
به نام خدا

-cas9بر ميزان بيان  فيوژن پروتئين  6S RNAبررسي تأثير كاهش بيان: عنوان
GFP  در باكتريBL 21

: استاد راهنما
دكتر زهرا بزي

: استاد مشاور
دكتر يعقوب صفدري

:  ارائه دهنده
اكرم والانيك



ي حدود سي در صد توليد پروتئين ها
يي انجام نوتركيب در ميزبان هاي باكتريا

ان ها مي شود و يكي پركاربردترين ميزبمي
.باشد

قارچ -
اسبانتخاب ميزبان من -

سلول هاي حشرات -
دارانسلول هاي پستان -
ختهحيوانات تراري -
ها باكتري -

طراحي اوليه  - طراحي حامل مناسب - ه توليد فراورد -
هدر مقياس انبو

لولي شكستن س -
و استخراج

تخليص -  آناليز فراورده-
توليدي



انواع راهبردهاي 
 بهينه سازي بيان

در اشرشيا كولاي 

بهينه سازي 
بواسطه ي 

مكانيسم و مسير

بهينه سازي شرايط 
تغذيه اي 

بهينه سازي حامل
زمان القاي بيان 
فراورده نوتركيب

تعيين محل بيان 
فراورده نوتركيب

انواع راهبردهاي 
بهينه سازي بيان در 

اشرشيا كولاي 



تعيين محل بيان 
فراورده نوتركيب

وليدي با توجه به نوع پروتئين ت -

شرايط اقتصادي  -
 مزايا و معايب هر بخش -

بهينه سازي حامل

راوردهثير گذاري بر بيان و جابجائي فتا -
قدرت پروموتور -
واكنش به القا -
ژن هدف ها براي بياننحوه به كارگيري كدون -
راوردهثير گذاري بر بيان و جابجائي فتا -
مهپايان صحيح فرايند رونويسي و ترج -
ميزان تكثير پلاسميد -



بهينه سازي شرايط 
تغذيه اي 

تركيب مواد غذايي -
نحوه تغذيه -
PHو  متغيرهاي رشد از قبيل دما، اكسيژن -

زمان القاي بيان 
فراورده نوتركيب

القا در زمان مناسب  -
غلظت مناسب از القا كننده -



بهينه سازي 
بواسطه  تغيير 
مكانيسم و مسير

يبهينه سازي شرايط تغذيه ا -

بهينه سازي حامل  -
يبزمان القاي بيان فراورده نوترك -

يكاستفاده از دانش بيوانفورمات -
ص تجزيه و تحليل مسيرها و مشخ -

كردن عناصر كليدي 

ازي دستكاري عناصر كليدي و بهينه س -
يد مسير به منظور دست يابي به تول

حداكثري



انواع ميزبان ها انتخاب ميزبان 
مناسب

 بررسي وضعيت
رشد ميزبان

جابجايي بين 
مراحل مختلف 

مراحل رشد

سريع بسيار رشد•
بالا سلولي تراكم •
دسترس در و ارزان رشد محيط•
بيگانه DNA دريافت در بالا قابليت•
  فهد پروتئين باكتريايي منشا•

 ها قارچ•
كولاي اشرشيا :باكتريها•
حشرات•
  پستانداران•
  گياهي•
  تراريخته حيوانات•

•RNA يباكترياي مراز پلي
سيگما فاكتورهاي• تأخيري رشد مرحله•

  لگاريتمي رشد مرحله•
  سكون مرحله•
  مرگ مرحله•

انتخاب ميزبان 
مناسب



ژن مبناي بر انتقال•

RNA مباي بر انتقال•

  يينپروت مبناي بر انتقال•

تر كم ايمني تحريك•

بالا كارايي•

  زايي جهش عدم•

انتقال نحوه•

كارآمدي•

اختصاصيت•

 ويرايش سيستم از جزيي•
  كريسپر ژني

اهميت توليد 
Cas9  در قالب

بفراورده نوتركي

چالش ها در 
زمينه استفاده 

انواع حالت ها 
براي انتقال 

 مزيت هاي انتقال
ن بصورت پروتئي

پروتئين هدف 
براي بهينه سازي



گما ميباشداشرشيا كولاي داراي هفت فاكتور سي -
ب بكار در هر مرحله از رشد فاكتور سيگماي مناس -

گرفته مي شود

ترجمه يا رونويسي سطوح در -
  اوليه واليت اين سپس فعال غير صورت اوليه توالي -

.دشومي فعال هاپروتئاز وسيله به نياز هنگام
سيگما ضد هايفاكتور نام به هايي پروتئين از استفاده -

رونويسي فاكتورهاي خانواده از عضوي•
RNAP هسته به اتصال•
خاص پروموتورهاي سمت به رونويسي هدايت•
 پروموتوري توالي شناسايي جهت ضروري•

  واحدي زير چند آنزيم•
:E مركزي بخش• ααββ

 σ اختصاصي فاكتور يك•
RNA  پلي مراز مافاكتورهاي سيگ

 انواع فاكتورهاي
سيگما

عوامل تنظيم 
اي كننده فاكتوره

سيگما

بررسي چگونگي 
تنظيم بيان 

ميزبان



در طول تغيير  σتغيير فاكتورهاي 
فازهاي رشد يا شرايط محيطي 

اتفاق مي افتد 

در طول تغيير  σتغيير فاكتورهاي 
فازهاي رشد يا شرايط محيطي 

اتفاق مي افتد 



كننده كد غير RNA يك-

𝐄𝛔𝟕𝟎كامل ساختار-

 و اهيآزمايشگ وضعيت دو هر در هاپروموتور بسياري رونويسي از و كندمي مسدود هدف يهاپروموتور به را 𝐄𝛔𝟕𝟎اتصال-
كندمي ممانعت سلولي درون

6S RNA



  .كنندمي جلوگيري هاآن رونويسي فعاليت از و شوندمي متصل سيگما هايفاكتور به كه هستند هاييپروتئين
 سكون مرحله كننده القا پروتئين•

•Rsd كند مي تحريك را سيگما هايفاكتور ساير وسيله به رونويسي و كرده ممانعت هفتاد سيگما فعاليت از.
 كه دهدمي اجازه پروتئين اين به آنزيم يهسته به اتصال يناحيه قبيل از σ از ناحيه چندين به اتصال براي Rsd توانايي•

- مي فراهم𝐸 به اتصال منظور به𝜎  براي بيشتري شانس ديگر عبارت به كه كند جلوگيري RNAP هسته بهσ اتصال از
كند

Rsd



RNAP

آغاز رونويسي



6S RNA

E
Sigma 38

E
Sigma 70

E
Sigma 38

E
Sigma 70

ين رشد و تكثير و پروتئ
سازي

آغاز رونويسي آغاز رونويسي

تحمل استرس

Rsd

Sigma 70

Rsd

Sigma 70

6S RNA

E
Sigma 70

نماي شماتيك

Sigma 70



E

Sigma 70

رونويسي از ژن هاي مربوط به رشد

گمافراوان ترين فاكتور سي

E

Sigma 70

E
Sigma 32

E

Sigma 54

E

Sigma 38

گمافراوان ترين فاكتور سي
مرحله سكون

ه با رونويسي از ژن هاي مربوط به مقابل
استرس و حفظ كننده ي بقا

Rsdو مولكول  6S RNAانواعي از تنظيم كننده ها از قبيل 

مرحله ي حداكثر توليد 
كاهش توليد فراورده نوتركيب



نگه داشت شايد بتوان با ايجاد اختلال در عملكرد اين دو مولكول تنظيمي به طريقي باكتري را در مرحله رشد نمايي-

.  مرحله ي حداكثر توليد پروتيين نوتركيب مي باشد: اهميت مرحله نمايي-

مرحله سكون

فرضيه

افزايش مدت زمان 
مرحله نمايي

حداكثر توليد 
فراورده نوتركيب



Anti 6S

6S RNA

E
Sigma 38

E
Sigma 70

E
Sigma 38

E
Sigma 70

رشد و تكثير

آغاز رونويسي آغاز رونويسي

تحمل استرس

Rsd

Sigma 70

Rsd

Sigma 70

6S RNA

E
Sigma 70

Anti Rsd

Anti Rsd

Rsd

Anti 6S

6S RNA

تست 

فرضيه

Sigma 70



طراحي 
آزمايش

نده سفارش وكتور كد كن -
ي پروتئين مورد نظر 

رد بيان پروتئين مو: هدف-
نظر 



طراحي 
آزمايش

نده سفارش وكتور كد كن -
  6S RNAي 

بررسي تاثير : هدف-
ولافزايش بيان اين مولك



نده سفارش وكتور كد كن -
Anti 6S RNAي 

ش بررسي تاثير كاه: هدف-
بيان مولكول

طراحي 
آزمايش



طراحي 
آزمايش

نده سفارش وكتور كد كن -
Anti Rsdي 

ش بررسي تاثير كاه: هدف-
بيان مولكول



طراحي 
آزمايش

طراحي پرايمر -



روش كار

B
L

 2
1



روش كار



و پروتئين  RNAادامه بررسي ها در دو سطح  



روش كار

RNAاستخراج  - مكمل  DNAساخت  - در  بررسي تغييرات بيان -
RNAسطح 

- BCA

- SDS PAGE



نتايج



ساعته ٥هاي حاصل از بيان نمونه Real Tim PCRتست 

نتايج
6S ژن بيان ميزان كه هايي نمونه در RNA 

  ئينپروت كننده كد ژن ميزان بود، يافته افزايش
Rsd ينپروتئ بيان ميزان چنين هم و كاهش  
Cas9 و GFP يافت كاهش نيز

6S ژن بيان ميزان كه هايينمونه در RNA كاهش 
 كد ژن ميزان نمائي رشد يمرحله در بود، يافته

 در Cas9 پروتئين بيان ميزان و كاهش Rsd كننده
 سال در كه پژوهشي طي .يافت افزايش گروه اين

 شده انجام وي همكاران  و Avantika توسط ٢٠١٨
 مرحله در باكتري كه زماني دادند نشان بود،

6s فاقد كه هائي نمونه در باشدمي لگاريتمي RNA 
 جابجائي و ساخت مسئول هايژن بيان بودند

 يعموم تنظيم در درگير هايژن نيز و هاآمينواسيد
 تنظيم مسئول هايژن بيان و افزايش رونويسي

 هك گفت توانمي .يابدمي كاهش سلولي استرس
  دليل به گروه اين در Cas9-GFP بيان افزايش
 جابجائي و ساخت مسئول هايژن بيان افزايش

 يعموم تنظيم در درگير هايژن نيز و هاآمينواسيد
.باشدمي رونويسي

Anti سازه از استفاده با گروهي در Rsd ميزان 
 در كه شد مشاهده يافت، كاهش ژن اين بيان

6s ژن بيان لگاريتمي رشد مرحله RNA نيز و 
.يافت كاهش GFP و Cas9 ژن بيان



نتايج

ساعته ١٨هاي حاصل از بيان نمونه Real Tim PCRتست 

over هاي نمونه بررسي از حاصل نتايج night  6 گروه درS RNA  يافته بيان افزايش 
 در .يافت افزايش گروه اين درGFP و Rsd، Cas9 هايژن بيان  ميزان كه داد نشان

 هايگونه در كه شد مشخص بود، شده انجام همكارانش و neusser توسط كه پژوهشي
6S فاقد RNA در دخيل هاي ژن قبيل از هاژن برخي بيان كاهش سكون مرحله در 

 اين نبنابراي .شد مشاهده ريبوزومي اجزاي يكننده كد هايژن نيز و رونويسي تنظيم
6S بيان افزايش احتمالا گفت توانمي يافته RNA دخيل هاي ژن بيان بر مثبتي تاثير 

.استداشته ريبوزومي اجزاي يكنندهكد هايژن چنين هم و رونويسي تنظيم در

6S ژن بيان ميزان كه هايينمونه در RNA از حاصل هاينمونه در بود، يافته كاهش 
Over بيان Night ژن بيان ميزان Rsd ژن بيان ميزان چنين هم و Cas9 كاهش 
6S كه شد يافت ژن ٣٦ همكاران و Avantika توسط شده انجام پژوهش در .يافت

RNA بيان مثال براي .گذاردمي اثر هاآن بيان بر غلظت، به وابسته طريق به rpoB 
6S فاقد هايگونه در  )مرازپليRNA مركزي هسته از بتا واحدزير يكننده كد( RNA 

 كهاين علت به .يافت افزايش باكتري رشد پيشروي با كاهش اين شدت و يافت كاهش
6S حذف كه شد پيشنهاد كندمي جلوگيري rpoB رونويسي از Eδ اضافي مقادير
RNA از بالاتري مقادير وجود به منجر Eδ مهار باعث خود ينوبه به به كه شودمي  
rpoB كه آنجايي از .شودمي rpoB يهسته تشكيل يكننده محدود RNAمرازپلي 

6S فقدان سلول كه است مطلب اين مؤيد مسأله باشداينمي RNA ساخت كاهش با را 
RNAبدليل هگرو اين در پروتئين توليد كاهش رسدمي بنظر .كندمي جبران مراز پلي 
باشد مرازپلي RNA توليد كاهش

ميزان بيان اين ژن كاهش يافت، مشاهده  Anti Rsdدر گروهي با استفاده از سازه 
و   6S RNA ،Cas9بيان ژن  Over Nightشد كه در نمونه هاي حاصل از بيان 

.همگي كاهش يافتند  GFPنيز ژن 



نتايج

بررسي زنده ماني

6S بيان افزايش تاثير RNA تكثير و رشد  روي بر 
 سبتن هاباكتري تعداد گروه اين در كه داد نشان باكتري

- مي دادتع افزايش اين دليل .يافت افزايش كنترل گروه به
 بودن مترك بدليل بارمتابوليكي بودن كمتر مربوط تواند

  ساعته ٥ هاي نمونه در باشد نوتركيب فراورده توليد ميزان

6S بيان افزايش  تاثير  RNAمرحله در باكتري كه زماني 
 كه داد نشان )بيان از پس ساعت ١٦(بود ايستايي رشد

 اهشك خود كنترل به نسبت گروه اين در ماني زنده ميزان
 شتربي مربوط تواندمي تعداد كاهش اين دليل .بود يافته
 فراورده ليدتو ميزان بودن بيشتر بدليل بارمتابوليكي بودن

  .باشد نوتركيب

6S ژن بيان ميزان كه هايينمونه در RNA كاهش 
 يمان زنده بررسي نمائي رشد يمرحله در بود، يافته
 در انيم زنده ميزان كنترل، گروه به نسبت كه داد نشان

 بود يافته افزايش گروه اين

6S ژن بيان ميزان كه هايينمونه در RNA يافته كاهش 
 ١٦(بود ايستايي رشد مرحله در باكتري كه زماني بود،

 كاهش ها،سلول ماني زنده بررسي )بيان از پس ساعت
6S كه آنجايي از .داد نشان را هاسلول ميزان RNA  از 
 قشن مركزي متابوليسم در دخيل هايژن بر تاثير طريق
 كونس مرحله در رشد وضعيت با باكتري تطابق در مهمي
 معد موجب مولكول اين بيان كاهش رسدمي نظربه دارد،

 هنتيج در و محيطي شرايط با باكتري كارآمد تطابق
است شده مير و مرگ ميزان افزايش

Anti سازه از استفاده با گروهي در Rsd بيان ميزان 
 رشد مرحله در كه شد مشاهده يافت، كاهش ژن اين

 ميزان كه داد نشان هاسلول مانيزنده بررسي لگاريتمي
.بود ردهك پيدا افزايش كنترل گروه به نسبت ها سلول

Anti سازه از استفاده با گروهي در Rsd بيان ميزان 
 هاي نمونه در كه شد مشاهده يافت، كاهش ژن اين

Over بيان از حاصل Night توليد كه آنجايي از 
 سلول هب كه متابوليكي بار دليل به نوتركيب فراورده
 ود،ش ماني زنده كاهش باعث تواندمي كند،مي تحميل

 و ٥ حالت دو هر در ماني زنده افزايش رسدمي نظربه
 ينپروتئ توليد عدم بدليل گروه اين در ساعته ٢٤

باشدمي نوتركيب



نتايج

BCAنتايج حاصل از 



ساعته ٥مربوط به بيان  SDS-PAGEتصوير ژل 

نتايج



ساعته 18مربوط به بيان  SDS-PAGEتصوير ژل 

نتايج



ساعته ٥تصوير مربوط به فلوئورسنت نمونه هاي حاصل از بيان 

نتايج



ساعته ١٨هاي حاصل از بيان تصوير مربوط به فلوئورسنت نمونه

نتايج



1985-Foumier و   Beckwith

2004- Trotochaud and Wassarman

6s فاقد  هايسلول RNA يمرحله در 
 شيوح هاي نمونه به نسبت لگاريتمي رشد

 در اما كنند مي رشد متفاوتي نحو به
-مي مشابهي تراكم به ثابت رشد يمرحله
رسند

 يا غذايي مواد به دسترسي در محدوديت  شرايط تحت -
 يمرحله اواخر شرايط مانند مدت؛ طولاني استرس اعمال
6S فاقد كولاهاي اشرشيا ثابت، رشد RNA به نسبت 

6S داراي هاي گونه(وحشي هاي نمونه RNA(عدم 
.دادند نشان را رقابتي برتري

 هيافت جهش هايسلول اين در ماني زنده ميزان كاهش -
شد مشاهده مدت طولاني سكون يدوره يك طي

2010- neusser

6S فاقد و وحشي هاي گونه مقايسه - RNA، دو در 
  كونس يمرحله ابتداي و لگاريتمي اوايل متفاوت يمرحله

 ژن ٢٧٣ و لگاريتمي مرحله در ژن ٢٤٥ كه شد مشاهده -
 بيان تغييرات برابر ١.٥ از بيش تا سكون مرحله ابتداي در

  .داشتند
 كاهش سكون فاز طي در نتايج ترينجالب از يكي -

 هايگونه در رونويسي ماشين در درگير هايژن هماهنگ
6S فاقد RNA بود.

2018- Avantika

6S كه شد يافت ژن ٣٦ پژوهش اين طي RNA به 

 .ذاردگمي تاثير هاآن بيان بر مقدار به وابسته طريق

 از بتا واحدزير يكننده كد( rpoB بيان مثال براي

  فاقد هايگونه در )مرازپلي RNA مركزي يهسته

6s RNA طي كاهش اين شدت و يابدمي كاهش 

.يابدمي افزايش رشد مختلف مراحل

بررسي متون



1998- Gishae و    Ishihama

2007-mitchel

- Rsd به 𝛿 آن اتصال از شده، متصل 
 از رونويسي و كندمي جلوگيري E به

 𝐸𝛿 به وابسته پروموتورهاي از بسياري
.كندمي مهار آزمايشگاهي شرايط در را
 Rsd فاقد هايگونه سكون ي مرحله در -

  به هوابست پروموتورهاي از رونويسي افزايش
𝛿 پروموتورهاي از رونويسي كاهش و 

-حالي در .دهندمي نشان را 𝛿به وابسته
دارد متضادي تاثير Rsd بيان افزايش كه

 ايهژن بيان در تغيير ريزآرايه، هايبررسي طي -
 همقايس نيز و نكردند مشاهده Rsd فاقد هايگونه
 يافته افزايش Rsd بيان كه هاييآن با هاگونه اين
 كاهش 𝛿 به وابسته هايژن برخي بيان تنها بود

يافت

 نشان بيان تفاوت ژن ١٦ در Rsd فاقد هايگونه
RNA يكننده كد ژن چندين قبيل از دادند
  .كنندهكد غير هاي

6S بيان - RNA نمونه در توجهي قابل ميزان به-
 انبي سكون يمرحله در .كرد تغيير Rsd فاقد هاي
 برابر ٢.٣ وحشي نمونه به نسبت RNA اين

 مرحله اواسط در كهحالي در بود يافته افزايش
 به نسبت RNA اين ميزان )ME(لگاريتمي

  .بود يافته كاهش نصف به وحشي ينمونه

2018- Avantika

بررسي متون



BL21به باكتري  Cas9-GFPترانسفرم وكتوري حاوي -

هدف اصلي

هدف 
اختصاصي

Cas9-GFPبر ميزان بيان فيوژن پروتئين 6S RNAبررسي تاثير كاهش بيان -

6S RNAجهت كاهش بيان  BL21ر باكتري اشرشيا كولاي د 6S RNAطراحي و سنتز وكتور حاوي توالي آنتي سنس  -

BL21در باكتري اشرشيا كولاي  6S RNAترانسفورماسيون وكتور حاوي توالي آنتي سنس  -

BL21تائيد حضور هر دو وكتور در باكتري  -

BL21در باكتري اشرشيا كولاي  6S RNAاندازه گيري ميزان تغييرات بيان  -

BL21در باكتري اشرشيا كولاي  Cas9-GFPاندازه گيري ميزان بيان پروتئين  -

اهداف


