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دانشگاه آزاد اسلامی
واحد علوم پزشکی تهران

دانشکده علوم و فناوریهای نوین

گروه زیست شناسی سلولی و مولکولی

GCKوPEPCKاثر حاملهای نانونیوزومی حاوی تایروزول بر بیان ژنهای 

دیابتیدر متابولیسم گلوکز در رت های دخیل 

:استادان راهنما

دکتر مریم ناصرالاسلامی

دکتر فاطمه خاکپای

:مشاوراستاد 

دکتر ندا موسوی نیری

:نگارش

1400سالفروردینماه نیما جعفری رستگار
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مقدمه

دیابت

مقابله
علل

انواع

77و66و59و23



4

16



7

54و2
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انسولین

حساسیت
سیگنالینگ

اثر

56و45و26
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18



9

40
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گلیکولیز و گلوکونئوژنز

GCK
PEPCK

65و59و53و30و17
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روشهای مقابله با قند خون بالا

73



مکانیسم مولکولی پلی فنول ها و فیتوکمیکالها

8

68



پلی فنولهای روغن زیتون
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69و54و5



تایروزول

15 42و24



جذب تایروزول

16

45



(نانونیوزوم)حامل دارویی
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43



مدل های دیابت
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50و22و3
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روش شناسی
نگهداری و -1

گروه بندی

حیوانات

القاء دیابت و-2

گاواژ

تشریح -3

کبد

4-

استخراج

RNA

سنتز-5

cDNA

انجام-7

Real-Time 

PCR

بررسی-6

کفایت

پرایمرها

تایید محصولات-8

با منحنی های

ذوب و تکثیر



نگهداری و گروه بندی حیوانات-1
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و گاواژالقاء دیابت-2
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تشریح کبد-3
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با کیتRNAاستخراج-4

(Cat No # Total A101212; Lot # 1441)

RNX-plusلاندا افزودن  700–2برش،تکه تکه و لیز کردن بافت -1

3-Vortex4-200 روییسانترفیوژ و برداشتن فاز -5کلروفورم  لاندا

سانترفیوژدوباره لاندا ایزوپروپانول و 700الی 6-600

DEPC Treated waterکردن اضافه -8حاصله درصد به رسوب 70لاندا الکل 7-600
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cDNAسنتز-5

10 از لانداRNA ی نمونه

1 آنزیملانداDNase ،2 بافر آنزیملانداDNase ،7لاندا آب

 دقیقه9ساعت و 1به مدت درجه سانتیگراد به ترتیب  25و 4دمای دستگاه ترموسایکلر با

10 لاندا1و به ترتیب منتقل لاندا از محتویات آن  را به یک میکروتیوپ جدیدdNTP،1 

 DDWلاندا 3.5و  RTلاندا آنزیم RT ،0.5لاندا بافر4پرایمر،لاندا 

 دقیقه  9ساعت و1درجه سانتیگراد و مدت زمان26و 3برنامه دمایی
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بررسی کفایت پرایمرها-6

SizeReverseFowardGene

290 bpTCTATCACAGCTCTGGAAATTTGAGATTTTGTAGAGCACAPEPCK

350 bpATATCACTCTCTTCGCGAATATATTTTTTTAGGATTTGCCGCK

130 bpTTTCATGGTGGAATCATATTATTCTCTGATTTGGTCGTATTGAPDH
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ژناز چپ به راست

-PEPCK(290bp)-GCK(350bp)

GAPDH(130bp)



Real-Time PCRانجام-7

میزان .لاندا در میکروتیوب درست کردیم20به حجم  Mixک ی.1

Mixلازم برای هر نمونه در  جدول آمده است.

در سه  cDNAکلی از همه ترکیبات به جز  Mixیک .2

لاندا از یکی از 52.5در هر میکروتیوب .میکروتیوب درست کردیم

لاندا 350،(GAPDH/PEPCK/GCK)پرایمرها

MasterMix لاندا 193وDDW اضافه کردیم.

لاندا 17به تعداد نمونه هایمان میکروتیوب برداشته و به هر یک .3

افزودیم  cDNAلاندا از 3از میکس ساخته شده در مرحله قبلی و 

.لاندا برسد20تا حجم آن به 

دستگاهدقیقه در 87کلی را به مدت ترکیب .4

Easy-Plexتایم خود،-ریل ANALYZER rota-Gene قرار،

.دادیم
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میزانترکیبات

cDNA30لاندا

لانداGAPDH,GCK,PEPCK1.5پرایمر برای

Master Mix10لاندا

DDW5.5لاندا

Temperature(

centigrade)

Durationcycles

955minutes1

5215 seconds40

9510seconds

7215seconds



آنالیز داده های آماری

مطالعه با استفاده از نرم افزار های این دادهPrism GraphPad وSPSS  مورد

 One Way)ه نتایج با آنالیز واریانس یک طرفتجزیه و تحلیل آماری قرار گرفتند و 

ANOVA )وT Testبررسی شدند.

 ی تی روش دلتای دلتا سمقایسه ی بیان ژن ها بین گروه های تیمار با کنترل از

.انجام شد

ΔCt=ΔΔCt(2نمونه)-ΔCt(1نمونه)

p value دار بودن،معنا یا سطح((p< 0.05 شدنظر گرفته در.

27



نتایج

روزه ی تایروزل و تایروزول نانونیوزومه بر وزن بدن و غلظت گلوکز خون در 36گاواژ رثا

:STZرتهای دیابتی شده با 

ن و القاء دیابت طرفه نشان میدهد که تزریق استرپتوزتوسیدر این بررسی نتایج آنالیز واریانس یک 

ش وزن گاواژ نانونیوزوم از آنجایی که دارو نبوده نتوانسته مانع کاهاندکی کاهش وزن ایجاد کرده،

ه های وزن نموننمونه دیابتی بشود، تایروزول و نانونیوزم تایروزول باعث جلوگیری از کاهش

.(p< 0.05.)دیابتی شده اند و وزن را تا حد گروه کنترل سالم نزدیک کردند

(  p< 0.001)لدار قند خون نسبت به گروه کنترهمچنین تزریق استرپتوزتوسین باعث افزایش معنی

ا گاواژ نانونیوزوم به تنهایی نمیتواند از افزایش قند خون در رتهای دیابتی شده ب.شودمی

ا محدوده گروه نانونیوزومه توانست قند خون را تگاواژ تایروزول جلوگیری کند اما استرپتوزتوسین

سه با گروه کنترل نزدیک کند و البته گاواژ تایروزول به تنهایی، نیز سبب کاهش قند خون در مقای

.شد( گروه شم)شاهد دیابتی 
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PEPCK&GCKکسر بیان نسبی ژنهای 
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PEPCKمقایسه ی بیان ژن 

summa

ry

commentfold changeCtGroup

-reference1.0053912422.1Control

-increased3.6543159721.445Diabetic control

-unchanged1.2192532823.725Nano-niosome

***decreased0.9868599625.3917Tyrosol

***decreased0.7752919625.43Tyrosol

Nanoniosome

شموترلکنگروهبهنسبتنانوتایروزولوتایروزلکنندهدریافتگروه
تاست؛تغییرامعنادار***p<0.001باکهاستداشتهژنبیانکاهش

خالیلتایروزوازبیشترنانوتایروزولگروهدرشدهبررسیژنیبیان
.استبوده
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GCKمقایسه ی بیان ژن 

summarycommentfold changeCtGroup

-reference1.0057427422.11Control

-decreased0.7730051523.685Diabetic control

-unchanged1.0875681623.905Nano-niosome

*increased1.9754467824.4Tyrosol

***increased3.3495704823.34Tyrosol Nano-

niosome

باشموکنترلگروهبهنسبتنانوتایروزولوتایروزلکنندهدریافتگروه

>pباکهاندداشتهژنبیانافزایش 0.001 *** p< 0.05 معنادار*

تایروزولازبیشترنانوتایروزولگروهدرشدهبررسیژنیبیاناست؛تغییرات

استبودهخالی 31



GAPDHذوب و تکثیر ژنمنحنی نمودار 

GAPDHژن تکثیر منحنی GAPDHذوب ژن منحنی 
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GCKژننمودار منحنی ذوب و تکثیر 

GCKژن تکثیر منحنی GCKذوب ژن منحنی 
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PEPCKژننمودار منحنی ذوب و تکثیر 

PEPCKژن تکثیر منحنی PEPCKژنمنحنی ذوب 
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2019ارکوویچ و همکارانمبحث
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2017موریانا و همکاران بحث

36



2016استیوسو و همکاران بحث
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دستاوردهای پژوهش



نتیجه گیری

وتایروزولگاواژازپسشدهایجادژنیبیانتغییراتمطالعهایندر

حاکیتایجشد؛نبررسیگلوکزمتابولیسممسئولژنهایبرنیوزومهتایروزول

ونئوژنزگلوککاهشوگلیکولیزافزایشسببتایروزولمصرفکهبودآناز

بهنسبتنانونیوزومهتایروزولچهارچوبدرتغییراتاینومیشودکبدی

ردنرمالیمحدودهبهنزدیکترواستترمحسوسبسیارخالیتایروزول

بهبودربنانونیوزمداروییحاملقابلیتدهندهنشانکهبودسالمکنترلگروه

.میباشدتایروزولاثربخشیودهیارسال،هدف
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پیشنهادات

گلوکزلیویکمتابولیسمبرنانونیوزومهتایروزولوتایروزولتاثیرکهمیشودپیشنهاد،

بیانمیزنکهمیشودپیشنهادGlutگلوکزبرداشتوهمچنینانسولینهایگیرندهوها

بررسینانونیوزومهتایروزولوتایروزولمصرفازپسمحیطیبافتهایدرخون

.شوند

فعالیتوبیانبرنانوتایروزولوتایروزولاثراتکهمیشودپیشنهادGKRPشودبررسی.

جزایرمتیلاسیونبازگرداندندرترکیبدواینقابلیتکهمیشودپیشنهادcpGتغییراتو

.شودبررسیدیابتتوسطشدهایجادیاودیابتیپیشبرندهژنتیکیاپی

ژنبرترکیبدوایناثرمیشودپیشنهادSGLT-2بتواندشایدکهشودبررسیکلیوی

.باشدژناینمهاربرایمتناوبیطبیعیداروی

مدلدرسپانکراوکبدبازسازیبرنانوتایروزولوتایروزولاثراتکهمیشودپیشنهاد

.شودبررسیدیابتی
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سپاسگزاری

رالاسلامی پایان و تلاش دلسوزانه و یاری متعهدانه ی اساتید گرانقدر خانم دکتر مریم ناصاز لطف بی

خاکپایو خانم دکتر فاطمه 

یاری که بدون رهنمودهای شایسته ی ایشان و کمک در گذر از چالشهای پیش آمده در بسسپاسگزارم 

.آنها دارماز مراحل انجام کار، پیشبرد این پروژه به هیچ وجه قابل انجام نبود و بنده کمال تشکر را از

ام مشاوره و با محبت و علاقمندی، با انجکه نیریموسوی ندا خانم دکتر سپاس و تقدیر از استاد گرامی 

ا فراهم نامه رپشتیبانی خود موجبات موفقیت هر چه بیشتر اینجانب در انجام هر چه بهتر این پایان

.نمودند

نده لازم به ذکر است که تمامی زحمات استادان اینجانب در دوران ملال انگیز کرونا بوده است و ب

.کمال تشکر را داشته و امیدوارم بتوانم روزی لطف بزرگشان را جبران کنم

همچنین لازم می دانم از دو داور گرامی 

جمشیدیاندکترو  ساریدکتر

نیز تقدیر و تشکر نمایم که قبول زحمت کرده و داوری

.این پایان نامه را انجام دادند
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ممنون


