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شناسایی محاسباتی فاکتورهای تنظیمی مؤثر در بیماری 
RNA-Seq برونشیت عفونی طیور با استفاده از داده های

bb

چکید ه 

بیماری برونشــیت عفونی یکی از بیماری های ویروسی بسیار عفونی و شــایع طیور می باشد. در این مطالعه به منظور درک بهتر 
شبکه تنظیمی درگیر در بیماری برونشیت عفونی، در ابتدا ژن های با بیان بالا و مشابه با استفاده از تجزیه و تحلیل داده های یك 
مطالعه RNA-Seq در چهار حالت متفاوت شــامل مقایسه ی بافت طحال جوجه های مبتلا به برونشیت با جوجه های سالم با غلظت 
پایین ســرم مانوز باند شده با لکتین در سن یك هفتگی و سه هفتگی و مقایســه ی بافت طحال جوجه های مبتلا به برونشیت 
با جوجه های ســالم با غلظت بالای سرم مانوز باند شده با لکتین در ســن یك هفتگی و سه هفتگی شناسایی شد. سپس توالی 
پروموتری این ژن ها جهت شناسایی فاکتور های رونویســی کاندید درگیر در این مکانسیم استخراج شد. نتایج تجزیه و تحلیل 
پروموتری با استفاده از نرم افزار Genomatix منجر به شناسایی 61 فاکتور رونویسی کاندید جدید احتمالی مؤثر در مراحل تنظیمی 
برونشــیت عفونی گردید. افزون بر این، به منظور مصورسازی شبکه های تنظیمی شامل فاکتورهای رونوویسی که ژن های مورد 
نظر را تنظیم می کنند از نرم افزار Cytoscape استفاده شد. بر اساس نتایج، 61 فاکتور رونویسی کاندید جدید معرفی شده در این 
مطالعه دارای پتانسیل مناسبی برای بررسی بیشتر در سطح آزمایشگاهی می باشند و می توانند اطلاعات جدیدی را در درک بهتر 

شبکه ی تنظیمی مؤثر در بیمار برونشیت عفونی طیور فراهم کنند. 

کلمات کلیدی: شبکه تنظیمی، پروموتر، فاکتورهای رونویسی، بیان ژن
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Infectious bronchitis is one of the widespread and highly infectious viral disease of poultry. In this study to gain in-
sights into transcriptional regulation of infection bronchitis, at the first high expression genes in infection bronchtis in 
four different conditions were identified by RNA-Seq data analysis. In this study to gain insights into transcriptional 
regulation of infection bronchitis, at the first high expression genes in infection bronchitis were identified by RNA-
Seq data analysis in four different conditions including comparison of the spleen chickens with bronchitis versus 
healthy with low serum concentration of mannose-binding lectin at the age of one and three weeks, comparison of 
the spleen chickens with bronchitis versus healthy with high serum concentration of mannose-binding lectin at the 
age of one and three weeks. Then promoter regions of these genes were extracted to identify candidate transcription 
factors involved in this mechanisms. Promoter analysis by using Genomatix software lead to identify of 61 novel 
transcription factors candidates activating in infection bronchitis. In this study in order to visualization of regulatory 
networks containing transcription factors and that regulate the genes, the were used Cytoscape software. According 
to the results, 61 new candidates transcription factor introduced in this study has good potential for more inestigation 
in the laboratory level and can provide new information to better understanding of regulatory networks in infectious 
bronchitis in poultry.

Key words: Gene Expression, Promoter, Transcription Factors, Regulatory Network.

مقدمه
برونشیت عفونی )Infectious bronchitis( ماكیان، بیماری حاد و بسیار 
واگیر دار دســتگاه های تنفسی و ادراری تناســلی با انتشار جهانی می باشد 
كه توسط ویروس برونشــیت عفونی )Infectious bronchitis virus( ایجاد 
می گــردد )8(. این ویروس عضوی از خانواده ی Coronaviridae می باشــد 
و سویه ها و ســروتیپ های متنوعی دارد )34(. ژنوم این ویروس متشکل از 
یک رشــته RNA به طول 27600 نوكلئوتید می باشــد )9(. تکثیر زیاد به 
همراه جهش و نوتركیبی بالا از علل تنوع بالای این ســروتیپ های مشاهده 
شــده برونشیت می باشــد )34(. امروزه، بیماری برونشیت عفونی طیور، به 
دلیل تأثیر منفی در كاهش تولیــد، كیفیت تخم مرغ و تلفات بالا، اهمیت 
زیادی در اقتصــاد صنعت طیور دارد )68(. تغییــر در میزان بیان ژن های 
طحال در این بیماری مانند اكثر بیماری های دیگر، یکی از علل مهم ایجاد 
مشکلات فوق می باشد. طحال به عنوان یک اندام لمفوئیدی ثانویه می تواند 
در پاسخ-های ایمنی ذاتی و اكتسابی كارآمد عمل نماید. همچنین، به دلیل 
توســعه ی بســیار ضعیف گره ها و عروق لنفاوی در پرندگان، طحال نقش 
ایمنولوژیکی بســیار مهمی دارا می باشد )18(. بر همین اساس و با توجه به 

اهمیــت این موضوع تا به حال مطالعات متعــددی به منظور كاهش اثرات 
این بیماری و شناســایی ژن های مهم مؤثر در بیماری برونشــیت عفونی با 
روش های مختلفی از جمله ریزآرایه )76( و RNA-Seq )28( صورت گرفته 
اســت. نتایج یک تحقیق با تکنیک ریزآرایه نشــان داد كه 365 ژن به طور 
متمایز در جوجه ها در شرایط برونشیت عفونی به طور متمایز بیان شدند. از 
میان 250 ژن با بیان بالا، 25 ژن بطور مستقیم با پاسخ های ایمنی مرتبط 
بودند. این ژن های با بیان بالای پاســخ به ایمنی شــامل TLR3 ،TLR2، و 
  granzyme-Aو Fas كشــنده مانند آنتی ژن T ژن های مســئول سلول های
بودنــد )76(. همچنین در تنها مطالعــه RNA-Seq موجود در این زمینه 
ژن های درگیر در فعال ســازی لمفوسیت های دخیل در پاسخ ایمنی، پاسخ 
ایمنی داخلی و غیره شناســایی شدند )36(. با این حال، علی رغم مطالعات 
انجام شــده در این حوزه، مکانیســم های تنظیمی و ژنی درگیر در بیماری 
برونشــیت عفونی در ماكیان به خوبی و به طور كامل شناسایی نشده است. 
فاكتور های رونویسی در تنظیم بیان ژن ها نقش بسیار مهمی را ایفا می كنند 
و به عنوان تنظیم گرهای اصلی ژن ها شناخته شده اند )38(. این پروتئین ها 
بــه محل های تنظیمی DNA )نواحی تنظیمــی ژن هدف مانند پروموتر و 
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 Transcription( كه مکان های اتصال فاكتور های رونویسی )نواحی افزاینده
Factor Binding Sites( نامیده می شوند، متصل می شوند. این اتصال منجر 
به افزایش یا كاهش در ســطوح بیان ژن های هدف می شــود )21(. اگر در 
نواحی تنظیمی ژن های هم بیان، TFBSs و یا عوامل تنظیمی مشابه وجود 
داشته باشد، احتمال هم تنظیم بودن و همچنین عملکرد مشابه وجود خواهد 
داشــت. بدین منظور امروزه از روش های محاســباتی پیچیده برای بررسی 
این موضوع اســتفاده می شــود كه در حال حاضر با توجه به پیشرفت های 
صورت گرفته در این حوزه در حال گســترش نیز می باشــند. بنابراین، یک 
راه كار مناســب برای درک بهتر مکانیســم تنظیمی درگیر در یک مرحله 
بیولوژیکی خاص، تجزیه و تحلیل نواحی پروموتوری ژن های با بیان مشــابه 
در آن مرحله با اســتفاده از روش های محاسباتی و با فرض اینکه این ژن ها 
دارای عناصر تنظیمی مشــابه در توالی پروموتری خود هســتند، می باشد 
)6(. بنابراین هــدف از مطالعه حاضر، تجزیه و تحلیــل پروموتر ژن های با 
بیان بالا و مشــابه در برونشــیت عفونی طیور در حالت عفونی نســبت به 
حالت ســالم به منظور شناسایی فاكتور های رونویسی درگیر در این مراحل 
و همچنین ترسیم شبکه ژنی مرتبط با فاكتور های رونویسی شناسایی شده 

و فرآیندهای بیولوژیکی مربوطه می باشد.

مواد و روش ها
داده های مورد استفاده و تجزیه و تحلیل داده ها

بــه منظور شناســایی ژن هــای با بیان بــالا در جوجه هــای مبتلا به 
ویروس برونشــیت عفونــی در برابر جوجه های ســالم، داده های مربوط به 
 NCBI از سایت GSE73423 با شــماره دسترســی RNA-Seq یک مطالعه
Gene Expression Omnibus DataSets (GEO)(( اســتخراج گردیــد. در 
 مطالعه حاضر ســاختار بیان ژن های مربوط به بافت طحال 64 قطعه جوجه
)شــامل دو لاین و از هر لاین 32 جوجه، شامل 16 جوجه مبتلا به ویروس 
برونشــیت عفونی و 16 جوجه ســالم در هر لاین( برای چهار حالت شامل: 
الف(مقایسه ی بافت طحال جوجه های مبتلا به برونشیت با جوجه های سالم 
 Low serum concentration( با غلظت پایین سرم مانوز باند شده با لکتین
of mannose-binding lectin( در ســن یک هفتگی، ب( مقایســه ی بافت 
طحال جوجه های مبتلا به برونشــیت با جوجه های ســالم با غلظت پایین 
سرم مانوز باند شده با لکتین در سن سه هفتگی، ج( مقایسه ی بافت طحال 
جوجه های مبتلا به برونشیت با جوجه های سالم با غلظت بالای سرم مانوز 
 Low serum concentration of mannose-binding( باند شــده با لکتیــن
lectin( در ســن یک هفتگی. د( مقایسه ی بافت طحال جوجه های مبتلا به 
برونشیت با جوجه های سالم با غلظت بالای سرم مانوز باند شده با لکتین در 
سن سه هفتگی كه با استفاده از فناوری RNA-Seq مورد مطالعه قرار گرفته 
است )28( بررســی گردید. در ادامه ژن های با بیان بالا و معنادار )05/>0  
p( مربوط به مطالعه RNA-Seq ذكر شــده در چهار حالت مورد نظر فوق 

به عنوان ژن های نهایی برای انجام تجزیه و تحلیل پروموتر انتخاب شدند.

بررسی گروه های کارکردی
به منظور بررســی گروه های كاركردی ژن هــای معنادار با بیان بالا در 
چهار حالت مختلف ذكر شده، از نرم افزار DAVID استفاده شد )32(. بدین 
منظور ژن های معنادار حاصل از داده هــای مطالعه ی RNA-Seq در چهار 

 ) P> 0/05( حالت مختلف ذكر شــده به نرم افزار معرفی و عبارات معنادار
مرتبط با گروه های كاركردی شناســایی شد. تنها عبارات معنادار مربوط به 

مراحل بیولوژیکی در نظر گرفته شد. 

استخراج توالی های پروموتری و تجزیه و تحلیل آن ها
 TFBS به منظور انجام تجزیه و تحلیل توالی های پروموتری و تشخیص
موجود در ژن های شناســایی شده در مرحله قبل، توالی پروموتری ژن های 
شناســایی شــده )پروموتر ژن های Gallus gallus( در مرحله قبل توسط 
بانــک اطلاعاتی موجود در بســته نرم افزاری Genomatix و با اســتفاده از 
قسمت Gene2Promoter اســتخراج گردید )10(. برای ژن هایی با بیش از 
یک توالی پروموتری، معتبر ترین توالی بر اســاس پیشــنهاد خود نرم افزار 
انتخاب شــد. همچنین نواحی پروموتری همه ژن ها به صورت 1000 جفت 
باز بالادست و 200 جفت باز پایین دست محل آغاز رونویسی ژن مورد نظر 
تعریف و اســتخراج گردید. به منظور شناسایی فاكتور های رونویسی مشابه 
در توالی های پروموتری ژن ها از نرم افزار MatInspector استفاده شد )10(. 
 Position Weight( این نرم افزار با اســتفاده از ماتریس های وزنــی- مکانی
TFBS ،(Matrixهــا را در توالی های DNA شناســایی می كند )10(. بدین 
منظور از بانــک اطلاعاتی جامع MatBase موجــود در Genomatix كه 
حاوی  PWMمرتبط با TFBS می باشــد، استفاده گردید. در ابتدا هر یک از 
توالی های پروموتری با اســتفاده از ماتریس های PWM این بانک اطلاعاتی 
بررســی شدند و TFBS معنادار )P> 0/05( مرتبط با هر یک از توالی های 
پروموتری این ژن ها شناسایی شــدند. در نهایت TFBSهای معنادار)0/05 
< p( به عنوان كاندید های جدید مؤثر در تنظیم بیماری برونشــیت عفونی 

معرفی شدند.

ترسیم شبکه تنظیمی
در مطالعه حاضر به منظور مصورســازی و یکپارچه ســازی شبکه های 
تنظیمی حاوی فاكتور های رونویســی كــه mRNAs را تنظیم می كنند از 
نرم افزار Cytoscape نســخه3.2.1 اســتفاده گردید. در ادامه جهت ایجاد 
طرح بندی شــبکه با اســتفاده از الگوریتم Circular و Orgainic از منوی  
Layoutموجــود در نرم افزار Cytoscape، شــبکه بدســت آمــده مجدداً 

سازماندهی شد )62(.

نتایج
نتایــج حاصل از تجزیه و تحلیل داده هــای RNA-Seq در چهار حالت 
مختلــف ذكر شــده در بخش مواد و روش ها نشــان داد كــه به ترتیب در 
حالت های فوق، تعداد 11، 10، 1 و 4 ژن بیان بالایی داشــتند. در ادامه هر 

یک از چهار حالت مورد نظر به طور كامل بررسی شده است.

الف( مقایسه ی بافت طحال جوجه های مبتلا به برونشیت با 
جوجه های سالم با غلظت پایین سرم مانوز باند شده با لکتین در 

سن یك هفتگی
نتایج نشــان داد كه 934 ژن معنادار بیان بالاتری در مقایســه ی بافت 
طحال جوجه های مبتلا به برونشــیت با جوجه های ســالم با غلظت پایین 
  .)p > 0/05( ســرم مانوز باند شده با لکتین در ســن یک هفتگی داشتند

شناسایی محاسباتی فاکتورهای تنظیمی ...
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پس از شناســایی ژن های با بیان بالا و معنادار، گروه های كاركردی مرتبط 
با این ژن ها بررســی شد. در نتیجه بررســی 934 ژن با بیان بالا و معنادار، 
116 عبارت بیولوژیکی معنادار شناســایی شد )p > 0/05( كه بیشتر آن ها 
مرتبط با پاســخ دفاعی نسبت به باكتری، تنظیم فرآیند های سیستم ایمنی 
و تنظیم تکثیر سیســتم ایمنی بودند. برخی از عبارات بیولوژیکی معنا دار و 

مهم حاصل از این تجزیه و تحلیل در جدول 1 ارائه شده است.
در ادامه با بررسی برترین و معنادار ترین ژن های شناسایی شده، به عنوان 
 MPEG1، P53، FLRT3، 11 ژن شــامل ،)p > 0/01( مثــال 10 ژن برتر
 VIPR2، GRM8، FGFR3، FAM26F، MMP13، STK31، NOX3،
XDH انتخاب شــدند. بــا توجه به اهمیت این ژن هــا در مطالعه ی حاضر، 
از این 11 ژن برای بررسی ســاختار پروموتری آنها و شناسایی فاكتور های 
رونویسی كاندید جدید در بیماری برونشیت عفونی استفاده شد. در پایان با 
 AREB6، C/EBP تجزیه و تحلیل این 11 ژن، 24 فاكتور رونویســی شامل
 beta، Barx2، ERG، FOXA1، FOXP1، GATA1، Gsh-2، HHEX،
 NFAT، NK6-1، Nkx-2.5، BPAX2 (Nkx 3-1)، SMARCA5، SPI1،
و   SRY، ZNF35، FOXK2، Ikaros 2، MOK-2، NMP4، SIX3، ERG
TAL1 شناســایی شــد كه تمام این فاكتور های رونویسی به طور مشترک 
دارای محل اتصــال روی تمامی توالی های پروموتــوری 11 ژن مورد نظر 
قرار داشــتند. نتایج حاصل از تجزیه و تحلیل توالی های پروموتری این 11 
ژن در شــکل 1 گزارش شده اســت. در این شــکل، محل اتصال این 24 
فاكتور رونویسی شناسایی شــده برای هر یک از توالی های پروموتوری 11 
ژن بررســی شده، ارائه شده است. از آنجا كه فاكتور های رونویسی در قالب 
خانواده ها طبقه بندی می شــوند )فاكتور های رونویسی با محل تقریباً مشابه 
در یک خانواده قرار می گیرند(، 24 فاكتور رونویســی شناسایی شده در این 
مطالعه در 20 خانواده قرار گرفتند كه در شــکل 1 مشخص است. به عنوان 
مثال فاكتورهای رونویسی Nkx3-1 و Nkx 3-2، Nkx 2.5، متعلق به خانواده 
)NKX homeodomain factors)، و همچنین فاكتور رونویسی SPI1 متعلق 
به خانواده )Human and murine ETS1 factors( هســتند. در شکل 1 این 

خانواده ها با رنگ های مجزا مشخص شده اند.
در ادامه شــبکه تنظیمی ترســیم شــده حاصل از معرفی 24 فاكتور  
 Cytoscape رونویسی جدید شناسایی شــده و 11 ژن هدفشان به نرم افزار

در شکل 2 ارائه شده است.

ب( مقایسه ی بافت طحال جوجه های مبتلا به برونشیت با 
جوجه های سالم با غلظت پایین سرم مانوز باند شده با لکتین در 

سن سه هفتگی
نتایج نشــان داد كه 160 ژن معنادار بیان بالاتری در مقایســه ی بافت 
طحال جوجه های مبتلا به برونشــیت با جوجه های ســالم با غلظت پایین 
 .)p > 0/05( ســرم مانوز باند شــده با لکتین در سن ســه هفتگی داشتند
پس از شناسایی ژن های با بیان بالا و معنادار، گروه های كاركردی مرتبط با 
این ژن ها بررســی شد. در نتیجه بررسی 160 ژن با بیان بالا و معنادار، 35 
عبارت بیولوژیکی معنادار شناســایی شد )p > 0/05( كه بیشتر آنها مرتبط 
با پاسخ دفاعی به باكتری و غیره بودند. در ادامه با بررسی برترین و معنادار 
ترین ژن های شناسایی شده، به عنوان مثال 10 ژن برتر )p > 0/01(، شامل 
 FABP3، NPC2، ALOX5AP، S100A9، GSTA3، CTSS، CD300A،
PPP1R3B و PCSK7 انتخاب شدند. سپس 10 ژن مورد نظر برای بررسی 
ساختار پروموتری آنها و شناســایی فاكتور های رونویسی كاندید جدید در 
بیماری برونشیت عفونی اســتفاده شد. در پایان با تجزیه و تحلیل این 10 
ژن، 31 فاكتور رونویسی شناسایی شد كه تمام این فاكتور های رونویسی به 
طور مشــترک دارای محل اتصال روی همه ی توالی های پروموتوری بودند. 
نتایج حاصل از تجزیه و تحلیل توالی های پروموتوری این 10 ژن در شــکل 
3 گزارش شــده است. از آنجا كه فاكتور های رونویسی با محل تقریباً مشابه 
در یک خانواده قرار می گیرند، 31 فاكتور رونویســی شناسایی شده در این 
مطالعه در27 خانواده قرار گرفتند كه در شــکل 3 مشخص است. به عنوان 
 Ikaros( متعلق به خانواده Ikaros2 و Ikaros1 مثال فاكتور های رونویســی
zinc finger family(. همچنین فاكتور های رونویســی MES1 و TGIF1 به 

جدول 1- عبارات بیولوژیکی معنا دار حاصل از بررسی گروه های کارکردی ژن های با بیان بالا و معنی دار )مقایسه ی بافت طحال جوجه های مبتلا به 
.RNA-Seq برونشیت با جوجه های سالم با غلظت پایین سرم مانوز باند شده با لکتین در سن یك هفتگی( حاصل از تجزیه و تحلیل داده های

P-valueعبارات مراحل بیولوژیکی

0/002291091تنظیم تکثیر سلولی 

0/002590954پاسخ دفاعی به باكتری

0/008755646تنظیم فرآیندهای سیستم ایمنی

0/026928673تنظیم مهاجرت سلولی

0/039788164تمایز لوكوسیت

0/041378432تنظیم پاسخ ایمنی
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شکل 1- فاکتور های رونویسی مشترک شناسایی شده در پروموتر ژن های دخیل در بیماری برونشیت عفونی( مقایسه ی 
بافت طحال جوجه های مبتلا به برونشیت با جوجه های سالم با غلظت پایین سرم مانوز باند شده با لکتین در سن یك هفتگی 
)که در تمام 11 ژن مورد نظر حضور دارند. علامت فلش مربوط به نقطه شروع رونویسی برای هر یك از ژن ها است. هر یك از 

خانواده های مربوط به فاکتور های رونویسی با رنگ مجزا مشخص شده اند ) توضیحات در متن ارائه شده است(. 

شکل 2- شبکه تنظیمی مؤثر در بیماری برونشت عفونی در مقایسه ی بافت طحال جوجه های مبتلا به برونشیت با جوجه های 
سالم با غلظت پایین سرم مانوز باند شده با لکتین در سن یك هفتگی. 42 فاکتور رونویسی شناسایی شده به رنگ قرمز و 11 

ژن هدف تمام این فاکتور های رونویسی با رنگ سرمه ای مشخص شده اند.

شناسایی محاسباتی فاکتورهای تنظیمی ...
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خانــواده  )TALE homeodomain class recognizing TG motifs( تعلق 
دارند.

در ادامه شــبکه تنظیمی ترســیم شــده حاصل از معرفی 31 فاكتور 
رونویسی جدید شناسایی شده و 10 ژن هدفشان با نرم افزار Cytoscape در 

شکل 4 ارائه شده است.

ج( مقایسه ی بافت طحال جوجه های مبتلا به برونشیت با 
جوجه های سالم با غلظت بالای سرم مانوز باند شده با لکتین در 

سن یك هفتگی
در رابطه با توجه به اینکه تنها یک ژن بیان بالا داشت، این حالت مورد 

بررسی قرار نگرفت. 

د( مقایسه ی بافت طحال جوجه های مبتلا به برونشیت با 
جوجه های سالم با غلظت بالای سرم مانوز باند شده با لکتین در 

سن سه هفتگی
 JMJD6 و Hsp40، HSOA4L، HSPH1 در این حالت چهار ژن شــامل
بطور معنی داری بیان بالایی داشتند. در پایان با تجزیه و تحلیل این 4 ژن، 
27 فاكتور رونویســی شناسایی شــد كه تمام این فاكتور های رونویسی به 
طور مشــترک دارای محل اتصال روی همه ی توالی های پروموتری بودند. 
نتایج حاصل از تجزیه و تحلیل توالی های پروموتری این 4 ژن در شــکل 5 
گزارش شده اســت. 27 فاكتور رونویسی شناسایی شده در این مطالعه در 

شکل 3- فاکتور های رونویسی مشترک شناسایی شده در پروموتر ژن های دخیل در بیماری برونشیت عفونی )مقایسه ی 
بافت طحال جوجه های مبتلا به برونشیت با جوجه های سالم با غلظت پایین سرم مانوز باند شده با لکتین در سن سه هفتگی( 
که در تمام 10 ژن مورد نظر حضور دارند. علامت فلش مربوط به نقطه شروع رونویسی برای هر یك از ژن ها است. هر یك از 

خانواده های مربوط به فاکتور های رونویسی با رنگ مجزا مشخص شده اند ) توضیحات در متن ارائه شده است(.

20 خانواده قرار گرفتند كه در شکل 5 مشخص است.
در ادامه شــبکه تنظیمی ترســیم شــده حاصل از معرفی 27 فاكتور 
 Cytoscape رونویسی جدید شناسایی شده و چهار ژن هدفشان به نرم افزار

در شکل 6 ارائه شده است.

بحث
بیماری برونشــیت عفونی یک بیماری ویروســی حاد و بسیار واگیردار 
ماكیان است كه دارای انتشار جهانی است و در كشور ما نیز به دلیل ابتلای 
جوجه های جوان و گله های بالغ تخمگذار و مادر به شــکل های تنفســی، 
تولید مثلی و یــا ایجاد ضایعات كلیوی از اهمیت اقتصادی بســیار زیادی 
برخوردار می باشــد )30(. شــبکه های ژنی با كنترل رونویســی، به عبارتی 
چگونگي افزایش یا كاهش تنظیم بیان ژن ها در پاســخ به ســیگنال ها، در 
ارتباط می باشند. الگوی بیان ژن ها اغلب بوسیله ی اثرات متقابل فاكتور های 
رونویســی و TFBSها روی نواحی پروموتریشــان تعریف می شــود )4( به 
منظور شناســایی فاكتور های رونویسی دخیل در تنظیم ژن های درگیر در 
برونشــیت عفونی در بافت طحال طیور، تجزیه و تحلیل پروموتر ژن های با 
بیان بالا و مشــابه در این مراحل بررسی شــد. همانطور كه ذكر شد نتایج 
حاصــل از تجزیه و تحلیل داده های RNA-Seq در چهار حالت مختلف ذكر 
شده، نشان داد كه ژن های زیادی در بافت طحال طیور در بیماری برونشیت 
عفونی در حالت عفونی نسبت به سالم  بیان بالایی داشتند. نقش این ژن ها 

در چهار حالت محتلف در ادامه بحث شده است.
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شکل 4- شبکه تنظیمی مؤثر در بیماری برونشیت عفونی در حالت مقایسه ی بافت طحال جوجه های مبتلا به برونشیت با 
جوجه های سالم با غلظت پایین سرم مانوز باند شده با لکتین در سن سه هفتگی. 30 فاکتور رونویسی شناسایی شده به رنگ 

قرمز و 10 ژن هدف تمام این فاکتور های رونویسی با رنگ سرمه ای مشخص شده اند.

شکل 5- فاکتور های رونویسی مشترک شناسایی شده در پروموتر ژن های دخیل در بیماری برونشیت عفونی )مقایسه ی بافت 
طحال جوجه های مبتلا به برونشیت با  جوجه های سالم با غلظت بالای سرم مانوز باند شده با لکتین در سن سه هفتگی( که 
در تمام چهار ژن مورد نظر حضور دارند. علامت فلش مربوط به نقطه شروع رونویسی برای هر یك از ژن ها است. هر یك از 

خانواده های مربوط به فاکتورهای رونویسی با رنگ مجزا مشخص شده اند.

شناسایی محاسباتی فاکتورهای تنظیمی ...
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شکل 6- شبکه تنظیمی مؤثر در بیماری برونشت عفونی در حالت مقایسه ی بافت طحال جوجه های مبتلا به برونشیت با 
جوجه های سالم با غلظت بالای سرم مانوز باند شده با لکتین در سن سه هفتگی. 27 فاکتور رونویسی شناسایی شده به رنگ 

قرمز و 4 ژن هدف تمام این فاکتور های رونویسی با رنگ سرمه ای مشخص شده اند.

 الف( مقایسه ی بافت طحال جوجه های مبتلا به برونشیت با 
جوجه های سالم با غلظت پایین سرم مانوز باند شده با لکتین در 

سن یك هفتگی 
همانطور كه در بخش نتایج ذكر شد در این حالت 11 ژن كه در بخش 
نتایج ذكر گردید بطور معنی داری بیان بالایی داشتند. به عنوان مثال نقش 
ژن FGFR3 در بیماران با لوســمی لنفوســیتی مزمن گزارش شــده است 
)12(. گزارش شــده است كه ژن FLRT3 بوســیله عفونت باكتریایی القاء 
می شود )49(. بیان ژن VIPR2 در افراد سیگاری با برونشیت مزمن گزارش 
شده است، بنابراین این ژن احتمالاً در پاتوژنز برونشیت مزمن دخیل است 
)48(. گزارش شده است كه  ژن NOX3 ، یک آنزیم كلیدی سیستم ایمنی 
داخلی اســت كه در سلول های مونوسیت، لوكوسیت، پلاكت ها و سلول های 
اندوتلیال حضور دارد )55(. بیان بسیار بالای ژن STK31 در حیوانات مقاوم 
به مایکوباكتریوم گزارش شــده اســت و با پاســح دفاعی میزبان و تحریک 
اینتروفرون نوع یک مرتبط اســت )44(. نقش ژن MMP13 در بروونشیت 
مزمن در انســان گزارش شــده اســت )1(. نقش ژن FAM26F در تنظیم 
پاسخ ایمنی داخلی گزارش شده اســت )3(. نقش ژن MPEG1 در ایمنی 
 ،MEPEG1 داخلی همراه با بیان این ژن در ماكروفاژ ها نشــان می دهد كه
باكتری های گرم مثبت فاگوســیت كننده را تخلیه می كند )56(. همچنین 
گزارش شده است كه توقف چرخه سلولی و القای آپوپتوسیز بوسیله ویروس 

برونشیت عفونی در غیاب p53 گزارش شده است )40(.
با بررســی مطالعات قبلی مشخص شده است كه فاكتور های رونویسی 

شناسایی شده را می توان با توجه به عملکرد شان به چند دسته تقسیم بندی 
كرد كه عبارتند از: 1. فاكتورهای رونویســی كه نقش شــناخته شــده ای 
در برونشــیت عفونی برای آنها گزارش نشده اســت اما به نحوی مرتبط با 
بیماری برونشــیت عفونی می باشند. از 24 فاكتور شناسایی شده در مطالعه 
 TAL1، AREB6، Ikaros2 حاضــر در حالت الــف، 16 فاكتور رونویســی
 BPAX1(Nkx3.2)، NMP4، SPI1، FOXP1، SMARCA5، C/EBP،
 ERG، GATA1، FOXA1، BAPX2، HHEX، ILF(FOXK2)، NFAT
فاكتور هایی هســتند كه به عنوان فاكتور های درگیر و مرتبط با فرآیند های 
ایمنی شناخته شده بوده، اما در بیماری برونشیت عفونی طیور گزارشی در 
مورد آنها وجود ندارد. به عنوان مثال نقش فاكتور رونویسی TAL1 در توسعه 
ســلول های T گزارش شده است )70(.  نقش فاكتور رونویسی AREB6 در 
تنظیم ایمنی و التهاب گزارش شده است )26(. نقش فاكتور های رونویسی 
نقش Ikaros 2 در تنظیم توسعه ی سلول های لنفوسیت B و T گزارش شده 
است )60(. گزارش شده اســت كه FOXP1 یک فاكتور رونویسی ضروری 
برای تنظیم توسعه ی ســلول های لنفوسیت B می باشد )31(. نقش فاكتور 
رونویسی Nkx3.2 )BAPX1( در كنترل لنفوسیت ها در طحال گزارش شده 
است )17(. بیان فاكتور رونویسی NMP4 در طحال گزارش شده است )2(. 
گزارش شــده اســت كه SPI1 در تکثیر ماكروفاژ ها و توسعه لنفوسیت های 
B دخیل اســت )11(. نقش SWI/SNF )SMARCA5( در تمایز ماكروفاژ ها 
 B در تنظیم سلول های لنفوسیت C/EBP گزارش شده اســت )77(. نقش
گزارش شده است )5(. نقش GATA1 در تمایز سلول های لنفوسیت گزارش 
شده اســت )14(. گزارش شده اســت كه HHEX نقش مهمی در توسعه 
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سیســتم ایمنی بازی می كند )35(. بیان )FOXK2 )ILF در لنفوسیت B و 
پاسخ های ایمنی گزارش شده است )47(. نقش FOXA1 در تمایز و تنظیم 
سلول های T گزارش شــده است )47(. نقش فاكتور رونویسی BAPX2 در 
 NFAT گزارش شده است )25(. نقش فاكتور رونویسی T تنظیم سلول های
در كنترل ژن های سایتوكین دخیل در پاسخ های ایمنی گزارش شده است 
)46(. بطور كلی با توجه به نقش 15 فاكتور رونویسی ذكر شده كه به نوعی 
مرتبط با برونشیت می باشــند،این فاكتور های رونویسی می توانند به عنوان 

كاندید جدید مؤثر در برونشیت عفونی در طیور معرفی گردند. 
2. فاكتور های رونویسی كه دارای نقش اثبات شده در برونشیت عفونی 
نیســتند و در مراحل مشابه نقش برای آنها گزارش نشده است. فاكتور های 
 MOK-2، NKX-2.5، SRY، رونویسی این گروه شامل فاكتور های رونویسی
ZNF35، SIX3، Gsh-2، NK6-1، BARX2 می باشــند. بــا توجه به اینکه 
فاكتور های این گروه به طور مشــترک روی توالی های پروموتری ژن های با 
بیان مشابه و درگیر در برونشــیت عفونی شناسایی شده اند و همچنین در 
كنار فاكتور هایی شناسایی شده اند كه دارای نقش مرتبط با برونشیت عفونی 
می باشند، كاندید های جدیدی هســتند كه احتمالاً دارای نقش در طحال 

جوجه ها تحت شرایط برونشیت عفونی می باشند.

ب( مقایسه ی بافت طحال جوجه های مبتلا به برونشیت با 
جوجه های سالم با غلظت پایین سرم مانوز باند شده با لکتین در 

سن سه هفتگی  
همانطــور كه در بخش نتایج  ذكر شــد در این حالــت 10 ژن كه در 
بخش نتایج ذكر گردید بطور معنی داری بیان بالایی داشتند. به عنوان مثال 
گزارش شده است كه ژن NPC2 نقش مهمی در متابولیسم چربی ها و مسیر 
ســیگنال ایمنی ذاتی بازی می كند )63(. بیان بالای CYTH1 ســلول های 
لنفوســیت  T گزارش شده اســت )37(. اخیرا نشــان داده شده است كه 
CTSS نقش كلیدی در پردازش لیمفوســیت های B انســان بازی می كند 
)58(. جالب توجه اســت كه PCSK7 برای بیان ژن كدكننده پروتئین های 
سیستم ایمنی ضروری می باشــد )51(. گزارش شده است كه لوكوسیت ها 
ایزوتایپ هــای ویــژه ای از FABP را دارنــد. برای مثال در مونوســیت ها و 
 ALOX5AP بیان می شود )15(. گزارش شده است كه FABP3 ماكروفاژ ها
به عنوان برجســته ترین لیپوكسیژناز ســلول های میلوئید بوده و به شدت 
در بافت پســتان عفونــی افزایش می یابــد )63(. ژنS100A9  در اصل به 
عنوان پروتئین ایمنی شــناخته شده و توســط نوتروفیل ها ترشح می شود. 
همچنین گزارش شده است كه در التهاب حاد و مزمن نقش دارد )24(. ژن 
GSTA3 در پاسخ ایمنی در جنین های جوجه گزارش شده است )20(. ژن 
PPP1R3B در سلول های لمفوسیت T گزارش شده است )42(. گزارش شده 
است كه CD300a در لنفوسیت B،مونوسیت ها و انواع مختلف لوكوسیت ها 

در جوجه یافت شده است )67(.
در ادامه از 30 فاكتور رونویســی شناســایی شده 27 فاكتور رونویسی 
 AREB6، Foxp1، Ikaros 2،SPI1، BAPX1، TAL1، SMARCA5، شامل
 NFAT، c-Myb، ILF(FOXK2)، KSCAN3، KLF3، HIFs، JARID2،
 PLAG1، KRAB، MZF1، OLIG2، HIC1، TGIF1، SPZ1، SMAD،
ZBTB17، MEIS1، INSM1، XRE، Ikaros 1 كــه برخــی در حالت الف 
هم حضور داشــتند، نیز می توانند به عنوان كاندید جدید مؤثر در برونشیت 

 KLF3 عفونی در طیور معرفی گردند. به عنوان مثال نقش فاكتور رونویسی
در شــکل گیری سلول های لنفوسیت B گزارش شــده است )74(. گزارش 
شده اســت كه فعال شدن فاكتور رونویسی HIFS مانع از توسعه برونشیت 
در موش شده اســت )29(. گزارش شده اســت كه JARID2 در توسعه و 
 PLAG1 نقش دارد )43(. نقش فاكتور رونویســی T عملکرد ســلول های
در لوســمی لنفوسیتی مزمن گزارش شده اســت )53(. نقش INSM1 در 
عفونت بوسیله ویروس  Ad-LacZگزارش شده است )13(. نقش KRAB در 
كنترل سیستم ایمنی تطبیقی انسان و موش گزارش شده است )59(. نقش 
فاكتور های رونویسی MZF1 به عنوان تنظیم گرهای سیستم ایمنی گزارش 
شده است )57(. نقش فاكتور رونویسی OLIG2 در لوسمی لنفوبلاستی حاد 
گزارش شده اســت )7(. نقش فاكتور رونویسی HIC1 در بیماری ویروسی 
مارک در طیور گزارش شــده است )66(. نقش فاكتور رونویسی c-Myb در 
 ZKSCAN3 و ایمنی گزارش شــده است )52(. نقش B تمایز ســلول های
 TGIF1 در افزایش اتوفاژی در طی عفونت گزارش شــده است)71(. نقش
در التهاب مزمن گزارش شــده است )72(. نقش SPZ1 در پاسخ به ایمنی 
گزارش شده اســت)64(. نقش تنظیمی SMAD در تنظیم سیستم ایمنی 
گزارش شــده اســت )45(. نقش ZBTB17 در توسعه لنفوسیت ها گزارش 
شــده است )39(. نقش MEIS1 در تمایز لنفوســیت ها گزارش شده است 
 Ikaros 1 50(. نقش( در لنفوســیت ها گزارش شده است XRE بیان .)65(
در كنترل توســعه لنفوسیت ها گزارش شده است )16(. همچنین در رابطه 
 MOK-2، :با ســه فاكتور رونویسی دیگر شناسایی شده در حالت ب شامل
ZNF35، NKX-2.5، كــه در حالت الف هم حضور داشــتند و همانطور كه 
ذكر شــد دارای نقش مرتبط با برونشــیت عفونی نیستند اما در كنار دیگر 
فاكتور های مرتبط با برونشــیت عفونی حضور دارند، بنابراین احتمالاً دارای 
نقش در برونشــیت عفونی می باشــند و به عنوان ژن های كاندیدای جدید 

معرفی می گردند.

 ج( مقایسه ی بافت طحال جوجه های مبتلا به برونشیت با 
جوجه های سالم با غلظت بالای سرم مانوز باند شده با لکتین در 

سن سه هفتگی
 JMJD6 و Hsp40، HSOA4L، HSPH1 در این حالت چهار ژن شامل
بطور معنی داری بیان بالایی داشــتند. به عنوان مثال گزارش شده است كه 
نقش ژن Hsp40( DNAJA4( در ایمنی و عفونت گزارش شــده است. بیان 
S. choler- در گره هــای لنفاوی خوک در هنــگام عفونت با DNAJA4  ژن
aesuis  گزارش شده اســت )75(. همچنین ژن HSOA4L می تواند پاسخ 
ایمنی هومورال را در بیماران ســرطان خــون تحریک كند )69(. نقش ژن 
HSPH1 در بیماران مبتلا به عفونت هلیکوباكتر گزارش شــده است )36(. 
ژن JMJD6، تکثیر سلول های T را القا می كند )65(. از 27 فاكتور رونویسی 
 AREB6، KLF3، E2F1، شناســایی شده در حالت د، 21 فاكتور رونویسی
 E2F4، KLF4، HIFs، HSF2، KLF2، KLF6، MZF1، SMARCA5،
 SP1F، SP4، SPI1، TCF12، PLAG1، SCL(TAL1)، ZBP-89، patz1،
KSCAN3 و KRAB بــه عنوان فاكتور های درگیــر و مرتبط با فرایند های 
ایمنی شــناخته شده بوده اما در بیماری برونشیت عفونی در طیور گزارشی 
از آنهــا وجود ندارد و به عنوان كاندید جدید در برونشــیت عفونی معرفی 
می گردند. به عنوان نقش فاكتور رونویســی E2F1 در ایمنی داخلی گزارش 

شناسایی محاسباتی فاکتورهای تنظیمی ...
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شــده است )73(. فاكتور رونویســی KLF4 به عنوان یک تنظیم گر حیاتی 
تمایز مونوســیت ها گزارش شده است )22(. گزارش شده است كه SP4 در 
 HSF برانگیختن پاسخ های ایمنی كمک می كند )41(. فاكتور های رونویسی
پاســخ های ایمنی را تنظیم می كنند )2(. فاكتور رونویسی KLF4 به عنوان 
یک تنظیم گر حیاتی تمایز مونوســیت ها گزارش شده است )22(. گزارش 
شده است كه فاكتور های رونویسی HSF پاسخ های ایمنی را تنظیم می كنند 
)2(. نقش ZNF148 )ZBP-89( در تمایز مونوسیت ها به ماكروفاژ ها گزارش 
 T مهاجرت سلول های لنفوسیت KLF2 شده اســت )54(. فاكتور رونویسی
را تنظیم می كنــد)61(. نقش فاكتور رونویســی patz1 در فعالیت و تمایز 

لنفوسیت ها، فعالیت و تمایز سلول T گزارش شده است )23(.
 TFIIB، E2F6، Ascl1، MOK-2، SALL2 اما شــش فاكتور رونویسی
و ZNF35، فاكتور های رونویســی می باشــند كه دارای نقش اثبات شــده 
در برونشــیت عفونی نیســتند و در مراحل مشــابه نقش برای آنها گزارش 
نشــده است اما با توجه به نقش دیگر فاكتورهای رونویسی ذكر شده كه به 
برونشیت مرتبط می باشــند، به عنوان كاندیدهای جدید مؤثر در برونشیت 

معرفی می شوند. 

نتیجه گیری کلی
بطور كلی در مطالعه حاضر با فرض مشابه بودن ساختار پروموتری ژن های 
با بیان مشابه در برونشیت عفونی، 61 فاكتور رونویسی كاندید جدید در 
برونشیت عفونی شناسایی گردید. با بررسی نتایج كلیه حالات مورد نظر و 
بررسی نتایج گروه های كاركردی و با توجه به اینکه تنظیم گرها )فاكتورهای 
رونویسی( و ژن های ذكر شده دارای نقش اثبات شده و یا مرتبط با برونشیت 
می باشند اما تا كنون در طحال جوجه ها در شرایط برونشیت عفونی گزارش 
نشده اند، بنابراین فاكتور های رونویسی ذكر شده كاندید های مهم و جدیدی 
هستند كه احتمالاً دارای نقش تنظیمی در طحال جوجه ها تحت شرایط 
در  بیشتر  بررسی  برای  مناسبی  پتانسیل  دارای  و  بوده  عفونی  برونشیت 
حاضر  مطالعه ی  در  شده  استفاده  روش  از  می باشند.  آزمایشگاهی  سطح 
می توان برای درک سازوكارهای تنظیمی مؤثر در بافت ها و شرایط مختلف 

نیز بهره برد.
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