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كارشناس ارشد دامپزشكي كشور مركز تشخيص و آزمايشگاه كنترل دارو و مواد بيولوژيك  - 4

  تهران
 arsalehi@ut.ac.ir :نويسنده مسئول مكاتبات، پست الكترونيكي *

  )8/9/90 :تاريخ پذيرش - 9/5/89 :تاريخ دريافت(

درانتقال مواد داروئي از  ABCG2با بيان پروتئين  گاو واقع شده و 6در كرموزم  ABCG2ژن 
 Cبه آلل  Aآلل  14اگزون  86در اثر جهش در باز شماره . غشا پلاسما و كلسترول به شير نقش دارد

و افزايش ميزان شير و كاهش درصد  يافتهينه تيروزين به سرين تغيير اسيدآم نتيجهتبديل شده و در 
در  ABCG2هدف از اين تحقيق بررسي چند شكلي ژن  .پروتئين و چربي را به همراه دارد

نمونه اسپرم گاوهاي نر هلشتاين  105ژنومي از DNA  .گاوهاي نر نژاد هلشتاين ايراني بود
طراحي و براي تكثير قطعات مورد نظر استفاده  Oligoر افزاآغازگرها توسط نرم. استخراج شد

 NCBIدر بانك جهاني ژن  دتعيين توالي شدند، نتايج با توالي موجو PCRمحصولات . گرديد
  .مشاهده شد 02/0با فراواني  14اگزون  86در باز شماره  A/Cجهش  .مقايسه شدند

  
  مقدمه
سانتي مورگان روي  4به فاصله  QTL هاي اخير مطالعاتي بر روي مكان صفت كميدر سال

هائي است كه بر روي هاي شيري انجام شده است كه نتيجه آن شناسائي ژنگاو 6كروموزوم 
جايگاه ژن .Cohen-Zinder et al. 2005; Olsen et al. (2005)) باشندتركيب شير مؤثر مي

ABCG2  جهاني ژندر بانك )NCBI ( با شناسه(ID) AJ871176 طول اين . شودمعرفي مي
ژن . باشدمي SPP1و  ABCG2 ،PKD2هاي جفت باز است و شامل ژن 171712جايگاه 
ABCG2  مي 66138تا باز  21225اينترون است و محدوده آن از باز  15اگزون و  16داراي -

 .باشد

 هاي كليدي واژه
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در  A/Cجفت باز تشكيل شده كه جهش  90اين ژن از  14اگزون 
از جايگاه  62569اين اگزون و باز شماره  86باز شماره 
AJ871176  ايجاد شده و در اثر آن اسيدآمينه تيروزين به سرين
 rs43702337باشناسه NCBIدر  چندشكلياين .1شودتبديل مي

)ID (مطالعه جايگاه ژن .2معرفي شده است ABCG2  و ارتباط آن
اين ژن كه  Aآلل  ،هاي شيري نشان دادبا صفات توليد شير در گاو

را ) 581اسيد آمينه در موقعيت (توانائي رمز اسيدآمينه تيروزين 
را افزايش و مقدار توليد شير  چربي وپروتئيندارد مقدار و درصد 
و اسيد آمينه  Cاين آلل در اثر جهش به آلل . را كاهش مي دهد
شود كه موجب كاهش درصد چربي و پروتئين و سرين تبديل مي

 ;Cohen-Zinder et al. 2005)شود افزايش ميزان توليد شير مي

(Olsen et al. 2007. هاي ارتباط شش جايگاه ژنABCG2 ،
PPARGC1A ،OLR1  وSCD1  با تركيب شير را بر روي گاوهاي

ان داد، جهش نتايج تحقيق نش .شد نر هلشتاين لهستاني بررسي
A/C )Y581S ( ژن  14اگزونABCG2  به عنوان بيشترين جايگاه

هاي ديگر تاثير گذار بر روي صفات توليدي شير، بين جايگاه
نوعي مسموميت در . Komisarek and) (Dorynek 2009است
با تام علمي  4Sporidesmin  بوسيله سم قارچ 3وسفندگكبد 

Facial eczem )FE( قاومت به اين بيماري تحت م. آيدبوجود مي
 QTL(5(مطالعه جايگاه صفات كمي. تاثير چند ژن قرار دارد

دهد كه ژن هاي گوسفند نشان ميمرتبط با اين صفت در كروموزم
ABCG2  به عنوان يك ژن كانديدا در انتقال مواد داروئي بر روي

تحقيقات نشان ). Duncan et al. 2007(باشداين صفت موثر مي
نقش مهمي در ترشح مواد باليني و دارو  ABCG2وتئين دهد پرمي

به داخل شير گوسفند و گاو دارد و مقدار آن در دوران آبستني 
به عنوان انتقال   Olsen et al. 2007.(ABCG2( يابدافزايش مي

دارو به پلاسما، كلسترول به شير و انتقال مواد باليني از مادر به 
 مواد آناليز .)Cohen et al. 2004( استنوزاد از طريق شير مؤثر 

 در ABCG2 دهدمي نشان پستان رشد مختلف درمراحل باليني
                                                            
1 http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nuccore&val= 
70671396 
2 http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ss.cgi?subsnp_id=65624775 
3 Hepatogenous Mycotoxicosis  
4 Fungal Toxin Sporidesmin 
5 Quantitative Trait Loci 

 دوران در بويژه و آبستني اواخر در ولي ندارد وجود باكره موش
دام افرايش  در ).Jonker et al. 2005(يابدمي افزايش شيردهي
ABCG2 از زمان زايش شروع و تا پايان دوره شيردهي ادامه دارد 

)Cohen et al. 2004.( ژن محصولات ABCG2 از بسياري براي 
 بر زيادي تاثير آن در جهش و است ضروري سلولي هاي واكنش
 پروتئين اين). Robey et al. 2003( دارد سلولي هاي فعاليت
 نقش و كندمي محافظت سمي مواد انواع از را بدن هايسلول
 ژن در شكلي چند وجود. دارد جفت و كبد روده، در ايعمده

ABCG2، موثر داروئي مواد توزيع و جذب روي بر تواند مي 
 به توانمي را ژن اين در موجود هايجهش ديگر طرف از. باشد
 Sarkadi et( كرد استفاده درماني ژن در انتخابي ماركرهاي عنوان

al.2004).( هاي پروتئين مقاومت سرطان سينه، از جمله پروتئين
ا كشف شده و به طور باشد كه اخيرًيم ABCG2 نخانواده ژ

نقش اين پروتئين كه در دوران . شودبيان مي 6گسترده در جفت
يابد به عنوان محافظت كننده آبستني در انسان و موش افزايش مي

 ).Litman et al. 2000(باشدزا ميجنين در برابر عوامل بيماري
در  ABCG2ژن  14هدف از اين تحقيق مطالعه چندشكلي اگزون 

  .باشدگاوهاي نر هلشتاين ايراني مي
 

DNA نمونه اسپرم گاوهاي نرآزمون نتاج شده  105نومي از ژ
در اين تحقيق از كيت شركت . استخراج شدايران  هلشتاين

7ROCHE  براي  11796828001آلمان با شماره شناسايي
ده از با استفا DNAكيفيت و كميت . استفاده شد DNAاستخراج 

 .دو روش ژل آگارز يك درصد و اسپكتروفوتومتر تعيين شد
 ng/µl حدودها استخراج شده در كل نمونه DNAميانگين غلظت 

ها طراحي و صحت آن Oligoآغازگرها توسط نرم افزار  .بود 110
آغازگرها بدين  توالي. بررسي شد (NCBI)در بانك جهاني ژن 

 :صورت بود

Forward: 5'-GTATTCACGAGACTGTCAGGG-3'   
Reverse: 5'-GGCTTTATTCTGGCTGTTTCC-3' 

 از آماده PCR كيت از استفاده با حالت دو در PCR سازيبهينه

 جدا صورت به PCR كيت و دانمارك كشور Ampliqon شركت
                                                            
6 Placenta  
7 Roche Kit 

    هامواد و روش
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 و واكنش اجزاء يك جدول. شد ستفادها آلمان كياژن شركت از
به  .دهدمي شانن آماده PCR كيت از استفاده با را هاآن غلظت

ترين دماي اتصال و تعيين مناسب PCRسازي منظور بهينه
ترين دماي اتصال آغازگرها از شيب حرارتي استفاده و مناسب

ترين زمان لازم براي در پايان مناسب. براي آغازگرها مشخص شد
 ).2جدول (سازي، اتصال و گسترش تعيين شدواسرشته

  
 PCR كيت از استفاده با PCR واكنش رد شده استفاده مواد غلظت -1جدول
  آماده

 حجم مورد استفاده غلظت استوك  مواد مورد استفاده
  PM10   µl 3 آغازگر رفت

 PM 10 µl3  آغازگر برگشت
 PCR  µl5/12كيت

DNA   µl5 
ddH2o    µl 5/1  

    µl  25    حجم نهايي 
 

  چرخه حرارتي تنظيم شده براي ترموسايكلر -2جدول 
 تعداد مرحله زمان )گراددرجه سانتي( دما PCRمراحل

 1 دقيقه4  95  واسرشت اوليه
  35  ثانيه 60  95 واسرشت

 35 ثانيه45  60 اتصال آغازگر
 35 ثانيه60  72 بسط

  1  دقيقه 7  72 بسط نهائي

ترين ، در مرحله اول براي تعيين مناسبPCRسازي به منظور بهينه
ترين مناسبستفاده و ارتي ادماي اتصال آغازگرها از شيب حر

 منظور به دوم مرحله در. دماي اتصال براي آغازگرها مشخص شد

 كلريد غلظت ترينمناسب تعيين و غيراختصاصي باندهاي حذف

 و شد استفاده )رمولاميلي 5/4تا  5/1(غلظتي از شيب منيزيم

اجزاء واكنش  3جدول  .شد مشخص منيزيم يون غلظت مناسبترين
به صورت جدا را نشان  PCRرا با استفاده از كيت  و غلظت آنها

هاي سوم، پس از انجام آزمايشات و برنامه درمرحله .دهدمي
 بسط و اتصال سازي،واسرشته براي لازم زمان مناسبترين مختلف 

محصولات  ،PCRپس از انجام عمليات  ).4جدول ( به دست آمد
PCR  استفاده از درصد الكتروفورز شده و با  2روي ژل آگارز

ها براي تعيين در نهايت نمونه. كيت كياژن خالص سازي شدند
و جنوبي فرستاده آلمان و مايكروژن كره MWGتوالي به شركت 

 .مقايسه شدند NCBIدر  موجودبا توالي  تعيين توالي نتايج

  

به  PCRبا استفاده از كيت  PCR لظت استفاده شده در واكنشغ -3جدول 
  صورت مجزا

  اكنش               حجم مورد استفاده در واكنش         غلظت استوكو اجزاء
  Buffer(  µl 5  x 10(بافر

dNTPs  µl 1  mM10  
Primer Forward  µl 1  pM 10  
Primer Reverse  µl 1  pM 10  

 Taq DNAآنزيم 
Polymerase 

µl 2/0  Unit/ µl 5  

Water µl 11  −  
MgCl2  µl  8/0  mM  5/1  
DNA  µl 5  ng / µl 50  

  −  µl 25 حجم نهائي واكنش

  
  چرخه حرارتي تنظيم شده براي ترموسايكلر -4جدول

  تعداد سيكل  زمان  )درجه سانتيگراد(دما  PCRمراحل 
  1  دقيقه 15  95  واسرشت اوليه

  35  ثانيه 30  95  واسرشت
  35  ثانيه 30  50  اتصال آغازگر

  35  ثانيه 40  72 بسط
  1  دقيقه 5  72  بسط نهائي

  

مطالعه كرده و گزارشاتي را  ABCG2كشورهاي مختلفي روي ژن 
اند، تمامي تحقيقات از نمونه خون براي بررسي كرده منتشر

 Olsen 2007; Komisarek J( اندجايگاه مورد نظر استفاده كرده

and Dorynek Z 2009; (Cohen-Zinder et al. 2005; Tantia et 
al. 2006. از نمونه اسپرم استفاده  ن باراي اوليدر اين تحقيق بر

هاي و بالا بودن هزينه با توجه به اهميت جايگاه اين ژن. شودمي
تعيين توالي، شناسائي آنزيم برشي براي جايگاه مورد نظر و 

تري دارد، حائز اهميت پائين كه هزينه RFLPاستفاده از تكنيك 
، MAPDRAW افزاربا استفاده از نرم StyLT1آنزيم برشي. است

كه پيش از اين گزارش نشده  شناسائي شد گاه مورد نظربراي جاي
 CAGAGبه صورت  StyLT1توالي شناسائي آنزيم برشي  .بود
 باشد كه با توجه به توالي تكثير شده، جايگاه موتانتمي

)CTCTG ( ژن را به صورت اختصاصي شناسائي كرده و آن را
 StyLT1سائي آنزيم برشيتحقيقات زيادي براي شنا. دهدبرش مي

دهد اين آنزيم در نتايج نشان مي. انجام شده است
-'5وجود داشته و توالي   Sahmonella–Typhimuriumباكتري

CAGAG-3' كندرا شناسائي ميBacker and Colson) 

1991a;Backer and Colson 1991b; Ryan, and Reggie 1999) 
به جايگاه قسمت  بازي مربوط جفت 240قطعه در اين پژوهش 

    و بحثنتايج
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و قسمت  14، اگزون )4141تا  4105از باز ( 13انتهايي اينترون 
، با استفاده از ABCG2ژن ) باز ابتدايي 68( 14ابتدايي اينترون
اي پليمراز و آغازگرهاي رفت و برگشت طراحي واكنش زنجيره

 درصد2بر روي ژل آگارز  PCRمحصولات . شده، تكثير شدند
ستاندارد وزن مولكولي استفاده شده در كنار ا .شدندالكتروفورز 
 .كندصحت تكثير قطعه مورد نظر را تاييد مي ،PCRمحصولات 

 1نتايج حاصل از تعيين توالي، با توالي موجود در بانك جهاني ژن
 نتايج تحقيق بر روي ).NCBI→BLAST→Align( مقايسه شدند

 14 اگزون 86چندشكلي در باز  ،دهدمي نشان ABCG2 ژن
)A/C ( اين ژن موجب تغيير اسيدآمينه تيروزين به اسيدآمينه سرين

 باشدشده كه بر روي تركيب شير موثر مي 581در موقعيت 

)Cohen-Zinder et al. 2005;Olsen 2007; Komisarek and 

Dorynek 2009.(  وزن مولكولي اسيدآمينه تيروزين و سرين به
هر دو اسيدآمينه قطبي باشد و مي 1/105و  2/181ترتيب برابر با 

 .)(Yazdisamadi and vagizadeh 2004( و بدون بار هستند
در گاوهاي  ABCG2در جايگاه مورد مطالعه ژن  A/C جهش

و توالي آن با  درصد مشاهده شد 2با فراواني هلشتاين ايران 
فراواني آللي  .در بانك ژن جهاني ثبت شد  JQ398810شناسه 

ABCG2A هاي در سال فلسطين اشغالين هاي هلشتايدر گاو
دو درصد و از ودرصد به شصت از هفتادو پنج 1990 تا 1982
به هفتادوهفت درصد افزايش داشته است، اين  2002 تا 1990

موضوع نشان دهنده تغيير روند شاخص انتخاب براي ميزان توليد 
مطالعه ). Cohen-Zinder et al. 2005( باشدها ميشير در اين سال

                                                            
1 NCBI (www.ncbi.com)  

هاي بومي هندي و در گاو ABCG2و  DGAT1شكلي ژن چند 
در  ABCG2Aو  DGAT1Aهاي كه فراواني آلل نشان دادبوفالو 

اند، كه با توليد پائين شير، و در صد بالاي جمعيت  تثبيت شده
 .)Tantia et al. 2006( ها متناسب استچربي و پروتئين شير آن

در نژادهاي  ABCG2بررسي تحقيقات انجام شده بر روي ژن 
ها به صورت غالب در همه جمعيت Aمختلف نشان داد كه آلل 

در بررسي چندشكلي اين ژن در  ).Ron et al. 2006( وجود دارد
، آلل اجدادي Aگزارش شد كه آلل  3و هندي 2گاوهاي اروپايي

پس از  احتمالاً Cباشد و جايگزين شدن آلل مزبور با آلل مي
 Ron( دي از يكديگر رخ داده استانشعاب گاوهاي اروپايي و هن

et al. 2006 .( نتايج حاصل از فراواني جهشA/C  در گاوهاي
مشابه نتايج كشورهاي  Aكند، آلل هلشتاين ايران مشخص مي

مختلف بر روي نژادهاي متفاوت به صورت غالب بوده و نشان 
دهنده روند شاخص انتخاب براي صفات مقدار و درصد چربي و 

با توجه به نقش كليدي و كرموزومي . باشددر ايران مي پروتئين
در صفات توليد، توليد مثلي و مقاومت به بيماري در  ABCG2ژن 

ويژه در موجودات مختلف، مطالعات بيشتر چندشكلي اين ژن به
  .شوددام توصيه مي

  قدرداني و تشكر
، آزمايشگاه بيوتكنولوژي سازمان از مركز اصلاح نژاد دام كشور

 به سميه رئوف زادهمپزشكي، دكتر كسري اصفهاني و خانم دا

  .شودمي سپاسگذاري صميمانه در اين تحقيق همكاري اطرخ
                                                            
2 Bos tarus  .  
3 Bos indicus  
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