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چکیده
microRNA،هاRNAبیانهاآنکنند. مهمی را بازي میهاينقشرونویسیازتنظیمات پسدراي هستند کهندهغیرکدکنهاي

هاي مهمی براينقش. کنندهدف تنظیم میmRNAترجمهمهاریابرشاز طریق، RNAمسیرهاي تداخلی وسیلهبهها را ژن
miRNAمورددردوديمحاطلاعاتامااست،شدهگزارشمختلفحیواناتتکاملیرونددرهاmiRNAوجودبزوگوسفندهاي

ها miRNAشناسایی. هستنددر نشخوارکنندگان بیولوژیکیاي ومقایسهژنومیکمطالعاتبرايمناسبیمدلبزوگوسفند. دارد
هاي آزمایشگاهی را براي روش،هاي شناسایی محاسباتیروش. استحیاتیبسیارهاآنبیولوژیکیمکانیسمدركبراي

ها نسخه تحت شرایط ویژه در انواع مختلفی از سلولاغلبهاي جدید، کهکدکننده در ژنومهاي غیرRNAتر ناسایی سریعش
درشود. استفاده میجدیدmiRNAهايژنبینیهاي یادگیري ماشین براي پیشاخیراً روشکنند.میشوند را تکمیل برداري می

ومتعادلحساسیتبالا،دقتکنندهبنديطبقهاین. شدمعرفی SVMاساسبرجدیدکننده بنديطبقهیک پژوهشاین
ترانسکریپتومهايدادهدرهاmiRNAشناساییبراي،آلایدهيابزارکهدهدنشان میرا miRNAدادهمجموعهبراياختصاصیت

پشتیبان بردارماشینازاستفادهبااویژگی ر20شامل بهینههايویژگیاززیرمجموعهیکما در این پژوهش.شودمحسوب می
)SVM.سپس با استفاده از برنامه ) ایجاد کردیمC#این در محاسبه شد. هاي آموزشی براي دادههاي استخراج شده ، ویژگی

بینی پیشبندي کننده براي بهترین دستهSMOو الگوریتم یادگیري RBFماشین بردار پشتیبان با کرنل مدل هوشمند پژوهش،
سپسآمد. دستبهدرصد 85و 88مدل به ترتیب این حساسیت و اختصاصیت . شددر گوسفند و بز معرفی microRNAهاي نژ

کروموزوم در. گرفتقراراستفادهموردبزوگوسفندبالغهايmiRNAتشخیصبرايESTاساس آنالیزبرمحاسباتیروشیک
مدل مورد استفاده کهدادنشاننتایج. شناسایی شدسانیهميجستجواز15miRNAو در بز miRNAکاندید23گوسفند،یک 

- بیولوژیکی آنعملکرداطلاعات مفیدي را در زمینه نیزدهد و ارائهبزوهاي گوسفندmiRNAتواند دقت بالایی در شناسایی ما می
.هاي نشخوارکنندگان فراهم آوردها در گونه

، گوسفند و بزساز، ماشین بردار پشتیبانپیشmicroRNA: نشخوارکنندگان،هاي کلیديواژه

مقدمه
microRNAها،RNAهستند، کهايکدکنندهغیرهاي

هدفهايژنبیاندنتوانمیوطول دارندنوکلئوتید22حدود
نشان . مکمل تنظیم کنندهايسایتبهاتصالبه وسیله را

هاي ژننبیاکاهش برايهاmiRNAداده شده است که
باعث هاونوشتردرشانمکملهايبه سایتاتصالباهدف

اینبا). 6،43(شوندمیترجمهسرکوبیاهارونوشتتخریب
دنتوانمیهاmiRNAکهاستدادهنشاناخیر مطالعاتحال،

مکمل، ترجمه پروتئین راپروموتورهايتوالیبهاتصالبا
درمختلفوداتموجدرهاmiRNA.)47(دهند افزایش
،نموو رشدمانندیندهاي تنظیم ژنیآفرازبسیاري
سیگنالینگمسیرهاي،هاي انتقال یافتهسازي ژنغیرفعال

وسرطان بامرتبطيهاپروتئینخارجی،هايتنش،سلولی
).26(هستنددرگیرهاویروسحمله برابردردفاع

بروس در توسط ویکتور ام 1993در سال microRNAاولین 
زمان به طور هم.)35(سی الگانس شناسایی شدنماتود کرم

ثیر ه گري روکان نیز ژنی را که تحت تأوایتمن در آزمایشگا
البته نتایج ).52قرار داشت، شناسایی نمود (microRNAاین

این دو مطالعه هر چند که سرآغازي براي شروع یک تحول 
تا هفت سال بعد مورد هاي علم ژنتیک بود اما بزرگ در یافته

رفت توجه جدي قرار نگرفتند، زیرا که انتظار می
microRNA کشف شده تنها یک مولکول استثنائی باشد که

فقط در گونه سی الگانس یافت شده و هیچ ایده و شاهدي 
دال بر وجود این مکانیسم تنظیم بیان ژن در بین موجودات 

یخچه کشف تار2004مختلف وجود نداشت. بعدها در سال 
ها توسط محققین اولیه آن به صورت مقالاتی به این مولکول

چاپ رسید. نکته جالب توجه این است که حدود چهل سال 
هاي جاکوب و موناد، وجود قبل دو دانشمند به نام

microRNA بینی کرده بودند. این دو براي پدیده را پیشها
راmicroRNA، مکانیسمی مشابه مکانیسم 1مهار لک

شناساییگستردهموج).34،16،14،1پیشنهاد داده بودند (
microRNA بسیارتعدادکهافتاداتفاق2001سالدرها

والگانسسیسرکه،مگسدرجدیدmicroRNAزیادي
حتیامروزه). 31،32،33(شدندمعرفیپستاندارانهايسلول

نیزویروسهرپسچندینوباراپستینمانندهاییویروسدر
microRNA 55(اندشدهشناساییهایی.(microRNA اولیه

1- Lac

نابع طبیعی ساريدانشگاه علوم کشاورزي و م
پژوهشهاي تولیدات دامی
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162....................................................................................................... در گوسفند و بزهاي بیوانفورماتیکیعملکردي با استفاده از روشهاي غیرکدکننده کوتاه RNAشناسایی 

اي مهم داراي چند بخش ویژه است که براي پردازش هسته
ویا بازوها نواحی جانبی، ساقهها شاملاین بخشباشد.می

DGCR8ساقه و بازوها براي اتصال باشد.میحلقه انتهایی
و برش آن توسط دروشا ضروري هستند microRNAبه 

جفت بازي از محل اتصال 11دروشا در فاصله ). 57،58،59(
اي آن رشتهاولیه با بخش دوmicroRNAاي رشتهبخش تک

اي معادل دو چرخش مارپیچ از حلقه انتهایی، و در فاصله
microRNAبه طور کلی ).13،24دهد (اولیه را برش می

توان را میmicroRNAهاي کاهش بیان ژن توسط مکانیسم
آدنین، ایجاد اختلال در فاکتورهاي ار گروه حذف دم پلیبه چه

آغاز ترجمه، قطع تداوم ترجمه با ایجاد اختلال در پلی 
بندي نمودتقسیمها و تجزیه پروتئین در حال ساخت ریبوزوم

ها miRNAشناساییبرايروشنوعدواساساً).17،29،56(
اي برcDNAکتابخانهاستفاده از روش اول. داردوجود
نوع اتوان این روش میبا. باشدهایی با اندازه متفاوت میتوالی

miRNA هاي حفاظت شده و غیرحفاظت شده را شناسایی
هایی که به میزان بسیار miRNAکرد. اما این روش براي 

در یک مرحله خاصی از رشد سلول یا در وشوند کمی بیان می
روش دیگر شوند، مناسب نیست.سلول بافت خاصی بیان می

ست که یک ابزار قدرتمند ایابی با توان بالاتکنولوژي توالی
شود ها محسوب میmiRNAهاي کوتاه و RNAبراي کشف 

)39.(
اولین مرحله در پژوهش روي ،براي حل این مسئله

microRNAهاي ها، شناسایی ژنmicroRNAاین است .
شناسایی مسئله شامل پیمایش روي ژنوم گوسفند و بز و 

برداري ها نسخهmiRNAمنظور تولید نواحی از آن است که به
در microRNAهاي شوند. با در نظر گرفتن اهمیت ژنمی

، مسلماً شدها اشاره هاي مختلف سلولی که به آنمکانیسم
هاي اهلی نظیر گوسفند ها در دامشناسایی و تعیین جایگاه آن

تیکی ویژه، بهبود صفات هاي ژنو بز به منظور درمان بیماري
). 23،25،27،42،44یابد (پرواربندي و غیره اهمیت می

به منظور جلوگیري از انجام آزمایشات تعیین سطوح بیان 
هاي هاي جدید، استفاده از روشmiRNAپیدا کردن براي

دلیل دارا بودن دقت محاسباتی با استفاده از یادگیري ماشین به
آمیزي براي تشخیص قیتبینی بالا به طور موفپیش

miRNAها هاي توالی و ساختاري آناساس ویژگیبرها
رسد.ضروري به نظر می

هاي هوشمند ابتدا توسط مدلها miRNAیی براي شناسا
منفی تأیید شده در آزمایشگاه هاي مثبت و لازم است نمونه

ها آوري یا تولید شوند. مرحله بعد استخراج ویژگیجمع
ها و ها، نوبت آموزش مدلویژگی. پس از استخراج باشدمی

باشد. در نهایت ها میترین پارامترهاي آزاد آنیافتن بهینه
این پژوهش به دیگر مقایسه و تحلیل شوند.نتایج باید با یک

شناسایی - 1: شدریزي منظور دسترسی به اهداف زیر طرح
ارائه یک روش-2.در گوسفند و بزmicroRNAهاي ژن

و microRNAهاي بینی اولیه ژنبیوانفورماتیکی براي پیش
هاي بالغ دسترسی به توالی-3هاي مذکور. شناسایی ژن

.miRNAهايژن

هامواد و روش
ده در این پروژه را هاي انجام شکلی، فعالیتطورهب
: در اولبخشبندي کرد. مختلف تقسیمتوان به دو قسمت می

براي دو گونه گوسفند و بزmiRNAاي هتوالی،قسمتاین 
هاي مثبت) و عنوان داده(بهmirBaseداده از پایگاه 

از بانک هاي منفی) عنوان داده(بهmiRNAهاي غیر توالی
برايدانلود شدند. این دو گروه داده NCBIجهانی ژنی 
بینی پیشبراي)SVM(1ماشین بردار پشتیبانآموزش مدل

هاي ویژگیدر مرحله بعد،.ده شداستفاmiRNAهاي ژن
آوري شدجمعmiRNAهايتوالی) براي50(انتخاب شده 

افزارها، نرماستخراج ویژگیمنظوربه. سپس)1(جدول 
Feature Extraction با زبانC#نویسندگان این از سوي
هاي مثبت و ي استخراج شده از دادههامقاله تولید شد. ویژگی

) با SVM(شمند ماشین بردار پشتیبانمدل هوتوسط منفی، 
افزار در نرمSMOو الگوریتم یادگیريRBFکرنل 

MATLAB در این :دومبخشقرار گرفت. آموزشمورد
هاي با استفاده از پایگاهmicroRNAچگونگی آنالیز مرحله 

هدف دوبه ترتیب براي بخشلاین بیان شده است. این دو آن
دسترسی اول) وبخش(pre-miRNAهاي دسترسی به ژن

ریزي دوم) پایهبخش(miRNAهايهاي بالغ ژنبه توالی
افزار نویسی کار و تولید نرماول قسمت برنامهمرحلهند. شد

مدنظر قرار گرفت:زیراصلینکاتبود. براي انجام این بخش 
ایراناساس پایگاه پژوهشگاه علوم و فناوري اطلاعاتبر

)http://www.irandoc.ac.ir( پژوهش در اولین، این پروژه
باشد. در میدر گوسفند و بز miRNAهاي زمینه شناسایی ژن

هاي این پروژه براي اولین بار به منظور شناسایی ژن
miRNA1بردار پشتیبانماشین، مدل)SVM(افزار در نرم

MATLAB مدل، ساختارها و اینآموزش داده شد و براي
. شدآن استخراج پارامترهاي بهینه

افزارنرم
افزار کاربرپسند با زبان ها یک نرمبراي استخراج ویژگی

#C)www.msdn.microsoft.com ( در محیط.Net به نام
Feature Extraction نوشته توسط نویسندگان این مقاله

هاي خود را به دهد توالیبه کاربر اجازه میافزارنرمشد. این 
اربر قادر است کافزارنرمد. با استفاده از این کندلخواه تنظیم 

هاي خود را وارد سیستم کرده و نواحی داراي پتانسیل را رشته
شناسایی نماید. این قابلیت براي افرادي که روي سنتز 

miRNA کنند، بسیار مفید است. پژوهش میها
پایگاه اطلاعاتی

بینی پیشبا توجه به ماهیت راه حل ارائه شده براي
نظارت که در واقع استفاده از یک مدل باmiRNAهاي ژن
هاي آموزشی، در آزمایشگاه تأیید شده باشد، لازم بود دادهمی

هاي تأیید شده آزمایشگاهی نیز باید باشند. علاوه بر این داده
قابل مجموعه دادهگرفت تا در نهایت مورد بررسی قرار می

راه مجموعه دادهن با تهیه این آید. اکنودستبهاطمینانی 
ه و شدهاي بعدي در این زمینه هموارتر براي پژوهش

ي در این زمینه تحقیق بیشترتوانند با سرعت گران میپژوهش
جدیدهاي miRNAکنند. مسئله دیگر روند سریع کشف 

1- Support Vector Machine (SVM)
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است. در این پروژه نقاط با پتانسیل بر اساس آخرین نسخه 
تهیه و براي (نسخه بیست و یک)mirBaseپایگاه اطلاعاتی 

استفاده دیگران ذخیره شده است.
هاآوري دادهجمع

که در نظارت ماشین بردار پشتیبانبابراي آموزش مدل
ه یک مجموعه از آن استفاده شده است، نیاز بپژوهشاین 

دادهها از پایگاه . براي تهیه دادهباشدداده آموزشی می
)http://www.mirbase.org(miBaseاستفاده شد.

پژوهشباشد. این هاي استفاده شده مینکته دیگر، گونه داده
روي گونه ،کنندگانهاي نشخوارگیري گونهجهتوجه به با ت

تمرکز کرده است. گوسفند و بز
هاي مثبت و منفی تولید نمونه

توالی ثبت شده در 373هاي مثبت از براي تولید داده
ها با استفاده از استفاده شد. این توالیmiRBaseپایگاه 

براي ساختار ثانویه، ساختار سنجاق )RNAfold)21افزار نرم
هاي ها مورد بررسی قرار گرفت. براي تولید دادهسري و لوپ

,tRNAs, piRNAs snRNAs(مجموعه توالیچندمنفی از 
snoRNAs(از بانک جهانی ژنی ها استفاده شد. این توالی

NCBI)www.ncbi.nlm.nih.gov ( استخراج شدند. این

براي ) RNAfold)21افزار توالی هم با استفاده از نرم827
ها مورد بررسی قرار و لوپساختار ثانویه، ساختار سنجاق سري 

در کل مجموعه داده آموزشی استفاده شده در این . گرفت
مورد مثبت 373ها . از این نمونهبودتوالی 1200شامل ه پروژ

)miRNA مورد منفی (827) وnon-miRNA.بودند (
هااستخراج ویژگی

تر و بهتر ویژگی که باعث تمایز دقیق20این پژوهش در 
انتخاب ،شدهاي ژنوم میبا سایر قسمتmiRNAهاي ژن

Visualیط ها در مح). سپس براي این ویژگی50شدند (
Studioبراي بخش .هاي لازم نوشته شداسکریپت

هاي بعد از فراهم کردن وروديافزارنرمترمودینامیکی این 
را فراخوانی و از نتیجه آن استفاده RNAFoldلازم، برنامه 

.شد
افزارنرمها و پیاده سازي بررسی ویژگی

وابسته به ویژگی نهویژگی (20از پژوهشدر این 
ویژگی توالی چهارو ویژگی وابسته به جفت بازهفت، ارساخت

کار رفته ههاي ب. لیست ویژگیشد) استفاده نوکلئوتیدي
ها آمده است. این ویژگی1در جدول هاآنهمراه توضیحاتبه
شد. استخراج ،Feature Extractionافزارنرمبا

-preیی در شناسامورد استفادهویژگیبیست لیست - 1جدول miRNA
Table 1.Detailed list of 20 features used for pre- miRNA identification

ویژگیتوضیح
1MFEI1حداقل انرژي آزاد با شاخص 1

2MFEI2حداقل انرژي آزاد با شاخص 2

3MFEI3حداقل انرژي آزاد با شاخص 3

4MFEI4حداقل انرژي آزاد با شاخص 4

dGحداقل انرژي آزاد نرمال شده5

dPگرایش جفت باز به تشکیل ساختار دوم6

EAFEحداقل انرژي نرمال جور شدگی7

Freqفراوانی ساختارهاي با حداقل انرژي8

Diffبازهاي موثر از یکدیگرفاصله جفت9

A-U|/L|تعداد جفت بازهاي نرمال شده10
G-C|/L|ل شدهتعداد جفت بازهاي نرما11
G-U|/L|تعداد جفت بازهاي نرمال شده12
ABSتعداد جفت بازهاي نرمال در هر ساقه13

s/(A-U)%میانگین جفت باز در هر ساقه14

s/(G-C)%میانگین جفت باز در هر ساقه15

s/(G-U)%میانگین جفت باز در هر ساقه16

G+C%درصد بازهاي گوانین و سیتوزین17

CG%گوانین- فراوانی توالی سیتوزین 18

UU%اوراسیل-فراوانی توالی اوراسیل 19

CU%اوراسیل- فراوانی توالی سیتوزین 20

هاي مثبت و منفی در استخراج شده براي دادههايویژگی
با  استفاده از یک مدل هوشمند ماشین MATLABافزارنرم

و الگوریتم یادگیري RBF) با کرنلSVMبردار پشتیبان (
SMOعنوان بهترین به1سنجی متقاطع ده تاییبا روش اعتبار
در microRNAهاي بینی ژنبندي کننده براي پیشدسته

.استفاده شدگوسفند و بز 
هايهاي محاسباتی براي شناسایی ژنروش

microRNAدر گوسفند
مامدر گوسفند تmicroRNAهاي منظور شناسایی ژنبه

miRNA چهار گونه انسان، موش، بز و گوسفند هاي
دانلود شدند21نسخه miRBaseاز

)http://www.mirbase.orgهاي ژنومی ). سپس توالی
ها که منشاء عمومی ESTو mRNA ،cDNAگوسفند شامل 

اج هستند، از بانک جهانی ژن استخرmicroRNAهاي ژن
هاي ). بعد از حذف توالیwww.ncbi.nlm.nih.govند (شد

روي ژنوم گوسفند از لحاظ هاmiRNAماندهباقیتکراري، 
هایی که مورد بررسی قرار گرفتند. در ادامه توالیپوشانیهم

گرفتند، حذف براي کد شدن پروتئین مورد استفاده قرار می
با طول ماندهاقیبهاي شدند. ساختار ثانویه و پایداري توالی

version(نوکلئوتید با استفاده از برنامه60تا 50 3.2 (
Mfold)61 شد) مشخص

)www.bioinfo.rpi.edu/applications/mfold/rna .(
1- 10- Fold Cross Validation
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دست آوردند هاي زیر را بههایی که ویژگیالیدر نهایت تو
) توانایی 1بالغ در نظر گرفته شدند: microRNAبه عنوان 

) عدم وجود حباب بزرگ در 2ساختار سنجاق سري تشکیل 
- 8/18) تولید ساختار ثانویه با حداقل انرژي آزاد 3ساختار 

)47( .
هاي هاي محاسباتی براي شناسایی ژنروش

microRNAدر بز
گونه بز miRNAهاي براي گونه بز نیز در ابتدا توالی

). سپس http://www.mirbase.orgاستخراج شدند (
هاي بز از بانک جهانی ژن دانلود شد ESTهاي والیت
)www.ncbi.nlm.nih.gov/dbEST در ادامه براي .(

) بررسی 1مرحله زیر طی شد: پنجدر بز ها miRNAشناسایی 
) BioEdit)20افزار با استفاده از نرمها miRNAپوشانیهم

) استفاده از2هاي زائد و تکراري براي حذف توالی
miRNAبراي ماندهباقیهايBLASTnبر رويEST هاي

تر از دو جفت بازي هاي با عدم تطبیق کمEST) انتخاب 3بز 
) انتخاب 4یید شده تأmiRNAبر روي BLASTبراي 
ESTدرصد براي بررسی و حذف 90با شباهت بالاي هاي
Mfoldافزار ) استفاده از نرم5هاي کدکننده پروتئین توالی

هاي ساختار ثانویه و بررسی ویژگی) براي بررسی61(
و حداقل انرژي آزاد A-Uهاي انتخاب شده مانند مقدار توالی

)47 .(
microRNAتنوع نوکلئوتیديبررسی 

دلیل بهmir-134براي بررسی تنوع نوکلئوتیدي، 
آن نسبت به سایربیشترمشخص شدن حفظ شدگی 

miRNA همین ه). ب10شاخص انتخاب شد (عنوان بهها
هاي گوسفند، موش و بز در گونهmicroRNAمنظور این 

). سپس براي بررسی http://www.mirbase.orgدانلود شد (
بررسی) و براي weblogo)12افزار تنوع نوکلئوتیدي از نرم

افزار از نرمneighbor joiningفیلوژنتیک بر اساس رویه 
ClustalW)32 شد) استفاده   .

و بحثنتایج
بخش اول: نتیجه آنالیز ماشین بردار و بحثنتایج

)SVM(پشتیبان
مواد و بخششده در شرح دادههاي آموزشی براي داده

با کرنل )SVM(مدل هوشمند ماشین بردار پشتیبان،هاروش
RBF و الگوریتم یادگیريSMOافزار در نرمMATLAB،
بینی براي پیشهوشمندبندي کنندهبهترین دستهعنوان که به

در پژوهش اجرا شد.، شودشناخته میmicroRNAهاي ژن
به ماشین بردار پشتیبان حساسیت و اختصاصیت مدل حاضر 
در miRNAهاي براي شناسایی ژندرصد85و 88ترتیب 

که مدل برازش دهدکه نشان میآمددستبهگوسفند و بز
هاي بینی ژنشهاي آموزشی از دقت بالایی در پییافته به داده

miRNA.برخودار است
هاي ین مدلی که تاکنون براي شناسایی ژنبیشتر

miRNA ماشین بردار مدل، گرفته استمورد استفاده قرار
براي SVMاستفاده از مدل نتایج 2جدولباشد. پشتیبان می
سایر محققان از سويانسان را miRNAهاي شناسایی ژن

نتایج با نتایج پژوهش سایرقایسه با مدهد.نشان می) 50(
پژوهش ما اولین پژوهش توان نتیجه گرفت کهمیحاضر 

با استفاده صورت گرفته بر روي این گونه از نشخوارکنندگان
.استاز مدل ماشین بردار پشتیبان

miRNAهاي بینی ژنهاي مختلف پیشمقایسه  نتیجه روش- 2جدول
Table 2. Comparison of performance of different miRNA prediction tools

منبعگونهالگوریتمحساسیت (%)اختصاصیت (%)
33/9732/71SVM2005سوور و همکاران (انسان(
01/8830/93SVM2005زو و همکاران (انسان(
97/9755/84SVM2007نگ و همکاران (انسان(
02/9001/95SVM2006ن (هلویک و همکاراانسان(

سایر محققان از سويبا توجه به نتایج گزارش شده 
که مقادیر جاییتوان نتیجه گرفت که از آن) می2(جدول 

هاي یادگیري آمده براي حساسیت و اختصاصیت مدلدستبه
بینی در پیششناسایی دقت مدلبرايماشین، معیاري 

miRNAنشان باشد که کارایی و سودمندي مدل رامیها
آمده براي حساسیت و دستبهمقادیر بالاي ، دهدمی

دهد که مدل یادگیري اختصاصیت در این پژوهش نشان می
داراي مقادیر ،رفته در پژوهش ماکاربه)SVM(ماشین

تقریباً مشابه با سایر بالا و حساسیت و اختصاصیتی
در باشد.هاي انجام گرفته بر روي گونه انسان میپژوهش

دارد. miRNAهاي بینی ژنه دقت بالایی براي پیشنتیج
هاي ها، توالیدلیل متفاوت بودن ماهیت ویژگیبهچنینهم

هاي مورد مطالعه مورد استفاده براي آموزش سیستم و گونه
ها را با روش به کار گرفته شده در پژوهش توان این روشنمی

ر این حاضر مقایسه کرد. هر چند رویه به کار گرفته شده د

85و 88تحقیق حساسیت و اختصاصیت بالایی (به ترتیب 
درصد) را نشان داد. 

ها microRNAتجزیه و تحلیل بخش دوم:و بحث نتایج
هاي اطلاعاتی موجودبا استفاده از بانک

بالغ درهاي miRNAمنظور دسترسی به به
هاي ها و بانکمجموعه دادهاز و بزهاي گوسفندگونه

در بزگونه کروموزوم یک اتی موجود استفاده شد. براي اطلاع
آمد. پس از حذف دستبهبالغ microRNAتوالی 15نهایت 

miRNA 230تکراري، هايmicroRNAبه ماندهباقی
مدل ماشین بردار پشتیبانتولید شده توسط miRNAهمراه 

مورد بزروي ژنوم پوشانیهمبه عنوان منبع براي بررسی 
شدگی حداکثر هدف با عدم جور5400قرار گرفتند. از استفاده

نوکلئوتید و 16توالی با طول 520جفت باز، تنها چهاربا 
هایی که . سپس توالی% باقی ماندند90بالاي پوشانیهم
کد غیرهايRNAسایر انواعکننده پروتئین و یاعنوان کدبه
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ذف شدند. گرفتند، حشونده شناخته شده مورد استفاده قرار می
توالی باقی 62، ماندهباقیهاي بعد از بررسی ساختار دوم توالی

پوشانیهماز لحاظ بزهايESTتوالی بر روي 62ماند. این 
به ماندهباقیتوالی 15مورد بررسی قرار گرفتند و در نهایت 

تعیین شدند.بزبالغ در ژنوم microRNAعنوان 
متنوعهاي از روشمحققان دیگري نیز با استفاده

miRNAهاي مختلف شناسایی در گونهرا ي بسیاريها
129microRNAکوتینهو و همکاران طور مثال، بهکردند.

بالغ را با استفاده از جستجوي شباهت و تولید کتابخانه 
RNA چند این محققین کوچک شناسایی نمودند. هرهاي

تمرکز خود را روي بررسی ساختارهاي سنجاق سري 
miRNA) 59چنین ژو و همکاران ). هم11انسان گذاشتند

microRNAهاي چربی و پستان گاو بالغ را در بافت
کوچک گزارش کردند. هايRNAبر اساس تولید کتابخانه 

چهار بافت گاوي شامل مغز، هاي miRNAلانگ و همکاران 
). 40سازي نمودند (سانهشش، کبد و قلب را هم

هاي پژوهشچنینهمیجه پژوهش حاضر و با توجه به نت
توان ها، میmiRNAمتعدد انجام گرفته در زمینه شناسایی 

نتیجه گرفت که با توجه به اهمیت نقش تنظیمی این نوع از 

RNA براي بیشترتحقیقات هاي غیرکدکننده، لزوم انجام
در جدید هايmiRNAهاي شناسایی روز افزون ژن

. رسدنظر میضروري بهنشخوارکنندگان 
براي را بالغ 23microRNA،در این پژوهشهمچنین

ESTتوالی هايدر گونه گوسفند با استفاده از کروموزوم یک 
هاي قبلی داراي مورد با توالیده. از این تعداد شدشناسایی 

شباهت بسیار بالایی بود (یک یا دو عدم جور شدگی)، که این 
microRNAهاي بالاي ژندهنده حفظ شدگی خود نشان

هاي مورد باشد. تفاوت قابل ذکر در گوسفند با سایر گونهمی
باشد. در گوسفند این مقدار ها میمطالعه حداقل انرژي آزاد آن

کیلوکالري بر مول بوده در صورتی که در سایر -20برابر با 
7/26ها و به خصوص انسان مقداري بالاتر و حدود گونه

). بررسی ساختار دوم 15،16باشد (ول میکیلوکالري بر م
microRNA نوکلئوتید در 16در گوسفند نشان داد حداقل

G/Uباشند، هر چند کریک درگیر می- و یا جورشدگی واتسون
هاي بزرگ این نوکلئوتیدها در تشکیل بازوها و یا حباب

تعدادي از این 3جدول ).3،5،8،22،51(دخالتی ندارند
کار رفته در این پژوهش روش بهبابینی شده هاي پیشتوالی

دهد.را نشان می

بینی شده توسط مدل ماشین بردارپشتیبانهاي پیشتعدادي از توالی- 3جدول 
Table 3. Some of predicted sequences using SVM model

حداقل انرژي آزاد هاتوالی
25- CCAAGACUUGCACUGAUGUUU

40- AUGUAUATAUGUAUACACAC

28- UGUGUGUGUGUGCGUGUGCGUG

40- UCGUUUGCCUUUUUCUGCUU

47- GUGGUUUUUUUUGUGUUUUU

37- UCGCCUCCUCCUCUCCA

هاي گوسفند، بز و موشدر گونهWEblogoافزار با استفاده از نرمpre-miRNAمطالعه حفظ شدگی -1شکل 
Figure 1. Investigating of pre-miRNA sequence conservation using WEblogo across sheep, goat, and mouse species.

هاmiRNAمنظور بررسی حفظ شدگی و بررسی فاصله به
oar-mir-134) از و بزدر گونه نشخوارکنندگان (گوسفند

در microRNAعنوان شاخص استفاده شد. ابتدا این به
. سپس براي نشان شددانلود گوسفند، بز و موش هاي گونه

Weblogoافزارنرماز microRNAشدگی دادن حفظ
، اینمشخص است1طور که در شکل استفاده شد. همان

تر بودن قطر توالی به صورت بالایی حفظ شده است (بزرگ
باشد).        دهنده حفظ شدگی بالاتر میحروف نشان

این نکته برنیز microRNAن نتیجه آنالیز فیلوژنتیکی ای
هاي نسبت به سایر گونهبزهاي گوسفند و کید دارد که گونهتأ

باشند. این نتیجه با تر میدیگر نزدیکمورد مطالعه به یک
هاي صورت گرفته و منتشر شده داراي نتایج سایر تحقیق

تاکنون محققین مختلفی از ). 23،34،48باشد (خوانی میهم
عملکردی و بررسی هاي آزمایشگاهی براي شناسایروش

microRNAانداستفاده کردههاي مختلف در گونه
هاي بیوانفورماتیکی در استفاده از روش).8،9،18،46،19،52(

. سودمند استنیز بسیارmiRNAهاي بینی ژنپیش
آنالیز هاي مختلف روشبامحققین بسیاري که طوريبه

هاي گونهها را در microRNAتعداد متنوعی از ها، داده
)50(بنتویچ و همکاراناز جمله . کردندمختلف شناسایی 
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هاي کامپیوتري و را با توجه به روشPalGradeبرنامه 
هاي براي شناسایی ژنهفتترکیب آن با آنالیز میکرواري 

microRNAبرنامه ) 50(ایجاد کردند. لیم و همکاران
MiRScanبینی ساختار دوم را براي پیشRNAه استفاد

گویی ساختار کردند. استفاده از این روش نشان داد که پیش
ها در یوکاریوتmicroRNAبراي شناسایی RNAثانویه 

روشاز) 50برزیکوف و همکاران (مفید است. 
Phylogenetic Shadowingهاي براي شناسایی ژن

microRNAتواند به صورت استفاده کردند. این روش می
ا از نظر حفاظت شدن مورد بررسی قرار دقیق یک نوکلئوتید ر

در miRseeker) با استفاده از برنامه 50(لی و همکاراندهد. 
مورد 48را شناسایی و microRNAژن 110ژنوم دروزوفیلا 

کاندید نهایی معرفی نمودند. نام و همکاران برايها را آن
ده از آموزش بر پایه را با استفاproMIR) برنامه 50(

تولید نمودند. microRNAنویسی براي شناسایی برنامه
و استفاده از cDNA) براساس توالی 50(آمبروس و همکاران

ها از کوچک را شناسایی کردند. آنRNAاي ژنومیک مقایسه
براي بررسی ساختار ثانویه و تعیین حداقلMFlodبرنامه 

ي شناسایی اهیکی دیگر از روشانرژي آزاد استفاده کردند. 
مثال براياست. ESTهایی مبتنی بر روشمحاسباتی، 

کدشونده براي شناسایی غیرEST) از 50ویلیامز و همکاران (
RNA) از 50کوچک استفاده کردند. لویس و همکاران (

Targetscan از 50کرك و همکاران (و (Pictar ، انرایت و
، بریلر miRanda) از 2007همکاران (و ) و جان 50(همکاران

، رمسمیر و همکاران moving Targets) از 50و مکدونالد (
) از 50کاریکدو و همکاران (، RNA hybrid) از 50(

DIANA-microT یک روش بیوانفورماتیکی و آزمایشگاهی)
) و miRNAبراي اهداف براساس اسکن یک محل اتصال

براي شناسایی TargetBoost) از 50همکاران (و ساتروم 
).50ند (استفاده نموددر حیوانات microRNAاهداف 

هاي مؤثر miRNAاز جمله مطالعات انجام گرفته روي 
توان به روي صفات اقتصادي نشخوارکنندگان، می

microRNAنظیم ژنی را تمخصوص ماهیچه اشاره کرد که
تصادي را ها و خصوصیات اقطور مستقیم ویژگیکند که بهمی

جهش چنینهمدهد. ثیر قرار میدر نشخوارکنندگان تحت تأ
، یک جایگاه Belgian Texelدر گوسفند myostatinدر ژن 

کند که سبب مهار ایجاد میmiR-206و miR-1هدف براي
ش حجم افزایبهشود که میmyostatinرونویسی پروتئین 

هاي . علاوه بر ماهیچه اسکلتی، بافتشودمیمنجر ماهیچه 
ثیرگذار هستند. أچربی نیز بر کیفیت و محصول گوشت ت

در بافت چربی microRNAامروزه پروفایل ترنسکریپتوم 
توالی 154براي گاو ایجاد شده است. ژو و همکارانش 

microRNA تاي آنها با 133را شناسایی کردند که
microRNAًیا یکمنطبق است یا در پستانداران یا کاملا

هاي نوکلئوتید متفاوت است. علاوه بر این، با مقایسه توالیدو
توالی 54آمده از غده پستانی گاو، مشخص شد که دستبه

microRNAباشد. نقش ویژه بافت چربی میmicroRNA
در تولید مثل نشخوارکنندگان بسیار مورد توجه است اما هنوز

هاي نشخوارکنندگان دارد. علاوه بر نیاز به ارزیابی مدل

هاي دیگري هایی که تاکنون بحث شد، پروفایل بافتپروفایل
هاي که از نظر اقتصادي داراي اهمیت هستند، مانند بافت

هاي اند. موتیفمربوط به پستان و ایمنی گاو ایجاد شده
microRNA در نزدیکیSNPشت هایی که مربوط به بردا

در هاmiRNAدهد غذا هستند، یافت شده اند که نشان می
باشند. یثر مدر کارایی غذا نقش دارند، مؤهایی که تنظیم ژن

باروزاي و همکاران و کوتینهو و همکارانش نیز در 
را فاکتورهاي رونویسی هاmiRNAاهداف هاي خود پژوهش

هاmiRNAبرخی از اهداف چنینهم). 3،11(معرفی کردند
هاي حیاتی و مهم در رشد و که نقشاستی یهاپروتئین

جدید در آینده نزدیک هايmiRNAکنند. متابولیسم ایفا می
هاي توانند براي بهبود تولید گوشت و سایر ویژگیمی

نشخوارکنندگان با توجه به اهداف خود مورد استفاده قرار 
هاي miRNAبراي شناسایی صورت گرفتهتحقیقات بگیرند. 

بسیار هاي بیوانفورماتیکی وسفند و بز با استفاده از روشگ
ترکیببا)39شنگ و همکاران (مثال براي. باشدمحدود می

و روش ESTآنالیز اساسمحاسباتی برروشیک
هاي RNAمربوط به cDNAاساس کتابخانه برآزمایشگاهی 

کردند که گوسفند شناسایینژاد24را در31miRNA،کوتاه
بود که تا به حال در هیچ هایی miRNAهاآنرد ازدو مو
هاآنچنینهمشناسایی نشده بود. هااي از آنگونه
12miRNAکه را اسکلتی گوسفندماهیچهبهمتعلق

یندهاي تنظیمی آوي فرکاندیدهاي مناسبی براي مطالعه بر ر
، کلون کردند که با این بودmiRNAوابسته به رشد ماهیچه 

و یک جفت miRNA-miRNAجفت روش چهار 
miRNA-3p/miRNA-5pهاي را از توالیEST گوسفند

نددادنشانهااین توالیبیانآنالیز ها با آنشناسایی نمودند. 
بیانخاصبافتیکدرفقط هاmiRNAازبرخیکه
120،هاي محاسباتیبا استفاده از روشچنینهمشوند و می
رایندهاي متابولیکیآدر فرمؤثر 31miRNAهدف براي ژن 

بینی پیش، قرار داشتهاي گوسفند ژنUTR'3که در ناحیه 
.)39(کردند

را برايcDNAکتابخانه )39لینگ و همکاران (
RNAهاآن. بوئر ساختندهاي کوتاه بزهايmiRNAهاي

-Deepیابی تکنولوژي توالیازاستفادهرا بابزماهیچه
Solexa هاي بیوانفورماتیکی روشباو کردند تولید

اساس ها برآنالیز کردند. آنها را miRNAاین هايویژگی
گونه 562و آنالیزهاي بیوانفورماتیکی Solexaیابی توالی

ویژه ژنوم بز را شناسایی کردند. 5miRNAمحافظت شده و 
هاي بز اطلاعات miRNAهاي شناسایی و تعیین ویژگی

رشد و درهاmiRNAتنظیمیقشنشناسایی درمهمی را 
. )39(سازدآشکار میهاي بزنمو ماهیچه

منظور بز بهEST) از اطلاعات 53ویی و همکاران (
هاي جدید استفاده کردند و فقط توانستند miRNAبینی پیش

5miRNAبینی طور خاص در بز وجود دارند را پیشکه به
) از این 53ج فو و همکاران (ها با نتاینتایج آنچنینهمکنند. 
براي بز در ESTهاي نظر که اطلاعات توالینقطه

GenBankبسیار محدود و کمیاب است، مطابقت داشت
)53(.
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تاکنون مطالعات بسیار شود، طور که ملاحظه میهمان
در گوسفند و microRNAهاي اندکی در زمینه شناسایی ژن

است.صورت گرفتهباتی هاي محاسبا استفاده از روشبز 
پوشانی مطالعات صورت گرفته و وجود بررسی دلیل عدم همبه

ها امکان مقایسه کارهاي صورت گرفته اهداف مختلف در آن
ه روش با مقایس. نداشتبا یکدیگر و نتایج این پژوهش وجود 

هاي محدود انجام با سایر پژوهشمورد استفاده در پژوهش ما 
در گوسفند و بز miRNAهاي یی ژنگرفته در زمینه شناسا

تازگی که ژنوم کامل بز بهاز آنجاییتوان نتیجه گرفت که می
هاي آن هنوز ناشناخته منتشر شده است و بسیاري از ژن

روي ژنوم گوسفند  هم هنوز مطالعاتی در چنینهمهستند، 
ما با استفاده از روش محاسباتی ارائه شده دست انجام است، 

هاي جدید در miRNAش توانستیم تعدادي از در این پژوه
که تحقیقات در بینی کنیم. با توجه به اینپیشگوسفند و بز را 

تعداد بسیار زیادي از ،این زمینه به تازگی شروع شده است
miRNA هاي نشخوارکنندگان وجود دارند که به میزان

بااند که شوند، اما هنوز شناسایی نشدهزیادي هم بیان می
بینی توانند با دقت بالا پیشهاي شناسایی محاسباتی میشرو

یابی ژنوم گوسفند و بز شوند. با افزایش اطلاعات توالی
هاي جدید را با miRNAي از بیشترتوان در آینده تعداد می

هاي بیوانفورماتیکی محاسباتی شناسایی نمود.استفاده از روش
نه و زمان جویی در هزیهاي محاسباتی باعث صرفهروش

نتیجه سرعت و دقت شود و درهاي آزمایشگاهی میپژوهش
یابد.ها افزایش میmiRNAشناسایی 

در فرآیندهاي هاmiRNAبا توجه به نقش مهم 
ها، اهمیت هزینه آنبیولوژیکی، آشکارسازي زودهنگام و کم

بندي کنندهبسیار زیادي دارد. در این مطالعه نقش دسته
هاي بینی ژندر پیش)SVMین بردار پشتیبان (ماشهوشمند

miRNA مورد بررسی قرار گرفت. بر روي سه دسته ویژگی
هاي برتر ویژگیساختاري، موقعیتی و ترمودینامیکی تمرکز و 

ماشین بردار پشتیبان با کرنل . در این پژوهش، شدانتخاب 
RBF و الگوریتم یادگیريSMOبندي کننده بهترین دسته

. در ادامه تحقیق به منظور شدمعرفی miRNAهاي براي ژن
بالغ از آنالیزهاي مجازي بهره يهاmiRNAیابی به دست

15و 23و بز گوسفند گرفته شد. در نهایت به ترتیب در 
microRNA هاي توان در پژوهشکه میشدشناساییبالغ

بهره یافت.بیشترمطالعات برايها آزمایشگاهی از آن

دانیتشکر و قدر
مرکز آزمایشگاه بیوانفورماتیک این پژوهش با همکاري 

بیوشیمی دانشگاه تهران انجام گرفته - تحقیقات بیوفیزیک
آقاي دکتر حامد احمدي در بخش از است. بدین وسیله 

هاي ها و راهنماییپروژه به خاطر کمکاین محاسباتی
.نماییمگزاري میسپاسشان دریغبی
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Abstract
MicroRNAs (miRNAs) are small non-coding RNAs that have functional roles in post-

transcriptional modification. They regulate gene expression by an RNA interfering pathway
through cleavage or inhibition of the translation of target mRNA. Numerous miRNAs have been
described for their important functions in developmental processes in numerous animals, but
there is limited information about sheep and goat miRNAs. Sheep and goat are ideal model
organisms for biological and comparative genomics studies in ruminants. Identification of
miRNAs is crucial to understanding their biological mechanism. Computational identification
approaches can supplement experimental approaches to quickly identify ncRNAs in novel
genomes, chiefly miRNAs that are transcribed under particular conditions in specific cell types.
Currently, machine learning approaches have been employed to predict novel miRNAs. In this
study, we present a new SVM-based classifier. It demonstrated high accuracy, balanced
sensitivity and specificity for the miRNA datasets, thus representing an ideal tool for miRNA
identification from transcriptome sequencing data. In this research, we generated an optimized
feature subset including 20 features using a support vector machine, and we developed a c #
program to compute the features in the training sequences. In this study, an intelligent SVM
model with RBF kernel and the SMO learning algorithm was the best classifier for predicting
microRNA genes in sheep and goat. Sensitivity and specificity of this model were 88% and
85% respectively. Then, expressed sequence tag (EST) analysis was performed for finding
sheep and goat mature miRNAs. Chromosome 1 was scanned for finding miRNA potential
region. In sheep 23 miRNA genes and, in goat 15 miRNAs had been discovered by homology
searching. Our finding demonstrate that the Sheep and goat miRNA sequences can be supplied
useful information for investigating biological roles of miRNAs in ruminants.

Keywords: Pre-miRNA Genes, Ruminants, Sheep and Goat, Support Vector Machine
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