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مقدمه
پراكسى زوم ها اندامك هاى تك غشايى با ماتريكس دانه اى هستند 
كه اولين بار در سال 1954 كشف شدند و ميكروبادى نام گرفتند، اما در 
سال 1965 فعاليت پراكسيداسيونى ميكروبادى ها شناسايى شد، لذا اين 

ساختار پراكسى زوم نام گرفت (1). پراكسى زوم بالغ اندامك كروى است 
كه در همه يوكاريوتها يافت مى شود و عملكرد آن پاك كردن سلول 
از مواد سمى مثل پراكسيدها است(2). تشخيص فعاليت پراكسى زوم 
توسط بيولوژيست بلژيكى به نام Deduve كشف شد(2). فعاليت هاى 
متابوليكى پراكسى زوم شامل اكسيداسيون اسيدهاى چرب بلند زنجيره، 
تجزيه پراكسيد هيدروژن، سنتز پلاسمالوژن ها، ايزوپرنوئيدها، متابوليسم 
پورين ها و پيريميدين ها و متانول مى باشد. اهميت عملكردى پراكسيزوم ها 
در بيمارى هاى ژنتيكى از قبيل سندرم زلوگر مشخص مى شود (3،4). 

Tet Off در سامانه  القايى EGFP موشى و PEP cDNA   ساخت حامل هاي بياني
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چكيده

   پراكسي زوم ها  يكى از اندامك هاى  سلول هاي يوكاريوتى هستند كه داراى وظايف گوناگونى مى باشند. يكى از پروتئين هاى ماتريكس 
پراكسى زوم به نام پروتئين پراكسى زومى (PEP) ناميده  مى شود كه در سال 2002 كلون گرديد. PEP واجد 209 اسيد آمينه است و به 
نظر مى رسد كه در تمايز بافت هاى جنين موش نقش دارد. از جمله خصوصيات اين پروتئين، افزايش بيان طى ميوژنز و تمايز مغز جنين 
موش مى باشد. براى تحقيق برروى نحوه ى عملكرد اين پروتئين بر  مكانيسم نوروژنز نياز بود كه بتوان در مراحل مختلف نوروژنز، اين ژن را 
خاموش يا روشن كرد و نتايج حاصل از تغيير در بيان آن را بررسى نمود. لذا در مطالعه حاضرPEP cDNA  را در سيستم بيانى يوكاريوتى  
سامانه القايى Tet off وارد نموديم تا بتوان  در آينده آن را به رده سلولى بنيادى ترانسفكت نماييم و بيان بيش از حدآن را توسط داكسى 
سيكلين يا تتراسيكلين با تنظيم سطح آنتى بيوتيك در سلول هاي بنيادي موشى بررسي نماييم. براي اين منظور نياز بود كه cDNA هدف 
تكثير شود و سپس به داخل حامل الحاق گردد. بنابراين در طراحي پرايمر وجود دو محل برش آنزيم محدودالاثر در ابتدا و انتهاي ژن  
همساز با حامل و همچنين توالي Kozak جهت بيان بيشتر پروتنين  PEPدرنظر گرفته شد و PEP cDNA تكثير گرديد. با تاثير آنزيم هاي 
محدودالاثر در دو انتهاي PEP cDNA نهايتا  قطعه برش يافته به داخل حامل pTRE2pur از سيستم بياني Tet off وارد شد. سيستم 
بيانيTet off يك سيستم بياني دوگانه مي باشد، به اين معنى كه واجد يك وكتور به نام Tet off است كه يك عنصر پروتئينى را توليد كرده 
كه به واسطه ى آنتى بيوتيك تتراسيكلين يا داكسى سيكلين بيان ژن را در وكتور دوم به نام pTRE2pur، روشن و خاموش مى كند. در اين 
 (pTRE2pur) را به سلول هدف ترانسفكت كرده و دودمان سلول پايدار ايجاد نمود و سپس وكتور دوم Tet off سيستم ابتدا بايد وكتور
كه حامل ژن است را به اين دودمان وارد نمود. براى اينكه به طور يقين پايدار بودن سلول به حامل Tet off را به اثبات برسانيم، علاوه بر 

ساخت  ,TRE2pur/PEP cDNA EGFP را بداخل حامل TRE2pur وارد نموده و سازه TRE2pur/EGFP را تهيه نموديم.
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مغلوب  اتوزومى  بيمارى هاى  از  گروه  يك  پراكسيزومى  بيمارى هاى 
شامل سندروم زلوگر، نئوناتال آدرنولوكو ديستروفى، بيمارى رفسام و
 Rhizomelic Chondro Dyplasia Punctata (RCDP)
مى باشند كه ناشى از نقص در عملكرد متابوليكى بيوسنتز پراكسى 
زوم،  پراكسى  در   DNA فقدان  به  عنايت  با   .(9-5) ميباشند  زوم 
ريبوزوم هاى  پلى  توسط  سيتوپلاسم  در  زومى  پراكسى  پروتئين هاى 
مى شوند  منتقل  زوم  پراكسى  پيش  به  سپس  و  مى شوند  ساخته  آزاد 
هدف  سيگنال  نوع  دو  زومى  پراكسى  پروتئين هاى  انتقال  براى   .(9)
و  تشخيص   مسئول  كه  دارد  وجود   (PTS) زومى  پراكسى  يابى 
مى باشد.  زوم  پراكسى  داخل  به  ماتريكس  پروتئين هاى  هدايت 
اسيد  سه  شامل   ،(PTS1) نوع 1  زومى  پراكسى  يابى  سيگنال هدف 
بيشتر  كربوكسى  انتهاى  در    (SKL) لوسين  و  ليزين   ، سرين  آمينه 
پراكسى  يابى  هدف  سيگنال   .(13 و   10،11،12) مى باشد  پروتئين ها 
ترادف  با  شكست  قابل  تايى   9 پپتيد  يك   ،(PTS2)  2 نوع  زومى 
چندين  آمينى  درانتهاى  كه  مى باشد   R/K,L/V/I,X5,H/Q,L/A

پروتئين مثل 3-كتواسيل –CoA تيولاز وجود دارد (14،15،16).
يكى از پروتئين هاى موجود در ماتريكس پراكسى زوم به نام پراكسى 
زومال پروتئين (PEP) ناميده مى شود. cDNA اين پروتئين در موش 
به وسيله Ferrer Martinez  در سال 2002 ميلادى كلون گرديد.  
اين پروتئين  از 209 اسيدآمينه تشكيل شده است كه شامل يك دم 
ترى پپتيدى  سرين ليزين و ايزولوسين (SKI) در انتهاى كربوكسى 
 PEP است. مطالعات نشان داده است كه ژن SKL مى باشد كه شبيه
در  هنگام تمايز بافت هاى مختلف جنين موش بيان متفاوتى دارد (17) 
.از جمله خصوصيات اين پروتئين ، افزايش بيان طى ميوژنز و تمايز 
مغز جنين موش است (17).  همچنين مطالعات اخير بر روى بيان ژن 
اين پروتئين نشان داد كه بيان آن به دنبال تيمار سلول هاى پيش ساز 
عصبى با رتينوئيك اسيد افزايش قابل ملاحظه اى مى يابد(18). از آنجا 
كه براى تحقيق برروى نحوه ى عمل اين پروتئين در  فرايند نوروژنز 
را  ژن  اين  بيان  عصبى،   تمايز  مختلف  مراحل  در  بتوان  كه  بود  نياز 
 PEP خاموش يا روشن و نتايج حاصل را بررسى كرد،  بر آن شديم كه
cDNA موشى را در سيستم بيانى يوكاريوتى Tet off وارد كرده تا 
تا  كرده  ترانسفكت  بنيادى  سلول هاى  رده  به  آتى  مطالعات  در  بتوان 
به وسيله داكسى سيكلين يا تتراسيكلين بيان را تحريك يا  متوقف و 
حتى با تنظيم سطح آنتى بيوتيك ميزان بيان را كنترل نماييم. سيستم 

بيانى يوكاريوتى Tet off يك سيستم شامل دو پلاسميد مى باشد، 
به اين معنى كه يك وكتور به نام Tet off كه عنصر پروتئينى را 
توليد مى كند كه اين پروتئين به واسطه ى آنتى بيوتيك تتراسيكلين يا 
داكسى سيكلين بيان ژن را در وكتور دوم به نام pTRE2pur روشن 
و خاموش مى كند. با اين سيستم مى توان ميزان بيان ژن را كنترل كرد 
(19). لذا با انتخاب ميزان غلظت آنتى بيوتيك در محيط كشت مى توان 
ميزان بيان را از صفر تا صد درصد تغيير داد. در اين سيستم ابتدا بايد 
وكتور Tet off  را به سلول هدف ترانسفكت كرده و سلول پايدار 
ايجاد نمود و سپس وكتور دوم (pTRE2pur) كه حامل ژن هدف 
است را به سلول پايدار شده وارد نمود. براى اينكه به طور يقين پايدار 
بودن سلول بنيادى به حامل Tet off را بتوان به اثبات برسانيم، علاوه 
بر ساخت cDNA ،TRE2pur/PEP پروتئين EGFP را بداخل 
را   TRE2pur/EGFP سازه  و  نموده  وارد   TRE2pur حامل 
ساختيم، بنابراين ابتدا اين سازه را به داخل سلول هاى پايدار ترانسفكت 
كرديم و با مشاهده رنگ فلورسانت ثابت كرديم كه حامل Tet off در 

ژنوم اين سلول ها وارد شده و پايدار است. 

مواد و روش ها
PEP cDNA جهت تكثير PCR طراحى پرايمر و

كليدى  نكته  دو  گرفتن  نظر  در  با  پرايمر  طراحى  تحقيق  اين  در    
  ،TRE2pur انجام گرفت، اول با عنايت به جايگاه هاى برشى حامل
   PEP cDNA فرا دست در    ،   (Forward) رفت  پرايمر  ساختار  در 
آنزيم  برش  جايگاه   (NCBI accession  No: NM_027402)
 PEP درپايين دست ، (Reverse) و در ساختار پرايمر برگشت NheI
cDNA جايگاه برش آنزيم ClaI درنظر گرفته شد. نكته دوم اينكه 
  PEP cDNA چون در اين تحقيق به بيان بالاى ژن نياز بود و ساختار
فاقدتوالى Kozak بود، در طراحى پرايمر در جايگاه برش بالا دست 
از جايگاهى استفاده شد (NheI) كه عملاً  اين توالى را در بالا دست 
ژن فراهم نمايد . در نهايت دو پرايمر Forward و Reverse به 
) Oligo 6.2 (www.biocenter.helsinki.fi/bi/ افزار  نرم  وسيله 
فناوران  ژن  شركت  بواسطه  و  طراحى   bare-1_html/oligos.htm
تهيه گرديد. توالى اين دو پرايمر عبارتند از: پرايمر Forward با توالى
كشى  خط  (ناحيه   5’agctagcatgcccccagggccgtgcgcc3’
شده مربوط به جايگاه برشى NheI) و پرايمر Reverse با توالى
 )’atcgattcatatcttgctgcggaggagacccccac3’5 ناحيه خط كشى 
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 PEP cDNA براى تكثير قطعه  .(ClaI شده مربوط به جايگاه برشى
بر پايه دستور العمل كيت  PCR (Cinnagen) به شرح ذيل انجام 
گرفت: دماى واسرشت 94 درجه سانتى گراد به مدت 1 دقيقه، دماى 
اتصال 60 درجه سانتى گراد و دماى تكثير 72 درجه سانتى گراد به 
مدت 120 ثانيه طى 25 دور PCR بود. در پايان، واكنش در دماى 72 
درجه به مدت 20 دقيقه خاتمه يافت. مواد مورد نيار جهت PCR شامل

pEGFP/EGFP-PEP  (20) به عنوان الگو با غلظت 50 نانوگرم در 
و 10   ميكروليتر  ميزان 5/2  به   10X PCR Buffer ميكروليتر،  هر 
 Smar ،به ميزان 2/0 ميكرو مولار dNTP ،پيكومولار از هر پرايمر
 dH2O به اندازه 25/1 واحد و مابقى واكنش taq polymerase
تا حجم نهايى 25 ميكروليتر اضافه گرديد. محصول PCR روى ژل 
 (Qiagen) آگارز %1 الكتروفورز شد و توسط كيت استخراج از ژل

خالص گرديد.

TRE2pur/PEP ساخت پلاسميد بيانى
   محصول تكثير و خالص شده قطعه PEP  ابتدا به درون حامل 
پايه  بر  الحاق  گرديد.  الحاق  و  ارسال     pTZ57RT (Fermentas)
استفاده از كيت الحاق (Fermentas) انجام پذيرفت. در مرحله بعد 
شوك  روش  به  حاصل  نوتركيب  پلاسميدهاى  حاوى  الحاق  محلول 
 (Invitrogen) Competent TOP10 باكتريهاى  درون  به  حرارتى 
پلاسميد   حاوى   كلنى هاى  برداشت  منظور  به  گرديدند.  ترانسفورم 
و   (Sigma) Xgal حاوى  كشت  محيط  در  غربالگرى  از  نوتركيب 
IPTG (Sigma) استفاده گرديد. لذا كلنى هاى  باكتريايى آبى رنگ 
رشد كرده بر روى محيط كشت فاقد پلاسميد نوتركيب و كلنى هاى  
بعد  مرحله  در  بودند.  نوتركيب  پلاسميد  حاوى  رنگ  سفيد  باكتريايى 
وجود  از  اطمينان  منظور  به  مجددا  رنگ  سفيد  كلنى  پنج  انتخاب  با 
پلاسميد نوتركيب آزمايش Colony PCR  با استفاده از پرايمرهاى 
اختصاصى PEP (ذكر شده در قسمت بالا) صورت پذيرفت. در نهايت 
دو كلنى مثبت حاوى پلاسميد نوتركيب براى اطمينان از عدم جهش 
طى فرآيند PCR براى تعيين توالى به شركت فزا پژوه ارسال گرديد. 
ضمناجهت تعيين توالى از دو پرايمر  M13 و T7 استفاده شد. بلافاصله 
پس از اطمينان از عدم جهش در توالى مورد نظر كلنى باكترى هاى 
حاوى پلاسميد نوتركيب در 10 ميلى ليتر محيط كشت مايع حاوى 
40 ميلى گرم درهر ميلى ليتر آمپى سيلين (سيگما)  كشت شبانه قرار 
Miniprep kit (Qia- گرفت. پلاسميدهاى تكثير يافته توسط كيت

از  پس    PEP cDNA قطعه  آنگاه   . گرديد  سازى  خالص   (gen
ClaI (Ta- ( (Fermentasتيمار پلاسميد نوتركيب با  آنزيم هاى
KaRa) NheI از حامل جدا و پس از الكتروفورز بر روى ژل آگارز 
%1 با استفاده از كيت استخراج از ژل (Qiagen) خالص گرديد. سپس 
 TRE2pur در جايگاه هاى مرتبط در پلاسميد  PEP  قطعه حامل
Clontech))  الحاق شد. نهايتا محصول الحاق در باكترى پذيرنده 
سويه TOP10 به وسيله روش شوك حرارتى ترانسفورم شده و  از 
ميان كلنى هاى رشد يافته، كلنى هاى واجد پلاسميد حاوى PEP با 
روش Colony PCR انتخاب گرديدند. كليه مراحل كار به صورت 

شمايى در شكل 1 نشان داده شده است. 

TRE2pur/EGFP ساخت پلاسميد بيانى
  (21)  pDB2 از پلاسميد EGFP قطعه حاوى نواحى كد كننده ژن
   BamHI (Fermentas) آنزيم هاى  بوسيله  برش  از  استفاده  با 
بعدى  ارزيابى هاى  مورد  و  گرديده  خارج   (Fermentas)  NheIو
 BamHI آنزيم  برشى  جايگاه  كه  است  ذكر  به  لازم  قرارگرفت. 
توسطKlenow fragment (Fermentas)   به صورت صاف درآمد و 
سپس مورد استفاده قرار گرفت. همچنين حامل TRE2pur نيز توسط دو 
آنزيم Fermentas) )  ClaI (TaKaRa), NheIبرش داده شد. جايگاه 
Cla I نيز توسط Klenow fragment به صورت صاف درآمد. با در 
نظر گرفتن غلظت هاى مولى مناسب، قطعه حاوى نواحى كد كننده ژن 
 TRE2pur به داخل پلاسميد (TaKaRa) بواسطه كيت الحاق EGFP
فرستاده شد. نهايتا ترانسفورم محصول الحاق در باكترى پذيرنده سويه 
TOP10 به وسيله روش شوك حرارتى انجام و  از ميان كلنى هاى رشد 
يافته، كلنى هاى واجد پلاسميد حاوى EGFP با پرايمرهاى اختصاصى  
و    Forward 5’atggtgagcaagggcgaggag3’ توالى هاى  با 
روش  توسط     'Reverse      5'attacttgtacagctcgtccatg3

Colony PCR انتخاب گرديدند.

القايى  سيستم  كارآيى  ارزيابى  و   CHO سلولهاى  ترانسفكشن 
 EGFP توسط

رده سلولي CHO از سازمان انتقال خون ايران تهيه گرديد. سلولهاي 
 FCS 10 حاوي Ham’s F12 (Sigma) در محيط كشت CHO
(Gibco)  %  در انكوباتور با CO2 %5 و دماي 37 درجه سانتي گراد 
و رطوبت %95 كشت داده شد. پس از مفروش شدن كف فلاسك، 
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سلول ها به كمك Try/EDTA (Gibco) جدا و پس ازشمارش سلولى، 
تعداد 104 ×14 سلول در هر خانه ى ديش هاى 12 خانه كه از قبل 
شد.  داده  كشت  بودند،  شده   (mm 24 × 24  لامل) گذارى  لامل 
پس از اينكه سلول ها %50-%60 كف ديش را پر كردند،  ابتدا محلول  
پلاسميد  از  ميكروليتر  هر  در  نانوگرم  حاوى1395   Opti-MEM I
محلول  ميكروليتر   250 و   پلاسميد)  (محلول   TRE2pur/EGFP
 Lipofectamine  حاوى 10 ميكروليتر Opti-MEM I Gibco))
از  پس  شد.  تهيه  ليپوفكتامين)  (محلول   2000 (Invitrogen)
انكوباسيون دو محلول در دماى اتاق به مدت 5 دقيقه، اين دو محلول 
با يكديگر مخلوط (محلول ترانسفكشن) و محلول حاصله به مدت 20 
دقيقه ديگر در دماى اتاق انكوبه شد. سپس محيط كشت سلول ها حذف 
 (Gibco I Opti-MEM) گرديد و سلول ها به آرامى با محيط كشت
فاقد سرم و آنتى بيوتيك شستشو داده شد. نهايتا محلول ترانسفكشن 
اضافه  خانه  هر  به   Opti-MEM I محيط  ليتر  ميلي  با 2  همراه 
درجه  انكوباتور 37  در  ساعت  مدت 5  به  محيط  اين  با  سلول ها  شد. 
آن  از  پس  شد.  داده  كشت   CO2 5% و رطوبت   95% ، گراد  سانتى 
محيط ترانسفكشن حذف و محيط كشت معمول سلول هاى CHO به 
هرخانه اضافه و سلول ها براى ادامه كشت به انكوباتور منتقل گرديدند. 
48 ساعت پس از ترانسفكشن، به منظور بررسى بيان ژن EGFP در 
سلول هاى ترانسفكت شده، اين سلول ها با محلول پارافرمالدئيد 4 درصد 
TRE2pur/ فيكس و جهت بررسي ميزان فعاليت سازه  (Sigma)
توسط  سبز  رنگ  فلورسانسى  ميزان    ،Tet off همراه  به   EGFP
گرفت.  قرار  بررسى  مورد   Olympus BX5 فلورسنت  ميكروسكوپ 
ضمنا جهت بررسى بيشتر  كارايى ترانسفكشن با دستگاه فلوسايتومتر 
FACSCalibur (Becton Dickinson)  اندازه گيري و اطلاعات 
بدست آمده با نرم افزار Cell Quest Pro آناليز گرديد به اين صورت 
براساس  نمونه  فلوسايتومتري،  آزمايش هاى  انجام  و  آغاز  از  پس  كه 
كنترل ترانسفكت نشده بررسي شد. در اين روش 104 سلول از هر نمونه 
بررسي گرديد، بطوريكه  ابتدا در نمودار نقطه اي FSC/SSC، جمعيت 
سلول CHO انتخاب و سپس بر اساس آن سلول هاي ترانسفكت شده 

براي رنگ سبز EGFP در كانال FL1 شناسايي و ارزيابي گرديدند.
نتايج

TRE2pur/PEP ساخت
همان طور كه در شكل 1 نشان داده شد، قطعه PEP cDNA  توسط 

پرايمرهاي طراحي شده تكثير گرديد (شكل 2). باند نمونه تكثير شده 
داراى اندازه bp644 بود. همچنين عدم وجود باندهاى ديگر نشان دهنده 
اختصاصى بودن واكنش  PCR بود. اين قطعه خالص گرديد  و به 
منظور  كلون سازى در حامل  pTZ57R/T الحاق شد. باكترى هاى

TOP10  ترانسفورم شده توسط محصول الحاق، برروى محيط كشت 
حاوى X-gal و آنتى بيوتيك آمپى سيلين كشت داده شدند. در شكل 
colony insert check  3 مربوط به پنج كلوني سفيد منفرد به عنوان 
نمونه مثبت به همراه يك كلوني آبي منفرد به عنوان كنترل منفي نشان 
داده شده است. در هر پنج كلوني سفيد باند 644 جفت بازي هدف ديده 
مي شود، از طرفي باند مذكور در كلوني منفي ديده نمي شود. از ميان 5 
 PEP cDNA حاوى  pTZ57R/T وكتور نوتركيب مذكور،   كلونى 
موجود در كلوني باكتريايى شماره 2 انتخاب و براي تعيين توالى ارسال 
 TRE2pur شد. پس از اطمينان از عدم جهش،  حامل مربوطه و حامل
توسط دو آنزيم محدودالاثر NheI و ClaI مورد هضم قرار گرفتند. شكل 
 PEP cDNA 4 مويد صحت هضم دو حامل مورد نظر ميباشد. در نهايت

موشى برش يافته در درون حامل pTRE2pur ساب كلون شد. 

TRE2pur/EGFP ساخت وكتورهاي بياني
  TRE2pur لازم بود تا وكتور Tet off به منظور ارزيابى عملكرد سازه 
حامل يك ژن نشانگر ساخته و بيان ژن نشانگر بررسى شود.  همانطور 
 EGFP واجد pDB2 5 مشاهده مي شود حامل A و B كه در شكل
با آنزيم BamHI و حامل TRE2pur با آنزيم Cla I برش داده 
شد. و انتهاي بريده شده هر قطعه به وسيله Klenow fragment به 
 NheI 5 بريده شدن دو حامل با آنزيم Cصورت صاف در آمد. شكل
نهايت  در  مي دهد.  نشان  را   pDB2 حامل  از   EGFP شدن  جدا  و 
EGFP به داخل TRE2pur وارد شد.  پس از غربالگرى كلونى هاى 
مثبت باكتريايى، سازه جديد TRE2pur/EGFP تكثير و مورد استفاده 

قرار گرفت.

و   Tet off ترانسفكشن   بدنبال   cDNA EGFP بيان  بررسى 
 CHO در سلولهاى TRE2pur/EGFP

 TRE2pur/EGFp براي اطمينان از عملكرد سازه لازم بود كه سازه
همزمان با Tet off به سلول CHO ترانسفكت گردد و عملكرد سازه 
بررسي  فلورسانس  سبز  رنگ  توليد  با   TRE2pur/EGFP نوتركيب 
ميزان  ترانسفكشن،  مراحل  انجام  از  ساعت   48 گذشت  از  بعد  شود. 
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دستگاه  با   Tet off همراه  به   TRE2pur/EGFP سازه  فعاليت 
نرم  با  نتايج  آناليز  از  پس  (شكل 6).  شد  گيري  اندازه  فلوسايتومتري 
افزار Cell Quest همانطور كه درشكل مشاهده مي شود يك كلوني 

CHO فاقد سازه نوتركيب به عنوان كنترل منفي انتخاب گرديد.
در اين تحقيق به نتايج فلوساتيومتري به تنهايي بسنده نشد و براي 
اطمينان بيشتر قبل از انجام فلوسايتومتري مقداري از هر نمونه براي 
بررسي با ميكروسكوپ فلورسانس انتخاب و رنگ سبز سلول هاي مثبت 

شكل 2: محصول نمايان سازي شده روي ژل آگارز PEPcDNA موشي 
حامل  در  شده  كلون  موشي   PCR . PEP cDNA توسط  شده  تكثير 
pEGFP-C1 توسط پرايمرهاي اختصاصي تكثير شد. كل محصول روي 
ژل آگارز نمايان سازي گرديد و از روي ژل خالص سازي شد. در شكل باند 
644 جفت بازي بين دو باند 500تا 1000جفت بازي در بالاتر از باند 600 

نمايان است.

ــاخت حامل بياني TRE2pur/PEP. به  ــماى مراحل س شـكل1: ش
ــده در حامل  ــطه پرايمرهاي اختصاصي، PEP cDNA كلون ش واس
ــپس PEP cDNA تكيثر شده از ژل  ــد.  س pEGFP-C1 تكثير ش
ــد. بعداز توالي يابي و حصول  ــتخراج به داخل حاملT/A كلون گردي اس
ــده و  ــش، cDNA هدف از حامل T/A جدا ش ــان از عدم جه اطمين
ــت. از طرف ديگر  ــم Nhe I و Cla I  قرار گرف ــم دو آنزي ــورد هض م
 PEP نيز با دو آنزيم مذكور برش خورده ، در نهايت TRE2pur حامل

cDNA به داخل حامل TRE2pur الحاق گرديد.
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كه حاصل فعاليت EGFP در حامل TRE2pur بود، مشاهده گرديد. 
 TRE2pur/EGFP حاوى   CHO رنگ  سبز  سلولهاي   7 شكل  در 

نشان داده شده اند.

بحث
يوكاريوتي  ژن  بيان  القائي  سيستم  يك   Tet off بياني  سيستم     
است. Gossen و Bujard در مورد افزايش سطح بيان ژن در اين 
سيستم شرح كاملي داده اند. دراين سيستم وقتي كه در محيط كشت، 

شكل Colony insert check :3 پنج كلوني واجد سازه نوتركيب pTZ57RT/PEP. محصول الحاق PEP cDNA موشي با حامل pTZ57RT به باكتري 
TOP10ترانسفورم شد و در محيط كشت X-gal كشت داده شد. براي اطمينان از حصول نتيجه پنج كلوني سفيد منفرد به عنوان نمونه مثبت به همراه يك كلوني 
آبي منفرد به عنوان كنترل منفي براي Colony insert check شد، كه هر پنچ كلوني مثبت باند مورد نظر(bp644) را نشان داد و كلوني منفي نيز باند مذكور 

را نشان نداد. * از پائين به بالا نمايان گر 500 و 1000 جفت باز 

ــم pTZ57RT/PEP با دو آنزيم مذكور. همان طور كه  ــكل A: هض ــم pTZA57rt/PEP و pTRE2pur با آنزيم هاي NheI و ClaI. ش شـكل 4: هض
مشخص است باند 2886 جفت بازي pTZ57RT از باند644جفت بازي PEP كاملا جدا شده است. باندهاي حاصل از برش غير اختصاصي دو آنزيم در شكل 

نمايان مي باشد. شكل B: هضم pTRE2pur با دو آنزيم مذكور. باند 5080 جفت بازي حاصل از برش كاملا مشخص است. * برش هاي غير اختصاصي
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تتراسيكلين يا داكسي سيكلين وجود داشته باشد بيان متوقف مي شود 
(19). در مقايسه، در سيستم بياني Tet on در صورت حضور يكى از  
 Tet off اين دو آنتي بيوتيك بيان فعال مى گردد. در سيستم  القائي
بيان به شدت تحت كنترل غلظت آنتي بيوتيك است. در مقايسه با ديگر 
سيستم هاي بياني كه سطح بيان در آنها براحتي قابل حصول نيست، در 

اين سيستم حداكثر سطح بيان قابل توجه مي باشد زيرا در اين سيستم 
از پروموتور سيتومگالوويروس (CMV) استفاده شده است (19). 

   پروتئين منع كننده teT (RteT) مهاركننده ي منفي ژن مقاومت 
وسيله  به   cT حضور  عدم  صورت  در   RteT است.  تتراسيكلين  به 
اتصال به توالي  Tetدر اپراتور (TetO) رونويسي اين ژن را بلوك 

ــه با حامل  ــكل A: هضم pDB2 با آنزيم محدودالاثر BamHI. باند 5047 جفت بازي حاصل از برش در مقايس شـكل 5: هضم pDB2 و pTRE2pur. ش
ــكل B: هضم pTRE2pur با آنزيم محدودالاثر ClaI. باند 5100 جفت بازي pTRE2pur خطي حاصل از برش در  ــت. ش ــخيص اس برش نخورده قابل تش
شكل مشخص است. شكل C: دو حامل بريده شده در مرحله قبل به طور جداگانه با آنزيم NheI برش داده شد. با هضم pDB2 ژن 717 جفت بازي كد كننده 

EGFP از حامل حامل جدا گرديد (پيكان).  

ــدهTRE2pur/EGFP و سلول هاي ترانسفكت نشده. نمودار  شـكل 6: نمودار نقطه اي سلول هاي CHO ترانسفكت ش
سمت چپ سلول هاي ترانسفكت نشده و نمودار سمت راست سلول هاي ترانسفكت شده پس از انجام فلو سيتومترى مى باشد.
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صحيح سيستم بياني Tet off حامل EGFP بدون حضور داكسي سيكلين يا تتراسيكلين است. بار برابر با 1 ميلى متر است.

مي كند. TetR و TetO اساس تنظيم و القاء مورد استفاده براي 
سيستم هاي آزمايشي پستانداران هستند. اولين تركيب اصلي سيستم 
Tet پروتئين تنظيمي است كه مبتني برTetR  است. دامنه تغيير 
يافته فاكتور منع كننده رونويسي TetR ويروس VP16 به فعال كننده 
 tTA عنوان  به  هيبريد  پروتئين  نتيجه  در  شده  متصل  رونويسي 
شناخته   (Tetracycline- controlled transactivator)
مي شود. tTA كدون تنظيمي پلاسميد القائي pTet off است. اين 
پلاسميد داراي ژن مقاومت به نئومايسين براي غربالگري سلول هاي 
پلاسميدهاي  اصلي  تركيب  دومين  است.  پايدار  شده  ترانسفكت 
يا تتراسيكلين  به  واكنش  عنصر  آن،  درون  ژن  كنترل  براي  القايي 

TRE (Tetracycline – response element) است. دو سري حامل 
از سيستم Tet وجود دارند. در اين تحقيق از سري pTRE استفاده 
 Tetracycline توالي  بازي  جفت  تكرار 42  هفت  شامل  كه  شد 
TetO (operator) مي باشد كه اندكي قبل از آن در بالا دست 
پروموتر كوچك شده CMV (PminCMV) قرار داده شده است 
كه در حقيقت يك عنصر فعال  كننده رونويسي است و در نزديكي 
پروموتر CMV عادي قرار دارد و در حامل مذكور حذف شده است 

در نتيجه از نشت رونويسي ژن جلوگيري مي شود (19).
  همان طور كه بيان شد اين سيستم داراي دو حامل است حامل اول 
كه نام سيستم از آن گرفته شده است و Tet off ناميده مى شود. اين 

حامل به درون سلول هدف ترانسفكت شده و در سلول پايدار مي شود. 
اين حامل مسئوليت ساخت پروتئين tTA را بر عهده دارد. حامل دوم 
كه واجد ژن هدف است حامل TRE است كه با توجه به نوع مقاومت 
به آنتي بيوتيك نام گذاري مي شود و ژن هدف نيز در آن كلون ميگردد، 
بعد از پايدار شدن حامل اول در سلول به درون آن ترانسفكت خواهد 
شد. بنابراين با وجود پروتئين tTA مي توان با استفاده از آنتي بيوتيك 
تتراسيكلين (Tc) يا داكسي سيكلين (Dox) بيان را كنترل كرد. همان 
طور كه از شكل مذكور بر مي آيد tTA نسبت به توالي TRE گرايش 
دارد لذا به آن متصل مي شود و باعث آغاز بيان خواهد شد. آنتي بيوتيك 
 tTA گرايش  لذا  شده  متصل   tTA از  ناحيه اي  به   Dox يا   Tc
شد.  خواهد  متوقف  بيان  شده،  جدا  آن  از   و  رفته  بين  از   TRE به 
cDNA ژن هدف در حامل TRE بلافاصله بعد از پروموتر كوچك 

شده CMV قرار دارد (19).
   به نظر مى رسد كه توقف بيان PEP cDNA و يا بيان بيش از حد 
آن مي تواند در نوروژنز سلول ها  نقش به سزايى داشته باشد (17) كه 
با ساخت اين سازه و روشن و خاموش كردن ژن و همچنين افزايش 
بيان PEP ، تاثيرات آن را در نوروژنز، در مطالعات آينده بررسى نمود 
. همانطور كه مى دانيم اين ژن به طور طبيعى در خود سلول وجود دارد 
و طى نوروژنز بيان آن افزايش مى يابد، لذا با اين سازه مى توان تاثيرات 
بيان بيش از حد ژن را در نوروژنز بررسى نمود. بنابراين سازه ساخته شده 
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مذكور قابليت بررسى هاى بيشتر را در مطالعات بعدى داشته و مى تواند 
مورد استفاده قرار گيرد.
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