ExPASy-ProtScaleي از برنامه آب گريز بررسي

  .شد
  واجد جهش IXليست پرايمر هاي استفاده شده براي تكثير فاكتور  -2جدول

  نام پرايمر توالي پرايمر

5GGGGTACC CAAACAGCGCGTGAACATG3  KF1  
5CCGCTCGAGAATCCATCTTTCATTAAGTGAGC3  XR2  

5ACGCCAACAAAATTCTGAATC3 F2  
5TTGTTGGCGTTTTCAGGATC3 RM13  

همه آزمايشات در دو يا سه تكرار انجام شد و مقايسه 
و آزمون ) ANOVA(با استفاده از آناليز واريانس  ميانگينها

 . انجام شد درصد 5دانكن در سطح 

ي آب گريز براي بررسي ميزان: يآب گريز بررسي
-ExPASyاسيدهاي آمينه ناحيه پروپپتيد از برنامه 

ProtScale نقش تعيين كننده آب گريزناحيه  . استفاده شد 
پپتيدهاي نشانه و انتقال پروتئين به سمت  كارآييدر  اي

ي پروتئينهاپروپپتيد  آنجايي كهاز . مسير ترشحي دارد
باهم همولوژي دارند و در برخي نقاط  VKDانعقادي 

ي آب گريز حفاظت شده مي باشند لذا به بررسي ميزان
، Xمثل فاكتور  VKDپروپتپيد تمام فاكتورهاي انعقادي 

VII ،IX ي آب گريز در واقع. و پروترومبين پرداخته شد
-Kyteي آب گريز اين اسيدهاي آمينه بر اساس معيار

Doolittle معيار . تعريف شده استKyte-Doolittle  به
 پروتئينهادر  آب گريز طور گسترده براي تشخيص نواحي

مي  آب گريز شود و نواحي با ارزش مثبت استفاده مي
 .باشند

-SOEو  PCRواجد جهش با  IXفاكتور  cDNAتكثير 

PCR:  جهت ساخت cDNA فاكتور IX  واجد جهش در
و الگوي اوليه  SOEing PCR روش پروپپتيد از - 13ناحيه 

PMT-FIX  21( حاصل كار وطن دوست و همكاران( 

 نوتركيب، قطعات ساخت و تكثيرها تمامي در. استفاده شد

 شرايط آمدن دست از به پس و  Taqآنزيم با تكثير ابتدا

براي  .شد مي انجام Pfuآنزيم  با PCRواكنش  بهينه،
واجد جهش در ناحيه پروپپتيد  IXدستيابي به  فاكتور

 پري توالي برگيرنده در Aكه قطعه  بودهنيازمند دو قطعه 

 برگيرنده در Bو قطعه ) جفت باز IX  )133فاكتور پرو

مي ) جفت باز1292( انسانيIX فاكتور كننده رمز توالي ادامه
و  KF1/M13با استفاده از جفت پرايمر   Aقطعه . باشد

. تكثير يافت F2/XR2با استفاده از جفت پرايمر  Bقطعه 
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 Buffer A كه شامل  μL25 حجم مخلوط نهايي واكنش به 

(1X )lµ5/2،)mM50( MgCl2 lµ5/1،)mM200 (dNTP 
lµ5/1 ،lµ1 10( از هريك از پرايمر ها pmol( ،)ng PMT-

FIX50 (DNA lµ1  وlµ 5/0  آنزيمPfu   پليمراز)u 5/0( 
نمونه ها براي تكثير نهايي مطابق برنامه سيكل . بود

جهت واسرشت درجه سانتي گراد  95 دقيقه در 4 حرارتي،
ثانيه  30، درجه 95دقيقه در  3سيكل به صورت  30اوليه، 

در  Bو  Aدقيقه به ترتيب براي قطعه  2يا  1 ،درجه 55در 
درجه  72دقيقه در  5و به منظور تكثير نهايي  درجه 72

 بربه ترتيب  B و Aمحصول . قرار داده شدسانتي گراد 

 TAE1X بافر در درصد 5/1و  درصد 1 آگارز ژل روي
  .شدند منتقل

PCR الگوي دو حضور در سوم A  وB انجام مرحله دو در 

چرخه اول به دليل اينكه بايد دو الگو همپوشان  5در  .شد
 25( ي مكمل اين دو پرايمرتواليهاشوند دماي اتصال 

به عنوان دماي اتصال در نظر گرفته شد ) درجه سانتي گراد
 كردن  با اضافه PCR بعدي چرخه 30 در سپس و

. انجام گرفتدرجه  60در دماي  KF1/XR2پرايمرهاي 
 در درصد 1 آگارز ژل روي برمحصول حاصل 

  .شد منتقل  TAE1Xبافر

براي ساخت سازه بياني : pMT-hFIX.M13ساخت سازه 
pMT-hFIX.M13 ،cDNA  فاكتورIX  5بايد با انتهاهاي' 

Kpn I  3و' Xho I بعد از تكثير . تكثير گرددcDNA  فاكتور
IX  جهش يافته باSOE-PCR ،محصول  برشSOE-PCR 
، تخليص از ژل و همچنين KpnIو  XhoIي آنزيمهابا 

و  XhoIي آنزيمهابا  pMT-V5-His Aبرش پلاسميد 
KpnI عمل اتصال بين ،cDNA  و پلاسميدpMT-V5-His 

A  پلاسميدصورت گرفت كه منجر به ساخت pMT-

hFIX.M13 ي باكتريهابه دنبال ترانسفورم كردن  .گرديد
ي كلنيها، شوك حرارتي به روش Ecoli/DH5αمستعد 

پلاسميد حاوي فاكتور . انتخاب شدند PCR -مثبت با كلني
IX  تأييدي مثبت استخراج و براي كلنيهاجهش يافته از 

. پلاسميد واكنش هضم آنزيمي براي آن انجام داده شد
كلونينگ و بررسي عدم وجود جهش  تأييدهمچنين براي 

كلون شده، اين پلاسميد نوتركيب با استفاده  IXدر فاكتور 
-BGHو  MT Forwardاز يك جفت پرايمر عمومي 

Reverse شركت ژن فناوران  سنگر توسط روش اساس بر
  . تعيين توالي گرديد

ي سلولها كشت و تراآلايي: S2ي سلولها كشت و تراآلايي
S2 كت طبق پروتكل شرInvitogen  با كمي تغييرات انجام

توسط وطن دوست و همكاران توضيح داده  قبلاًشد كه 
  .)21 و 20(شده است 

به منظور : نوتركيب IXارزيابي بيان و فعاليت فاكتور 
ي تراآلوده سلولها در محيط كشت IXبررسي وجود فاكتور 
در روزهاي اول، دوم و سوم  سلولها شده، محيط كشت

با  القاء و )7 و K1 )µg/ml5 ()6پس از افزودن ويتامين 
، جمع آوري شد و پس از )µg/ml500(سولفات مس 

فريز  درجه سانتي گراد - 20ي در ي، محلول روتريفيوژسان
نوتركيب انساني بيان شده در  IXآنتي ژن فاكتور . گرديد

ي تراآلوده شده با روش ساندويچي سلولهامحيط كشت 
پلي كلونال  كه با آنتي باديهاي ميكروپليتهابر روي  الايزا

. شد آشكاركه در كيت الايزا مهيا شده بود  IXضد فاكتور 
OD  مشاهده شده نسبت مستقيم با غلظت فاكتورIX 

و غلظت نمونه مجهول براساس نمونه  انساني دارد
براساس دستورالعمل كيت  .استاندارد محاسبه مي شود

 طبيعي الايزا، نمودار استاندارد بايد با استفاده از پلاسماي

 طبيعي پلاسماي نمودار، رسم براي. سيتراته رسم گردد

 800/1و  400/1، 200/1، 100/1، 50/1اي رقته با انساني
 درصد 25/6و 5/12، 25، 50، 100دهنده  نشان ترتيب به كه

 انساني طبيعي پلاسماي ليتر ميلي يك در IXفاكتور مقدار

 رقت هر به مربوط جذب اساس ميزان بر .شد تهيه باشد، مي

 نمودار nm450موج  طول در انساني طبيعي پلاسماي از

  .گرديد رسم الايزا استاندارد
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 APTT )Activated partial thromboplastineاز آزمايش 

time ( نيز براي بررسي فعاليت بيولوژيكي فاكتورIX  در
براي اندازه گيري ميزان . محيط كشت استفاده گرديد

استفاده مي شود كه  پلاسمايياز  IXفعاليت انعقادي فاكتور 
ير انعقادي بوده واجد تمامي فاكتورهاي لازم در اين مس

بنابراين زمان انعقاد اين پلاسما . است IXولي فاقد فاكتور 
در مقايسه با استاندارد طولاني بوده، ولي در صورت اضافه 
كردن نمونه مورد آزمايش به اين پلاسما و وجود فاكتور 

IX در اين . در اين نمونه مدت اين زمان كاهش مي يابد
كه ) نفر 30حدود ( نرمال روش از پلاسماي سيتراته افراد 

با يكديگر مخلوط گرديده بود به عنوان استاندارد استفاده 
فعاليت اين فاكتور در پلاسماي اين افراد كه به . گرديد

 mU/ml 100 )100رقيق شده باشد   10به  1نسبت 
  .در نظر گرفته مي شود) درصد

بيان شده توسط  IXبراي تعيين فعاليت بيولوژيك فاكتور 
از محيط كشت ميكروليتر  100تراآلوده شده ي سلولها

از پلاسماي ميكروليتر  100آوري شده از هر نمونه با جمع
فعال شده  PTTاز ميكروليتر  100و  IXفاقد فاكتور 

درجه سانتي  37دقيقه در درجه حرارت  3مخلوط و دقيقاً 
كلسيم كلريد ميكروليتر  100سپس . قرار داده شدگراد 
mM 25 به آن اضافه و زمان درجه  37 بل گرم شده دراز ق

فعاليت انعقادي هر نمونه بر . گرديدگيري  انعقاد اندازه
  .)21 و 20(شد اساس نمودار استاندارد تعيين 

  نتايج
ي آب گريز پس از اينكه به بررسي:يآب گريز بررسي

آب  بر اساس معيار VKDي انعقادي پروتئينهاپروپپتيد 
پرداخته شد مشخص گرديد كه  Kyte-Doolittleي گريز

 - 16، - 12، -11، - 10، - 6، - 4، - 1مانند  بنيانهادر برخي 
با پروترومبين يكسان  IXي فاكتور آب گريز ميزان -17و 

باقي مانده فقط بنيان غيريكسان ي بنيانهادر بين . مي باشد
  ). 1شكل ( مي دهدنظم خاصي را نشان  - 13

 
در برخي بنيانها ميزان . Kyte-Doolittleبر اساس معيار آب گريزي  VKDمقايسه آب گريزي اسيدهاي آمينه پروپپتيد پروتئينهاي انعقادي  -1شكل 

  .نظم خاصي را نشان مي دهد -13با پروترومبين يكسان مي باشد و در بين بنيانهاي غيريكسان باقي مانده فقط بنيان  IXآب گريزي فاكتور 

 ناحيه در جهش واجد IX فاكتور cDNAتهيه و تكثير 

امينه  اسيد در جهش ايجاد هدف اينكه به توجه با: پروپپتيد
 به تغيير اسيد آمينه هيستيدين و IX فاكتور پروپپتيد - 13

 قطعه دو در IX فاكتور كننده رمز بود لذا توالي پرولين

 در  A قطعه .شد تكثير SOE-PCRبا  Bو  Aهمپوشان 

 با bp 133به طول   IXفاكتور پرو پري توالي برگيرنده

 در Bو قطعه  M13و  KF1پرايمر  جفت از استفاده

 bpبه طول  انساني IX فاكتور كننده رمز توالي ادامه برگيرنده
-pMTاز الگوي  XR2و  F2 1292با جفت پرايمر  1292

hFIX شدند تكثير.   

 در كه مكمل يتواليها توسط Aو B اوليه  محصول دو

 به يكديگر است F2و ابتداي پرايمر  M13انتهاي پرايمر

 1419 قطعه SOEواكنش  جامان از شدند لذا پس متصل

كه انتظاراست  مورد قطعه دو اتصال از حاصل بازي جفت

‐5

0

5

زي
گري

ن آب
يزا
م

شماره بنيان ها در پروپپتيد

X VII IX PT

‐١٨ ‐١٧ ‐١۶ ‐١۵ ‐١۴ ‐١٣ ‐     ١٢   -١١ ‐     ١٠ ‐٩ ‐      ٨ ‐٧ ‐      ۶ ‐۵ ‐       ۴ ‐       ٣ ‐      ٢ ‐١
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حاكي از آن بود كه قطعه الكتروفورز محصولات  نتايج
  ).2شكل (مورد نظر ساخته شده است 

  
 SOE-PCRو  PCRالگوي الكتروفورزي محصولات  -2شكل

 جفت 1292با  B ؛ قطعه2باز، رديف  جفت 133با  A ؛ قطعه1رديف

 -Lجفت باز،  1419جهش يافته با   IX ؛ قطعه فاكتور3باز، رديف 
  Kb1ماركر 

يافته درون پلاسميد  جهش IX فاكتورcDNA ورود 
pMT/V5 – HisA : كلني صحيح با روش  تأييدپس از

و   pMT-hFIX.M13ساخت سازه  تأييد، براي PCRكلني 
جهش يافته، هضم آنزيمي  IXهمسانه سازي فاكتور 

 انتطار Xho1و   Kpn1با  آنزيمي هضم در. صورت گرفت

 حدود قطعات و شده خارج پلاسميد از IX فاكتور رفت مي

 از پس). 3شكل (مشاهده شود  بازي جفت 3500و  1400

 همسانه نهايي تأييد منظور به آنزيمي هضم روش به تأييد

نشان دهنده نيز   نوتركيب پلاسميد توالي تعيين سازي،
و تغيير  IXصحت كلونينگ، عدم وجود جهش در فاكتور 

  .پروپپتيد مي باشد -13كدون اسيدآمينه 

محيطهاي كشت : نوتركيب IXفاكتور ارزيابي و بيان 
و  48، 24، در ساعتهاي S2حاصل از ترانسفكشن سلولهاي 

جمع آوري و براي آزمون انعقاد و الايزا مورد استفاده  72
پس از بررسي و مقايسه فعاليت انعقادي . رفتقرار گ

 S2نوتركيب در محيط كشت سلولهاي  IXفاكتور 

ترانسفكت و القاء شده مشخص گرديد كه فعاليت فاكتور 
IX  مترشحه از سلولهاي ترانسفكت شده باPMT-FIX  به

و  62، 36ساعت  72و  48، 24ترتيب در سه بازه زماني 
119 mU/ml ه اين مقادير براي در حالي ك. مي باشد

به ترتيب  PMT-FIX-M13سلولهاي ترانسفكت شده با 
  ).4شكل (مي باشد 165و  86، 55

  
و  pMT-hFIX-M13نتايج حاصل از برش آنزيمي سازه  -3شكل 

: L، )1رديف (جفت باز  3500و1400ايجاد قطعاتي با طول تقريبي 
  Kb1ماركر 

ي گروههاي مستقل نشان داد كه بين گروهها tآزمون 
PMT-FIX و PMT-FIX-M ساعت اختلاف  72در

  ).P>05/0(معناداري وجود دارد 

پس از نرمال سازي برحسب يك ميليون سلول، غلظت 
-PMTمترشحه از سلولهاي ترانسفكت شده با  IXفاكتور 

FIX  ساعت  72و  48، 24به ترتيب در سه بازه زماني
الي كه در ح. مي باشد  438ng/ml/106cellو  367،  204

 PMT-FIX-Mاين مقادير براي سلولهاي ترانسفكت شده با 
مي باشد   ng/ml/106cell 525و  425، 327به ترتيب 

گروههاي مستقل براي الايزا نشان داد  tآزمون ). 5شكل (
در هر سه  PMT-FIX-M و PMT-FIXكه بين گروههاي 

ساعت اختلاف معناداري وجود  72و  48، 24بازه زماني 
  ).5شكل ) (P>05/0(دارد 
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ستاره نشان دهنده .  mu/mlبر حسب  PMT-FIX-Mبا  FIX -PMTدر سلولهاي ترانسفكت شده  IXمقايسه فعاليت انعقادي فاكتور  -4ل شك
 )P >0/05(مقايسه با كنترل با استفاده از آناليز واريانس است معني داري نمونه ها در 

 

ستاره نشان .  ng/ml/106cellبر حسب  PMT-FIX-Mيا  FIX-PMTبا الايزا در سلولهاي ترانسفكت شده  IXنمودار غلظت فاكتور  -5 شكل
  )P >0/05(دهنده معني داري نمونه ها در مقايسه با كنترل با استفاده از آناليز واريانس است 

  بحث
 كربوكسيلاز شناسايي ناحيه اولين پروپپتيد از آنجايي كه

براي  متفاوتي يگرايشها مختلف پروپپتيدهاي و باشدمي
دارند لذا يكي از راهكارهاي افزايش بيان  كربوكسيلاز

، تغيير اسيد آمينه هاي ناحيه پروپپتيد براساس IXفاكتور 
پروپپتيد فاكتورهايي است كه تمايل كمتري به آنزيم 

و همكاران خورشيدي  در اين راستا .كربوكسيلاز دارند

ثابت كردند كه جايگزيني توالي سيگنال و پروپپتيد 
نهايي كه واكنش بهتري با آنزيم گاما با آ  VKDيپروتئينها

ي نوتركيب پروتئينهاكربوكسيلاز دارند اثر زيادي بر بيان 
 زماني كههمكاران نيز ثابت كردند  و Camire. )11( دارد

از پروپپتيد پروترومبين استفاده مي شود  Xدر فاكتور 
برابر بيشتر  50به طور كامل و  تقريباًنوتركيب  Xفاكتور 

، لذا اين فرضيه داده شد كه شودمي گاماكربوكسيله 
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پروپري پروترومبين سوبستراي بهتري براي آنزيم گاما 
 1از آنجايي كه بر اساس جدول . كربوكسيلاز مي باشد

را براي  Kiآنزيم گاماكربوكسيلاز بيشترين تمايل و كمترين 
را براي  Kiو كمترين تمايل و بيشترين  Xفاكتور 

مي شود  كه پروپپتيد  تأييد پروترومبين دارد لذا اين فرضيه
پروترومبين  سوبستراي بهتري براي آنزيم گاماكربوكسيلاز 

  .)3(مي باشد 

در  Kdميزا ن  Higgins-Gruberاز طرفي بنا بر مطالعات 
از كوچك به بزرگ به ترتيب شامل  VKDي پروتئينها
بيشتر باشد،  Kdو پروترومبين است و هرچه  X ،IXفاكتور 

محصول بيشتري توليد مي شود، لذا جايگزيني پروپپتيد 
  .)8(پروترومبين باعث توليد محصول بيشتري مي شود 

انساني با كمك جهش زايي  Cو پروتئين   IXدر فاكتور 
اختصاصي در مكان متوجه شدند فرمهايي كه فاقد 

. )22(بودند، كربوكسيله نشدند -18تا  - 1رزيدوهاي 
Vermeer  و همكارانش نيز مشخص كرده بودند كه

نقش مهمي در  - 18تا  -11اي آمينه اسيده
گاماكربوكسيلاسيون دارد و فقدان اين نواحي باعث عدم 

مي  IXگاماكربوكسيلاسيون و درنتيجه عدم فعاليت فاكتور 
و همكارانش نشان دادند Czerwiec  از طرفي. )22(شود 

فاقد + (18تا + 1كه پپتيدي كه شامل اسيدهاي آمينه 
سوبستراي ضعيفي براي آنزيم گاما باشد، ) پروپپتيد

 .مي دهدرا نشان  8/1با  معادل  Kmكربوكسيلاز است و
Km از يكم اريبس غلظت اي و كم اريبسزمان  پايين يعني 

يا نصف سرعت  اشباع نصفرسيدن به  يبرا سوبسترا
 - 8تا  - 1افزودن اسيدهاي . )4( ماكزيمم لازم است

برابر  3 تقريباًا ر Km) قسمت به شدت باردار پيش ماده (
 - 14تا  - 1افزودن اسيدهاي آمينه  حالي كهكاهش داد در 

 - 14و  - 8بين موقعيت  آب گريز كه شامل اسيدهاي آمينه
آب  پس اسيدهاي آمينه. برابر كاهش داد 45را  Kmبودند، 
كه در ناحيه پروپپتيد قرار دارند از عناصر ساختاري  گريز

. )4(مهم در جايگاه شناسايي گاما كربوكسيلاسيون هستند 

ي در عملكرد پروپپتيد آب گريز پس هم باردار بودن هم
  .مي گذارد تأثير

-Kyte يآب گريز نتايج براساس نمودار مقايسه اي ميزان

Doolittle ) 12، - 11نشان مي دهد كه نواحي ) 1شكل- ،
آب  و پروترومبين از نظر IXدر فاكتور  - 17و  - 16، - 15

از سه اسيد آمينه باقي مانده يعني  .ي مشابه مي باشندگريز
ي پروتئينهاي آب گريز براساس نمودار - 18و  -14، - 13

VKD  هم نظم خاصي وجود  - 18و  -14در اسيد آمينه
 قبلاً 1990و همكارانش در سال  Huber از طرفي .ندارد

نقشي در  -14نشان داده بودند كه اسيد آمينه 
ي نشان آب گريز همچنين نتايج .)9(كربوكسيلاسيون ندارد 

آب  بيشتر مي شود ميزان Kiمي دهد كه هرچه ميزان 
ي انعقادي بيشتر مي پروتئينها - 13ي در اسيد آمينه گريز
در اگر اسيدآمينه هيستيدين  كه لذا انتظار بر اين است. شود

 - 13با اسيدآمينه پرولين پروترومبين در جايگاه  IXفاكتور 
، كاهش تمايل آنزيم Kiاحتمال افزايش  شودجايگزين 

گاماكربوكسيلاز به پروپپتيد و افزايش كربوكسيلاسيون 
  . وجود دارد IXفاكتور 

Vermeer  نشان دادند كه بار نيز  1990و همكارانش نيز در
ر داشتند كه به گذار مي باشد اظها تأثيردر ناحيه پروپپتيد 

به  - 10رزيدو قبل از موقعيت  5تا  3طور قابل توجه اي 
زنجيره جانبي قطبي و باردار مي   -8و  - 9مانند رزيدوي 

آب  پس اين احتمال وجود دارد كه علاوه بر. )22(باشد 
ي و نوع اسيدهاي آمينه ميزان بار چند اسيدآمينه گريز

از طرفي به دليل . باشد گذار تأثيركناري نيز در اين ناحيه 
مي  -IX  ،2در فاكتور  - 16تا  - 10بار ناحيه  برآينداينكه 

باشد و لذا بار اين ناحيه با پروترومبين متفاوت است 
از . باشند مؤثراسيدهاي آمينه باردار مجاور نيز  احتمالاً
نشان داده اند  1999و همكارانش در سال  Stanleyطرفي 

 تأثيرتبديل شود  P→Hكه اگر در پروترومبين اسيدآمينه 
اين نتايج  تأييدچنداني در كربوكسيلاسيون ندارد اين در 
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 تأثيراثبات مي كند كه اسيدهاي آمينه ديگر نيز  تحقيق
  .)16(گذارند 

جهش  IXنتايج ارزيابي فعاليت انعقادي و غلطت فاكتور 
سالم  IXبرابر بيشتر از فاكتور  2/1و  5/1يافته به ترتيب 

با ) H→P(- 13ين بدان معناست كه تغيير اسيدآمينه ا. است
باعث  )13( -6/1به  - 2/3ي از آب گريز ميزانافزايش 
، كاهش تمايل آنزيم به سوبسترا و IXفاكتور  Kiافزايش 

افزايش گاماكربوكسيلاسيون شده است كه منجر به افزايش 
از طرفي با . مي گردد IXميزان انعقاد و فعاليت فاكتور 

، مصرف سوبسترا در واحد زمان بيشتر صورت Kiافزايش 
نيز افزايش مي يابد و باعث توليد بيشتر  Kdمي گيرد لذا 

نتايج با . محصول مي گردد كه با نتايج الايزا مطابق است
در  - 16تا  - 10بار اسيدهاي آمينه در ناحيه  برآيندبررسي 
بار به  برآيندان مي دهد كه و پروترومبين نش IXفاكتور 
 - 13 لذا هرچند تغيير اسيدآمينه. و صفر است -2ترتيب 

از طريق  IXو بيان فاكتور باعث افزايش فعاليت انعقادي 
 احتمالاًافزايش گاماكربوكسيلاسيون گرديده است، 

گذار  تأثيراسيدهاي آمينه باردار مجاور نيز در بيان بيشتر 
  . بوده اند

  نتيجه گيري كلي

 IXدر پروپپتيد فاكتور  - 13كه تغيير اسيدآمينه  از آنجايي
پپتيد پروترومبين باعث افزايش ميزان فعاليت و براساس پرو
در سلولهاي حشرات شده است، لذا اين  IXبيان فاكتور 

نتيجه گرفته مي شود كه چون پروپپتيد پروترومبين كمترين 
اي بهتري تمايل را به آنزيم گاماكربوكسيلاز دارد سوبستر

براي آنزيم گاماكربوسيلاز مي باشد و تغيير پروپتتيد فاكتور 
IX ًباعث افزايش ميزان  احتمالاKi به  آن را آن شده و

سوبستراي بهتري براي آنزيم گاماكربوسيلاز تبديل كرده 
است كه اين به نوبه خود باعث گاماكربوسيلاسيون بيشتر 

 هم IXان فاكتور افزايش فعاليت و بي. شده است IXفاكتور 
 IXزماني فاكتور كننده اين موضوع مي باشد زيرا  تأييد

گاماكربوكسيله  IXكه فاكتور  مي شودفعال در سلول توليد 
  . باشد

ي جديد ژن درماني هموفيلي اميدوار كننده روشهاهر چند 
بررسي اما در روش جايگيزين درماني،  )23( است
 IXكه منجر به توليد بيشتر با هزينه كمتر فاكتور  ييروشها

 80-70 كه آنجا از. نوتركيب شود يك ضرورت است
 هتوسع حال در كشورهاي در B هموفيلي ازبيماران درصد
 IX هاي بالاي فاكتور هزينه به توجه با كنند و مي زندگي

ه از درمان بازمانده اند ب يا مشتق از پلاسما و نوتركيب
بيمار  140000از  28000تنها  2014كه تا سال  طوري

 IXدر جهان به وسيله جايگزين درماني فاكتور  Bهموفيلي 
 IXافزايش فعاليت و بيان فاكتور . )24(درمان شده اند 

ي توليدي روشهاتوليدي در اين مطالعه مي تواند به بهبود 
  .ي كندمؤثرو كاهش هزينه توليد كمك 
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Study of propeptide mutation effect on the human factor IX 
expression 

Hassanabadi Sh., Vatandoost J. and Momeni Moghadam M. 

Biology Dept., Hakim Sabzevari University, Sabzevar, I.R. of Iran  

Abstract 

Factor IX as a vitamin K-dependent blood coagulation factor requires post-translational 
modifications such as gamma carboxylation for its biological function. Gamma 
carboxylation catalyzed by an enzyme called gamma carboxylase and propeptide of 
vitamin K dependent proteins is first recognition site of gamma carboxylase. Specific 
amino acids within these propeptide sequences are responsible for differences in affinity 
for the gamma carboxylase. Increases of Ki result in decrease of enzyme affinity but 
fully gamma carboxylation of protein. Since the gamma carboxylase enzyme have least 
affinity for prothrombin, in this study the pMT-FIX-M13 expression vector constructed 
contains mutant factor IX cDNA in amino acid -13 (H to P) on the basis of  prothrombin 
propeptide. The expression and activity of the normal and mutant recombinant factor IX 
were investigated by ELISA and APTT after various times of transfection. The results 
showed that the concentrations and activity of factor IX and so gamma carboxylation in 
mutant factor IX is more than normal factor IX. 

Key words: Coagulation factor IX, gamma carboxylase, propeptide, prothrombin 
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