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 (16/11/91پذيزػ هقبلِ:  -30/9/91)دريبفت هقبلِ: 

 چكيذُ
ّب  ؽًَذ. ايي علَل هحغَة هي Bّبي ثٌيبدي هشاًؾيوي ّذف هٌبعجي جْت علَل درهبًي ٍ صى درهبًي ثيوبراى ّوَفيلي  علَل:سهيٌِ

ّب را  ثبؽٌذ کِ آى سايي اًذک در ؽزايط پيًَذ هي ّبي هختلف ٍ ايوٌي ًظيز اس جولِ توبيش ثِ طيف ٍعيعي اس علَل ّبي ثي داراي ٍيضگي

ّبي تٌظيوي ٍ  تَالياس هؾكلات صى درهبًي اعت. ثب ؽٌبعبيي ثيبى اًذک تزاًظ صى ثزاي علَل درهبًي ٍ صى درهبًي هٌبعت کزدُ اعت. 

ًبقل  4، ثزرعيتَاى در جْت ثْجَد ثيبى صى ثب ّذف صى درهبًي اقذام ًوَد. در ايي  ّبي هٌبعت در ًبقليي هي ّب در هَقعيت اعتفبدُ اس آى

 ؼ ثزرعيّذف ايي پضٍّ ّبي هشاًؾيوي تزاًغفكت گزديذًذ. ّبي صى ثتبگلَثيي ثِ درٍى علَل فبقذ ٍ ٍاجذ ايٌتزٍى 9پلاعويذي فبکتَر 

 .ثَد 9ّب در ثيبى فبکتَر  تَاًبيي ايي علَل

ّب ثب رٍػ  ّبي ثٌيبدي هشاًؾيوي اس اعتخَاى تيجيب ٍ فوَر هَػ رت، فٌَتيپ ايي علَل پظ اس جذاعبسي علَل :ّب هَاد ٍ رٍػ

عبعت  48ّبي هشاًؾيوي ٍارد ؽذًذ.  ثب اعتفبدُ اس عبهل تزاًغفكؾي ثِ درٍى علَل 9فلَعبيتَهتزي تعييي ؽذ. ًبقليي پلاعويذي فبکتَر 

اس طزيق اًجبم آسهَى عبًذٍيچ الايشا ثز رٍي هحيط  9ّبي هختلف فبکتَر  بدي در ثيبى هيٌي صىّبي ثٌي پظ اس تزاًغفكؾي، تَاًبيي علَل

ّب ثب  اعتفبدُ ؽذ. هقبيغِ هيبًگيي دادُ 18ٍيزايؼ  SPSSافشار  ثزاي تجشيِ ٍ تحليل آهبري اس ًزم ارسيبثي ؽذ. RT-PCRکؾت ٍ آسهَى 

 ( اًجبم ؽذ.One – Way ANOVAآسهَى آًبليش ٍاريبًظ يك طزفِ ) اعتفبدُ اس

ثبلاتزيي هيشاى دعت آهذ. صى ثتبگلَثيي ثِ 1اس عبسُ صًي ثذٍى ايٌتزٍى ٍ عبسُ صًي داراي ايٌتزٍى  9ثبلاتزيي عطح ثيبى فبکتَر :ّب يبفتِ

 .دعت آهذِ ثتب گلَثيي ث 2ٍ  1تزؽح ؽذُ ثِ هحيط کؾت اس عبسُ صًي داراي ايٌتزٍى  9فعبليت سيغتي اس فبکتَر

ّبي ايٌتزًٍي  صى ثتبگلَثيي را ًؾبى دادًذ. تَالي 1ٍ اعپلايغٌگ ايٌتزٍى  9ّبي ثٌيبدي هشاًؾيوي تَاًبئي ثيبى فبکتَر  علَل:گيزي ًتيجِ

 .ّب ًغجت داد تَاى ثب احتوبل ثِ اعپلايغيٌگ ًبدرعت ايٌتزٍى را کبّؼ دادًذ کِ ايي کبّؼ ثيبى را هي 9ثتبگلَثيي عطح ثيبى فبکتَر 
 ّبي صى ثتبگلَثيي ، ًبقل پلاعويذي، ايٌتزٍى9، فبکتَر Bّبي ثٌيبدي هشاًؾيوي، ّوَفيلي  علَل:ٍاصگبى کليذي
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 هقذهِ

ٞبي ثٙيبدي ٔضا٘ـيٕي يب اػتشٚٔبيي ٔغض اػتخٛاٖ  ػَّٛ

وٝ ثخـي اص رٕؼيت ػِّٛي ٔغض اػتخٛاٖ سا تـىيُ 

ٞبي ثٙيبدي  دٞٙذ دس ثمبء ٚ تٕبيض ػَّٛ ٔي

 (.1ٕٞبتٛپٛيتيه ٘مؾ ٟٕٔي ثش ػٟذٜ داس٘ذ )

دٞٙذ وٝ  ٘بٍٕٞٙي سا تـىيُ ٔيٞب رٕؼيت  ايٗ ػَّٛ

ٞبي ػِّٛي  لذست تٕبيض ثٝ ا٘ٛاع ٔختّفي اص سدٜ

ٞب،  ٞب، وٙذسٚػيت ػٛٔبتيه اص رّٕٝ اػتئٛػيت

ٞبي  ٞبي ػبص٘ذٜ تب٘ذٖٚ ٚ ػَّٛ ٞب، ػَّٛ آديپٛػيت

 (. 3ٚ  2اي سا داس٘ذ ) ٔبٞيچٝ

ٞبي ٔختّفي اص رّٕٝ  اص ثبفت ي اؿبسٜ ؿذٜٞب ػَّٛ

 ٝ، ٔغض، خٖٛ رٙيٙي، ثٙذ٘بف،وجذ، سي ٔغض اػتخٛاٖ،

وّيٝ، ثبفت چشثي، ٔبيغ آٔٙيٖٛ، سيٝ رٙيٙي ٚ 

 (. 4-7ٞبي ٔٛ لبثُ رذاػبصي ٞؼتٙذ ) فِٛيىَٛ

اي اص  ٞبي ثٙيبدي ٔضا٘ـيٕي داساي ٔزٕٛػٝ ػَّٛ

صيؼتي ٞؼتٙذ وٝ ثٝ ٕٞيٗ دِيُ ٕٞتبي  ثيٞبي  ٚيظٌي

ٞب  ا٘ذ. ايٗ ٚيظٌي يبفتٝ ٌٛ٘بٌٛ٘ي وبسثشدٞبي دسٔب٘ي

ؿبُٔ: آػب٘ي رذا وشدٖ، تٛا٘بيي دس تٕبيض ثٝ ا٘ٛاع 

ٞبي ٔختّف اص ٘ٛع ٔضا٘ـيٕي ٚ غيش ٔضا٘ـيٕي،  ػَّٛ

تٛا٘بيي تىخيش ثبلا دس ٔحيط وـت ثذٖٚ اص دػت دادٖ 

لذست تٕبيض، تٛا٘بيي تِٛيذ تشويجبت ٟٔبس وٙٙذٜ پبػخ 

ٞبي  ايٕٙي دس ؿشايط پيٛ٘ذ ٚ تٛا٘بيي ٟٔبرشت ثٝ ثبفت

ٞبي ٔضا٘ـيٕي  (. ػ9َّٛٚ  8ثبؿذ ) آػيت ديذٜ ٔي

اتِٛٛي ٚ آِٛط٘يه دس ٔحُ پيٛ٘ذ، ػيؼتٓ ايٕٙي 

وٙٙذ. ثش اػبع ايٗ تٛا٘بيي،  ٔيضثبٖ سا فؼبَ ٕ٘ي

آِي دس ا٘تمبَ طٖ  ٞبي ايذٜ ٞبي ٔضا٘ـيٕي حبُٔ ػَّٛ

ثٝ دسٖٚ ثبفت ٔٛسد ٘ظش رٟت ػَّٛ دسٔب٘ي 

(. ٕٞچٙيٗ ٘ـبٖ دادٜ 10ٞبي ط٘تيىي ٞؼتٙذ ) ثيٕبسي

ٞبي ثٙيبدي  ذٜ اػت وٝ ثيبٖ يه تشا٘ؼظٖ اص ػَّٛؿ

ٔضا٘ـيٕي، تِٛشا٘غ يب تحُٕ ايِٕٛ٘ٛٛطيه ثٝ تشا٘ؼظٖ 

تٛا٘ذ ٔـىُ ايزبد  سا ثٝ ٕٞشاٜ داسد وٝ ٔي

ٞبي ٟٔبسوٙٙذٜ دس پلاػٕبي خٖٛ ثيٕبساٖ سا  ثبدي آ٘تي

ٞبي ثٙيبدي ٔضا٘ـيٕي  ثشطشف ٕ٘بيذ. ثٙبثشايٗ ػَّٛ

ٞبي  دسٔب٘ي ثيٕبسي ٞذف ثؼيبس ٔٙبػجي رٟت ػَّٛ

ٞبي ط٘تيىي وٝ  ثبؿٙذ. اص رّٕٝ ثيٕبسي ط٘تيىي ٔي

دسٔب٘ي آٖ ٔٛسد تٛرٝ دا٘ـٕٙذاٖ  ػَّٛ دسٔب٘ي ٚ طٖ

ثبؿذ.  ٔي Bثيٕبسي ٕٞٛفيّي ٘ٛع ، لشاس ٌشفتٝ اػت

ٚ يب ٘مق دس ػّٕىشد ٘جٛد ايٗ ثيٕبسي وٝ دس احش 

( يىي اص 11ٌشدد ) ا٘ؼمبدي ايزبد ٔي 9پشٚتئيٗ فبوتٛس 

ٞبي ط٘تيىي دس ٔؼيش ا٘ؼمبد خٖٛ  تشيٗ ثيٕبسي يذسا

ثٝ اسث  Xكٛست ٔغّٛة ٚاثؼتٝ ثٝ ٝ ثبؿذ وٝ ث ٔي

ٞبي  (. ص٘ذٌي ايٗ ثيٕبساٖ دس احش خٛ٘شيضي12سػذ ) ٔي

تشيٗ ػّت ٔشي دس  ؿٛد ٚ ؿبيغ ٔىشس دائٕبً تٟذيذ ٔي

دٞٝ ٌزؿتٝ اص  3ٞبي ٔغضي اػت. دس  ٞب، خٛ٘شيضي آٖ

 9ٞبي فبوتٛس  ٚ وٙؼب٘تشٜ پلاػٕبي تبصٜ ٔٙزٕذ ؿذٜ

ٞب دس ايٗ  رٟت دسٔبٖ ٚ رٌّٛيشي اص ػٛد خٛ٘شيضي

 (.13ثيٕبساٖ اػتفبدٜ ؿذٜ اػت )

٘ٛتشويت،  9ثبلاي تِٛيذ فبوتٛس  ثب ايٗ ٚرٛد، ٞضيٙٝ

ٞبي آِشطيه ٚ  ٞبي ٟٔبسوٙٙذٜ، ٚاوٙؾ ثبدي تـىيُ آ٘تي

ٞبي دسٔب٘ي  تشٚٔجٛص دس ثيٕبساٖ، تٛرٝ ثٝ ػبيش سٚؽ

(. دس ايٗ 14َٛ دسٔب٘ي سا ثبػج ٌشديذ )اصرّٕٝ ػّ

ٞبي ٔضا٘ـيٕي دس  پظٚٞؾ، ثب ٞذف ثشسػي تٛا٘بيي ػَّٛ

، وٝ 9٘بلُ پلاػٕيذي فبوتٛس 4ا٘ؼب٘ي،  9ثيبٖ فبوتٛس 

د٘ذ ) ( ثٝ 15-17پيـتش دس ٔطبِؼبت لجّي ػبختٝ ؿذٜ ثٛ

ٞبي ثٙيبدي ٔضا٘ـيٕي ٔغض اػتخٛاٖ ٔٛؽ ست  ػَّٛ

ٚ پشٚتئيٗ  mRNAدس ػطح  9ٔٙتمُ ؿذ٘ذ ٚ ثيبٖ فبوتٛس

ٞبي ٘ٛتشويت ٔٛسد ثشسػي  ٞبي ط٘ي دس ػَّٛ اص ػبصٜ

 .لشاسٌشفت

 

 ّب هَاد ٍ رٍػ

 عَػ ثبکتزي، پلاعويذّبي ثيبًي عبختِ ؽذُ ٍ پزايوزّب 

ثبوتشي اؿشؿيب وّي ثشاي ا٘زبْ ػُٕ  DH5αػٛؽ 
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ػبصي ٔٛسد  تشا٘ؼفٛسٔبػيٖٛ ٚٔشاحُ ٔختّف ٕٞؼب٘ٝ

ػبصٜ ط٘ي،  4ثشسػي اػتفبدٜ لشاس ٌشفت. دس ايٗ 

p.KhFIX ،p.KhFIX-I ،p.hFIX-II ،p.hFIX-I-II 

ا٘ؼب٘ي،  9فبوتٛس  cDNAتشتيت ؿبُٔ  ( ث1ٝؿىُ )

 2ٚ 1ٞبي  طٖ ثتبٌّٛثيٗ ا٘ؼب٘ي ثيٗ اٌضٖٚ 1ايٙتشٖٚ

cDNA  ّٛثيٗ دس ٔٛلؼيت طٖ ثتبٌ 2، ايٙتشٖٚ 9فبوتٛس

ٕٞشاٜ  1ٚ2ٚ ايٙتشٖٚ  9فبوتٛس  cDNAٔـبثٝ خٛد دس 

 9فبوتٛس cDNAٞبي ٔـبثٝ خٛد دس  ثب ٞٓ دس ٔٛلؼيت

بٖ ثي1دس رذَٚ 9ٞبي فبوتٛس ثبؿٙذ. طَٛ ٔيٙي طٖ ٔي

 ؿذٜ اػت.
 

 9ّبي ثيبًي فبکتَر عبسُ ( طَل قطع1ِجذٍل 
 bpطَل قطعِ  يذيعبسُ پلاعو

pcDNA3-hFIX 6800 

pcDNA3-hFIX-I 150+6800  

pcDNA3-hFIX-II 850+6800  

pcDNA3-hFIX-I-II 850+150+6800  

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 ا٘ذ. وّٖٛ ٌشديذٜ pcDNA3ا٘ؼب٘ي وٝ دس پلاػٕيذ  9ٞبي ثيب٘ي فبوتٛس  ( ػبص1ٜؿىُ ؿٕبتيه 

p.khFIX ،ٖٚػبصٜ ط٘ي فبلذ ايٙتش :p.khFIX-I ٖٚثتبٌّٛثيٗ ا٘ؼب٘ي،  1: ػبصٜ ط٘ي داساي ايٙتشp.hFIX-II ٖٚثتبٌّٛثيٗ،  2: ػبصٜ ط٘ي داساي ايٙتشp.hFIX-I,II: 

 (.Ribosome binding site٘ٛوّئٛتيذي:  6: تٛاِي وٛصان )تٛاِي Kثتبٌّٛثيٗ،  2ٚ 1ػبصٜ ط٘ي داساي ايٙتشٖٚ 
hFIX: Human factor IX , bpA: Bovine poly adenylation signal sequence;CMVp: CMV promoter 

 

 ّب  ّب، هَاد ؽيويبيي ٍ کيت هحيط کؾت، آًشين

ػٙٛاٖ ٔحيط وـت ثبوتشي   ثٝ LBاص ٔحيط وـت 

( تشيِ يّيثش ٔ ىشٌٚشْئ 100ػيّيٗ) اػتفبدٜ ؿذ ٚ آٔپي

دس كٛست ٘يبص ثٝ ٔحيط وـت ا٘تخبثي افضٚدٜ ؿذ. 

ٚ ػبُٔ  RNAٞبي تخّيق پلاػٕيذ،  ويت

 Rocheاص ؿشوت  X-tremeGENE HPتشا٘ؼفىـٗ 

٘يض اص cDNA ٚ RT–PCRويت ػبخت  إِٓبٖ ٚ

إِٓبٖ خشيذاسي ؿذ٘ذ. ٔحيط  Fermentasؿشوت 

آٔشيىب رٟت  Gibcoاص ؿشوت  DMEMوـت 

ثٙيبدي ٔضا٘ـيٕي ٚ ٔٛ٘ٛوّٛ٘بَ ٞبي  وـت ػَّٛ

ٞب رٟت ا٘زبْ فّٛػبيتٛٔتشي اص ؿشوت  ثبدي آ٘تي

eBioscience ٚabcam  .تٟيٝ ؿذ٘ذ 

 ـّبي ًَتزکيت ٍ تخلي عبسي عبسُ ّوغبًِ

ٞبي پلاػٕيذي ػبختٝ ؿذٜ ثٝ ثبوتشي اؿشؿيبوّي  ػبصٜ

ػبصي ؿذ٘ذ. تخّيق پلاػٕيذٞب ثب  ٔٙتمُ ٚ ٕٞؼب٘ٝ

إِٓبٖ  Rocheاػتفبدٜ اص دػتٛساِؼُٕ ويت ؿشوت 

ٚػيّٝ   دػت آٔذٜ ثٝٝ ا٘زبْ ؿذ. غّظت پلاػٕيذٞبي ث

 ٘ب٘ٛٔتش 260طَٛ ٔٛد  دػتٍبٜ اػپىتشٚفتٛٔتش دس

ػٙزيذٜ ؿذ. پلاػٕيذٞبي ٔزوٛس، تب صٔبٖ ٔٛسد اػتفبدٜ 

 .ٍٟ٘ذاسي ؿذ٘ذٌشاد  دسرٝ ػب٘تي -20دس فشيضس 
 

 ّبي ثٌيبدي هشاًؾيوي جذاعبسي ٍ کؾت علَل

 هغش اعتخَاى

ثب ػٗ  (Wistarٚيؼتبس )دس ايٗ ٔطبِؼٝ اص ٔٛؽ ست ٘ظاد 

ٞبي دسؿت ٘ي  ٞفتٝ اػتفبدٜ ؿذ. اػتخٛاٖ 8تب  6تمشيجي 
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ٞب ثب اػىبِپُ ٚ  ٞبي ٘شْ اطشاف اػتخٛاٖ ٚ ساٖ پب اص ثبفت

ٞب دس ٔحيط وـت  ليچي رذا ؿذ٘ذ. آٍ٘بٜ اػتخٛاٖ

DMEM  ثش  يإِّّٗ يٚاحذ ث 100ػيّيٗ پٙيحبٚي

 دستشيِ يّيىشٌٚشْ ثش ٔي100ٔٗياػتشپتٛٔبيؼٚ  تشيِ يّئ

. ثبلي ٔشاحُ اػتخشاد دس لشاسٌشفتٙذٚ سٚي يخ  فبِىٖٛ

صيش ٞٛد اػتشيُ ا٘زبْ ؿذ. اثتذا دٚػش اػتخٛاٖ ثب ليچي 

اػتشيُ ثشيذٜ ؿذ ٚ ثب اػتفبدٜ اص يه ػشً٘، ٔحيط 

 100ػيّيٗ پٙي، ٌبٚي ػشْ %15حبٚي DMEMوـت

 100ٗياػتشپتٛٔبيؼٚ تش يِ يّيثش ٔ يإِّّٗ يٚاحذ ث

ثٝ داخُ وب٘بَ اػتخٛا٘ي ثب فـبس تش يِ يّيىشٌٚشْ ثش ٔئ

وٝ ثب ايٗ ػُٕ، ٔغض اي  ٌٛ٘ٝ  ثٝپيؼتٖٛ ٞذايت ٌشديذ 

ؿذٜ اص ػش ديٍش اػتخٛاٖ خبسد ؿذ.  اػتخٛاٖ ؿؼتـٛ

ِٝ ػپغ ٔغض اػتخٛاٖ ثٝ ِيتشي  ٔيّي 15ٞبي داخُ ِٛ

 دليمٝ ػب٘تشيفٛط 5ٔذت  ثٝ بٖيٌشاد1200دس  ٞذايت ؿذ ٚ

ٌشديذ. آٍ٘بٜ ٔحيط سٚيي تخّيٝ ٚ سػٛة ػِّٛي پغ اص 

ٔتشٔشثغ دس  ػَّٛ دس ػب٘تي 105ؿٕبسؽ ثب تشاوٓ

ٔتشٔشثؼي دس ٔحيط وـت تبصٜ دس  ػب٘تي 25ٞبي فلاػه

 5ٌشاد ٚ فـبس  دسرٝ ػب٘تي 37ؿشايط وـت ػِّٛي 

ٞبي  وـت دادٜ ؿذ. ثشاي وـت ػَّٛ CO2دسكذ

ٔضا٘ـيٕي اػتحلبَ ؿذٜ، تّفيمي اص پشٚتىُ ٔشػْٛ 

فشد٘ـتبيٗ ٚ تؼٛيض ٔذاْٚ ٔحيط وـت اػتفبدٜ ؿذ 

(. وـت اِٚيٝ ػَّٛ تب صٔبٖ پشؿذٖ وف فلاػه 18)

وف اص  تشيپؼيٗتٛػط آ٘ضيٓ ٞب  ادأٝ يبفت. ػپغ ػَّٛ

ٚ دس پبػبط ػْٛ يب چٟبسْ رٟت  فلاػه وـت رذا ؿذٜ

 فّٛػبيتٛٔتشي ٚ ا٘زبْ تشا٘ؼفىـٗ آٔبدٜ ٌشديذ٘ذ.
 

 فلَعبيتَهتزي 

ٞبي ثٙيبدي ٔضا٘ـيٕي ثب  تؼييٗ دسكذ خّٛف ػَّٛ

سٚؽ فّٛػبيتٛٔتشي ثشاي ثشسػي ثيبٖ ٔبسوشٞبي 

 ٞبي ٔضا٘ـيٕي ا٘زبْ ؿذ. ػطحي ػَّٛ

ٞب ٚ ؿؼتـٛي آٟ٘ب ثب ثبفش  پغ اص تشيپؼيٙٝ وشدٖ ػَّٛ

PBS ػَّٛ دس ٔيىشٚتيٛة سيختٝ ؿذ.  2×105، تؼذاد

دليمٝ ثش سٚي يخ ٚ دس  30ٔذت  ٞب ثٝ ػپغ ػَّٛ

، PE-90anti CD ،FITC-44anti CDيخچبَ ثب

29-anti CDFITC ،FITC-45anti CD  ٚFITC-

45anti CDرٟت وٙتشَ يذ٘ذ. ٕٞچٙيا٘ىٛثٝ ٌشد ٗ

، PE-a κ2anti IgGيٞب يثبد يٞب ثب آ٘ت ، ػَّٛئٙف

FITC-κ-1IgG ٜا٘ىٛثٝ ؿذ٘ذ ٚ ثب دػتٍب

( ٚ Partec GmbH, Germany) يتٛٔتشيفّٛػب

 .ض ؿذ٘ذيآ٘بِ  Flow maxافضاس ٘شْ
 

 ّبي ثٌيبدي هشاًؾيوي  تزاًغفكؾي علَل

اي ٚ ثش اػبع  ٞبي ؿؾ خب٘ٝ تشا٘ؼفىـٗ دس پّيت

كٛست ٌشفت. ثشاي ايٗ ٔٙظٛس  Rocheپشٚتىُ ؿشوت 

ٞبي  ػبػت لجُ اص ٚاوٙؾ تشا٘ؼفىـٗ، ػَّٛ 24حذٚد 

ٔضا٘ـيٕي تشيپؼيٙٝ ؿذ٘ذ ٚ پغ اص ؿٕبسؽ دس تشاوٓ 

 اصاي ٞش خب٘ٝ وـت دادٜ ؿذ٘ذ.  ػَّٛ ثٝ 5/1×105

اص پلاػٕيذ  ىشٌٚشْئ 2ثشاي ٚاوٙؾ تشا٘ؼفىـٗ، 

 اص ٔحيط وـت پبيٝ )فبلذتشيىشِٚي100ٔ٘ٛتشويت سا ثب 

 6ثيٛتيه( ٔخّٛط وشدٜ ٚ ثٝ ٔخّٛط فٛق  ػشْ ٚ آ٘تي

اص ٔحَّٛ تشا٘ؼفىـٗ سا اضبفٝ ٚ ٔزٕٛػٝ  تشيىشِٚئ

دليمٝ دس دٔبي اتبق  30ٔذت  پغ اص ٔخّٛط ؿذٖ ثٝ

كٛست  ا٘ىٛثٝ ؿذ. ػپغ ٔخّٛط ٟ٘بيي ٔؼتميٕبً ثٝ

ٞبي  ٔحيط وـت ػَّٛ تشيِ يّئ 2اي ثٝ  لطشٜ

تشا٘ؼفىـٗ ثشاي ٔضا٘ـيٕي اضبفٝ ٌشديذ. ٚاوٙؾ 

ػبػت ادأٝ يبفت. ػپغ ٔحيط سٚيي  6ٔذت حذالُ 

آٚسي ؿذ ٚ ٔحيط وـت تبصٜ ٚ وبُٔ  ٞب رٕغ ػَّٛ

تش يِ يّيىشٌٚشْ ثش ٔي10ٔثٝ غّظتK ٕٞشاٜ ثب ٚيتبٔيٗ

ػبػت پغ اص  48ٞب اضبفٝ ٌشديذ.  ثٝ ػَّٛ

ٞب ثشاي ثشسػي پشٚتئيٗ  تشا٘ؼفىـٗ، ٔبيغ سٚيي ػَّٛ

 يذ.آٚسي ٌشد رٕغ 9فبوتٛس
 

 الايشاآسهَى 

تشؿح ؿذٜ ثٝ ٔحيط وـت ثب اػتفبدٜ اص سٚؽ  9فبوتٛس

ٔيىشِٚيتش اص  100ػٙزيذٜ ؿذ.  ELISAػب٘ذٚيچ 
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ٞبي  آٚسي ٌشديذٜ ثٛد ثٝ چبٞه ٔحيط وـتي وٝ رٕغ

پٛؿيذٜ  9ثبدي پّي وّٛ٘بَ ضذ فبوتٛس وٝ اص آ٘تي يپّيت

ؿذٜ ثٛد افضٚدٜ ؿذ. پغ اص ا٘ىٛثبػيٖٛ دس دٔبي اتبق 

ثبس  5ٔذت يه ػبػت، پّيت  ٔحيط ثذٖٚ ٘ٛس ثٝ ٚ دس

ثب ٔحَّٛ ؿؼتـٛ، ؿؼتٝ ؿذ. دس ٔشحّٝ ثؼذي ثٝ ٞش 

ثبدي حب٘ٛيٝ وٝ ثب آ٘ضيٓ  ٔيىشِٚيتش آ٘تي 100چبٞه 

پشاوؼيذاص ٘ـب٘ذاس ؿذٜ ثٛد افضٚدٜ ٌـت. پغ اص 

 50ا٘ىٛثبػيٖٛ ٚ ؿؼتـٛ، دس ٟ٘بيت ثٝ ٞش چبٞه 

( TMBٙضيذيٗ )ٔيىشِٚيتش ٔحَّٛ وشٚٔٛطٖ تتشأتيُ ث

ػٙٛاٖ ػٛثؼتشا افضٚدٜ ؿذ ٚ پغ اص ا٘ىٛثبػيٖٛ دس  ثٝ

دٔبي اتبق ٚ تبسيىي، ٚاوٙؾ تٛػط اػيذ ػِٛفٛسيه 

ٞب تٛػط  ٘شٔبَ ٔتٛلف ؿذ. رزة ٘ٛسي چبٞه 5/0

٘ب٘ٛٔتش خٛا٘ذٜ ؿذ.  450دس طَٛ ٔٛد  اػپىتدػتٍبٜ 

ٞبي ػشيبِي تٟيٝ ؿذٜ  ٔٙحٙي اػتب٘ذاسد اص طشيك سلت

دس  9جيؼي سػٓ ؿذ ٚ غّظت فبوتٛس اص پلاػٕبي ط

 ٔحيط وـت ثشاػبع ٔٙحٙي اػتب٘ذاسد ٔحبػجٝ ٌشديذ.
 

 ًيوِ کويRT-PCRٍاکٌؼ

تبْ اص  RNAدس سٚص دْٚ پغ اص تشا٘ؼفىـٗ، 

ٞبي تشا٘ؼفىت ؿذٜ ثب اػتفبدٜ اص ويت تخّيق  ػَّٛ

RNA  ؿشوتRoche ٝػٙٛاٖ اٍِٛ  اػتخشاد ؿذ ٚ ث

ثشاي ػبختٗ  1ثشداس ٔؼىٛع تٛػط آ٘ضيٓ سٚ٘ٛؿت

cDNA  ٔٛسد اػتفبدٜ لشاس ٌشفت. اصcDNA  ٝػبخت

 cDNAاي اص  ػٙٛاٖ اٍِٛ رٟت تىخيش لطؼٝ ؿذٜ ثٝ

رفت ثبص ثب اػتفبدٜ اص  322ثٝ طَٛ  9فبوتٛس 

دس R-4hFIXE  ٚF-9hKozFپشايٕشٞبي اختلبكي

طجك پشٚفبيُ ريُ اػتفبدٜ ٌشديذ  PCRٚاوٙؾ 

 (.2)رذَٚ

 5ٔذت  ٌشاد ثٝ ػب٘تيدسرٝ  94ٚاػشؿتي اِٚيٝ دس 

دليمٝ ا٘زبْ ؿذ. دس ادأٝ، ٚاػشؿتي دس ٕٞبٖ دٔب 

                                                 
1
M-Mulv 

 54دس 2حب٘يٝ كٛست ٌشفت. اتلبَ پشايٕش 30ٔذت  ثٝ

دليمٝ ا٘زبْ ؿذ. ػپغ  1ٔذت  ٌشاد ثٝ دسرٝ ػب٘تي

ٔشحّٝ ػبخت سؿتٝ ٔىُٕ ٞذف اص سٚي سؿتٝ اِٚيٝ 

دليمٝ ا٘زبْ  1ٔذت  ٌشاد ثٝ دسرٝ ػب٘تي 72دس دٔبي 

ٞبي تىخيش ؿذٜ  شحّٝ آخش رٟت تىٕيُ سؿتٝؿذ. دس ٔ

دسرٝ  72دليمٝ دس  5ٔذت  ٘بوبُٔ ٚاوٙؾ پّيٕشاصي ثٝ

ثبس تىشاس  35ٌشاد كٛست ٌشفت. ايٗ چشخٝ  ػب٘تي

 ٞبي ؿذ. ثشاي وٙتشَ داخّي ٚ ٘شٔبلايض وشدٖ ٚاوٙؾ

 RT-PCR ا٘زبْ ؿذٜ، اص تىخيشcDNA  ٖط

GAPDH  ثب اػتفبدٜ اص رفت پشايٕشٞبي اختلبكي

 اػتفبدٜ ؿذ. آٖ
 

 ّب دادُتحليل 

 SPSSافضاس  ثشاي تزضيٝ ٚ تحّيُ آٔبسي اص ٘شْ

(SPSS Inc،Chicago، Il،USA )18 ٚيشايؾ 

ٞب ثب وٕه آصٖٔٛ  اػتفبدٜ ؿذ. ٔمبيؼٝ ٔيبٍ٘يٗ دادٜ

Duncan  ٝسٚؽ آ٘بِيض ٚاسيب٘غ يه طشف ٚ 

(One–Way ANOVA ٕٝٞ ا٘زبْ ؿذ. دس )

داس دس  ٔؼٙي 05/0وٕتش اص  Pٔحبػجبت، اسصؽ ػذدي 

 ٘ظش ٌشفتٝ ؿذ.

 

 ّب يبفتِ
 

 ّب ي خلَؿ آىّبي ثٌيبدي هشاًؾيوي ٍ تعيي کؾت علَل

ٞبي ثٙيبدي ٔضا٘ـيٕي ثش اػبع خبكيت  ػَّٛ

ٞبي ٔغض  چؼجٙذٌي ثٝ فلاػه وـت اص ديٍش ػَّٛ

(. ثؼذ اص پبػبط ػْٛ وٝ 2ؿىُ اػتخٛاٖ رذا ؿذ٘ذ )

كٛست يىٙٛاخت  ٞب اص ٘ظش ٔشفِٛٛطيىي ثٝ ػَّٛ

ٞب رٟت ثشسػي ٔبسوشٞبي  دسآٔذٜ ثٛد٘ذ. ػَّٛ

ثب سٚؽ 90CD، 44CD، 29CD ٚ45 CDػطحي 

 (.3ؿىُ فّٛػبيتٛٔتشي آٔبدٜ ؿذ٘ذ )

 

                                                 
2
Annealing 
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 ( تَالي پزايوزّبي اعتفبدُ ؽذُ در ايي هطبلع2ِجذٍل

 تَالي ًَکلئَتيذي ًبم پزايوز
طَل قطعِ 

(bp) 
Tm 

hKozF9-F 5´GGATCC GCCACCATGCAGCGCGTGAACATGAT 3´ 322 C54 

hFIXE4-R 5´CCT TGC AAC TGC CGC CATTTAAAC 3´   

GAPDH-F 5´CAAGGTCATCCATGACAACTTTG 3´   

GAPDH-R 5´GTCCACCACCCTGTTGCTGTAG 3´ 496 C54 
 

 كٛست ايتبِيه ٘ـبٖ دادٜ ؿذٜ اػت. ثٝ hKozF9-Fلجُ اص وذٖٚ ؿشٚع تشرٕٝ دس پشايٕشGCCACCتٛاِي وٛصان 
 

 

 

 

 

 

 
 

 ٞبي ثٙيبدي ٔضا٘ـيٕي ٔغض اػتخٛاٖ ٔٛؽ ست ( ػ2َّٛؿىُ 

 ( دس سٚص چٟبسدٞٓة( دس سٚص ٞفتٓ اِف

 

 
 

 ؼتبسئـتك اص ٔغض اػتخٛاٖ ٔٛؽ ست ٘ظاد ٚ يٕئضا٘ـجٙيبدي يٞب س ػَّٛد 29CD ،44CD ،45CD  ٚ90CDبٖ ئشثٛط ثٝ ث يتٛٔتشيپلات فّٛػب( 3ؿىُ 

 
 

ٞبي ثٙيبدي  فّٛػبيتٛٔتشي ٘ـبٖ داد وٝ ػَّٛٞبي  يبفتٝ

 ، ثشايدسكذ 44CD ،2/59ٔضا٘ـيٕي ثشاي ٔبسوش 

 29CD ،5/89ٔبسوش ثشاي سكذد 90CD،4/86ٔبسوش

 45CD،3/0ٔخجت ٚ ثشاي ٔبسوش ٕٞبتٛپٛيتيه  دسكذ

 ة اِف
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 ثٛد٘ذ.ٔخجت  دسكذ

 

 در عطح پزٍتئيي 9عٌجؼ ثيبى فبکتَر 

دس  9دػت آٔذٜ، ػطح ثيبٖ فبوتٛسٝ ث ٞبي يبفتٝ ثش ٔجٙبي

، p.KhFIXٞبي تشا٘ؼفىت ؿذٜ ثب  ٔحيط وـت ػَّٛ

ٞبي ط٘ي  ٞبي تشا٘ؼفىت ؿذٜ ثب ػبيش ػبصٜ ثيؾ اص ػَّٛ

ثٛد. دس سٚص دْٚ پغ اص تشا٘ؼفىـٗ، ٔيضاٖ غّظت 

، p.KhFIXٞبي ط٘ي ػَّٛ دس ػبصٜ 106ثش ٔجٙبي  9فبوتٛس

p.KhFIX-I ،p.hFIX-II ٚp.hFIX-I-II ٝتشتيت  ث

ِيتش ٔحبػجٝ  ٘بٌ٘ٛشْ دس ٔيّي 9/4ٚ  2/7، 4/10، 8/15

ٞبي وٙتشَ ٔٙفي )تشا٘ؼفىت ٘ـذٜ( ثيبٖ  ٌشديذ. دس ػَّٛ

 (. 1كفش اسصيبثي ؿذ )ٕ٘ٛداس 9فبوتٛس

 
ٛداس يٕي تشؿح ؿذٜ ثٝ ٔحيط وـت ػَّٛ 9ٔيضاٖ فبوتٛس (1ٕ٘ يبدي ٔضا٘ـ  ٞبي ثٙ

ذٜ( ثيبٖ فبوتٛس  دس ػَّٛ ؼفىت ٘ـ بٖ  9ٞبي وٙتشَ ٔٙفي )تشا٘ كفش اسصيبثي ؿذ وٝ ٘ـ

ذٜ اػت.  يٗ ثيبٖ دادٜ ٘ـ بٖ دادٜ ؿذٜ ٔيبٍ٘ حشاف ٔؼيبس، پغ اص دٚ ثبس  ±ٔمبديش ٘ـ ا٘

 ثبؿذ. تىشاسآصٔبيؾ ٔي

 
 

دس  اص پلاػٕيذٞبي ٘ٛتشويت 9فبوتٛس مبيؼٝ ٔيضاٖ ثيبٖ ٔ

دس  ٔضا٘ـيٕيٞبي تشا٘ؼفىت ؿذٜ  ٔحيط وـت ػَّٛ

دادٜ  ٘ـبٖ 3دس رذَٚ  ػبػت پغ اصتشا٘ؼفىـ48ٗ

 ؿذٜ اػت.
 

اس پلاعويذّبي ًَتزکيت در  9هقبيغِ هيشاى ثيبى فبکتَر ( 3جذٍل 

عبعت  48در  هشاًؾيويّبي تزاًغفكت ؽذُ  هحيط کؾت علَل

 پظ استزاًغفكؾي

افشايؼ ثيبى   پلاعويذ

 9فبکتَر 

ارسػ عذدي 

P 

p.hFIXvs. p.hFIX-I 

p.hFIX-II 

p.hFIX-I-II 

52/1 

5/2 

3/3 

01/0 

001/0 

000/0 
p.hFIX-Ivs. p.hFIX-II 

p.hFIX-I-II 

6/1 

2/2 

01/0 

004/0 

p.hFIX-IIvs. p.hFIX-I,II 3/1 03/0 

 

 mRNAدر عطح 9ثزرعي ثيبى فبکتَر

ٚ  mRNAثب ٞذف ثشسػي ٘يٕٝ وٕي ثيبٖ دس ػطح 

طٖ ثتبٌّٛثيٗ اص  2ٚ  1ٞبي  ثشسػي اػپلايؼيًٙ ايٙتشٖٚ

cDNA  آصٖٔٛ 9طٖ فبوتٛس ، RT-PCR ا٘زبْ ؿذ. ثب

 RT-PCR تٛرٝ ثٝ اٍِٛي اِىتشٚفٛسصي ٔحلٛلات 

ؿٛد وٝ سٚيذاد اػپلايؼيًٙ دس  خٛثي ٘ـبٖ دادٜ ٔي  ثٝ

ربيٍبٜ ٔؼبدَ خٛد دس ٞبي طٖ ثتبٌّٛثيٗ دس  ايٙتشٖٚ

cDNA پزيشد.  طٛس ٘بلق ٚ ٘بثزب ا٘زبْ ٔيٝ ث 9فبوتٛس

ثب٘ذ  GAPDHپغ اص ٘شٔبلايض وشدٖ ثش ٔجٙبي طٖ 

mRNA  ٖٚكحيح ٚ ثبِغ ايزبد ؿذٜ دس ػبصٜ ط٘ي ثذ

ٞب ثشخٛسداس  ايٙتشٖٚ اص ؿذت ثيـتشي ٘ؼجت ثٝ ػبيش ػبصٜ

 (. 4 )ؿىُثٛد
 

 

 

 
 

 

 
 

 
 

 RT-PCRيه ٔحلٛلات ت( اٍِٛي اِىتشٚفٛس4ؿىُ 

 ٞبي تشا٘ؼفىت ٘ـذٜ ( ػp.hFIX2 )p.hFIX-I3)p.hFIX-II،4 )p.hFIX-I,II ٚ5َّٛ( 1ٞبي تشا٘ؼفىت ؿذٜ ثب  ػَّٛ (اِفؿىُ 

M: Marker ،NS: non- spliced product ،S: spliced product ،AS: aberrant spliced product 

 ٞبي تشا٘ؼفىت ؿذٜ دس ٞش سديف تىخيش ؿذٜ ٔشثٛط ثٝ ػَّٛ cDNAGAPDH(ةؿىُ 
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دس ػبصٜ ط٘ي ثذٖٚ ايٙتشٖٚ  9اص آ٘زب وٝ ثيبٖ فبوتٛس

ٞبي ط٘ي داساي ايٙتشٖٚ ثٛدٜ دس ايٗ  ثبلاتش اص ػبيش ػبصٜ

ٔشحّٝ ثب تٛرٝ ثٝ ٘يٕٝ وٕي ثٛدٖ آصٖٔٛ ٘ـبٖ دادٜ 

 mRNAؿٛد وٝ دس ػبصٜ ط٘ي ثذٖٚ ايٙتشٖٚ ٔمبديش  ٔي

ٞبي ط٘ي داساي  ثبِغ ثيـتشي ٘ؼجت ثٝ ػبيش ػبصٜ

ٞب ثٝ  ٌشدد وٝ دس ٘تيزٝ تشرٕٝ آٖ ايٙتشٖٚ حبكُ ٔي

ٞب  سا دس خبسد ػَّٛ 9پشٚتئيٗ، ثيبٖ ثبلاتشي اص فبوتٛس

 ذ.ٕ٘بي فشاٞٓ ٔي
 

 حثث
سا  ٞبي ثؼيبسي ٞبي ثٙيبدي ٔضا٘ـيٕي أيذٚاسي ػَّٛ

ٞبي ط٘تيىي ٚ  دس ػَّٛ دسٔب٘ي ٚ طٖ دسٔب٘ي ثيٕبسي

ٞبي  ا٘ذ. تٛا٘بيي ثيبٖ پبيذاس تشا٘ؼظٖ اوتؼبثي ايزبد وشدٜ

ٞب ٚ ػذْ ايزبد پبػخ ايٕٙي دس  ٔختّف دس ايٗ ػَّٛ

ٞبي لبثُ تٛرٝ ايٗ  كٛست پيٛ٘ذ ثٝ ٔيضثبٖ اص ٔضيت

 (. 19ٞبػت ) ػَّٛ

ا٘ؼب٘ي  8اص رّٕٝ فبوتٛس  يٞبي ٔختّف تبوٖٙٛ تشا٘ؼظٖ

(20  ٚ21 ،)3IL (22 ،)IL،IFN β،2BMP ،4 ٖولاط ،

(، 26(، فبوتٛس سؿذ ا٘ؼب٘ي)25) 7IL(، 24ٚ  23)1٘ٛع

ٞبي ثٙيبدي ٔضا٘ـيٕي  ( دس ػ27َّٛاسيتشٚپٛيتيٗ ا٘ؼب٘ي)

 ثبا٘ؼب٘ي 9ا٘ذ. دس ٔطبِؼبت ٔختّفي ثيبٖ فبوتٛس ثيبٖ ؿذٜ

ٔضا٘ـيٕي ٘ـبٖ دادٜ ؿذٜ ٞبي  ٘بلّيٗ ٚيشٚػي دس ػَّٛ

ٔذَ  B(. ثيٕبسي ط٘تيىي ٕٞٛفيّي 29ٚ  28اػت )

ٞبي ػَّٛ دسٔب٘ي ٚ طٖ دسٔب٘ي  ٔٙبػجي رٟت ثشسػي

ؿٛد. دس  ٞبي ثٙيبدي ٔضا٘ـيٕي ٔحؼٛة ٔي تٛػط ػَّٛ

، اص ٘بلّيٗ پلاػٕيذي رٟت تشا٘ؼفىـٗ وٙٛ٘ئطبِؼٝ 

ٞبي ٔضا٘ـيٕي اػتفبدٜ ٌشديذ وٝ دس دسٖٚ ٞؼتٝ  ػَّٛ

ٌيش٘ذ ٚ دس  كٛست اپيضٚٔبَ لشاس ٔي ٞبي ٞذف ثَٝ ػّٛ

كٛست تلبدفي دس طْ٘ٛ  ٔمبيؼٝ ثب ٘بلّيٗ ٚيشٚػي وٝ ثٝ

ؿٛ٘ذ اص ايٕٙي ثٟتش ٚ ثبلاتشي  ٞبي ٞذف ٚاسد ٔي ػَّٛ

تىخيشي وٝ رسات ثشخٛسداس٘ذ. ايٗ ٘بلّيٗ لبثّيت ايزبد 

 ٝ ٕٔىٗ اػت دس ٘بلّيٗ ٚيشٚػي سٚي دٞذ سا ٘ذاس٘ذ. ث

ايٗ ٘بلّيٗ دس ٔميبع ثبلا، وٓ ٞضيٙٝ ٚ ثب  ػلاٜٚ تٟيٝ

 (.30)ٌيشد ويفيت يىؼب٘ي كٛست ٔي

وٝ ٔزٟض ثٝ  9دس ايٗ ٔطبِؼٝ اص پلاػٕيذٞبي ثيب٘ي فبوتٛس

ٞبي تٙظيٕي ػيغ اص رّٕٝ  ٞبي ٔختّفي اص تٛاِي تّفيك

طٖ  1ٚ2ٞبي  ، تٛاِي وٛصان ٚ ايٙتشCMVٖٚپشٚٔٛتش 

اص  9ثيبٖ فبوتٛسثتبٌّٛثيٗ ا٘ؼب٘ي ثٛد٘ذ اػتفبدٜ ؿذ ٚ 

 ٞبي ٘ٛتشويت ٔٛسد ثشسػي لشاس ٌشفت. ػَّٛ

ٞبي  دػت آٔذٜ اص آصٖٔٛ الايضا، ػَّٛٝ ثش ٔجٙبي ٘تبيذ ث

سا  9ٞبي فبوتٛس ثٙيبدي ٔضا٘ـيٕي تٛا٘بيي ثيبٖ ٔيٙي طٖ

٘ـبٖ داد٘ذ. دس ايٗ ٔطبِؼٝ ٘ـبٖ دادٜ ؿذ وٝ ٔيضاٖ 

ٞبي تشا٘ؼفىت  ثٝ ٔحيط وـت ػَّٛ 9تشؿح فبوتٛس

ٞبي ط٘ي ٔختّف، ٔتفبٚت اػت وٝ  ب ػبصٜؿذٜ ث

وبس ٝ ٞبي ٔختّف ػيغ ث احتٕبلاً ثيبٍ٘ش ٘مؾ تٛاِي

سفتٝ دس ٞش ٚوتٛس ثيب٘ي اػت وٝ ٔٛرت تفبٚت دس 

ٔشاحُ ٔختّف تٙظيٕي ثيبٖ يه طٖ اص رّٕٝ 

ٌشدد.  سٚ٘ٛيؼي، پغ اص سٚ٘ٛيؼي، تشرٕٝ ٚ تشؿح ٔي

ثيبٖ ثشخلاف ا٘تظبس ٘تبيذ لجّي ٌشٜٚ ٔجٙي ثش افضايؾ 

(، 15-17ٞبي ٞتشِٚٛي ) دس احش اػتفبدٜ اص ايٙتشٖٚ

طٛس ٝ طٖ ثتبٌّٛثيٗ ٞٓ ث 1ٚ2ٞبي  ٔؼشفي ايٙتشٖٚ

طٛس ٕٞضٔبٖ دس ربيٍبٜ ٔؼبدَ خٛد ٝ رذاٌب٘ٝ ٚ ٞٓ ث

سا  9طٛس چـٍٕيشي ثيبٖ فبوتٛسٝ ث 9فبوتٛس cDNAدس 

ٞبي  دس ٔمبيؼٝ ثب ػبصٜ ط٘ي ثذٖٚ ايٙتشٖٚ دس ػَّٛ

دػت ٝ وبٞؾ داد. ثش ٔجٙبي ٘تبيذ ثثٙيبدي ٔضا٘ـيٕي 

ٞبي سٚ٘ٛيؼي ؿذٜ اص  ، تٛاِيRT-PCRآٔذٜ اص آصٖٔٛ 

طٛس  ٞبي طٖ ثتبٌّٛثيٗ ثٝ ٞبي ط٘ي داساي ايٙتشٖٚ ػبصٜ

تٛاٖ ثيبٖ وبٞؾ  ٌشد٘ذ وٝ ٔي ٔٙبػجي پشداصؽ ٕ٘ي

سا ثٝ آٖ ٘ؼجت داد. ثب دس ٘ظش ٌشفتٗ ايٗ  9يبفتٝ فبوتٛس

بي اطشاف ايٙتشٖٚ ٚ ٘يض ٞب ٚ ػبختبسٞ ٚالؼيت وٝ تٛاِي

ٟٔٓ  ٞب پيشايؾ ايٙتشٖٚٞب رٟت وبسايي  ٔبٞيت ايٙتشٖٚ

احتٕبلاً ػبختبس وبيٕشيه ايزبد ؿذٜ ثب  ،ثبؿٙذ ٔي
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ٞبي طٖ ثتبٌّٛثيٗ ؿشايط سا ثشاي  ٔؼشفي ايٙتشٖٚ

 وٙذ.  ٞب فشاٞٓ ٕ٘ي اػپلايؼيًٙ ٔٙبػت ايٗ تٛاِي

ا٘ذ وٝ  دس ٕٞيٗ صٔيٙٝ ٔحمميٗ ٘يض ٘ـبٖ دادٜ

ٞبي طجيؼي خٛد  ٞبي ٞتشِٚٛي ثٝ ٔب٘ٙذ ايٙتشٖٚ ايٙتشٖٚ

(. ثٝ اػتٙبد 31ؿٛ٘ذ ) طٛس ٔؤحشي ثشيذٜ ٕ٘يٝ طٖ، ث

اطلاػبت ٔٛرٛد دس ٔمبلات ٔٙتـش ؿذٜ، ثشسػي احشات 

دس  9ٞبي تٙظيٕي ػيغ ٔختّف ثش ثيبٖ فبوتٛس تٛاِي

ٞبي ثٙيبدي ٔضا٘ـيٕي ثشاي اِٚيٗ ثبس اػت وٝ دس  ػَّٛ

ٞبي  ٌشدد. ٘ٛع ػبخت ايٗ ػبصٜ سؽ ٔيايٗ ٔطبِؼٝ ٌضا

دٞذ وٝ دس ادأٝ پتب٘ؼيُ  ط٘ي ثٝ ٔب ايٗ أىبٖ سا ٔي

اص ايٗ ٚوتٛسٞب سا دس ٔذَ حيٛاٖ  9ثيبٖ فبوتٛس

 آصٔبيـٍبٞي ٔٛسد اسصيبثي لشاس دٞيٓ.

ٞبي  ٘ـبٖ داد وٝ ػَّٛ ٞبي ثشسػي پيؾ سٚ يبفتٝ

 سا داس٘ذ. 9ثٙيبدي ٔضا٘ـيٕي تٛا٘بيي ثيبٖ طٖ فبوتٛس

اص ػبصٜ ط٘ي ثذٖٚ ايٙتشٖٚ  9فبوتٛس ثبلاتشيٗ ػطح ثيبٖ 

دػت آٔذ. اص ٝ ثتب ٌّٛثيٗ ث 1ٚ ػبصٜ ط٘ي داساي ايٙتشٖٚ

ٞبي ط٘ي، ثيبٖ وٕتشي حبكُ ؿذ وٝ  ػبيش ػبصٜ

ٞبي  احتٕبلاً ٘بؿي اص اػپلايؼيًٙ ٘بدسػت ايٙتشٖٚ

ثبؿذ. ثب ايٗ ٚرٛد ثشسػي  ٞب ٔي وبس سفتٝ دس آٖٝ ث

وٝ  in vivoٞبي ط٘ي ػبختٝ ؿذٜ دس  وبسايي ػبصٜ

 ٌشدد. إٞيت ثؼضايي داسد پيـٟٙبد ٔي
 

 ٍ قذرداًي عپبط
ايٗ ٔطبِؼٝ ثب حٕبيت ٔبِي كٙذٚق حٕبيت اص پظٚٞـٍشاٖ 

زبْ ؿذٜ اػت.  ـٍبٜ اسٚٔيٝ ا٘ سيبػت رٕٟٛسي ٚ دا٘

٘ٛيؼٙذٌبٖ ٔمبِٝ اص ػشوبس خبٓ٘ وجشي سضبصادٜ ثٝ ٚاػطٝ 

ي بٖ لذسدا٘ ذ. ٔي ٕٞىبسي ٔؼتٕش ايـ بيٙ ٕ٘ 
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Abstract 

Background: Mesenchymal stem cells (MSCs) are appropriate target for gene and cell-based therapy of 

hemophilia B patients. MSCs possess several unique properties such as capability of differentiating into 

multiple lineages and lower immunogenecity in transplant procedure that make them attractive candidates for 

cell and gene therapy. One of the challenges in the gene therapy is the low expression level of transgene. To 

improve expression, strong regulatory elements in the context of vectors could contribute to improve efficacy 

of gene therapy strategies. In this study four human factor IX (hFIX)-expressing plasmids equipped with 

various combination of human -globin (hBG) introns and Kozak sequence were transfected into the MSCs 

and expression of the hFIX was evaluated in vitro.  

Material and Methods: MSCs were obtained from tibias and the femora of rats and phenotypic 

characterization of the MSCs was determined by flow cytometry. Four hFIX-expressing plasmids were 

introduced into the culture-expanded MSCs using transfection agent. 48 hours after transfection, ability of 

the MSCs for expression of the hFIX and efficacies of the plasmids were evaluated by performing sandwich 

ELISA on cultured media as well as semi-quantitative RT-PCR. All analyses were performed with One-way 

ANOVA using SPSS software. 

Results:The highest expression level of the hFIX was obtained from intron-less and hBG intron-I containing 

construct. The highest biological activity was obtained from hBG intron-I,II containing construct. 

Conclusion:Successful expression of the hFIX was obtained from recombinant MSCs. MSCs were able to 

splice heterologous hBG intron-I from the hFIX-cDNA. Application of thehBG introns reduced the hFIX 

expression levels, probably due to improper splicing of the hBG introns.  
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