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Production of a Novel Hyper-Glycosylated Human 
Coagulation Factor IX in Human Embryonic Kidney 293 Cells 
(HEK293T Cells), Using a Glyco-Engineering Approach
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Lys316 in blood coagulation Factor IX is a major determinant for Factor X but not ... [3] 
Update on chronic hepatitis C in ... [4] Detailed characterization of an anti-factor IX 
monoclonal antibody that neutralizes the prolonged ox brain prothrombin time of 
hemophilia BM by ... [5] Effects of HIV infection on age and cause of death for persons with 
hemophilia A in the ... [6] Treatment of hemophilia B: focus on recombinant ... [7] First 
epidermal growth factor-like domain of human blood coagulation factor IX is required ... [8] 
The molecular genetics of ... [9] Crystal structure of the calcium-stabilized human factor IX 
Gla domain bound to a conformation-specific ... [10] Posttranslational modifications of 
recombinant myotube-synthesized ... [11] Characterization of recombinant human factor IX 
expressed in transgenic mice and in ... [12] Enhancing the secretion of recombinant proteins 
by engineering N‐glycosylation ... [13] Introduction of an N-glycosylation site increases 
secretion of heterologous proteins in ... [14] Effect of N-linked glycosylation on the activity 
and stability of a β-glucosidase from ... [15] Structural requirements for additional N-linked 
carbohydrate on recombinant human ... [16] Glycoengineering: the effect of glycosylation 
on the properties of therapeutic ... [17] Novel glycosylated human interferon alpha 2b 
expressed in glycoengineered ... [18] Pharmacological significance of glycosylation in 
therapeutic ... [19] In silico designing of hyper-glycosylated analogs for the human 
coagulation ... [20] Comparative protein structure modeling using ... [21] ASAView: Database 
and tool for solvent accessibility representation in ... [22] dna00.bio.kyutech ... [23] 
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dtu ... [25] A systematic study of the function of the human β‐globin introns on the expression 
of the human ... [26] Several N-glycans on the HIV envelope glycoprotein ... [27] Differences 
in the glycosylation of recombinant proteins expressed in HEK and ... [28] N-glycosylation 
increases the circulatory half-life of human growth ... [29] Novel long-lasting interferon 
alpha derivatives ... [30] Disulfide bond formation is a determinant of glycosylation ... [31] 
Intracellular folding of tissue-type plasminogen activator effects of disulfide ... [32] The 
expression efficiency of recombinant human clotting factor IX analogs, rationally ... 

Hyper-glycosylation is an approach to introduce new N-glycosylation consensus sequence (s) 
(Asn-Xxx-Ser/Thr three-peptide) into a protein primary amino acid sequences by site-directed 
mutagenesis which is followed by the attachment of a new glycan to the Asn residue located 
within the three-peptide sequence. Hyper-glycosylation has attracted lots of interest especially 
in the protein therapeutics industry. The attached glycan may improve the pharmacokinetic 
properties of the hyper-glycosylated proteins and increase their half-life in the bloodstream. In 
the current study, a new N-glycosylation site was introduced into N-terminal Gla domain of hFIX. 
Arg37 position of mature hFIX was targeted to be converted into Asn residue by site-directed 
mutagenesis using overlap extension PCR. Recombinant expression plasmids for native and 
mutant hFIX were constructed. The expression of the recombinant wild-type and mutant hFIX 
was analyzed in mammalian HEK293T cells using gradient SDS-PAGE and western blotting 
analysis. The results indicated in higher molecular weight for R37N mutant in compared with 
the native protein. The glycan attachment to R37N mutant was further confirmed by PNGase 
digestion and western blotting.
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  دهیچک

 مهندسی هایروش از استفاده با آن در که است یفرآیند هایپرگلیکوزیلاسیون
 (موتیف گلیکوزیلاسیون -N جدید جایگاه یک هدفمند زاییجهش و ژنتیک

Asn-Xxx-Ser/Thr( اضافه نوترکیب پروتئین ایاسیدآمینه توالی درون به 
 موتیف، این در موجود آسپاراژین به جدید گلیکان اتصال صورت در شود.می

 تولید صنعت در ویژههب فرآیند این .دهدمی رخ هایپرگلیکوزیلاسیون
 فارماکوکینتیکی هایویژگی است. توجه مورد بسیار دارویی هایپروتئین
 نیمه و گیرد قرار شدهاضافه انگلیک تاثیر تحت است ممکن نوترکیب، داروهای
 در بیوانفورماتیکی، مطالعات اساسبر  حاضر، مطالعه در یابد. افزایش آنها عمر
 طریق از گلیکوزیلاسیون - N جدید جایگاه یک انسانی ۹ فاکتور گلای دامنه
 شماره آرژینین اسیدآمینه کدون تبدیل و PCR بر مبتنی هدفمند زاییجهش
 انسانی ۹ فاکتور یافتهجهش فرم رمزکننده توالی شد. ایجاد آسپاراژین هب ۳۷
 مجهز pCEP4 بیانی وکتور در کنترل)، عنوان(به طبیعی توالی با موازی طورهب
 در آنها بیان و شد سازیهمسانه ،(CMV) سایتومگالو ویروس پروموتر به

 درخدا بررسی منظوربه گرفت. قرار بررسی مورد HEK293T یهاسلول
 رایدا SDS-PAGE گرادیان روش از یافته،جهش نوع در هایپرگلیکوزیلاسیون

 که شد استفاده بلاتینگوسترن آن دنبال به و آمیدآکریل غلظت شیب
 بود. طبیعی فرم به نسبت یافتهجهش محصول بودنترسنگین دهندهنشان

 و طبیعی محصول دو هر ،PNGase آنزیم از استفاده با هضم از پس همچنین
 افزایش که داد نشان نتایج این کردند. کسب یکسانی مولکولی وزن یافتهجهش
 و بوده جدید گلیکان شدناضافه از ناشی یافتهجهش پروتئین مولکولی وزن
  است. هایپرگلیکوزیلاسیون رخداد کنندهتایید
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  مقدمه
 در هک است یارث یمار یب یک سمسیرک ای B یلیهموف یمار یب
 نیا .شودیم جادیا خون در ٩ تورکفا سطح اهشک ای حذف جهینت

 هر از و رسدیم ارث به X کروموزوم به وابسته صورتبه یمار یب
 مانند یمار یب نیا درمان .]1[ندکیم مبتلا را نفر یک مرد ٣٠٠٠٠
 یدرمان نیگزیجا روش به گرید یکستمیس یهایمار یب از یار یبس

 شدهمشتق ٩ کتورفا منظم و یادوره قیتزر شامل که شودیم انجام
 از استفاده .]1, 2[است بکینوتر  ٩ تورکفا ای نرمال افراد یپلاسما از
 ،ییزداروسیو یهاروش بهبود رغمیعل ییپلاسما یهاوردهآفر 

 ،A تیهپات رینظ هاروسیو از یبعض انتقال خطر همچنان
 .]3-5[دارد همراه به را گرید ناشناخته عوامل و هاپریون روس،یپاروو
 لاتکمش حل یبرا منیا و بکینوتر  ٩ تورکفا دیتول راستا نیا در

  .]5, 6[است برخوردار ییسزاهب تیاهم از یلیهموف درمان در موجود
 که است یارهیزنجکت نیوپروتئیکگل یک یانسان ٩ تورکفا
 فرم .]7[شودیم ساخته یبدک یهاسلول توسط سازیشپ صورتبه
 وارد موژنیز صورتبه لودالتونکی٥٧ حدود یولکمول وزن با آن بالغ
 انتهای در است. متمایز دامنه ٤ یدارا و شودیم خون انیجر

 دارد قرار اسیدآمینه ۴۵ با گلا دامنه یک انسانی ٩ فاکتور آمینی
 دامنه دو آن، از پس است. اسیدگلوتامیکگاماکربوکسی از غنی که
 یک .اندگرفته قرار )EGF2 و EGF1( اپیدرمی رشد فاکتور شبه
 شده واقع پروتئین لیسکربوک یانتها در نیز پروتئازیینسر دامنه
 پیوند در آن زیپروتئول با موژنیز ٩ تورکفا یساز فعال .]8[است

 یدپپت یک شدنرها و 181Val-180Arg و 146Ala-145Arg پپتیدی
  .]9[دهدمی رخ یانهیآمیداس ٣٥ یساز فعال
 پس راتییتغ متحمل خود بلوغ مراحل یط یبرا انسانی ٩ فاکتور

 از قبل آن زیستی تیفعال سبک یبرا هک شودیم فراوانی ترجمه از
 شامل راتییتغ نیا .]10[هستند لازم خون انیجر به ترشح
 دامنه در موجود یداسیکگلوتام نهیدآمیاس ١٢ شدنیلهسکربوکگاما
 یواحدها شدنضافها و شدنسولفاته شدن،یلهسکدرویهبتا گلا،
 یعیطب ٩ تورکفا هستند. یدیوزیکگل O و N نوع از اتصال با یقند
 هایاسیدآمینه موقعیت در ونیلاسیوزیکگل -N انکم دو یدارا
157Asn 167 وAsn توجه با .]10[است سازیفعال پپتید ناحیه در 
 انسانی، ٩ فاکتور روی بر متعدد ترجمه از پس راتییتغ لزوم به
 انسان جنین کلیه یهاسلول جمله از پستانداران یهاسلول رده

(HEK293)، چینی همستر تخمدان یهاسلول (CHO) زبانیم 
  .]11[هستند آن نوترکیب نوع دیتول یبرا مناسبی

N- بر که است ترجمه از پس تغییرات جمله از گلیکوزیلاسیون 
 آندوپلاسمی شبکه در ترشحی و غشایی هایپروتئین اغلب روی
 به الیگوساکارید آن جریان در و افتدمی اتفاق یوکاریوتی یهاسلول

 Asn-Xxx-Ser/Thr ایاسیدآمینه سه توالی در موجود آسپاراژین
 یهارهیزنج .شودمی متصل ترانسفرازالیگوساکاریل توسط
 هاگلیکوپروتئین از مهمی هایبخش عنوانبه یدیارکگوسایال

 تیوضع .کنندمی ایفا آنها یستیز یهاتیفعال در یمهم وظایف
N- نییتع را شدهسنتز  نیپروتئ سرنوشت تواندیم ونیلاسیوزیکگل 
 - N یالگو و تیوضع به بسته شدهسنتز  تازه نیپروتئ ند.ک
 طیشرا در شود. هیتجز ای و تجمع ترشح، تواندیم ونیلاسیوزیکگل
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 تواندمی ونیلاسیوزیکگل -N ب،کینوتر  هاینیپروتئ انبوه تولید
 تحت را نیپروتئ پایداری و عمر مهین همچنین و تولید راندمان

  .]12-14[دهد قرار ریتاث
 هایروش از گیریبهره و گلیکوزیلاسیون مهندسی کردروی با

 گلیکوزیلاسیون -N جدید جایگاه یک توانمی هدفمند زاییجهش
 اتصال صورت در .کرد ایجاد پروتئین ایاسیدآمینه توالی درون
 ایاسیدآمینه سه توالی در موجود آسپاراژین به جدید گلیکان

Asn-Xxx-Ser/Thr، دهد.می رخ هایپرگلیکوزیلاسیون 
 یهانیپروتئ ویژههب بکینوتر  هایپروتئین ونیلاسیوزیکپرگلیها

 قرار تاثیر تحت را آنها فارماکوکینتیک خصوصیات تواندمی ،یدرمان
 یدار یپا افزایش به منجر تواندمی تنهانه فرآیند این .دهد
 خارج یفضا به آنها ترشح نیز مواردی در هکبل شود، هانیپروتئ
 روش از مثال عنوانبه .]15[دهدمی قرار تاثیر تحت را یسلول

 نام به اریتروپوئتین دوم نسل تولید برای گلیکوزیلاسیون مهندسی
 ،دارد طبیعی فرم به نسبت بالاتری عمر نیمه که آلفا داربپوئتین
 اضافی گلیکن دو دارای جدید لمحصو این است. شده استفاده
 هایپرگلیکوزیلاسیون همچنین ندارد. وجود طبیعی فرم در که است
 تحلالی افزایش طریق از و پوشاندمی را پروتئین هایتوپاپی

 این بر علاوه دهد.می کاهش را آنها تجمع پروتئین،
 و پروتئین هایمنوژنیسیت کاهش طریق از هایپرگلیکوزیلاسیون

 پروتئین، علیه کنندهخنثی هایبادیآنتی تولید خطر کاهش
 همچنین گلیکوزیلاسیون -N .]16, 17[دهدمی افزایش را آن کیفیت

 مورد در مثال عنوانبه است. موثر دارویی هایپروتئین کلیرانس بر
 کلیوی کلیرانس کاهش (FSH) فولیکولی کننده تحریک هورمون

 دلیلبه سیالیکاسید از حاصل منفی بار و اندازه افزایش دلیلهب
  .]18[است شده مشاهده اضافی گلیکان -N کردناضافه
 - N جدید جایگاه معرفی برای مناسب مکان ،حاضر مطالعه در

 مطالعات اساسبر  انسانی ۹ فاکتور گلای دامنه رد گلیکوزیلاسیون
 روش با جایگاه این تایید به توجه با شد. انتخاب بیوانفورماتیکی

 این آزمایشگاهی بخش در ،]19[مولکولی دینامیک سازیشبیه
 ،PCR پایه بر هدفمند زاییجهش روش با منتخب جهش مطالعه

 رخداد سپس شد. اعمال انسانی ۹ فاکتور کنندهرمز  توالی در
 انسانی ۹ فاکتور یافتهجهش فرم روی بر یپرگلیکوزیلاسیونها

  گرفت. قرار مطالعه مورد HEK293T بیانی سلول در تولیدشده
  

  هاروش و مواد
 Top10 سویه کلی اشریشیا باکتری ،کلونینگ مراحل برای

)Invitrogenمراحل در میزبان عنوانبه متحده) ایالات ؛ 
 HindIII برشگر هایآنزیم گرفت. قرار استفاده مورد سازیهمسانه

از  DNA مولکولی وزن نشانگر همچنین و لیگازT4 آنزیم ،XhoI و
  شدند. خریداریشرکت فرمنتاز 

-Asn-Xxx) یکوزیلاسیونگل -N جدید جایگاه ایجاد منظوربه
Ser/Thr) از اول اسیدآمینه ۴۵( انسانی ۹ فاکتور یگلا دامنه در 

: گرفت قرار نظر مد معیار سه بالغ) انسانی ۹ فاکتور آمینی انتهای

 یک با فقط که طوریهب شد، گرفته نظر در جهش حداقل -۱
گلیکوزیلاسیون را  -N جدید جایگاه بتوان ایاسیدآمینه جایگزینی

 در گلیکوزیلاسیون -N جدید جایگاه استقرار عدم -۲ایجاد کرد، 
 آسپاراژین بودنسطحی -۳اطق ساختاری و عملکردی دامنه گلا، من

با  گلیکوزیلاسیون. -N توالی در موجود گلیکان -N پذیرنده
 ۴۵ توالی جهش، حداقل یعنی اول معیار گرفتندرنظر 

 در و شد پایش انسانی ۹ فاکتور گلای دامنه ایاسیدآمینه
 داشت، وجود Thr یا Ser هایاسیدآمینه که هاییمکان

 به تبدیل ،Ser/Thr به نسبت -۲ موقعیت در موجود اسیدآمینه
 اسیدآمینه که هاییجایگاه در عکس، حالت در شد. آسپاراژین
 نسبت +۲ موقعیت در موجود اسیدآمینه ،داشت وجود ینآسپاراژ
با استفاده از  ایمقایسه سازیمدل .شد Thr به تبدیل Asn به
 انجام هایافتهبرای هر یک از جهش MODELLER 9v10 افزارنرم
 پذیرنده آسپاراژین برای )ASA(% حلال معرض در سطح .]20[شد
N- جدید هایجایگاه در گلیکان N- از استفاده با گلیکوزیلاسیون 
 یرهزنج اتصال احتمال .]21 ,22[شد تعیین ASAview افزارنرم
 -N های جایگاه از یک هر در موجود آسپاراژین به یگوساکاریدیال

بینی پیش NetNGlyc 1.0 برنامه از استفاده با گلیکوزیلاسیون
  .]23 ,24[شد
 (فاکتور ٩ فاکتور یافتهجهش فرم رمزکننده توالی ساخت منظوربه
 روش از گلیکوزیلاسیون) -N برای اضافی جایگاه یک واجد ٩

 شد. استفاده PCR (SOEing PCR) پایه بر هدفمند زاییجهش
 در نظر مورد جهش PCR واکنش مرحله سه طی روش این در

 از PCR واکنش این در شد. وارد طبیعی ۹ فاکتور کدکننده توالی
 فرم کنندهرمز  توالی حاوی pCDNA3-hFIX نوترکیب پلاسمید
 توالی .]25[شد استفاده الگو عنوانبه انسانی ۹ فاکتور طبیعی

 پرایمرهای است. شده ارایه ۱ جدول در شدهاستفاده پرایمرهای
R37N-F و R37N-R شجه دربرگیرنده پرایمرهای R37N و 

 دو برای ختصاصیا HindIII-hFIX، XhoI-hFIX پرایمر جفت
  هستند. انسانی ۹ فاکتور رمزکننده توالی ۳ و ۵ انتهای

  
  استفادهمورد  پرایمرهای توالی )۱ جدول

  توالی نام پرایمر
طول 
  پرایمر

HindIII‐
hFIX	

5΄ CCCA/AGCTTGCCACCATGCAGCGCGTGAAC 
3΄	

٣٠	

XhoI‐
hFIX 

5΄CCGC/TCGAGATCCATCTTTCATTAAGTGAGC 
3΄ ٣١	

R37N‐F 5΄ GAAAACACTGAAAACACAACTGAATTTTGG 
3΄ ٣٠	

R37N‐R 5΄ CCAAAATTCAGTTGTGTTTTCAGTGTTTTC 
3΄ ٣٠	

  
 با برش از پس یافتهجهش انسانی ٩ فاکتور کنندهرمز  توالی
 pCEP4 یبیان وکتور در XhoI و HindIII هایآنزیم

)ThermoFisher Scientificدستپایین در و )؛ ایالات متحده 
 حاصل نوترکیب پلاسمید شد. سازیهمسانه CMV پروموتر

(pCEP4-R37N) هایروش با سازیهمسانه صحت تایید از پس 
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PCR، هایآنزیم با آنزیمی هضم HindIII و XhoI یابیتوالی و، 
  .شد ترانسفکت HEK293T یهاسلول به

 ،یافتهجهش و طبیعی ٩ فاکتور کنندهبیان نوترکیب پلاسمیدهای
 آمادهازپیش یهاسلول به خانه٦ هایپلیت در موقت طوربه

HEK293T ترانسفکشن ماده از استفاده با Lipofectamine 
2000 )ThermoFisher Scientificروش طبق )؛ ایالات متحده 
  شدند. وارد سازنده شرکت استاندارد

 به گلیکان (اتصال هایپرگلیکوزیلاسیون رخداد بررسی منظوربه
 روش از گلیکوزیلاسیون) -N جدید جایگاه در موجود آسپاراژین
 از استفاده با بلاتینگوسترن آن دنبال به و SDS-PAGE گرادیان
 تایید برای شد. استفاده انسانی ۹ فاکتور اختصاصی بادیآنتی
 روش از ۹ فاکتور یافتهجهش در هایپرگلیکوزیلاسیون رخداد نهایی
 PNGase )New England آنزیم با گلیکوپروتئین تیمار

Biolabs (کاملاً  طوربه آنزیم این .شد استفاده؛ ایالات متحده 
 را آسپاراژین جانبی زنجیره به شدهمتصل هایگلیکان اختصاصی

  کند.می جدا پروتئین از ودهد می برش
  

	هایافته
 -N یدجد یگاهجا یجادا یبرا محل ۸ ،طور که گفته شدهمان
 موضوع این به توجه با ).۲ (جدول شد ییشناسا یکوزیلاسیونگل
 اسیدآمینه به نسبت +۳ و +۱ هایموقعیت در پرولین وجود که

 کاهش را ینسپاراژآ به گلیکان - N اتصال کارآیی آسپاراژین
 اسیدآمینه وجود عدم از شدهشناسایی هایجایگاه در ،]15[دهدمی

 شد. حاصل اطمینان هاموقعیت این در پرولین
  

 یاتخصوص و یانسان ۹ فاکتور یکوزیلاسیونگل -N هاییافتهجهش )۲ جدول
  آنها

 نام
  یافتهجهش

 در پرولین
یا +۱ موقعیت
۳+  

 - N پتانسیل
  یکوزیلاسیونگل

Asn یا Asn 
 شدهجایگزین
 گلیکان - N پذیرنده

مرتبط هایجهش
	B هموفیلی با

Y1N -  ۵۳۴۶/۰  Y1 -  

G4T -  ۷۵۹۰/۰  N2  G4S 
E15T -  ۷۷۷۷/۰  N13  -  

K22N -  ۶۴۸۳/۰  K22  -  

E33N -  ۵۲/۰  E33  
E33A ،E33D،
E33G ،E33K،

E33Q  
E36N -  ۷۳/۰  E36  -  

E36T -  ۷۰۲۳/۰  N34  -  

R37N	-  ۶۴۳۹/۰  R37 -  

  
 هایجایگاه از یک هر در یکوزیلاسیونگل رخداد کارآیی سپس
 بررسی NetNGlyc1.0 افزارنرم از استفاده با شده،بینیپیش
 با را یکوزیلاسیونگل - N کارآیی افزارنرم ینا ).۲ (جدول ]23[شد
 روش ینا در .کندمی یینتعصفر تا یک  ینب یدهیاز امت

 احتمال باشد تریکنزد یک عدد به امتیاز چه هر امتیازدهی

 - N جایگاه در موجود ینآسپاراژ توسط گلیکان -N یرشپذ
 مورد هایجایگاه همه اساس ینا بر است. یشترب یکوزیلاسیونگل

 بودند. گلیکان -N یرشپذ یبرا %۵۰ از بیش احتمال یدارا مطالعه
 هایجهش با آنها رتباطا نظر از شدهانجام هایجایگزینی سپس
 هاجهش از یک هر .گرفتند قرار یبررس مورد ،B یلیهموف به منجر
 /http://www.factorix.org داده یگاهپا در موجود اطلاعات با
 یسهمقا است، شده ثبت B یلیهموف هایجهش کلیه آن در که

 یگزینیجا جهش ۸ ینب از که داد نشان مطالعه ینا شدند.
 B یلیهموف به منجر E33N و G4T هایجایگزینی شده،اعمال
 حذف مطالعات یبعد مراحل در جایگزینی دو این که شوندمی
 حضور یلدلبه یزن (Y1N) یگرد جهش یک ).۲ (جدول شدند

 بخش به یدپروپپت اتصال محل در ۱ شماره یروزینت اسیدآمینه
 در احتمالی گلیکوزیلاسیون زیرا شد، حذف ،۹ فاکتور بالغ پروتئین

 فاکتور بالغ قسمت از یدپروپپت یجداساز  عدم به منجر محل، این
 اسیدگلوتامیک آنها در که هاییجهش همچنین شد. خواهد ۹

، E15T( شوندمی جایگزین دیگری اسیدآمینه با و بود درگیر
E36N  وE36T( این زیرا شدند، حذف مطالعه روند از نیز 

 گاماکربوکسیله ترجمه از پس تغییرات فرآیند طی در اسیدآمینه
 عدم صورت در .کندمی پیدا عملکردی و ساختاری نقش وشود می

 نخواهد انعقادی فعالیت ۹ فاکتور کسیلاسیون،وگاماکرب رخداد
 جهش ،)R37N و K22N ( باقیمانده جهش دو میان از داشت.
K22N جایگاه ایجاد به منجر توانستمی N- گلیکوزیلاسیونی 
 از حاصل لوپ درون گلیکان پذیرنده آسپاراژین آن در که شود

 مشخص ).۱ (شکل باشد افتاده دام به سولفیدیدی باند تشکیل
 - N محل یکینزد در سولفیدیدی باند وجود که است شده

 جهش بنابراین .]26[شودمی گلیکان اتصال مانع گلیکوزیلاسیون
K22N برای باقیمانده گزینه تنها شد. حذف مطالعات ادامه در 
 بود. R37N جهش ،گلیکوزیلاسیون -N جدید جایگاه معرفی
 افزارنرم از استفاده با R37N یافتهجهش بعدیسه ساختار

MODELLER 9v10 ۲ (شکل شد بینیپیش.( 
  

  
 در سولفیدیدی باند تشکیل ناحیه در K22N یافتهجهش سوم ساختار )۱ شکل
  گلیکوزیلاسیون -N جایگاه
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  R37N یافتهجهش شدهیساز مدل یبعدسه ساختار )۲ شکل

  
 گلیکوزیلاسیون -N جایگاه در موجود ینآسپاراژ بودنیسطح درصد

R37N افزارنرم از استفاده با ASAview نشان نتیجه شد. تعیین 
 شماره آسپاراژین برای حلال دسترس در سطح %۵۰ از بیش که داد
 جهش عنوانبه R37N جهش اساس این بر داشت. وجود ۳۷

 دامنه در گلیکوزیلاسیون -N جدید جایگاه معرفی برای مناسب
 اعمال یقطر از یشگاهیآزما مطالعات شد. انتخاب ۹ فاکتور گلای
 PCR بر یمبتن هدفمند زاییجهش از استفاده با رظن مورد جهش
  .گرفت انجام
 با، ابتدا انسانی ٩ یافته فاکتورهای جهشساخت ژنمنظور به

 PCR (SOEing بر مبتنی هدفمند زاییجهش روش از استفاده
PCR) جایگزینی R37N مرحله سه طی PCR رمزکننده توالی در 
 پلاسمید از PCR مراحل این انجام برای شد. وارد طبیعی ٩ فاکتور
 عنوانبه طبیعی ۹ فاکتور کدکننده pCDNA3-hFIX نوترکیب
 ٩ فاکتور رمزکننده توالی سپس ).٣ (شکل شد استفاده الگو
 در و شد بریده XhoI و HindIII هایآنزیم با R37N یافتهجهش
 پروموتر دستپایین در و pCEP4 یبیان وکتور در هاجایگاه همان
CMV نوترکیب پلاسمید و وارد pCEP4-R37N شد ساخته. 
 ریو غ بینوترک یدهایپلاسم ،یساز صحت همسانه دییمنظور تابه

 یو الگو ندشد دهیبر XhoIو  HindIII یهامیبا آنز بینوترک
(شکل  ندشد سهیژل آگارز با هم مقا یقطعات حاصل بر رو یحرکت
٤.(  
 یافتهجهش پروتئین در هایپرگلیکوزیلاسیون رخداد بررسی منظوربه

R37N، ۴۷ یهاسلول ترنسفکشناز  پس ساعت HEK293T با 
ها سلول رویی محیط یافته،جهش و طبیعی نوترکیب پلاسمیدهای

 جایگاه به گلیکان اتصال بررسی هدف با سپس وشد  آوریجمع
N- گرادیان روش از جدید گلیکوزیلاسیون SDS-PAGE دارای 

 تاییدمنظور به شد. استفاده آمیدآکریل %۴-۱۲ غلظتی شیب
 بلاتینگوسترن روش از نوترکیب هایپروتئین بودناختصاصی
 جایگاه در گلیکوزیلاسیون -Nفرآیند  رخداد .)۵ (شکل شد استفاده

 نسبت حاصل گلیکوپروتئین مولکولی وزن یشاافز  به منجر جدید،
 رخداد از آمدهدستبه نتیجه است. شده ۹ فاکتور طبیعی فرم به

 کند.می حمایت R37N یافتهجهش در هایپرگلیکوزیلاسیون
 وزن به دوکیلودالتون تا یک حدوداً  گلیکان -N شدناضافه

  .]15[کندمی اضافه آن مولکولی
  

  
 انسانی ٩ فاکتور هکدکنند توالی ساخت برای SOEing PCR مراحل )٣ شکل
 پرایمر PCR محصول :٢)؛ kb۱( لیمولکو وزن نشانگر: ١ ؛R37N یافتهجهش
 :٣ )؛(R37N-R داخلی برگشتی پرایمر و (HindIII-hFIX) خارجی رفتی

-XhoI) خارجی برگشتی پرایمر و (R37N-F) داخلی رفتی پرایمر PCR محصول

hFIX)محصول :٤ ؛ SOEing PCR پرایمرهای از استفاده با نهایی HindIII-

hFIX و XhoI-hFIX  

  

  
-pCEP4 و pCEP4-hFIX نوترکیب پلاسمیدهای حرکتی الگوی )۴ شکل

R37N آنزیم دو با خوردهبرش XhoI و HindIII پلاسمید با مقایسه در pCEP4 
 )؛kb۱( مولکولی وزن نشانگر :۱ ؛%۱ آگارز ژل روی بر هاآنزیم همان با خوردهبرش
 نوترکیب پلاسمید :۳ ؛)۹ فاکتور رمزکننده توالی (فاقد pCEP4 پلاسمید :۲

pCEP4-hFIXنوترکیب پلاسمید :۴ ؛ pCEP4-R37N  

  

  
 )R37N یافته(جهش هایپرگلیکوزیله ۹ فاکتور حرکتی الگوی مشاهده )۵ شکل
 بشی دارای SDS-PAGE گرادیان روش با نوترکیب طبیعی ۹ فاکتور کنار در

 انسانی ۹ فاکتور :۱ بلاتینگ؛وسترن روش با آن تایید و آمیدآکریل %۴-۱۲ غلظت
  R37N یافتهجهش :۲ طبیعی؛ نوترکیب

۲                     ۱ 
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 که R37N یافتهجهش پروتئین و طبیعی نوترکیب ۹ فاکتور
 توسط ،رسیدمی نظر به محتمل آن در هایپرگلیکوزیلاسیون رخداد
 اختصاصی طوربه PNGase آنزیم شدند. تیمار PNGase آنزیم
 از را آن و دهدمی برش را آسپاراین به شدهمتصل قند آمیدی پیوند
 وزن باقیمانده پروتئین بنابراین .سازدمی جدا پروتئین اسکلت
 خواهد PNGase آنزیم با تیمارنشده نمونه از کمتری مولکولی
 آنزیم با تیمار از بعد و قبل هاپروتئین حرکتی الگوی داشت.

PNGase گرادیان روی بر SDS-PAGE ۱۲ تیغلظ شیب دارای-
 روش با آن دنبال به و شدند مشاهده آمیدآکریل ۴%

 داد نشان نتایج ).۶ (شکل گرفتند قرار تایید مورد بلاتینگوسترن
 PNGase آنزیم با برش از قبل R37N یافتهجهش ۹ فاکتور که

 ۱ هایردیف ؛۶ (شکل است نوترکیب طبیعی ۹ فاکتور از ترسنگین
 ،هاگلیکان -N جداشدن و PNGase آنزیم با تیمار از پس ).۳ و
 )R37N افتهیجهش و ۹ فاکتور طبیعی (فرم گلیکوپروتئین دو هر
 و ۲ هایردیف ؛۶ (شکل اندآورده دسته ب یکسانی مولکولی وزن
 یافتهجهش در را هایپرگلیکوزیلاسیون رخداد آزمایش این ).۴

R37N کندمی تایید.  
  

 

  
 یافتهجهش و یانسان طبیعی نوترکیب ٩ فاکتور یحرکت یالگو مشاهده )٦ کلش

R37N یمآنز با برش از بعد و قبل PNGase گرادیان روش با SDS-PAGE 
 فاکتور :١ ؛ینگبلاتوسترن روش با تایید و آمیدآکریل %٤-١٢ غلظت شیب دارای
 یعیطب یبنوترک ٩ فاکتور :٢ ؛PNGase یمآنز با برش از قبل طبیعی نوترکیب ٩

 یمآنز با برش از قبل R37N یافتهجهش :٣ ؛PNGase یمآنز با برش از پس
PNGaseیافتهجهش :٤ ؛ R37N یمآنز با برش از پس PNGase  

  

  بحث
 ترجمه از پس ییراتتغ اشکال ینترمتداول از یکی یلاسیونکوزگلی
 %۴۰ و یانسان هایپروتئین از یمین .است هاپروتئین در

 را دارو و غذا یجهان سازمان ییدیهتا که یدرمان هایپروتئین
 کاربردهای از یکی .]27[هستند یکوپروتئینگل ،اندکرده یافتدر

 یا هاپروتئین هایپرگلیکوزیلاسیون گلیکوزیلاسیون، مهندسی
 .است نظر مورد پروتئین به اضافی گلیکان اتصال
 جمله از یفراوان یایمزا یبنوترک ینپروتئ یپرگلیکوزیلاسیونها
 خون از آن یرانسکل کاهش و ییدارو ینپروتئ یداریپا یشافزا
 یگاهجا یمعرف با که است شده مشخص علاوهه ب .]28 ,29[دارد
 اتصال و ینپروتئ یک ینیآم یانتها به یکوزیلاسیونگل -N یدجد
 از یبرخ در ی،توال ینا در موجود ینآسپاراژ به گلیکان یک

 یشافزا است. یافته یشافزا یخارج یفضا به ترشح هاپروتئین
 شبکه در پروتئین فولدینگ کارآیی بهبود یقطر از ترشح

 آندوپلاسمی شبکه اساس این بر .گیردمی صورت آندوپلاسمی
  .]12 ,30[کندمی عمل پروتئین کیفیت کنترل مرکز عنوانبه

 روش با را یکوزیلاسیونگل -N یدجد هایجایگاه ،همکاران و لیو
 معرفی مختلف پروتئین ۷ آمینی انتهای به هدفمند زاییجهش
 بر شدهمعرفی جدید هایجایگاه که داد نشان آنها نتایج .]12[کردند
 علاوهه ب شدند. یکوزیلهگل ییبالا درصد با هاپروتئین این روی
 یسلول خارج یفضا به را آنها اکثر ترشح یکوزیلاسیونگل

HEK293T داد. یشافزا  
 محل انتخاب یاصل هایچالش از یکی گلیکوزیلاسیون مهندسی در

 است. یکوزیلاسیونگل -N یدجد یگاهجا یمعرف یبرا مناسب
 ینپروتئ عملکرد و ساختار ید،جد یگاهجا ینا یمعرف با که یطور هب

 ساختار که هاییپروتئین در .شودن ناخواسته ییراتتغ دستخوش
 یسمغناط رزونانس یا X اشعه بلورنگاری هایروش با آنها سوم
 یگاهجا یمعرف یبرا مناسب محل ،است شده یینتع ایهسته
 استفاده با و یمنطق یطراح با توانمی را یکویلاسیونگل -N یدجد
  .]12[کرد یشگوییپ یوانفورماتیکیب هایروش از
 پیشگویی منظوربه بیوانفورماتیکی هایروش از حاضرمطالعه  در

 در یکوزیلاسیونگل - N یدجد هایجایگاه معرفی برای مناسب محل
 آمینی یانتها از اول یدآمینهاس ٤٥( یانسان ٩ فاکتور یگلا دامنه
 -N یدجد یگاهجا یجادا یبرا شد. استفاده بالغ) یانسان ٩ فاکتور
 در ایاسیدآمینه یگزینیجا نوع از جهش حداقل یکوزیلاسیونگل
 نظر در ایاسیدآمینه جایگزینی ٨ اساس این بر شد. گرفته نظر
 .شد طراحی ۹ فاکتور گلیکوزیلاسیون -N یافته جهش ٨ و گرفته
 گلیکوزیلاسیون -N جایگاه یک برای لازم یمعیارها از یکی

 ساختاری و عملکردی مناطق در جایگاه این استقرار عدم مناسب،
 هموفیلی با هاجهش از یک هر ارتباط منظور بدین است. پروتئین

B جایگزینی دو و گرفت قرار بررسی مورد G4T و E33N دلیلبه 
  شدند. حذف B هموفیلی با ارتباط
 انسانی ٩ فاکتور روی بر که ایترجمه از پس تغییرات از یکی
 اسیدگلوتامیک اسیدآمینه ١٢ کسیلاسیونوگاماکرب شودمی اعمال
 واسطهه ب ٩ فاکتور گلای دامنه است. پروتئین این گلای دامنه در

 شده متصل کلسیم یون به شدهکسیلهوگاماکرب اسیدهایگلوتامیک
 فسفولیپید به اتصال توانایی و گیردمی خود به معینی ساختار و

 عدم صورت در بنابراین .]9[کندمی کسب را غشایی
 این در بود. خواهد عملکرد فاقد ٩ فاکتور کسیلاسیونوگاماکرب

 اسیدآمینه با آن در اسیدگلوتامیک که هاییجایگزینیمطالعه 
 حذف نیز )E36T و E15T ،E36N( شدندمی جایگزین دیگری
  شدند.

N- اتفاق ترجمه با همزمان که است یفرآیند گلیکوزیلاسیون 
 تشکیل و گلیکوزیلاسیون -N که است شده مشخص .تدفامی

 آندوپلاسمی شبکه در پروتئین ترجمه ضمن سولفیدیدی باندهای
 که است داده نشان قبلی تحقیقات .]23 ,31[دارند رقابت یکدیگر با
 تشکیل محل در گلیکوزیلاسیون -N چنانچه موارد از بسیاری در
 رخ آن در گلیکان -N اتصال باشد شده مستقر سولفیدیدی باند
 با گلیکوزیلاسیون -N جایگاه به منجر N22K جهش .]26[دهدنمی
 موقعیت در موجود سیستئین که است شده Asn-Cys-Ser توالی

 ۴         ۳        ۲        ۱  
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 .کندمی شرکت سولفیدیدی باند تشکیل در آسپاراژین به نسبت +۱
 جدید گلیکوزیلاسیون -N جایگاه ایجاد برای محل، این بنابراین
 در شد. حذف مطالعات ادامه از درنتیجه و بود نخواهد مناسب
 حلال دسترس در سطح %۵۰ از بیش با R37N جایگزینی نهایت
 یجادا یبرا جایگزینی بهترین عنوانبه آسپاراژین، اسیدآمینه برای
 از استفاده با سپس شد. یمعرف یکوزیلاسیونگل -N یدجد یگاهجا

 توالی در R37N جایگزینی PCR با هدفمند زاییجهش روش
 فاکتور ۳۷ شماره ینینآرژ آن یط و وارد یانسان ۹ فاکتور رمزکننده

  شد. یلتبد ینآسپاراژ به یانسان ۹
 کنندهیانب نوترکیب پلاسمید و کدکننده یتوال ساخت از پس
 در HEK293T بیانی یهاسلول در آن بیان ،یافتهجهش ۹ فاکتور
 قرار یبررس مورد کنترل عنوانبه یانسان ۹ فاکتور یعیطب فرم کنار

 دارابودن دلیلبه که یافتهجهش و یعیطب یبنوترک ینپروتئ گرفت.
 و یآور جمع شدندمی ترشح سلولی کشت محیط به راهنما پپتید
 ینگبلاتوسترن و SDS-PAGE گرادیان یرو بر آنها یحرکت یالگو

 یالگو با R37N یافتهجهش یحرکت یالگو یسهمقا شد. مشاهده
 SDS-PAGE گرادیان روش اب یبنوترک یعیطب ۹ فاکتور یحرکت
 یاختصاص طوربه که PNGase-F یمآنز با برش از پس و قبل

 که داد نشان ،کندمی جدا را آسپاراژین به شدهمتصل هایگلیکان
 برش از قبل آنکه یلدلبه ،است شده یکوزیلهگل R37N یافتهجهش

 فرم به نسبت یشتریب یمولکول وزن یدارا PNGase-F یمآنز با
 یمآنز با برش از پس اندازه اختلاف ینا است. ۹ فاکتور یعیطب

PNGase-F اندازه یشافزا که کندمی ثابت که شودمی برطرف 
 یشگاهیآزما یجنتا است. ینپروتئ یکوزیلاسیونگل -N از یناش
 بیوانفورماتیکی هایپیشگویی صحت کنندهییدتا آمدهدستهب

 روی بر جهش تاثیر بررسی شامل مطالعات بعدی مراحل بودند.
 در (R37N) هایپرگلیکوزیله ۹ فاکتور ترشح و پایداری بیان، میزان
  .]32[است مطالعه این نتایج تاییدکننده نیز CHO بیانی یهاسلول
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