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چکیده

. در مزنسفالن طی مراحل رشد و نمو جنینی جوجه است SALL4ژنmRNAکمی بیان این مطالعه بررسیازهدف:هدف

65تا 60رطوبت گراد ودرجه سانتی5/37تا 37حرارتدرشدهانکوبهدارنطفههايمرغتخمازتجربیپژوهشایندر: هاروشومواد
ازگردیـد، آوريجمـع هـا مـرغ تخمازطور روزانهبهمغزپروزنسفالنبافتازقسمتینمو جنینیورشدشروعازپس. شداستفادهدرصد
SALL4بیـان کمـی بررسیبرايالگوعنوانبهشدهسنتزcDNA. شدانجامcDNAسنتزواستخراجTotal RNAشدهتفکیکبافت

mRNAروشبه؛Real Time PCRقرار گرفتمورد استفاده.

بیـان کـه  دهـد تکوین جوجه نشان مـی در بافت مزونسفالون مغز در طی SALL4هايرونوشتReal-time PCRایج حاصل از نت: نتایج
نمـو جنینـی   ودر طـول رشـد  SALL4ژنmRNAبیـان کهدر مزنسفالن متغیر است، درحالیدر طول رشد و نمو جنینSALL4ژن

.در نوزدهمین روز جنینی یافت شداز لحاظ کمیSALL4ژنmRNAهايشد، بیشترین تعداد نسخهبررسی

بینی توان پیشطی مراحل مختلف رشد و نمو جنینی جوجه، از روي شواهد میSALL4ژنmRNAدر بررسی سطح بیان:نتیجه گیري
.داشته باشهایی بینایی وجود ددرمراکزعصبی مزنسفالن مغز و تکامل اندامSALL4نمود که احتمالا ارتباطی بین بیان

Real time PCR،SALL4مزنسفالن،بیان ژن، تکوین جنین،:واژگان کلیدي
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مقدمه

جنینمطالعهشناسی،جنیندرمهمبیولوژیکیابزارهايازیکی
تشـابه اسـت، اهمیتحائزمتعدديدلایلبهکهباشدمیجوجه
واعانباجوجهجنینبالاخصپرندگانانواعجنینینمودرزیادي

سیسـتم آوردنوجودبهبر این باعلاوه.شودمیدیدهپستانداران
آزمایشـگاه درهـا آنمطالعـه جنینینموورشدجهتمصنوعی

هاي زیـادي از  امکان پذیر است؛ این موجود براي سالسهولتبه
هاي مناسب براي جنین شناسی تجربی بـوده  ترین مدلپیشرفته

ــد  ــب نشــان دهن ــن ترتی ــه ای ــراي  اســت و ب ه مکمــل مهمــی ب
.)1(باشدمدل موش میهاي نظیرسیستم

درمهمیسهمجوجه،هاآزمایشازايسادهفهرستازاستفادهبا
عصـبی، سیسـتم تشـکیل نظیرمختلفاعضاتکاملتنظیمدرك

و صورت، سرتشکیلجنینی،الگوهايزایی،اندامبندي،استخوان
). 2(داردو ایمونولــوژيزخــمبهبــودزایــی،رگعــروق،تکامــل

و دهـد و نمو مغز جوجه در اوایـل دوره جنینـی رخ مـی   پیدایش 
مزنسـفالن و  ن،هاي مختلف مغز جوجـه شـامل پروزنسـفال   بخش

جنینـی دو  4و3در روزهـاي ). 3(گیـرد رومبنسفالن شـکل مـی  
اي واقع دردرمنطقه(telencephalon)شکل مغزنیمکره حبابی 

ــی    ــکیل م ــبی تش ــه عص ــفالون از لول ــود و در روز پروزنس 4ش
کندمزنسفالون به عنوان ساختار مرکزي بزرگی شروع به رشد می

)4( .

نقش اساسی درطول تکامل حیوانات دارنـد،  SALLخانواده ژن 
ــه  ژن ــوط ب ــاي مرب ــاهی، c.elegansدرSALLه ــه، م قورباغ

کنون تـا . )5(داده شده اسـت انسان تشخیص وش، مو)زنوپوس(
ــو ا  ــه عض ــانواده ژنس ــامل SALLز خ ،SALL1،SALL2ش

SALL4 هـاي  ژن. )6(در جوجه شناسایی شده اسـتSALL4

هاي در حـال  و نمو جنینی در مغز، اندامرشددرطولSALL1و
محـل  شـوند، زمان بیان مـی ور همطهاي احشایی بهرشد و قوس

در SALL4است، ژن 20q13.2درناحیهSALL4قرارگیري ژن 
قرارگرفته است2/13موقعیتدرو20کروموزوم ) q(بازوي بلند

در وقـایع  نقـش اساسـی  SALL4ژن هاي بنیاديدر سلول. )7(
هـاي پرتـوان   داري سـلول نمو جنینی و همچنـین تعمیـر و نگـه   
منتهی به تکثیـر  SALL4بنیادي جنینی برعهده دارد، بیان ژن 

کـه  طـوري شـود بـه  جنینـی مـی  بنیـادي هـاي  بسیار زیاد سلول
7سازي ایـن ژن در مـوش سـبب مـرگ موجـود در روز      خاموش
درحساسو یدیک مارکر جدSALL4ژن. )8(شودمیجنینی 

و ي تخمــداناولیــهل زایشــیویــژه تومورهــاي ســلوتشــخیص
.)9(اي استبیضهجنسیتومورهاي سلول 

در در رشـد و نمـو دوران جنینـی،   SALL4به نقش ژنبا توجه
مغـز  در بافت مزنسفالنSALL4این مطالعه به ارزیابی بیان ژن 

Real Time PCRجوجه در مراحـل مختلـف جنینـی بـا روش    

.پرداخته شده است

هامواد و روش
هـاي نطفـه دارتهیـه شـده از     تخم مـرغ :جمع آوري بافت مغز

جهـت پـرورش و   ROSSداران طـوس مشـهد، نـژاد   غتعاونی مر
سپس استخراج  بافت مغز در داخل دستگاه جوجه کشـی مـدل  

)korea،RCOM Digital incubator(  درجـه  5/37تـا  37بـا
مغـز در بافـت . شـد قرارداده -65تا 60بینرطوبتوگرادسانتی
و مزنســـفالناسترئومیکروســـکوپ شـــامل پروزنســـفالن،زیـــر

مزانسـفالن بافتجداسازيبهجنینی4از روزاست،رومبنسفالن
ادهاسـتف جنینـی ابتـدایی در روزهاينمونه6الی5ازوپرداخته

50حـدود RNAاسـتخراج مزنسفالن جهتبافتحجموگردید
گرم در هر نوبت استخراج است با توجه به اینکه در روزهايمیلی

2بیشـتري دارد از افـزایش مزنسـفالن نموورشدانتهابهنزدیک
پس از جدا کردن مزونسـفالن، بافـت  گردید،استفادهنمونه3الی

ــول  ــرارداده ) RNAlater)USA،ziestbaranدر درون محلـ قـ
.داري گردیدنگهگراد درجه سانتی-20شده و دردماي

سـالم RNAازاسـتفاده :از بافت مزونسفالنRNAاستخراج 
ــت ــهجه ــارگیري درروشب ــولی  ک ــک مولک ــاي ژنتی ــده مانن

. اسـت کمی، ضـروري  RT PCRیاReal time PCRمیکرواري
ن است نتایج بعدي حاصل با کیفیت پایین، ممکRNAاستفاده از

RNAاستخراج .را تحت تاثیر قراردهدRNAروي ایناز کار بر

با استفاده از دستورالعمل کیت تهیه شده از شـرکت دنـا زیسـت    
از بعـد .تکرارگردیـد مرحلـه سهجنینی طیروزهربرايوآسیا

ــد RNAاســتخراج، درجــه -20دردمــايRNAaseدرآب فاق
.شودیداري منگهگراد سانتی

هاي استخراج شـده در روزهـاي مختلـف    cDNA:RNAسنتز 
با استفاده از کیت تهیـه شـده از   ) E4-E20(بافت مزنسفالن مغز 

مـورد اسـتفاده قـرار    cDNAشرکت پارس تـوس جهـت سـنتز    
20بـا حجـم نهـایی   cDNAترکیبـات لازم بـراي سـنتز   .گرفت

Oligodt،4میکرولیتـر RNATotal ،1میکرولیتر5میکرولیتر، 
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گـراد  درجـه سـانتی  65که در دمايsterilized D.Wمیکرولیتر
در مرحلـه  . دقیقه در دستگاه ترموسایکلر قرار داده شد5مدت به

به ترکیبات اولیـه اضـافه   RT-preMix(2X)میکرولیتر10بعدي
دقیقه در10مدتبهگراد درجه سانتی25گردید و مجددا دردماي

دقیقـه  60تگاه بـراي مـدت  داده شـد، سـپس دس ـ  دستگاه قـرار 
در مرحلـه آخـر دسـتگاه بـراي     وگـراد  درجه سانتی50دردماي

.تنظیم گردیدگراددرجه سانتی70دقیقه در10مدت

:SALL4بـراي تکثیـر ژن   RT-PCRبهینه سازي شرایط 
طبق دستور العمل کیت تهیه شده از شـرکت  RT-PCRواکنش

بـا حجـم نهـایی    Mastermixکه طوريپارس توس انجام شد به
میکرولیتر،3میزانبهX10میکرولیتر تهیه شده و شامل بافر29
میکرولیتر،2، پرایمر2MgclمیکرولیترdNTPs1میکرولیتر 5/0
میکرولیتـر DNApolymerase Taq،3/21میکرولیترآنزیم2/0

sterilized D.Wــر 1و ــتcDNAمیکرولیتـ ــس از . اسـ پـ
دستگاه ترموسـایکلر  اتتنظیمRT-PCRسازي مواد جهت آماده
30مـدت به) Denaturation(واسرشتگیچرخه شامل30شامل

ــاي  ــه دردم ــانتی94ثانی ــه س ــراددرج ) Annealing(، اتصــالگ
و   بســطگــراد درجــه ســانتی56ثانیــه در دمــاي30مــدتبــه

)Extention (گـراد درجـه سـانتی  72ثانیه در دمـاي  30مدتبه
.            حرارت داده شد

که براي بررسـی ژن  توالی پرایمرهایی: Real time PCRام انج
SALL4   استفاده شدند، شـامل پرایمرهـایی جهـتReal time

PCR   و پرایمرهاي مربـوط بـه ژنGAPDH عنـوان کنتـرل   بـه
داخلی جهت نرمال سازي است که از شرکت تکاپو زیست طبـق  

.تهیه گردید1جدول 

Real time PCRجهت واکنش توالی پرایمرهاي طراحی شده: 1جدول 

5´→3´Real –time PCR primer
5-CGAAGGGGAACCTGAAGGTC-3SALL4 Forward
5-GAGATCTCGTTGGTCTTCATTG-3SALL4 Reverse
5´→3´GAPDH primer
5-AGATGGTGAAAGTCGGAGTCA-3GAPDH Forward
5-ATCATTGATGGCCACCACTTG-3GAPDH Reverse

20با حجم نهـایی Real time PCRجهت انجام مواد مورد نیاز 
میکرولیتــر Sybergreen ،4/0میکرولیتـر  10میکرولیتـر شـامل  

ROX dye،6/0  ،میکرولیتـر  7میکرولیتـر پرایمـرSterilized

D.W.میکرولیتر2وcDNAاست .

اســـتفاده وPCR Real timeرهايـپرایمـــبـــا اســـتفاده از
تهیـه  cDNAه هايدر نمونSALL4، بیان ژنSybergreenاز

مـورد ارزیـابی قـرار    شده از بافت مغز در روزهاي مختلف جنینی 
.گرفت

تنظـیم  Real time PCRبرنامه دمایی که دستگاه براي انجـام  
ــه    ــک مرحل ــامل ی ــد ش ــاي  10ش ــه اي در دم ــه 95دقیق درج

درجــه 95ثانیــه 10هــاي دمــایی شــاملگــراد و چرخــهســانتی
ثانیه دماي 30گراد و جه سانتیدر56ثانیه دماي 30گراد،سانتی

شـکل (سیکل تکـرار گردیـد  45گراد بود که دردرجه سانتی72
1 ،(A. همراه با واکـنشReal time PCR   منحنـی اسـتاندارد و

فلورسانت سـاطع شـده نیـز    بر اساس میزان SALL4تکثیر ژن 
.)B،1شکل(رسم گردید

-3شـامل رقـت هـاي   RNASALL4منحنی استاندارد سنجش کمیReal time PCR ،(BانجامجهتدماییبرنامهبرايدستگاهتنظیماتA): 1شکل 
.استیژنهايو محاسبه تعداد کپی10-7-10
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-Chiهـاي آمـاري   نتایج با استفاده از آزمون:آنالیزهاي آماري
square وt-test در محیط نرم افزاريSPSS تجزیه و تحلیل ،

.شدند

نتایج
-هـامبورگ جـدول بـه اسـتناد وآنـاتومیکی  مطالعـات براساس

از اسـتخراج استرئومیکروسـکوپ ازبا استفاده) H-H(همیلتون 

شـروع جنینی3روزازمزنسفالن صورت پذیرفت،مزنسفالنبافت
از بـاریکی ناحیـه بـه  خلفـی قسـمت ازوکـرده شدنبزرگتربه

در گردد، تغییرات مورفولـوژي مزنسـفالن  رومبنسفالن متصل می
مشـخص ) جنینـی 6و3روز(2روزهاي مختلف جنینی در شـکل 

.شده است 

نمـو  رشـدو درطـی مزنسـفالن تغییـرات ازتصـاویري (10×درشتنماییباروزه6جنین)X5/12 ،Bدرشتنماییباجوجهساعت72جنین)A:2شکل
)جوجه

استخراج شـده بـراي بهینـه سـازي واکـنش      RNAبا استفاده از
PCR از انجــام واکــنش قبــلمناســب،و انتخــاب ســیکلPCR

،Total RNA    حاصل از مزنسفالن در طول رشـد و نمـو جنـین
تهیــه گردیــد و بــراي بررســی RNase-freeجوجــه درشــرایط

هاي استخراج شده در روزهاي رشد و نمو جنینـی  RNAکیفیت

TotalازcDNAمزنسفالن از ژل آگارز استفاده شد، سپس سنتز

RNAـ  عنـوان الگـو   جنینـی مزنسـفالن بـراي اسـتفاده بـه     ت باف
GAPDHو از ژنانجــام گرفــت شــدهReal time PCRدر

).3-شکل(شد عنوان نرمالایز استفاده به

الکتروفـورز  ) B, بـر روي ژل آگـارز  S18وS28هاي استخراج شده در روزهاي جنینی جهت بررسی کیفی حضـور بانـدهاي   RNAا لکتروفورز ) A: 3شکل
cDNA وژن ) جنینـی 19روز (هاي مزنسفالن مغز جوجهGAPDH    بـر روي ژل آگـارز جهـت اسـتفاده درReal time PCR  مربـوط بـه ژن   1چاهـک

GAPDH  مربوط به ژن 3مربوط به نشانگر و چاهک 2، چاهکSALL4باشدمی.
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بافت مزنسفالون مغـز در طـی   Real time PCRنتایج حاصل از 
وشـد درطـول ر SALL4دهد بیـان ژن  جوجه نشان میتکوین

6کــه در روز طــورين متغیــر اســت بــهمزنســفالدرجنــین نمــو
ــی ــی10، روز72/1× 104جنینـــ 16، روز74/3× 104جنینـــ

هـاي  نسخه54/18×104جنینی19و در روز 18/2× 104جنینی

روزهـاي دیگـر   دهد که بیان بالاتري نسـبت بـه   ژنی را نشان می
جنینی در بافت مزنسـفالن  18د، بیان این ژن در روز جنینی دار

رسـد  به حداکثر بیان خود می19در روز مغز شروع به افزایش و
). 1نمودار (

SALL4رشد و نمو در مزونسفالن مغز جنین جوجه در روزهاي تکوین و میزان بیان ژن : 1نمودار 

بحث
ارائـــه دهنـــده دســـتور العمـــل بـــراي ســـاخت  SALL4ژن 

ها در طی رشد و ها و اندامهایی است که در تشکیل بافتپروتئین
از عوامل رونویسی اسـت  SALLنمو جنین نقش دارند، خانواده

شود و بـه  متصل میDNAبه این معنی که به مناطق خاصی از 
کـرد  کنند، براساس عملهاي خاصی کمک میکنترل فعالیت ژن

هـا ماننـد گـوره    نسـیم در دیگر ارگاSALL4هاي مشابه پروتئین
رسد، این پـروتئین نقـش حیـاتی در    خرماهی و موش به نظر می

ایـن پـروتئین بـراي رشـد     کنـد، هاي در حال رشد ایفا مـی اندام
هاي تحت کنترل حرکات چشم و بـراي جداسـازي دیـواره    عصب

نتـایج بـه بـا توجـه  ). 10(بین دهلیزهاي قلب نقش کلیدي دارد 
مزنسـفالن تکوینانتهاییروز3درطیژناینبیانآمدهدستبه

طولدرکهطوريدهد بهبیشتري نشان میافزایشجوجه،جنین
تمــایزبــامطــابقزمــانایــنوافــزایش دارد؛نیــزجنینــی6روز

.)11(باشد میبیناییهايلوب

مغــزمزنســفالنبافــتدر4SALLژنبیــانحاضــرتحقیــقدر
رشد طولدرReal time PCRروشازاستفادهباجوجهجنین

ژناینبیانتغییراتوگرفتقراربررسیموردموجودایننموو
بیانبیشترینکهطوريبه،گردیدارزیابیبافتاینتکوینطیدر
.شدمشاهدهجنینی19روزدر

مهاجرتطولدرسیگنالینگمسیرهايازبرخیدرSALL4ژن
،          )14-12(دارنـد نقـش قلـب تشـکیل وعصـبی تـاج هايسلول

SALL4مراحل ابتـدایی رشـد و نمـو جنینـی در تـوده     در طی
درهمچنـین وترفواکتـودرم وداخلی بلاستوسیسـت هايسلول

مغــز،تکــوینعصـبی، لولــهتشــکیلدرجنینـی پایــانیمراحـل 
SALL4دارد، جهـش در ها دخالتو جوانه اندامریويهايقوس

وجنـین در رودهشـکل یـر تغیسـبب بارداري،دوراناوایلطی
ــدان ــتهدرفق ــدنبس ــهش ــبیلول ــیعص ــود م Nanog.)8(ش

عـدم مرحلـه حفـظ درکلیـدي فاکتورهايترتیببهSALL4و
SALL4ژنبیـان شدنخاموشباشندمیسلولیتکثیروتمایز

وشـود مـی جنینیبنیاديهايسلولزیادبسیارتکثیربهمنتهی
قادر به زنده مانـدن تـا   هاشموSALL4رفتنبینازصورتدر

.)15(جنینی نمی باشند 7روز

وسـیله بـه پستانهايدر سرطانmRNA،SALL4بیانمیزان
غیرسـرطانی وهـاي سـرطانی  بافتنمونهرويRT-PCRروش

گرفتـه انجـام پسـتان سـرطان بـه مبتلابیمارانازآمدهدستبه
یسـرطان هـاي بافـت درmRNA،SALL4بیانسطحکهاست

میـزان بـود، سرطانیغیرهايبافتازبیشترتوجهیقابلطوربه
سـرطان بـه مبـتلا بیمـاران سـرطانی سلولهايدرNanogبیان

وSALL4بـین ژن،بیـان متقابلتنظیم. یابدمیافزایشپستان
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Nanogممکـن انـد شدهمشاهدهموشبنیاديهايسلولدرکه
وجـود امکـان ایـن ترتیباینبهبیافتداتفاقهمانساندراست
این همکاريبابنیاديهايسلولمرتبطمولکولچندینکهدارد
داشـته راانسـان سـرطانی هـاي سلولرفتاردراساسینقشژن

.)10(باشند 

نتیجه گیري

مزنسـفالن درجنینـی 19روزدربیانبیشتریناینکهبهتوجهبا
انعکـاس  وقتطبی ـمراکـز دارايمغزقسمتاینواستدادهرخ

وتطابقوانعکاسیمراکزکاملتکویناستبیناییهايبراي پیام
بـا . یافته استانجامپایانیروزهايطیدربیناییهايتمایز لوب

مراحـل طـی درجنینیمختلفروزهايدرژناینبیانمقاسیه
مغزکهجنینیابتداییروزهايدرجوجه،جنینمزنسفالنتکوین

در4SALLژنبیاندرزیادينوساناتباشد،میتشکیلحالدر
جنینـی 19روزدرکـه حالیدرنشد،مغزمشاهدهمزنسفالنبافت

ژنایـن بیـان اسـت تکمیـل حـال درمزنسـفالن نموورشدکه
ناگهـانی افـزایش رسدمینظربه. دهدمینشانبیشتريافزایش

رکـز مکـه مزنسـفالن درجنینـی  آخـر هـاي روزدرژناینبیان
در اطلاعات حسی هدایت و پردازشبینایی است بههايانعکاس

جهـت عصـبی مراکـز وبیناییهاياندامبینارتباطاین بخش و
که نیاز به مطالعات بیشـتري  مربوط باشدبیناییسیستمکنترل

.دارد

تشکر و قدردانی

بدین وسیله مراتب قدردانی و سپاس خود را از همکاري و 
ها مریم خالقی زاده و سیما اردلان ابراز داشته خانمهايمساعدت

همچنین از پرسنل پژوهشکده بوعلی مشهد بخش ژنتیک و
همکاران آزمایشگاه زیست شناسی تکوینی دانشگاه آزاد انسانی و

اسلامی مشهد در اجراي این پژوهش نهایت سپاسگزاري را 
.داریم
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Abstract

Aim: Our aim in this study was to analyze and quantify mRNA expression of SALL4 in
mesencephalon, during different stages of chicken embryogenesis.

Material and methods: In this experimental study, incubated Ross fertilized eggs were applied in
37°C-37.5°C in 60-65% humidified atmosphere after beginning of embryogenesis. Mesencephalon
part of the brain tissue was collected from the eggs, daily. Total RNA extraction and cDNA synthesis
was performed from resected tissues. The synthesized cDNA was used as template for quantitatively
analysis of SALL4 mRNA expression by real-time PCR.

Results: The Real-time PCR analysis of SALL4 mRNA expression in mesencephalon tissues
indicated that the level of gene expression is significantly variable during embryogenesis. While the
basal level of SALL4 mRNA expression was detected during the rest of embryogenesis, the maximum
copy number of SALL4 mRNA was quantified on 19th day of chicken development.

Conclusion: Having analyzed the level of SALL4 mRNA expression in different stages of chicken
embryogenesis, we can extrapolate that a probable relationship may be existed between expression of
SALL4 in nerve centers of mesencephalon brain and development of optic organs.

Keywords: Embryogenesis, Gene expression, Mesencephalon, Real time PCR, SALL4
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