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  مقاله پژوهشي
  

   هاي مادري مخصوص اووسيت mRNAطرح تحليل تعدادي از 
  در جنين تك سلولي موش

    
  **پريچهر پاسبخشدكتر ،  * زهره عليزادهدكتر 

  
  ٢/٥/٨٥:   ،  پذيرش ٢٦/٨/٨٤: دريافت 

  

  :چكيده
ه مي شود سپس نسخه برداري        ساخته و در اووسيت ذخير      mRNA در طي مرحله رشد در اووژنز مقدار زيادي          :مقدمه و هدف  

. توقف نسخه برداري در مراحل اوليه جنيني تا قبل از شروع فعاليت ژنوم جنين ادامه دارد               . در طي تقسيم ميوز متوقف مي گردد      
ها و پروتئين هاي مادري ذخيره RNAبنابراين، اولين وقايع سلولي در طي امبريوژنز در پستانداران و گونه هاي ديگر جانوري  به              

هـدف از ايـن     .  هاي مادري ذخيـره شـده، تحليـل آنهاسـت          mRNAيكي از راه هاي كنترل ترجمه       . شده در اووسيت وابسته است    
  .ها است mRNAمطالعه بررسي روند تحليل تعدادي از اين 

 Gdf9و  H1oo,tPA  c-mos, اين بررسي از نوع تجربي مي باشد و در طي آن تعدادي از ژن هاي خاص اووسيت شـامل          : كار روش
 ساعت بعد از افزودن اسـپرم و بـا اسـتفاده از    12 و 9، 6، 3وجنين، ) IIمتافاز (انتخاب شده وميزان نسبي اين نسخه ها در اووسيت  

Real-time PCR اندازه گيري شد و با ميزان mRNAs  Cyclin A2 و Hprtمورد مقايسه قرار گرفت  .  
 ساعته  تحليل رفته و    12 خاص اووسيت  داراي مقاومت كمي بوده و در جنين             هاي mRNA نتايج مطالعه نشان مي دهد كه          :نتايج

  . در سلول باقي مي مانندHprt و Cyclin A2از سيتوپلاسم سلول حذف مي شوند در حاليكه 
  . ها در اووسيت و جنين استmRNA يافته هاي اين مطالعه نشان دهنده مقاومت متفاوت گروه هاي مختلف :نتيجه نهايي

   

     ، تخمكmRNA هاي مادري، جنين موش، تحليل mRNA : يد واژه هاكل
   

  :مقدمه 
تنظــيم بيــان ژن از فراينــدهاي مهــم كنتــرل حيــات       

از آنجايي كه هـيچ موجـود زنـده اي در يـك             . سلول است 
زمان نيازمند به بيان تمام ژن هاي خود نمي باشـد، طـرق      

اليت هـاي   مختلفي براي كنترل توليد محصولات ژني و فع       
يكــي از راه هــاي كنتــرل بيــان ژن، . ژنتيكــي وجــود دارد

ــرداري   ــسخه بـ ــه نـ ــد از مرحلـ ــرل آن بعـ ــت كنتـ  اسـ
)Posttranscriptional regulation)(1.(  

سلول تخم مثال خوبي براي كنترل بيان ژن در سطح                
ترجمه مي باشد، زيرا بسياري از مكانيسم هايي كـه باعـث            

  سوماتيك مـي شـوند در ايـن        ها در سلول     mRNAتحليل  
  
  

 را  mRNAسلول  رخ نمي دهد و مي تواند مقادير زيـادي            
  ).2(بدون اينكه ترجمه شود، در خود ذخيره كند

اووسيت اوليه كـه در دوره جنينـي و بعـد از تقـسيم                    
اووگوني ها ايجاد مي شود، اولـين تقـسيم ميـوز را شـروع              

در . قي مـي مانـد    كرده و در مرحله پروفـاز از ميـوز اول بـا           
زمان بلوغ، اووسيت اوليه ابتـدا مرحلـه رشـد و بـدنبال آن              

در مرحله رشد و قبـل از ورود        . مرحله بلوغ را آغاز مي كند     
 و پـروتئين سـاخته و       mRNAبه مرحله بلوغ مقدار زيادي      

ذخيره مي كند زيرا زماني كه مرحله ديپلوتن را پشت سـر            
 RNAاخت  مي گـذارد و وارد مرحلـه بلـوغ مـي شـود س ـ             

  بنـابراين ). 3،4(كاهش يافته و در نهايت متوقف مـي شـود         
  
  
  

 ــــــــــــــــــــــــــــــــــ 
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اووسيت در طي مرحله بلوغ از نظر نسخه برداري غير فعال           
ايـن وضـعيت در     . بوده و در حالت سكون به سر مـي بـرد          

مراحل اوليه جنيني و تا قبل از شروع فعاليت ژنوم جنـين            
 Zygotic)فعــال شــدن ژنــوم جنينــي ). 5و6(ادامــه دارد

genome activation-ZGA)  ــدار در ــه جان ــه گون ــسته ب  ب
در جنين مـوش ايـن   .  سلولي آغاز مي شود 16 تا   2مرحله  

  ). 7(واقعه در مرحله دوسلولي رخ مي دهد
      mRNA         هاي مادري را مي توان بر اساس سنتز مجدد

گروه اول نـسخه    .  به دو گروه تقسيم كرد     ZGAآنها بعد از    
 كه بين جنين و اووسيت مـشترك        هايي را شامل مي شود    

بـراي مثـال    .  مجددا ساخته مي شـوند     ZGAبوده و بعد از     
 اكتـين بـه تـدريج تحليـل مـي رود و          mRNAبعد از لقاح    

. مجددا بعد از فعال شدن ژنوم جنينـي سـاخته مـي شـود             
 هاي مادري مخصوص اووسيت بوده و mRNAگروه دوم از 

ت اين گونـه    مقاومت متفاو .  ساخته نمي شود   ZGAبعد از   
 ها راهي جهت حـذف نـسخه هـايي اسـت كـه              mRNAاز  

بنـابراين  ). 8(پروتئين حاصل از آنها براي سلول مضر است       
بايد مكانيسمي وجود داشته باشد كه به طور انتخابي باعث        

از . حذف نسخه هايي شود كه مورد نياز جنين نمـي باشـد           
جمله اين مكانيسم ها تحليل زمان بندي شده تعـدادي از           

mRNA         ها مي باشـد كـه در دروزوفـيلا (Drosophilla)   و  
اگر چه بـه  ). 9،10( گزارش شده است  (Xenopus)زنوپوس  

نظر مي رسـد كـه تحليـل انتخـابي و زمـان بنـدي شـده                 
mRNA    هاي مادري در پيشبرد رشد و نمو جنـين مهـم و 
اين زمينه در جنين     در كمي اطلاعات ليكن باشد، مي ضروري

در اين مطالعه روند تحليل ژن هاي       . اردپستانداران وجود د  
Gdf9  ،H1oo   ، c-mos   و tPA       كه خاص اووسـيت هـستند

  . در ساعات اوليه جنين مورد بررسي قرار مي گيرد) 11(

  :روش كار
  .ايــــن مطالعــــه از نــــوع تجربــــي مــــي باشــــد      

 بـراي گـرفتن تخمـك      : تهيه و كشت تخمك و جنين مـوش       
ا سن سه هفتـه اسـتفاده        ب BDF1از موش نژاد    ) IIمتافاز  (

  IU 5 ، PMSGبراي اين كار بـه مـوش هـاي مـاده     . شد

(Pregnant mare's serum gonadotropin)  سـاعت  48و 
   به IU 5 ، hCG (human chorionic gonadotropin)بعد 

سـپس تخمـك هـا در       . طريق داخل صـفاقي تزريـق شـد       
ــتن   ــيط واي ــده و  ) 12 ((Whitten)مح ــع آوري گردي جم

  . كومولوس با استفاده از هيالورونيداز برداشته شدسلولهاي
  وقــبراي بدست آوردن جنين، تخمك ها به طريق ف      

  
جمع آوري شدند با اين تفاوت كه سلول هـاي كومولـوس            

اسـپرم  از مـوش نـر        ) در محيط وايتن  (سپس  . جدا نشدند 
دو سـاعت بعـد از افـزودن    .  بـه آنهـا اضـافه شـد      ICRنژاد  

 شستشو داده شدند و در      CZBا در محيط    اسپرم، جنين ه  
 (µg/ml 20)آمـانيتين  - جديد كه حاوي آلفـا CZBمحيط 

% 95 و   Cº37   ، 5 %CO2بود منتقل گرديدند و در شرايط       
 6،  3نمونه هاي مورد نظر به ترتيب       . هوا كشت داده شدند   

  .      ساعت بعد جمع آوري گرديدند12 و 9، 
Real-time PCR :  ميزان نسبيmRNA    هاي مـورد مطالعـه

 ,real-time PCR (Cephid Sunnyvaleبوسـيله دسـتگاه   

USA. And TaKaRa, Shiga, Japan)  مورد مطالعه قـرار  
 تخمــك يــا 30 از تعــداد RNAدر اولــين مرحلــه . گرفــت

 ,ISOGEN (Nippon Geneجنـين بـا اسـتفاده از كيـت     

Tokyo, Japan)      استخراج شـده و سـپس نـسخه بـرداري 
ــا اســتفاده از پرايمــر  (Rverse transcription)معكــوس  ب

Oligo dT (0.5 µg/µl) و مخلوط dNTP (10 mM)  انجـام 
 حـرارت   C °70 دقيقـه در     4مخلوط فوق براي مـدت      . شد

 و DTT (0.1 M)ايـن مرحلـه بـا افـزودن بـافر،      . داده شـد 
Reverse-Script II (200 units)  نمونـه هـا   .   ادامـه يافـت

 50 بـه مـدت      C ° 42 :بـه شـدند   سپس با برنامه زيـر انكو     
 15 بـه مـدت      C °70 دقيقـه،      35 به مدت    C °51دقيقه،  
  . دقيقه
 و مرحله نـسخه     RNAجهت ارزيابي كارايي استخراج           

 (pg 500)  گلـوبين خرگـوش   mRNAبرداري معكوس، از 
(Sigma Chemical Co., St. Louis, USA)   بـه عنـوان 

 به نمونـه هـا      RNAكنترل استفاده شد و قبل از استخراج        
  .اضافه گرديد

 معادل دو تخمك يا جنين به عنوان        PCRبراي انجام         
.  مـورد اسـتفاده قـرار گرفـت        PCRالگو براي هـر واكـنش       
 بـا اسـتفاده از   (Reaction mixture)سپس مخلوط اصـلي  
 ، محلـول    dNTP(10mM)مخلـوط   : مواد زير سـاخته شـد     

Mg+(250 mM) ، Ex Tag R-PCR(5 U/µl)(TaKaRa, 

Shiga, Japan) ،SYBER®GREE I .(Biowhittaker 

Molcular Applications, Rockland, USA) ــر  و پرايم
 در PCRشــرايط ) 1جــدول  ((pmol/ml 10)اختــصاصي 

  :  سيكل و به ترتيب زير بود40 -32
 30 بـراي مـدت      C º95مرحله دناتوره شدن اوليه در            

دمـاي آنيلـين    ( انيـه    ث 15ثانيه ، مرحله آنيلين در مـدت        
  ، مرحله گسترش در )  آمده است1براي هر ژن در جدول 
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C °72    شدت و ميزان فلورسنسي در     .  ثانيه 20 براي مدت

ميـزان نـسبي هـر      ). 13(طي هر سيكل اندازه گيـري شـد       
نسخه با استفاده از يك منحني استاندارد كه بوسيله تكثير          

 آمـاده   cDNA برابـر اخـتلاف غلظـت از         10سري هايي با    
  .شده بود، تعيين گرديد

  
  PCR توالي پرايمرهاي استفاده شده و شرايط :1جدول 

  

  
  پرايمر

  
  

 توالي

درجه 
 ذوب/آنيلين

(ºC) 
H1oo sense 5'-GATGGAGAAAGGGCAGAAGA-3' 

H1oo an-
tisense 5'-ATTTGCTTCTTGCCTGCTCC-3' 

60/85 

Gdf9 sense 5'-TGAGATTGATGTGACCTCCC-3' 

Gdf9 antisense 5'-AGTAGCTTCCTCTTTCACGG-3' 
60/85 

tPA sense 5'-TACCACGGAGTTCTGTAGCA-3' 

tPA antisense 5'-GTGAGGTGATGTCTGTGTAG-3' 
59/85.5 

c-mos sense 5'-CTCCGGAGATCCTGAAAGGA-3' 

c-mos an-
tisense 5'-CAGTGTCTTTCCAGTCAGGG-3' 

58/87 

Hprt sense 5'-AAACTTTGCTTTCCCTGGTTA-3' 

Hprt antisense 5'-AGGCTTTGTATTTGGCTTTTC-3' 
56/83 

cyclin A2 
sense 5'-GAGGTGGGAGAAGAATATAA-3' 

cyclin A2 
antisense 5'-ACTAGGTGCTCCATTCTCAG-3' 

56.4/84 

rabbit globin 
sense 5'-GCAGCCACGGTGGCGAGTAT-3' 

rabbit globin 
antisense 5'-GTGGGACAGGAGCTTGAAAT-3' 

58/91 

 
اين آزمايش براي هر يك از نسخه ها سه بار تكـرار شـد و               

مورد ،  متوسط داده هاي بدست آمده براي ترسيم منحني         
  .استفاده قرار گرفت

ي مـورد   براي مقايسه روند تحليل ژنها          قابل ذكر است    
 (oocyte specific) كه همگي ژنهاي خاص اووسيتمطالعه

ــستند از دو ژن  ــك (Hprt و Cyclin A2هـ  Houseيـ

keeping gene (استفاده شد.  
  :نتايج 
   ،  Gdf9  ،H1oo ميزان نـسبي نـسخه هـاي         1نمودار         

c-mos   و tpa    همانطور كه در اين شـكل      .  را نشان مي دهد
 هـا طـرح مـشابهي را    mRNAديده مي شود تحليـل ايـن     

 هـاي   mRNAبدين معني كه اين گـروه از        . نشان مي دهد  
 سـاعت بعـد از   9- 12در يـل رفتـه و    مادري به سرعت تحل   

براي مقايـسه   . لقاح به سطح غير قابل تشخيصي مي رسند       
  هــــروند تحليل اين گروه با نسخه هاي ديگر در اين فاصل

  
 نيز انـدازه  HPRT و Cyclin A2زماني،  ميزان نسخه هاي 

 مـشخص اسـت ايـن       1 همانطور كه در نمـودار    . گيري شد 
ستگي تحليل مي رونـد و تنهـا        نسخه ها  بعد از لقاح به آه       

  .از آن ها از سلول حذف مي شود% 20حدود 
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  Gdf9, c-mos, tPA,  , H100روند تحليل  :1نمودار 

,Cyclin A2 mRNAs Hprt در تخم لقاح نيافته(oh)   
ميزان .  ساعت بعد از افزودن اسپرم12و9، 6، 3وجنين 
mRNA در نظر 100نيافته به طور قراردادي  در تخم لقاح 

  .گرفته شده است
  

  :بحث
اولين وقايع سلولي در طـي      ،  در بسياري از موجودات           

امبريوژنز به فاكتورهاي مادري وابسته است و جنين نيازي         
فاكتورهـاي مـادري نيـز در طـي         .  نـدارد  RNAبه ساخت   

ي بعد از مدت  . اووژنز در اووسيت ساخته و ذخيره شده است       
كه بسته به گونه جاندار دارد، ژنوم جنينـي فعـال شـده و               
كنتــرل فعاليــت هــاي جنــين كــه تــا ايــن زمــان توســط  

   ه عهدهمولكولهاي به ارث رسيده از مادر هدايت مي شد، ب

  
دراين فاصله زماني براي فعال شدن ژنوم جنيني         . دگيرمي  

mRNA           هاي مادري از جنين حذف ميشوند، علاوه بـر آن 
 براي طراحي بيان    (Reprogramming)ريزي جديد   برنامه  

ژن هاي جديدي  كه در اووسيت بيان نمـي شـوند، انجـام              
  ). 14(مي گردد

فعــال شــدن ژنــوم جنينــي بــا تحليــل كنتــرل شــده       
mRNA   تخريـب ايـن نـسخه هـا     .  هاي مادري همراه است

مدت زماني كه اين ژن ها مي توانند عمل كنند را محدود             
 هـاي   mRNAثابت شده اسـت كـه حـذف         ). 15(مي كند 

  خاص در زمان مناسب براي نمو طبيعـي جنـين ضـروري            
 براي مثال در مورد دروزوفيلا گزارش شده اسـت          مي باشد 

    كــه توليــد string و  twinكــه حــذف نــسخه هــاي   
Cdc phosphatase     را كد مي كننـد، بـراي انجـام تقـسيم 

). 16(سلولي بعد از فعال شدن ژنوم جنيني ضـروري اسـت      
  در زمـان تقـسيم ميـوز     xlhbox2b mRNAدر زنوپـوس 

تحليل مي رود در حاليكـه بقيـه نـسخه هـاي مـادري در               
  ). 17(ندمرحله بلاستولا ناپديد مي شو

ــده           ــدي ش ــان بن ــل زم ــت تحلي ــه اهمي ــه ب ــا توج   ب
mRNA            هاي مادري در اين مطالعه از ژن هـايي اسـتفاده

شد كه از مطالعه قبل بدست آمده و همگي خاص اووسيت           
(Oocyte specific)    بوده و در تقسيم ميـوز و رشـد و نمـو 

اووسيت دخالت دارند و در مراحل بعدي رشد و نمو جنين           
مطالعه روند تحليـل ايـن گـروه از         ).  18(مورد نياز نيستند  

mRNA  ساعت بعـد از     9-12ن داد كه همه آنها در        ها نشا 
در حـد اطلاعـات     . لقاح به حد غير قابل تشخيص مي رسد       

ما مي توان گفت مطالعه اي كه در اين دوره زماني تحليل            
mRNA           ها را در پـستانداران بررسـي كنـد، وجـود نـدارد  .

در مورد تحليل تعدادي از     ) 19(مطالعه پينتون و همكاران     
mRNA   اووسيت ژرمينال وزيكول، تخمك      هاي مادري در 

مطالعه بچـوارووا   . بالغ  و مرحله دو سلولي انجام شده است        
نيز در اووسيت و جنين در اواخر مرحله تـك سـلولي و دو              

آنهــا در مطالعــه خــود از ). 20(ســلولي انجــام شــده اســت
mRNA           هاي مختلفي استفاده كردند و بيان كردند كه در 

  ه هـاي مـادري تحليـل       اواخر مرحله دوسلولي همـه نـسخ      
  .مي روند

  پينتون و همكاران به بررسـي آدنيلاسـيون و تحليـل                 
α-Tubulin mRNAو actin  و Hprt  ــان ــد و بي  پرداختن
 ها داراي الگوي خـاص خـود        mRNAكردند كه هر يك از      

  ون وــــــــهنري). 19(در آدنيلاسيون و تحليل مي باشند
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 هـاي مـادري در      mRNAهمكاران نيز معتقـد بودنـد كـه         
  جنــين مــوش بــه طــور گروهــي و در يــك زمــان تحليــل 

  كه بر خـلاف نتـايج حاصـل از ايـن مطالعـه            ) 21(مي روند 
  مي باشد زيرا نتـايج مطالعـه حاضـر نـشان مـي دهـد كـه          
  نسخه هاي خاص اووسيت روند مشابهي در تحليـل نـشان           

 بـه  Cyclin A2 و Hprtمي دهند در حاليكه نـسخه هـاي   
  .    لول حذف نمي شوندسرعت از س

 و Cyclin A2تفاوت در سرعت تحليـل نـسخه هـاي          
Hprt ــا ــاي mRNA بـ  tPA و c-mos ، H1oo ، Gdf9 هـ

نشان مي دهد كه در پـستانداران نيـز ماننـد دوزيـستان و              
ــاوت    ــت متف ــيلا، مقاوم ــف  mRNAدروزوف ــاي مختل     ه

مي تواند نقش اساسي در كنترل و تنظيم بيـان ژن هـا در              
تي كه اووسيت و جنين از نظر نسخه برداري غير فعـال            مد

 ها مدت زماني كه     mRNAتخريب اين   . است، داشته باشد  
  .   اين نسخه ها فعال هستند را محدود مي كند

مطالعات مختلف نشان داده است كـه نـسخه بـرداري             
در جنين موش در اواخر مرحله يك سلولي آغاز مي شـود،            

 كه در اين مرحله نسخه هاي توليد اگر چه ثابت شده است   
در ايـن   ). 22(شده بـه صـورت فعـال ترجمـه نمـي شـوند            

مطالعه براي متوقف كردن احتمالي عمـل نـسخه بـرداري،         
.  آمانيتين كشت داده شدند-جنين ها در محيط حاوي آلفا

 اسـت و نـسخه      II پليمراز   RNAآمانيتين مهار كننده    -آلفا
ده شـده اسـت كـه در        نـشان دا  . برداري را مهار مـي كنـد      
آمانيتين در جنين يـك سـلولي       -پستانداران بكار بردن آلفا   

خرگوش موجـب طـولاني شـدن زمـان سـنتز تعـدادي از              
 هاي مـادري كـد      mRNAپروتئين ها مي گردد كه توسط       

اين امر مي تواند به علت افـزايش مقاومـت ايـن    . مي شوند 
mRNA      امـا چنـين    . آمـانيتين باشـد   - ها تحت تـاثير آلفـا

  ). 23(ثيري در جنين موش گزارش نشده استتا
گزارش هاي مختلف نشان داده است كه طول دم پلي                

A (Poly A tail) در بعــضي از mRNA هــا بعــد از لقــاح 
 نيزدر صورت cDNAكاهش مي يابد و ميزان كارآيي سنتز 

 ، بستگي بـه طـول دم   RT در مرحله dTاستفاده از پرايمر   
ــ). 24( داردAپلــي  ــز از پرايمــر در اي  در dTن مطالعــه ني

مرحله نسخه برداري معكوس استفاده شد امـا در مطالعـه           
ــل  ــصاصي و  ) 25(قبـ ــر اختـ ــه در آن از پرايمـ  در dTكـ
 استفاده شد بود، نتايج مورد مقايسه قرار گرفت  RTمرحله

.  مورد نظـر نـشان داده شـده بـود          mRNAو كاهش سريع    
  دهـــــــد نشان دهن مي توانdTبنابراين استفاده از پرايمر

  
  .  هاي مورد مطالعه باشدmRNAروند تحليل 

   :يجه نهاييتن
 در جنـين مـوش داراي       mRNAگروه هـاي مختلـف            

مقاومت متفاوتي بوده و بسته به عمل كرد آن ها، هر يـك             
در زمان خاصي تحليل رفته و از سيتوپلاسم سلول حـذف           

  .مي شوند
  :سپاسگزاري 
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