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چکیده

اي در درون سلول دارد که می توان به            موشی عملکردهاي  گسترده     γ1گیرنده فعال کننده پراکسی زومی نوع     

تنظیم رشد و نمو سلولی، تنظیم پاسخ هاي ایمنی و تعادل انرژي و تنظیم مکانیسم تمایز سلولی در سلولهاي بنیادي                    

در   موشی    γ1گیرنده فعال کننده پراکسی زومی نوع        cDNAهدف از پژوهش حاضر، کلون نمودن        .  اشاره نمود 

است تا بتوان در مطالعات بعدي با انتقال آن به درون سلولهاي بنیادي، مکانیسم و روند                   EGFP-C1وکتور بیانی 

مربوطه تهیه    cDNAکل سلول از بافت چربی  موش بالغ،            RNAپس از استخراج    .  تمایز سلولی را مطالعه کنیم    

PPARγ1    تکثیر    شد و با استفاده از پرایمرهاي اختصاصی       cDNA   صورت گرفت  .PEP cDNA    تکثیر شده

با محصول اتصال     One Shot TOP 10هاي  باکتري.  قرار گرفت   EGFP-C1پس از هضم آنزیمی در پلاسمید       

هاي مثبت حاوي پلاسمید نوترکیب با       ترانسفورم گردیدند و پس ازکشت  کلونی        cDNA  PPARγ1پلاسمید و 

. هاي هضم آنزیمی، تعیین توالی انجام شد         وسیله آزمایش   پس از تأیید به   .  انتخاب و تکثیر گردیدند     PCRآزمون  

PPARγ1نتایج هضم آنزیمی و تعیین توالی اثبات کرد که قطعه تکثیر و کلون شده همان             cDNA   است  .cDNA 

.جفت باز است 1428این ژن شامل 

موشی، حامل بیانی، کلون سازي γ1گیرنده فعال کننده پراکسی زومی نوع : هاي کلیدي واژه
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مقدمه

، )PPARs(تکثیر پراکسیزوم   هاي فعال کننده  گیرنده

اي، شامل   هاي هورمونی هسته    گروهی از گیرنده    

هستند،    γ(PPARوα،δ/β(نوع ایزوتایپ مختلف    سه

نقش ).  7(که عملکرد آنها در سطح رونویسی است         

ها در ارتباط با سوخت و ساز            اصلی این گیرنده   

و تمایز   )  کربوهیدرات، چربی و پروتئین      (سلولی   

، نقش مهمی   PPARγهمچنین  ).  1و7(سلولی است   

، )insulin sensitivity(در حساسیت به انسولین       

، و تنظیم   (tissue homeostasis)همئوستازي بافتی 

از طرفی  ).  18(داردعملکردهاي سلولی و تمایزبرعهده   

هاي تمایز سلول دیگر، این پروتئین، تنظیم کنندة اصلی     

لوکوس ژن کد کننده این پروتئین در        ).  3(چربی است 

   3بر روي کروموزوم شماره          25منطقه ژنی     انسان،  

(3P25)  )OMIM 601487(    است ،)و دو  )  9

، در انسان و       PPARγ2وPPARγ1ایزوفرم آن،     

).4(موش شناخته شده است 

PPARγ                  ها، در انسان و موش، توسط

و )  Thiazolidinediones(ها      تیازولیدیندیون

).  16و  14،  12،  6،  4(شوند  ، فعال می  Jپروستاگلاندین

 Northern(نورترن بلات     از آزمایش  با استفاده  

blot  (   است که   ،  مشخص شدهPPARγ    هاي موشی

چربی، کبد، کلیه و قلب به میزان زیاد و در           در  بافت  

شش، بیضه ها، مغز، ماهیچه اسکلتی به میزان کمی             

ژن در انسان در     بیان این ).   21و  17(شوندبیان می 

بافت چربی و روده بزرگ  به میزان بالا، در کبد، کلیه             

و روده کوچک در حد متوسط و در ماهیچه به میزان             

اخیرا مشخص   ).  17و      4(گیردکم صورت می     

ها در مغز      PPARγاست، با وجود بیان کم         شده

هاي بنیادي  بالغ، در مغز جنین موش و سلول         موش

همچنین، ).   18(بیان بالایی دارد      )  NSCs(عصبی

PPARγ         ها در تنظیم تمایز ماکروفاژها، نقش دارند .

ترکیبات  طبیعی و ساختگی با تأثیرات مشابه                 

(Agonists) PPARγ       با بازداشتن چندین عملکرد

که مهمترین    -مربوط به فعالیت  سلولهاي میکروگلیال     

  -جمعیت ماکروفاژهاي دستگاه اعصاب مرکزي هستند     

هاي سطحی، سنتز نیتریک       همچون بیان آنتی ژن      

هاي التهابی و     ها، سیتوکین  اکسید، پروستاگلاندین  

).  1(مغزي جلوگیري می کنند   شیموکین ها،  از التهاب    

بنابراین، این ترکیبات قـادر به جلوگیري از فعالیت           

تواند براي درمـان      گردند و می  هاي ایمنی می  سلـول

) MS(هاي نورودژنراتیـو، همچـون            بیمـاري

Multiple Sclerosis   هاي آلزایمر،     ، بیماري

و   1(پارکینسون و غیره هدف داروهاي درمانی باشد          

هاي جدید در ژن این گیرنده و        با کشف جهش  ).  13

ها، همچون دیابت،        آنبههاي مربوط   ناهنجاري

هایی، همچون  چاقی،  لیپودیستروفی و حتی سرطان       

ها، نقش هاي فراوان و        سرطان کلون و دیگربافت     

و 11و  5و    2(شود  اهمیت این ژن،  بیشتر روشن می       

وکتور این ژن در یک      cDNA  با کلون کردن  ).   19

هاي بنیادي عصبی   آن در سلول  مناسب و مطالعه  بیانی

را توان نقش این ژن     و سایر سلولهاي مورد مطالعه، می     

ها در محیط آزمایشگاهی    در پیشبرد تکامل این سلول    

با استفاده از   توان در آینده    از طرفی، می  .  بررسی کرد 

این ژن و بیان نمودن بالاي آن در             cDNAکاربرد  

هاي دژنراتیومغزي،    هاي دخیل در بیماري       سلول

این در بهبودي و اهمیت این ژن     بدرستی به نقش   

ها،  ها و مکانیسم مولکولی پیچیدة ایجاد آن         بیماري

رسد که کلون نمودن       بنابراین،  به نظر می      .  پی برد 

cDNA              این ژن براي بررسی و مطالعات بعدي و

.  مطالعه مکانیسم ملکولی و فعا لیت آن ضروري باشد         

بر این اساس، این مطالعه به منظور کلون نمودن               
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cDNA مربوط به این ژن صورت گرفت.

:مواد و روشها

:طراحی پرایمر و پلاسمیدها

 cDNAطراحی پرایمر با توجه به توالیهاي           

PPARγ1  )NM_001127330.1  (وβ-

tubulin5 cDNA (NM_011655O)     با

. انجام شد     Oligo 6.2استفاده از نرم افزار       

 Bioneerپرایمرهاي سنتز شده از شرکت               

(Korea)         با واسطه شرکت تکاپو زیست خریداري

-pEGFPدوپلاسمید  ).      1جدول شماره (شد؟  

C1  )Clontech, USA; catalog #6084-1   (

(GenBank Accession #: U55763)    و

نیز جهت این     T-vector (pTZ57R/T)پلاسمید  

 ,Fermentas).پژوهش خریداري گردید           

Lithuania)

:RNAمدل حیوانی و استخراج 

پس از جداسازي بافت چربی از یک موش نژاد          

سوري، بافت قطعه قطعه گردید و با سرم فیزیولوژي         

به قطعات بافتی مذکور یک      .  سرد شستشو داده شد   

) سیناژن، ایران (  RNX-PLUSمیلی لیتر از محلول     

سلولی به وسیله کیت مذکور        RNAاضافه و کل     

تخلیص شده با دستگاه      RNAغلظت  .  استخراج شد 

مورد نظر     RNA  اسپکتروفتومتري ارزیابی و کیفیت   

.با الکتروفورز افقی نیز بررسی گردید

:RT-PCRو  cDNAسنتز 

استخراج شده جهت     RNAمیکروگرم    2ابتدا  

DNaseژنومی، با آنزیم    DNAحذف آلودگی با     I 

(Fermentas, Lithuania)       دقیقه   30به مدت

با    cDNAتیمار و از آن براي سنتز          C  37ْدر  

 ,cDNA (Fermentas  استفاده ازکیت سنتز       

Lithuania)             و الیگومرهاي رندوم هگزامر

(Fermentas, Lithuania)        به عنوان پرایمر

از آنجا که ژن بتاتوبولین  در همه           .  استفاده گردید 

بافتها بیان دارد، تکثیر قسمتی از ناحیه بیان شونده            

این ژن  به عنوان کنترل مثبت،  براي بررسی کیفیت            

 PCR.  صورت گرفت    cDNAساختار صحیح    

) cDNAبراي این ژن با استفاده از یک میکرولیتر          

) EX-Taqآنزیم  ng/ml50(  ،µl  0/25غلظت  (

(TaKaRa, Japan) polymerase    وµM  0/4 

Reverseو    Forwardاز هر یک از پرایمرهاي        

دقیقه در    4با برنامه دناتوراسیون اولیه         )  1جدول(

سیکل به ترتیب     35درجه سانتی گراد، و سپس         94

درجه   60دقیقه،    1درجه سانتیگراد به مدت         94

درجه سانتی گراد     72دقیقه،    1سانتی گراد به مدت     

درجه   72دقیقه و سرانجام مرحله پایانی       1به مدت   

(دقیقه  با استفاده از دستگاه         10  سانتیگراد  به مدت   

Germany  (Thermal Cycler Eppendorf  

بر روي    PCRدر نهایت محصولات     .  انجام گردید 

.الکتروفورز شدند% 1ژل آگاروز 

PPARγ1ساخت و تکثیر  cDNA

به علت طول     PPARg1تکثیر قسمت کدشونده  

 SOE-PCR(Splice overlapزیاد با روش       

extension PCR)        در .  در دو مرحله انجام شد

 Bو    Aمجزا دو قطعه      PCRمرحله اول، طی دو      

PPARγ1-Fبا  استفاده از پرایمرهاي      .  تکثیر شدند 

-SacI   وPPARγ1-R-1021   قطعهA     بطول

PPARγ1جفت نوکلئوتید از ابتداي 1033 cDNA 

جفت نوکلئوتید از انتهاي        886طول    به   Bو قطعه  
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  PPARγ1 cDNA     با پرایمرهايPPARγ1-F-

PPARγ1از آنجا که طول      .  و تکثیر شدند    552

cDNA  ،1428        نوکلئوتیداست، این دو قطعه شامل

دراین دو  .  جفت نوکلئوتید همپوشان هستند      469

PCR          از یک میکرولیترcDNA      سنتز شده به

پس از الکتروفورز      .  عنوان الگو استفاده شد       

باند مورد  %  1روي ژل آگاروز       PCRمحصولات  

نظر باکیت استخراج از ژل شرکت کیاژن                    

(Qiagen, Germany)   در مرحله  .  ،  تخلیص شد

به عنوان الگو در یک واکنش Bو  Aدوم از قطعات

PCR       که شامل پرایمرهايPPARγ1-F-SacI 

نیز بود، در یک واکنش         PPARγ1-R-KpnIو  

PCR        استفاده شد و کل قطعهPPARγ1 cDNA 

پس از       PCRغلظت محصول     .  تکثیر گردید  

تخلیص با کیت استخراج از ژل شرکت کیاژن،             

 ,pTZ57R/T (Fermentasتعیین و در وکتور      

Lithuania) کلون شد.

PPARγ1سازي     کلون cDNA      در

pTZ57R/T:

میکرولیتري   30طبق دستورالعمل کیت مخلوط        

،   (pmolغلظت(  pTZ57R/Tمیکرولیتر      3شامل   

میکرولیتربافر اتصال، یک میکرولیتر             5  0/18

(Fermentas, Lithuania)  T4 DNA ligase 

PPARγ1قطعه(  PCRمحصول    pmol  ۵۴  /0  و

cDNA   (       درجه سانتی گراد      22تهیه و در دماي

پنج میکرولیتر از محصول اتصال براي         .  انکوبه شد 

 ,Invitrogen)ترانسفورم کردن باکتریهاي مستعد      

USA) TOP 10        به روش شوك حرارتی،  استفاده ،

حاوي ژن     pTZ57R/Tاز آنجا که پلاسمید     .  شد

مقاومت به آمپی سیلین است،  محصول ترانسفورم            

روي محیط کشت جامد حاوي آمپی سیلین کشت            

  X-gal   (Sigma, USA)میکرولیتر    40.  داده شد 

)mg/ml20  (   میکرولیتر  40وIPTG (Sigma, 

USA ))(mg/ml23/83   (     نیز به محیط کشت اضافه

آبی، با توجه   -شد تا بتوان از سیستم غربالگري سفید       

. دراین پلاسمید،  بهره برد        LacZبه وجود اوپران     

ساعت کلونی هاي سفید  با       16پس از گذشت حدود     

PCR    از آنجا که احتمال ورود قطعه       .  بررسی شدند

درون وکتور به دو صورت همخوانش و غیر همخوا           

در ساختار      LacZنش در راستاي جهت خوانش ژن     

وکتور وجود داشت، به منظور بررسی نحوه                 

هاي   گیري قطعه کلون شده در وکتور، کلونی           جهت

جداگانه  با جفت          PCRسفید در دو واکنش         

و T7-F)پرایمر مربوط به وکتور        (پرایمرهاي   

PPARγ -R-575         ارزیابی شدند که در صورت

ورود قطعه درون وکتور به صورت هم جهت با جهت          

جفت باز    647محصول حاصله        LacZژن  خوانش  

ضمنا درصورت ورود بر خلاف     .   طول خواهد داشت  

هاي حاصله با     کلنیLacZجهت خوانش ژن        

و    M13  )پرایمر مربوط به وکتور       (پرایمرهاي   

PPARγ -R-575      نتایج نشان داده    (ارزیابی شدند

).نشده است

:تعیین توالی 

آنها مثبت بود،       PCRکه نتایج   از چند کلونی   

براي اطمینان از صحت      .  پلاسمید استخراج گردید   

PPARγ1ترادفهاي cDNA        کلون شده در درون

پلاسمید و  جهت اطمینان در عدم جهش در توالی             

آن، براي تعیین توالی با استفاده از پرایمرهاي                 

PPARγ1-F -552،PPARγ1-F-SacI   ،PPARγ1

-1000-F    وT7-F      به واسطه شرکت تکاپوزیست ،

.ارسال گردید   Bioneerبه شرکت  )  تهران(
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-EGFPساخت پلاسمید بیانی حامل            

PPARγ1:

در سمت     KpnIو   SacIجایگاه برش آنزیمهاي    

PPRAγ1-R  و  PPARγ1-F-SacIپرایمرهاي    5'

-KpnI      بنابراین، پس از تکثیر      .  طراحی شده بود

PPARγ1 cDNA           با پرایمرهاي مذکور، این

قطعه  قرار      3'و    5'جایگاهها به ترتیب در انتهاي        

PPARγ1بر این اساس، وکتور نوترکیب          .  داشتند

cDNA pTZ57R/T-      و پلاسمید بیانیpEGFP-

C1(Clontech, USA)            با دو آنزیمSacI  

به این ترتیب، قطعه    .  مورد برش قرار گرفتند      KpnIو

cDNA        خالص شده در پلاسمیدpEGFP-C1   در

عمل اتصال  .  جایگاه آنزیم هاي مذکور قرار گرفت        

قطعه تکثیر یافته در پلاسمید بیانی با استفاده از کیت            

Ligation     شرکت(Japan) TaKaRa      طبق

TOP10باکتریهاي.  پروتوکل کیت مربوطه انجام شد    

به روش شوك حرارتی با پلاسمید حاصله ترانسفورم         

ازبین کلونی هاي رشد کرده بر روي محیط         .  گردیدند

g/mlµ30حاوي کانامایسین            2YTکشت    

UKGIBCO هاي حاوي پلاسمید با استفاده       ، کلونی

پرایمر مربوط به    (با پرایمرهاي      PCRاز واکنش    

 PPAR-γ1-R-575و    pEGFP-C1-F)وکتور

.انتخاب شدند

و نتایج یافته ها

:RT-PCRکلی سلول و  RNAجدا نمودن 

الف  نشان داده شده        -1همان طور که در شکل       

استخراج شده     RNAاست،  به منظور بررسی کیفیت       

 RNAاز بافت چربی، بخشی از  نمونه استخراج شده        

   S28   ،S18   ،S5الکتروفورز گردید و باندهاي           

RNA           ریبوزومی بوضوح دیده شد که نشان دهنده

-1در شکل   .  تخلیص شده است    RNAکیفیت بالاي   

  PCRجفت باز در شکل مربوط به           318ب، باند   

ژن بتاتوبولین با استفاده از          cDNAقطعه اي از      

پرایمرهاي اختصاصی است که نشان دهنده صحت          

.است  RNAوکیفیت مراحل تهیه 

PPARγ1تکثیر cDNA

PPARγ1مرحله اول تکثیر     cDNA    به صورت

با موفقیت انجام شد و        Bو     Aدو قطعه همپوشان  

جفت باز به دست آمد       886و    1033باندهاي مدنظر   

طول قطعه حاصل از مرحله دوم           ).  الف-2شکل(

PCR  دقیقاً با طول گزارش شده براي        )  ب-2شکل

PPARγ1 cDNA     1428(هاي ژنی   موشی در بانک 

.مطابقت داشت) جفت باز

حاوي    pTZ57R/Tساخت  پلاسمید         

PPARγ1cDNA
ترانسفورم کردن باکتریها با محصول اتصال             

PPARγ1 cDNA     و وکتورpTZ57R/T    به تولید

دو نوع کلونی سفید و آبی رنگ روي پلیت هاي               

برروي  PCRنتیجه آزمایش .  باکتریایی منجر گردید  

تعدادي از کلونی هاي سفید نشان دهنده ورود قطعه         

PPARγ1 cDNA           به صورت هم جهت با قالب

ها بودکه محصول     در یکی ازکلونی  LacZخوانش ژن   

PCR      جفت بازي را نشان داد        647باند مورد انتظار

).3شکل شماره(

:نتایج تعیین توالی

با مقایسه نتایج تعیین توالی پلاسمید استخراج شده از          

موشی   cDNA PPARγ1کلونی مزبور  با توالی         

صحت کلون سازي   )   4شکل  (موجود در بانک ژنی      
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توالی قطعه وارد شده و عدم وجود جهش در قطعه             

.کلون شده به اثبات رسید

در وکتور    PPARγ1هضم آنزیمی و انتقال       

pEGFP-C1بیانی 

مشخص است، قطعه       5همان طور که در شکل       

با انجام هضم      pTZ57R/Tوارد شده در پلاسمید    

 KpnIو     SacIآنزیمی توسط دو آنزیم محدودالاثر    

از طرفی، در نتیجه این       .  طی دو مرحله، خارج شد      

، نیز خطی   pEGFP-C1هضمهاي آنزیمی، پلاسمید    

دنبال هضم    به.  شده، داراي انتهاهاي چسبنده گردید      

، با  cDNA PPARγ1آنزیمی و جدا سازي قطعه        

قرار   pEGFP-C1انجام فرآیند اتصال داخل وکتور     

بر   colony PCR، نتیجه   6تصویر شماره   .   گرفت

هاي باکتریایی رشد یافته پس از  ترانسفورم          روي کلنی 

PPARγ1کردن باکتریها با محصول اتصال       cDNA 

را که وجود قطعه            pEGFP-C1و وکتور      

PPARγ1 cDNA      را در پلاسمید بیانیpEGFP-

C1 کنداثبات می.

:بحث

، ابزار مناسبی براي کلون نمودن        SOE-PCRروش

این روش  ).  8(و تغییر سکانس هاي ژن هدف است         

قبلا نیز توسط ما جهت ساخت سازه هاي مختلف            

PEP cDNA     15(کار گرفته شده بود       موشی به .(

از آنجا که استراتژي کلون سازي با استفاده از                 

هاي وکتوري بیانی، روش مؤثري در درك فعالیت ژن       

مختلف است، بنابراین، براي مطالعات بیشتر، این            

موشی ایزوفرم    cDNAتحقیق با هدف کلون نمودن        

در وکتوري بیانی در سلولهاي        PPARγ1اول ژن 

SOE-PCRروشبا      (pEGFP-C1)یوکاریوتی   

سازي   این روش قبلا نیز جهت کلون      .  انجام پذیرفت 

PPARγ1 cDNA    کار گرفته شده     خوکچه هندي به

به دلیل آن که ایزوفرم اول ژن              ).  10(است   

PPARγ1          در )  20(در بافت چربی بیان بالایی دارد

پژوهش حاضر، از بافت چربی  موش براي جداسازي         

RNA       تام بهره گرفته شد  .PPARγ    عضوي از

ها     خانواده گیرنده هاي فعال کننده تکثیر پراکسیزوم         

)PPARs  (این خانواده، گروهی از فاکتورهاي     .  است

هاي هورمونی درون      رونویسی هستند که از گیرنده      

 PPARγ).1و7و18(شونداي محسوب می       هسته

داراي طیف وسیعی از لیگاندهاي طبیعی و سنتتیک           

اي که این لیگاندها با       با توجه به  نقش گسترده     .   است

در بهبود برخی مشکلات       PPARγهدف قراردادن   

توان با مطالعات مولکولی      می)  21(متابولیسمی دارند   

بیشتر این گیرنده، مسیرهاي منجر به ناهنجاري و             

بیماریهاي حاصل از جهش هاي این گیرنده و نقش           

. لیگاندها در بهبود این اختلالات، را شناسایی نمود          

، در طی رشد و       PPARγمشخص شده است که       

همچنین محصول این   .  تکامل جنینی داراي نقش است    

ژن در بسیاري از عملکردهاي مهم سلولی در افراد            

شود      گفته می ).  18(هاي حیاتی است      بالغ داراي نقش  

در سلولهاي عصبی در دوران جنینی           PPARγکه  

بیان زیادي دارد و احتمالا در تمایز این سلولها داراي           

با ترانسفکت نمودن پلاسمید بیانی حامل      .  نقش است 

cDNA              و افزایش بیان آن در سلولهاي بنیادي و

توان   فراهم نمودن شرایط تمایز به سمت عصب، می         

نقش افزایش بیان این ژن را در این فرایند دقیقتر               

همچنین، از آنجا که مسیر برگشت این        .  بررسی نمود 

اي، از هسته به سیتوپلاسم، پس از         گیرنده درون هسته  

اتمام عمل این گیرنده در هسته، بدرستی مشخص            

هاي مختلف  هاي دقیقتر دامنه  توان با بررسی  نیست، می 
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هاي اسید آمینه اي از این پروتئین را که در             آن، توالی 

این زمینه نقش دارند، را شناسایی نمود و مکانیسم            

در .  این فرایند را به طور واضحتري درك نمود             

در    EGFPپژوهش حاضر، از ژن نشانگر               

بهره برده شد، که با ترانسفکت          PPARγ1بالادست

نمودن پلاسمید نوترکیب حاصل، و تولید پروتئین          

توان صحت        می    EGFP-PPARγ1نوترکیب

اي آن را  بررسی         عملکرد و جایگیري درون هسته      

فاکتوري رونویسی و      PPARγاز آنجا که      .  نمود

دنبال   اي درون هسته اي است، انتظار داریم  به           گیرنده

ترانسفکت نمودن این سازه در داخل سلول هاي             

از .  جانوري پروتئین نوترکیب در هسته مشاهده شود       

این رو، امید است، با کلون نمودن ایزوفرم اول این             

هاي   اي از مطالعات و بررسی      گیرنده، آغازگر مجموعه  

مولکولی و بالینی بر روي این گیرنده مهم درون               

.اي باشیم هسته

:تقدیر و تشکر

هاي انجام این پروژه از طرح مصوب              هزینه

تأمین   148-5شماره طرح      پژوهشکده رویان با      

.گردید
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.و طول محصول مورد نظر تولید شده با آن هاOligo 6توالی پرایمرهاي طراحی شده با نرم افزار : 1جدول 

الف )ب

.cDNAو بررسی ساخت  RNAمراحل استخراج -1شکل

جـفـت بـازي                       100مـارکـر     :  . Mریـبـوزومـی      RNAسه باند )  1.  ازبافت چربی موش RNAاستخراج )  الف

)Fermentas, Lithuania .(بررسی ساخت ) بcDNA  .1-         اي از          باند مشاهده شده، اندازه تـوالـی قـطـعـه

cDNA  دهد و صحت ساخت بتا توبولین را نشان میcDNA نمونه کنترل منفی فـاقـد     -2گرداند؛ را اثبات می

RNA   . در این واکنش از آب مقطر به عنوان الگو در واکنشPCR  نمونه کنترل منـفـی فـاقـد         -3بهره برده شد؛

جـفـت   100مارکر )  . Mبه آن  اضافه نشده بود   cDNAکه در مرحله سنتز  Reverse Transcriptase.  آنزیم

).Fermentas, Lithuania(باز 
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)الفب

.cDNAPPARγ1مراحل تکثیر قطعات : 2شکل 

5' جفت باز از سـمـت      1033تکثیر -cDNA1PPARγ .1مرحله اول در تکثیر   PCRقطعات حاصل از ): الف

جفت بـاز   886تکثیر -2تکثیر شده است؛ PPARγ1-R-1021و PPARγ1-F-SacIکه با استفاده از پرایمرهاي 

جفـت  100مارکر )   M. تکثیر شده است  PPARγ1-R-KpnIوPPARγ1-F-552با پرایمرهاي که  3'از سمت 

. اندازه قطعات مارکر همانند مورد مشابه ذکر شده در شکل ب است). Fermentas(بازي 

-PPARγ1قطعه نهایی سنتز شده با استفاده از پرایمرهاي    -cDNA  PPARγ1  .1قطعه نهایی تکثیر )  شکل ب

F-SacI  وPPARγ1-R-KpnI  . قطعات محصول مرحله پیش به عنوان الگو در این مرحله ازPCR       اسـتـفـاده

مـارکـر   )   M. در این واکنش از آب مقطر به عنوان نمونه کنترل منفی  استـفـاده شـد      :نمونه کنترل منفی  -2.  شدند

).Fermentas(جفت بازي  100

647bp

PPARγ1حامل قطعه مستقیم pTZ57R/Tسمید هاي داراي پلابراي شناسایی کلونی colony PCRنتیجه -3شکل 

بـر     PCRنتایـج    :    6الی 1.  استفاده شد PPARγ -R-575و   T7-Fدر این آزمایش از پرایمرهاي   . دهدرا نشان می 

جـفـت بـازي               100مـارکـر     )  M.  ، حاوي پلاسمید مورد نظر اسـت 3کلونی شماره .  کلونی باکتریایی انتخاب شده 6روي 

)Fermentas.(
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الف

ب

.موشی و پروتئین به دست آمده موجود در بانک ژنی cDNA PPARγ1توالی -4شکل 

PPARγ1.توالی بازهاي) الف   cDNA

PPARγ1.توالی اسیدهاي آمینه موجود در ساختار پروتئین ) ب  
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و خروج قطعه از آن و هضم          cDNA PPARγ1حامل قطعه   pTZ57R/Tمراحل هضم آنزیمی پلاسمید       -5شکل  

-1.  انجام شده است    KpnIو در مرحله دوم با         SacIهضم آنزیمی در ابتدا با آنزیم         .  pEGFP-C1آنزیمی پلاسمید   

مارکر )  M.محصول با هر دو آنزیم هضم شده است            -3محصول با یک آنزیم هضم شده؛           -2محصول هضم نشده؛     

).Fermentas(جفت بازي 1000

. PPARγ1حامـل     C1-pEGFPبراي شناسایی کلونی باکتریایی داراي پلاسمید colony PCRنتیجه -6شکل 

)  M. داراي پلاسمید مذکور اسـت  3کلونی شماره .  کلونی باکتریایی انتخاب شده 11بر روي  PCRنتایج : 11الی  1

).Fermentas(جفت بازي100مارکر 
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