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 خلاصه  

 

این عناصر   کهیدرحالاعر     ا ارس فاهدر ژنوم پسرااناارا  حت  سسرا و یعر  ی  LINE1 جالجاییخانواده عناصر  اال   

در رشرا  LINE1 ها شرانا  ماال ا  اخ   له نش زا در نظ  س فاه میعناصر   خودخواه ی جش   عنوا لهعرنای   طورله

ل ا   LINE1 انسرانی RNA که  شراهدادهی نوریژنز اشراره دارنا  در این ماال ه نارا   T ها ایل ه موو  عروو  عرلو 

لا اعراااده از  LINE1 ضر یر  اعر   خاموو ک د  (hESCs) ها  لن اد  جن نی انسرا خودنوعراز  ی هوی  عرلو 

منج  له الشا  او   (naïve hESCs) ها  لن اد  عرادهدر عرلو  CRISPR عرن  یا حااخ ال گونوکلئوح اها  آنای

شرونا  له طور ف ا  می LINE1 هایی که لا خاموو شرا مارص  شرا که ژ  .شرودمی 8C (8CLCs)ها  شرهه عرلو 

 TPRX1 ماننا 8C  که شرام  نارانگ ها  کل ا  حال   19عراز  در ک یموزیم انا ی غنییونواخ  در ژنوم حوزیع ناراه

   H3.XY یا p53 ماننا 8Cها  احامالی  کنناهای  حنظ م  اما نه عرTPRX1 اعر   خاموو شرا   شراهماراهاهاعر   

 .کناع کوب می LINE1 KD ها  لن اد  انسانیرا در علو  8Cالشا  ل نامه  

 RNA LINE1ها  م حهط دامنه  یالی یحوالها  لن اد  انسانی ا ار دارد  ح ج تی در لام نا ی حاشر ه هساه علو   طورله

در   NADs لا 19دهناه ارحهاط ح ج تی ک یموزیم نارررا  (NADs) ها  م حهط لا هسررراهی دامنه (LADs) لا لام نا

 19ا  مامایز ی ارحهاط کما  ک یموزیم  دارا  مورفولوژ  هسراه 8Cها  شرهه  ها  لن اد  جن نی انسرا  اعر     عرلو عرلو 

ا  در  دهناه نش  دینام ک هسراهها  لن اد  عراده ی ایل ه هسرانا  که نارا لا هسراه نسره  له عرلو  TPRX1 ی جایگاه

لاعث اخالا  در عراخاار هسراه ی   LINE1 ماالق لا این ناایج  خاموو شرا  .اعر  hESC له 8CLCاناشا  از حال  

کننا   نسرانی الشا میها  لن اد  ارا در عرلو  8Cشرود  اخالالا  مسراش  در هسراه  ل نامه ا  میها  حن  هسراهنارانه

 ی مشار  اناشراهیغن (PRC2) کامبکنناه پلیل ا  اهااف مجامع عر کوب LINE1 حوعرط خاموشری  الشاشراهها  ژ 

PRC2  8ها  له الشا  او  ژC دها کهشرود  ناایج ما نارا  میمنج  می LINE1 ا  ی  لنا  هسراههماهنگی حشسر م

    .دهاها  لن اد  جن نی انسا  انجام میک یماح ن را ل ا  جلوس    از لازسا  رشا  علو  لایاعاهع کوب ژ  
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 ,ژنومRNA,ک یموزیم    LINE1   یانسان   اد لن  علو  ها:  کلیدی  کلمات

 مقدمه    .1

حوانا کارل دها  جایا  در حوزه علام  لاریر  ی پزشوی  درک رشا ایل ه انسا  از اهم   اعاعی ل خوردار اع  ی می 

ها  ایل ه انسانی ل ا  پژیه   اخلاای ی کمهود جن ن   عؤالا لازعاخای )ح م می( ارائه دها   حتش شا  در این زم نه له دل    

کننا   عاز  رشا انسانی ف اهم میلسا   اارحمنا ل ا  ما  (hESCs) ها  لن اد  جن نی انسا اع   علو   متایدشاه 

 یا یض    ایل ه  ینیلانه سزم حله للاعاوع س  اه  از   (naïve) حواننا یض    عادهها میhESCلساه له ش ایط کا    

(primed)   ها  حوا  از آ  ی  می  رادارناعاز  کننا  این دی یض    االل   حهای  له یوایگ   را شه ه  ین یلانه سزجن ن پ  از

 .ها  خاص پ  از ساعا یلاع و  اعاااده ک دها له عم  دیدما ل ا  حمایز علو 

م اح  مشم  حال     ازجملهله م اح  ایل ه رشا دشوارح  لوده اع     (naïve hESCs) ها  لن اد  عادهلازسا  علو 

ها  شهه انا که علو اخ  اً چناین س یه سزارو داده(1)  دها عاز  ژنوم زیگوحی رخ می اع  که در آ  ف ا   (8C)علولی 8

8C (8CLCs) ها  لن اد  عاده ها  علو  کننا  در کا علولی را ل ا  می 8  که ل نامه رینویسی مامایز  مااله جن ن 

(naïve hESCs) شاه کا این ش ایط اصلاح   (۲- ۵) لا ف کان  پای ن یجود دارناhESC  عاز   عالشه ل ا  ما ف صای لی

 .کناسزینی ف اهم میی ماال ه رشا انسا  پ   از لانه

علولی انسا  در ش ایط   8ها   ل ا  رشا جن ن  TPRX1 اع  که فاکاور رینویسی  شاه ماص در حأی ا این ماشوم   

  هنوز ماص  حا نیلاا  ( 3)  ها ض یر  اع  hESCاز 8Cها  شهه  ی همچن ن ل ا  حول ا علو    (ex vivo)) 6 (آزمایاگاهی

 .کنناجلوس    می 8CLCها له حال  hESC ن س  که چه عوام  مولوولی از لازسا 

 مطالعات و نتایج .  2.1

 علولی  8  که م اد  حال   (2C) یدیعلولانا  چناین عام  ع کولگ  حال   ها ناا  دادهری  موو  شاهانجامماال ا   

(8C) ح ین خانواده عناص  اال  جالجاییایم که ل ا  لزرگدر انسا  اع   یجود دارنا  ما ی دیگ  پژیهاگ ا  ناا  داده 

(TEs) 1ا  پ اکناه طولانی  در پسااناارا   ی نی عنص  هساه (LINE1)  ها  لن اد  جن نی موو  ل ا  خودنوعاز  علو 

(mESC) از لانه غ  کاکنناه   RNA عنوا  یک در موو له LINE1 که  شاهماص  سزینی ض یر  اع    ی رشا پ   

در  .کناعلولی در موو را ع کوب می  ۲در ک یماح ن ح ام  ک ده ی ل نامه   (NCL) کنا که لا نوکلئول نا  عم  میهساه 

ها  ما از پ داخا م  یافاه (hESCs) ها  لن اد  جن نی انسا در علو  RNA LINE1 ل ه   له ل رعی عملو داین ماا

ها  لن اد  جن نی انسا  ض یر  اع    ل ا  خودنوعاز  ی هوی  علو  RNA LINE1 کننا که در آ مالی حمای  می

حال     که  طورله له  لازسا   له 8CLCاز  یالساه  ریشی  می  TPRX1 له  لهجلوس     دادهزما همطور  کنا   ما     ها  

حال   ییژسی از  جایا   حنظ می  می 8CLCها   آشوار  را  موا     ازجملهکنا   انسانی  ی  هساه  م مار   یالی  نش  

 .PRC2 کنناهی عملو د ع کوب  19ف د ک یموزیم منتص له 
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 نتایج .  3.1

سزینی در رشا انسا  آغاز ک دیم  ل ا   در طو  م اح  پ   از لانه  LINE1   هاخانواده   یزما ل رعی خود را لا حتل   ل ا     

افزای  یاف      جیحارلهها شناعایی شا ی پ  از لشاح    در حصمکاناافاهیحوام که  در پسااناارا     LINE1   هاخانواده   یز

( داخلی  حوده علولی  ایج در  )حصایی   ICMلا یک  للاعاوع س    )1A   S1A-S1B    یS1D    مشال در     هاخانواده   یز(  

 ( S1Eی    S1Cدهنا )حصایی   در پسااناارا  الگو  ل ا  ماصصی را در طو  رشا ایل ه انسانی ناا  نمی  LINE1ح   اایمی

را    ی نیلانه سزه  ی ل ا از  ( که م اح  رشا اhESCsها  لن اد  جن نی انسا  )ها  علو در کا   LINE1عپ   ل ا   

  شاه یآزمادر حمام ش ایط کا     RNA LINE1ها ناا  داد که  (  یافاهS1F-S1Hکننا  ل رعی شا )حصایی   لازعاز  می

 ( S1Hها  ع اوپلاعمی ن ز مااهاه شا )حصوی  شود ی عماحاً در هساه ا ار دارد  اس چه ل خی کانو ل ا  می

 :(hESCs) های بنیادی جنینی انساندر سلول LINE1 بررسی عملکرد.   2

ا  در شاهط احی شا که حوالی حاظ  (ASO) عن ها  یک ال گونوکلئوح ا آنایhESC در LINE1 ل ا  ل رعی عملو د

ها ناا   یافاه .(ASO-L1) دهاها ی انسا  را هاف ا ار میخاص له نصسای LINE1  ها خانواده   یز interORF مناشه

 کنا لی  هافمنا     غ  ASO در مشایسه لا (L1KD) کنارا ع کوب می RNA LINE1 مؤث     طورله ASO-L1 دادنا که

(ASO-Ctr)  یا نسصه عن ASO-L1 (SO-L1)  در ش ایط مصالف کا hESC.  نظ  از ش ایط کا   ع کوبص ف 

LINE1  لاعث از دع  داد  حوانایی خودنوعاز hESC ها  لن اد  مووها شا  ناایجی که لا مااهاا  در علو (mESC) 

 .عازسار اع 

 هاhESC ها دربر رونویسی ژن LINE1 KD تأثیر.   3

ها ل رعی شا  عه ش ایط مصالف  hESC ل  ح نسو یپاوم LINE1 KD   حأث  RNA (RNA-seq) ی الی  یحواللا اعاااده از  

 :ها آزمای  شا hESC کا  ل ا 

مت ط  3 (naïve-like) ل ا  حاظ حال  شهه عاده RSeTمت ط   ۲ (primed) ل ا  حاظ حال  ایل ه   mTeSRمت ط     1

RSeT+DT  لازدارناه افزید   لا  داعا لاز که  ه ساو   ه اریلاز (TSA) ها    S-adenosyl-L-homocysteine ی 

(DZNep)8ها  شهه ح  ی حسش   ظشور علو  اع  ی له ح ییج حال  عاده شاه   حومC (8CLCs) کناکمک می. 

ی  (PCA) ها  اصلیناا  دادنا  که لا حتل   مؤلاه LINE1 KD ها را پ  ازاین ش ایط حغ   ا  اال  حو ار در ل ا  ژ 

 .م احهی حأی ا شالنا  علسله خوشه 

 :(GSEA) سازی مجموعه ژنتحلیل غنی.  4

 طورم مو  لهشود که  ی موریلا می 8Cها  رینویسی م لوط له م اح   لاعث الشا  ناانه LINE1 KD این حتل   ناا  داد که

ها  hESC در  LINE1 KD پ  از 8Cم احهی حأی ا ک د که ل نامه ل ا  ژ   لنا  علسله شونا  خوشهها ل ا  نمیhESC در

 .ح  از حال  ایل ه یا شهه عاده لودل جساه  (RSeT+DT) ح ها  عادهشود  این اث  در علو الشا می
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 های مستقلاعتبارسنجی نتایج با روش.   5

را هاف ا ار  ORF2 مساش  که مناشه ASO لا اعاااده از یک LINE1 KD پ  از 8Cالشا شا  ناانگ ها  حاص صی  

 ل ا  ع کوب CRISPR (CRISPRi) ها  حأی ا شا  همچن ن  اعاااده از ع سام حااخ hESC از XY دها  یا یک ردهمی

LINE1 RNA  8ها  ناانگ  ی الشا  ژC ل اا  حأی ا ک دها را یافاه. 

 گیری نتیجه.  5.1

ها  hESC در 8Cماایم منج  له از ل ن رفان ع کوب ل نامه    طورلهها  مصالف  لا اعاااده از ریو  LINE1 RNA ع کوب

ها ی جلوس    از لازسا  له hESC ا یک نش  کل ا  در حاظ یض    هساه  LINE1 دهنا کهشا  این ناایج ناا  می

می 8Cحال    اال   LINE1 KD .کناایاا  افزای   ی  حول ا  جم     لاعث  ییژسیمی 8CLCsحوجه  که  ژنی  شود  ها  

 .ف د  دارنامنتص له 

6   .LINE1 KD ۸های شبه  باعث تولید سلولC (8CLCs) شودمی 

 naïve) ها  لن اد  عادهها  علو ها در کا ا  نادر از علو  رید که زی مجموعه اناظار می 8C (8CLCs)ها  شهه  علو  

hESCs)     8لاشنا  ل ا  ل رعی اینوه آیا افزای  ل نامهC پ  از LINE1 KD    8له دل   الشاCLCs   یالی   یحوالاع   ما 

RNA علولیحک (scRNA-seq)  را ری hESCهایی که لا SO-L1 کنا  ( یا( ASO-L1 (LINE1 KD)   ح انساو  شاه

ی از کنا     یالی  یحوال LINE1 KD علو  در س یه  76۲9علو  در س یه کنا   ی    ۵471   درمجموعلودنا  انجام دادیم   

از علو   UMAP حتل  .ک ا   عهور ک دنا ل نامه  ناا  داد که جم  ای    ازجمله کننا   را ل ا  می 8Cها امضاها  ژنی 

این خوشه همچن ن عناص  اال    .SLC34A2ی   TPRX1   ZSCAN4   DPPA3   ZNF280Aناانگ ها  کل ا  ماننا  

  .لودنا  شاهسزارو  8Cعنوا  ناانگ ها  م حله  کنا  که اهلاً لهرا ل ا  می  LTR7Bی   MLT2A1/2ماننا   (TEs) جالجایی

 NANOGی   POU5F1   SOX2ح   از ناانگ ها  پ حوانی ماننا    این خوشه عاوح پای ن8CLCsها   ماالق لا ییژسی

ها  این خوشه ماایم در حمام علو    طورله (CCNA1ی   TPRX1  DPPA3ماننا  ) 8Cدها  ل خی ناانگ ها   را ناا  می

ها شناعایی شانا   حنشا در لصای از آ   (ZSCAN4ی   DUXA   KLF17ل خی دیگ  )ماننا    کهیدرحالشناعایی شانا   

 .لاشا یال ی یحوالها  عمق حوانا ناشی از ناهمگنی جم    علولی یا متایدی ها میاین حاای 

 LINE1 KD    :تغییرات بیان ژنی.   6.1

از    %07 0مااهاه شا  جایی که   LINE1 KD شود  این خوشه حنشا در س یهمی 8CLCsحوجه جم     لاعث افزای  اال 

 .شا %9۵ 4جم    له ل ال   این   6۵لاعث افزای   LINE1 KD ح لق داشانا  اما 8CLCها  کنا   له خوشه علو  

  های جنین انسانیمقایسه با داده.   6.2

لا   scRNA-seq ها   دادهin vivoها  جن نی در ش ایط  ی علو  LINE1 KD ها hESC ل ا  ل رعی شهاه  ل ن

 ها در مجموعه دادههایی از علو ها  انسانی ایل ه مشایسه شانا  این حتل   ناا  داد که س یهاز جن ن   مناا شاهها   داده

LINE1 KDها  ریز عومها  علولی جن ن  اما نه در مجموعه کنا    لا خوشه (8C) ی چشارم )موریلا( حاالق دارنا. 
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  ارزیابی مستقل با ایمونوفلورسانس.   6.3

  لا ایمونوفلورعان   8CLCsعنوا  یک ناانگ  حاص صی    لهTPRX1  ل ا  پ یحئ ن  8CLCsل ا  ل رعی مساش  ظشور  

 ها hESC افزای  داد  در  %6 3~له    %8 0~را از   +TPRX1 ها ح ااد علو  H9   LINE1 KD ها hESC ارزیالی شا  در

H1 ها مااهاه شا  این درصاها لا داده %۲ 4~له  %۲ 0~  این افزای  از scRNA-seq همصوانی دارنا. 

 گیری نتیجه.  6.4

شود ی حغ   ا  ل ا   می hESC ها در کا   8CLCsطور مؤث   لاعث ظشور  له  LINE1 KD دها کهها ناا  میاین یافاه

 .کنا که لا م اح  رشا ایل ه انسانی م حهط اع حوجشی را الشا میژنی اال 

 شود انجام می TPRX1 باواسطه LINE1 KD پس از ۸Cالقای برنامه  .  7

ها  ما اد  انجام شا   لاشنا  ل رعی LINE1 KD پ  از 8Cهایی که ممون اع  یاعاه الشا  ل نامه ل ا  شناعایی ژ 

انسانی اع   مااله نش  همولوگ  8Cکنناه اصلی ل نامه  حنظ م DUX4انا که فاکاور رینویسی  ماال ا  پ ا ن ناا  داده

یالساه   Dux له LINE1 KD پ  از ۲C  الشا  ل نامه (mESCs) ها  لن اد  جن نی موودر موو  در علو   (Dux) آ 

 .اع 

  DUX4 عدم نقش.  7.1

 لوده ی حوعط  یی شناعا اال  غ ما اعاعاً   RNA-seq ها ی مااله آ  در داده DUX4 ها ها  ما ناا  دادنا که ژ یافاه

LINE1 KD نمی نش   الشا  لا  نا جه  این  حنظ مTPRX1شونا   یک  شناخاه   ش ایط  8CLCsشاه  کنناه  در  انسانی 

 .  در حضاد اع in vivoدر ش ایط  8Cآزمایاگاهی ی حوع ه 

   بررسی سایر عوامل احتمالی.  7.2

 شود ی لاشناخاه می 8Cعنوا  ناانگ  حال     یک یاریان  ه ساونی که لهH3.XY  نش  لالشوه ل ا   TPRX1 در کنار

LINE1 KD ا ار س ف   همچن ن  نش  احامالی  یموردل رعشود  الشا میTP53  ها   عاز  ژ له دل   ارحهاط آ  لا ف ا

۲C/8C   ها  انسانی ی موو  ل رعی شاناشی از اعا س در علو. 

 هاژن  Knockdown آزمایش.  7.3

   TPRX1ها   ژ   KD لا  زما همیا    ییحنشاله  ASO لا اعاااده از KD LINE1ها  کانایا   ل ا  ل رعی نش  این ژ  

H3.XY   یاTP53 لا اعاااده از siRNA انجام شا  ناایج RNA-seq ناا  داد که KD TPRX1  اما نه  H3.XY   یاTP53   

 .کنارا ع کوب می LINE1 KD پ  از 8Cطور جزئی الشا  ل نامه له
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 های کلیدی یافته.  7.4

 KLF17ی   KDM4E   SLC34A2   ZSCAN4   RFPL2   DPPA3ماننا   8CLCsل ا  ناانگ ها  حاص صی کل ا   

  حغ   ا  حا نیلااها مااهاه ناا   س دنا  اما این ام  در مورد عای  ژ له عاوح کنا   لازمی KD TPRX1 حنشا در صور 

  .یالنانجا  نمی KD TPRX1 شونا  حوعطم لوط نمی 8Cی له ل نامه    اناالشاشاه LINE1 KD رینویسی دیگ   که حوعط

ل نامه   از 8Cالشا   مشار   LINE1 KD پ   لا کاه   ها   شود  ه چنا  ممون اع  یاعاهانجام می TPRX1حا حا  

 .نش  داشاه لاشنا 8CLCsدیگ   ن ز در اناشا  له 

 LINE1 سازی برایو غنی ۸Cهای  های مرتبط با لامینا و هسته: دینامیک مکانی ژندامنه.  ۸

جایی آ  از مت ط هساه له نوکلئوپلاعم هم اه اع      لا جاله Dux عاز   ف ا (2CLCs) موو ۲Cها  شهه  در علو 

ها   دامنه  ی الی   یحوالها   hESC در 8Cها   ی ژ  LINE1 یالیموا     ازجملها    لنا  هساه ل ا  درک دینام ک حشس م

 .انجام شا (هاLAD) ی لام نا (هاNAD) م حهط لا هساه

 ها یافته.  ۸.1

ها  LAD ها یNAD انسانی در LINE1 ها ناا  داد که جایگاه  یال ی  یحوال   :هاLAD ها ی NAD در LINE1 عاز غنی

ا  ها  هساهدر کانو  RNA LINE1 .ها عازسار اع mESC ها  اهلی درانا  این ناایج لا دادهعاز  شاهها غنیhESC در

 .در نوکلئوپلاعم ح اکم کما   دارنا کهیدرحالیالا که اغلب در نزدیوی نوکلئو  ی لام نا ا ار دارنا   حجمع می

پ یحئ ن RNA LINE1 ح ام  که CLIP-qRT-PCR آزمای :   هالا  داد  پ یحئ ن RNA LINE1 ناا   ها   لا 

ها   ها ل ن حال LAD:    ها  عاده ی ایل هhESC حاای  ل ن  .ح ام  دارد B1 (LMNB1) ی لام ن ن (NCL) نوکلئول ن

شونا ی در  ها  عاده کما  دیاه میhESC ها درNAD ها نسهااً ثال  هسانا  اماhESC (primed) ی ایل ه (naïve) عاده

ا  ممون اع  در م اح  ایل ه دها که متاظه هساه یالنا   ناایج ناا  میع گنا  ی اناازه سسا و می  ازنظ حال  ایل ه  

لاشا دینام ک  لس ار  انسا   که جایگاهپ   NAD ی LAD ها داده:   :8Cها   یالی ژ موا     .رشا  ک دنا  ها   ل نی 

 :ناا  داد که DNA-FISH له نوکلئو  یا لام نا م حهط هسانا  حتل    H3.XYی  TPRX1ماننا  8Cها  ژ  

 TPRX1  :  8درCLCs پ ا ف  رشا لا  اما  نوکلئوپلاعم ا ار دارد   لا لام نا  هساه ی  hESC در  ل اا    ارحهاط  ها 

 .کنامت ط نوکلئو  پ اا می

H3.XY   : ها در حمام حال hESC 8ها  آ  در  جایگاه  % ۲0مانا ی حنشا حاید  در لام نا  هساه لاای میCLCs   له

  درصا کما   از LINE1 KD ها hESC در :ا یالی هساه ل  موا    LINE1 KD حأث     .شودنوکلئوپلاعم مناش  می

ها از لام نا افزای   ها  کنا  ( ی فاصله کلی آ  در علو    %8۵~در مشال     %7۲~در لام نا ا ار دارنا ) H3.XY ها جایگاه

ها له لام نا  هساه کمک لا کمک له احصا  آ  H3.XY ها له ع کوب ژ  RNA LINE1 دها کهیالا   ناایج ناا  میمی

 د  ی درصا  ایجاد نو TPRX1 یالیدار  در موا   حغ    م نی TPRX1: LINE1 KD یالیعام حغ    در موا     .کنامی

 LINE1 ها  عاده ی ایل ه ا ار دارنا  که حاس   حأث  hESC در نزدیوی لام نا یا هساه در TPRX1 ها کمی از جایگاه

KD کنا  همچن ن   را پ چ اه میTPRX1 یالی غالب نوکلئوپلاعمی  دررغم موا   علی hESC ها  عاده ی ایل ه ع کوب

 TPRX1 ل ا  ممون اع  در ع کوبا  عه یالی هساه ها  دیگ   له جز موا    دها موان سمشود  که ناا  میمی

 .نش  داشاه لاشنا
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 گیری نتیجه.  ۸.2

ها  ها از ط یق ارحهاط آ  یالی ژنی ی ع کوب ژ نش  مشمی در حنظ م موا    RNA LINE1 دها کهها ناا  میاین داده

 .کناکمک می hESC ا  در م اح  ایل ه رشالنا  هساهلا لام نا ی نوکلئو  دارد ی له دینام ک حشس م

 و ارتباط ترجیحی با نوکلئول  LINE1 KD های القا شده پس ازسازی برای ژن: غنی19کروموزوم  .  9

 های کلیدی یافته.  9.1

   TPRX2ماننا   8Cی عای  ناانگ ها  کل ا  حال    TPRX1مااهاه شا که ژ    19ها  مشم ری  ک یموزیم  حم کز ژ  

ZSCAN4   DUXA     یLEUTX     ها درهایی که ل ا  آ ا ار دارنا  ل رعی حوزیع ک یموزیمی ژ   19همگی در ک یموزیم 

hESC ها LINE1 KD   یافاه در  ها  افزای حوجشی ل ا  ژ عاز  اال غنی  19مااای  اع   ناا  داد که ک یموزیم

 .دارد (Primed ی RSeT+DT  RSeT) شاه یآزما hESC حمام ش ایط

ها در ه   ناا  داد که ل اا  ک یموزیم  LAD/NAD-seq ها حتل   داده :ها ی نوکلئو NAD لا  19ارحهاط ک یموزیم  

انا   عاز  شاهها غنیNAD له طور خاص ل ا   ۲۲ی    19ها   عاز  دارنا  اما ک یموزیمغنی (LAD ی NAD) دی متاظه

در یک    19دها ک یموزیم    که ناا  می   شودیمن ز پاا هانی     افاهیزیحماها   ها  علو  ها  این مااهاه لا دادهLAD نه

ل ا  ل رعی موا     :8CLCsدر    19یالی ک یموزیم  حاای  موا      .ا ار دارد  نوکلئو ا  نزدیک له  ناح ه داخلی هساه 

   8CLCها   آم ز  ک یموزیم انجام شا  در علو ها  حون ک رنگ hESC در مشایسه لا 8CLCsدر    19ل ا  ک یموزیم  عه 

این ک یموزیم ارحهاط  (naïve) ها  عادهدر علو   کهیدرحالی نوکلئو  مااهاه شا     19حوجه ل ن ک یموزیم  یک جاایی اال 

نوکلئو  داش  لا  در    .نزدیوی  نوکلئو   ل ن ک یموزیم   :8CLCsحغ   ا  در مورفولوژ   ل اا   نوکلئو  در   19جاایی  ی 

8CLCs   8دها که    این ام  ناا  میها م حهط اع له شو  س دح  نوکلئو  در این علوCLCs   از ااعاه ارحهاط نزدیک

 نش  مشمی در ل نامه رینویسی م حهط لا  19ک یموزیم    .ها مساثنی هسانای نوکلئو  در انواع دیگ  علو   19ک یموزیم  

LINE1 KD   8م حهط اع      این ارحهاط در    نوکلئو لا    طورم مو  لهدارد یCLCs ها اهم    شود   این یافاهکما  دیاه می

 .کننانوکلئو  را در حنظ م ژنوم در م اح  رشا ایل ه انسانی ل جساه می

10  .RNA LINE1 ۸ای و سرکوب برنامه  برای حفظ ساختار هستهC ضروری است 

 های کلیدی یافته.  10.1

نوکلئو  در   نوکلئو  ناا  می 8CLCها   علو    :8CLCsحاای  مورفولوژ   ل ا    طورله  ی دهنا  یک مورفولوژ  س دح  

 8CLCsها  غ  پ حوا  مااای  اع   این عاخاار در  ها  دیگ  ی علو hESC حوجشی لا شو  نامنظم نوکلئو  دراال 

حا م حله  در جن ن  in vivoمااله چ ز  اع  که در   ایل ه  انسانی  م حله     نیازاپ   .شودعلولی مااهاه می  8-4ها  

 ع کوب :در م مار  نوکلئو  RNA LINE1 نش  .یالاح  شاه ی ها یک یماح ن در پ  امو  آ  حجمع مینوکلئو  نامنظم

LINE1 در hESC  اخالا  در لاعث  نوکلئو  می  ی دهعازما ها   FBL   دامنهLINE1 KD ها شود  در علو طه  ی 

ها   رعا ی عاخاارهایی له نام کلاهک)عنص  س انولی خارجی( می NCL )عنص  داخلی ف ه ی  ما اکم( اغلب له خارج از دامنه

 .ا  از حن  نوکلئولی اع   ناانهFBL دها  این پایاه هم اه لا افزای  غ  طه  ی عاحنوکلئولی حاو   می

از I م ازپلی RNA مشار  :LINE1 KD ی I م ازپلی RNA حاای  ع کوب اعاااده  لاعث مورفولوژ  س د  BMH لا 



 

 https://health.cdsts.ir ۸صفحه  

لاعث اخالالی   LINE1 KD عاع  شا  این در حالی اع  که  ۲4پ  از   8Cنوکلئو  ی افزای  چامگ   ناانگ ها  ژنی  

ها  نوکلئولی  یحتل   ل ا  پ یحئ ن حجزیه  :8Cها  خ یج از حال   کنناهل رعی حنظ م  .شودمامایز در م مار  نوکلئو  می

اصلی کمپلو کنناهی ع کوب اجزا   پ یحئ ن  PRC2 (EZH2   EED   SUZ12) ها  ها یک یماح ن ناا  داد   ها   ی 

یا   PRC1 مشال   اعضا  کمپلو  در  .یالنادر م اح  حشس م جن ن له شا  افزای  می (FBL ی NCL) کل ا  نوکلئولی

 نش   .دهنامیدر م اح  ایل ه رشا انسانی حضور ناارنا یا الگو  ل ا  م ووس ناا    H3K9 عوام  م حهط لا ما لاع و 

PRC2 ی NCL   8ها   در حنظ م ژC:  مشار PRC2 لا اعاااده از UNC1999 ( اما نه آنالوگ غ   ف ا  آ UNC2400) 

 ع کوب  .در مت ط کا  DZNep شود  حای لای  حضورمی 8Cها   عاع  لاعث افزای  اال  حوجه ژ   48له ما   

NCL لا اعاااده از CRISPRi    8ن ز ل ا  ناانگ ها  ژنی کل اC دها کهها ناا  میاین یافاه  :.دهارا افزای  می RNA 

LINE1 لا حاظ م مار  لالغ نوکلئو  ی هم اه لا پ یحئ ن NCL ی ع کوب ژنی لا یاعاه PRC2 از لازسا   hESC له    ها

ل ا  جلوس    از ف ا کنا  این موان زمجلوس    می 8Cحال    حوانعاز  ل نامهها  پوحن  در  ایی حوحیها  ژنی م حهط لا 

 .م اح  ایل ه رشا انسانی ض یر  هسانا

 گیری بحث و نتیجه.  10.2

ا  از فاکاورها  هومئولاک  اع    که لصای از خانواده  TPRX1  فاکاور رینویسی  :در رشا ایل ه انسا  8Cاهم   ل نامه  

انسانی دارد  اما در موو نش    8Cها   ی رشا جن ن  ها  hESC در  8C (8CLCs)ها  شهه  نش  مشمی در حول ا علو 

کنناه ح احی ل ا  حاظ خودنوعاز  ی  یک حنظ م LINE1این ماال ه ناا  داد که    :LINE1 نش  اعاعی  .ماالشی ناارد

لا لام نا  هساه ی نوکلئو    RNA LINE1 .کناجلوس    می 8CLCاع  ی از لازسا  رشا  له حال     ها  hESC هوی 

عاز  ل نامه  ی ف ا  TPRX1 عنوا  مان ی ل ا  ل ا له RNA م مار  نوکلئولی ض یر  اع   اینم حهط اع  ی ل ا  حاظ  

8C ی نش    19این ماال ه له دینام ک ناح ه ک یموزیم  :هانش  نوکلئو  در دینام ک ک یموزیم ی حنظ م ژ  .کناعم  می

از حال  حوحی  اناشا   نوکلئو  در حنظ م  پ حوا کل ا   له  اشاره   ها  hESC در (totipotency-to-pluripotency) پوحن  

عنوا  م کز  ل ا   نوکلئو  له  .اع  ی م مولاً لا نوکلئو  م حهط اع  8Cها  م حهط لا ل نامه  غنی از ژ    19  ک یموزیم  .دارد

 .TPRX1ماننا  8CLCها  کنناهکنا  از جمله حنظ مع کوب ها یک یماح ن عم  می

 :8Cدر ع کوب ل نامه   PRC2 نش 

 .شودمی 8Cها   لاعث افزای  چامگ   ژ   PRC2 مشار  نش  مشمی دارد  8Cدر ع کوب ل نامه   PRC2کمپلو   

در موو ی انسا  نش  ماالشی در حنظ م   LINE1این ماال ه ناا  داد که    :در موو ی انسا  LINE1 حاالق عملو د

ی  AT در مناطق غنی از LINE1 ها  ژنومی ل ن این دی سونه  نش حاای ا  ی رشا ایل ه دارد  لایجود  لنا  هساه حشس م

حوجه در عاخاار  حغ   ا  اال   :LINE1 لازعاز  نوکلئو  ی نش   .انا  مااله اع طور م مو  ع کوب شاهفش  ژ  که له

علولی   8-4الشا  او  فاکاورها  نوکلئولی در م حله    .عاده مااهاه شا   ها  hESC ی 8CLCsنوکلئو  در طی اناشا  ل ن  

جایااً عناز شاه ممون اع  جاایی فاز   NCL لا پ یحئ ن RNA LINE1 ارحهاط .ممون اع  له للوغ نوکلئو  کمک کنا

 .مایع ی/یا للوغ نوکلئو  را حسش   کنا- مایع

 کلی   گیرینتیجه.  10.3

ل ا   ا  اعاعی ل ا  عازماناهی عهکنناهن س   للوه حنظ م "زائا  DNA" حنشانه  LINE1دهنا که ها ناا  میاین یافاه

ی حوزیع آ  در   LINE1 ا ها اع   ماال ا  ل اا  درلاره نش  حوع هhESC هساه ی ع کوب ژنی لا یاعاه ک یماح ن در

 .ها  حواملی ی حنظ م رشا کمک کناحوانا له درک لشا  موان سمها  پسااناارا  میا  در عای  سونهها  هساهمتاظه 
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 ای لامینای هسته نقش.  10.4

RNA LINE1 8ها  ی ل خی جایگاهC  مانناH3.XY ن ز در لام نا  هساه غنی هسانا. 

دهی  جن ن موو لس ار دینام ک اع  ی ممون اع  عازما  ۲Cانا که لام نا  هساه در م حله  ها  اخ   ناا  دادهیافاه

 حنظ م کنا (ZGA) عاز  ژنوم زیگوحیک یماح ن را در ف ا 
 

 

 ها hESC در ۸Cعنوان مانعی برای برنامه  به RNA LINE1 :- 1ل  شک
 

 (A  شاه ماوعطن ما     یمشاد RNA-seq  ها دهناه الشا  زی خانوادهاز دی نمونه مساش  ناا LINE1   خاص له انسا  ی

  (یزیوو  زایای) GVدر طی م اح  شواف  جن ن انسانی اع   م اح  شام   (L1PA8 حا L1PA2 ی L1HS) هانصسای

MI (ماافاز I)   MII (ماافاز II)   PN (  ا هساه م حله پ)   CL ( شواف)   MOR (موریلا)   ICM (حوده علولی داخلی)  

TROPH (ح یفواودرم) هسانا. B) ها شماح ک از آزمای   نما Knockdown RNA LINE1 در hESC ها. 

ASO ها موا  :ها  عهز()پ وا  ها inter-ORF ی ORF2 دهنارا هاف ا ار می. 

CRISPRi gRNA ( ها  لنا پ وا):   ۵ها  موا’-UTR  عناص  کام LINE1 دهنارا هاف ا ار می. 

 .آیر  شاناعاع  پ  از ح انساوان جمع  48ها علو  

C  حصایی RNA FISH از hESC  ها  RSeT دها که ناا  می RNA LINE1 طور عماه در هساه ا ار داردله. 

Knockdown   مؤث RNA LINE1   ها  ح انساو  شاه لادر علو ASO-L1   هادر مشایسه لا کنا (ASO-Ctr ی SO-

L1)  شودعاع  ح انساوان دیاه می 48پ  از. 

 (D  س    شا  ع گنا اناازه RNA FISH LINE1 در (C) دها که شا ناا  می LINE1   ها  ح انساو   در علو

 .ها کاه  یافاه اع   ناایج از عه آزمای  مساش حوجشی در مشایسه لا کنا  طور اال له ASO-L1 شاه لا

 (Eنمودار MDS  پ یفای ناا مامایزدهناه  ژنی  ل ا    KD LINE1 (ASO-L1) لا RSeT+DT ها hESC ها  

 .ASO-Ctr ی SO-L1 ها  کنا  نسه  له نمونه 

 (F  دها کهعاز  مجموعه ژ  ناا  میغنی    حتل hESC  ها  KD LINE1 عاز   علولی ی موریلا غنی  8ها   لا ل نامه

 .حوجشی دارنااال 

G ی (H  8ها  ژنی حاص صی م حله  دهناه الشا  مجموعهها  ح ارحی ناا نشاهC (Yu et al. ی Taubenschmid-
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Stowers et al.) در hESC ها RSeT+DT پ  از ASO-L1 KD   هادر مشایسه لا کنا. 

I) 

 qRT-PCR  8ها   کنا که ژ می  ای حأC در hESC  ها  H9 RSeT+DT لا اعاااده از ASO   ها که عای   ییها 

inter-ORF ی ORF2 ها م انگ نیالنا  دادهدهنا  افزای  میرا هاف ا ار می ± SEM  حو ار زیسای هسانا 6از. 

J) 

 qRT-PCR 8ها   کنا که ژ حأی ا میC در hESC ها H1 RSeT+DT لا اعاااده از ASO هایی که عای inter-

ORF ها م انگ نیالنا  دادهدهنا  افزای  میرا هاف ا ار می ± SEM  حو ار زیسای هسانا ۵از. 

K) 

 qRT-PCR 8ها   کنا که ژ حأی ا میC در hESC ها H9 RSeT+DT لا اعاااده از CRISPRi که LINE1  را

 .حو ار زیسای هسانا ۵از  SEM ± ها م انگ نیالنا  دادهدها  افزای  میهاف ا ار می
 

 آمار .   10.5

Ns:: دار ن س  م نی 

*: p < 0.05 
**: p < 0.01 

***: p < 0.001 
****: p < 0.0001 

 

 ۸C (8CLCs)های شبه  القای تولید سلول LINE1 KD :2شرح شکل  
 

 
A      حصوی عازUMAP  ها   از دادهscRNA-seq در hESC   ها   RSeT+DT  از نشاط ا مز    .ی کنا   LINE1 KD پ  

علو  ناا   علو   ASO-L1 KDها   دهناه  آلی  نشاط  )خوشه    .هسانا SO-L1ها   ی  شاه  متصور  ناا 1۵جم     دهناه  ( 

8CLCs الشاشاه حوعط LINE1 KD  8ها  ژنی  اع  که مجموعهC 8کننا  ناانگ ها  ژنی  را ل ا  میC  انان ز ماص  شاه. 

. (B   شاه نمایی عناص  اال  جالجایینمودار ییولن ل ا  ن ما (TEs)   8غنی شاه درC   مانناMLT2A1   MLT2A2 

ها  ح انساو  شاه لا  hESC   ی ک LINE1 KD الشاشاه حوعط 8CLCsجن ن انسانی   E7 حا E3 در م اح  LTR7Bی 

ASO-L1  یاSO-L1. 

. (C   ل ا  ی م انگ ن ل ا  ژ ایل ه جن ن ها  پ حوانی ی حوحینمودار حهالی که ف کان   پوحنای نمایناه را در م اح  

حوعط   8CLCsانسانی    حوعط   ASO-L1 KD   8CLCsالشاشاه   کنا   RSeT+DT ها  e4CL   hESCالشاشاه 

 .دهاایل ه ناا  می   ها hESC ی 4CL   ها hESC  (SO-L1 ح انساو  شاه لا)

(D   حصوی عازUMAP  ها از داده scRNA-seq  ها  انسانی ایل هجن ن (E3 حا E7). 
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 .اناا ار س فاه in vivoها   ری  داده  SO-L1یا   ASO-L1ح انساو  شاه لا     ها  hESC ها  م لوط لهداده 

 .اشاره دارنا E4 ی E3 ها  علولی م اح ها  لنا  ی نارنجی له خوشه پ وا 

(E  ها  افزای  یافاه پ  از عوام  م حهط لا ک یماح ن که در ژLINE1 KD در hESC ها RSeT+DT عاز   غنی

 .اناشاه

(F   نماUMAP   ها  مس   از عاوح ل ا  ژp53. 

(G     نماUMAP   دار شاه لا  ها  ناا از عاوح ل ا  ژH3K27me3   ی اهااف )چپ(EZH2 در ) راع( hESC  ها. 

 گیری نتیجه.  10.4

UMAP دها کهناا  می LINE1 KD   8ها  ژنی  شود که ل نامهها میلاعث الشا  جم  ای از علوC کننا ی  را ل ا  می

 ی اهااف p53 ها  مس  ی ژ  8Cم حهط لا   .TEs .جن ن همصوانی دارنا E4 ی E3 انسانی در م اح  8Cها   لا علو 

PRC2 ماننا EZH2  ها در علو LINE1 KD 8هایی درلاره حنظ م ژنومی ل نامه که ع نخ انا غنی شاهC دها ارائه می 

. 

 

 TPRX1 با واسطه LINE1 KD پس از ۸Cالقای برنامه    - 3شکل  

 

. (A  ها  مثه  ل ا   دهناه افزای  علو ایمونواعا ن نگ ناا     یحصایTPRX1 در hESC ها H9 RSeT+DT  پ  از

LINE1 KD (ASO-L1KD)   کنا لا  مشایسه  مش اس:  در  هسانا   مساش   آزمای   عه  نمایانگ   ناایج  این    100ها  

 .م و یما 

. (B  ّها   عاز  درصا علو  کمیTPRX1+   طور علو  از ش  حصوی  له   1۵00-1000شاه  حاید  در ه  نمونه ماص

 .حصادفی اناصاب شاه در دی آزمای  مساش  حتل   شانا

 .هسانا SEM ± ها م انگ نداده

 .t Welch  * = p < 0.05  ** = p < 0.01 آزمو 

. (C  از شماح ک  لا Knockdown RNA LINE1 نما   همزما   ح انساوان  هم اه  ژ siRNA له  که  ها   هایی 

TPRX1  TP53  یH3.XY دهنارا هاف ا ار می. 

 .مشایسه شانا (NT-siRNA) غ  هافمنا siRNA ها  کنا   لانمونه 

 .آیر  شاناعاع  پ  از ح انساوان جمع  48ها علو  
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D ی (E نمودار MA:  حغ   ا  ل ا  ژ (log2 fold change)  ناا  داده شاه اع: 

(D    ل اL1 KD + NT-siRNA. 

(E     ل اL1 KD + TPRX1-siRNA  ها  کنا  در مشایسه لا علو. 

از   Fold Change ی adj.P-value < 0.05 ها  لا مشاارژ   از    ۵ 1لالاح   لا رنگ ا مز یا آلی ل جساه   ۵ 1-یا کما  

 .انالا رنگ آلی ح  ه ماص  شاه (.Taubenschmid-Stowers et al ل اعاس) 8Cناانگ ها  ژنی   .اناشاه

 (F    8ها  ناانگ   نشاه ح ارحی: کاه  الشا  ژC شود که  زمانی مااهاه میLINE1 KD   لاTPRX1 RNAi   ح ک ب

نمودار ییولن از هما    G)   .شوددیاه نمی H3.XY RNAiیا   TP53 RNAiشود  اما چن ن کاهای در صور  اعاااده از  

ها  ناانگ   طور م نادار  الشا  ژ    لهH3.XY RNAiیا   TP53 RNAi  ل خلاف  F:   TPRX1 RNAiها  لص   داده

8C کنارا ع کوب می. 

 .Wilcoxon: * = p < 0.05  **** = p < 0.0001 آزمو 

 گیری نتیجه.  10.5

طور له Knockdown TPRX1 .اع  8Cکنناه کل ا  در الشا  ل نامه یک حنظ م TPRX1دها که ها ناا  میاین یافاه

ژنی   ناانگ ها   الشا   از  از   8Cم نادار   کهجلوس    می LINE1 KDپ   حالی  در  یا  Knockdown TP53 کنا  

H3.XY چن ن حأث    ناارد. 

 

 

 ۸Cهای  یابی دینامیک جایگاهو مکان LINE1 سازی برای های مرتبط با لامینا و نوکلئول، غنی: دامنه4شکل  

 دهندرا نشان می
 

A  )ریو از  دامنهل ا    NAD-seqی   LAD-seqها   نما  شماح ک  حوزیع  نوکلئو  درماال ه  ی  لا لام نا  م حهط   ها  

hESCها م اج ه شودها  ل ا  جزئ ا  ل اا  له لص  ریو. 

B  )ا  از  حصوی  نمایناهRNA-FISH  ل ا LINE1   4۵یs-rRNA   هم اه لاco-IF لاد لا اعاااده از آنای LBR در 

hESC ها RSeT+DT: 

RNA LINE1 ها  نوکلئولی ی لام نی غنی شاه اع در نزدیوی دامنه. 

 .در هساه اع  LINE1 دهناه ل ا  لالا حصوی  پ یجوان ماکزیمم )دی پان  لالا عم  چپ( ناا 
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ها  رنگ جاا  نمایی شاه ی کانا شاه )لا * ی **( لزرگدر یک لایه نمایناه )دی پان  لالا عم  راع (  مناطق ماص 

 .کناچ ن متایده نوکلئو  را ماص  میخط زرد نشاه   .ها  یعط ی پای ن(انا )پان شاه

 .ها  نوکلئولی ی لام نی اشاره دارنادر دامنه LINE1 RNA شاه ازها  زرد ی ا مز له نشاط غنیپ وا 

 .م و یما  10مش اس:  .خالی هسانا LINE1 طور کلی از حجمعله  (np) مناطق نوکلئوپلاعم

C  )  ها   حوزیع موا  جایگاهTPRX1  ا  مصالف  ل ا  جزئ ا  ل اا  له شو ها  هساهدر ل ن متاظه S10   م اج ه

 .شود

D )ها  حوزیع موا  جایگاهH3.XY ا  مصالف  ل ا  جزئ ا  ل اا  له شو ها  هساهدر متاظه S11 م اج ه شود. 

E  ) ا  از  حصوی  نمایناهDNA-FISH  ل ا H3.XY   هم اه لاco-IF  ل ا B23 ی LMNB1 در hESC ها RSeT+DT 

 :LINE1 KD کنا   ی

 .انااز لام نا دیرح  شاه LINE1 KD ها در علو  H3.XY ها جایگاه

 Z-stack نمایی شاه ی له صور  حصایی  نمایناهها  لالا( لزرگشاه در حصایی  پ یجوان ماکزیمم )پان مناشه ماص  

 .ها  پای ن( نمای  داده شاه اع )پان 

 .م و یما  10مش اس: .در نوکلئوپلاعم اشاره دارنا H3.XY ها ها  زرد له جایگاهپ وا 

F  )ّها   عاز  دادهکمیDNA-FISH H3.XY   یco-IF ( شاه دردادهناا E)  ::ها فاصله جایگاه H3.XY  حا دامنه

 .لام نا رعم شاه اع 

 .شودها ح  یف میLAD عنوا  دری لهم و یما  لاشا   ۵ 0اس  فاصله کما  از 

 .ماص  شاه اع  G شاه در ه  س یه درها  حتل  ح ااد علو 

 .Mann-Whitney: * = p < 0.05 آزمو 

 .اناها از عه آزمای  مساش  س فاه شاهداده

(G ها   حوزیع موا  جایگاهH3.XY ا  مصالف درها  هساهدر ل ن متاظه hESCها  کنا   ی LINE1 KD   ل  

ها از عه آزمای   شاه ناا  داده شاه اع   دادهحتل   H3.XY ها ها ی جایگاهح ااد علو  .F عاز  فاصله دراعاس کمیّ

 .انامساش  س فاه شاه

 گیری نتیجه.  10.6

لاعث حغ      LINE1 KD ها  نوکلئولی ی لام نی غنی اع  یدر نزدیوی دامنه LINE1 RNA دها کهاین شو  ناا  می

ها   ا  ی حنظ م ل نامهلنا  هساه را در حاظ حشس م LINE1 ها نش شود  این دادهاز لام نا می H3.XY ها موا  جایگاه

 .کنال جساه می 8Cژنی ماننا ل نامه 

 

 و ارتباط ترجیحی با نوکلئول LINE1 KD های القا شده پس ازغنی از ژن   19کروموزوم - 5شکل  
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 (A 8لا ناا  داد  موا  چناین ژ  م حهط لا حال   19ک یموزیم س ام اهیاC. 

 (B  ها  کاکنناه پ یحئ ن که در نا جه  حوزیع ژLINE1 KD   ها  ا مز( یا کاه  یافاه  ها افزای  یافاه )م لهل ا  آ

 .ها  آلی( اع )م له

 .ها  ه  ک یموزیم متاعهه شاه اع شاه از ک  ژ ها  ل ا درصا ژ 

ها  افزای  یافاه  ها  ح صب ل اا   له عم  ژ نسه  له عای  ک یموزیم hESC در حمام ش ایط کا   19ک یموزیم  

 .دهاناا  می

 (C  عاز نمایاگ  م یرس  ژنومی از امضاها  غنی LAD ی NAD ی  13  1  19ها  در ک یموزیم X: 

دها  که در ع اع  را ناا  نمی LAD عاز  ل ا غنی شاه اع  اما غنی NAD طور ماص  ل ا له  19ک یموزیم  

 .شودک یموزیم دیاه می

 (D  ییایوها  حصایی  نمونه S1 ی S2)  ازDNA-FISH  ی  19ک یموزیمco-IF لاد لا اعاااده از آنای NCL: 

 (naïve) ها  عادهhESC دها  در مشایسه لاارحهاط کما   لا نوکلئو  ناا  می +8CLCs H3.XYدر    19ک یموزیم  

 .کا  داده شانا 4CLی  e4CL ها ح ح ب در مت طکه له 

 .انال ا  فلورعان  ی عاح ن ز نمای  داده شاهها  لازعاز  عهداده

مساش نمایناه آزمای   دی  از   .ا  

 .م و یما  ۲0مش اس: 

E ی (F ّعاز  کمیDNA-FISH  ی  19ک یموزیمco-IF لا NCL: 

    8CLCsی نوکلئو  نسه  له    19همپوشانی اال  حوجشی ل اا  ل ن الم یها  ک یموزیم   (naïve) ها  عادهhESC در

 .یجود دارد (-H3.XYیا  +H3.XYچه  )

 .ها از دی آزمای  مساش  حو ارشاهداده

 .شاه در ه  س یه ماص  شاه اع ها  حتل  ح ااد علو 

 .Mann-Whitney: * = p < 0.05  ** = p < 0.01 آزمو 

 گیری نتیجه.  10.7

افزای غنی از ژ  LINE1 KD در نا جه  19ک یموزیم   ارحهاط ح ج تی لا نوکلئو  ناا  میها   این  .دهایافاه اع  ی 

م حهط   8Cها  حال   ح  اع  ی این حغ    لا عاخاار نوکلئو  ی نش  آ  در حنظ م ژ ض  ف 8CLCها   ارحهاط در علو 

 .کننال جساه می  ها  hESC ها  ژنی دری نوکلئو  را در حنظ م ل نامه 19ها نش  ک یموزیم داده .اع 
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 کندرا سرکوب می ۸Cکند و برنامه  از معماری نوکلئولی پشتیبانی می - RNA LINE1 :6شکل  

 

 (Aها داده qRT-PCR  8ها   دهناه افزای  او  ژ نااC   پ  از مشارRNA Pol I   ۲۵ 0لا اعاااده از μM BMH 

 > Student’s t: * = pآزمو   .حو ار زیسای هسانا  13-7از   SEM ± ها م انگ نداده.هاhESC عاع  در  ۲4له ما   

0.05  *** = p < 0.001  **** = p < 0.0001. 

 (B  ایمونوفلورعان (IF)    ل اNCL  یFBL در hESCها  کنا   ی LINE1 KD: 

دهناه اخالا  در م مار  نوکلئو  این پایاه ناا .شودخارج می NCLاز الم ی   LINE1 KD   FBLها   در علو 

 .م و یما  10مش اس: .نمایناه دی آزمای  مساش .اع 

 (Cّعاز  حصایی کمی IF FBL (ماالق B): 

 آزمو .ها از دی آزمای  مساش داده.ها  کنا   دارناhESC نسه  له FBLعاوح لالاح   از   LINE1 KD ها علو  

Mann-Whitney: **** = p < 0.0001. 

 (D ح ارحی ل ا  ژ  ل ا  فاکاورها  اناصالی ها یک یماح ن ی نوکلئولی در طو  م اح  ایل ه رشا جن ن انسانی نشاه: 

 شاه( در م اح  شواف )ل جساه   PRC2ها   ها  نوکلئولی ی زی یاحان پ یحئ  .له صور  لالک RNA-seq ها داده

(CL) یالناافزای  می. 

 (Eها داده qRT-PCR:  8ها  افزای  ل ا  ژC  پ  از مشارEZH2 در hESC ها RSeT+DT یا RSeT+TSA 

 .RSeT+DT+UNC2400 ی RSeT+DT ها عاع   در مشایسه لا کنا     48له ما    μM UNC1999 ۵ ۲لا اعاااده از  

 Student’s t: * = p < 0.05   ** = p < 0.01   *** = pآزمو   .حو ار زیسای هسانا  4از   SEM ± ها م انگ نداده

< 0.001. 

 (F ها داده qRT-PCR:  8ها  افزای  ل ا  ژC پ  از Knockdown NCL  لا اعاااده ازCRISPRi. 

 .Student’s t: * = p < 0.05  ** = p < 0.01آزمو  .حو ار زیسای هسانا 7-۵از  SEM ± ها م انگ نداده

 (G للوغ:ما  پ انشاد NADها ی LAD 8ها  کل ا   ی جایگاه  19ا  ک یموزیم  ل ا  هساه ها ی لازحوزیع عهC  ل ن

8CLCs ی hESCها  عاده. 

RNA LINE1 8لا حاظ م مار  نوکلئو  ی ع کوب ل نامهCکنا  نش  ح احی ایاا می. 

 گیری نتیجه.  10.۸

عاز   کنا  که له عنوا  مان ی در ل ال  ف ا از م مار  لالغ نوکلئو  پاا هانی می RNA LINE1 دها کهاین شو  ناا  می

ها   منج  له افزای  ژ   EZH2یا   NCLیا عوام  م حهط لا نوکلئو  ماننا   RNA LINE1 کنا  مشارعم  می 8Cها   ژ  

8C شود  این ناایج نش ها  کل ا  در هساه میی لازحوزیع ک یموزیم LINE1 پوحن  دررا در ع کوب حال  حوحی hESC  ها

 .کنال جساه می

 MEF و hESC ها: کشت انواعروش.  11

 :(Primed hESC) اولیه hESC کشت.  11.1

شاه  صاتا  پوش اه :لسا  .mTeSR Plus Medium (STEMCELL #05825) :مت ط کا .H1 ی H9 :خاوط علولی

 .C  ۵% CO₂   ۲0% O₂°37 :ش ایط.(VWR #CA89050-192) لا ماح یژ 
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  ۵  عپ  انوولاع و  له ما   ReLeSR (STEMCELL #05873)  افزید   ی حذفPBS.۲ یشو لاشس  :دهیپاعاژ

علولی    ل ا  جااعاز  حک4.های ض له زد  له صاتا  ل ا  جاا ک د  کلنی mTeSR  اضافه ک د  مت طC.3°37دا شه در  

در ح ااد مورد  ROCK (Y-27632   Stemgent #S1049) مشارکنناه μM ۲0ح ل ق علولی لا پ پ  مصلوط ی لا افزید   

 .نظ  کا  داده شا

 .RSeT Medium (STEMCELL #05975) ::محیط کشت::hESC RSeT کشت.  11.2

 .C  ۵% CO₂  ۵% O₂°37 :ش ایط

از این .مناش  شانا RSeT م و یما  رع ا له ش ایط  100ها له حاید  ها  ایل ه زمانی که اناازه کلنیعلو  :دهیپاعاژ

 .از حهای  اعاااده شاها طی ده پاعاژ پ  علو  

 :ش ایط موم 

RSeT+DT:   10افزید nM DZNep  ۵ی nM TSA   عاع  ۲4عاع  لا ح ویض مت ط ه    48ل ا. 

RSeT+eDT:   ۵0افزید nM DZNep  ۲0ی nM TSA   عاع  48ل ا. 

 MEF ::منبع:MEF کشت.  11.3

 .%1 0شاه لا ژلاح ن صاتا  پوش اه :لسا .Lunenfeld-Tanenbaum مؤعسه ESC ( از م کز3ها  ایل ه )پاعاژ 

 100اع اها  آم نه ض یر     FBS   0 1 mM %15 .  پ  یا ™GlutaMAXلا سلوکز لالا    DMEM  :مت ط کا 

U/mL  اعاااده .اعا پاومایس ن-ع ل نپنی: MEF ریز پ  از ذیب اعاااده شانا ۵-4دهناه ظ ف ها  خوراک. 

 :e4CL hESC و 4CLکشت .  11.4

 :4CLحهای  له 

1-1.5 x 10⁵  علو hESC   شاه لاچاهی پوش اه-6ایل ه در صاتا MEF کا  داده شانا. 

ها  علو  .حغ    ریزانه مت ط.4CL Mediumعاع : حغ    مت ط له    ۲4پ  از  .μM Y-27632 10لا   mTeSR :مت ط

 .پاعاژ اعاااده شانا  ۵-3طی 

 :4CLمت ط    ح ک ب

موم  Advanced DMEM/F12 ی Neurobasal مصلوط 1:1 لا  آم نه   N2   B27 ها هم اه  اع اها   پ  یا      

GlutaMAX10اعا پاومایس ن   -ع ل ن  پنی nM DZNep   ۵ nM TSA   1 μM PD0325901   ۵ μM IWR-1   ۲0 

ng/mL LIF  ۲0 ng/mL ACTIVIN A  ۵0 μg/mL  ۲ 0اع ا اعوورل ک  ی% Geltrex. 

 :e4CL حهای  له

2-3 x 10⁵    4علوCL   4در مت طCL ۵0عاع : افزید     ۲4پ  از  .کا  داده شانا nM DZNep   ۲0ی nM 

TSA. ریز کا  در مت ط ۵پ  از e4CL  ها ل ا  حتل   پ دازو شانا  علو. 

 Cas9-KRABد hESC ایجاد خط سلولی. 11.5

 .عاخاه شانا Sleeping-Beautyپلازم اها ل اعاس ع سام ح انسپوزی  :عاخ  پلازم ا
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لا اعاااده از  (Izsvák ا  از آزمایاگاههایه) pT2-CAG-amaxaGFPاز پلازم ا   amaxaGFP حوالیحذف  :م اح 

عای BglII.۲ی   AgeIها   آنزیم حای   مصنوعی  ال گویی  حوالی  لا  ما اد جایگزینی  آنزیمی  ل و  حوالی. 3ها    افزید  

hUbC-dCas9-KRAB-T2a-Puro   پلازم ا  pLV-hU6-sgRNA-hUbC-dCas9-KRAB-T2a-Puroاز 

(Addgene #71236) له پلازم ا جایا  که اکنو  ل ن حو ارها  م ووس/مساش م Sleeping Beauty ا ار دارد. 

 :مواد:اولیه H9 hESC هایترانسفکشن سلول.  11.6

1.5 μg  پلازم اpT2-hUbC-dCas9-KRAB-T2a-Puro. 

0.5 μg  پلازم اpCMV(CAT)T7-SB100X (ح انسپوزاز SB100X ا  از آزمایاگاهف ا   هایه Izsvák). 

4 μl Lipofectamine Stem  ۲00در μl Opti-MEM. 

 mTeSR عاع   مت ط  ۲4پ  از  .علو  منا د اضافه شا x 10⁶ ۵چاهی لا  -6ها   مصلوط ح انساوان له چاهک:ف اینا

ی   شا  داده  شا μg/ml 3 0حغ     اضافه  از  .پوریمایس ن  کلنی  8پ   صاتا   ریز   له  ی  شاه  جاا  مناش   -۲4ها  چاهی 

 .حأی ا شانا dCas9 ها سسا و یافانا ی ل ا  مشایم  له پوریمایس ن ی ل ا  پ یحئ نکلنی.شانا

 CRISPRi gRNA ، و ASO  ،siRNA طراحی.  12

 :ASO طراحی.  12.1

ASO  هاLNA-gapmeR س    حوالی هافL1HS LINE1 L1RP   ط احی شانالا اعاااده از الزارها  زی: 

CRISPR-RT حوالی از  خارج  اهااف  حذف  پایگاه۲.ل ا   در  اهااف   BLASTN جساجو  حذف  ل ا  

-LNA ها  ط احی حاه ق لا حوص هL1base.4لا اعاااده از   LINE1 لنا  ل اعاس حااظ  در عناص  کام  رحهه 3.ناخواعاه

GapmeR (QIAGEN). 

 :siRNA طراحی.  12.1

siRNAس     ها  هافTPRX1   TP53   یH3.XY از  .ل اعاس منالع م اه  اناصاب شاناsiRNA کنا   غ  هافمنا 

(Dharmacon #D-001210-03)  عنوا  کنا   اعاااده شاله. 

 :CRISPRi gRNA طراحی.  12.2

gRNA۵س    ها  هاف’ UTR L1RP    لا اعاااده از الزارهاCRISPOR  یCRISPick اناصاب شانا. 

 .کلو  شانا pGL3-U6-sgRNA-EGFP (Addgene #107721)شاه له پلازم ا ط احی gRNA ها حوالی

 ترانسفکشن الیگوها یا پلازمیدهاروش .  12.3

ASOها یا CRISPRi gRNA 4 :مواد:پلازم اها μl Lipofectamine Stem   ۲۵ nM ASO   1یا μg/ml در .پلازم ا

Opti-MEM له ح ل ق علولی hESC (2.5-4 x 10⁵   علو) اضافه شانا. 

 :هاموم 
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0.7 μM Trans-ISRIB  5 μM Emricasan  10 μM Y-27632  ل ا  افزای  کارایی ی لشا  علو. 

siRNAها: 

40 nM siRNA  ۲۵له حنشایی یا هم اه لا nM ASO  لا اعاااده ازDharmaFECT 1. 

از  .ا ار س فانا RSeT+DT در ش ایط hESC RSeT ها علو  I: م ازپلی RNA مشار  μM ۲۵ 0عاع      ۲4پ  

BMH-21   کنا( اضافه شا: DMSO).  عاع  ل ا  اعاص اج  ۲4عاع  ل ا  ایمونوفلورعان  یا    8ها پ  از  علو RNA 

 .آیر  شاناجمع 

 RNA-Seq های، و تحلیل دادهRNA ، خودتجدیدی، استخراجEZH2 ها: مهارروش.  13

 .چاهک ه  در علو  10⁴×  8چاهی لا ح اکم -1۲ها  در چاهک RSeT ها hESC :کا EZH2 مشار

له:هاموم  مت ط   یا RSeT+DT   RSeT+DT+UNC2400   RSeT+DT+UNC1999 حغ    

RSeT+TSA+UNC1999.  غلظ  نشاییUNC1999   یUNC2400: 2.5 μM.  عاع     48ها پ  از  علو  :آیر جمع

 .آیر  شاناجمع  RNA ل ا  اعاص اج

 :  کشت اولیه:های خودتجدیدیآزمون.  13.1

hESC  له ایل ه  حک ها   ح اکم  صور   لا    لا   شاهپوش اه  چاهی - 1۲  صاتا    در  چاهک   ه   در   علو   10⁴×    8علولی 

ل ا  لشهود لشا  علو  ی حاو    CloneR لا افزید  mTeSR مهانی ل  Cloning اعاااده از مت ط :مت ط کا .ماح یژ 

 .کلنی

 .μl Opti-MEM ۵0ی  nM ASO  1 μl Lipofectamine Stem 10مصلوط شام   :ح انساوان 

 .عاع  پ  از کا  علو  3اضافه ک د  مصلوط 

ها   کلنی.آم ز  شانارنگ  Red Substrate (AP) ها لا اعاااده از ک   آلوال ن فسااحازریز  کلنی  6پ  از  :ارزیالی

 .صور  دعای زی  م و یعووپ شمارو شاناله  AP مثه 

hESC ها RSeT ی RSeT+DT:::ها لا اعاااده ازمساح  کلنی.ها  پای ن دشوار اع لشا  علو  در ح اکم ImageJ 

 .حتل   شا ASO عاع  از ح انساوان 48ی حصایی  م و یعووپی پ  از 

 :+FAM های سلول  :جداسازیqRT-PCR   و  RNA استخراج.  13.2

لا کارایی  ) RSeT+DT در ش ایط.جاا شانا FACS از ط یق FAM ها  دارا  ل چسبASO شاه لاها  ح انساو علو  

 .آیر  شاناها مساش ماً جمعانجام ناا ی علو  FACS   جااعاز (%80<ح انساوان 

ک  :RNA اعاص اج از  اعاااده   Direct-zol RNA Mini/Microprep یا RNeasy Mini (QIAGEN) ها لا 

(Zymo) هم اه لا هضم DNAse. 

از  :qPCR ی cDNA عاخ  لا  qPCR حتل  .cDNA ل ا  SuperScript IV VILO Master Mixاعاااده 

PowerUp SYBR Green Master Mix ی ع سام QuantStudio™ 5. ها  م جعها له ژ عاز  دادهن ما (UBB 

 .GraphPad Prism ها لاحتل   ی نمای  داده.(GAPDH ی/یا
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13.3 RNA-Seq ها سازی نمونهآماده: هاو تحلیل داده: 

 .لاک ا   لالا ل ا  ه  نمونه RNA نانوس م 30-200

 .حو ار ل ا  ه  نمونه )مگ  در موارد ذک  شاه(3-4

 NEBNext Ultra II ی NEBNext Poly(A) mRNA Magnetic Isolation اعاااده از ماژی :هاعاخ  کاالصانه

Directional RNA Library Prep Kit. 

 .Fragment Analyzer (Agilent)ها لا ی کاالصانه RNA ارزیالی ک ا  

 .7۵bpط فه ها  حکلا ا ائ  Illumina NextSeq500ع سام :یالیحوالی

داده داده:هاحتل    ل و  ی  ک ا    لا  کنا    انسانی .!Trim Galoreها  م جع  ژنوم  لا  لا  (GRCh19) ح از 

TopHat2.  ها یا عناص  حو ار  لا شمارو ژFeatureCounts.  ها  لا مشادی  پای نف لا  ژ (CPM ≤0.2  ل ا RSeT ی 

RSeT+DT  CPM ≤0.5  ل ا hESCها  ایل ه). 

 :نمای  ناایج لا.edgeRحتل   ل ا  دیا انس لی لا 

MA ی Volcano plots ها  ح ارحی لا نشاه .ل ا  حغ   ا  ل ا  ژنیgplots.   حتل MDS  لاlimma. 

 هایی لاژ  .R مشایسه حغ   ا  ک یموزیمی لا اعاااده از حوالع.fgseaلا   (GSEA) ها  ژنیعاز  مجموعه حتل   غنی

adj.P < 0.05 ی log2FC   عنوا  افزای /کاه  م نادار در نظ  س فاه شاناله  1.5 <مالق. 

 8Cها    ی ل رعی ژ scRNA-Seq  LAD-Seq ها ها: حتل   دادهریو

 های مراحل جنینیتحلیل ژن. 14

ژ  مجموعه  علسلهخوشه :هاایجاد  جن نژ   avg.PKMRم احهی  لنا   از  م حله  ه   دادهها   از  اعاااده  لا  ها   زایی 

scRNA-seq از ماال ه Yan et al. ( افزارن م gplots). ها  ژ  ل ا  م اح  یا حهارها  خاص ماص  شاه ی حتل    خوشه

 :اعاص اج شانا 8cell_Morulae_1687از خوشه  Morulaeی  8Cها  ژ .شانا

 .avg.PKMR > 20 :ف لا 

8C   هاژ: avg.PKMR (8cell / Morulae) > 1.5. 

Morulae   هاژ: avg.PKMR (Morulae / 8cell) > 1.5. 

زی خانواده ژ  LINE1 ها حتل    پ یحئ نی  کاکنناه  از RNA-seqها   داده:ها   لا  .Hendrickson et al لالک 

شاه ل ا  عناص   عاز  ی حول ا مشادی  ن ما متاعهه فاکاورها  ن ما ها لا  عاز  دادهن ما .حتل   شا edgeR اعاااده از

 .حو ار 

 :scRNA یابی و تحلیلتوالی.  15

 :هاجااعاز  علو  

 .در یخ مناش  شانا HBSS+2% FBS له (ASO-L1 یا SO-L1) +FAMعلو   100,000

  1۲,000~هاف:  .پ دازو شانا 10x Genomics Chromiumها عانا یا وژ  لازح ل ق  ی للافاصله ری  پلاا م  علو  

 .علو  در ه  نمونه

 :یالی شاناحوالی  Illumina NovaSeq6000 ها لاکاالصانه:یالیحوالی

ASO-L1: ~94,000  ا ائ /علو. 
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SO-L1: ~50,000  ا ائ /علو. 

 .Cell Ranger v7.1.0لا  (GRCh38) حاالق لا ژنوم م جع انسانی:هاپ دازو داده

 .UMIs 100,000ل   از .۵000ها  کما  از ژ :هاعلو حذف 

UMIs   لا  ن ما .%15<م اوکناریایی لا  خوشه .Seurat v4 SCTransformعاز   ی حجسم  ی  FindClustersلنا  
RunUMAP. 

داده له  جن نیپ یژکان  دادهن ما :ها   شناعایی  عاز   ی  جن نی  ل ح   3000ها   ماغ    از  .ژ   اعاااده 

FindTransferAnchors ها ل ا  احصا  له داده hESC. 

غنی مس  هاحتل    ژ  :عاز   افزای مجموعه  ازها   پ   شا Enricherلا   LINE1 KD یافاه  ل نی  پ  :حتل   

 .UMAP ها درحجسم داده.PRC2 یا اهااف p53 عاز  لالا ل ا  مس  هایی مانناغنی

LAD-Seq: 

 LMNB1 (Abcam # ab16048)لاد   ی آنای pA-DamIDاز  .زیسای ل ا  ه  نمونه  حو ار  3:هاعاز  نمونهآماده

 .اعاااده شا

 .ISOLATE II Genomic DNA Kit (Bioline)لا ک   :DNA اعاص اج

 حصل   متصولا .pA-Dam ل ا  یاکن  DpnII   لای  هضمDamID-seq لا اعاااده از پ یحو :عاز  کاالصانهآماده

PCR (1.2-1.5 kb)  لاAMPure XP beads  ی ارزیالی لاFragment Analyzer (Agilent). 

 .PhiX spike-in %1ی  Illumina HiSeq2500لا  bp 100یالی اناشا  حک حوالی:یالیحوالی

ها  اع   این حون ک 8Cها   عاز  ژ   ی غنیscRNA-Seq   LAD-Seq ها ها شام  حتل   دادهریو :س   نا جه 

 .کننال رعی می LINE1 RNA ی ع کوب آ  حوعط 8Cها ی مس  ها  خاص را در حنظ م حال  نش  ژ 

-NAD (IF) و ایمونوفلورسانس NAD ،CLIP-qPCR و LAD های، تحلیل دادهNAD-Seq :هاروش.  16

Seq 

نمونهآماده نمونه3:هاعاز   ه   ل ا   زیسای  هساه.حو ار   لا  جااعاز   نوکلئولوس  احصا ها   ع ضیریو   دهی 

(Crosslinking) لا اعاااده از دعاگاه Misonix XL-2000. 

DNA نوکلئولوس (NF-DNA) ی DNA  علو از ع  (WC-DNA) ک   اعاااده   NucleoBond AGX-20 لا 

 .(S1 پ ایم ها در جای ) qPCR عاز  نوکلئولوس لاارزیالی غنی.اعاص اج شا

 3۵0اا ا   .اعاااده شا TruSeq DNA PCR-Free Library Preparation (Illumina)از ک    :عاخ  کاالصانه

bp لا ی  جاا  عون واع و   شانا AMPure حوعط  دعاگاه  جا   bp 1۵0یالی  حوالی.اناصاب  ری    Illuminaشاه 

NovaSeq6000 انجام شا. 

 NAD-Seq و LAD-Seq هایتحلیل داده.  17

ف لا  .حاه ق داده شانا (GRCh38) له ژنوم م جع انسانی bwaیالی لا الزار  ها  خام حوالیفای :حاالق ی پ دازو ایل ه

 .ها  لا ک ا   لالال ا  خوان  samtoolsها لا ک د  داده

 .شناعایی شانا epic2لا اعاااده از الزار  NAD ی LAD ها پ ک:هاحاص   پ ک 

 :حنظ ما 

LAD: bin_size=10000, gap=10. 
NAD: bin_size=10000, gap=5. 
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 .هایی که در حااا  دی حو ار زیسای مااهاه شانا  ل ا  حتل   نشایی اناصاب شاناپ ک

در ه  ک یموزیم  NAD ی LAD نسه  طو  پوش .لارسذار  شانا UCSC ها له م یرس  ژنومیداده:ها  نشاییحتل  

از   LINE1 عاز غنی.متاعهه شا حصادفی   DNA ها ی مشایسه لا مجموعه bedtoolsی عای  عناص  حو ار  لا اعاااده 

 .ل رعی شا

1۸  .CLIP-qPCR 

 :هاعاز  علو آماده

hESC ها RSeT+DT لا PBS شساه شانا ی لا UV    400له شا mJ/cm² اعاص اج هساه لا پ یحو   .ماص  شانا

 .انجام شا Abcam اعااناارد

 لا داینال اها  پ یحئ ن Rabbit-IgG یا LaminB1   (NCL) ها  نوکلئول نلاد آنای:RNA ایمونواعا پ ع پ ااع و 

A اعاص اج.پ ونا داده شانا RNA  لا اعاااده ازTrizol  کل یف م انجام شا- ی ریو اعااناارد فن. 

RNAآماه لا اعاااده از ک   دع لهRNeasy Mini (QIAGEN) حصا ه شا. 

qPCR: 

RNA  شاه ل ا  حول احصا ه cDNA   ی حتل qRT-PCR پ ایم ها در جای .اعاااده شا S1 اناارائه شاه. 

 (IF) ایمونوفلورسانس.  19

 .چاهی ا ار داده شانا ی لا ماح یژ  پوش اه شانا-1۲ها  اعا ی  در صاتا  پوش :هاعاز  نمونهآماده

hESC  ریز پ  از کا  لا ۲ها له ما PBS  دا شه ثال  شانا 8پاراف مالاه ا له ما   %4شساه ی در. 

 PBS-Tمسایدعاز  لا  .دا شه ری  یخ انجام شا  ۲له ما   PBS در Triton X-100 %۲ 0ناوذپذی   لا  :آم ز  رنگ

+ 1% BSA + 10% الاغ آنای.ع م  لا  لاانوولاع و   ایل ه ی شسااو  آنایرنگ.PBS-T لاد   لا  ثانویهلاد آم ز    ها  

 .DAPI حای  VECTASHIELD® Antifade Mounting Mediumی انوولاع و  لا  (S3 جای )

 .ها ری  اعلایاها ا ار س فانا ی لا لاک ناخن مش یموم شاناپوش :ثه  حصایی 

 RNA-FISH ،RNA-FISH/IF  ،DNA-FISH/IF هایروش.  20

 RNA-FISH و IF تصاویر.  20.1

 H3.XYجز موارد خاص ماننا انا  لهس فاه شاه Andor BC43 Benchtop Confocalلا م و یعووپ  IF ل اا  حصایی 

 .TPRX1 ی

RNA-FISH ی RNA-FISH/IF م اح  زی  را طی ک دنا: 

۲0 ۲  RNA-FISH 

دا شه ثال     1۵له ما    (PFA) پاراف مالاه ا %4ها کا  داده شانا ی در  ها ری  پوش علو :هاعاز  نمونهآماده

 .احانو  ذخ  ه شانا %70ها در پوش .شانا

ها در لاف  ه ه یااع و  نمونه.رعانی شانالازآب RNA (WB) ها در متلو  لاف  شسااو علو  :RNA ه ه یااع و 

ما  یک شب ا ار  س اد لهدرجه عانای  30س اد ی عپ  در  درجه عانای  37دا شه در دما     4۵له ما    RNA حای  پ یب
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 .س فانا

 DAPI هم اه لا VECTASHIELD® Antifade Mounting Mediumها شساه ی لا  پوش  :پ  از ه ه یااع و  

 .نصب شانا

20.2   .RNA-FISH و IF مشترک 

  4ها له ما   نمونه.اضافه شانا RNA ها  ایل ه له لاف  ه ه یااع و  لا پ یبلاد آنای:لاد ه ه یااع و  هم اه لا آنای

 .س اد انووله شاناعانایدرجه  30س اد ی یک شب در درجه عانای  37عاع  در 

ها ماننا  نمونه.انووله شانا RNAseOUT( ی عپ  لا  1:۲00لاد  ثانویه )ها لا آنایپوش  :آم ز م اح  پ  از رنگ

 .عاز  شانام مولی آماده RNA-FISH ریو

20.3  .DNA-FISH/IF 

 .حول ا شانا LINE1 یا پلاعم ا BACsها از پ یب:DNA-FISH حول ا پ یب

DNA پلاعم ا له کمک ح جمه ن ک لاDNase I ی DNA Polymerase I آماده شا. 

آماده ی  علو پوش   ری   علو :عاز   داده Poly-Prep Slidesها  لا  پوش   شانا Matrigelشاه  م اح  .کا  

 .عاز   ناوذپذی    ی شسااو طهق ریو اعااناارد انجام شاثال 

آنایعلو  :DNA-FISH/IF آم ز رنگ لا  ناوذپذی    از  پ   )ها  ایل ه  )1:100لاد   ثانویه  ی  انووله 1:۲00(   )

 .ی شسااو  دا ق لود DNA ها شام  اعاااده از پ یب DNA-FISH عاز م اح  آماده.شانا

 .ها  دا قسذار  فلورعانسی ل ا  ل رعیآم ز  ی ناانهرنگ .Stellaris ط احی ی عاخ  حوعط :هاپ یب

پ یبح ک ب  :DNA-FISH های پروبترکیب لا ریو حوص ف DNA-FISH ها   حوعطماالق  ی  Bolland شاه 

)ارجاع   ایمونوفلورعان 93هموارا   ی  ناوذپذی عاز  علو   پ یب ک یموزیم   (IF) ( در م اح   مصلوط   19آماده شانا  

(Creative Bioarray # FWCP-19)    دما در  دناحوراع و   لا  ح مار  عانای  80حت   ما   درجه  له  ی    7س اد  دا شه 

دا شه ا ار س ف  ی عپ  مساش ماً ماالق دعاورال م  عازناه له   10س اد له ما   درجه عانای  37انوولاع و  در دما   

 .اعلایاها اضافه شا

م و یل ا  از   10کن حصل ه شانا ی للافاصله لا  پاکها آماده شانا  اعلایاها لا اعاااده از سووها ی پ یبیاای علو 

 ها لا چسب لاعا ویمصلوط پ یب که از اه  ری  کایراع  ریصاه شاه لود  پوشاناه شانا  پ  از مش  ی موم ک د  کایراع 

(Marabu Fixogum)   س اد س م شانا  عپ   درجه عانای  78کن لا دما   دا شه ری  صاته س م  ۲  اعلایاها له ما

س اد در یک متاظه حاریک ی م طوب انووله شانا  ریز ل ا  اعلایاها  درجه عانای  37اعلایاها له ما  یک شب در دما   

پ یحو  حوص ف حت  مجموعه  از م اح  شسااو ماالق لا  ا ار س فانا ی  (  93ارجاعی هموارا  ) Bolland شاه حوعطا  

عاع  در دما     1نصب شانا  اعلایاها ل ا  حااا    DAPI هم اه لا ®VECTASHIELD کنناهعپ  لا مت ط حثه   

لا اعاااده از م و یعووپ  IF ناانیی هم DNA-FISH احاق نگه داشاه شانا ی عپ  لا لاک ناخن مش  ی موم شانا  حصایی 

 .س فاه شا Andor BC43 کناوکا 

 سازی تصاویر کمی.  20.4

صور   اعاااده شا  نواحی هساه یا نوکلئولوس له  ImageJ افزارها  از ن معاز  شا  ع گنا   اناازه نواحی ی فاصلهل ا  کمی



 

 https://health.cdsts.ir 23صفحه  

ماالق   ۵در ه  علو  لا آعاانه   LINE1 عاز  ح ااد نشاطح ع م شانا  کمی NCL/B23 یا DAPI دعای ل  اعاس ع گنا 

ل ا  مناا  شاه  ریو  ن م DNA-FISH/IF حصایی )97انجام شا   )ارجاع RNA-FISH لا  از  اعاااده   Imaris افزارلا 

 لا اعاااده از عملو د DNA-TPRX1 ها )هساه( ی موا  DAPI   (نوکلئولوس) NCL   19یحتل   شانا  ک یموزیم  حجزیه 

"Create Surface"  در Imaris  پوشانی  ها  همها شناعایی شاه ی حجمها  آ ل ا  شانا حا نواحی ی موا لازعاز  عه

 ها متاعهه شود   آ  

 :(Supplemental Information) اطلاعات تکمیلی.  20.5

 .شاه در این ماال هها  پ ایم ها ی ال گوها  آداپاور اعااادهCRISPRi-gRNAها   siRNAها   ASO ها حوالی  :S1 جای 

 .هایی که در این ماال ه اعاااده شانامجموعه ژ   :S2 جای 

اعااادهلاد آنای :S3 جای  ایمونوفلورعان ها   ل ا    Cross-Linking Immunoprecipitation ی (IF) شاه 

(CLIP). 

   .DNA-FISH ها ی فش ع  پلاعم اها  پ یب RNA-FISH ها ها  پ یبحوالی  :S4 جای 
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