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  چكيده
بيان ژن را تنظيم  mRNAاز طريق اتصال به  هستند كه ينوكلئوتيد 22طول  غير كد كننده به هايRNAها گروهي از RNAريز
مراحل رشد و نمو  ي كه درنقشتوان به وظايف آنها ميهستند از جمله اي داراي وظايف گسترده هاRNAاين گروه از  .كنندمي
اما انجام شده است ها RNAريز. با وجود مطالعات زيادي كه در مورد كنند، اشاره كردايفا مي در ايمني موجود زندههمچنين  و

 ريز پيش بيني اوليهپس از اين مطالعه در لاعات موجود بسيار كم است. ي گوسفند اطي گونههاRNAريزهنوز در مورد 

RNA و در نهايت مقايسه  اصل با اورتولوگها در موجودات مختلفنتايج حمعيار هاي مناسب،  فيلتر كردن نتايج بر اساسو
در كروموزوم شماره  RNA زري 400در كل بيش از  .بررسي شدهاي نهايي در بافتهاي مختلف RNA بيان ريز in silicoبررسي 

از جمله گوسفند بالغ مختلف  بافتهاي ترنسكريپتوم هايدادهآنها در بيان  كه RNA ريز 97تعداد گوسفند پيش بيني شد كه  20
روش مورد استفاده در اين  .نيز تأييد شد in silicoبا روش ، كليه، مغز، پوست تخمدان چربيعضله، كبد، قلب، ريه، بافت 

  .باشد موثرگوسفند  هايRNA ريز يكردن بانك اطلاعات يلو تكم يدجد هايRNA تواند در پيدا كردن ريز ميمطالعه 
  in silicoتأييد ها، بيوانفورماتيكي، گوسفند، RNAكلمات كليدي: ريز

  
  مقدمه
 از پس بيان ژن تنظيمكه  نوكلئوتيد هستند 20 حدودبه طول ) ncRNAs( كننده كد غير هاي كوچكRNAها، RNAريز

ها RNAي ريزانساني به وسيله پروتئين كننده كد ژنهاي از ٪30حدود است كه پيش بيني شده  .را به عهده دارندرونويسي 
متاستاز نقش مهمي را  و تمايز تكثير، آپوپتوز، مانند بدن بيولوژيك ها در كنترل بسياري از فرآيندهايRNAشود. ريزتنظيم مي
توسط لي و همكاران در كرم نماتود (الگانس) بود آنها  1993كشف شده در سال  RNAولين ريزا Lin-4 .)1،3،5( كنندايفا مي

  ).6(در مراحل رشد و نمو نقش مهمي دارد  اين ژنكشف كردند كه 
روش  با استفاده ازها RNAبيان ريزبررسي شود اول بر اساس ها بر دو اساس تقسيم ميRNAهاي شناسايي ريزروش

 از هايي دارد از جمله اينكه برخيبسيار موثر است اما محدوديت RNAيي ريزشناسادر  روش نيا، كه آزمايشگاهي
و در سن خاصي بيان مي  خاص بافتهاي در فقط هاRNAريز از برخي همچنين و شودمي بيان پايين سطوح در كه هاRNAريز

روش بيوانفورماتيك  ،)4( نفورماتيكهاي بيواروش بر اساس  RNAساختار ژني ريزپيش بيني . دوم براساس )8( شوند
ها را پيش RNAدهد و جايگاه ژني ريزهاي روش آزمايشگاهي را ندارد، اين روش ژنوم را مورد تحليل قرار ميمحدوديت
 شناخته شده هاRNAريز يتوالي مقايسهبا دو نوع است: الف) خود ها RNAريز ينيب يشپروش هاي محاسباتي  .كندبيني مي



 

 ٢

 ب) پيش بيني محاسباتي حفظ شده است يهاRNAريز اين روش محدود به. )7(با توالي ژنوم گونه مورد نظرها در گونه

اين روش از لحاظ  .)10( حلقه است- ساختار ساقه يناميكيو ثبات ترمود RNAساختار دوم  يها يژگيبر اساس و RNAريز
اين سوال  ودهد هاي احتمالي ميRNAاز ريز يستاين روش فقط لي ، وليتر از روش آزمايشگاهي استهزينه خيلي پايين

   است يا خير؟ RNAشده به اين روش واقعا ريز پيشنهادهاي RNAاست كه آيا ريزمطرح 
هاي پيش بيني شده و RNAبه دليل مقايسه ريز اين ازاستفاده  و طراحي شدي بيوانفورماتيكي تحقيق روش تكميل شدهاين در 

در اين تحقيق از كروموزوم  .دهدرا كاهش مي تداول شناساييمروش هاي زيادي خطاهاي تا حد ، in silicoبررسي بيان 
  گوسفند استفاده گرديد. 20شماره 

  
  مواد و روشها:

  استخراج خصوصيات:
سري موجود در ژنوم است ابتدا بايد ديد ساز از بين ساختارهاي سنجاقهاي پيشRNAچون اساس اين روش شناسايي ريز

ساز هاي پيشRNAهاي معرفي شده ريزساز چه خصوصياتي دارند در تحقيقات انجام شده مهمترين ويژگيهاي پيشRNAريز
يناميكي آن، همچنين درصد ثبات ترمود، اندازه توالي سنجاق سري،  -20شامل ساختار سنجاق سري، انرژي آزاد كمتر از 

  ).9هر كدام از بازها نسبت به كل توالي است. (هايي مانند نداشتن حباب بزرگ و درصد و ويژگي C G نوكلئوتيدهاي
  ها:آوري دادهجمع

 :Accession number( شداخذ  NCBIهاي مورد آناليز انتخاب شد و توالي آن از سايت گوسفند به عنوان داه 20كروموزوم 

NW_004080183.1.(  
هاي شاهد ارهاي به كار گرفته شده از دادهافزبراي اطمينان از صحيح بودن مراحل روش كار و همچنين كاربردي بودن نرم

 RNAريز 54گوسفند كه داراي  18از كروموزوم  64665020تا  64462300بين اي شد. در اين مطالعه ناحيهمثبت استفاده 
 :NCBI ) Accession numberاست، به عنوان شاهد مثبت انتخاب شد و توالي آن از  miRBaseثبت شده در  شناخته شده و

NW_004080181.1 ( .دانلود شد  
  روش مناسب:طراحي 

روش استفاده شده در اين تحقيق مراحل روش بر پايه ساختار را دارد اما با يك تغيراتي كه در جهت تكميل و كاهش 
 خطاهاي موجود در آن اعمال شده است. 

  ساز و بالغ:هاي پيشRNAبيني ريزپيش
و براي هر شدنوكلئوتيدي تقسيم  100-200ژنوم به قطعاتي به طول حدود  EMBOSS e-invertedافزار با استفاده از نرم -1

شد با استفاده از  mfoldافزار ، وارد نرمEMBOSS e-invertedافزار هاي خروجي از نرمتوالي -2؛ شدقطعه ساختار دوم رسم 
اين  ت دارايد در نهايت قطعاشمحاسبه ساز را در توالي مورد نظر هاي پيشRNAهاي ريزافزار امكان وجود ويژگياين نرم
و امكان خطا در آن دارد حساسيت بالا نياز به چون اين قسمت از كار  .شدساز پيشنهاد هاي پيشRNAبه عنوان ريز ها ويژگي

وب سرور پيش بيني  ؛شدي ديگري عبور داده افزارهاي پيش بيني كنندهاز فيلتر نرم هاي گزينش شدهوجود دارد، داده



 

 ٣

) استفاده شد Sequence-Structure Motif Base: Pre-miRNA Prediction Webserver(ي توالي موتيف هاي بر پايهRNAزري
  شد.هاي بالغ معرفي RNAبه عنوان ريز سرور نامبردهساز پيشنهاد شده، توسط هاي پيشRNAي ريزسپس بخشي از ساقه -3

  حذف توالي كد كننده پروتئين:
هاي بيان RNAشوند؛ براي اين منظور ريزي پروتئين هستند كنار گذاشته ميبخش اگزون ژن كد كنندههايي كه در RNAريز

معرفي  RNAهايي كه در بين توالي كد كننده پروتئين نبودند به عنوان ريزشده، با توالي كد كننده پروتئين بلاست شد و تواي
  كرد.

  هاي حفظ شده:RNAشناسايي ريز
، در 10برابر  E-value cutoffبا  miRBaseدر قسمت جستجوي  در قسمت قبل از پيشنهاد شدهسهاي پيشRNAتوالي ريز

هاي شناخته شده وجود داشته باشد به RNA در صورتي كه در توالي وارد شده مشابه با توالي ريز .شدها بلاست تمامي گونه
  شود.شناخته شده معرفي مي RNAعنوان ريز

  : in silicoتأييد 
 با ( بافت عضلهترنسكريپتوم هاي دادههاي پيش بيني شده در RNAها، همه ريزRNAبراي اطمينان از بيان شدن ريز

Accession: PRJNA223213( با ، بافت كبد )Accession: GSM1366318 (هاي بافتهاي و همچنين در مخلوط ترنسكريپتوم
  .بلاست شد) GSE56643  :Accession(باريه  تخمدان، پوست، چربي سفيد وقلب، كليه، مغز، كبد، 

  
  و بحث نتايج

  استخراج خصوصيات:
مشخص شد  mfoldافزار دانلود شد با استفاده از نرم miRBaseي گوسفند از ساز مربوط به گونههاي پيشRNAريز
 دول هستند؛هاي موجود در جسري با شكل مناسب، بدون حباب بزرگ و ويژگيهاي پيشساز داراي ساختار سنجاقRNAريز

  معمول دامنه   در اين تحقيق مورد قبولدامنه   هاي پيشسازRNAريزت اخصوصي
  -30تا  -40  -20كمتر يا مساوي   انرژي آزاد 

  نوكلئوتيد 90-65  نوكلئوتيد 130-65  طول 
  37-23  37-23  تعداد بازها در هر ساقه

  20  30-5  تعداد بازهاي حلقه
  A+U  30-70 40-60درصد باز

  
  :يپيش بين

پيشنهاد داده شده گوسفند  20در كروموزوم  RNAريز 400مرحله اول حدود در در اين مطالعه با اعمال روش طراحي شده 
  .جديد بودندRNA تا ريز 295و  ندبودحفظ شده  ي مختلف جانوريهاتا از آنها در بين گونه 105است كه از اين بين 

هاي كد RNAكننده پروتئين، مشخص شد كه هيچ كدام از آنها مشابه با  هاي كدRNAها با RNAريز 400اين با بلاست كردن 
 كننده پروتئين نيستند
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 :in silicoتاييد 

 تا ريز67حفظ شده و RNA تا ريز 30هاي ترنسكريپتوم بيان شده بودند كه تا در داده 97پيشنهادي تعداد RNA ريز 400از  

RNA .جديد بودند  
هم در بافت عضله  RNAريز 31و اند فقط در بافت ماهيچه بيان شده RNAريز 27ي جديد هاRNA در ريزدر بافت ماهيچه:  

هم در عضله و هم  RNAريز 12فقط در بافت عضله و  RNAريز 10هاي حفظ شده RNA. در ريزاندو هم در كبد بيان شده
فقط در بافت كبد بيان شده  RNAريز 6مشترك بين كبد و عضله  RNAريز 31علاوه بر  در بافت كبد: در كبد موجود است.

قلب، كليه، مغز، تخمدان، پوست، چربي در مخلوط بافتهاي  حفظ شده نيز فقط در بافت كبد وجود دارند. RNAريز 7است و 
  .جديد بيان شده است RNAريز 4سفيد و ريه: 

 حفظ هايRNAريز جزو همگي كه پيش بيني كردند گوسفند دراي به روش مقايسه RNAريز 172 ،2012 سال در بروزاي
در واقع در گوسفند به روش بيوانفورماتيكي بر پايه  .)2( شده بودند تاييد و كشف ديگر هايگونه در قبل از كه بودند شده

ي خاص  جهت پيش افزاري بر مبناي ژنوم يك گونهنرمابتدا كه كار شده است هاي ساختار كار نشده است اما در ساير گونه
و از طرفي  نداشته باشدهاي ديگر دقت كافي در صورت استفاده براي گونهممكن است  كه امه نويسي شدبرن RNAبيني ريز

 عنوان به دتوانافزار است و فقط در صورت تأييد آزمايشگاهي ميپيش بيني شده فقط خروجي يك نرمهاي RNAريز
  .)9، 7( ددرگ معرفيواقعي  RNAريز

كروموزوم  64665020تا  64462300 ينوكلئوتيد شماره ي بينعه در ناحيهاين مطال دربا اعمال روش طراحي شده 
ديگري به  RNAو نكته مهمتر اين است كه هيچ شدند شناسايي  miRBaseپايگاه هاي ثبت شده در RNAريزاكثر ، گوسفند18

  .در اين تحقيق بودي دقت روش طراحي شده د و اين نشان دهندهشنپيدا  RNAعنوان ريز
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Abstract  
Micro-RNAs are a group of non-coding RNAs of 21-23 nucleotides in length that regulate gene expression by 
binding to mRNA. This group of RNAs has extensive functions, for example in the organism's growth and 
development and also immune system. Despite the vast number of studies that have been conducted on micro-
RNAs, there is a big gap of knowledge in ovine micro-RNA data base. In this study, after prediction of miRNAs 
and filtration based on features, results compared with orthologues in other organisms and finally the expression 
of selected miRNAs approved by in silico validation. In total, more than 400 miRNAs were predicted in 
chromosome 20 of sheep which of those, expression of 97 miRNA were validated by in silico method  in muscle, 
liver, heart, lung, adipose tissue, kidney, brain, skin and ovary tissues. This new method of validation can be 
used to complete the data set of sheep miRNA. 
Key words: micro RNA, bioinformatics, ovine, in silico validation  
 


