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Abstract 
Objective: The aim of this study was to produce a stable CHO cell line expressing ten-
ecteplase. 
Materials and Methods: In the first step, the tenecteplase coding sequence was cloned 
in a pDB2 vector containing attB recognition sites for the phage φC31 integrase. Then, 
using lipofection, the CHO cells were co-transfected with constructed recombinant plas-
mid encoding tenecteplase  and attB recognition sites and the integrase coding sequence 
containing pCMV-Int plasmid. As the recombinant plasmid contained the neomycin re-
sistance gene (neo), stable cells were then selected using G418 as an antibiotic. Stable 
transformed cells were assessed using genomic PCR and RT-PCR. Finally, the function-
ality of tenecteplase was evaluated on the cell culture media.
Results: our results indicated that tenecteplase coding sequence was inserted into the 
CHO cell genome and was successfully expressed. Moreover, tenecteplase activity as-
sessment indicated the presence of our functional tenecteplase in the cell culture me-
dium.
Conclusion: Considering the data obtained from this study, φC31 integrase can be used 
for the production of a stable cell line and it be used to introduce ectopic genes into mam-
malian cells.
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مقدمه
فعال كننده پلاسمينوژن بافتي (t-PA) يك آنزيم داراي چندين دامنه 
(Domain) از خانواده سرين پروتئازها مي باشد كه نقش فيزيولوژيك 
آن تبديل پلاسمينوژن به شكل فعال آن يعني پلاسمين است (1). اين 
ضروري  (فيبرينوليز)  لخته  انحلال  فرايند  تسهيل  يا  آغاز  جهت  آنزيم 
كلينيك  در  دارو  يك  عنوان  به   t-PA ويژگي،  اين  به  توجه  با  است. 
در درمان نارسايي هاي ترومبوتيك حاد مثل انفاركتوس ميوكارد مورد 

استفاده قرار گرفته است (2-4). 
كننده  فعال  مولكول  روي  بر  زيادي  هدفمند  موتاسيون هاي 
درجه  افزايش  آن،  از  هدف  كه  است  شده  انجام  بافتي  پلاسمينوژن 
خصوصيات  بهبود  همچنين  و  فيبرين  به  نسبت  آن  بودن  اختصاصي 

توليد رده سلولي CHO مولد Tenecteplase با استفاده از 
φوC31 اينتگراز اختصاصى فاژ
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چكيده 
CHO توسط رده سلولي Tenecteplase هدف: توليد پايدار پروتئين *

* مواد و روش ها: توالي كدكننده Tenecteplase - كه قبلا تهيه شده است - در يك حامل بياني به نام pDB2 داراي 
توالي قابل شناسايي توسط آنزيم اينتگراز فاژ φC31 موسوم به attBكلون گرديد. اين حامل نوتركيب به همراه يك پلاسميد 
كدكننده اينتگراز φC31 به نام pCMV-Int به طور هم زمان طي يك فرايند ليپوفكشن به يك رده سلولي CHO منتقل گرديد. 
آنتي بيوتيك  با  سلول ها  مى باشد،   (Neor) نئومايسين  آنتي بيوتيك  به  مقاومت  ژن  داراي  كه   pDB2 پلاسميد  ساختار  به  توجه  با 
G418 غربالگري گرديدند تا رده هاي سلولى نوتركيب به دست آيد. سپس نوتركيب بودن رده هاي مقاوم به آنتي بيوتيك مورد 
بررسي قرار گرفت. ابتدا الحاق پايدار توالي كدكننده Tenecteplase ژنوم ميزبان با آزمون PCR ژنومي و بيان پروتئين با آزمون 
RT-PCR مورد بررسي قرار گرفت و در نهايت آزمون بررسى فعاليت Tenecteplase نوتركيب ترشح شده در محيط كشت 

سلولى مورد نظر انجام گرديد. 
* يافته ها: آزمون PCR ژنومي الحاق قطعه مورد نظر را به ژنوم ميزبان نشان داد و همين طور آزمون RT-PCR بيان پروتئين 

Tenecteplase را ثابت نمود. آزمون بررسى فعاليت وجود مقادير قابل توجه پروتئين را در محيط كشت نشان داد.
نمود كه  نتيجه گيري  نوتركيب Tenecteplase مي توان  پروتئين  پايدار مولد  رده  آوردن  با توجه به دست  نتيجه گيري:   *
سامانه اينتگراز فاژ φC31 مي تواند به صورت هدفمند، يك قطعه DNA خارجي را در مكان هاي مشخصي از ژنوم سلول ميزبان 

الحاق نمايد و بنابراين جهت تهيه رده هاي نوتركيب سلول هاى پستانداران مي تواند بسيار مناسب باشد. 

 CHO ،اينتگراز ،Tenecteplase :كليدواژگان *

مقاله اصيل

فارماكوكينتيك آن بوده است. از ميان تمام مطالعات انجام شده، يك 
به  نسبت  برترى  ويژگى هاى  داراى   Tenecteplase نام  به  مولكول 
بازار  به  آن  از  حاصل  دارويي  فراورده  كه  است  بوده   t-PA مولكول 
دامنه  وي  ر  بر  موتاسيون   Tenecteplase مولكول  در  نمود.  پيدا  راه 
 296 هاي  اسيدآمينه  جاي  به  آلانين  چهار  كردن  جانشين  با  پروتئازي 
به  نسبت  بودن  اختصاصي  درجه  شد  باعث  كه  گرديد  ايجاد   299 تا 
جايگزين  آسپاراژين  با   103 ترئونين  همچنين  يابد.  افزايش  فيبرين 
عمر  نيمه  از  نتيجه  در  و  آهسته تر  كليرانس  از  خون  در  پروتئين  تا  شد 
اسيدآمينه  موقعيت  در  آخر  موتاسيون  گردد.  برخوردار  طولانى ترى 
جايگزين  آسپاراژين  جاي  به  گلوتامين  آن  در  كه  گرفت  انجام   117
گرديد. اين موتاسيون، كاهش فعاليت فيبرينوليتيك ايجاد شده توسط 
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دو موتاسيون قبلي را جبران نمود (5). 
 Tenecteplase كدكننده  توالي  مطالعه  اين  در 
اينتگراز  سامانه  از  استفاده  با   - بود  شده  تهيه  قبلا  كه   -
گرديد.  الحاق   CHO سلولي  رده  ژنوم  به   φC31 فاژ 
 - است  ركامبيناز  سرين  يك  كه   -  φC31 اينتگراز 
مي گردد  كد  خاك  در  موجود  استرپتومايسس  فاژ  باكتريو  توسط 
به  موسوم  مشخصي  توالي هاي  است  قادر  اينتگراز  اين   .(7  ،6)
الحاق  و  شناسايي  را  باز  جفت   30 حدود  طولي  با   att جايگاه هاي 
فاژ   att اينتگراز،  اين  دهد.  انجام  شده  ياد  جايگاه هاى  در  را 
اختصاصي  طور  به  را  آن  و  نموده  شناسايي  را   (attP به  (موسوم 
 (attB نام  (با  استرپتومايسس  باكتري  ژنوم  در   att جايگاه  به 
 50 در  تنها  و  متفاوتند  يكديگر  با  توالي  دو  اين  مي كند.  الحاق 
واكنش،  پايان  از  بعد  هستند.  شبيه  خود  نوكلئوتيدى  رديف  درصد 
به  (موسوم  شده  الحاق  قطعه  طرفين  در  شده  ايجاد  هيبريدهاي 
اين  در  بنابراين  نيستند.  برش  قابل  آنزيم،  توسط   (attR و   attL
واكنش، الحاق يك طرفه و پايدار است (8). اين اينتگراز مى تواند 
پستانداران  مثل  موجودات  ساير  ژنوم  در   att به  شبيه  جايگاه هايي 
كاذب   att جايگاه ها  اين  كه  آنجايي  از  نمايد.  شناسايي  را 
در  سامانه  اين  بودن  كارا  گرفتند،  نام   (Pseudo att site)
گرفت.  قرار  تاييد  و  آزمون  مورد  نيز  پستانداران  سلولي  رده هاي 
مورد   attB توالي  بايد  آنزيم،  اين  از  استفاده  جهت  براين  بنا 
توالي  كنار  در  پلاسميد  يك  در  را   φC31 اينتگراز  شناسايي 
پلاسميد  همراه  به  را  پلاسميد  اين  و  داده  قرار  نظر  مورد   DNA
عملكرد  تحت   φC31 اينتگراز  آنزيم  كننده  بيان  كه   - ديگري 
درون  به  هم زمان  صورت  به   - باشد  يوكاريوتي  پروموتر  يك 
وقتي   .(Co-Transfection) داد  انتقال  نظر  مورد  رده  سلول هاي 
شبه جايگاه هاي  مي تواند  شود،  بيان  اينتگراز  سلول  داخل  در 

و  نموده  شناسايي  ميزبان  ژنوم  در  را   (pseudo attP)  attP
و  بريده   attB توالي  محل  در  را  شده  كلون  توالى  حاوى  پلاسميد 

نمايد (9).  الحاق   pseudo attP جايگاه  به 
در   Tenecteplase كدكننده  توالي  مطالعه  اين  در  ابتدا 
گرديد.  كلون   attB توالي  داراي   pDB2 به  موسوم  پلاسميدي 
كننده  ايجاد  توالي  داراي  حال  عين  در  كه  پلاسميد  اين  سپس 
پلاسميد  همراه  به  مي باشد،  نيز   G418 آنتي بيوتيك  به  مقاومت 
توامان  صورت  به  است -   φC31اينتگراز كننده  بيان  كه  ديگري - 
CHO با روش ليپوفكشن ترانسفكت شد. غربال گري  در سلول هاي 
انجام  آنتي بيوتيك  به  مقاومت  مبناي  بر  شده  ترانسفكت  سلول هاى 
صورت  آنتي بيوتيك  به  مقاوم  رده هاي  روي  بر  بررسي ها  ساير  و 

پذيرفت. 

مواد و روش ها 
T در حامل از نوع Tenecteplase كلون نمودن توالي كدكننده

چندين  طي   Tenecteplase كدكننده  توالي  قبل  از 
روش  با  هدفمند  موتاسيون  ايجاد  واكنش هاي  مرحله 
 Site Directed Mutations by Means of Mutagenic Mega-Primers
مورد  آن  توالي  صحت  و   (10) شد  ساخته  رويان  پژوهشكده  در 
عنوان تحت   T نوع  از  حامل  يك  در  سپس  گرفت.  قرار  تاييد 

pTZ57R (Fermentas) طي فرايند T/A كلونينگ طبق دستورالعمل 
شركت سازنده كلون گرديد. از اين حامل به عنوان الگو براي تكثير 

گرديد.  استفاده   PCR واكنش  با   Tenecteplase كدكننده  توالي 
توالى پرايمرهاى مورد استفاده به شرح زير است: 

Forward primer: 5'cgaggctagcatggatgcaatgaagagagggc 3'
Reverse primer: 5' ggcctcgagtcacggtcgcatgttgtcacg 3' 

برش  محل  كه  شدند  طراحي  گونه اي  به  واكنش  اين  پرايمرهاي 
آنزيم  برش  محل  و  دست  پايين  در  را   XhoI كننده  محدود  آنزيم 

محدودكننده NheI را در بالا دست توالي محصول قرار دادند. 
همچنين شرايط انجام PCR به شرح زير بود: 5 دقيقه دناتوراسيون 
 60 دقيقه،   1 درجه   94) تكثير  سيكل   30 آن  متعاقب  و  درجه   94 در 
درجه 1 دقيقه و 72 درجه 2 دقيقه) و در پايان 10 دقيقه انكوباسيون در 

دماي 72 درجه. 
محصول PCR توسط كيت Qiagen (Germany) از روى ژل، 
كيت  به  مربوطه  دستورالعمل  طبق  و  شد  خالص سازى  و  استخراج 
كلون   pTZ57R حامل  در   T/A Cloning  (Fermentas)
 (Takara) كيت  از  استفاده  با  الحاق  واكنش  گرديد. 
كلونينگ  واكنش  محصول  شد.  انجام   DNA Ligation Kit
 One Shot نام  به  شيميايي  نوع  از  پذيرا   E.coli باكتري  در 
صحيح  كلوني هاي  گرديد.  ترانسفورم   (Invitrogen)  Top10
انتخاب  آگار   LB پليت  روي  بر  سفيد/آبي  غربال گري  فرايند  با 
آنها  پلاسميد  و  تكثير  خالص  صورت  به  كلوني  چند  و  گرديدند 
نوتركيب  پلاسميد  گرديد.  ارسال  توالي  تعيين  جهت  و  استخراج 
كه  گرفت  قرار   NheI و   XhoI آنزيم هاي  با  دوگانه  تيمار  تحت 
 Tenecteplase كدكننده  قطعه  نوتركيب،  حامل  اين  برش  با 
كيت  از  استفاده  با  ژل  روي  از  و  مشاهده  ژل،  روي  بر  شده  بريده 
خالص سازي   (Qiagen)  QIAquick Gel Extraction Kit

گرديد.

بياني  حامل  در   Tenecteplase كدكننده  توالي  نمودن  كلون 
 pDB2

در اين مطالعه پلاسميد pDB2 جهت كلون نمودن توالي كدكننده 
Tenecteplase مورد استفاده قرار گرفت. اين پلاسميد كه از طرف 
يك  حاوى  بود،  شده  اهدا  استانفورد  دانشگاه  از  كالوس  پروفسور 
محل برش براى هر يك از آنزيم هاى XhoI و NheI بوده است (11). 
گرديد.  تيمار  هم زمان  طور  به  آنزيم  دو  اين  با  پلاسميد  اين  ابتدا  در 
جايگاه برش هر دو آنزيم در پايين دست پروموتر سايتومگالوويروس 
كه  گونه اي  به  مي باشد  موجود   attB توالي  بالادست  در  و   (CMV)
گيرد  قرار   attB جايگاه  و  پروموتر  بين  مي تواند  شونده  الحاق  قطعه 

(شكل 1). 
توسط  بود،  چسبناك  انتهاي  دو  داراي  كه  شده  بريده  پلاسميد 
كيت تخليص از ژل از روي ژل استخراج و خالص سازي گرديد. سپس 
Tenecteplase خالص شده در مرحله قبل با انجام واكنش الحاق
(Ligation) در پلاسميد pDB2 خالص شده كلون گرديد. محصول 
سپس  گرديد  ترانسفورم  پذيرا   E.coli باكتري  در  الحاق  واكنش 
كلوني هاي صحيح با فرايند كلوني PCR توسط پرايمرهاى اختصاصى 
چند  شدند.  غربال گري   Tenecteplase كامل  توالى  تكثير  جهت 
كلوني باكتريايى صحيح، انتخاب و تكثير شدند و پلاسميد نوتركيب 
كيت توسط  بعدي  مطالعات  جهت   pDB2/Tenecteplase

خالص سازي   (Qiagen)  QIAprep Spin Miniprep kit
گرديد. 

Tenecteplase مولد CHO توليد رده سلولي
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شكل 1: پلاسميد بيانى pDB2 كه توالى كدكننده Tenecteplase كه در 
پايين دست پروموتر CMV الحاق گرديده است.

پلاسميد  با   CHO سلول هاي  ليپوفكشن  و  سلولي  كشت 
نوتركيب

گرديد.  تهيه  ايران  پاستور  انستيتو  از   CHO سلولي  رده 
 (Sigma)  Ham’s F12 كشت  محيط  در   CHO سلول هاي 
 CO2 درصد   5 با  انكوباتور  در   FCS  (Gibco) 10درصد  حاوي 
شد.  داده  كشت  95درصد  رطوبت  و  سانتي گراد  درجه   37 دماي  و 
(Gibco) كمك  به  سلول ها  فلاسك،  كف  شدن  مفروش  از  پس 

شمارش  از  پس  و  شده  جدا  پليت  كف  از   Trypsin/EDTA  
كه  خانه   24 پليت  خانه  چند  در  سلول   1/6×104 تعداد  سلولى، 
اينكه  از  پس  شد.  داده  كشت  بودند،  شده  لامل گذارى  قبل  از 
آزمايش  جهت  كردند،  پر  را  ديش  كف  درصد   80 تا   70 سلول ها 
دو  از  آزمايش  اين  در  گرفتند.  قرار  استفاده  مورد  ترانسفكشن 
 cDNA حاوى   pCMV-Int و   pDB2/Tenecteplase پلاسميد 
گرديد.  استفاده  استانفورد)  (دانشگاه  اينتگراز  آنزيم  كدكننده 
(Gibco) كشت  محيط  ميكروليتر   50 ابتدا  ترانسفكشن  انجام  جهت 
pDB2/Tenect- پلاسميد  ميكروگرم   0/4 حاوى   Opti-MEM I

پلاسميد  ميكروگرم   400 همراه  به  پلاسميد)  (محلول   eplase
حاوى   Opti-MEM I محلول  ميكروليتر   50 و   pCMV-Int
گرديد.  تهيه   Lipofectamine(Invitrogen) 2000ميكروليتر 
اين  دقيقه،   5 مدت  به  اتاق  دماى  در  محلول  دو  انكوباسيون  از  پس 
اين  و  ترانسفكشن)  (محلول  شدند  مخلوط  يكديگر  با  محلول  دو 
سپس  شد.  انكوبه  اتاق  دماى  در  ديگر  دقيقه   20 مدت  به  محلول 
استفاده  با  آرامى  به  سلول ها  و  گرديد  حذف  سلول ها  كشت  محيط 
Opti-MEM I فاقد سرم و آنتى بيوتيك شست وشو  از محيط كشت 
خانه  هر  به   Opti-MEM I محيط  ميكروليتر   400 سپس  شدند.  داده 
آرامى  به  ترانسفكشن  محلول  ميكروليتر   100 نهايت  در  شدو  اضافه 
در  ساعت   6 مدت  به  مذكور  سلول هاي  گرديد.  اضافه  خانه  هر  به 
 CO2 انكوباتور 37 درجه سانتى گراد، 95درصد رطوبت و 5درصد 
محيط  و  حذف  ترانسفكشن  محيط  آن  از  پس  شدند.  داده  كشت 
و  اضافه  هرخانه  به   FCS 10درصد  حاوي   Ham’sF12 كشت 
ساعت   48 گرديد.  منتقل  انكوباتور  به  كشت  ادامه  براى  سلول ها 
 Trypsin/EDTA پس از ترانسفكشن، سلول هاي ترانسفكت شده با 
و  شست وشو  از  پس  و  گرديدند  جدا  پليت  كف  از  و  تيمارگرديده 
ميلى ليترى   10 پتري ديش  يك  به  سلول  عدد   5000 تعداد  شمارش، 
دست  به  و  غربال گرى  جهت  شدند.  منتقل   (Falcon, USA)

غلظت  با   G418 (Sigma)و  آنتي بيوتيك  پايدار  سلول هاى  آوردن 
سلول هاى  كشت  محيط  به  ميلي ليتر  هر  در  ميكروگرم   600 نهايي 
سلولى  كلوني   12 روز،   11 از  پس  نهايت  در  شد.  افزوده  مذكور 
مقاوم انتخاب و جدا شدند (Colony Pick Up) و هر كدام به يك 
كه  روز   7 حدود  از  پس  گرديدند.  منتقل  خانه   12 پليت  از  چاهك 
درصد  به 100  نزديك  تراكم  به  و  شده  تكثير  چاهك  هر  سلول هاي 
بعدي  آزمون هاي  تا  شد  داده  پاساژ  هرچاهك  سلول هاي  رسيدند، 

گيرد.  انجام  آنها  روي 

تاييد كلونى هاي ترانسفكت شده پايدار از نظر دارا بودن توالي 
Tenecteplase بيان كننده

جهت بررسى كلونى هاي رشد يافته در حضور آنتى بيوتيك از دو 
آزمايش جداگانه بهره گرفته شد:

غربال گري  سلول هاي  به  مفروش  فلاسك  از  ژنومي:   PCR  .1
از  پس  و  شده  جدا  تريپسين  وسيله  به  تيمار  با  سلول ها  شده، 
(Qiagen) كيت  توسط  سلول   6×105 حدود  ژنوم  شست وشو، 

پرايمرهاي  با  و  گرديد  استخراج   Dneasy® Blood & Tissue Kit
در  دناتوراسيون  دقيقه   5 شرايط  (با   Tenecteplase تكثير  مخصوص 
94 درجه سانتي گراد كه متعاقب آن 35 سيكل تكثير (94 درجه 1 دقيقه، 
60 درجه 2 دقيقه و 72 درجه سانتي گراد 3 دقيقه) و در پايان 10 دقيقه 
در دماي 72 درجه سانتي گراد انجام شد. توالى پرايمرهاى واكنش فوق 

به شكل زير مى باشد:
Forward primer: 5 َggcctcgagatggatgcaatgaagagagggct 3َ
Reverse primer: 5 َggcctcgagtcacggtcgcatgttgtcacg 3َ
از شده  استخراج   RNA Total ميكروگرم   2  :RT-PCR  .2

106×2 سلول نوتركيب جهت حذف آلودگى به DNA ژنومى با آنزيم 

DNase I به مدت 30 دقيقه در 37 درجه سانتي گراد تيمار و از آن براي 
پرايمرهاي  و  ازكيت   cDNA سنتز  براي  گرديد.  استفاده   cDNA سنتز 
شركت   Random Hexamer و(primer) نوكلئوتيدي شش  تصادفي 
Fermentas استفاده شد و سنتز cDNA طبق دستورالعمل كيت فوق 
 cDNA از  ميكروليتر   5 با   PCR واكنش  آن  از  پس  گرفت.  صورت 
سنتزشده، 10 پيكومول پرايمرهاي مربوطه و 1/25 واحد آنزيم پليمراز 
Smartaqو (Cinnagen) با برنامه دناتوراسيون اوليه 5 دقيقه 94 درجه 
سانتي گراد، و سپس 35 سيكل به ترتيب 94 درجه سانتي گراد به مدت 
سانتي گراد  درجه  دقيقه، 72  مدت 1  به  سانتي گراد  درجه  دقيقه، 55   1
به مدت 1 دقيقه و سرانجام مرحله پايانى 72 درجه سانتي گراد به مدت 
10 دقيقه با دستگاه Thermal Cycler Eppendorf انجام شد. توالى 

پرايمرهاى واكنش فوق عبارتند از: 
Forward primer: 5 َtgcaccaactggcagagcagcgcgttg 3َ
Reverse primer: 5 َgctctccgggcgaggcggcggcggcggcaaa-
gatggca 3َ

آزمون هاى مورد استفاده جهت بررسى پروتئين نوتركيب ترشح 
شده در محيط كشت

1. مشاهده باند پروتئين بر روى ژل پلى اكريل آميد
كشت  محيط  در   Tenecteplase پروتئين  وجود  بررسى  جهت 
ژل  روى  بر  عمودى  الكتروفورز  آزمون  پروتئين،  اين  ترشح  اثبات  و 
پلى اكريل آميد انجام شد. جهت اين كار از ژلResolving 12درصد 
شدند  داده  قرار  ژل  روى  بر   (2 (جدول  نمونه ها  و  گرديد  استفاده 
نقره  نيترات  با  مذكور  ژل  الكتروفورز،  انجام  از  پس  نهايت  در  و 

درمياني و همكاران 
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گرديد. رنگ آميزى 
Western Blot 2. آزمون

آزمون Western Blot با آنتى بادى اوليه از نوع Sheep IgG موسوم به
TPA Tissue Plasminogen Activator Antibody [2A153] (ab21049)

ميلي ليتر  بر  ميلي گرم   10/2 اوليه  غلظت  با   Abcam شركت  از 
نتيجه،  مشاهده  و   Dot blot آزمون  انجام  از  پس  شد.  استفاده 
به   1 نسبت  به  يك بار  آنتى بادى  اين  تا  شد  گرفته  تصميم 
آزمون در  و  شده  رقيق   256000 به   1 نسبت  به  يك بار  و   160000
عنوان تحت  ثانويه  آنتى بادى  شود.  كارگرفته  به   Western Blot

با   Polyclonal Goat Anti-Mouse Immunoglobolins/HRP
غلظت 1 ميلي گرم بر ميلي ليتر از شركت DAKO با غلظت 1 به 5000 

در آزمون مورد استفاده قرار گرفت. 
3. بررسي فعاليت Tenecteplase ترشح شده در محيط كشت 

براي بررسي فعاليت پروتئين ترشح شده در محيط كشت، ازيك 
-H-D-Isoleucyl-L-propyl-L-arginine-p-ni نام  به  سوبسترا 
 (Chromogenix)  S-2288 تجاري  نام  با   troaniline dehydrate
پروتئوليتيك  آنزيم  يك  معرض  در  اگر  سوبسترا  اين  گرديد.  استفاده 
مي كند.  آزاد  رنگ  زرد  پارانيتروآنيلين  و  شده  هيدروليز  گيرد،  قرار 
ميزان جذب نوري رنگ زرد حاصل در طول موج 405 نانومتر با ميزان 

فعاليت آنزيم در محيط نسبت مستقيم دارد. 
 100 تركيب  با  بافر  ليتر،  بر  ميلي مولار   10 غلظت  با  سوبسترا 
ميلي مولار بر ليتر تريس و 1/6 ميلي مولار بر ليتر كلريد سديم و محيط 
حدود 90  تراكم  با  نوتركيب  سلول هاي  به  مفروش  پليت  رويي  كشت 
درصد تهيه و با نسبت حجمي مساوي با يكديگر به خوبي مخلوط شدند. 
از مخلوط فوق به اندازه 100 ميكروليتر به يك چاهك پليت 96 خانه 
مخصوص خوانش با دستگاه الايزا منتقل شد. عين همين مخلوط نيز با 
محيط كشت رويي پليت مفروش به سلول هاي CHO غير ترانسفكت با 
تراكم حدود 90 درصد به عنوان كنترل منفي تهيه شده و 100 ماكروليتر 
به چاهك پليت مذكور منتقل گرديد. جذب نمونه ها در طول موج 405 
نانومتر خوانده شده و سپس پليت به مدت دو ساعت در دماي 37 درجه 

انكوبه شد.

يافته ها 
Tenecteplase كدكننده pDB2 بررسي حامل نوتركيب

داخل  در   Tenecteplase كدكننده   cDNA كلونينگ  دنبال  به 
حامل بياني pDB2 ترادف يابي اين حامل نشان داد كه توالي كدكننده

جهش  گونه  هر  بدون  و  انتظار  مورد  جايگاه  در   Tenecteplase
ناخواسته وارد شده است (شكل 2).
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pDB2 در حامل Tenecteplase شكل 2: جايگاه هاى الحاق توالى
A, B) نمايش قطعاتي از ترادف هاي وكتور نوتركيب pDB2 كه محل الحاق توالي كدكننده Tenecteplase را در حامل pDB2 نشان مى دهد. 
در شكل محل برش NheI (gctagc) (شكل 2A) قبل از كدون آغازين atg و همين طور NheI محل برش XhoI (ctcgag) (شكل 2B) بعد از 

كدون خاتمه tga مشخص شده است.

شكل RNA (1,2 :3 استخراج شده از سلول هاي CHO نوتركيب پس از 5 پاساژ. پيكان در اين شكل نشان دهنده 
باندهاى RNA ريبوزومى 28S ،18S مي باشد. M) نشانگر DNA. وجود اين نشانگر جنبه مقايسه اي نداشته و 

تنها نمايان گر كيفيت بالاي ژل مورد آزمايش است.

Tenecteplase مولد CHO توليد رده سلولي



 RT-PCR سلول و انجام آزمون Total RNA جدا نمودن
نوتركيب   CHO سلول هاى  از   total RNA استخراج  از  پس 
توسط كيت، يك نمونه از آن بر روى ژل آگارز الكتروفورز گرديد 
باندهاى  شكل  اين  در  مى باشد.  مشاهده  قابل   3 شكل  در  نتيجه  كه 
وجود  عدم  و  مى شود  ديده  وضوح  به   28S ،18S RNA ريبوزومى 
باندهاى ديگر نشان دهنده كيفيت بالاى RNA تخليص شده مى باشد 

(شكل 3). 
قسمتي  تكثير  و   cDNA ،RT-PCR سنتز  و   ،RNA تخليص  دنبال  به 
 CHO سلول هاي  در  آن  بيان   Tenecteplase به  مربوط   cDNA از 

نوتركيب به اثبات رسيد (شكل 4). 

بررسي ژنومي سلول هاي CHO نوتركيب
داخل  به   cDNA Tenecteplase ورود  از  اطمينان  منظور  به 
ژنوم  روي  بر   PCR شده،  ترانسفكت   CHO سلول هاي  ژنوم 
نشده  ترانسفكت  و  نوتركيب)   CHO) شده  ترانسفكت  سلول هاي 
بود  قبلي  آزمايشات  كننده  تاييد  وضوح  به  كه  گرفت  صورت 

 .(5 (شكل 

درمياني و همكاران 

جدول 1: نوع و مقدار نمونه هاى قرارداده شده بر روى ژل پلى اكريل آميد در شكل 6
شماره در 7654321

تصوير
محيط كشت 

HAMS-F12 با 
FCS 5درصد 
از سلول هاى 
غيرنوتركيب

محيط كشت 
HAMS-F12 با 

FCS 5درصد 
از سلول هاى 

نوتركيب

نمونه خالص 
شده با دستگاه 

FPLC از محيط 
كشت سلول 

نوتركيب

 t-PA
استاندارد
40IU/ml

Ladder
(Fermentas)

نمونه پروتئين 
استخراج شده 

از حدود 106×2 
عدد سلول 
غيرنوتركيب

نمونه پروتئين 
استخراج شده از 

حدود 106×2 عدد 
سلول نوتركيب

نام نمونه

10 ميكروليتر 2 ميكروليتر1 ميكروليتر15 ميكروليتر15 ميكروليتر15 ميكروليتر 
محتوى 29/5 

ميكروگرم 
پروتئين

10 ميكروليتر 
محتوى 29/5 

ميكروگرم 
پروتئين

مقدار قرارداده 
شده بر روى ژل

جدول 2: ميزان جذب نمونه هاى برداشت شده از محيط كشت CHO در 405 نانومتر
زمان اندازه گيرى جذبميزان جذب

محيط كشت CHO غيرنوتركيبمحيط كشت CHO نوتركيب
در زمان صفر0/4930/337
پس از يك ساعت2/8190/636
پس از دو ساعت3/1490/88
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شكل 4: باند با اندازه bp541 مربوط به بيان Tenecteplase cDNA را در سلول هاي CHO نوتركيب (+CHO) نشان 
گرفت.  قرار  استفاده  مورد  منفي  كنترل  عنوان  به   (CHO-) نشده  ترانسفكت   CHO روي  بر  شده  انجام   PCR مي دهد. 

نمونه حاوي آب نيز به عنوان كنترل منفي جهت بررسي آلودگي احتمالي در PCR مورد استفاده قرار گرفت.



 CHO سلول هاي  توسط  شده  ترشح  آنزيم  فعاليت  بررسي 
نوتركيب در محيط كشت

جهت بررسى و اثبات توليد و ترشح پروتئين Tenecteplase در 
محيط كشت، آزمون الكتروفورز عمودى بر روى ژل پلى اكريل آميد 
انجام گرفت و از ژل Resolving 12درصد استفاده گرديد (شكل 6). 

جزئيات اين الكتروفورز در جدول 1 نشان داده شده است.

شكل 5: نشان دهنده نتايج واكنش PCR بر روي ژنوم سلول ترانسفكت 
شده و ترانسفكت نشده است. با توجه به مشاهده قطعه تكثير شده با 
اندازه مورد نظر و عدم وجود آن در نمونه كنترل منفي، حاكى از الحاق 

اين قطعه درون ژنوم سلول هاى CHO به صورت پايدار مى باشد.

 (1 (جدول  آزمايش  مورد  نمونه هاى  حاوى  پلى اكريل آميد  ژل   :6 شكل 
-molecular size mark 3 رنگ آميزى شده با نيترات نقره است. ستون

er و ستون 5 نشان دهنده نمونه خالص شده توسط FPLC است.

آنتى بادى با   Western Blot آزمون  از  استفاده  با  ضمن  در 
به  توجه  با  و   TPA Tissue Plasminogen Activator antibody
حدود  در  كه  نوتركيب  بافتى  پلاسمينوژن  كننده  فعال  پروتئين  اندازه 
مشاهده شده صحيح به نظر  باند  اندازه  كيلودالتون مى باشد،  62 تا 65 
در   Tenecteplase برش  بر  مبنى  موجود  اطلاعات  توجه  با  مى رسد. 
محيط كشت توسط پروتئازهاى ترشح از سلول هاى CHO، قطعه بريده 
اختصاصى  توپ  اپى  حاوى  كه  كيلودالتون   39 حدود  اندازه  با  شده 

آنتى بادى اوليه مى باشد نيز در تصوير مشاهده مى گردد (شكل 7). 
نوتركيب   CHO سلول هاي  از  مترشحه   Tenecteplase فعاليت 
تفاوت  است،  آمده   2 جدول  در  كه  همان طور  و  گرديد  بررسي  نيز 
و  نشده  ترانسفكت   CHO سلول هاي  كشت  محيط  به  مربوط  جذب 
ترانسفكت شده را نشان مي دهد. با توجه به اينكه اين سوبسترا توسط 
هر سرين پروتئازي كه در سرم وجود داشته باشد، هيدروليز شده و در 

سلول هاي  كشت  محيط  در  نتيجه  در  مى دهد  نشان  جذب  نانومتر   405
ترانسفكت نشده هم فعاليت قابل مشاهده مى باشد. با اين وجود در عمل 

سلول هاى ترانسفكت شده تفاوت جذب مشخصى را نشان مي دهند. 

كشت  محيط  نمونه هاى  روى  بر   Western Blot آزمون هاى   :7 شكل 
حاوى سلول هاى CHO نوتركيب (+CHO) و غيرنوتركيب (-CHO) است.

بحث
نيز  و  كاربردى  پايه،  تحقيقات  در  نوتركيب  پروتئين هاى 
متعددى  حامل هاى  تاكنون  دارند.  متعددى  كاربردهاى  درمان، 
نمود.  توليد  زياد  مقادير  در  را  پروتئين ها  بتوان  تا  يافته اند  توسعه 
حداكثرى  بيان  باعث  كه  هستند  آنهايى  حامل ها،  كارآمدترين 
پروتئين ها در باكترى ها مى شوند؛ زيرا باكترى ها مى توانند به راحتى 
اين  با  شوند.  تكثير  سلولى  دانسيته  بالاترين  با  زمان  كوتاه ترين  در  و 
اهميت  از  نيز  يوكاريوتى  سلول هاى  در  بيان  حداكثر  به  نياز  وجود 
به  بايد  پروتئين ها  از  بسيارى  زيرا  مى باشد  برخوردار  خود  خاص 
ويژه  ترجمه اى  از  پس  تغييرات  و  يافته  تاخوردگى  صحيحى  طرز 
باشند.  فعال  بيولوژيكى  نظر  از  تا  آورند  دست  به  را  يوكاريوت ها 
يوكاريوتى  سلول هاى  در  نوتركيب  پروتئين  بيان  حداكثر  براى 
از  خاصى  جايگاه هاى  در  كه  ژن  بيان  كاست هاى  از  مى توان 
بدين  تا  نمود  استفاده  مى گردد،  الحاق  هدف  سلول هاى  ژنوم 
خواهد  را  نظر  مورد  ژن  مدت  بلند  و  پايدار  بيان  امكان  ترتيب 
بسيار  ژنوم،  به  هدفمند  الحاق  سامانه هاى  منظور  همين  به  داشت. 
تحقيق  اين  در   .(11) است  گرفته  قرار  دانشمندان  توجه  مورد 
ژنوم  به   pDB2/Tenecteplase نوتركيب  حامل  الحاق  جهت 
اثر  جايگاه  با  ركامبيناز  يك  كه   φC31 فاژ  اينتگراز  آنزيم  از 
موثرى  شكل  به  پستانداران  سلول هاى  در  و  مى باشد  اختصاصى 
حاوى  حامل  مى تواند  اينتگراز  اين  گرديد.  استفاده  مى نمايد  عمل 
تعداد  در  برگشت ناپذير  و  طرفه  يك  شكل  به  را   attB جايگاه 
سلول  ژنوم  در  موجود   Pseudo attP جايگاه هاى  از  مشخصى 
در  اينتگراز  عملكرد  كه  داشت  توجه  بايد  نمايد.  الحاق  ميزبان 
جايگاه هاى وجود  به  تنها  نه  ژنوم  در  مذكور  حامل  الحاق 

در  كروماتين  ويژگى هاى  به  بلكه  دارد  بستگى   Pseudo attP
جايگاه هايى  در  الحاق  كه  طورى  به  است  وابسته  نيز  الحاق  محل 
در ژنوم صورت مى پذيرد كه كروماتين داراى يك كانفورماسيون 
در  يعنى  دارد؛  قرار  دسترس  در  الحاق  جهت  ژنوم  و  باشد  باز 
نسبت  بيشترى  مزيت  از  ژن  بيان  براى  كه   Euchromatin نواحى 
انتظار  بنابراين  مى باشد.  برخوردار   Heterochromatin مناطق  به 
به  و  توجه  قابل  ميزان  به  حالت  اين  در  نظر  مورد  ژن  بيان  مى رود 

پذيرد (12).  صورت  مداوم  شكل 
 (t-PA) بافتي  پلاسمينوژن  فعال كننده  كه  سال هاست 
قرار  استفاده  مورد  مؤثر  داروى  يك  عنوان  به  كلينيك  در 

Yakhteh Medical Journal, Vol 12, No 2, Summer 2010     213 213

Tenecteplase مولد CHO توليد رده سلولي



لخته  انحلال  فرايند  تسهيل  يا  آغاز  براي  آنزيم  اين  مى گيرد. 
آمده  دست  به  تجربيات  به  توجه  با  است.  ضروري  (فيبرينوليز) 
فاژ  اينتگراز  سامانه  از  استفاده  با  هدف مند  الحاق  مورد  در 
بيان  توالي  سامانه  اين  كمك  به  تا  شد  گرفته  تصميم   φC31
شود  الحاق   CHO سلول هاي  ژنوم  به   Tenecteplase كننده 
خالص  رده هاى  و  گرديد  محقق  بار  اولين  براي  مساله  اين  كه 
قابل  بيان  آنتي بيوتيك،  با  غربال گري  طريق  از  آمده  دست  به 
دادند. نشان  نشده  ترانسفكت  سلول  با  مقايسه  در  را  توجهي 

نارسايي هاي  درمان  در  موثر  داروي  يك   Tenecteplase
ابتدا   .(2-4) مي باشد  ترومبوتيك  منشاي  با  عروق  انسداد 
از  پس  و  گرديد  توليد   Tenecteplase كدكننده  توالي 
در  آن  كردن  كلون  با  مذكور  كدكننده  قطعه  توالى  تاييد 
حامل  همراه  به  نوتركيب  حامل  اين   ،pDB2 بياني  حامل 
- مى باشد  اينتگراز  آنزيم  كننده  بيان  كه   -  pCMV-Int

قرار  استفاده  مورد   CHO سلول هاى  كردن  ترانسفكت  براى 
آنتى بيوتيك  كمك  به  نوتركيب  كلون هاى  انتخاب  از  پس  گرفت. 

گرفت.  قرار  بررسى  مذكورمورد  كلون هاى  فعاليت  ميزان   ،G418
الحاق  دقيق  محل  بعدي  مطالعات  در  مي شود  پيشنهاد  ادامه  در 
مشخص  ژنوم  توالي  تعيين  با  ژنوم  به   φC31 فاژ  اينتگراز  سامانه 
اينتگراز  الحاق  سامانه  عملكرد  صحت  نيز  مولكولي  نظر  از  تا  شود 

گردد.  مشخص   φC31 فاژ 

نتيجه گيرى
شكل  به   Tenecteplase بيان  جهت   φC31 فاژ  اينتگراز  سامانه 
مداوم در سلول هاى CHO قابل استفاده مى باشد كه در مطالعه حاضر 
در  بار  اولين  براي   Tenecteplase كننده  توليد  سلولي  پايدار  رده 

ايران تهيه گرديد. 

تقدير و تشكر
تامين  رويان  پژوهشكده  توسط  مطالعه  اين  هزينه هاى  كليه 

است.  گرديده 
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