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  PTS2- EGFPي  توليد كننده P19هاي  از سلولسلولي پايدار  ي توليد رده
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  خلاصه

هاي جنيني طبيعي قادر به تمـايز   همانند سلول پرتوان بوده،از نظر تكويني هستند كه  موشي كارسينوماهاي جنينيهاي  سلول P19هاي  سلول: مقدمه

  .سازد ها را براي بررسي وقايع اوليه تكوين ارزشمند مي ، آنP19هاي  برخي خصوصيات سلول. هستند

هـاي   بيوتيك هيگروميسين كلـوني  ترانسفكت گرديد؛ سپس با استفاده از آنتي P19هاي  به سلول pUcD2.hygro.PTS2-EGFPوكتور بياني  :ها روش

  .ها بررسي گرديد هاي مختلف خصوصيات سلولي آن بيوتيك انتخاب شده، با روش مقاوم به آنتي ي سلولي رشد يافته

هاي  سلول پرتوانييد حفظ حالت ؤست و مطالعات ايمونوسيتوشيمي نيز ما ها در اين سلول EGFPنمايانگر بيان ژن  RT-PCR هاي بررسي :ها يافته

 .باشد ترانسفكت شده مي

تغييرات ايجاد شده در سلولي،  ي هاي مختلف تمايز يابند، با استفاده از اين رده قادرند به راحتي به سلول P19هاي  از آن جايي كه سلول :گيري نتيجه

  .قابل ارزيابي است سلولي ي ين ردهدر حين تمايز ا ها زوم پراكسي

  .، پراكسي زومRT-PCR، پلاسميد، P19ليپوفكشن، : واژگان كليدي
  

 
  مقدمه

تواننـد تحـت شـرايط مناسـب،      هاي يوكاريوتي مي سلول

DNA   ــد و ــارجي را كســب كنن ــده  DNAخ كســب ش

اين پديده در جهت كسـب  . تواند در هسته جاي گيرد مي

 ).1(شـود   گوناگون استفاده ميهاي  ژن پايدارو  گذرابيان 

گـذرا و  : شـود  ترانسفكشن به دو نوع اصلي تقسـيم مـي  

ــدار ــان ژن  . پاي ــت اســت و بي ترانسفكشــن گــذرا، موق

انجامـد و   خارجي فقط براي چندين روز بـه طـول مـي   

بـه داخـل ژنـوم     DNAرود؛ چـرا كـه    سپس از بين مـي 

در عوض، ترانسفكشـن  . سلول ميزبان ادغام نشده است

برابـر   10- 100(دهـد   بـا فركـانس كمتـر رخ مـي     پايدار

شـود؛ چـرا    ، اما بيان آن به مدت طولاني حفظ مي)كمتر

در ). 2(شود  خارجي در ژنوم ميزبان ادغام مي DNAكه 

هماننـد  استفاده شد كه  P19هاي  تحقيق حاضر از سلول

هاي بنيـادي جنينـي،    ديگر كارسينوماهاي جنيني و سلول

هسـتند و هماننـد   پرتوان ر تكويني از نظنيز  ها سلولاين 

). 3- 4(باشـند   ميهاي جنيني طبيعي قادر به تمايز  سلول

جهـت بيـان پايـدار     P19هـاي   در اين تحقيق از سـلول 
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EGFP )Enhanced Green Fluorescent Protein (

 PTS2 )Peroxisomal Targetingمتصـل بـه سـيگنال    

Signal Type II (هدايت دومين سيگنال . استفاده گرديد

يـك نانوپپتيـد    )PTS2( 2نـوع   پراكسي زومـي  ي كننده

هــاي مــاتريكس  پــروتئيناســت كــه در انتهــاي آمينــي 

اين سـيگنال شـامل تـوالي    . اقع شده استزوم و پراكسي

 X5(H/Q)(L/A)(L/V/I)(R/K) ي حفاظــــت شــــده 

هاي ماتريكس مثـل   باشد و در تعداد كمي از پروتئين مي

بنـابراين قـرار    .)5( ردكوآتيولاز حضـور دا - كتواسيل- 3

ــن  PTS2فرودســت  EGFPگــرفتن  باعــث هــدايت اي

هاي سـلول و تـابش    پروتئين پس از سنتز به پر اكسيزوم

  .ها خواهد شد رنگ سبز فلورسنت از آن

انجام گرفت، از نـوعي   2000در تحقيقي كه در سال 

اســتفاده  ) CHO )Chinese hamster ovaryســلول  

-PTS2رت پايـدار بـا   هـا بـه صـو    گرديد كه اين سـلول 

EGFP     ــم ــي مكانيس ــت بررس ــده، جه ــفكت ش ترانس

  ). 6(ها استفاده شد  زوم مولكولي بيوژنز پراكسي

ــن در  ــهاي -pUcD2.hygro.PTS2 پلاســميد  مطالع

EGFP، پرومــوتر  در آن كــهSR-α  ويروســي فرادســت

PTS2  -EGFP  داراي ژن مقاومـــت بـــه  وقـــرار دارد

ــي Bهيگرومايســين  ــا روش لي باشــد م پوفكشــن وارد ب

سلولي واجـد بيـان پايـدار     ي و ردهشد  P19هاي  سلول

 ي بنابراين از اين رده. ايجاد گرديد EGFPژن گزارشگر 

توان در جهت بررسي تغييرات ايجاد شـده در   سلولي مي

ها هنگام تمايز عصبي  زوم مرفولوژي و تحركات پراكسي

  .استفاده نمود P19هاي  سلول

 
  ها روش

وكتـور بيـاني   در ابتـدا   :پلاسميد كثيرو ت آماده سازي

pUcD2.hygro.PTS2-EGFP )7 ( از طريـــق شـــوك

كه به صـورت شـيميايي    E.Coli هاي حرارتي به سلول

و پس از رشد و تكثيـر   گرديدوارد ند، بودمستعد شده 

پلاسميدي  DNA هاي باكتريايي حاوي پلاسميد، سلول

 QIAprep Miniprep از طريق كيت استخراج پلاسميد

)Qiagen( استخراج شد.   

رويـان   ي سسهؤاز م P19هاي  سلول :كشت سلولي

ــد    ــت گردي ــه و كش ــفهان تهي ــلول). 8(اص ــا در  س ه

 محـيط كشـت مخصـوص    در T25cm2هـاي   فلاسـك 

-DMEM )Gibco:12800 كـه شـامل   ،P19 هاي سلول

116, USA(   10همراه بـا %ES.FCS )Gibco:10439-

024, USA( ،1 % ــامين و ــي% 1گلوتـ ــي پنـ -لينسـ

ْْ Cشـرايط   ، درل استواسترپتومايسين و بتا مركاپتواتان

37، 5 %CO2  تا به تراكم  رطوبت انكوبه گرديد% 90و

  .دبرس درصد 80-70

RT-PCR: RNA  بـــا اســـتفاده از كيـــتRNeasy 

)Qiagen, German (  بـا   تيمـار و پـس از  استخراج شـد

 Revert با استفاده از كيت cDNAسنتز  DNase Iآنزيم 

Aid H Minus first strand cDNA synthesis kit 
)Fermentas(  سنتز . گرديدانجامcDNA  با اسـتفاده از 

µg 2  ازRNA  پرايمـر  ، كـلoligo-d (T)18  آنـزيم  و

M-MuLV Reverse Transcriptase  صورت گرفـت .

 PCRهاي مد نظر واكـنش   ژنبراي بررسي پروفايل بيان 

ژن، كـه توسـط    اختصاصي هـر پرايمرهاي با استفاده از 

طراحــي شــده، بــراي اطمينــان از     Primer3ســايت 

اين پرايمرهـا  . شد، انجام گرديد Blastاختصاصي بودن، 

  : عبارتند از

ــر ــي Oct4 پرايمــ ــوالي  موشــ ــا تــ  forwardبــ

5'CACGAGTGGAAAGCAACTCAG3' و تـــوالي 
reverse 5' CTGGGAAAGGTGTCCCTGTAG 3' 

ــر و  ــوالي  Nanogپرايمـــــ ــا تـــــ    forwardبـــــ
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5'AAGTACCTCAGCCTCCAGCA3'  ــوالي و تــ
reverse 5' GAAGTTATGGAGCGGAGCAG 3' 

ــر  ــوالي   EGFPپرايمــــــ ــا تــــــ  forwardبــــــ

5'ATGGTGAGCAAGGGCGAGGAG3' ــوالي  و تــ
reverse 5' ATTACTTGTACAGCTCGTCCATG 3'  

 forwardبـــــــا تـــــــوالي  β-tubulinپرايمـــــــر 

TGTTACCAACTGGGACGACA3''5  ــوالي و تــ
reverse 5' TCTCAGCTGTGGTGGTGA3'  

ــن  ــايز،   DNA: 24ترانسفكش ــل از تم ــاعت قب س

خانه به  24هاي  در ديش P19 ي هاي تمايز نيافته سلول

 ng/µl 600سپس بـا   ؛كشت داده شدعدد  7500تعداد 

بـا   pUcD2.hygro.PTS2-EGFPاز پلاسميد حلقـوي  

 )Lipofectamine 2000 )Invitrogenاستفاده از كيـت  

 °Cساعت در دمـاي   6ن ترانسفكش. گرديدترانسفكت 

 )Opti-MEM )Gibco در محــيط عــاري از ســرم 37

هـا سـپس در محـيط كشـت      سـلول . پـذيرفت صورت 

هـا   بـه سـلول   گرفت وقرار  P19 هاي مخصوص سلول

سـلول در   5000 يك روز بعد،. فرصت تكثير داده شد

 µg/ml  400بـــا غلظـــت  cm2 10 باكتريـــايي ديـــش

روز  10به مـدت  ها  سلول. كاشته شد B هيگرومايسين

 5و محيط كشت بعـد از   داده شددر اين محيط كشت 

هايي  روز، كلني 10بعد از گذشت . گرديدروز تعويض 

كه قابل جـدا شـدن از ديـش و     دجدا از هم تشكيل ش

بـراي   .بـود كاشته شدن مجـدد در يـك ديـش جديـد     

منفـرد، عمـل برداشـتن     سلولي هاي يايزوله كردن كلون

     . صورت پذيرفت) Colony Pick up( كلني

ــيمي ــلول :ايمونوسيتوشــ ــاي  ســ روي  P19هــ

Coverslip رشد  درصد 1/0پوشيده شده با ژلاتين هاي

 بـافر  هـا بـا   سـلول جهت رنگ آميزي ابتدا . نددداده ش

PBS در غلضـت  دقيقـه  5به مدت  ،شستشو داده شده 

µg/ml 20 Digitonin )Sigma ( ــده در ــل ش ــافر ح  ب

PBS  بـا  دو بـار  ها سلول ب آن،متعاق .گرديدنفوذپذير 

دقيقـه   30به مدت  د و سپسشستشو داده ش PBS بافر

 .تثبيت گرديـد در دماي اتاق  درصد 4در پارافرمالدهيد 

شستشو داده شد و بـه   PBSبافر  ها در ، سلولبار ديگر

درصـد   Blocking 20محلـول   مدت يـك سـاعت بـا   

BSA/PBS ها در سلول. دبلوكه ش C° 37 بـادي   با آنتي

بـه  ) Rabbit anti Catalase; Abcam: ab1877( ليـه او

بـادي   غلضت نهـايي آنتـي  (شد ساعت انكوبه  2مدت 

د؛ شستشو داده ش PBSبافر با بار ديگر  سپس ؛)300/1

 بـادي ثانويـه   ساعت ديگـر بـا آنتـي    2به مدت آن گاه 

)Texas red conjugated donkey anti rabbit; 

Amersham: N2034) (ــ  ــايي آنت ــت نه ــادي  يغلض ب

رنــگ  بــا رابطــه در .شــدانكوبــه  C° 37 در) 2000/1

ــي   ــا آنت ــزي ب ــادي  آمي ــدSSEA-1ب ــزودن  از ، بع اف

 ها با سلول شستشوي دقيقه و 30يد به مدت ئپارافرمالد

 Blocking دقيقـه در محلـول   45، بـه مـدت   PBSبافر 

ــد ــرار BSAاز  mg/ml 3 واج ــد؛ ق ــا  داده ش ــپس ب س

 :Mouse anti SSEA-1; Chemicon( بادي اوليـه  آنتي

MAB4301 () بـه  ) 200/1بـادي   غلضت نهايي آنتـي

ي بعـد از شستشـو  . گرديـد سـاعت انكوبـه    2مدت 

ــلول ــا  س ــا ب ــ ه ــي  PBSافر ب ــا آنت ــادي  ب ــهب    ثانوي

)FITC conjugated goat anti mouse; Sigma: F9259( 

شد و بعد از شستشوي آن بـا   ساعت انكوبه 1به مدت 

  .كروسكوپ مشاهده شدها زير مي ، سلولPBSبافر 

ــان  ــايي بيــ ــس دو روز :EGFPشناســ از  پــ

و  شـد شستشو داده  PBS ا بافرها ب ترانسفكشن، سلول

تثبيـت  دقيقـه   30بـه مـدت    درصد 4در پارافرمالدهيد 

ــد ــي. گردي ــلول EGFP فلورسانس ــا  در س ــط ه توس

  .مشاهده گرديد )Olympus( ميكروسكوپ فلورسنت
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  ها يافته

  :هاي ترانسفكت شده ژيك سلول بررسي مرفولو

ه به صورت ترانسفكت شد P19هاي  سلولبررسي 

 )Efficiency( كفايتنشان داد كه ) Transient(گذرا 

بوده  درصد 15ها حدود  ترانسفكشن در اين سلول

  ).1شكل (است 

  

  

  

  

  
   

  .P19هاي  كفايت ترانسفكشن سلول .1شكل 
  

A  وB هاي ترانسفكت  دو ميدان ديد مختلف از سلول

ها  زوم نقاط سبز رنگ همان پراكسي. است هشد

 .بوده استميكرومتر  20بار . باشد مي

بيوتيك و جداسازي  به دنبال استفاده از آنتي

بيوتيك، فلورسانسي اين  هاي سلولي مقاوم به آنتي كلني

ها مورد ارزيابي قرار گرفت و در نهايت دو گروه  سلول

پايداري بيوتيك، كه به صورت  سلولي مقاوم به آنتي

. نمود، انتخاب گرديد رنگ سبز را از خود ساطع مي

 در را فلورسنت )Punctuate( دانه دانه ، الگوي2شكل 

  .دهد نشان ميپايدار  P19 يسلول هاي يكي از گروه

  

  

  

  

  
 ،پايدار كه وجود ذرات ريز و براق P19 يها تصوير سلول .2شكل 

   .در سلول است جايگاه پراكسيزومي ي دهنده نشان

  .بوده استميكرومتر  20بار 

نتايج حاصل از ايمونوسيتوشيمي عليه كاتالاز، به 

-PTS2پروتئين زوم، ورود  عنوان يك ماركر پراكسي

EGFP 3شكل ( يد كردأيرا به داخل پراكسيزوم ت.(  

  
  
  

  
  
  

  
  

  ها زوم داخل پراكسيه ب PTS2-EGFPورود  .3 شكل

A :ها بعد از ترانسفكشن هاي فلورسانس در داخل سلول تصوير دانه  

B : ميزي عليه كاتالازآرنگ .  

  .بوده استميكرومتر  20بار 

  

  :هاي ترانسفكت شده بررسي خصوصيات پرتواني سلول

هـاي   هاي ژنتيكي بر روي سـلول  از آن جا كه دستكاري

بنيادي ممكن است منجر به تغيير خصوصـيات پرتـواني   

اي ه ـ ها شود، بررسي صـفات پرتـواني سـلول    اين سلول

P19 ي پايــدار توليــد كننــده PTS2-EGFP  نيــز در ايــن

  . تحقيق صورت پذيرفت

SSEA1 )Stage Specific Embryonic Antigen 1( 

است كه بيـان   P19پرتوان هاي  سلول ييك ماركر سطح

ــت  P19هــاي  آن در ســطح ســلول نشــانگر حفــظ حال

نمايشگر رنگ  4شكل  .باشد مي P19هاي  سلولپرتواني 

معمــولي و  P19هــاي  وسيتوشــيمي ســلولآميــزي ايمون

 .اسـت  SSEA-1ترانسفكت شده بـراي مـاركر سـطحي    

 P19هاي  شود، سلول ديده مي 4همان طور كه در شكل 

نيــز هماننـــد   PTS2-EGFP ي پايــدار توليــد كننـــده  

را در سطح خـود بيـان    SSEA-1ماركر  P19هاي  سلول

  .نمود

A  B 
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   SSEA-1ميزي عليه آ رنگ 4شكل 

A :يها سلول P19 معمولي  

B :هاي  سلولP19 ترانسفكت شده .  

  .بوده استميكرومتر  20بار 

  

هـــاي  از ســـلول RNAبـــا اســـتخراج  همچنـــين

 RT-PCRو انجــام آزمــايش  P19 ي ترانســفكت شــده

در ميزان بيـان   تغييري ها، مشاهده شد كه هيچ روي آن

فاكتورهاي رونويسي بيـان  كه  ،Nanogو  Oct4دو ژن 

باشـد، پـس از    مـي  P19پرتـوان   هـاي  لشونده در سلو

يـد  ؤكـه م  شـود  ها مشاهده نمي ترانسفكشن اين سلول

  .)5شكل ( ستا ها آنپرتواني حفظ حالت 

  

  

  

  

  
  EGFPو  Oct4 ،Nanogهاي  ژن RT-PCRنمايش  .5شكل 

  

  بحث

ــ ــدامك  زوم يپراكس ــا ان ــه در  ه ــتند ك ــايي هس ــام  ه تم

فـي  و داراي وظـايف مختل  شـوند  ها يافت مي يوكاريوت

تــوان بــه اكسيداســيون  باشــند كــه از آن جملــه مــي مــي

. دار اشـاره نمـود   اسيدهاي چرب بلنـد زنجيـر و شـاخه   

اي از  ها ناشي از وجـود دسـته   زوم اهميت وجود پراكسي

زوم  هـاي پراكسـي   هاي وراثتـي بـه نـام بيمـاري     بيماري

هاي ملكولي  مكانيسم ي در همين راستا، مطالعه. باشد مي

). 6(زوم داراي اهميت فراواني است  سيبسته بندي پراك

يكي از مسائلي كه هنوز به صـورت مـبهم بـاقي مانـده     

ها در هنگام فرايند تمايز  زوم است، بررسي نقش پراكسي

هـاي   به ويژه، تمايز سلولي بـه سـلول  . باشد ها مي سلول

اي برخوردار اسـت؛ چـرا كـه بـا      عصبي از اهميت ويژه

توان در  ها مي ولي به نرونهاي تمايز سل دانستن مكانيسم

هـاي نورودژنراتيـو    آينده رشد و پيشرفت فرايند بيماري

طور كه پيشتر ذكر  همان. را در بيماران مبتلا كنترل نمود

هـا   ، آنP19هاي  شد، خصوصيات ذاتي موجود در سلول

ايـن  . سـازد  را براي بررسي وقايع تكوين ارزشـمند مـي  

هـاي   كـاري  توانند از طريق دسـت  ها به راحتي مي سلول

روهايي مثل رتينوئيك اساده در محيط كشت و افزودن د

هـاي   سـلول . به سمت تمايز القا شـوند  DMSOاسيد و 

P19 كنند و در شرايط تمايز نيافته بـاقي   راحت رشد مي

كارآمدي بـراي تمـايز    نحوتوانند به  ها مي مانند اما آن مي

محـيط   ي هـاي سـاده   كـاري  القا شوند كه از طريق دست

در آخـر، تركيـب   . پـذير اسـت   له امكـان أكشت اين مس

كاري شود كـه   تواند به راحتي دست ها مي ژنتيكي سلول

هـاي موتـان يـا بـا      له يا از طريق انتخـاب گونـه  أاين مس

هايي كه ژن ترانسفكت شـده بـه صـورت     انتخاب كلون

 ).4( اسـت  رها ادغام شده، انجـام پـذي   پايدار در ژنوم آن

هــاي ســلولي مناســبي جهــت مطالعــات  ابراين، مــدلبنــ

  ). 4( باشند مولكولي و سلولي مي

ــه ــا ك ــلول  از آن ج ــزي س ــگ آمي ــا، آن رن ــا را  ه ه

كند، با انتقـال پلاسـميدي كـه     دستخوش مرگ و مير مي

واجد تابش   هاي زنده است، سلول EGFPواجد نشانگر 

كه با توجه بـه وجـود    بود ندسبز رنگ فلورسانت خواه

، پلاســميد مــورد نظــر بــه ســمت     PTS2نال ســيگ

بنابراين قادر خـواهيم بـود    ؛شود زوم هدايت مي پراكسي
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كــه بيــان پايــدار   P19هــاي  كــه در حــين تمــايز ســلول

پلاسميد ذكر شـده را دارنـد، تغييـرات ايجـاد شـده در      

  . ها را مورد بررسي قرار دهيم زوم پراكسي

هـاي   در سـلول  پيشتربيان موقت پلاسميد ذكر شده 

Vero  وCHO  جهت بررسي كينتيك و بهينه سازي بيان

هاي سلولي توسط قدرت نما و  اين پلاسميد در اين رده

بيان پايدار آن نيز پيشتر در  .به انجام رسيد) 9(همكاران 

و فيبروبلاست پوست جهت بررسي  CHOهاي  سلول

بـه انجـام رسـيده اسـت      PEXهاي مختلـف   بيان ژن

ن رو كه جهت بررسـي فعاليـت   اما از آ). 6، 10- 11(

ــه   پراكســي زوم در هنگــام فراينــد تمــايز از ايــن گون

در تحقيـق حاضـر    توان اسـتفاده نمـود،   ها نمي سلول

هاي تراتوكارسينوماي موشـي   براي اولين بار از سلول

P19 ي سلولي پايدار بيان كننـده  ي استفاده شد و رده 

به دست آمد؛ از آن جـايي كـه    PTS2-EGFPپلاسميد 

را دارا هستند  هاي بنيادي ها خصوصيت سلول اين سلول

هـاي   ها مانند سـلول  و توانايي تمايز به ديگر انواع سلول

جهـت  ها  از اين سلولدر آينده توان  مي. عصبي را دارند

زوم در حـين تمـايز    هاي بعدي بر روي پراكسـي  بررسي

از آن جـا كـه انتقـال     .كردهاي مختلف استفاده  به سلول

توانـد   سلولي مـي  ي ا منشأ خارجي در يك ردهيك ژن ب

سلولي شـود، در   ي موجب تغيير در خصوصيات آن رده

هـاي پرتـواني مثـل     حاضر با بررسـي بيـان ژن   ي مطالعه

OCT4  وNANOG  ــطح در  SSEA-1و  RNAدر ســـ

ترانسـفكت شـده و    P19هـاي   سطح پروتئين در سـلول 

يـن  تـوان ا  معمـولي، مـي   P19هاي  آن با سلول ي مقايسه

سـلولي پايـدار، تمـامي     ي نتيجه را گرفت كـه ايـن رده  

و  باشـد  را دارا مـي  P19هاي پرتـوان   خصوصيات سلول

عادي است؛ با اين تفاوت كـه   P19در واقع همان سلول 

. دهـد  را از خـود بـروز مـي    PTS2- EGFPبيان پايـدار  

هـاي   گرچه در مطالعـات قبلـي، دانشـمندان از پـروتئين    

GFP- PTS1 ــراي نمــاي ــال پراكســيب   زومــي در ش انتق

 vivo in ولـي نتـايج حاضـر نيـز نشـان       اند استفاده كرده

توانـد جهـت    مـي  EGFPدهد كه تصاوير فلورسـنت   مي

بـازده  . زومـي اسـتفاده شـود    ارزيابي بازده ورود پراكسي

ورزي و  زوم نيـاز بـه دسـت    ها به پراكسي ورود پروتئين

هـا   زوم سيپراك ي مهارت محققان دارد تا طبيعت شكننده

تـوان جهـت توليـد     مي EGFPاز تكنيك . را جبران كند

استفاده نمود ) Fusion Protein(هاي ادغام شده  پروتئين

هـاي   زومي اين پـروتئين  و موقعيت سيتوزولي و پراكسي

يكـي  . را مورد بررسـي قـرار داد   in vivoادغام شده در 

ــه  ــن روش، مطالعـ ــاي ايـ ــر از مزايـ ــتقيم  ي ديگـ مسـ

گير رنگ  هاي وقت ها بدون استفاده از روش زوم پراكسي

بنـابراين بـا اسـتفاده از ايـن روش     . آميزي سلولي است

هاي زنده را بدون هر گونه تيمـار در زيـر    توان سلول مي

توانـد مسـير    اين تكنيك مي. ميكروسكوپ بررسي نمود

هـاي گونـاگون    جديدي بـراي ارزيـابي بـازده پـروتئين    

توانـد   حاصل از آن مـي  زومي باشد كه اطلاعات پراكسي

زومي  در جهت بررسي بيشتر مكانيسم مولكولي پراكسي

  ).4(هاي بنيادي مؤثر باشد  در تمايز سلول

  

  تشكر و قدرداني

 ي ي پرسـنل پژوهشـكده   نويسندگان ايـن مقالـه از كليـه   

  .نمايند رويان پايگاه تحقيقاتي اصفهان تقدير و تشكر مي
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Creation of a Stable P19 Cell Line Producing PTS2-EGFP 
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Abstract 

Background: P19 cells are mouse embryonic carcinoma cells which contain pluripotent ability, like stem 
cells, to differentiate into different cell lines. There are several properties for this cell line that make it a 
valuable cell model for study of developmental stages. 

Methods: At the first step, PTS2-EGFP coding sequence which was cloned in pUcD2.hygro vector 
was used for transfection in to P19 cells. As the plasmid contained hygromycin (Hygror) resistance 
gene, stable cells were selected using hygromycin as an antibiotic. Stable transformed cells were 
characterized by RT-PCR and immunostaining analyses. 

Findings: RT-PCR results indicated EGFP was expressed in these cells. Moreover immunocytochemical 
analysis of the cells confirmed the preserved pluripotency states of transfected cells. 

Conclusion: As P19 Cells are able to differentiate into several cell lines, using this stable cell line we 
will able to chase the molecular kinetics of peroxisomes.  

Key words: Lipofection, P19, Plasmid, RT-PCR, Peroxisome. 
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