
  

  

  

  

   موشي به داخل 1 گيرنده فعال كننده پراكسيزومي نوع گاما cDNAانتقال

  سلولهاي فيبروبلاست گاوي و بررسي بيان درون سلولي آن به

  كمك پروتئين گزارشگر فلورسنت سبز 

  

  ، 4 ، سميه تنهايي3، ابوالقاسم اسماعيلي2، محمد حسين نصر اصفهاني2، كامران قائدي∗1ثريا قاسمي

   7 ، حسين بهاروند6 ، خديجه كربلايي5بيعي فرزانه ر

  

  دهيچك

 در pEGFP-C1در پلاسـميد بيـاني    مـوش cDNA  PPARγ1 بررسي جايگيريهدف از اين پژوهش، 

 . مـي باشـد  EGFP  فلورسـنتي سـبز  با استفاده از رد يابي ماركر) فيبروبلاست گاوي( هسته سلول مورد مطالعه 

فيبروبلاست گاوي، پس از  هاي  درون هسته سلولcDNA PPARγ1براي بررسي الگوي بيان و جهت گيري 

 µl 6  پلاســميد و µg 2,4هــا بــا   ســلولpEGFP-C1در پلاســميد بيــاني مناســب  تكثيــر و كلــون نمــودن آن

Lipofectamine 2000ماركر .  ترانسفكت شدندEGFPكه به صورت فيوز شده با cDNA  PPARγ1 بيان

هاي فيبروبلاست گاوي، پـروتئين حاصـله عمـدتا     با ترانسفكت نمودن سلول .شود، براي رد يابي استفاده شد     مي

 متـصل بـه      كلون گرديـده    موشي PPARγ1ژن    cDNAهمان طور كه انتظار مي رفت،       . وارد هسته ها گرديد   

هاي مورد مطالعه،  ه داخل هسته سلول با موفقيت بيان شده و پروتئين حاصله عمدتا ب فلورسنت سبزژن گزارشگر

ژن توان از پلاسميد نوتركيب حاصله براي مطالعـات بيـشتر جهـت بررسـي وظيفـه           بنابراين مي  .شده است وارد  

PPARγ1 بهره برد و اتصال EGFP  به PPARγ1 مانع از جهت يابي داخل سلولي PPARγ1نمي شود . 

  شن، فيبروبلاست، كلونينگ، ترانسفكPPARγ1 :يديواژگان كل
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�#( �� �	 . :��&�;$ �!
������ -�� �� �) 4/7$ ���!  ��	���#<= �	

������  >�$ 3�&�#( ?#�/$ ��	����� �� � ����� ���

�#( ���<� � �)�  �&�#( @�$ 3�	)2�����A( B�C� 3

����� 98� �D��� 
���� � �<�� E(�� . F�2�� PPARs 
G��! �� 	 � G(� :��H�$ 3?#�/$ ��	 �! I� �

�J�� ��	���%�& �$ >K�$ �� ��) .���%�&  � ���6L ��	
��) ���(�) ������ -�� ���! �H#�/$ I���( ��� .

-���M���(��� ���$ -�����& � �	 ���	 �	)N .( O�� �(
)α3δ/β� γ (PPAR ����) :���Q�$ 2� �=���� �� 3

G(� ��).���H�(� �!  9��$2A 2�  :M! R������  3
�) 4/7$�  3�� G(�PPARγ������� �� �����  

1γγ2,  G(�  .G��! �� 3RD -�� 5�$ ��  3�6� 3�!�S
�T�! 39) �� � ���2 R���$ �! U#V � ��#�  3�W$ 3�	

�$ R��! �<� R���$ �! ��#�(� �X�	�$  ��))Y3Z .( R��!
-��  R���$ �! @��! ���� � �!�S G��! �� R���� �� RD

� ���� � ��#� 3�6� �� 3[�! �� � '(��$ �\ �� IS�
�$ :��] B� R���$ �! �X�	�$  ����)Z3^ .( _�����

��) 4/7$  B� R��! ��Q� �! 3G(�PPARγ  �� �	
5�$ �W$ 
�#( � 5�$ -�Q �W$ �� 3`&�!  ����! ��	

�6K=� ���� ��[�! R��! )a .( 3-�X<	PPARγ �� �	 
���� 98� 3�	D������$ ���<� B�C� . -���b! 2� ���

�(��J���  G�&��� � 98� �(��! ���! �2��$� �� ���	
RD 
�Kc$ �$ ���! 3�	 RD R��<� R�#� 3���  �� �	

 R��<� G�H����� de( � U(�$ ����! ��	�����
RA 
�#( �! �	 G(� ��&�;$ ���! �C� �$ ��	 . 

5��  R��� ���� ���! �H#�/$ ��	DNA �! 

�#( R���  ��������� ��	)-7�H����� (�� ��Q��� .

 ���H�(� -7�H����� ��f�� ���! �� �H#�/$ ���$
�$ �$ 3���) ���� �( �! R��� : 3������� ��	�<�#�

��2�e�& B��8� ���� :��h � �	 ��� ��! .  
�����!�  2� ���H�(� �! -7�H����� 35�� -���

                                                 
2. Northern blot 
3. Neural stem cells (NSCs) 

 
�( �� ��! -�&�� �� G(� :�H�� B��#�+0iY '(�� 
Graham and van der Eb �) ?7� )i.( 2� ��� 

I��� -����j�$ ��2�e�& 2� ���H�(� -7�H����� �� �	�  
G(� .��2�e�&�$ k�7l ����� IS�� ���Q� �	 �)�!

 �! �����V � 3�&�#( k�7l ��6) :�bQ �T�! 2� ��
 � ���) ��l�� �&�#( k�7lDNA 
�#( R��� �! �� 

 3�&�#( �[�! G�(��\ >�&� �! 5�� -�� �� �� �	�
H����� ���!
�#( -7�  m��� ����! ��������� ��	

G(� .�$ �� -�� 2�  ���$ RD R��<� R�#� 2� d� R���

�#( �� ����) R��! ����� �� �C�  3��������� ��	

-7���e�& 5�� '(�� ��<� 
�#( ���� �� RA . 5��
 ��	�7$ � �!�� �� ���! ��� �������� ��	DNA ���� 

���� ��Q� 
�#( �! ����) .2� ���H�(� ��	��<(M� 
 ���$ �!�� �� >!�V ��	����$ �����pEGFP-C1 �! �� 

 ��(��#� ����$ -�)��EGFP �� �� RA �!�� R��$ 3
�) ���H�(� �2�( �$ ��n� R��$� 
�#( . -�� 2� o�	

 ��<(M� R��<� ���� 3"�8c�pEGFP-C1 >$�\ 
PPARγ1cDNA
�#( �!    ���! G(M!��6�� ��	

��Q ��c� �(��! �� ���� -�� 2� ��) R��! -�p��
G(� ��<(M�.  

  

   كارمواد و روش

  PPARγ1 / pEGFP-C1 پلاسميد نوتركيب -1

U�q���� ��<(M� 2� "�8c� -�� ��PPARγ1 / 

pEGFP-C1 ����� ���H�(� .d� �q :��] -��! 2� 
 �����PPARγ1 cDNA 5�� �! SOE-PCR53 �� �q

��! ����� ��f�� ��%7��$2A -�<	 . ��;V -�����  ��<(M

�#( �� R��! ���! U(�$ ����) R��!  ��������� ��	

2� d� �q ������ R�#q 2� R��<L� ���! �!�� �&��� 
 RA r�c] 9���� s�S��bS R��! ���� � 9bQ ��=

�H����� ���! ���$A-7����� ) t(.  
  

                                                 
4. Lipisome 
5. Splicing by overlap extention -PCR 
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������cDNA�� ��� ����	
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هاي فيبروبلاست گاو جهت   آماده سازي سلول-2

 انجام واكنش ترانسفكشن

  هاي فيبروبلاست  ذوب سلول)الف

�� ���!� 3�&�#( s�h ���!u�  I(M� T25 
>���(� 3^��) ��� G7� '�c$ ���& �#�$ )DMEM-

FCS 10%) (Gibco( ��	 ��2 � >���(� '���) �� 3
�) ��/�� . ���\ �� ��<f�� 
��� 3d� I<� �!


�#(  ���� G(M!��6�� ��	�� ��! RD����� I��� 2� 
-! �� � ���<� v��� ���$oC Yi ���� R��� �$��A �! 


�#( ��  G&�\ 2� �	��<f�� v��� ������� . ��� RA
 :����c$�� 
��� '�c$ ���\ I(M� �! )DMEM-

FCS 10%(�) ���� 
�8��� 3 . �<� �� I(M� �$��A �!

�#( �� ���� R���  ������ '�c$ ��<� �� G����� �	

)��� . w��(����$ ��2 �� I(M� ��	�7$ 2� d�
 ���� �! I(M� 3RA �� �&�#( F�2�� �(��! �

 ����!����oC Yi 3 ^ %CO2 G!�L� � 0^ %�) >8�$ .  
  

   پاساژ و شمارش سلولي جهت ترانسفكشن)ب

���� ��C$ �!�
�#( -7�H RA �	  ���� D�(�� �� �	 
�q �c� -��!  ����� cell/cm2i^11 2� ���� �	 �! 

G�#�  ��	NZ�) ���� 
�8��� ����  . 2� d�NZ 3G=�( 

�#(  �	i1 %�� �� 9�� ?����q  -7�H����� ���$A � 
���) . G��y� �<y
�#(  3�D�&����$ GbQ 2� �	

�(��! ���� w��(����$ ��2 ����&A ��= � ����� 
�����.  
  

 /PPARγ1cDNA  پلاسميد نوتركيبترانسفكشن -3

pEGFP-C1هاي   با روش ليپوفكشن به درون سلول

  فيبروبلاست گاو

� 2� d� G)nNZ
�#( G7� 2� G=�(   �� �	
9��  ��	NZ � ���� �! u���� R�) �� i1 % r;( 2�

�bz	�S -�$�����e�& 2� ���H�(� �! -7�H����� 3N111 
)Invitrogen (�) ��f�� .  

 -�$�����e�&  ><�&����(�N111 �	 ���! u	�S 
9�� 2�  ��	NZ��f�� ��2 5�� �! ���� ����� :  

 u��$�����e�& ���&����$ -N111 � NZ ���&����$ 
 
�#c$Opt-MEMI) Gibco(�	 ��2� �! 3u	�S  �! 

 � ���) {�#/$ B	^���) �!���� |��� ��$� �� �8�V�  .
Z/1 �������$ DNA 
�#c$ �! ���<(M� Opt-

MEMI Bf\ �! N^�) {�#/$ ���&����$  .
�#c$  ��	
 �#\�$+ � N� ��) {�#/$ B	 �! N1 ��$� �� �8�V� 

�!���� |��� 9��� �� ���) DNA >$�� -�$�����e�& � 
��) ��	 d�#e<� � DNA >��7� 3-�$�����e�& � 
��).��� RA
�#( �]�K��� '�c$   �  on\ �	


�#(  
�#c$ �! �	Opt-MEMI���) ���� �7��)  .
 
�#c$ on\ � �7��) 2� d�Opt-MEMI ���f$ 3

N^1 ���&����$ Opt-MEMI
�#( r;( ���   �	 �� �	
u	�S��y�  � ��) �^1 
�#c$ ���&����$ DNA} 

-�$�����e�&N111�	 �! u	�S  �) ��( � �) ������ 
���� �! � �$��A �! 
�#( �� ��  �! 3���7� ��� �	

 r;( ��<� �� �#e<( ~�� 2� ���H�(�u	�S 9/� 
��) . 2� d�a -7�H����� 
�#c$ R��(�!���� G=�( 


�#( �! 
�#( r;( 2� 
�#c$ -�� 3�	  � on\ �	 '�c$
�) ������ RA �! 
�#( �	 �]�K��� G7� .
�#(  �	

 :�$ �!Zt ����!���� �� G=�( oC Yi 3 CO2 ^ % �
 G!�L�0^ %����� ���V. 

  
  ها براي مشاهده  آماده سازي سلول-4


�#( '�c$ ���!� 
�#( � on\ �	 �! �	Y11 
 ���&����$PBS�) ���� �7��)  .
�#( de(  GbQ �	

������� �� G�6�� A ��	�&Z % :�$ �!N1 �� � �8�V� 
����� ���V |��� ��$�. 
�#c$ ��%�A  2� ����&�$������


�#( r;(  �! �7��) ��! �� � on\ �	PBS ��f�� 
�) .���� ?� 2� >$[ �#\�$ -���A ��  9�� ��	

 U�S �! � �) ��)���!(Merck) Entellan �[ ��� 

�#( 3R�) I7� 2� d� � �) ����6�S  �! �	

��$G(��#� w��(�� (Olympus BX5)  ��	�7$
���). 
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 نتايج
هاي   نتايج رديابي ماركر فلورسانتي در سلول

  فيبروبلاستي ترانسفكت شده

���<� ����(��#� R���$ �(��! �!  4/7$ �	

�#( 2� �<�� 2� 9�! �q ����� �	  � ��) GzH�����

����q �$ FL�( ��� 2� �� ��6( ��� . ��&�;$ -�� ��
�$ ��C��� ��q G� RD -���� ���V �! PPARγ1 RD � 

EGFP��q �!���� �� RA R���! 3�7���� U&�V u� ��  .
RA 2�  -�p���� ��$A ��b��� �� �q �QPPARγ1 ����$  

EGFP  ���� �! �Q�� �! � ���� ��Q�PPARγ1 
 �� �� �� ���	 ��p���� FV�� �� � 3������� �������

�$ 3������� -�� 2� ��) R��! -�p���� ���� ���<=  �! 
 G(�� �! >�&� 3RA �6( ��� �!���� I<� �! ���	
G(� RA �� ��) ���� ��;V � ��<(M� ���#<= R��!. 

"�8c� -�� ��
�#( 2� 3O�y�$ -�� �(��! ���!   ��	
����� ���H�(� ���� G(M!��6�� . ��) ��f�� :��&�;$

��� �! EGFP- mouse PPARγ1  �� 
�#(  ��	
3���� G(M!��6��  �� ��� R�7�����-�p���� -��  

  

  
هاي ترانسفكت  نتايج مشاهده شدن سلول: 1شكل شماره 

هاي  سلول . به عنوان نشانگرEGFP شده با استفاده از

 -pEGFP-C1فيبروبلاست گاوي ترانسفكت شده با پلاسميد 

PPARγ1دهنده  بز تر درشت وسط نشان، وجود ذرات س

.  در سلول استPPARγ1اي پروتئين  جايگاه هسته

  . نانومتر است100بزرگنمايي در اين جا 

 ���	 R��� �! �� RA r�c] s�6� GbQ �%����<�
�$ 5�$ d�Q 2� :��H�$ ��b&�#( �)�!.  ���$ �$� -��

GbQ � G�&��� R��! �!�7$ -�p���� r�c] �!�� 
PPARγ1 B���( �� �	 G(� R��������� �&�#( �

)>�) ���<) +.(  

  

  بحث 

 ��&�;$ -�� ��PPARγ1cDNA '(�� �q �)�$ 
G��� ���V ���H�(� ���$ ��! ������ R�#q �$ )t .( RD

PPARγ1 � ��)�� �!�S G��! �� ��[�! ����! R��! 
 ��	 
�#( ����\ 
�<=� B�C� ���� �� �<b$ 98�

�q �$ 
�<=� �!�S)0.(�! �q �f�A 2� �(��! ��C$ 
RD -�� u�D�&����� 98�3 PPARγ1cDNA :��K! 

 �%��7� RD G(� -���� �� �<�) �����( u�EGFP  
 ��b&�#( �! RA 
�8��� 2� d� B������$ ��! ����� ���V

 U�q���� -�p���� ��&�� � �����QEGFP - PPARγ1 
 ��&�;$ �! ��) ��f�� ����(��#� 2� ���H�(� �! ��\�� �!

���� :��j���! �� RA u�D�&� . �(��! ��C$ �! ��6&�
 ��&�;$ -�� �� ��) ��f�� ��<�) �����( ��A��q
 ��b&�#( >��� �! �#]�\ U�q���� ��<(M�

  ���� GbQ � ��) ���� 
�8��� ���� G(M!��6��
����� �!��2�� �#]�\ U�q���� -�p���� �&�#( >��� .

 
�6��! G(� ��$A m���� 9/! �� �q ��;��<	
��� ��b&�#( ��	 ���	 �6&�l ��qn$ �2�( -7zH��

 ��[�! R���$ �! �� d��(��#� �6( ��� ��) GzH�����
 R���$ �%���! �q ����<� FL�( B(M����( 2� ��7�! �

 9q���EGFP - PPARγ1 ��&�;$ ���$ ��b&�#( �� 
��! . 
�8��� �#6V ��$A G(�! m���� ���$ ��qn$ m����

 ��	 
�#( �� ��qn$ �2�( COS-1 ��$���e	 �  
��! �)�$)+1�++ .( ����( �2�( �q ��� R�7� m���� -��
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