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  چكيده

در اين مطالعه توانـايي  . باشدهاي بنيادين پستانداران ميتواني سلولايداري خاصيت چندكننده يك فاكتور رونويسي موثر در ايجاد و پ كد Sox2ژن 
Transcription Activator Like-Effector Transcription Factors (TALE-TFs)  جهــت افــزايش بيــان انــدوژنوس ژنSox2  در

يـابي شـد و در   گـاوي تـوالي   Sox2ژن  جفت باز از منطقه پروموتري 320ا به اين منظور در ابتد. هاي فيبروبلاست گاوي مورد بررسي قرار گرفت سلول
كه اين منطقه داراي مشابهت آمده نشان داد هاي به دسترديفي توالي هم. ادامه اين توالي با اطلاعات ژنوم انسان موجود در بانك جهاني ژن مقايسه شد

كه قـبلاً جهـت افـزايش     Sox2-TALE-TF ها، از يكا توجه به شباهت موجود تواليلذا ب. انساني است Sox2با منطقه پروموتري ژن  درصد 44/93
جهـت  . هـاي فيبروبلاسـت گـاوي اسـتفاده گرديـد     ها در سـلول  TALE-TFهاي انساني استفاده شده بود براي تست فعاليت در سلول Sox2بيان ژن 

و يك سيسـتم گزارشـگر رنـگ فلورسـنت      (qRT-PCR)از آناليز بيان ژن  هاي فيبروبلاست گاويها در سلول TALE-TFگيري ميزان فعاليت  اندازه
mCherry  تحت كنترل پروموترminCMV  داد كـه پرومـوتر   هـاي ميكروسـكوپ فلورسـنت نشـان    بررسـي عكـس  . استفاده گرديـدminCMV  در

آناليز نتـايج  . ها قابل استفاده نيست TALE-TFت كند و به عنوان يك گزارشگر براي فعاليهاي فيبروبلاست گاوي به شكل كاملاً قوي عمل مي سلول
-Sox2هاي فيبروبلاسـت گـاوي ترانسـفكت شـده بـا      در سلول Sox2نشان داد كه بيان ژن  qRT-PCRگاوي با استفاده از تكنيك  Sox2بيان ژن 

TALE-TF  نتايج اين تحقيق نشان داد كه . برابر افزايش داشته است 529/3به ميزانTALE-TF  هـاي رونويسـي مصـنوعي    وان فـاكتور ها بـه عن ـ
  .هاي گاوي به كار برده شوندها در سلولتوانند جهت افزايش بيان اندوژنوس ژن مي

  
   TALE-TFs ، فيبروبلاست گاوي،  Sox2، ژن minCMVپروموتر : هاي كليدي واژه

  
  1مقدمه

ــروتئين  ــورد نحــوه عملكــرد پ ــر در م ــام كشــف اخي ــه ن هــايي ب
Transcription Activator Like Effectors (TALEs)  كـه در ،

وجـود   Xanthomonasهاي گيـاهي بـه نـام    انواع مختلفي از پاتوژن
، موجب شده اسـت تـا بـه شـكل كـاملاً مـوثري از توانـايي        )1(دارند 

TALEs شناسـي،  هاي مختلفـي ماننـد علـوم پايـه، زيسـت     در زمينه
ل هــا شــامايــن پــروتئين. )10(پزشــكي و كشــاورزي اســتفاده گــردد 

چـه كـه باعـث جـذابيت      اما آن) 1شكل (هاي مختلفي هستند  قسمت
اسـت در واقـع دامـين    ها به عنوان يك ابزار براي كنترل ژنوم شده آن

هاست كه به سـهولت قابـل   اين پروتئين DNAشونده به مركزي باند
ايـن دامـين بـه    . شدن با يك منطقه از ژنوم اسـت مهندسي براي باند
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 32-34اي بـه طـول   يك تـوالي اسـيد آمينـه    صورت تعدادي تكرار از
 12هاي آمينه به جز دو اسيد آمينه آمينه است كه تمامي اين اسيداسيد

به صورت محافظت ) RVD: Repeat Variable Di-residue( 13و 
البتـه  . )1(وجود دارند  TALEsهاي دامين مركزي شده در تمام تكرار

هـر يـك   . شـود تري اسيد آمينه تشـكيل مـي   تكرار پاياني از تعداد كم
، يك جفت بـاز را  TALEاي در پروتئين تكرار از اين توالي اسيد آمينه

كـه كـدام    كنـد و بسـته بـه ايـن    در منطقه ژنومي هدف شناسايي مـي 
قـرار بگيرنـد   ) RVD(اسيدهاي آمينه در موقعيت اين دو اسـيد آمينـه   

. بينـي كـرد  را بر روي ژنوم پـيش  TALEsتوالي مورد هدف توان مي
به صورت ذاتي جهت باند شدن با منطقه هدف  TALEsضمن اينكه 

. جايگـاه شناسـايي نيـاز دارنـد     ’5به يك باز تيميدين نيز در فرادست 
هاي با عملكـرد مختلفـي ماننـد    تاكنون با استفاده از فيوز كردن دامين

هـاي   و يـا كاهنـده   )31 و 16(هـا  ال كنندهفع) 26 و 23، 4(نوكلئازها 
هاي جديـدي را  اند پروتئينمحققين توانسته TALEsبه ) 5(رونويسي 

. براي كنترل فعاليت ژنوم در يـك منطقـه خـاص هـدف توليـد كننـد      
 هاي متفاوتي براي توليد آسـان و كـم  همچنين در دو سال اخير روش

  ).27 و 26، 24، 23، 4(اند ها توسعه يافتههزينه اين پروتئين
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و  TALEsهاي  توالي اسيدهاي آمينه در هر تكرار از دامين مركزي پروتئين) ب. Sox2-TALE-TFكد كننده  pLenti-EF1a-Sox2نقشه پلاسميد ) الف - 1شكل 
-pAAVنقشه پلاسميد ) گاوت Sox2ژن  در منطقه پروموتري Sox2-TALE-TFجايگاه آغازگرها و اتصال ) پ .كه با دو علامت ؟؟ مشخص شده است RVDsموقعيت 

minCMV-mCherry  پس از كلونينگ جايگاه شناساييSox2-TALE-TF  در منطقه فرادست پروموترminCMV 
Figure 1- a) pLenti-EF1a-Sox2 plasmid’s map which encodes Sox2-TALE-TF b) Amino acid sequence of each repeat in central 
DNA binding domain of TALE proteins. The location of RVDs has been marked with “??” c) Schematic of bovine Sox2 gene, 
location of primers and TALE-TF binding site d) pAAV-minCMV-mCherry plasmid’s map after cloning of Sox2-TALE-TF’s 

binding site upstream of minCMV promoter 
  

يك فاكتور رونويسي است كـه تـا كنـون از بيـان      Sox2پروتئين 
هـاي رونويسـي جهـت توليـد     اجباري آن و تعـدادي ديگـر از فـاكتور   

 iPSCs: induced Pluripotent Stem(هاي پرتوان القا شده  سلول

Cells (هاي بالغ موش از سلول)در كنـار   )14(و گوسفند  )8(، گاو )29
هـا از بيـان   در تمامي اين روش. استفاده شده است )2(فاكتورها  ديگر

هـر چنـد بيـان    . اين ژن به صـورت اگزوژنـوس اسـتفاده شـده اسـت     
هـا در  ها يـك روش متـداول بـراي بيـان اجبـاري ژن     اگزوژنوس ژن

ها با استفاده  شود اما بيان اندوژنوس ژنهاي هدف محسوب ميسلول
هـا  بيـان اگژونـوس آن   هاي رونويسي مصنوعي در مقايسه بااز فاكتور

توليـد واريتـه ويـرايش شـده     : از جمله) 28 و 22(داراي مزايايي است 
، توليــد همــه  mRNAاز ) correct spliced version(صــحيح 

هاي خيلي بزرگ كـه بـراي بيـان    محصولات ژني و استفاده براي ژن
تـا كنـون دو   . ها با محدوديت اندازه ناقل مواجه باشـيم اگزوژنوس آن

كتور رونويسي مصنوعي مـورد اسـتفاده قـرار گرفتـه اسـت كـه       نوع فا

هر . باشندمي TALE-TFsو  Zinc Finger-TFs (ZF-TFs): شامل
هاي انسـاني و موشـي   در سلول ZF-TFsآميز از چند استفاده موفقيت

اما عملاً به دليل مشكل بـودن سـاخت    .)28 و 22(است گزارش شده 
ضـمن  . اندها مورد استفاده چنداني قرار نگرفتهها و هزينه بالاي آنآن
 و 17(ها نيستند  ZFگيري با هاي ژنومي قابل هدفكه همه توالي اين
انـد،  كه به تـازگي معرفـي شـده    TALE-TFsهر چند از طرفي ). 25

ارزان و به راحتي قابل مهندسي هستند اما هنوز نياز به انجام مطالعات 
هـاي  هـا، رده هـا در افـزايش بيـان ژن   تر جهت اثبات قابليت آن بيش

ها هاي موثر بر  فعاليت آنچنين تشخيص پارامتر سلولي مختلف و هم
-TALEاي مورد مطالعـه، ميـزان تـأثير    هژن 1در جدول . وجود دارد

TFs ــاخت    و روش ــراي س ــتفاده ب ــورد اس ــاي م در  TALE-TFsه
  .استمطالعات قبلي ليست شده
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. Sox2-TALE-TFترانسفكت شده با گزارشگر ساخته شده به صورت تنها و يا كوترانسفكت با  HEK293هاي ميكروسكوپ فلورسنت از سلول هاي عكس) الف - 2شكل 

  شده ترانسفكت HEK293در سلول هاي  Sox2افزايش بيان نسبي ژن ) ت .هامنحني ذوب آن) پ .GAPDHو  Sox2براي دو ژن  qRT-PCRنحني تكثير در مطالعه م) ب
Figure 2- a) Florescent microscopy results for HEK293 cell (co-) transfected with Reporter and Sox2-TALE-TF. b) Amplification 

plot for human Sox2 and GAPDH genes in qRT-PCR and c) the melting curves of PCR products. d) Calculated fold induction of the 
Sox2 gene in transfected HEK293 cells 

  
هـاي  در سـلول  TALE-TFsاسـت كـه   هر چند نشان داده شـده 

اي در د اما تـا كنـون مطالعـه   گياهي و پستانداران داراي فعاليت هستن
 اي گـزارش نشـده  ها در حيوانـات مزرعـه  مورد استفاده از اين پروتئين

ها براي افزايش بيان هدف از اين مطالعه استفاده از اين پروتئين. است
  .هاي فيبروبلاست گاوي بوددر سلول Sox2اندوژنوس ژن 

  
  

  هامواد و روش
  گاوي Sox2ن ژ ثير و توالي يابي منطقه پروموتريتك

هاي فيبروبلاسـت گـاوي بـا اسـتفاده از     از سلول DNAاستخراج 
انجـام شـد و    DNeasy Blood & Tissue Kit (QIAGEN)كيت 

 ـ  NanoDrop 2000وسـيله اسـپكتروفتومتري    هكيفيت و كميت آن ب
  .تعيين شد
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 TALE-TFsبا استفاده از ها ليست مطالعات قبلي انجام شده در زمينه افزايش بيان اندوژنوس ژن -1جدول 
Table 1- List of previously published TALE-TFs and their activities on endogenous genes  

 منبع
Reference 

 رده سلولي
Cell type 

ژن هدف
Gene targeted 

دامين
Domain 

Fold 
Change 

TALE length 

(19) Plants 
Egl3, Bs4, Bs3 
Knat1, UPA20 

Native n.d. n.d. 

(31) 

HEK 293FT 
HEK 293FT 
HEK 293FT 
HEK 293FT 

Sox2 
Klf4 
cMyc 
Oct4 

VP64 
VP64 
VP64 
VP64 

5.5 
2.2 
n.a. 
n.a. 

12.5 
12.5 
12.5 
12.5 

(18) HEK293 NTF3 VP16 30 17.5 

(7) 
HEK293-Rex 
HEK293-Rex 
HEK293-Rex 

PUMA 
IFN a1 
IFN b1 

VP16 
VP16 
VP16 

1.5 
3 

3.5 

17.5 
19.5 
17.5 

(4) Plants Bs3 Native n.d. 13.5 

(3) 
Mouse ES cells 

Mouse neural SC 
Oct4 
Oct4 

VP16 
VP16 

4 
30 

17.5 
17.5 

(5) Human 293FT CACNA1C VP64 3-5 16.5 
(30) Human 293FT FXN VP64 3.1 13.5 

(6) 
Human U-2OS 
Human U-2OS 

OSGIN2 
ZC3H10 

VP64 
VP64 

4.8 
1.3 

18.5 
18.5 

(21) HEK293T 

IL1RN 
KLK3 

CEACAM5 
ERBB2 

VP64 
VP16 
p65 

up to 17,183 vary 

(16) 
Human Flp-In-T-REx-HEK293 
primary human BJ-fibroblasts 

VEGFA 
NTF3 

mir302/367 cluster 

VP64 
p65 

> 250 vary 

n.a. Not Applicable, n.d. Not Determined 
  
گاوي بـا اسـتفاده از جفـت آغـازگر      Sox2منطقه پروموتري ژن  

bSox2-Promoter-F  وbSox2-Promoter-R ــ ســيله واكــنش و هب
 Platinum® Taqبـا اسـتفاده از كيـت    ) PCR(اي پليمـراز  زنجيـره 

DNA Polymerase High Fidelity (Invitrogen)   تكثيـر شـد .
ارايه  2توالي تمامي آغازگرهاي استفاده شده در اين تحقيق در جدول 

 50ليتـر و شـامل   ميلـي  50در حجم نهايي  PCRواكنش . شده است
، dNTPsمولار از هر يك از ميلي 2/0مخلوط ژنومي،  DNAنانوگرم 

ميكرومولار از هر يك از آغازگرهـا   4/0مولار، ميلي 2سولفات منيزيم 
بـا شـرايط    High Fidelity PCR Buffer 1Xو يك واحد آنزيم در 
چرخه  35گراد به مدت دو دقيقه،  سانتيدرجه 95دمايي واسرشت اوليه 

 30گـراد   سـانتي  درجـه  55ثانيـه،   15گراد  سانتيدرجه 94تكثير شامل 
ثانيه، نهايتاً يك بسط انتهايي بـه مـدت    30گراد سانتيدرجه 68ثانيه و 

قطعه تكثير شده در . گراد انجام شد سانتيدرجه 68دقيقه در دماي  10
ــل پلاســميدي    pGEM®-T Easy Vector System Iناق

(Promega)   خراج كلون و پلاسميد نوتركيب با استفاده از كيـت اسـت
تخلـيص و بـا    QIAprep Spin Miniprep (QIAGEN)پلاسـميد  

در مسـير  ( SP6و ) در مسـير رفـت  ( T7استفاده از دو آغازگر عمومي 
جهـت تـوالي يـابي از    . يابي شـد در دو واكنش جداگانه توالي) برگشت

 The Gandal Charitable Centerامكانات الكتروفورز كاپيلاري در 
  .دانشگاه موناش استراليا استفاده شدانستيتو تحقيقات پزشكي 

 Sox2رديفي توالي به دسـت آمـده از منطقـه پرومـوتري ژن      هم
 CHM1_1.0(انســاني  Sox2گــاوي بــا تــوالي منطقــه مشــابه ژن 

Assembly, Chr3: 87,834,007- 87,834,320 ( با استفاده از ابزار
 CLC Mainافـزار  يـابي در نـرم  هـاي تـوالي  تجزيـه و تحليـل داده  

Workbench  صورت گرفت 5/5نسخه.   
 

و سـاخت گزارشـگر    Sox2-TALE-TFپلاسميد كـد كننـده   
mCherry  
-pLenti-EF1aهـاي  پلاسـميد  كـولاي حـاوي  .هاي ايباكتري

SOX2 (Plasmid# 35388)  وpAAV-minCMV-mCherry 

(Plasmid# 27970)  از كمپانيAddGene )خريداري ) كشور آمريكا
 QIAprep Spinد بـا اسـتفاده از كيـت    شـدند و اسـتخراج پلاسـمي   

Miniprep (QIAGEN)  ها در شـكل  نقشه پلاسميد(صورت گرفت
حاوي يك  pLenti-EF1a-SOX2پلاسميد ). استنشان داده شده  1

ــد ــده ژن ك ــوتر   Sox2-TALE-TFكنن ــرل پروم ــت كنت  EF1aتح
انسـاني در   Sox2باشد كه قـبلاً قابليـت آن در افـزايش بيـان ژن      مي

  . )31(نشان داده شده است  HEK293FTي هاسلول
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) ب .Sox2-TALE-TFترانسفكت شده با گزارشگر ساخته شده به صورت تنها و يا كوترانسفكت با  bAFميكروسكوپ فلورسنت از سلول هاي هاي عكس) الف - 3شكل 

 ترانسفكت شده bAFدر سلول هاي  Sox2افزايش بيان نسبي ژن ) ت .هامنحني ذوب آن) و پ ACTBو  Sox2براي دو ژن  qRT-PCRمنحني تكثير در مطالعه 
Figure 3- Florescent microscopy images for bAF cell (co-) transfected with Reporter and Sox2-TALE-TF. b) Amplification plot for 

bovine Sox2 and ACTB genes in qRT-PCR and c) the melting curves of PCR products. d) Calculated fold induction of the Sox2 gene 
in transfected bAF cells    

  
-Sox2جايگاه مورد شناسـايي   mCherryجهت ساخت گزارشگر 

TALE-TF )TTTATTCCCTGACA ( با استفاده از جفت آغازگر
BSSox2F  وBSSox2R )   در بـين جايگـاه   ) 2ارايه شـده در جـدول
 .كلون شد minCMVدر منطقه فرادست پروموتر  XbaIآنزيم برشي 

دو آغـازگر ذكـر    جفـت بـاز از   40به اختصار دايمر توليد شده به طول 
. ليگاسيون اضافه شد/به واكنش هضم PCRشده پس از توليد بوسيله 

بـود كـه    NheIدايمر ايجاد شده در دو انتها داراي جايگاه برشي آنزيم 
ــزيم   ــي آن ــاه برش ــل جايگ ــوتر  ( XbaIمكم ــت پروم ــع در فرادس واق

minCMV  ــميد . اســـت) pAAV-minCMV-mCherryدر پلاسـ
حـاوي   PCRل دو ميكروليتـر محصـول   ليگاسيون شام/واكنش هضم

-pAAV-minCMVنـــانوگرم پلاســـميد  150دايمـــر آغازگرهـــا، 

mCherry ،10    هـاي   واحد از هـر كـدام از آنـزيمNheI  وXbaI ،10 
 1Xدر بـافر   ATPمـولار   ميلـي  T7 DNA Ligase ،1واحد آنـزيم  

NEBuffer4  10ميكروليتـر و در شـرايط دمـايي     20در حجم نهايي 
گـراد   سانتيدرجه 37دقيقه هضم در دماي  5كل شامل هر سي(سيكل 

پس . صورت گرفت) گراد سانتيدرجه 25دقيقه ليگاسيون در دماي  5و 
به واكنش اضافه و  Exonuclease Vواحد آنزيم  10از اتمام واكنش 

محصـول  . گراد انكوبه شـد  سانتيدرجه 37دقيقه در دماي  30به مدت 
فاده از شوك حرارتي بـه بـاكتري   ليگاسيون حاصل سپس با است/هضم
تمامي مـواد اسـتفاده شـده در    (ترانسفرم شد  DH10beta كولاي.اي

). تهيـه شـده بودنـد    NewEngland Biolabsاين واكنش از كمپاني 
يـابي  پس از استخراج پلاسميد نوتركيب صحت توالي آن بوسيله توالي

  .تمورد تأييد قرار گرف mCherry-SeqRبا استفاده از آغازگر 
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  ليست آغازگر هاي مورد استفاده در اين مطالعه -2جدول 

Table 2- List of primers were used in this study 

 منبع
Reference  

 شماره دستيابي

Accession No. 
 طول محصول

Product 
Length

 (’3 …’5)توالي 

Sequence (5’…3’) 
 آغازگر
Primer 

 - -  مطالعه حاضر
CCCGCTAGCTTTATTCCCTGACAGC BSSox2F 

GGGGCTAGCACGGGGGCTGTCAGGG BSSox2R 

 AC_000158 320  TCCGAAAAGGCGTGTGGTGTGACbSox2-Promoter-F  مطالعه حاضر
CTCTGCCTTGACAACTCCTGbSox2-Promoter-R 

RTPrimerDB 
ID: 8590  NG_009080 110  TACAGCATGTCCTACTCGCAGhSox2-F 

GAGGAAGAGGTAACCACAGGGhSox2-R 
RTPrimerDB 

ID: 912  NC_000012 116  GGTCTCCTCTGACTTCAACAhGAPDH-F 
AGCCAAATTCGTTGTCATAChGAPDH-R 

(8)  AC_000158 153  GTAGTTTGCTGCCTCTTTAAGACbSox2-F 
CGCTTCCCTCCTCTTCTGbSox2-R 

(8)  AC_000182 102  GGCATCCTGACCCTCAAGTA bACTB-F 
CACACGGAGCTCGTTGTAGA bACTB-R 

 GCGGTCTGGGTGCCCTCGTA mCherrySeq-R- -  مطالعه حاضر
  

  ها و آناليز بيان ژنشرايط كشت و ترانسفكشن سلول
ــلول ــاوي    س ــالغ گ ــت ب ــاي فيبروبلاس  Bovine Adult(ه

Fibroblasts- bAF (هاي جنيني كليـوي انسـان    و سلول)Human 

Embryonic Kidney- HEK293 (   در محــيط كشــت حـــاوي
Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) ،50 

 Penicillin/Streptomycinميكروگــــرم در هــــر ميكروليتــــر 

(Invitrogen) يك درصد اسيدهاي آمينه غيرضروري و سرم جنيني ،
يـك روز  . درصد كشت داده شدند 10 (Fetal Bovine Serum) گاو 

سلول به ازاي هر يك خانـه   3/0×  106 قبل از انجام ليپوفكشن تعداد
جهت انجام ليپوفكشـن  . اي كشت داده شدندر پليت هاي شش خانهد

ــت  ــاس  Lipofectamine 2000 (Invitrogen)از كيـ ــر اسـ بـ
 DNAمقـدار  . دستورالعمل پيشنهادي شركت سازنده اسـتفاده گرديـد  

-pAAVو  pLenti-EF1a-SOX2پلاسميدي مورد اسـتفاده بـراي   

minCMV-mCherry  ي هـر يـك   ميكروگرم به ازا 2و  4به ترتيب
). به ازاي هر چهار حالت ممكن سه تكرار در نظر گرفته شد(تكرار بود 

ســاعت پــس از ترانسفكشــن بوســيله ميكروســكوپ   12ســلول هــا 
  .فلورسنت مشاهده و عكس برداري شدند

پس از گذشـت سـه روز از زمـان ليپوفكشـن بـا       RNAاستخراج 
. صـورت گرفـت   RNeasy Mini Kit (QIAGEN)استفاده از كيت 

احتمالي با اسـتفاده   DNAاستخراج شده از آلودگي  RNAسازي پاك
بـر اسـاس دسـتورالعمل     TURBO DNA-free (Ambion)از كيت 

بـا اسـنفاده از كيـت     cDNAنهايتـاً  . شركت سـازنده صـورت گرفـت   
(Invitrogen) SuperScript First-Strand Synthesis System 
for RT-PCR ير بيان نسـبي ژن  در ادامه ميزان تغي. توليد شدSox2 

با استفاده از آناليز بيان  HEK293و  bAFدر هر دو گروه سلول هاي 
گيـري   انـدازه ) qRT-PCR: quantitative Real-Time PCR(ژن 

هر ( HEK293و  bAFهاي به عنوان كنترل اندوژنوس در سلول. شد
-3و گليسرآلدهيد ) bACTB(اكتين -به ترتيب از بتا) كدام سه تكرار

تمامي آغازگرهاي مورد . استفاده شد) hGAPDH(فيت دهيدروژناز فس
-qRTجهت انجـام  . اندليست شده 2استفاده در اين مطالعه در جدول 

PCR  ازPower SYBR Green PCR Master Mix (Applied 

Biosystems)   ميكروليتـر اسـتفاده و بـا شـرايط      10در حجم نهـايي
سيكل در  40شت ابتدايي تعداد دمايي به ترتيب پس از دو دقيقه واسر

 72ثانيـه،   30گـراد   سـانتي درجـه  58ثانيـه،   15گـراد   سانتيدرجه 95
ثانيــه و نهايتــاً يــك ســيكل ذوب در دســتگاه  30گــراد  ســانتيدرجــه

7900HT Fast Real-Time PCR system (Applied 
Biosystems)  براي هر واكنش نيز سه تكرار در نظر . صورت گرفت

بر  SDS Version 2.4.1افزار هاي آماري بوسيله نرمآناليز. گرفته شد
  ).15(انجام شد   CT∆∆ مبناي روش

  
  نتايج و بحث

 يابي منطقه پروموتري آن در گاوو توالي Sox2ژن 

بــه علــت شــناخت كــافي از ســاختار  Sox2در ايــن مطالعــه ژن 
ــوتري آن  ــم) 13 و 11(پروم ــه    و ه ــدن منطق ــه ش ــدم متيل ــين ع چن

ها در  TALE-TFبراي ارزيابي ميزان فعاليت ) 12 و 9(آن پروموتري 
گـاوي بـه    Sox2منطقه پروموتري ژن . هاي گاوي انتخاب شدسلول

كلئوتيــد در فرادســت نقطــه شــروع رونويســي تكثيــر و نو 320طــول 
 Sox2رديفي ايـن تـوالي بـا تـوالي پرومـوتري ژن       هم. يابي شد توالي

 44/93ده يـك مشـابهت   دهن ـنشـان  NCBIانساني قابل دسترس در 
يابي اين منطقه حصول اطمينان از يكسان هدف از توالي. درصدي بود

گاوي و  Sox2در پروموتر ژن  Sox2-TALE-TFبودن جايگاه هدف 
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بود و لذا با توجه به يكساني ايـن منطقـه    )31(انساني گزارش شده در 
در انســان و گــاو جهــت آزمــايش فعاليــت   Sox2از پرومــوتر در ژن 

TALE-TF    هـا از همـانSox2-TALE-TF     گـزارش شـده در ايـن
-TALEچهارده جفت باز مورد شناسـايي ايـن   . مطالعه استفاده گرديد

TF  در منطقــه پرومــوتري ژنSox2  ــي  69گــاوي در فاصــله  55ال
  .برداري واقع شده استوكلئوتيد قبل از نقطه شروع نسخهن

  
هـاي   در سـلول  Sox2-TALE-TFسيستم گزارشگر فعاليت 

bAF  وHEK293  
ها با استفاده از ميكروسـكوپ فلورسـنت نشـان داد    مشاهده سلول

و  bAFهــاي در هــر دوي ســلول mCherryو  EGFPكــه حضــور 
HEK293  نتيجه مورد ). فقسمت ال 3و  2شكل (قابل تشخيص بود

بود  HEK293و  bAFهاي در سلول mCherryانتظار عدم مشاهده 
وسيله گزارشگر ترانسفكت شده بودند اما در همه چهار گروه  هكه تنها ب

 EGFPوجـود  . قابل مشاهده بـود  mCherryها در اين مطالعه  سلول
  .ها بوددر سلول Sox2-TALE-TFدهنده بيان مناسب نشان

هـا تـاكنون چنـد سيسـتم      TALE-TFفعاليت  دادنجهت نشان
و  )31(گزارشگر متفاوت شامل سيستم مورد اسـتفاده در ايـن مطالعـه    

استفاده از بيان نسبي آنزيم لوسيفراز تحت كنتـرل منطقـه پرومـوتري    
سيستم مورد اسـتفاده  . استگزارش شده  )21(مشابه با پروموتر هدف 

در ايــن مطالعــه بــر اســاس فرضــيه ضــعيف بــودن نســبي پرومــوتر  
minCMV ا نهاده شده است و طبق گـزارش قبلـي در ايـن زمينـه     بن

مورد بررسي به جايگاه هدف خود كه  TALE-TFكه پس از اين )31(
شود، در اثـر  كلون شده است باند مي minCMV در فرادست پروموتر

قــدرت ايــن پرومــوتر جهــت بيــان پــروتئين   VP64فعاليــت دامــين 
فلورســنتي كــه تحــت كنتــرل دارد بيشــتر شــده و لــذا بــا اســتفاده از 

بودن يـا نبـودن    توان در مورد واجد فعاليتميكروسكوپ فلورسنت مي
TALE-TF ــري كــرددر آن رده ســلولي نتيجــه ــه هــر لحــاظ . گي ب

مبنـي بـر    )31(هاي مطالعه حاضـر تأييـد كننـده گـزارش قبلـي       يافته
مناسب بودن اين سيستم گزارشگر جهت تشـخيص فعاليـت يـا عـدم     

تواند باشد چرا كه اين پروموتر به تنهـايي  ها نمي TALE-TFفعاليت 
ها نيـز از قـدرت مناسـب بـراي بيـان       TALE-TFو بدون تركيب با 

ــروتئين فلورســنت تحــت كن ــرل خــود برخــوردار اســت پ ــوتر . ت پروم
minCMV  جفت باز اسـت و بـا توجـه بـه      61داراي طولي به اندازه

هـا در  توان از آن بـراي بيـان مناسـب ژن   هاي مطالعه حاضر مييافته
طبق اطلاعـات مـولفين   . اده نموداستف HEK293و  bAFهاي سلول

هـاي  اي مبنـي بـر مقايسـه ايـن پرومـوتر بـا پرومـوتر       كنون مطالعهتا
  .پركاربرد ديگر گزارش نشده است

  
  

 HEK293و  bAFهاي در سلول Sox2افزايش بيان ژن 

نشان داد كه واكنش به درستي انجام شده بود  qRT-PCRنتايج 
چنين نشان داده شـد كـه    هم). هاي ب و پقسمت 3و  2هاي شكل(

اي از بيـان ژن  هاي فيبروبلاست گاوي داراي يـك سـطح پايـه   سلول
Sox2 ستند كه البته اين سطح از بيان در مطالعات قبلي نيز گزارش ه
هاي فيبروبلاست در در سلول Sox2هر چند بيان ژن ). 20(است شده

قابل رديابي است اما بيان آن در سطح  PCRوسيله  هب mRNAسطح 
  ).20(پروتئين قابل رديابي نيست 

بي ژن گيـري بيـان نس ـ   چنين انـدازه  و هم CTآناليز آماري مقادير 
Sox2  به روش∆∆CT )15 ( هـاي  نشان داد كه بيان اين ژن در سـلول

HEK293   ــد ــميد ك ــيله پلاس ــه بوس ــده ك  Sox2-TALE-TFكنن
هاي ترانسفكت شده با گزارشـگر  بودند نسبت به سلولترانسفكت شده

بـه همـين ترتيـب در    ). د-2شـكل (تر بود  برابر بيش 463/2به ميزان 
نسـبت   Sox2-TALE-TFشده بـا   ترانسفكت bAFهاي مورد سلول
 Sox2هاي ترانسـفكت شـده بـا گزارشـگر ميـزان بيـان ژن       به سلول
فاوت بودن مت). د-3شكل (گيري شد تر اندازه برابر بيش 529/3معادل 

تواند ناشـي از عوامـل    هاي مختلف سلولي مي افزايش بيان ژن در رده
مـاتيني  تـوان بـه شـرايط كرو   از جمله اين عوامـل مـي  . بسياري باشد

هاي متفاوت تنظيم بيـان  مخصوص هر سلول و به كارگيري مكانيسم
  ).3(ژن را نام برد 

به عنوان يك دامـين   TALEsتعداد گزارشات مبني بر استفاده از 
كه به سهولت نيز قابل مهندسي شدن اسـت بـه    DNAباند شونده به 

ي هاي متفـاوت  كنون داميندر اين بين تا. سرعت در حال افزايش است
، بـه عنـوان   TALEsبه صـورت فيـوز شـده بـه پايانـه كربوكسـيلي       

، 5(انـد  ها گزارش شدههايي با قدرت فعال يا خاموش كردن ژن دامين
، نسبت به ديگـر  VP64دامين استفاده شده در اين مطالعه، ). 21 و 16

تـري بـراي    از قدرت بيش P65و  VP16كننده مانند هاي فعالدامين
  .)21(خوردار است ها برفعال كردن ژن

-Sox2كـه بـا    HEK293هاي در سلول Sox2افزايش بيان ژن 

TALE-TF  463/2در اين مطالعه بـه ميـزان   (ترانسفكت شده بودند 
برابـر در   5/5افزايش بيان به ميزان (در تأييد نتايج گزارش قبلي ) برابر
متفاوت بودن ميزان افزايش بيـان  ). 31(باشد مي) 293FTهاي سلول
-Sox2-TALEهاي متفاوت در پاسخ به اثر يك در سلول Sox2ژن 

TF دهنده نقش ديگر عوامل موثر بـر بيـان ژن   تواند نشانيكسان مي
دامنه افزايش بيـان ژن در  . ها اشاره شد باشد كه قبلاً به اختصار به آن

ايج مطالعـات قبلـي   با توجـه بـه نت ـ   TALE-TFاثر فعاليت تنها يك 
برابـري   100بين صفر تـا افـزايش بـيش از    ) 1ليست شده در جدول (

-TALEكه در اين مطالعـات از  البته با توجه به اين. استگزارش شده

TF هاي چنين سلول هاي با ساختار متفاوت، تعداد تكرار متفاوت و هم
بينـي صـحيحي در مـورد    تـوان پـيش  متفاوت استفاده شده است، نمي
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ــأثير احتمــالي م هــا داشــت و البتــه هنــوز درك  TALE-TFيــزان ت
هاي متفاوت نيز وجود ندارد، امـا  صحيحي از چگونگي تنظيم بيان ژن

تري براي ها به شكل گسترده TALE-TFنتايج مطالعاتي كه اخيراً از 
انـد پيشـنهاد كننـده در نظـر گـرفتن      ها استفاده كـرده كنترل بيان ژن

هـاي   TALE-TFهمزمان جهـت طراحـي    چندين فاكتور به صورت
انـد  هـا محققـين توانسـته   با در نظر گرفتن اين فاكتور. باشندجديد مي
هزار برابر نيز در نتيجه استفاده  17ها را حتي تا ميزان بيش از بيان ژن

  ).21 و 16(ها افزايش دهند  TALE-TFاز 
 

  كلي گيري نتيجه
هـا در   TALE-TFاين مطالعه اولـين گـزارش در مـورد فعاليـت     

با اسـتفاده  . باشدمي in-vitroاي به صورت هاي حيوانات مزرعهسلول
تـوان  مـي  DNAبه عنوان يـك دامـين بانـد شـونده بـه       TALEsاز 

هاي پيچيـده  تغييرات كنترل شده را بر روي مناطق اختصاصي از ژنوم
نهايتـاً افـزايش دانـش كنتـرل ژنـوم      . تري اعمال كرد با سهولت بيش

ــي ــد م ــه توان ــاوتي  در زمين ــاي متف ــوژي  ه ــاورزي و بيوتكنول از كش
  .هاي فراواني را به همراه داشته باشد پيشرفت
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