-11- بیان ژن های رشد و ایمنی
در پایان دوره آزمایش از بافت های مغز، کبد و روده ماهیان نمونه برداری انجام شده و بلا فاصله در ازت مایع قرار داده شدند و سپس تا شروع آزمایش به فریزر 80 -  درجه سانتی گراد منتقل شدند.

2-11-1-  نمونه برداری بافت
برای نمونه‌برداری از بافت های مغز، کبد و روده و مغز مراحل زیر انجام گردید:
ابتدا ویال‌های 5/1 میلی لیتری، پنس و قیچی در دستگاه اتوکلاو استریل شده و بر روی سینی استریل شده بوسیله الکل قرار گرفت و سپس چراغ ‌الکلی را بر روی سینی روشن نموده و به ترتیب از هر تانک دو ماهی به‌صورت تصادفی برداشته و با پودر گل میخک ppm200 بیهوش شد و با تیغ یک برش در قسمت سر ماهی به صورت افقی داده شد و بافت مغز برداشته و پس از آن  بافت  کبد و روده را جدا کرده و در داخل ویال 5/1 میلی لیتری جداگانه قرار داده شد و فوراً ویال​ها به داخل تانک ازت مایع انتقال داده شد و پس از اتمام نمونه‌برداری، تمام نمونه‌ها به فریزر 80- درجه سانتی گراد منتقل شد.
2-11-2- استخراج RNA

استخراج RNA بر اساس پروتکل استخراج RNA طبق دستورالعمل شرکت سازنده (Biozol-Bioflux- Bioer) انجام شد که به‌صورت زیر انجام شد.
در ابتدا نمونه​های مربوط به هر تکرار از تیمارها باهم مخلوط شدند (بافت مغز و کلیه به‌صورت جداگانه) و در داخل هاون چینی ریخته شده و با کوبیدن نمونه ها پودری می شوند. پس از این مرحله 100 میلی​گرم از نمونه بافت کوبیده شده داخل تیوب هایی که از قبل آماده شده انتقال داده شد و مقدار 1 میلی‌لیتر از بایوزول نمونه ها اضافه شد و پس از ورتکس به مدت 15 ثانیه، در دمای اتاق به مدت 15 دقیقه نگهداری شدند. سپس به میزان 200 میکرولیتر کلروفرم به تیوب‌ها اضافه شد و به مدت 15 دقیقه بر روی یخ نگه‌داری شدند. تیوب​ها به مدت 15 دقیقه با دور rpm12000 در دمای 4 درجه سانتی گراد سانتریفیوژ شدند. سپس فاز آبی قسمت بالایی تیوب‌ها جدا شد و به تیوب‌های از قبل استریل شده منتقل شدند و هم‌حجم آن‌ها ایزوپروپانول سرد که قبلاً به مدت 30 دقیقه در دمای 20- درجه سانتی گراد فریزر نگه‌داری شده بود، اضافه شد سپس به مدت 10 دقیقه در 4 درجه سانتی گراد با دورrpm 12000 سانتریفیوژ شدند. پس از سانتریفیوژ تیوب‌ها به روی یخ انتقال داده شدند و فاز بالایی دور ریخته شد و به میزان 1 میلی‌لیتر از اتانول 75 درجه جهت شستن پلت RNA کف تیوب‌ها به آن‌ها اضافه شد و به مدت 5 دقیقه با rpm12000 در دمای 4 درجه سانتی گراد سانتریفیوژ شدند. پس از سانتریفیوژ در مرحله قبل، در این مرحله RNA به‌صورت پلت سفید متمایل به کرم‌رنگ در ته تیوب‌ها دیده می​شود که در این مرحله اتانول داخل تیوپ‌ها دور ریخته شد و در نهایت پلت RNA در زیر هود کاملاً خشک شد. سپس به میزان 50 میکرو لیتر آب DEPC عاری از RNase به ویال​ها اضافه شد و به فریزر 80- درجه سانتی گراد انتقال داده شدند و تا زمان استفاده جهت تعیین کیفیت RNA و سنتز cDNA در آنجا نگه​داری شدند.
2-11-3- ارزیابی کیفی و کمی RNA استخراج‌شده

RNA  استخراج ‌شده به دو روش کیفی و کمی مورد ارزیابی قرار گرفت که جهت ارزیابی کیفی از دستگاه الکتروفورز و ژل آگارز 1٪ و جهت ارزیابی کمی از دستگاه بایوفتومتر استفاده شد.
2-11-3-1- ارزیابی کیفی RNA
2-11-3-1- 1- الکتروفورز
برای بررسی RNA استخراج ‌شده از لحاظ کیفی از الکتروفورز افقی با استفاده از ژل آگاروز 1 درصد استفاده شد. جهت آماده‌سازی ژل آگارز برای یک سینی با حجم 50 میلی‌لیتر، ابتدا به میزان 50 میلی‌لیتر از بافر TAE یا TBE را در یک ارلن ریخته سپس به میزان 5/0 گرم از پودر آگارز به آن اضافه شد. سپس آن را بر روی حرارت اجاقک قرار داده تا آگارز به‌طور کامل حل‌ شده و محلول شفاف شود. ارلن را کنار گذاشته تا به‌آرامی خنک شود ولی باید دقت کرد که ژل نباید بیش‌ازحد سرد شود زیرا ممکن است سفت شود و در داخل سینی به‌ خوبی جای نگیرد. هنگامی‌که مقداری دمای ژل پایین آمد به میزان 4 میکرو لیتر از رنگ موردنظر (اتیدیوم بروماید) به آن اضافه شد و به‌آرامی مخلوط ​شد. جهت راه​اندازی دستگاه میزان µL 5  از نمونه RNA را بر روی پارافین قرار داده سپس به میزان µL 2 از لودینگ بافر به آن اضافه نموده و با سمپلر مخلوط شد و میزان µl 6 از مخلوط موردنظر به داخل چاهک ژل انتقال داده شد. توسط دستگاه تأمین‌کننده منبع انرژی الکتروفورز به مدت 20 دقیقه جریان 75 ولت را برقرار کرده و مدت نیم ساعت بعد با جابجایی رنگ لودینگ بافر حرکت RNA و تشکیل باندها در صورت وجود قابل‌ مشاهده است که برای مشاهده باند ها ژل برای بررسی کیفیت باند های تشکیل‌شده به زیر دستگاه مستند سازی ژل منتقل ​شد.
2-11-3-1- 2- دستگاه ژل داک
اساس و مبنای دستگاه مستند سازی، تصویر برداری بر اساس واکنش بین نور UV ساطع‌ شده توسط دستگاه و اتیدیوم بروماید موجود در ژل است. پس از ثبت تصویر ژل دو عدد باند واضح و روشن s 18 و s 28 RNA ریبوزومی روی آن دیده شد شان‌دهنده کیفیت مناسب RNA استخراج‌ شده است. 
2-11-3-2- ارزیابی کمی(تعیین غلظت) RNA
غلظت RNA استخراج‌شده را می​توان با استفاده از یک دستگاه اسپکتروفتومتر دقیق با خواندن عدد جذب نوری در طول ‌موج‌ های 260، 280 و320 نانو‌متر محاسبه گردید. 1ماکرولیتر از RNA بر روی کووت دستگاه قرار گرفت و با قرار دادن آن در دستگاه به‌صورت خودکار تمام اعداد مربوط غلظت RNA و عدد جذب در طول ‌موج‌ های مختلف از قبیل 230، 260، 280 و320 و همچنین نسبت بین جذب‌های مختلف ازجمله 280/260  و نسبت بین جذب 230/260 به دست آمد.
2-11-4- حذف DNA
برای اینکه نمونه‌ها فاقد DNA باشند و فقط RNA در نمونه​ها وجود داشته باشد، باید نمونه‌های RNA را تحت تیمار با DNase قرار داد. به‌منظور حذف DNA، از تیمار DNase I بر اساس روش پیشنهادی شرکت (Fermentase- France) به شرح زیر استفاده شد: 2 میکروگرم RNA (بسته به نتایج اسپکتروفتومتری) به یک تیوپ 5/1 میلی‌لیتری اضافه شد. به هر تیوپ، 1 واحد آنزیم DNase I (u/µ1)، 1 میکرو لیتر بافر (x10) DNase I و 10 واحد آنزیم RNase inhabitor (u/µ40) اضافه گردید. 75/1 میکرو لیتر آب دپس (تا رسیدن به حجم 9 میکرو لیتر) به هر تیوپ اضافه شد. تیوب​ها در دمای 37 درجه سانتی​گراد به مدت 30 دقیقه انکوبه شدند. سپس 1 میکرو لیتر EDTA 25 میلی مولار به هر تیوپ اضافه و در دمای 65 درجه سانتی​گراد به مدت 10 دقیقه قرار داده شد. تیوپ​ها به فریزر 80- سانتی​گراد منتقل شدند.
.
2-11-5- سنتز cDNA 
سنتز cDNA با استفاده از کیت سنتز cDNA (Superscript RTase) و طبق دستورالعمل آن انجام شد. µl5 از RNA که قبلاً آماده‌شده به همراه µl1 آغازگر الیگو به تیوپ‌های جدید اضافه شد و با آب عاری از نوکلئاز به حجم µl 10 رسید. سپس بر روی بلوک حرارتی در دمای 65 درجه سانتی‌گراد به​مدت 1 دقیقه انکوبه گردید و سپس به روی یخ انتقال داده شد و µl10 مستر حاوی آنزیم ریورس​ترانسکریپتاز به آن اضافه شد. درنهایت با دمای 50 درجه سانتی​گراد به​مدت 60 دقیقه و 70 درجه سانتی​گراد به​مدت 10 دقیقه انکوبه شد و سپس محلول حاوی cDNA به حجم µl20 به دمای 80- منتقل شد.
2-11-6- طراحی آغازگر
در طراحی یک آغازگر مناسب از روی توالی mRNA ژن‌های مورد نظر در بانک ژن، باید به نکاتی مانند طول رشته آغازگر، درست چسبیدن آغازگرهای پیش‌رونده و پس‌رونده ، طول قطعه​ای که تولید خواهد شد و همچنین دمای ذوب رشته DNA توجه کرد. طراحی آغازگرهای مورد استفاده در این آزمایش بر اساس توالی​های موجود در بانک ژن و با استفاده از نرم افزار پرایمر 3  و الیگو 7 انجام شد. مشخصات آغازگرهای مورداستفاده در جدول 2-2 نشان داده‌ شده است.
جدول2‑2: توالی آغازگرهای استفاده ‌شده

	ژن
	کارایی پرایمر
	شماره دستیابی توالی mRNA

(Accession Number)
	آغازگرها: پیش‌رونده (forward) و پس‌رونده (reverse)
	طول قطعه تکثیر شونده(bp) Amplicon 

	Beta-actin
	95%
	AJ438158.1
	F: AGACATCAGGGTGTCATGGTTGGT
R: CTCAAACATGATCTGTGTCAT
	201

	
	
	
	
	

	Growth hormone
	95%
	Af454389
	F:TTCAAGAAGGACATGCACAAAGGTC

R:CTCCAGCCCACGTCTACAGA
	220


	GENE
	GENE BANK
	TM
	SEQUENCE

	
	
	
	R:CTCATACTGTAATGTACTACTG

	TNF-α 
	NM_001124374.1
	59
	F:CAAGAGTTTGAACCTCATTCAG

	
	
	
	R:TGCACGATGCAGGACGGA


	شماره دسترسی
	طول قطعه(جفت باز)
	توالی
	نام پرایمر

	374264151
	193
	GCGCCTTGAGATGTACTGTG
	IGF F

	
	
	GGTTTCTTTGCTGTCCTGGTG
	IGF R


2-11-7- انجام PCR برای آزمودن cDNA و آغازگرها
قبل از انجام Real time PCR برای مطمئن شدن از درستی آغازگرها و اندازه​ی باندهای تشکیل‌شده محصولات حاصل از آن​ها و همچنین آزمایش نمودن cDNA، PCR معمولی نمونه​ها با پروتکل زیر و با استفاده از دستگاه PCR انجام شد.
L2µ نمونه cDNA رقیق‌شده با نسبت 1به10
L1µ آغازگر پیش‌رونده
L1µ آغازگر پس‌رونده

L3µ آب استریل عاری از نوکلئاز
L5µ ترکیب مسترمیکس مخصوص PCR
2-11-8- انجام Real time PCR
Real time PCR در تیوب​های مخصوص آن و در 4 تکرار تکنیکی برای هر تیمار صورت گرفت که محتویات هر تیوب به مقدار 20 میکرولیتر دستگاه Real-time PCR (ABI, USA) انجام شد.
L10µ بافر سایبرگرین
L1µ آغازگر پیش‌رونده ژن هدف و رفرنس
L1µ آغازگر پس‌رونده ژن هدف و رفرنس
L8µ آب
Lµ 2/0 آنزیم تگ پلیمراز
L8µ cDNA رقیق‌شده
نتایج به‌دست‌آمده توسط دستگاه Real time PCR تحت عنوان CT
 می​باشد که نشان‌دهنده تعداد چرخه​هایی است که سیگنال فلورسنت نسخه​های ژنی را شناسایی می​کند.
� Cycle threshold





