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Abstract  

In pharmaceutical biotechnology and recombinant protein production, due to the low 

efficacy of inserting the target gene into the host gene genome and its integration into 

the heterochromatin regions, which leads to the suppression of transcription as well as 

the instability of the expression of the desired sequence, achieving cells with 

highexpression is a challenge. To overcome the limitations transposons, which are 

mobile genetic elements and have the ability to cut and insert target fragments in certain 

regions of the genome with the “Cut and Paste” mechanism, are effective. This research 

aims to evaluate the effect of the PiggyBac transposon vector on the expression level of 

recombinant Erythropoietin (rEPO) protein and to find a cell line with high expression. 

First the optimized rEPO sequence based on CHO codon performance was cloned into 

the pOptiVEC
TM plasmid. To create the second expression vector, the EPO-IRES-DHFR 

fragment was inserted into the PB513B-1 plasmid, and then the homogenization steps in 

both vectors were confirmed using Colony PCR reaction, enzyme digestion, and Sanger 

sequencing. In order to create a stable cell line, both vectors were separately transfected 

into CHO DG44 cells and then screened. After confirming the insertion of the vectors 

into the genome of the target cell, the level of erythropoietin gene expression at the 

transcript and protein level was checked using qRT-PCR and western blotting tests, 

respectively, in two cell lines. The Real-Time PCR data indicate a 188-fold increase in 

erythropoietin gene transcript in the PB513B-1-EPO cell line compared to pOptiVEC-

EPO. Additionally, the western blotting test's result confirmed the correct synthesis and 

secretion of this protein. Analysis of findings in this research revealed that the 

transposon element significantly increased the expression of the desired gene at the 

transcriptional level and had could create a cell line with high expression of the target 

protein. 
 

Keywords: Transposon element, High-expression cell line, PiggyBac, Erythropoietin, 

Therapeutic recombinant protein, CHO DG44. 

 

 

 

mailto:amir.amiriyekta@royaninstitute.org
https://doi.org/10.22034/ascij.2023.1998160.1546


 ٍ ّوکبراى ریحبًِ لْراسبی، 381-392 صفحبت ،3041 بْبر ،سَم، ضوبرُ ضبًسدّن ضٌبسی جبًَري، سبلزیست

 

581 

 

 
 

تخوذاى  يّب در سلَلاریترٍپَئتیي  بیًَترک پرٍتئیي بىیبر بْبَد ب یعٌبصر تراًسپَزًٍ ریتبث

 یٌیّوستر چ

، 3، پریسب جبٍیذزاد3ُ، ربببِ هحوذي3ًصاد ، زّرا ّلفی3پَر بض داًطی، عب2سیذُ ّذي جسایري، 3ریحبًِ لْراسبی

 *3یکتب اهیر اهیري

 ُ،ٔثسیتِٛ یپعقى مبتیتحم ٔطوع ،یزا٘كٍبٞ خٟبز ٔثُسیتِٛ یپعقى ٚ ػّْٛ یقٙبؾ ؿتیظ پػٚٞكىسٜ بٖ،یضٚ پػٚٞكٍبٜ -1

 طاٖیا تٟطاٖ،غ٘تیه،  طٌٜٚ

 ػّْٛ ٘ٛیٗ، زا٘كٍبٜ ػّْٛ پعقىی آظاز اؾلأی، تٟطاٖ، ایطاٖ  زا٘كىسٜ  -2
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 چکیذُ

ؾَّٛ ٔیعثبٖ ٚ ٕٞچٙیٗ ازغبْ  زض غْ٘ٛزضج غٖ ٞسف پبییٗ   ثٝ زِیُ ثبظزٜ ٞبی ٘ٛتطویت ٚ تِٛیس پطٚتئیٗ زاضٚٞب زض صٙؼت ظیؿت

ٞبی زاضای  ٌطزز، زؾتیبثی ثٝ ؾَّٛ زض ٔٙبطك ٞتطٚوطٚٔبتیٗ وٝ ٔٙدط ثٝ ؾطوٛة ضٚ٘ٛیؿی ٚ ٘بپبیساضی ثیبٖ تٛاِی ٔٛضز ٘ظط ٔی

ٚ ثب  ٞب وٝ ػٙبصط غ٘تیىی ٔتحطن ثٛزٜ تٛاٖ اظ تطا٘ؿپٛظٖٚ ٔی ٞب، ٔحسٚزیت ایٗ ثیبٖ ثبلا ثب چبِف ضٚ ثطٚ اؾت. ثٝ ٔٙظٛض غّجٝ ثط

ٞسف اظ . وطزاؾتفبزٜ ثبقٙس،  ٞسف زض ٘ٛاحی ذبصی اظ غْ٘ٛ ضا زاضا ٔی لطؼبتتٛا٘بیی ثطـ ٚ زضج  Cut and Paste ٔىب٘یؿٓ

زؾت پیسا وطزٖ ثٝ  ٚثط ٔیعاٖ ثیبٖ پطٚتئیٗ ٘ٛتطویت اضیتطٚپٛئتیٗ  PiggyBacتبثیط ػٙصط تطا٘ؿپٛظٚ٘ی ایٗ پػٚٞف ثطضؾی 

ثط اؾبؼ اضخحیت وسٚ٘ی قسٜ  ثٟیٙٝ( rEPO)اثتسا تٛاِی غٖ اضیتطٚپٛئتیٗ ٘ٛتطویت  .ثبقسٔیؾِّٛی زاضای ثیبٖ ثبلا زؾت ی  ضزٜ

pOptiVECزض ٚوتٛض  CHOؾَّٛ 
TM ٝ٘ی  لطؼٝخٟت ایدبز زٚٔیٗ ٚوتٛض ثیب٘ی،  قس.ؾبظی  ٕٞؿبEPO-IRES-DHFR زض 

، ٞضٓ آ٘عیٕی ٚ Colony PCRثب اؾتفبزٜ اظ ٚاوٙف زض ٞط زٚ ٘بلُ ؾبظی  ٔطاحُ ٕٞؿب٘ٝ ٚ ؾپؽ زضج PB513B-1 پلاؾٕیس

تطا٘ؿفىت ٚ  CHO DG44زٚ ٚوتٛض ثٝ طٛض ٔدعا ثٝ ؾَّٛ ٞط لایٗ ؾِّٛی پبیساض،  ایدبز خٟتیبثی ؾٍٙط تبییس قس.  تٛاِی

ؾطح زض تطٚپٛئتیٗ . پؽ اظ تبییس زضج ٚوتٛضٞب زضٖٚ غْ٘ٛ ؾَّٛ ٞسف، ٔیعاٖ ثیبٖ غٖ اضیا٘دبْ قسٞب  ؾپؽ غطثبٍِطی آٖ

ثطضؾی قس. ٘تبیح ؾِّٛی ی  ضزٜزض زٚ ٚ ٚؾتطٖ ثلاتیًٙ  qRT-PCRٞبی  ضٚ٘ٛقت ٚ پطٚتئیٗ ثٝ تطتیت ثب اؾتفبزٜ اظ تؿت

 PB513B-1-EPOغٖ اضیتطٚپٛئتیٗ زض لایٗ ؾِّٛی  ضٚ٘ٛقتثطاثطی ٔیعاٖ  188، افعایف Real-Time PCRحبصُ اظ آظٔبیف 

ٞبی آظٔبیف ٚؾتطٖ ثلاتیًٙ، ؾٙتع ٚ تطقح صحیح ایٗ پطٚتئیٗ ضا تبییس  ضا ٘كبٖ زاز. ٕٞچٙیٗ یبفتٝ pOptiVEC-EPO٘ؿجت ثٝ 

ثطضؾی ٘تبیح حبصُ اظ ایٗ پػٚٞف ٘كبٖ زاز وٝ ػٙصط تطا٘ؿپٛظٚ٘ی ثٝ صٛضت چكٍٕیطی ؾجت افعایف ثیبٖ غٖ ٔٛضز٘ظط  .وطز

  .اؾتپطٚتئیٗ ٞسف ضا زاضا اظ  ی ؾِّٛی ثب ثیبٖ ثبلا ضزٜ تٛا٘بیی ایدبزقسٜ ٚ  ضٚ٘ٛقتزض ؾطح 

 .CHO DG44 پطٚتئیٗ ٘ٛتطویت زاضٚیی،اضیتطٚپٛئتیٗ، ، PiggyBac، ؾِّٛی زاضای ثیبٖ ثبلای  ضزٜتطا٘ؿپٛظٚ٘ی،  ػٙصط کلوبت کلیذي:

 هقذهِ

ٞبی ٘ٛتطویت زاضٚیی،  پطٚتئیٗٞبی اذیط  زض ؾبَ

 زاضٚٞب تطیٗ ثرف زض حبَ ضقس صٙؼت ظیؿت ؾطیغ

زاضٚی ٔجتٙی ثط  300ٚ أطٚظٜ ثیف اظ  ضا تكىیُ زازٜ

ی آٔطیىب ٚ اضٚپب تبییس ٚ  پطٚتئیٗ زض ایبلات ٔتحسٜ
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تمبضب  . ثٝ طٛض وّی(24) ا٘س ٌطفتٝٔٛضز اؾتفبزٜ لطاض 

ثٝ  ٚ اظ ایٗ زاضٚٞب ضٚ ثٝ افعایف ثٛزٜثطای اؾتفبزٜ 

ٞبیی خٟت ثٟجٛز ٚ  ٞب ٚ اؾتطاتػی تىٙیه طیٌیوبض

اظ إٞیت ثبلایی ثطذٛضزاض اؾت ٞب  آٖ افعایف تِٛیس

ترٕساٖ  ٞبی ٞبی ثیب٘ی، ؾَّٛ زض ٔیبٖ ؾیؿتٓ .(15)

ثب تٛخٝ ثٝ زاضا ثٛزٖ تغییطات ( CHOٕٞؿتط چیٙی )

ٞبی ا٘ؿب٘ی، تٛا٘بیی  ی ٔكبثٝ پطٚتئیٗ پؽ اظ تطخٕٝ

یٖٛ فبلس ؾطْ ٚ ؿٞبی وكت ؾٛؾپب٘ ضقس زض ٔحیط

ثٛزٖ  ثب چٍبِی ثبلا ٚ ٕٞچٙیٗ ایٕٗ وبٔلا ٔكرص

ثطای تِٛیس ٞبی ٚیطٚؾی ا٘ؿب٘ی،  ٘ؿجت ثٝ ػفٛ٘ت

 ،21 ،5)ٞبی ٘ٛتطویت زاضٚیی اضخحیت زاض٘س  پطٚتئیٗ

صطف ٘ظط اظ ا٘تربة ٔیعثبٖ ٔٙبؾت، . (14 ،23

ؾبظی تٛاِی غٖ ٞسف، ا٘تربة پطٚٔٛتط ٔٙبؾت،  ثٟیٙٝ

ٚ  وطٚٔبتیٗی  وٙٙسٜ بضٌیطی ػٙبصط تٙظیٓثٝ و

اؾتفبزٜ اظ  ٚ ٕٞچٙیٗ فبوتٛضٞبی ضٚ٘ٛیؿی

 یتت ٚ وّٕیثٟجٛز ویفثطای  ٞبی تطقحی ؾیٍٙبَ

ثب   .(16 ،10 ، 7 ،6) ٞؿتٙسپطٚتئیٗ ٘ٛتطویت ضطٚضی 

ؾِّٛی ثب ثبظزٞی ثبلا اظ ی  ضزٜایٗ حبَ، ٕٞچٙبٖ تِٛیس 

ٞبی ثعضي ٚ ٟٔٓ پیف  غٖ ٔٛضز ٘ظط یىی اظ چبِف

تىٙیه  .(28 ،2) اؾتضٚی ٔحممیٗ زض ایٗ ظٔیٙٝ 

ثطای زؾتیبثی ثٝ َٚ ثٝ صٛضت ٔتسا زضج تصبزفی

اؾتفبزٜ ٞبی زاضای ثیبٖ ثبلا اظ غٖ ٞسف، ٔٛضز  ؾَّٛ

ٚ  ی ضٚ٘ٛیؿی وٙٙسٜ ػٛأُ ذبٔٛـ أب ،ٌیطز لطاض ٔی

تٛا٘س ثیبٖ  ٔیٞتطٚوطٚٔبتیٗ  ٘ٛاحیٕٞچٙیٗ زضج زض 

. ثٝ (29 ،19 ،4 ،1) سٙضا تحت تبثیط لطاض زٞ غٖ تطا٘ؽ

زض  فؼبَ ضٚ٘ٛیؿی ٔٙبطكٕٞیٗ ٔٙظٛض ٞسف لطاضزازٖ 

ثیبٖ ثٟجٛز ٚ افعایف ٔیعاٖ تٛا٘س  ٔی غْ٘ٛ ؾَّٛ ٔیعثبٖ

 .زض پی زاقتٝ ثبقسضا  ٔٛضز ٘ظطپطٚتئیٗ 

حبٚی ای ٔتحطن DNAػٙبصط  ،ٞب تطا٘ؿپٛظٖٚ

ٚ تطا٘ؿپٛظاظ ( ITRs)ٞبی ٔؼىٛؼ تىطاضقٛ٘سٜ  تٛاِی

" Cut and Paste"ٞؿتٙس وٝ ثب ثٝ وبضٌیطی اؾتطاتػی 

طی ایٗ . (22،18) قٛ٘س زض ٔیبٖ غْ٘ٛ خب ثٝ خب ٔی

ٞبی وٛتبٜ ذبصی ضا وٝ  تطا٘ؿپٛظاظ تٛاِیآ٘عیٓ فطآیٙس، 

ٞبی ٔٛخٛز زض ٘بلُ تطا٘ؿپٛظٚ٘ی لطاض زاضز، ITRزض 

ی  زٚ ضقتٝ ؾپؽزٞس.  ثطـ ٔیقٙبؾبیی وطزٜ ٚ 

DNA  لطؼبت ٚ ٞضٓ زض ٘ٛاحی ٔكرصی ضا

 . زض ٔیبٖ ػٙبصط(26) وٙس تطا٘ؿپٛظٖٚ ضا زضج ٔی

 TTAAٞبی  وٝ تٛاِیPiggyBac (PB ) ،تطا٘ؿپٛظٚ٘ی

ثٝ صٛضت زٞس،  زض غْ٘ٛ ؾَّٛ ضا ٔٛضز ٞسف لطاض ٔی

ی ثیٛتىِٙٛٛغی ٔٛضز اؾتفبزٜ لطاض  ٔتساَٚ زض حٛظٜ

٘ٛاحی ضا زض  ITR احبطٝ قسٜ ثب تٛاِیٚ  ٌطفتٝ

ٚ  CpGخعایط ، ثبلازؾت ٔٙبطك قطٚع ضٚ٘ٛیؿی

وٝ اظ ِحبظ ضٚ٘ٛیؿی  DNaseIٔٙبطك حؿبؼ ثٝ 

ٕٞیٗ أط  .(26 ،12) وٙس ٔیثؿیبض فؼبَ ٞؿتٙس، زضج 

ؾِّٛی ثٝ زؾت آٔسٜ اظ  یٞب ؾجت قسٜ تب خٕؼیت

٘ؿجت ثٝ ثبلاتطی  ٚ ثیبٖ  زاضای ثبظزٜ، PBتطا٘ؿپٛظٖٚ 

ؾِّٛی ثبقٙس ی  ضزٜٞبی ٔتساَٚ تِٛیس  ؾبیط ضٚـ

 SRP (Signalتٛاِی  ،اثتسا زض ایٗ ٔطبِؼٝ .(13)

recognition particle )ٚ  غٖ اضیتطٚپٛئتیٗ ٘ٛتطویت

((rEPO )Recombinant Erythropoietin )ٝٙؾبظی  ثٟی

زض زٚ ، CHOثط اؾبؼ اضخحیت وسٚ٘ی ؾَّٛ قسٜ 

pOptiVECٚوتٛض ثیب٘ی 
TM  ٚPB513B-1،  تحت

پؽ اظ زؾتیبثی ٚ  قسٜؾبظی  ٕٞؿب٘ٝ CMVپطٚٔٛتط 

 CHOزض ؾَّٛ  ٞبی پبیساض اظ ٞط زٚ ٘بلُ ثٝ خٕؼیت

DG44 ٖتبثیط ػٙصط تطا٘ؿپٛظٚ٘ی ثط ٔیعاٖ ثیبٖ غ ،

 ٞسف، ٔٛضز ثطضؾی لطاض ٌطفت.

 ّب هَاد ٍ رٍش

تٛاِی  زض ایٗ پػٚٞف: ّبي شًی سبزي سبزُ آهبدُ

ثٝ اضیتطٚپٛئتیٗ ٘ٛتطویت ا٘ؿب٘ی ثٝ ػٙٛاٖ غٖ ٞسف 

وٝ ثٝ ٔٙظٛض  SRPٚ  . اثتسا تٛاِی ایٗ غٖوبض ٌطفتٝ قس

زلیمب  ،تطقح قسٖ پطٚتئیٗ ٘ٛتطویت ثٝ ذبضج اظ ؾَّٛ

ثطاؾبؼ اضخحیت ، لطاضٌطفتٝپیف اظ تٛاِی ٞسف 

ٝ ٚ پؽ اظ ؾٙتع زض ثٟیٙ CHO DG44ؾَّٛ  وسٚ٘ی

٘بلُ ، PB513B-1ٚوتٛض . قس زضیبفت pUC57ٚوتٛض 

ٚ پلاؾٕیس ثٛزٜ ػٙصط تطا٘ؿپٛظٚ٘ی  حبٚی
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pOptiVEC
TM  ٜثٝ ػٙٛاٖ وٙتطَ زض ٘ظط ٌطفتٝ قس

صٛضت ثٝ  ضا  ایٗ زٚ ٚوتٛض ثیب٘ی (3 قىُ) اؾت

 .زٞس ٔیقٕبتیه ٘كبٖ 

ي ٍکتَر  برپبیِطراحی ٍ سبخت سبزُ شًی 

pOptiVEC
TM ثٝ ٔٙظٛض  :حبٍي شى اریترٍپَئتیي

ؾبظی غٖ اضیتطٚپٛئتیٗ ٘ٛتطویت زض ٚوتٛض  ٕٞؿب٘ٝ

pOptiVEC
TM ٜاثتسا ٚاوٙف ٞضٓ آ٘عیٕی ثب اؾتفبز ،

( ضٚی ThermoScientific) XbaI  ٚNotIٞبی  اظ آ٘عیٓ

ؾبظی ایٗ ٘بلُ  ایٗ پلاؾٕیس ا٘دبْ ٚ ؾپؽ خٟت آٔبزٜ

ی اِحبق، ٔحصَٛ ایٗ ٚاوٙف ثب اؾتفبزٜ  ثطای ٔطحّٝ

 High Pure PCR Product Purificationاظ ویت 

(Roche.ترّیص قس ) ٝی  خٟت تىثیط لطؼSRP  ٚ

خفت ثبظ  593اضیتطٚپٛئتیٗ ٘ٛتطویت وٝ طِٛی ثطاثط 

ثب  pUC57-EPO ضٚی ٚوتٛض PCRزاضز، ٚاوٙف 

ٞبی  زاضای خبیٍبٜ ٘كؿت آ٘عیٓ اؾتفبزٜ اظ آغبظٌطٞبی

XbaI  ٚNotI  ( ٚ آ٘عیٓ 1)خسَٚ  5׳زض ؾٕتDNA 

( ا٘دبْ ٚ ؾپؽ ThermoScientific) Phusionپّیٕطاظ 

ی تىثیطقسٜ، تحت ٚاوٙف ٞضٓ ثب زٚ آ٘عیٓ ثبلا،  لطؼٝ

 High Pureت تدبضی ثطـ ذٛضزٜ  ٚ ثب اؾتفبزٜ اظ وی

PCR Product Purification (Roche.ترّیص قس ) 

ٚ ٚوتٛض  SRP-EPOی  پؽ اظ اِحبق زٚ لطؼٝ

pOptiVECقسٜ  ذطی
TM َٛتطا٘ؿفٛضٔبؾیٖٛ ٔحص ،

 E. coliاِحبق اظ ططیك ضٚـ قٛن ٌطٔبیی ثٝ ثبوتطی 
، ا٘دبْ قس. ؾپؽ تبییس حضٛض ٚوتٛض  DH5αی  ؾٛیٝ

ٚ  Colony PCR٘ٛتطویت زض ثبوتطی، اظ ططیك ٚاوٙف 

ثٝ ز٘جبَ آٖ ٞضٓ آ٘عیٕی ا٘دبْ ٚ صحت تٛاِی 

یبثی ؾٍٙط  ؾبظی قسٜ زض ٚوتٛض ثب ضٚـ تٛاِی ٕٞؿب٘ٝ

 ثطضؾی قس.

حبٍي  PB513B-1ي شًی  طراحی ٍ سبخت سبزُ

( ثب SBI) PB513B-1اثتسا ٚوتٛض  :شى اریترٍپَئتیي

 High Pure Plasmid Isolationاؾتفبزٜ اظ ویت  

ٞبی  اظ ثبوتطی اؾترطاج، ثب آ٘عیٓ Rocheقطوت 

( ٞضٓ ٚ ThermoScientific) XbaI  ٚEcoRIثطقی 

ؾپؽ ثٝ ٔٙظٛض حصف ثبفط، ٔحصَٛ ٚاوٙف ثب اؾتفبزٜ 

ثبتٛخٝ ثٝ ایٙىٝ  اظ ویت شوط قسٜ زض ثبلا، ترّیص قس.

pOptiVECٚوتٛض 
TM ذتبض اصّی ذٛز زاضای زض ؾب

-pOptiVECاؾت، پلاؾٕیس  IRES-DHFRی  لطؼٝ

EPO خفت  1781  ثٝ ػٙٛاٖ اٍِٛ ثطای تىثیط تٛاِی

 PCRطی ٚاوٙف  SRP-EPO-IRES-DHFRثبظی 

 Phusionپّیٕطاظ  DNAا٘دبْ قسٜ ثب آ٘عیٓ 

(ThermoScientific ٜآغبظٌطٞبی زاضای خبیٍب ٚ )

)خسَٚ  5׳ٟبی زض ا٘ت XbaI  ٚEcoRI٘كؿت زٚ آ٘عیٓ 

(، لطاض ٌطفت. ؾپؽ ٔحصَٛ ٚاوٙف ثب اؾتفبزٜ اظ 1

 High Pure PCR Product Purificationویت 

(Roche ترّیص قس. زض ٟ٘بیت ثطـ زٚ ا٘تٟبی )

ی تىثیط قسٜ، طی ٚاوٙف ٞضٓ ثب زٚ آ٘عیٓ  لطؼٝ

XbaI  ٚEcoRI (ThermoScientific ٚ ْا٘دب )

ؾبظی آٖ ثب اؾتفبزٜ اظ ویت شوط قسٜ زض ثبلا  ذبِص

صٛضت ٌطفت. پؽ اظ ا٘دبْ ٚاوٙف اِحبق پلاؾٕیس 

-SRP-EPO-IRESی  ٚ لطؼٝ PB513B-1ذطی 

DHFR ٚوتٛض ٘ٛتطویت اظ ططیك ضٚـ قٛن ،

، DH5αی  ، ؾٛیٝاقطیكیبوٛلایٌطٔبیی ثٝ ثبوتطی 

ٜ اظ ٞبی ٔثجت ثب اؾتفبز تطا٘ؿفٛضْ ٚ تبییس وّٖٛ

ٚ ٞضٓ آ٘عیٕی ا٘دبْ قس.  Colony PCRٚاوٙف 

ؾبظی  ی ٕٞؿب٘ٝ ؾپؽ ػسْ ٚخٛز خٟف زض لطؼٝ

یبثی ؾٍٙط ٔٛضز ثطضؾی لطاض  قسٜ، اظ ططیك تٛاِی

  ٌطفت.

زض ایٗ  :ًَترکیب CHO DG44سلَلی ي  ردُایجبد 

 ،ثٝ ػٙٛاٖ ٔیعثبٖ CHO DG44ٞبی  پػٚٞف اظ ؾَّٛ

خٟت تِٛیس پطٚتئیٗ ٘ٛتطویت اضیتطٚپٛئتیٗ اؾتفبزٜ 

 CHO DG44 ی ٘كسٜ ٞبی تطا٘ؿىفت . اثتسا ؾَّٛسق

، زض ٔحیط ِیتطؾَّٛ/ٔیّی 5/0×  106ی  ثب چٍبِی اِٚیٝ

CHO DG44 (Gibco حبٚی غّظت )اظ ٔٛلاض ٔیّی 8

L-Glumate (Gibco)  ٚ18 اظ ِیتط/ِیتط ٔیّی

Pluronic
TM

 F-68 (Gibco)  شٚة ٚ پؽ اظ ٌصقت

%، ثطای 95ٔب٘ی ثبلای  ؾٝ پبؾبغ ٚ زؾتیبثی ثٝ ظ٘سٜ



 ٍ ّوکبراى ریحبًِ لْراسبی، 381-392 صفحبت ،3041 بْبر ،سَم، ضوبرُ ضبًسدّن ضٌبسی جبًَري، سبلزیست

 

581 

 

ٞب زض  آٔبزٜ قس٘س. زض تٕبٔی ٔطاحُ، ؾَّٛ تطا٘ؿفىكٗ

ٚ  CO2 زضصس 8، زضخٝ ؾب٘تیٍطاز 37قطایط زٔبیی 

زاضی قس٘س. زض ازأٝ ثٝ  ٍ٘ٝزضصس  85ٔیعاٖ ضطٛثت 

ی ا٘تمبَ پبیساض ٚوتٛضٞبی ٔٛضز ٘ظط ثٝ ؾَّٛ  ٘حٜٛ

CHO DG44 پطزاذتٝ ٔی قٛز. 

ثٝ  :pOptiVEC-EPOي لایي سلَلی پبیذار  تْیِ

زضٖٚ غْ٘ٛ  pOptiVEC-EPOٔٙظٛض زضج ٚوتٛض 

ؾِّٛی پبیساض، ایٗ ی  ضزٜؾَّٛ ٞسف ٚ ایدبز 

 PvuIIپلاؾٕیس ثب اؾتفبزٜ اظ آ٘عیٓ 

(ThermoScientific ذطی ٚ ؾپؽ ترّیص )48. قس 

 CHOٞبی  ؾبػت پیف اظ تطا٘ؿفىكٗ، ؾَّٛ 24ٚ 

DG44 ٝی  ثب چٍبِی اِٚیCell/ mL 106  ×3/0  زض

mL 3  ُٔٔحیط وكت وبCD DG44  پبؾبغ ٚ ثٝ پّیت

ذب٘ٝ ٔٙتمُ قس٘س. زض ضٚظ تطا٘ؿفىكٗ، پؽ اظ  6

ٞب ٚ اطٕیٙبٖ حبصُ وطزٖ اظ تؼساز  قٕبضـ ؾَّٛ

Cell/ mL 106  ×5/0  َّٛثبلای ب٘ی ٜٔ ٚ زضصس ظ٘سؾ

ثب اؾتفبزٜ اظ  pOptiVEC-EPO، ا٘تمبَ ٚوتٛض 95

FreeStyle( Reagent) ٌط ٚاوٙف
TM

 Max  ثط اؾبؼ

ا٘دبْ  Gibcoقطوت  CHO DG44ؾَّٛ پطٚتىُ 

 .قس

: PB513B-1-EPOسلَلی پبیذار ي  ردُي  تْیِ

ثطای  CHO DG44ٞبی  ؾبظی ؾَّٛ آٔبزٜ خٟت

ؾبػت پیف  PB513B-1-EPO ،24تطا٘ؿفىت ٚوتٛض 

 Cell/ mLی  ٞب ثب چٍبِی اِٚیٝ اظ ا٘دبْ ٚاوٙف، ؾَّٛ

ٔحیط  mL 3ذب٘ٝ حبٚی  6زض پّیت  5/0×  106

وبُٔ، پبؾبغ زازٜ قس٘س. ؾپؽ زض  CD DG44وكت 

ؾَّٛ  1×  106پؽ اظ تبییس تؼساز ضٚظ تطا٘ؿفىكٗ، 

ٚ ٕٞچٙیٗ زضصس  ِیتط ٔحیط وكت زض ٞط ٔیّی

ثٝ ٕٞطاٜ  PB513B-1-EPO ، ٚوتٛض95ٔب٘ی ثبلای  ظ٘سٜ

ثٝ صٛضت ٕٞعٔبٖ  ی تطا٘ؿپٛظاظ پلاؾٕیس وسوٙٙسٜ

(Co-transfection ) ثب اؾتفبزٜ اظ ، 1ثٝ  5/2ٚ ٘ؿجت

FreeStyleٌط  ٚاوٙف
TM

 Max  ثٝ خٕؼیتCHO 

DG44 .غٖ  حضٛض تٛاِیثب تٛخٝ ثٝ  ٔٙتمُ قس٘س

DHFR َّٛٞبی  زض ٞط زٚ ٘بلُ ثیب٘ی ٚ تٛا٘بیی ضقس ؾ

 GHTی ٚوتٛض زض ٔحیط فبلس  وٙٙسٜ زضیبفت

(Glycine, Hypoxanthine and Thymidine ) پؽ اظ

ؾبػت اظ تطا٘ؿفىكٗ، ٞط زٚ لایٗ ؾِّٛی  48ٌصقت 

pOptiVEC-EPO  ٚPB513B-1-EPO قسٜ قٕبضـ 

ی چٍبِثب ، ؾب٘تطیفیٛغپؽ اظ ثٝ ٔٙظٛض غطثبٍِطی، ٚ 

 CDزض ٔحیط ا٘تربثی  Cell/ mL 106  ×5/0ی   اِٚیٝ

OptiCHO
TM  حبٚی غّظتmM 8  اظL-Glutamine  

(Gibco.پبؾبغ زازٜ قس٘س ) 

 CHOّبي شًی در شًَم سلَل  بررسی درج سبزُ

DG44  بب استفبدُ ازPCR:  پؽ اظ غطثبٍِطی

ٚ زؾتیبثی ثٝ  ی ٚوتٛض ثیب٘ی وٙٙسٜ ی زضیبفتٞب ؾَّٛ

ثطضؾی زضج ؾبظٜ  خٟت، 90ٔب٘ی ثبلای ٜ زضصس ظ٘س

ؾَّٛ اظ ٞط لایٗ  1×  106 تؼساززضٖٚ غْ٘ٛ ٔیعثبٖ، 

ٞب ثب اؾتفبزٜ اظ  آٖاظ  DNAخساؾبظی ٚ اؾترطاج 

 High Pure PCR Templateویت تدبضی 

Preparation (Roche صٛضت ٌطفت. ؾپؽ ٚاوٙف )

PCR  آغبظٌطٞبی اذتصبصی غٖ اضیتطٚپٛئتیٗ ثب

ٞبی  ضٚی ٕ٘ٛ٘ٝ 2 قطایط خسَٚ طجك(، 1 )خسَٚ

DNA  ْقساؾترطاج قسٜ ا٘دب. 

کوی هیساى رًٍَضت شى اریترٍپَئتیي بب  بررسی

پؽ اظ زؾتیبثی   :Real Time PCRاستفبدُ از تست 

زض ٞط زٚ لایٗ  90ٔب٘ی ثبلای  ظ٘سٜزضصس ثٝ 

pOptiVEC-EPO  ٚPB513B-1-EPOَّٛٞب ثب  ، ؾ

 mL 10 زض Cell/ mL 106  ×3/0ی  ی اِٚیٝچٍبِ

CD OptiCHOٔحیط وكت وبُٔ 
TM (Gibco ٔؼّك )

 C° 37 ،8ضٚظ زض ا٘ىٛثبتٛض ثب زٔبی  6قسٜ ٚ ثٝ ٔست 

ٚ زٚض چطذف % 85ٚ ٔیعاٖ ضطٛثت  CO2زضصس 

rpm 135.3×  106ؾپؽ ٔیعاٖ  ، وكت زازٜ قس٘س 

آٖ ثب  RNAخساؾبظی ٚ ؾِّٛی ؾَّٛ اظ ٞط ضزٜ 

-NucleoSpin RNA (MACHEREYاؾتفبزٜ اظ ویت 

NAGEL ویفیت وٕیت پؽ اظ ثطضؾی  ٚ( اؾترطاج ٚ

RNA  ٜاؾپىتطٚفتٛٔتط زؾتٍبٜ ثباؾترطاج قس 
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(NanoDrop® ND-1000, ThermoScientific ٝث ،)

 DNaseIٞب ثب آ٘عیٓ  ، DNAٕٝ٘ٛ٘ٔٙظٛض حصف وبُٔ 

(ThermoScientific ) زض ٟ٘بیت ؾٙتع تیٕبض ٚcDNA 

(Complementary DNA)  اظ ٔیىطٌٚطْ،  1ثب غّظت

 RevertAid H Minus Firstویت تدبضی ططیك 

Strand cDNA (ThermoScientific )زض  .ا٘دبْ قس

ی ٔیعاٖ ضٚ٘ٛقت  ٟ٘بیت ثٝ ٔٙظٛض ثطضؾی ٚ ٔمبیؿٝ

-pOptiVECی ؾِّٛی  غٖ اضیتطٚپٛئتیٗ زض زٚ ضزٜ

EPO  ٚPB513B-1-EPO ٚاوٙف ،Real-Time PCR 

 ٞط لایٗ cDNAی  ٘بٌ٘ٛطْ اظ ٕ٘ٛ٘ٝ 25ثب غّظت 

 زاض آغبظٌطٞبی اذتصبصی غٖ ٞسف ٚ ذب٘ٝؾِّٛی، 

GAPDH (Glyceraldehyde-3-phosphate 

dehydrogenase )َٚٔؿتطٔیىؽ ٕٞچٙیٗ ( ٚ 1 )خس
RealQ Plus 2X Master Mix Green 

(AMPLIQON ) ٔطبثك قطایط زٔبیی شوط قسٜ زض

StepOnePlusثب زؾتٍبٜ  3 خسَٚ
TM  ا٘دبْ ٚ ؾپؽ

 ΔΔCt2 -تغییطات ثیبٖ غٖ ٔٛضز ٘ظط اظ ططیك ضٚـ 

زض ایٗ ٔطبِؼٝ آ٘بِیع آٔبضی ثب اؾتفبزٜ اظ  .قسوّٕی 

IBM SPSS Statistics 26.0  ضٚـ ٚ T-Test  ْٚا٘دب 

P value  ی ٔؼٙبزاض ثٛزٖ  ٘كبٖ زٞٙسٜ 05/0وٕتط اظ

 اؾت. تغییطات

بررسی سٌتس پرٍتئیي اریترٍپَئتیي بب استفبدُ از 

خٟت ثطضؾی تِٛیس پطٚتئیٗ  :ٍسترى بلاتیٌگ

 ؾِّٛی ی اضیتطٚپٛئتیٗ ٘ٛتطویت زض زٚ ضزٜ

pOptiVEC-EPO  ٚPB513B-1-EPO ٚاثتسا ٞط ز ،

CD OptiCHOٔحیط  mL 10لایٗ ؾِّٛی زض 
TM 

(Gibcoٝثب چٍبِی اِٚی )  قطایط زٔبیی  ،3/0×  106ی

C° 37 ،8  زضصسCO2% زٚض  85، ٔیعاٖ ضطٛثت ٚ

، وكت زازٜ قس٘س. ثب تٛخٝ ثٝ rpm 135چطذف 

ؾبظی قسٜ زض ٞط زٚ  ایٙىٝ تٛاِی اضیتطٚپٛئتیٗ ٕٞؿب٘ٝ

ثٛزٜ ٚ پطٚتئیٗ ؾٙتعقسٜ  SRPی  ٚوتٛض، زاضای لطؼٝ

ظ پبؾبغ اِٚیٝ، ضٚظ ا 6، پؽ اظ ٌصقت اؾتتطقحی 

 10اظ ٔحیط وكت خساؾبظی، ثٝ ٔست  mL 2ٔیعاٖ 

ثٝ ٔٙظٛض ا٘دبْ ، ؾب٘تطیفیٛغ ٚ rpm 4000زلیمٝ ثب زٚض 

ٔحیط ضٚیی ثٝ ٔیىطٚتیٛة  ،تؿت ٚؾتطٖ ثلاتیًٙ

خسیس ٔٙتمُ قس. ؾپؽ غّظت پطٚتئیٗ زض ٞط ٕ٘ٛ٘ٝ ثب 

 280اؾتفبزٜ اظ زؾتٍبٜ ٘ب٘ٛزضاح زض خصة ٘ٛض 

زض ایٗ تؿت اظ ٔحیط ضٚیی  .قس٘ب٘ٛٔتط، ذٛا٘ف 

تطا٘ؿفىت قسٜ ثب ٚوتٛض  CHO DG44ٞبی  ؾَّٛ

pOptiVEC
TM ٝ٘ؾبظی ٘كسٜ ٚ زاضٚی  ٕٞؿب

( ثٝ طوت ؾیٙبغٖ، قCinnapoietinاضیتطٚپٛئتیٗ )

تطتیت ثٝ ػٙٛاٖ وٙتطَ ٔٙفی ٚ ٔثجت اؾتفبزٜ قس. اثتسا 

 پؽ اظ تطویت ثب  ٘بٌ٘ٛطْ اظ ٞط ٕ٘ٛ٘ٝ 100 یعأٖ

Sample Buffer 5X  ز٘بتٛضٜ قسٖ زض زٔبی ٚC° 

( SDS-PAGEاوطیُ آٔیس )  % پّی12غَ  ضٚی، 100

 80زلیمٝ ثب ِٚتبغ  20اِىتطٚفٛضظ ثٝ ٔست  ٚ ثبضٌصاضی

ٞب  ا٘دبْ قس. ؾپؽ پطٚتئیٗ 120 ٚ زٚ ؾبػت ثب ِٚتبغ

 PVDFثٝ وبغص  17ؾبػت ثب ِٚتبغ  14طی 

(Amersham™ Hybond™ .ٔٙتمُ قس٘س ) ثٝ ٔٙظٛض

 2ثٝ ٔست  ٘یتطٚؾِّٛعیوبغص اثتسا ، ٔؿسٚزؾبظی

ٚ  Skim milkاظ  زضصس 5ؾبػت ٚ ٘یٓ زض ٔحَّٛ 

اظ  µg/mL 1پؽ اظ آٖ یه ؾبػت ٚ ٘یٓ زض غّظت 

  rabbit anti-human Erythropoietinثبزی اِٚیٝ  آ٘تی

پؽ اظ ؾٝ ثبض . قسٚض  غٛطٝ Bio-Radقطوت 

ثٝ ٔست یه  PVDFی ثؼس وبغص  ٔطحّٝزض قؿتكٛ، 

ثبزی  اظ آ٘تی 000/350 ثٝ 1 ٔدبٚضت ضلتؾبػت زض 

 anti-rabbit IgG peroxidase antibodyثب٘ٛیٝ

produced in goat اظ قطوت Sigma-Aldrich  لطاض

زض ٟ٘بیت پؽ اظ چٟبض ثبض قؿتكٛ، ؾٛثؿتطای . ٌطفت

( ثٝ وبغص ٘یتطٚؾِّٛعی اضبفٝ ٚ ثب اؾتفبزٜ HRPآ٘عیٓ )

 .قسٔكبٞسٜ  GelDoc زؾتٍبٜ اظ
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-pOptiVEC( ثٝ ٔٙظٛض ؾبذت ٚوتٛض pOptiVEC-EPO  ٚPB513B-1-EPO .Aتصٛیط قٕبتیه زٚ ٚوتٛض ثیب٘ی  -1قىُ 

EPO تٛاِی اضیتطٚپٛئتیٗ اظ ططیك ٚاوٙف ،PCR  ثط ٚوتٛضpUC57  تىثیط ٚ ؾپؽ زض پلاؾٕیسpOptiVEC
TM ٝ٘ؾبظی  ٕٞؿب

لطاض ٌطفت. ؾپؽ  PCRثٝ ػٙٛاٖ اٍِٛی ٚاوٙف  pOptiVEC-EPO، ٚوتٛض EPO-IRES-DHFRی  ( خٟت تىثیط لطؼBٝقس. 

 ٔٙتمُ قس. PB513B-1تٛاِی تىثیط قسٜ ثٝ پلاؾٕیس 
Fig 1. Schematic picture of two expression vectors pOptiVEC-EPO and PB513B-1-EPO. A) In order to 

make the pOptiVEC-EPO vector, the erythropoietin sequence was amplified through the PCR reaction on 

the pUC57 vector and then homogenized in the pOptiVECTM plasmid. B) To amplify the EPO-IRES-

DHFR fragment, the pOptiVEC-EPO vector was used as a PCR reaction template. The amplified 

sequence was then transferred to plasmid PB513B-1. 
 

 قسٜ زض ایٗ پػٚٞف آغبظٌطٞبی ثٝ وبضٌطفتٝ -1خسَٚ 
Table 1. Primers used in this research 

  Primer sequence (5'  3') Annealing 

Temperature 

Length of 

fragment Aim of use 

1 ATATCTAGAGCCGCCACCATGGA 63 
593 bp Amplification of the SRP-

EPO fragment 2 ATTGCGGCCGCTTTTTTGTCG 63.5 
3 ATATCTAGAGCCGCCACCATGGA 63 

1781 bp Amplification of the SRP-

EPO-IRES-DHFR fragment 4 CGGGAATTCGTTTTAGTCTTTCTTCTCG 62.6 
5 ATGCTCCTCCTCGGCTGAT 60.5 

83 bp 
Investigating the insertion of 

the structure into the host cell 

genome and the Real-Time 

PCR reaction on the EPO gene 
6 GGTGGTGATATTCTCGGCCTC 60.3 

7 GACTTCAACAGCAACTCCCAC 59.4 
125 bp Performing Real-Time PCR 

reaction on GAPDH gene 8 TCCACCACCCTGTTGCTGTA 61.1 
 

 CHO DG44ٞب زضٖٚ غْ٘ٛ ؾَّٛ  ا٘دبْ قسٜ ثطای ثطضؾی زضج ؾبظٜ PCRقطایط زٔبیی ٚاوٙف  -2خسَٚ 
Table 2. Temperature conditions of PCR to check the insertion of constructs into the genome of CHO DG44 cells 

Steps Temperature (°C) Number of repetitions 
Primary DNA Denaturation 94 1 
DNA Denaturation 94 

30 Primer Annealing 58 
Extension (DNA Synthesis) 72 
Final Extension 72 1 

 ی ؾِّٛی زض زٚ ضزٜ EPOخٟت ثطضؾی ٔیعاٖ ثیبٖ ضٚ٘ٛقت  qRT-PCRقطایط زٔبیی ٚاوٙف  -1خسَٚ 
Table 3. Temperature conditions of qRT-PCR reaction to check the level of EPO transcript expression in two cell 

lines 

Steps Temperature (°C) Number of repetitions 
Primary DNA Denaturation 95 1 
DNA Denaturation 95 

40 
Annealing and Extension 60 

Draw the melting temperature diagram 

95 

1 
60 

Stepwise increase in temperature each time 

by 0.3 degrees until reaching a temperature 

of 95 degrees 
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 ًتبیج

 CHO تبییذ درج ٍکتَر بیبًی درٍى شًَم سلَل

DG44 بب استفبدُ از ٍاکٌص PCR : ٝآغبظٌطٞبی ث

 DNAی وٝ ثط ضٚی PCRوبضٌطفتٝ قسٜ زض ٚاوٙف 

 pOptiVEC-EPOؾِّٛی  ٞبی اؾترطاج قسٜ اظ لایٗ

 ٚPB513B-1-EPO اذتصبصی غٖ ٞسف ا٘دبْ قس ،

خفت  83، ثب٘س ٔٛضز ا٘تظبض خٕؼیتثٛزٜ ٚ زض ٞط زٚ 

 CHOثبظی ٔكبٞسٜ ٚ زضج ٚوتٛضٞب زضٖٚ غْ٘ٛ ؾَّٛ 

DG44  حبصُ اظ ایٗ  ی ٘تیدٝ 2 . زض قىُقستبییس

 ٚاوٙف ٘كبٖ زازٜ قسٜ اؾت.

تبییذ افسایص هیساى رًٍَضت شى اریترٍپَئتیي بب  

ثطضؾی وّٕی ٚ  :qRT-PCRت استفبدُ از تس

ی ٔیعاٖ ثیبٖ غٖ اضیتطٚپٛئتیٗ زض ؾطح  ٔمبیؿٝ

ٚ  pOptiVEC-EPOؾِّٛی ی  ضزٜضٚ٘ٛقت زض زٚ 

PB513B-1-EPO ثب اؾتفبزٜ تؿت ،Real-Time PCR 

. زض ایٗ آظٔبیف ثیبٖ غٖ اضتیطٚپٛئتیٗ زض ا٘دبْ قس

ثٝ ػٙٛاٖ پبیٝ لطاض  pOptiVEC-EPO ؾِّٛی خٕؼیت

-PB513B-1ٌطفتٝ ٚ ٔیعاٖ ضٚ٘ٛقت ایٗ غٖ زض لایٗ 

EPO  ٘ؿجت ثٝ آٖ ؾٙدیسٜ قس. ٕٞچٙیٗ زض ایٗ تؿت

ٚ زض ٘ظط ٌطفتٝ ثٝ ػٙٛاٖ اؾتب٘ساضز  GAPDHغٖ 

یعاٖ ثیبٖ ٞط ٕ٘ٛ٘ٝ ٘ؿجت ثٝ آٖ ٘طٔبَ ٌطزیس. ٘تبیح ٔ

 188ٚ  ( P < 0001/0ٔؼٙبزاض ) افعایف آظٔبیفایٗ 

ی  ضزٜغٖ اضیتطٚپٛئتیٗ زض  ضٚ٘ٛقتثطاثطی ٔیعاٖ 

 pOptiVEC-EPO٘ؿجت ثٝ  PB513B-1-EPOؾِّٛی 

  (.3 ضا ٘كبٖ زاز )قىُ

اریترٍپَئتیي بب استفبدُ از تست تبییذ سٌتس پرٍتئیي 

٘كبٖ زازٜ  (4 قىُ)ٕٞب٘طٛض وٝ زض  :ٍسترى بلاتیٌگ

قسٜ اؾت، زض تؿت اذتصبصی ٚؾتطٖ ثلاتیًٙ ا٘دبْ 

ی  ؾِّٛی زٚ ضزٜ ط٘بتب٘تؾٛپی  قسٜ ضٚی ٕ٘ٛ٘ٝ

pOptiVEC-EPO  ٚPB513B-1-EPO ثب٘س ٔٛضز ،

اضیتطٚپٛئتیٗ ٘ٛتطویت ٔكبٞسٜ وّیٛزاِتٛ٘ی  30ا٘تظبض 

ٚ زض ٟ٘بیت ؾٙتع ٚ تطقح صحیح ایٗ پطٚتئیٗ زض زٚ 

 خٕؼیت ؾِّٛی تبییس قس.

 
 :1kb Plus، 2٘كبٍ٘ط ٚظٖ ِٔٛىِٛی  :CHO DG44 .1خٟت تبییس زضج ؾبظٜ زضٖٚ غْ٘ٛ ؾَّٛ  PCR٘تبیح ٚاوٙف  -2قىُ 

ثط ضٚی غْ٘ٛ لایٗ ؾِّٛی  PCRٔحصَٛ ٚاوٙف  :pOptiVEC-EPO، 3ی ؾِّٛی  ثط ضٚی غْ٘ٛ ضزٜ PCRٔحصَٛ ٚاوٙف 

PB513B-1-EPO، 4: وٙتطَ ٔٙفی فبلس اٍِٛ. :5 ٚ وٙتطَ ٔثجت 
Fig 2. The results of PCR reaction to confirm the insertion of the construct into the genome of CHO 

DG44 cells. 1: marker of 1kb Plus molecular weight, 2: PCR reaction product on pOptiVEC-EPO cell 

line genome, 3: PCR reaction product on the genome of PB513B-1-EPO cell line, 4: positive control and 

5: negative control without template. 
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. PB513B-1-EPO  ٚpOptiVEC-EPOی ؾِّٛی  ثطضؾی ٔیعاٖ ثیبٖ غٖ اضیتطٚپٛئتیٗ زض ؾطح ضٚ٘ٛقت زض زٚ ضزٜ -3قىُ 

ثطاثطی ضٚ٘ٛقت غٖ اضیتطٚپٛئتیٗ زض خٕؼیت تطا٘ؿپٛظٚ٘ی ٘ؿجت ثٝ  188، افعایف Real-Time PCRزض ٕ٘ٛزاض حبصُ اظ تؿت 

 .(**** p < 0001/0ی وٙتطَ، ٘كبٖ زازٜ قسٜ اؾت ) ضزٜ
Fig 3. Examining the level of erythropoietin gene expression at the transcript level in two cell lines 

PB513B-1-EPO and pOptiVEC-EPO. In the graph obtained from the Real-Time PCR test, an 188-fold 

increase in the erythropoietin gene transcript is shown in the transposon population compared to the 

control group (**** p < 0.0001). 

 

 
ٚ  PB513B-1-EPOی  ؾِّٛی زٚ ضزٜ ط٘بتب٘ت٘تبیح حبصُ اظ تؿت ٚؾتطٖ ثلاتیًٙ ا٘دبْ قسٜ ضٚی ؾٛپ -4قىُ 

pOptiVEC-EPO .1: ٗوٙتطَ ٔثجت  :2 ،٘كبٍ٘ط ٚظٖ ِٔٛىِٛی پطٚتئیCinnapoietin، 3:  ؾِّٛی خٕؼیت ضٚییٔحیط 

pOptiVEC-EPO، 4: ؾِّٛی ی  ضزٜ ط٘بتب٘تؾٛپPB513B-1-EPO، 5: ٔحیط ضٚیی ؾَّٛ  وٙتطَ ٔٙفی(CHO DG44 

pOptiVECی  ؾبظی ٘كسٜ تطا٘ؿفىت قسٜ ثب ٚوتٛض ٕٞؿب٘ٝ
TM.) 

Fig 4. The results of the western blotting test performed on the cell supernatant of two lines PB513B-1-

EPO and pOptiVEC-EPO. 1: protein molecular weight marker, 2: positive control Cinnapoietin, 3: 

supernatant of pOptiVEC-EPO cell population, 4: supernatant of PB513B-1-EPO cell line, 5: negative 

control (supernatant of CHO DG44 cell transfected with non-identified vector pOptiVECTM). 

 

  بحث

ٙی ثب تبذٛضزٌی صحیح، ٔطاحّی ٔب٘ٙس یتب ایدبز پطٚتئٞبی ٘ٛتطویت زاضٚیی، اظ ؾبذتبض غٖ  زض تِٛیس پطٚتئیٗ
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تطقح ٚ  تطخٕٝتغییطات پؽ اظ ، ضٚ٘ٛیؿی، تطخٕٝ

زض ؾیؿتٓ ثیب٘ی پؿتب٘ساضٖ  ٞب ؾبذت آٖزذیُ ثٛزٜ ٚ 

ثبلا، ٘یبظٔٙس ثٝ وبضٌیطی  ی ثبظزٜثب ویفیت ٚ 

ٞبیی ٔب٘ٙس تغییطات ٚ اصلاحبت غ٘ی،  اؾتطاتػی

ٚ ثٟجٛز قطایط وكت ؾِّٛی ، ؾبظی ٘بلُ ثیب٘ی ثٟیٙٝ

ثب تٛخٝ ثٝ . (15)اؾت فطآیٙسٞبی پؽ اظ تطخٕٝ 

ی  زاضٚٞب، تٛؾؼٝ پیچیسٜ ٚ پطٞعیٙٝ ثٛزٖ تِٛیس ظیؿت

ثبلا ثیبٖ ٞبی زاضای  زؾتیبثی ثٝ ؾَّٛٞبیی خٟت  ضٚـ

تطیٗ  پطٚتئیٗ ٞسف زض وٕتطیٗ ظٔبٖ ٚ ثب پبییٗاظ 

ثٝ طٛض وّی  .اؾتٞعیٙٝ، اظ اضظـ ثبلایی ثطذٛضزاض 

ؾبظی تٛاِی غٖ ٞسف ثطاؾبؼ اضخحیت وسٚ٘ی  ثٟیٙٝ

 ضٚ٘ٛقتتٛا٘س ؾجت پبیساضی ثیكتط  ؾَّٛ ٔیعثبٖ ٔی

ثطاثط(  7)تب ثطاثطی چٙسیٗ ٚ ٕٞچٙیٗ افعایف  قسٜ

. (13 ،9) زاقتٝ ثبقسضا زض ثط  ٔٛضز٘ظطپطٚتئیٗ  ؾٙتع

طی تٛاِی ؾیٍٙبَ پپتیس وٝ پطٚتئیٗ یاظ ططفی ثٝ وبضٌ

زٞس، اظ ٔكىلاتی ٔب٘ٙس  ضا زض ٔؿیط تطقح لطاض ٔی

ایدبز اذتلاَ زض تبذٛضزٌی، ا٘جبقت پطٚتئیٗ زض 

ٞب تٛؾط پطٚتئبظ خٌّٛیطی وطزٜ  ؾَّٛ ٚ ترطیت آٖ

ی ؾٙتع ٚ ٕٞچٙیٗ ؾِٟٛت  ٚ ؾجت افعایف ثبظزٜ

زض ایٗ ططح تٛاِی  .(20)ٌطزز  ؾبظی ٔی فطآیٙس ذبِص

فتٝ ٚ غٖ ٞسف لطاض ٌط 5׳ؾیٍٙبَ پپتیس زض ا٘تٟبی 

اضخیحت وسٚ٘ی  ثطاؾبؼ SRP-EPOی  ؾپؽ لطؼٝ

ػلاٜٚ ثط ٔٛاضز شوط قسٜ،  .قسؾبظی  ثٟیٙٝ CHOؾَّٛ 

ٚوتٛضٞب ٘مف ٟٕٔی زض ؾطح ثیبٖ ٚ پبیساضی 

ثب تٛخٝ ثٝ ایٙىٝ  .(26) وٙٙس ایفب ٔی ٞسف ٞبی پطٚتئیٗ

٘یع ؾطح ثیبٖ پطٚتئیٗ ٘ٛتطویت ثٝ ٔٛلؼیت زضج ٘بلُ 

ٞبی غ٘ٛٔی اظ  ثؿتٍی زاقتٝ ٚ ٕٞچٙیٗ ثیكتط ٔىبٖ

، ثٝ وبضٌیطی ػٙبصط ٞؿتٙسِحبظ ضٚ٘ٛیؿی غیطفؼبَ 

تٛا٘س ٔٙدط ثٝ غّجٝ ثط اثطات  ٔٙبؾت زض ٚوتٛض ثیب٘ی ٔی

غٖ  ذبٔٛقی غٖ ٚ ؾجت پبیساضی ٚ افعایف ثیبٖ تطا٘ؽ

دبْ قسٜ زض ایٗ ظٔیٙٝ، طی ٔطبِؼبت ا٘. (25)ٌطزز 

ٔكرص قس وٝ ثٝ وبضٌیطی ٚوتٛضٞبی تطا٘ؿپٛظٚ٘ی 

ٞبی  تٛا٘س تٛاِی ٞسف ضا ثب ثبظزٞی ثبلا زض ٔٛلؼیت ٔی

فؼبَ ضٚ٘ٛیؿی غْ٘ٛ زضج ٕ٘ٛزٜ ٚ ؾجت ثٟجٛز ثیبٖ غٖ 

افعایف ٔیلازی  2016زض ؾبَ ٕٞچٙیٗ  قٛزٔٛضز٘ظط 

ی  ضزٜثطاثطی ثیبٖ پطٚتئیٗ ٞسف زض  12تب  4

ای ٔكبٞسٜ  ٔطبِؼٝ٘ؿجت ثٝ وٙتطَ زض  PBٛظٚ٘ی تطا٘ؿپ

ٞسف اصّی ایٗ پػٚٞف، . (27، 17 ،11، 8) قس

ثط ٔیعاٖ ثیبٖ  ٚوتٛض تطا٘ؿپٛظٚ٘یثطضؾی تبثیط 

ثٝ ػٙٛاٖ ٚوتٛض  PB513B-1٘بلُ  .غٖ ثٛز تطا٘ؽ

pOptiVECتطا٘ؿپٛظٚ٘ی ٚ پلاؾٕیس 
TM  ٖثٝ ػٙٛا

وٙتطَ زض ٘ظط ٌطفتٝ قس٘س. ٘تبیح حبصُ اظ تؿت 

Real-Time PCR  188ا٘دبْ قسٜ، افعایف حسٚز 

-PB513B-1زض لایٗ ؾِّٛی  ضٚ٘ٛقتثطاثطی ؾطح 

EPO ٜی  ٘ؿجت ثٝ ضزpOptiVEC-EPO  ٘كبٖ زاز. ضا

ثٟجٛز ٚ تطا٘ؿپٛظٚ٘ی زض تبثیط ػٙصط أط تبویسی ثط  ایٗ

غٖ ٞسف زاقتٝ ٚ ٘كبٖ  ضٚ٘ٛقت ٔیعاٖ افعایف

ؾجت ٘ؿجت ثٝ ٘بلُ وٙتطَ، ایٗ ٚوتٛض ٝ زٞس و ٔی

تٛاِی ٔٛضز ٘ظط زض ٔٙبطك فؼبَ ضٚ٘ٛیؿی افعایف زضج 

ػلاٜٚ ثط ایٗ ثب تٛخٝ ثٝ ایٙىٝ زض تؿت  قسٜ اؾت.

ی ثبضٌصاضی قسٜ اظ ٞط  ٚؾتطٖ ثلاتیًٙ، ٔیعاٖ ٕ٘ٛ٘ٝ

ٞٓ غّظت ثٛزٜ ٚ ایٗ آظٔبیف پبؾری  زٚ ضزٜ،

وٝ  وطزازػب تٛاٖ  ٞس، ٔی زض اذتیبض ٔب لطاض ٔی یوّٕ ٘یٕٝ

ؾِّٛی  خٕؼیتؾٙتع پطٚتئیٗ اضیتطٚپٛئتیٗ زض 

PB513B-1-EPO  ٘ؿجتpOptiVEC-EPO  ثب ٘طخ

 وّٕی ٚ ٜ وٝ اِجتٝ ثطای ثطضؾیا٘دبْ قسثبلاتطی 

 .اؾتٔب٘ٙس الایعا ی ٞبی ٘یبظ ثٝ ا٘دبْ تؿت تط زلیك

 گیري  ًتیجِ

ٔطبِؼبت ا٘دبْ  ٕٞؿٛ ثب٘تبیح حبصُ اظ ایٗ پػٚٞف 

ی ثبلای ػٙبصط  قسٜ زض ٌصقتٝ ثٛزٜ ٚ لسضت ٚ ثبظزٜ

تطا٘ؿپٛظٚ٘ی ثط افعایف ٔیعاٖ ثیبٖ غٖ ٞسف ضا ٘كبٖ 

زض حبَ حبضط وٝ  وطززض ا٘تٟب ثبیؿتی تبویس . زٞس ٔی

ؾبظی ٚ ثٟجٛز ثیبٖ پطٚتئیٗ ٘ٛتطویت زض ؾطٛح  ثٟیٙٝ

ٚ زض حبَ تٛؾؼٝ ثٛزٜ  ِٔٛىِٛی ٚ ؾِّٛیٔرتّف 

ٞبی ثیكتطی زض ایٗ  پػٚٞف  ٕٞچٙبٖ ٘یبظ ثٝ ا٘دبْ
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 حٛظٜ زاضز.

 ٍ حوبیت هبلی هلاحظبت اخلاقی

 .IR.ACECR.ROYAN.REC.1400س ایٗ ٔطبِؼٝ ثب و

بٜ ضٚیبٖ ٚ خٟبز ی اذلاق پػٚٞكٍ وٕیتٝ زض 011

ایٗ پػٚٞف ثب حٕبیت  اؾت.تصٛیت قسٜ زا٘كٍبٞی 

ٔبِی پػٚٞكٍبٜ ضٚیبٖ ٚ خٟبز زا٘كٍبٞی ثب قٕبضٜ 

ٞبی آٖ اظ ایٗ  ٞعیٙٝی  ا٘دبْ ٚ وّیٝ 99000004ٌط٘ت 

 ططیك تبٔیٗ اػتجبض قسٜ اؾت.
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