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ඟ พࢁ ়   :ৎقدୌ و 

م ا ع࢙ ग़ భ ଓඣ໑س  ود ز র ਠඁ ر  ൘ख़                                                                                                                 پای را  ی ୍ඟ ໋ ل  ࢝੎ ب آورد  مࢁࢵ  ଘ ه ૐ   ॒ࢣ

ඟ از  พࢁ ়   :با 

ଡ ඼زا ່ ی و  ਖ࣓ േ઼ ඼بان،  ෙय़ ر،  ا و দ ر  ୁ ণتاد ن پایان ا ଌ ه ا ඼ا را ່ ی  ਒اඟ ໖ شان  ী ھا ගশ ما ࣒ঘشان و را ী ور ا ઒अ  ଒ دیৱ༚ ن ජ໑ا ر کا න඿ পناب آ༚ی د ود و  ام  র  ଓฬ کلام از ره  ا و ঙࢤ ඟد৯د و  نࢁ ری  ا ච ໋ ඼و ່ ی  ਌ॳ و ঈ  ஑

ଡ وزا ॼ࡬ ح د ৆ وق، োصا ه  ज़࡭ ૟নوده و و رو র ষࢋ  جا ࣊শ ه ا غ را ඟا ໖ ش و  মࡑ ঃید شان، ا ী ඟ พࢂ ঒ ت ی ୑و ی. ঒ࡣ ਗ ণپاس  ا را  ࣾت ೯د م سا ࣍ඇ൚ো ند را  േ॒ ণتاد ار ن ا ଌ ඟدی ا ໋ خار شا भࣇ م ଒ ا ৤ و দ .  

॥ت ق و دو ࡷ ࡛ख़ تلاش،  ୏ ،قدر ࣣਰ ণتاد عا ی ا ਣංඍ ا ه د ૛঩ و ड़ م آ ع࢙ شان  ী ৪ھای ا ඟ อࢂ ত ॹعات و رو ঻یات، ॡطا ඼ ඹূ ی ଒ از  ਩ ھا ऻબ ر ا ඬো ن  ಻ ඌࣹ مد  ೺ख़ ر  න඿ পناب آ༚ی د اণتارم ଒ . ام ام  و ऒ ঃنان  از ا୍د 

ا  وୀد لࢉ ی ا ਪ ฬ ا و ৔ଢماید ری از رو඼ ່ ষࢋ ࠝطا  جا ࣊শ ی ଘ ا ਖ࢙ع  ଦ ی و ਎ خلا وی و ا ࣨਹग़  ଦ شان را ী ඟی ا ༜ࢁ   ..ی 

ଓඣ໑ ඟ ز ໋ ی ا ਟ ود،  ࣤಪ ر  ا و দ ن دو ୁر ଌ ت ا ࢴ ࡛ख़ م ୓ی  ࣎ত ا ودن را ৯د র ده  ا و ৗ ੺یلات و دور از خا ৎ࠳ ل ଖ سال ঴دون  م ೺ূ ষࢋ หب  جا ࣊শ ور ෽ . భن ا ઒अ ࢋ  ষ جا ࣊শ ی ا ند ୀا േ೷ি ا ণتاد د ن دو ا ଌ ঍نار ا  భ ور ઒अ

ංࣄ  ودمൢ র م و اخلاق  ع࢙  ଡخا.  

ن پایان  ଌ شاوره ا ज़ ت  ࢟ॐ ی ଒ ز ਪ ھا ඛ঺ ه  ૟ േॶ ندس  ੀय़ م  ৣ رکار خا ໆ ی و  ਠ ൐ࣵ ر زଽه  න඿ م د ৣ رکار خا ໆ رم  න ෥ख़ شاور  ज़ ণتاد  ا௭ ا   .ଓฬ را د

ن پایان  ଌ وری ا ا ت د ࢟ॐ ৒ف ଒ ز ر ໇ ণتاد  م ا ৤ ජ໑ ر  න඿ م د ৣ ی و خا ਚس و ৔  ඼ ෙघ و ࣨਵ ر  න඿ رم آ༚ی د න ෥ख़ ان  ণتاد ࠱ھده ا ر ॰د৯د،  ଓฬ را  ا   د

ک िঙم ৣ ی، خا ਦ جا ৅ ی و  ਩ ঍یا ঃیان،  سلا ھان آ༚ی  ऻબ گاه رویان ا ु঒ رم ୑و න ෥ख़ ن  ت ارا ࢟೸৑ ی،  ਪ بلا ඟ ໊ ی،  ਚع ग़ ඟ ໊  ، ی ਑ࣣದ گاه ୓  ଒ ر ु঒ ن ୑و ଌ رم  ا න ෥ख़ ن  کارا िঙ ণتان و  ن ساୌ دو ಻ ൾ ൒ ঙࢠ ه و  ا و ऒ ی، ا୍د ਪ ا ච ໕  ، ی ਙठل ا

 ঃ భ ر න඿ ی و د ਐا ච ໕ ر  න඿ পناب آ༚ی د و୍ه  র ود৯د،  ৶ࢤ ا یاری  ষࢋ ر جا ࣊শ ن ୏وژه ا ଌ جام ا ৅ یభ ا ਩   یا

শࢌ ما ॐ ر و  ඵෆ ون دعای  ৘ ود را ॠد ऒ नࡺࢹت  و ड़ ود৯د و  র م  ऴ و ज़࡭ ره  ا و ঙࢤ  ଒ ،୍مସ భدر و ما৮ ی ਗ ৩ھا  م ୓ی آ ৣ ا   . د

॥ت ن ا ૼ ی  ਛ ش ز৯د মࡑ ඟما ໋ ودشان  ओ مد଒ و ॐ مد و ا ೺ख़ భان ସ୍م  تاب و ୀا ੀय़ ଽم  ا و ऒ.  

ه ૏ম گاه رویان و  ु঒ ণتان ସ୍م ୑ భو ه دو ૡঙ گاه از  ৹ا و ऒ ا஺ه و  ه وسارا . ୓ی د ૡ࣓ൌ৑  ،ฬیاॻ ه،  ૎৆ و୍ه ೯د র.  



  

 ଘ م ৤   :ৎقد

ور     দ ඟ یک ໋ ංඓ م ژ ع࢙ ندل ৮در  ঃ  

ن ৱ༚دی      ජا ໑ ر کا න඿ পناب آ༚ی د رم  ا و দ تاد ୁر ণ   ا

  ସ୍م৮در و ماభ  و            

  

  



  

  دهچکي

شود،  کد می FNDC5های ماتريکس پراکسيزومی است که بوسيله ژن  ، يکی از پروتئين(Pep)پروتئين پراکسيزوی 
و  Ferrer Martinezآن توسط  cDNA. قرار دارد ۴اگزون است و روی کروموزوم  ۶که در موش شامل 
 ۳۱- ۱۱۴های هآمين ها ندارد، هرچند در زيرواحدهای اسيد ای با ديگر پروتئين اين پروتئين همولوژی. همکارانش کلون شد

مشخص . هنوز هيچ نقش خاصِ برای اين پروتئين شناخته نشده است. باشد می IIIحاوی يک دامنه فيبرونکتين تايپ 
های بنيادی طی پروسه نوروژنز افزايش  اسيد روی سلول موشی تحت تأثير رتينوئيک PEPشده است که بيان ژن 

بنابراين، . ناريويي که پشت اين رويداد وجود دارد مشخص نمايدتواند س می PEPپس، تعيين ويژگی پروموتر . يابد می
در مرحله اول، مطالعات بيوانفورماتيکی برای يافتن . بود PEPهدف اين پژوهش کلون نمودن ناحيه پروموتر فرضی 

بينی  برای پيش افزارهای معمول مطالعات بيوانفورماتيکی، با استفاده از نرم. انجام شد PEPبرای پروموتر   پروموتر فرضی
. مشخص شد PEPنسبت به جايگاه آغاز رونويسی ژن  -۵۶۱+/ ۱۰۱ی پروموتر فرضی در موقعيت  پروموتر، يک ناحيه

و  -۱۱+/۱۴در موقعيت  VDR\RXRافزار عناصر مختلفی را در اين ناحيه را، از قبيل موتيف  آناليز بيشتر با چندين نرم
نشان   GC Plot analysisو  CpG Island Finder. تشخيص داد+ . ۵۹+/۶۴در موقعيت  TFIIBموتيف 

پس، پرايمرهای . بعنوان شاخص پروموتری دارد  CpG Islandاست و يک   GC Rich %۷۰.۰۱داد که اين ناحيه 
به . ول، طراحی شد، بترتيب درانتهاهای بالا وپايين محص  AseIو NheIاختصاصی با قرار دادن دو جايگاه تشخيصی، 

ترکيب شرايط . ها مورد استفاده قرار گرفت ، افزودنیPCRاين ناحيه، برای بهينه کردن شرايط  GC Richدليل ويژگی 
PCR  شده شامل بتائين  تنظيم(1M) ،DMSO (10%)  و غلظت بالايی لز کلريد منيزيوم(4mM)  در حضور بافر

AMS و قسمتی از اينترون  ۱اگزون  )۱(رار گرفت قطعات تکثير شده شامل ، برای تکثير اين ناحيه مورد استفاده قI 
قطعه جهش یافته در  )۳(و ) Bساختار (است  EGFPبا ژن گزارشگز   frameکه بصورت  ۱اگزون  )A ()۲ساختار (

آميزی برای کلون نمودن بعدی اين قطعات  تکثير بهينه شده اين نواحی بطور موفقيت) Cساختار (جايگاه آغاز رونويسی 
DNA  درون وکتورpTZ .کلون درون وکتور بيانی يوکاريوتی مناسب  سپس سابpDB2  بالادست ژن گزارشگر

EGFP های  برای ارزيابی بيشتر اين ناحيه بعد از ترانسفکت نومدن درون سلولCHO ،P19 بنيادی  های و سلول
فعاليت . بدون پروموتر، هضم آنزيمی انجام شد pDB2برای ساخت يک وکتور . انجام شد (mESCs)موشی 

ها نشان داد که قطعه تکثير شده  داده. با استفاده از آناليز فلوسايتومتری ارزيابی شد CHOهای  پروموتری در سلول
را  CMVتر از پروموتر  برابر ضعيف ۱۲ا دارد و فعاليتی ارزيابی شد عملکرد پروموتری ر CHOهای  هنگاميکه در سلول

 P19فعاليت پروموتری بيشتری را نشان داد و برای ترانسفکت درون  Cدر ميان ساختارهای مختلف، ساختار . نشان داد
در  PEPبه دليل بيان کم . فعاليت پروموتری با استفاده از ميکروسکوپ فلورسنت اسکن شد. انتخاب شد mESCو 
نوروژنز در اين دودمان سلولی پايدار تحت تأثير . تهيه شد Cهای سلولی، دودمان یلولی پايدار برای ساختار  ن دودماناي

و  RAبا استفاده از  EGFPاندوژنز و گزارشگر  PEPبيان . انجام شد Nogginو  Dاسيد، ويتامين  رتينوئيک
Noggin  اما بعد از مواجهه با ويتامينِ  کاهش داشت. افزايش يافت ۱۴و  ۶در روز. Noggin  بعنوان يک فاکتور

 ۱۴را در روز  PEPبيان ژن  Nogginمواجهه با . مورد نياز برای نوروژنز مستقل از رتينوئيک اسيد استفاده شد



  

ژنز تحت تأثير رتينوئيک اسيد بطور روز اول نورو PEP ۶بطورچشمگيری افزايش داد که نشان داد که افزايش بيان ژن 
تحت  Neurosphereتا Precursor cell از مرحله تشکيل  PEPچشمگيری اتفاق ميافتد و افزايش بيان ژن 

  .زايی است تأثير روند عصب

 ،های پيش ساز عصب سلول ،نوروژنز ، پراگزيمال، ديستال،   PEP، EGFP ،پروموتر: کليدی کلمات
Neurosphere ،ويتامين ،گليال ،نورون D، Noggin.  
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  ۴۳  ..................................................................................................................................................  انبوه کشت -۲-۱-۱۷- ۲

  ۴۳  ........................................................................................................................  باکتري از وکتور استخراج -۲-۱-۱۸- ۲

۲ -۲-۱-۱۹- FREEZE-STOCK  ..........................................................................................................................  ۴۳  

  ۴۴  .............................................................................................................................................   آنزيمي هضم -۲-۱-۲۰- ۲

  ۴۴  ...........................................................................................................................................  ژل از استخراج -۲-۱-۲۱- ۲

 ۴۵  ...................................................................................................................................اتانول با دهي رسوب -۲-۱-۲۲- ۲

 REAL TIME PCR  .....................................................................................  ۴۵ براي نياز مورد مواد -۲-۱-۲۳- ۲

  ۴۵  .......................................................................................................................................................  سلولي بخش -۲-۲- ۲

  HAM’S F12  ..................................................................................................................  ۴۶ کشت محيط - ۲-۲-۱- ۲



 ن 
  

  صفحه                                                                                                             عنوان                        

  

  DMEM  .............................................................................................................................  ۴۶ کشت محيط - ۲-۲-۲- ۲

  ۴۷  .......................................................................................................یفيبروبلاست هاي سلول کشت محيط - ۲-۲-۳- ۲

  ۴۷  ........................................................  جنيني بنيادي هاي سلول یبرا COMPLETE کشت محيط - ۲-۲-۴- ۲

  ۴۸  ........................................................................................  مکمل و NEUROBASAL تکش محيط - ۲-۲-۵- ۲

۲ -۲-۲-۶ - EGTA  .........................................................................................................................................................  ۴۸  

۲ -۲-۲-۷ - PBS ۴۹  ..................................................................................................................ها سلول یشستشو براي  

۲ -۲-۲-۹ - PBS ۴۹  ...............................................................................................................................  آميزي رنگ براي  

  ۴۹  ................................................................................................................................................  بيوتيک آنتي -۲-۲-۱۰- ۲

 ۵۰  ................................................................................................................................................  ها تکنيک و ها روش -۳- ۲

  ۵۰  ...................................................................................................................................................  مولکولي بخش -۳-۱- ۲

 ۵۰  ..............................................................................................................................  بيوانفورماتيکي مطالعات - ۳-۱-۱- ۲

  ۵۰  .............................................................................................................................بافت از DNA استخراج - ۳-۱-۲- ۲

  PCR  ...............................................................................................................................................  ۵۱ تکنيک - ۳-۱-۳- ۲

  ۵۴  .............................................................................................................................  پروموتري ي ناحيه تکثير - ۳-۱-۴- ۲

۲ -۳-۱-۵ - T\A ۵۵  ....................................................................................................................................................  کلون  

  ۵۷  ............................................................................................................................................  ترانسفورماسيون - ۳-۱-۶- ۲

  ۵۷  ......................................................................................................................  آبي/سفيد غربالگري و کشت - ۳-۱-۷- ۲

۲ -۳-۱-۸ - COLONY INSERT CHECK  ...................................................................................................  ۵۸  

  ۵۸  .....................................................................................................................................................  انبوه کشت - ۳-۱-۹- ۲

  ۵۸  .....................................................................................................................  باکتري از پلازميد استخراج -۳-۱-۱۰- ۲

  ۵۹  ...............................................................................................................................................  آنزيمي هضم -۳-۱-۱۱- ۲



 س 
  

  صفحه             عنوان                                                                                                                        

  

  PDB2..............................................................................  ۶۱ وکتور در یپروموتر قطعات نمودن کلون -۳-۱-۱۲- ۲

  ۶۳  .......................................................................................................................................................  سلولي بخش -۳-۲- ۲

  PEP PROMOTER  .............................................................................  ۶۳ یپروموتر فعاليت یررسب - ۳-۲-۱- ۲

  P19  ...................................................................................................................  ۶۳ و CHO سلولهاي ذوب - ۳-۲-۲- ۲

  ۶۳  ..............................................................................................  ترانسفکشن جهت سلولي شمارش و پاساژ - ۳-۲-۳- ۲

  ۶۵  ....................................................................................................................................................  ترانسفکشن - ۳-۲-۴- ۲

  ۶۶  ........................................................................  فيبروبلاستي سلول و RB1 جنيني بنيادي هاي سلول - ۳-۲-۵- ۲

  ۶۶  .................................................................................................................  جنيني بنيادي هاي سلول پاساژ - ۳-۲-۶- ۲

  ۶۷  ......................................................................  فيبروبلاستي هاي سلول از بنيادي هاي سلول جداسازي - ۳-۲-۷- ۲

  ۶۷  ......................................................................................  ترانسفکش انجام یبرا RB1 یها سلول کشت - ۳-۲-۸- ۲

  ۶۸  ................................................................................................................................پايدار سلولي رده توليد - ۳-۲-۹- ۲

  ۶۹  ...........................................................................................................  پايدار هاي سلول از ژنوم استخراج -۳-۲-۱۰- ۲

  ۷۰  .............................................................................................................  نوروژنز یط ها سلول تمايز مسير -۳-۲-۱۱- ۲

  RNA.......................................................................................  ۷۰استخراج جهت ها نمونه سازي آماده -۳-۲-۱۲- ۲

  ۷۱  ...................................................................................................................................................  مولکولي بخش -۳-۳- ۲

  ۷۱  ........................................................................................................................  پروتئين و RNA استخراج - ۳-۳-۱- ۲

  ۷۲  .................................................  اسپکتروفتومتري روش به RNA و DNA غلظت و کيفيت تعيين - ۳-۳-۲- ۲

  I DNASE  ...................................................................................................................................  ۷۳ با تيمار - ۳-۳-۳- ۲

  ۷۴  ................................................................................................................  ھاCDNA کيفيت کردن چک - ۳-۳-۵- ۲

  REAL-TIME PCR  .............................................................................................................  ۷۴ تکنيک - ۳-۳-۶- ۲

  SYBR-GREEN I(  .............................................................................................  ۷۵( اينترکاله رنگ -۱- ۳-۳-۶- ۲
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  صفحه                                               عنوان                                                                                      

  

  MELTING  ............................................................................................................................  ۷۷ نمودار -۲- ۳-۳-۶- ۲

  REAL TIME PCR  ...........................................  ۷۸ در استفاده مورد پرايمرهاي کارايي تعيين -۳- ۳-۳-۶- ۲

  REAL-TIME PCR  ......................................................................................  ۸۰ دستگاه تنظيمات -۴- ۳-۳-۶- ۲

  ۸۰  ....................................................................................................................................  زمان و دما تنظيم -۵- ۳-۳-۶- ۲

  REAL TIME PCR  ....................................................................................  ۸۱ تکنيک انجام روش -۷- ۳-۳-۶- ۲

  

  نتايج و مشاهدات: فصل سوم

  ۸۴  ........................................................................................................................................................  مولکولي بخش -۱- ۳

  ۸۴  ...................................................................................................................................  بيوانفورماتيکي مطالعات -۱-۱- ۳

۳ -۱-۱-۱ - GENOMATIX  ....................................................................................................................................  ۸۴  

۳ -۱-۱-۲ - CPG FINDER......................................................................................................................................  ۸۶  

  GC-PLOT  ...............................................................................................  ۸۶ و GENETYX افزار نرم - ۱-۱-۳- ۳

  ۸۷  .............................................................................................................................  شده بيني پيش توالي تکثير -۱-۲- ۳

۳ -۱-۳- T/A ،و غربالگري و ترانسفورماسيون کلون INSERT CHECK PCR  ........................................  ۸۹  

  ۹۲  ...................................................................................................................................................وکتور استخراج -۱-۴- ۳

  ۹۳  .......................................................................................................................................................آنزيمي هضم -۱-۵- ۳

  ۹۴  ......................................................................................................  آنزيمي هضم با وکتور از توالي جداسازي -۱-۶- ۳

  PDB2  ............................................................................................  ۹۵ بياني وکتور در پروموتري توالي الحاق -۱-۷- ۳

 ۹۵  ............................................................................................................................................................  سلولي بخش -۲- ۳

 ۹۵  ..............................................................................  شده ترانسفکت CHO هاي سلول یفلوسايتومتر نتايج -۲-۱- ۳

 MESC......................................................................................  ۹۶ و P19 هاي سلول درون ترانسفکت نتايج -۲-۲- ۳
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 ۹۸  ............................................................................................................  پايدار MESC سلولي رده تهيه نتايج -۲-۳- ۳

 RA.........................................................................................  ۹۹و  NOGGINتحت تيمار  عصب به تمايز -۲-۴- ۳

  D  .......................................................................................................................................  ۱۰۱ ويتامين تيمار - ۲-۴-۱- ۳

  

  گيری بحث و نتيجه: فصل چهارم

 ۱۰۳  .......................................................................................................................................................................  بحث -۱- ۴

  ۱۰۴  ...........................................................................................................................................  یمولکول بخش نتايج -۲- ۴

  ۱۰۴  .............................................................................................................................................................  پروموتر -۲-۱- ۴

  ۱۰۵  ................................................................................................................................................  پروموتر مطالعه -۲-۲- ۴

  NOGGIN  ............................................................................................................  ۱۰۷اسيد و  رتينوئيک تيمار -۲-۳- ۴

  D  ..........................................................................................................................................  ۱۰۸ويتامين با تيمار -۲-۴- ۴

  ۱۰۹  ..................................................................................................................................................  یکل یگير نتيجه -۳- ۴

  ۱۱۰  ............................................................................................................................................................  پيشنهادات -۴- ۴

  

  ۱۱۲  .................................................................................................................................................................................  منابع
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  ها فهرست شکل

  صفحه                                                                                                              عنوان                       
  

   DNA  ........................................................................................................  ۳موقعيت پروموتر در دو رشته  -۱ -۱شکل 
  ۱۰  ................................  يدالگوي بيان مارکرهاي مختلف عصبي در غلظت هاي مختلف رتينوئيک اس -۲ -۱شکل
  RXR  ......................................................................................................  ۱۲و  VDRهترودايمريزاسيون  -۳ -۱شکل 
  ۱۳  ..........................................................................  ..........در سيستم عصبي Dمسير عملکردي ويتامين  -۴ -۱شکل 
  ۱۵  ....................................................................................................................  دیهاي بنيا سلول بندي درجه -۵-۱شکل 
  ۲۱  ...................................................  هاي بنيادي جنيني و چندخاصيتي موش منشا پيدايش رده سلول -۶-۱شکل 
  EB(  .............................................................................................  ۲۷(اي اجسام شبه روياني  ساختار توده -۷-۱شكل 
  pTZ57R/T.........................................................................................  ۳۴نقشه ژنتيکي وکتور کلونينگ  -۱-۲شکل 
   pDB2...........................................................................................................  ۳۵نقشه ژنتيکي وکتور بياني  -۲-۲شکل 
  ۳۸  ...............................................................................................................................  ساختار اتيديوم برومايد -۳-۲شكل 
  ۵۵  ...................................................  موشی PEP سه توالی تکثير شده از پروموتر پيشنهادی برای ژن -۴-۲شکل 
  pTZ57R/T  .............................................................................................................................  ۵۶الحاق در  -۵-۲شکل 
  PEP  .....................................  ۶۱ با  توالي پروموتري ژن CMV نماي شماتيک از جايگزيني پروموتر - ۶-۲شکل
  ۶۵  ...................................................................................................................................................  شلام شمار -۷-۲شکل 
  ۷۰  ......................................................................................  هاي بنيادي جنيني به عصب مسير تمايز سلول - ۸-۲شکل
  SYBR Green  ........................................................................................................................  ۷۶ ساختار  -۹-۲شکل 
  PCR(  .........  ۷۶(اي پليمراز طي واکنش زنجيره DNA با مولکول SYBR Green اتصال رنگ -۱۰-۲شکل 

 Melting Curve  ...................................................................................................................................  ۷۷ -۱۱-۲شکل

  Real Time PCR  ................................................................  ۷۹ نمودار بدست آمده طي هر واکنش -۱۲-۲شکل 
  Real Time PCR  ............................................  ۷۹ منحني استاندارد بدست آمده طي هر واکنش -۱۳-۲کل ش

  PEP..........................................................................................  ۸۵ بيني ناحيه پروموتري ژن نتيجه پيش -۱-۳شکل 
  ۸۷  ...............................در پروموتر پيشنهادی CpG Island و موقعيت GCگراف مربوط به درصد  -۲-۳شکل 
  ۸۸  ...................................................................................  بينی شده های تکثير شده از پروموتر پيش توالی -۳-۳شکل 
  ۸۸  .........................................................................................................................................  سنتز مگاپرايمرها -۴-۳شکل 
  ۸۹  ............................................................................................................  های ترانسفورم شده کشت باکتری -۵-۳شکل 


