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The objective of this study was to investigate the underlying characteristics of micro-
RNA (miRNA) interaction and and their target sites based on highly accurate published 
wet lab findings. The miRNAs are a subclass of noncoding RNA with a widespread 
function in the majority of biological processes via their roles in regulating gene ex-
pression. A dilemma regarding the implicating of miRNAs in genetics engineering 
is their complicate mechanism for target detection and their extended functions. In 
this regard, we investigated characteristics of miRNA and mRNA interaction. After col-
lecting validated interactions and filtering  non-informatic and less accurate records, 
structural attributes and contextual characteristics of these interactions were investi-
gated. The features were:  statistically significant for target site observation in 3’UTR se-
quence, correlation with AREs elements, composition of nucleotides and their status in 
duplex, and some structural and positional attributes. Our findings approved previous 
suggested features and brought out new results such as the relationship of target sites 
with AREs and some structural and contextual attributions which place emphasis on 
the importance of positional and compositional state of nucleotide in miRNA-mRNA 
interaction.
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توالـی هـای miRNA  قطعـات کوتـاه از RNA هـای غیـر کدکننـده 

بـا طولـی حـدود 22 نوکلئوتیـد مـی باشـند کـه بـا اتصـال بـه نواحی 

غیـر قابـل ترجمـه انتهـای 3َ از)mRNA )3’UTR ، منجـر بـه تجزیه 

یـا کاهـش بیـان آنهـا در مرحله پس از نسـخه برداری می شـوند )1(. 

در طول سـالهای اخیر مشـخص شـده اسـت که miRNA ها عواملی 

کلیدی در تنظیم بیان ژن بوده و در غالب مسیرهای بیولوژیکی نقش 

ایفـا مـی کننـد )2(. گفته می-شـود که آنها بـا بسـیاری از فرایندهای 

بیولوژیکـی ماننـد نمـو، افـتراق سـلولی، متابولیسـم، چرخه سـلولی و 

پیـری در ارتبـاط هسـتند )6-3(. بـا توجـه بـه اهمیـت miRNA هـا 

یکـی از دغدغـه هـای اصلـی محققیـن در این ضمینه تعییـن ویژگی 

هایـی اسـت کـه miRNA هـا بر اسـاس آن جایگاه هـای هدف خود 

را شناسـایی کـرده و یـا بر روی آنهـا اثر می گذارند. تشـخیص جایگاه 

هـدف miRNA در جانـوران پریاخته ای غالبا بر اسـاس مکمل بودن 

جزئـی بیـن توالـی آنهـا و ناحیـه UTR'3 ترانسـکریپت ها می باشـد 

چکیـده/ هـدف از انجـام ایـن مطالعـه شناسـایی ویژگـی هـای نهفتـه در برهـم کنـش بیـن مایکـرو آر ان ای )miRNA( و 

جایـگاه هـای هـدف آنها بر اسـاس نتایج تأیید شـده آزمایشـگاهی بـود. miRNA ها توالـی های کوتـاه از جنس RNA های 

غیـر کـد کننـده مـی باشـند کـه بـه طـور گسـترده ای در تعدیـل و تنظیـم بیـان ژنهـا در تمامـی موجـودات پریاختـه ای نقش 

دارنـد. مهمتریـن چالـش پیـش رو در بکارگیـری ایـن مولکولهـا سـطح وسـیع فعالیـت و مکانیسـم هـای پیچیـده و ناشـناخته 

ای اسـت کـه در ضمینـه تشـخیص ژنهـای هـدف توسـط آنهـا بـکار مـی رود. بـه منظـور شناسـایی ایـن مکانیسـم هـا اقـدام 

بـه بررسـی ویژگـی هـای موجـود در برهـم کنـش بین توالـی miRNA و mRNA شـد. بدین منظـور miRNA هـا و جایگاه 

هـای هـدف آنهـا از پایـگاه هـای مرتبط گـردآوری و پالایش شـدند. ویژگی های مختلـف از جمله معنـی داری آماری حضور 

3'UTR ویژگی های موقعیتی جایـگاه هدف در ،AREs 3، ارتبـاط جایـگاه هـدف با موتیف هـای'UTR در توالـی miRNA

و ترکیـب نوکلئوتیـدی، ماهیـت و وضعیـت نوکلئوتیدهـا نسـبت به یکدیگر در بخـش های مختلف برهم کنش مورد بررسـی 

قـرار گرفـت. یافتـه هـای مـا نتایـج ارائـه شـده قبلـی را تاییـد مـی کند. بعـلاوه برخـی ویژگی هـای جدیـد مانند ارتبـاط بین 

عنـاصر AREs و جایـگاه هـدف و همچنیـن برخـی ویژگـی هـای سـاختاری و بافتـی کـه نشـان دهنـده اهمیـت موقعیت و 

وضعیـت نوکلئوتیدهـا در برهـم کنـش miRNA-mRNA مـی باشـد را ارائه مـی نماید.

واژگان کلیـدی: MicroRNAs؛ تنظیم بیان ژن؛ تداخل RNA؛ جایگاه اتصال؛ پیش بینی جایگاه
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هـدف، بـه طـور معنـی داری )P < 0.01( بزرگـتر از میانگیـن طـول 

توالـی هـای UTR'3 ژنهـای کـد کننـده بـود )2471  بـاز در مقابـل 

1377(. بـا تقسـیم بنـدی هـر توالـی UTR'3 به 5 قسـمت از سـمت 

کـدون خاتمـه، مشـخص شـد که 30 درصـد جایگاه های فعـال در یک 

پنجـم ابتدایـی توالـی UTR'3 واقـع شـده انـد. همچنیـن 93 درصـد 

 3'UTR نسـبت بـه توالی )P < 0.05( نمونـه هـا به طـور معنی داری

بیـش نمایـش نشـان مـی دهنـد. در ایـن مطالعـه 8/3 درصـد توالـی 

هـای UTR'3 حـاوی عنـاصر AREs بودنـد که 75 درصـد این نواحی 

از نـوع 2 بـود. میانگیـن محتـوای آدنیـن- اوراسـیل )AU( توالی های 

UTR'3 جایـگاه هـدف کارکـردی بـه طـور معنـی داری بـا میانگیـن 

ژنـوم متفـاوت اسـت )P < 0.01(. همچنیـن بخـش فرادسـت جایگاه 

دارای محتـوای AU کمـتری نسـبت بـه بخـش فرودسـت اسـت )55 

درصـد نسـبت بـه 61 درصـد( )P < 0.01(. این قضیه بـرای 50 و 100 

بـاز بخـش فرادسـت و فرودسـت نیز به همین شـکل اسـت امـا برای 

25 بـاز اطـراف جایـگاه اختـلاف معنـی داری بیـن بخش فرادسـت و 

.)P < 0.01( فرودسـت و همچنیـن بـا میانگیـن ژنوم مشـاهده نشـد

پیوستگی نواحی مکمل در ساختار داپلکس

بـا توجـه بـه اهمیـت پیوسـتگی نواحـی مکمـل در برهـم کنـش بین 

miRNA-mRNA )7 , 21-23( تصمیم به ایجاد یک شـاخصه جدید 

تحـت عنـوان بزرگتریـن قطعـه پیوسـته )MCF ( بـرای انـدازه گیـری 

بلندتریـن ناحیـه دارای بازهـای جـور، ناهمجـور و دارای فاصلـه یـا 

گـپ نمودیـم. MCF بازهـای مکمـل در 1/2 درصـد نمونـه هـا 4 تـا 5 

نوکلئوتیـد بـود و در 94 درصـد مـوارد طولـی بیـن 6 تـا 10 نوکلئوتید 

و در یـک سـوم طـول 8 نوکلئوتیـدی داشـت. شـاخصه MCF بـرای 

 MCF جفـت بازهـای ناجـور نشـان دهنـده وجـود سـاختار حلقـه و

گپ  نشـان دهنده سـاختار برآمدگی  در داپلکس می باشـد. میانگین 

انـدازه بزرگتریـن حلقـه موجـود در بخـش خـارج از سـید برابـر 2/41 

و میانگیـن انـدازه برآمدگـی در جایـگاه هـدف و miRNA به ترتیب 

0/39 و 0/64 بـود کـه اختـلاف معنی داری می باشـد )P < 0.01(. در 

مـواردی کـه برآمدگـی وجـود دارد بزرگترین طـول آن در اکـثر موارد 2 

نوکلئوتیـد مـی باشـد. همچنیـن در برخـی مـوارد، گپ هـا در فاصله 

بیـن سـید و ناحیـه خـارج از آن توسـعه پیدا مـی کنند. 

miRNA-mRNA ویژگی های موقعیتی داپلکس

عـلاوه بـر موقعیـت 2 تـا 7 داپلکـس، موقعیـت 8 نیـز در 80 درصـد 

نمونـه هـا در وضعیـت جـور قـرار داشـت )شـکل 1(. در جایـگاه 9 تا 

)7(. بـا ایـن وجود مشـخص شـده اسـت که شناسـایی جایـگاه هدف 

توسـط miRNA هـا بـه عوامـل دیگـری نیـز وابسـته اسـت )8-10(. 

هـدف از ایـن مطالعـه بررسـی جایـگاه هـای فعـال و دارای کارکـرد 

miRNA و بررسـی چگونگـی تعامـل بین miRNA هـا و این جایگاه 

هـا آنهـا از لحـاظ ویژگـی هـای بافتی و سـاختاری بود.

روش کار

گردآوری داده ها 

برهـم کنـش بیـن miRNA هـا و ترانسـکریپت ژنهـای مختلـف از 

منابـع )13-11( جمـع آوری شـدند. سـپس داده های حاصـل از روش 

هـای بـا دقـت پاییـن، فاقـد جایـگاه مشـخص و فاقد سـاختار تشریح 

شـده، حـذف گردیدنـد. در ادامـه برهـم کنـش دقیـق ارائـه شـده از 

مقـالات منبع اسـتخراج شـد و تمامی توالی های مرجـع UTR'3 ژنوم 

 Ensembl از پایگاه mm10 و ژنوم موش نسخه hg19 انسـان نسـخه

)14,15( دریافت شـد.

محاسبات و مدل سازی

محاسـبه توزیـع احتـمال نوکلئوتیدهـا و همچنیـن بـرآورد پارامترهای 

مـدل مارکـو )MCM( بـرای تولید مـدل پس ضمینه، بر اسـاس تمامی 

توالـی هـای مرجع ناحیه UTR'3 ژنوم انسـان و موش صورت گرفت. 

 SPAT بررسـی میـزان بیش نمایش  جایگاه هـای هدف به کمک روش

)16( و آمـاره گاوس از طریـق محاسـبه تعـداد و واریانس مشـاهدات 

مـورد انتظـار و در نهایت اسـتنتاج سـطح معنـی داری جایـگاه انجام 

پذیرفـت. جسـتجوی موتیـف هـای AREs نیـز بـر اسـاس روش )17( 

و مبتنـی بـر الگوی ارائه شـده توسـط )18( انجام شـد. تمامـی برنامه 

هـای مـورد نیـاز تحت زبان پرل نگارش شـدند و محاسـبات آماری به 

کمـک برنامـه MedCalc نسـخه 12.7 )19( و R نسـخه 3.0.2 )20( 

انجام شـد. آزمونهای مقایسـه میانگین بر اسـاس روش t-test و χ2 و 

مقایسـه واریانس بر اسـاس آزمـون F-test صـورت گرفت.

نتایج

پـس از بررسـی برهـم کنـش هـای جمـع آوری شـده از میـان 50000 

رکـورد اولیـه در نهایـت 339 رکـورد گزینـش و بـرای انجـام مطالعـه 

از منابـع علمـی اسـتخراج شـدند. تمامـی ایـن رکوردهـا بـا روشـهای 

آزمایشـگاهی معتر مانند وسـترن بلاتینگ و سـنجش گزارشـگر مورد 

تاییـد قـرار گرفتـه بودنـد. نتایـج حاصلـه بـه قـرار زیر می باشـد.

3’UTR ویژگی های مرتبط با توالی های

در ایـن مطالعـه میانگیـن طـول توالـی هـای UTR'3 حـاوی جایـگاه 

بررسی ویژگی های جایگاه هدف microRNA ها
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باشـد و احتمالا سـاز و کار ویژه ای در شـکل گیری آنها دخالت دارد. 

ثابت شـده که نواحی غنی از آدنین- اوراسـیل )AREs( روی پایداری 

ترانسـکریپت و یـا میـزان ترجمـه آن موثـر اسـت )27,28(. همچنین 

وجـود تعاملاتـی بیـن miRNA و این عناصر ثابت شـده اسـت )29(. 

مـی تـوان نتیجه گرفـت که احتمالا ایـن عناصر در عملکرد شناسـایی 

و یـا اثرگـذاری جایـگاه هـدف نقـش دارنـد خصوصـا کـه اکـثر عناصر 

شناسـایی شـده در ایـن مطالعـه از نـوع 2 بـوده انـد کـه اثـر آنها در 

ناپایدار سـازی ترانسـکریپت ها بیشـتر اسـت )30(. 

عـدم تفـاوت معنـی دار ترکیـب 25 نوکلئوتیـد اطـراف جایگاه نشـان 

مـی دهـد که احتمالاً عواملی در توالی های جانبی دور در شناسـایی 

و فعـال بـودن جایگاه هـای هدف نقش دارد. گریمسـون و همکاران 

)9( نشـان دادنـد این نواحی غنـی از AU بلافاصله در اطراف جایگاه 

هـا قـرار گرفتـه انـد و بـا فاصلـه گرفتن از جایـگاه ها بـه سرعت محو 

مـی شـوند. امـا بـه این نکتـه توجه نکـرده بودند کـه ایـن نواحی در 

فاصلـه خاصـی از جایـگاه افزایـش و در فواصـل دورتـر و نزدیکـتر از 

آن کاهـش مـی یابـد. اهمیـت وجـود یک بـاز آدنوزیـن در نقطه 1 و 

یـا یـک بـاز آدنوزین و یـا اوراسـیل در موقعیت 9 جایـگاه هدف قبلا 

تاییـد شـده اسـت )7,31( ولـی وجـود برآمدگـی در موقعیـت 9 تا 12 

داپلکـس مـی توانـد بـه عنـوان یـک مکانیسـم ویـژه در شناسـایی یـا 

میـزان تاثیر گـذاری جایـگاه عمل کند. 

سـاختار مشـابهی قبلا در موقعیت 5 تا 6 شناسـایی شـده است )32(. 

همچنیـن جفـت بازهـای جـور در جایـگاه 12 تـا 19 نقـش ناحیـه 

تکمیلـی  )2( را در انتهـای miRNA’3 ایفـا می کنـد و باعث افزایش 

پایـداری داپلکـس خواهنـد شـد. پایین بودن میـزان جور بـودن بازها 

در موقعیـت 1 بـه علـت سـاختاری بنـام GU Wobble یـا وابِـل، در 

ایـن موقعیـت مـی باشـد. در ایـن سـاختار دو نوکلئوتیـد اوراسـیل و 

گوانیـن بـا هم جفـت می شـوند. در 8 درصد مـوارد وضعیت جایگاه 

1 از همیـن نـوع مـی باشـد. وجود این سـاختار در ایـن موقعیت می 

توانـد یـک سـازوکار دیگـر بـرای شناسـایی جایـگاه و یـا میـزان تأثیـر 

گـذاری آن باشـد. بـاز گوانیـن مـورد نیـاز بـرای تشـکیل وابِل غالبـاً از 

طریـق رشـته هـدف تامیـن مـی گردد. بـه همیـن دلیـل در موقعیت 

یـک رشـته هـدف حـدود دو برابر رشـته miRNA بـاز گوانیـن دیده 

مـی شـود. پیوندهـای حاصل از گوانین- اوراسـل نسـبت بـه جفتهای 

واتسـن- کریـک، سسـت تـر مـی باشـند )33,34( امـا بـا ایـن وجـود 

انعطـاف پذیـری بیشـتری دارنـد )35( و در شـکل گیـری سـاختارهای 

12 افزایـش شـدید و ناگهانی در تعـداد نمونه هایی که داری برآمدگی 

مـی باشـند مشـاهده مـی گـردد و بـا فاصلـه گرفـتن از آن بـه سرعت 

کاهـش مـی یابـد. تعداد بازهـای جور بعد از نوکلئوتیـد 8 کاهش می 

یابـد ولـی بیـن نوکلئوتیدهـای 12 تا 19 تـا بیش از 40 درصـد افزایش 

نشـان می دهد. در جایگاه شـماره 2 نیز باز اوراسـیل در رشـته هدف 

غالـب اسـت )40 درصـد(. همچنیـن در جایـگاه شـماره 9 در رشـته 

miRNA در 42 درصـد مـوارد بـاز اوراسـیل و در رشـته هـدف در 

35 درصـد مـوارد بـاز آدنیـن دیـده مـی شـود. یک همبسـتگی منفی 

قـوی بیـن تعـداد برآمدگـی و موقعیـت جایـگاه در خارج از سـید نیز 

مشـاهده شـد )ضریب همبستگی پیرسـون برابر 0/96-(. باز اوراسیل 

در 63 درصد نمونه ها جایگاه شـماره 1 را در رشـته miRNA تشـکیل 

مـی دهـد. در رشـته هـدف نیـز بـاز آدنوزیـن در 55 درصـد نمونه ها 

بـاز شـماره 1 را تشـکیل مـی دهد. این در حالی اسـت کـه تنها در 45 

درصـد مـوارد نوکلئوتیدهای ایـن جایگاه با همدیگر جور می باشـند. 

بحث

تصـور مـی شـود کـه طـول UTR'3 بـه عنـوان مهمتریـن جایـگاه 

 miRNA – هـا، فاکتـور اصلـی در تکامل همزمـان miRNA هـدف

Target باشـد )24( و UTR'3 ژنهـای تخصـص یافتـه تـر مانند ژنهای 

اختصاصـی بافـت مغـز، طـول بیشـتری نسـبت بـه دیگـر ژنهـا دارنـد 

)25(. همیـن مسـئله، بلندتـر بـودن توالـی هـای مذکـور کـه حـاوی 

جایـگاه هـدف miRNA هـا مـی باشـند را توجیـح مـی کنـد. تراکـم 

جایـگاه هـای هـدف در یـک پنجـم ابتدایـی ایـن توالـی هـا نیـز قبلا 

گـزارش شـده اسـت )9،26(. بیـش نمایـش جایـگاه ها نشـان می دهد 

کـه سـاختار آنهـا متفـاوت از سـاختار دیگر بخـش هـای UTR'3 می 

شـکل 1: وضعیـت نوکلئوتیدهـای داپلکـسِ miRNA: mRNA در موقعیـت 
5'miRNA هـای مختلف نسـبت بـه انتهـای
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آزمـون قـرار گرفتـه و تأیید شـده اند و بسـیاری دیگـر همچون برخی 

مـواردی کـه در ایـن مطالعـه گـزارش شـد قابل آزمـون و بررسـی می 

باشـند. ایـن ویژگـی هـا مـی توانـد بـه عنـوان معیارهایـی در ضمینه 

پیـش بیـن جایـگاه هـا هـدف miRNA هـا نیـز بـه کار بـرده شـود 

و دیـدگاه مناسـبی بـرای چگونگـی انتخـاب ویژگـی های محاسـباتی 

فراهـم مـی آورند.

مرتبـه بالاتـر RNA مـی توانـد حائز اهمیت باشـد.
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