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و  pri-microRNA)شوند ها حاصل میبالغ از آن microRNAهای ساختارهايی که مولکول

pre-microRNA )های مشابه، متمايز  ها را از مولکولهستند که آن خصوصی ههای بدارای ويژگی

متاثر از  عمدتاً اين خصوصيات. نمايد ها و پروسسورها قابل شناسايی می ساخته و برای آنزيم

های متعددی همين دليل، تا به امروز الگوريتم به. است RNAهای ساختار ثانويه مولکول  ويژگی

افزار  نرم. نوکلئوتيد طراحی شده استهای پلی بينی ساختار ثانويه برای توالی ور پيشمنظ به

CTAnalyzer های ساختارهای ثانويه مولکول سازی ويژگیالگوريتمی است که با هدف رقومی

RNA های مهم در شناسايی بندی اين ساختارها را با محوريت ويژگی طراحی شده و طبقه

با تعريف  CTAnalyzerافزار  در تحقيق حاضر، نرم. دهد انجام می microRNAهای مولکول

بندی ساختارهای ثانويه استخراج شده از توالی ژنوم  فيلترها و ضوابط مناسب، برای بررسی و طبقه

مورد استفاده قرار گرفت و هدف از اين پژوهش، بررسی کارامدی  Azadirachta indicaگياه 

ها برمبنای بندی توالیای و دستهدو رشته RNAزئيات ساختاری افزار در شناسايی ج اين نرم

تمام و   A. indicaژنوم نيب یفيمنظور همرد نيا یبرا. ها بودهای ساختارهای ثانويه آنويژگی

ناحيه در سراسر  71208گرفت و تعداد انجام  BLASTn تميالگور وسيله هب یاهيگ miR یهایتوال

 يیشناسا ینواحطولی پس از گسترش  .قابل قبول شناسايی شدند با هومولوژی  A. indicaژنوم

 67138 ، برایکدکننده ژنوم قرار داشتند نواحیکه در  يیها یو حذف توالرديفی  در هم شده

به  مقادير مورد توافق برای ضوابط مربوط .انجام گرفت هيساختار ثانو ینيب شيپ مانده توالی باقی

افزار موفق  د و اين نرمشتعريف  CTAnalyzerافزار  فيلتر نرم در microRNAساختارهای ثانويه 

 CTAnalyzerافزار  بر اساس نتايج نرم. شد microRNAهای کانديد  به شناسايی و معرفی توالی

، A. indicaهای ژنوم  microRNAساختار ثانويه مورد بررسی برای شناسايی  633864از کل 

های مورد تاييد برای  با دارا بودن تمام ويژگی( درصد 17/1)ساختار ثانويه  472تعداد 

microRNA ها شناسايی شدند. 
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شناسی ای از تاریخ زیستسلولی، در بخش عمده RNAمولکول 

و پروتئین مورد توجه  DNAای بین عنوان واسطه مولکولی تنها به

و توانایی آن  RNAکشف خاصیت کاتالیزوری . قرار گرفته است

های شد منحصر به مولکولای جدید که تصور می در ایفای وظیفه

کلی تغییر داد و جایگاه متمایزی  ن دیدگاه را بهپروتئین است، ای

مولکولی ایجاد کرد شناسی  در دنیای زیست RNAبرای مولکول 

(Mathews et al. 2010) .عملکردRNA  عنوان  به، 1مکمل

 لیدر اوا ،کنندهکد یهاRNA  فعال در ممانعت از ترجمه یفاکتور

 Izant and Weintraub) مورد توجه قرار گرفت 1۸21دهه 

دو  RNA کهاثبات کردند   .fire et al(1998) نیهمچن. (1984

 نقش دارد 2خاموشی ژن ندیفرا در C. elegans گونه درای  رشته

(Fire et al. 1998) .مطالعات بعدی در  یها سنگ بنا افتهاین ی

 انیب میدر تنظ (sRNA) کوچک RNA یهانقش مولکول خصوص

کوچک  RNA یهامولکولاز  یانواع مختلف تا کنون. بودندژن 

های کوچک RNAها و  microRNAشده است که  ییشناسا

دارای ها که  مولکول نیا. هستندها  انواع آن نیتراز مهم 3گرمداخله

اغلب در  ،هستند دینوکلئوت 2۲ یال 1۸ طول تقریبی به ییها یتوال

بلندتر با  یادو رشته یهامولکول یبرش بر رو جادیا جهینت

فرآیند  .(Knip et al. 2014) دشونیم جادیا یسر  قساختار سنجا

واسطه  خاموشی ژن که از مسیرهای تنظیم بیان ژن است، به

با ( siRNAsو miRNAs)کوچک  یهاRNAاندرکنش 

ریسک تحت عنوان  یساختارو تشکیل آرگونات  یها نیپروتئ

(RISC)  در این فرایند، انطباق مولکول . دهد رخ میRNA 

در  ،هدف یاز توال یمجموعه با قسمت نیا موجود در کوچک

 یبر مبنا شی ژنخامومکانیزم . دارد یدینقش کل انجام این وظیفه

RNA، و چه در مرحله پس از  یسیاز رونو شیچه در مرحله پ

است حفاظت شده  تیماهدارای ها وتیوکاریدر  ی،سیرونو

(Chang et al. 2012; Axtell 2013). با ژن خاموشی  ندآیفر

۲کوچکی ها RNAتیهدا
اختلال در  جادیا قیاز طر ،در هسته 

                                                           
1 anti-sense RNA  
2 Gene silencing  
3 small-interfering RNAs  
4 RISC: RNA induced silencing complex 
5 sRNA-guided transcriptional Gene silencing 

 راتیی، القاء تغRNApol II  (Allo and Kornblihtt 2010)تیفعال

و  (Castel and Martienssen 2013) ها ستونیه یبر رو کیژنتیاپ

 DNA (Agrawal et al. 2003; Martínez de Alba et ونیلاسیمت

al. 2013) ژن پس از  یخاموش، گریطرف د از .افتد اتفاق می

RNA با مداخله یسیرونو
شکافت در  وزول از طریقتیسدر   

mRNA یهامولکول تیبا هدا ممانعت از ترجمه قیاز طر و یا 

RNA ردیگ یکوچک صورت م (Agrawal et al. 2003).  در

 RNA مداخله عنوان تحت الذکر که تمامی مسیرهای فوق

(RNAi)0 شوند می یبند طبقه (Knip et al. 2014)  ساختار

RNA یسرسنجاق
 . کندیم فایا یدینقش کل 2

بوده و در  RNA مهم یاز ساختارها یکی یسرساختار سنجاق

 بوزوم،یمرتبط با ر یهااندرکنش ،RNA مولکول یتاخوردگ

کننده، عملکرد  هیدر مقابل عوامل تجز mRNA از حفاظت

 صل شونده بهمت یهانیپروتئ یبرا ییقابل شناسا فیعنوان موت به

RNA نقش  یمیآنز یهاعنوان سوبسترا در واکنش و عملکرد به

 ای وساقه دو رشته کیمتشکل از  که ساختار نیادر . ددار یادیبن

طور  هساقه ب قسمت یهادینوکلئوت ،باشد یمیی حلقه انتها کی

ی عدم تعداد در این ناحیه نبوده و اغلب گریکدیمکمل کامل 

ی داخل یها و حباب (Bulges)یک طرفه  یهایزدگ رونی، بانطباق

(Internal loops) شودیمشاهده م متقارن یا غیر متقارن (Tian et 

al. 2004; Svoboda and Di Cara 2006; Popenda et al. 2010) .

از  یسیرونو در نتیجه ممکن است یسرسنجاق یساختارها

رونوشت  یهامیتوسط آنز DNA یمعکوس شده یتکرار ینواح

DNAردار وابسته به ب
در مسیری دیگر، ممکن است . شوند جادیا ۸

ی ، برای سنتز ادامهRNAی ی پیچ خوردهالگوی قرارگرفتن ناحیه

RNAرشته توسط آنزیم رونوشت بردار وابسته به 
، موجب 11

البته . دشوسری گیری ساختار سنجاقی مکمل و شکلتولید رشته

منجر به تولید  حالت دوم که رخدادی غیر متداول است،

در برخی  با انطباق بالا شده و منحصراً RNAهای بلند دوبلکس

 . (Behrens et al. 1996)د شوها مشاهده میویروس

                                                           
6 PTGS/RNAi: post-transcriptional Gene silencing RNA 

interference 
7 RNAi: RNA interference 
8 RNA hairpin structure 
9 DNA-dependent RNA polymerase 
10 RNA-dependent RNA polymerase  

  مقدمه
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است؛ چرا که  یکار دشوار سریبندی ساختارهای سنجاق طبقه

 وجود آمده به ی و با فراوانی بالادست به آسان نیاز ا ییساختارها

مانند موقعیت بر روی رشته  یمتعدد ی ساختاریها از جنبه و

RNA ،رونیب تیمحل و موقع ،ییحلقه انتها یطول ساقه، بزرگ 

از . تفاوت دارند گریکدیبا  یدینوکلئوت یتوال تیها و در نهایزدگ

 میتنظ تیقابل یرادا یسرسنجاق یساختارها یزن یلحاظ عملکرد

 ،سیدر حالت س که و ترنس هستند سیصورت س هژن ب انیب

همان  انیصرفاً ب،  mRNAمولکول یشده رو لیتار تشکساخ

این  ،در حالت ترنس یول ؛دهد یقرار م ریثأمولکول را تحت ت

نقش  یگرید یکیمولکول ژنت یبر رو یاثر کنترل یدر القا ساختار

 یاتصال برا گاهیعنوان جا به یسرسنجاق یساختارها. دارد

از  یاریبس ماده در شیعنوان پ ها و بهنیاز پروتئ یاریبس

عملکرد  میصورت مستق نقش داشته و بعضاً به یمیآنز یها واکنش

 .(Svoboda and Di Cara 2006) دهند یاز خود نشان م یمیآنز

  با ساختار سنجاق RNA بر مداخله مولکول یمشاهدات مبن نیاول

 یدینوکلئوت 1  یبه ساختار سنجاق سر ،ژن انیب میدر تنظ یسر

قابل ریغ یتوال کیکه  Lin-4 یدینوکلئوت 22 یا تک رشته RNA ای

با اتصال به  RNA مولکولشود که این  مربوط می ترجمه است

 C. elegans در lin-14ژن  انیب کاهشموجب   UTR′3 هیناح

 Lee et al. 1993; Wightman et al. 1993; Bartel) دشو می

نقش  صیتشخ ،دست نیاز ا ییهاافتهیوجود  رغم علی .(2004

microRNA  ژن  انیب میتنظ یابزارها نیتر عیاز شا یکیعنوان  بهها

 یسر و نقش ساختار سنجاق RNAi ندیفرا طیها  وتیوکاریدر 

 Fire et) دیطول انجام دهه به کی بیش از microRNA وسنتزیدر ب

al. 1998; Zamore et al. 2000) . فرآیند تولیدmicroRNA  در

آغاز  RNA pol-IIوسط اولیه ت microRNAهسته و با رونویسی 

 انیشا. (Du and Zamore 2005; Ha and Kim 2014)د شومی

و  وسنتزیب ریدر مس ادیز اریبس یها ذکر است با وجود شباهت

 ،ژن انیکوچک در کنترل ب RNA یها اثر مولکول یها زمیمکان

خصوص  مختلف به موجودات نیدر ب ی فرآینداز اجزا کی چیه

-Lagos)نبوده شده  ملاً حفاظتکا ، در سطح توالیاهانیگ

Quintana et al. 2001; Lee and Ambros 2001; Auyeung et 

al. 2013)  یدر توال یسطح حفاظت شدگ بیشترینو miRNA 

ید این مطلب أیدر ت .(Reinhart et al. 2002) شودیم دهیبالغ د

های microRNAنتایج آزمایشی نشان داد که بیش از یک سوم 

های انسان هومولوگ هستند microRNAبا  C. elegansبالغ در 

(Lim et al. 2003)ساز این  ؛ ولی با انتقال پیشmicroRNA های

سازها به هومولوگ به سلول انسانی، فرایند تبدیل این پیش

microRNA گیرد بالغ صورت نمی(Auyeung et al. 2013) . این

راتوالی مطلب، شاهدی بر لزوم توجه بیشتر بر روی ساختارهای ف

اساسا مطابق با دستورالعمل ارائه شده . گونه مطالعات است در این

، حفاظت شده بودن توالی Axtell and Meyers (2018) توسط

جزو ضوابط و ملزومات شناسایی بیوانفورماتیکی ساختارهای 

شواهدی بر این  نیست؛ چرا که اولاً microRNAمسیر بیوسنتز 

متفرقه فراوانی  RNAهای  ه مولکولالزام وجود ندارد و دوم اینک

رغم شباهت در توالی، در مسیر  در سلول وجود دارد که علی

 Axtell and Meyers)گیرند قرار نمی microRNAبیوسنتز 

2018). 
 یابییوجود آمده در توال با توجه به سهولت به ریاخ یها در سال

غیر  کردیو، رNGS یها وفور داده و کینوکلئ یدهایاس

منظور  به یا انهیرا یهاتمیتوابع و الگور یریکارگ و بهشگاهی آزمای

 کینوکلئ یدهایاس یها یعملکرد توال ینیب شیساختار و پ یبررس

 نهیزم نیا نیگسترده محقق المورد اقب microRNA خصوص به

بر  یا عنوان مقدمه به تواند یمطالعات م لیقب نیا. قرار گرفته است

شده و  نهیدر زمان و هز ییجو فهموجب صر ،یمولکول شاتیآزما

 ییشناسا ی،کلدر حالت  .دیفزایمطلوب ب جیبر احتمال حصول نتا

microRNA  در موجودات زنده با استفاده از اطلاعات حاصل از

 یروش اول که بر مبنا. ردیگ یانجام م روشدو  هب یابی یتوال

 ییشناسا یهاmiRو  دیکاند یها یتوال نیب یهومولوژ یبررس

 گیشد حفاظت تیاز ماه ،باشد یم موجودات ریدر ساشده 

miRNA ریغ یها در نواحلیتوا نیا ییبهره جسته و با شناسا 

فوق الاشاره  یهایمکمل توال ییشناسا نیکننده و همچن کد

 ایکدکننده ژنوم  نواحیدر ( miRNA ناحیه هدفعنوان  به)

EST یموجود، اقدام به معرف یها miR دینمایم دیکاند یها .

 یهاmiR با هومولوژی یروش که بر مبنا نیاست ا یهیبد

کند، منجر به یعمل م یاگونه نیو ب یاشده درون گونه ظتحفا

 ;Mendes et al. 2009) ندشو ینم دیجد یها miR ییشناسا

Kleftogiannis et al. 2013). یهاتمیالگور ،در روش دوم 
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machine learning بر اساس ) هادهداای از مجموعه افتیبا در

های تایید شده و همچنین اطلاعات miRهای مربوط به ویژگی

رغم برخورداری از ساختارهای  هایی که علیمربوط به توالی

قادر به  ،(شوندبندی نمی، در این گروه طبقهmicroRNAمشابه 

خواهند  یا سهیمقاریمولوگ به روش غوه ریغ یها miR ییشناسا

 .(Ni et al. 2010) بود

با  یو جانور یاهیگ یهاmiR یو عملکرد یساختار یها یژگیو

و اغلب  (Alptekin et al. 2017)یکدیگر متفاوت بوده 

 برایها miR یکیانفورماتویب ییمربوط به شناسا یافزارها نرم

امر  نیکه ا شده است؛ یانسان طراح خصوص برای جانوران و به

ها miR هجمل کدکننده من ریغ یهاRNAو نقش  تیاهممتاثر از 

با توجه  نیهمچن. (Esteller 2011) باشد یم یانسان یها یماریدر ب

 یها گونه نیب miRNAساز  پیشبه تنوع بالا در طول و ساختار 

در ژنوم  ژهیو به یتکرار یها یتوال یو فراوان یاهیمختلف گ

 ،(Mehrotra and Goyal 2014) غلات رینظ یاقتصاد اهانیگ

 طارتبا یبر رو یاهیگ یهاmiR ییناسادر ش نیعمده توجه محقق

miR مکمل آن یعنی و miRدو رشته  نیب
* (Reinhart et al. 

 miRNA ساز پیش یساختار یها یژگیو نیو همچن (2002

 ;Reinhart et al. 2002; Mendes et al. 2009) متمرکز است

Axtell and Meyers 2018). چه که در  البته این مطالب، مانند آن

mir319 شده در سایر نواحی  شود، وجود توالی حفاظت یده مید

یک توالی  mir319در . کند را نفی نمی miRNAساز  پیش

شود  دیده می *miR/miRشده در بالادست دوبلکس  حفاظت

(Palatnik et al. 2003; Warthmann et al. 2008; Addo-Quaye 

et al. 2009; Bologna et al. 2009; Li et al. 2011; Sobkowiak 

et al. 2012) های حفاظت توان انتظار داشت توالیو بنابراین می

نیز وجود داشته باشد  *miR/miRشده در خارج از محدوده 

(Chorostecki et al. 2017). 

، همچنین microRNAشده توالی  با توجه به ماهیت حفاظت

هایی که منجر به سنتز های ساختاری در رونوشت اهمیت ویژگی

microRNA ند شو بالغ می(pri-miRNA و pre-miRNA)، 

بررسی توالی و ساختار ثانویه قطعات مورد مطالعه، دو گام 

انواع . است microRNAهای  مقدماتی در شناسایی مولکول

ها، الگوریتم  ترین آنهای بررسی هومولوژی و مهمالگوریتم

BLASTn  از مجموعهBLAST+ (Sayers et al. 2019)  با

های کوتاه، برای بررسی هومولوژی ناسب برای توالیتنظیمات م

 یها تمیکنون الگورتا. گیردبین قطعات مورد استفاده قرار می

 دینوکلئوتیپل یهایتوال هیساختار ثانو ینیب شیمنظور پ به یمتعدد

وب  و افزار و مورد استفاده قرار گرفته است که نرم ی شدهطراح

 mFOLD (Zuker 2003)  ،RNAstracture (Reuterهای سیسرو

and Mathews 2010) ،SPOR-RNA (Singh et al. 2019) ،

RNAsoft (Andronescu et al. 2003) وRNAfold  از مجموعه 

Vienna RNA package (Lorenz et al. 2011) این جمله از 

افزارها حالات  نرم نینظر از نحوه انجام محاسبات، ا صرف. هستند

 ینیب شیمورد نظر پ یتوال یم را براساختار دو لیمختلف تشک

در  ایو  یریتصو یها لیصورت فا محاسبات را به جهیکرده و نت

کاربر  اریدر اخت 2کمانک-نقطه ای 1اتصالجدول  رینظ ییهاقالب

های  مولکول هیساختار ثانو که نینظر به ا. دهندیقرار م

microRNA  اولیه(primary microRNA )ساز  و پیش

microRNA (pre-miRNA) در عملکرد  یدیو کل ژهیو تیاهم

 هیکننده ساختار ثانو ینیب شیپ یافزارها نرم ،ها دارد مولکول نیا

RNA، ییمورد استفاده در شناسا یابزارها نیتر از مهم 

microRNA افزاری  نرم صورت به(in silico )هستند. 

 یم براه یتوانمند و کارآمد یها تمیافزارها و الگور تا به امروز نرم

 ینیب شیمنظور پ ها و هم بهیتوال نیب یهومولوژ صیتشخ

 یها و مطالعات متعدد و در پژوهش یطراح ه،یثانو یساختارها

اعتبار  یها یاز توال یا با استخراج مجموعه. کار گرفته شده است به

 .miRBase (Ambros et al رینظ یاز منابع miRNAشده  یسنج

2003; Griffiths-Jones 2004; Griffiths-Jones et al. 2006; 

Griffiths-Jones et al. 2008; Meyers et al. 2008; Kozomara 

and Griffiths-Jones 2011; Kozomara and Griffiths-Jones 

2014; Kozomara et al. 2019) ،عنوان  بهquery،  و با در دست

مورد نظر  موجودات پتومیترانسکریا ژنوم  یهایداشتن توال

 یمولوژوه ییشناسا یمناسب برا ماتیو تنظ subjectعنوان  به

دو مجموعه  نیا نیمعتبر ب یها یفیرد کوتاه، هم یهایتوال

ای  رشتهدر دو جهت،  ینواح نیشده و با گسترش ا ییشناسا

توان یکدکننده بودن آن م ریغ دییکه در صورت تا دیآ یدست م به

                                                           
1
 Connectivity table 

2
 Dot-bracket file format 

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

00
84

43
9.

14
00

.1
6.

4.
6.

0 
] 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 m

g.
ge

ne
tic

s.
ir

 o
n 

20
25

-0
7-

17
 ]

 

                             4 / 13

https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.20084439.1400.16.4.6.0
http://mg.genetics.ir/article-1-1699-en.html


 جعفر احمدی و همکاران  ...منظور شناسايی به CTAnalyzerاستفاده از الگوريتم 

 

 0411زمستان / 4شماره / شانزدهمدوره / ژنتیک نوین 050

 

 یها تمیبه الگور ولیها microRNA دیکاند یعنوان توال آن را به

 . کرد یمعرف هیساختار ثانو یبررس

شده  ینیب یشساختار پ ه،یکننده ساختار ثانو ینیب شیپ یها تمیالگور

کاربر قرار  اریدر اخت یریو تصو یمتن یها لیرا در قالب فا

 نیمورد نظر و همچن یها یکه تعداد توال یدر موارد. دهد یم

 است،شمار  حدود و انگشتم شده ینیب شیپ یاختارهاتعداد س

وجود داشته و با توجه به  کیشمات ریتصاو یبصر یامکان بررس

ها،  های مهم ساختار از قبیل عدم انطباق ویژگیمشخص بودن 

های داخلی  ، حلقه(Asymmetric bulges)طرفه  های یک حباب

(Internal loops)، یها یژگیو ریو سا ی جانبیها تعداد شاخه 

نظر محقق و ضوابط مورد  رد ساختار بسته به ای دییتا ،یساختار

که  انبوه اطلاعات،که در عصر  حال آن. ردیگ یصورت م یقبول و

 یها از داده یمیحجم عظ یمولکول کیدر اغلب مطالعات ژنت

در دسترس  موجودات پتومیژنوم و ترنسکر یابی یحاصل از توال

و به تبع آن ها  یتعداد توال رد،یگ یبوده و مورد استفاده قرار م

خود گرفته که  به یونیلیشده ابعاد م ینیب شیپ یساختارهاتعداد 

 منظور مناسب به یها تمیها و الگور افزار از نرم یریگ امر بهره نیا

  .دینما یم ریها را اجتناب ناپذ داده شیپالا مدیریت و

منظور شناسایی بیوانفورماتیکی  در این راستا در پژوهشی که به

miRNome ه گیاAzadirachta indica  صورت گرفت، حجم انبوه

موجب  بینی ساختار ثانویه، ی پیشهای تولید شده در مرحله داده

به منظور  یابزارو تدوین  هیته یاثر برا نیلفؤدر م زهیانگ جادیا

ساختار  تیبا محور این اطلاعات شیو پالا لیتحل ی،بند گروه

 تمیالگور نیا .دشاولیه  microRNAطور خاص  و به یسر سنجاق

های مهم در ساختارهای دوم سازیِ ویژگیهدف رقومیبا  که

لفین اثر حاضر ؤتوسط م CTAnalyzerنام ، با RNAهای  مولکول

نوشته  PHPطراحی و معرفی شده است، با زبان برنامه نویسی 

در این مقاله، با استفاده از . دشو شده و در محیط لینوکس اجرا می

افزار  ، توانایی نرمAzadirachta indicaتوالی ژنوم گیاه 

CTAnalyzer های ساختاری در در شناسایی ویژگیHairpin 

RNA در صورت مکاتبه با . مورد ارزیابی قرار خواهد گرفت

افزار با حفظ مالکیت معنوی در اختیار  مولفین اثر، این نرم

 .پژوهشگران این زمینه قرار داده خواهد شد

 

 ،شده ییشناسا یها miRمشابه با  یهایتوالشناسایی منظور  به

 miRیها یو توال subject عنوان به A. indica ژنوم نیب یفیرد هم

 برایمناسب  ماتیبا تنظ query عنوان فرد به منحصر به یاهیگ

از  BLASTn تمیالگور وسیله هب ،1کوتاه یها یتوال

عامل  ستمیس در 1.11.2نسخه   +standalone BLASTمجموعه

طی این فرایند، با  .(Sayers et al. 2019)گرفت انجام  نوکسیل

درنظر گرفتن ضوابط مورد توافق در رابطه با هومولوژی 

microRNA  در گیاهان(Axtell and Meyers 2018)  تعداد

با هومولوژی قابل قبول  A. indicaناحیه در سراسر ژنوم  21210

 ردیفی در هم شده ییشناسا یپس از گسترش نواح .شناسایی شد

 قطعه دست نییو پا بالادست در دینوکلئوت 211به اندازه حداکثر 

 BEDtools از مجموعه getFASTA تمیبا استفاده از الگور

(Quinlan and Hall 2010) هیکه در ناح ییها یو حذف توال 

 مانده توالی باقی 0 321 ، در نهایتکدکننده ژنوم قرار داشتند

 .شدند آماده سازی هیساختار ثانو ینیب شیپمرحله  جهت

های مورد لازم است توالی، CTAnalyzerافزار  برای استفاده از نرم

بینی ساختار ثانویه، با شیوه افزار پیشنظر پیش از معرفی به نرم

اطلاعات مندرج در نام توالی، توسط . گذاری شوند خصوصی نام هب

پس از انجام . گیردقرار میمورد استفاده  CTAnalyzerافزار  نرم

در سایر  های شناسایی شدهmiRردیفی بین ژنوم هدف و  هم

ها و گسترش دو جهته ناحیه شناسایی شده، هریک از  گونه

بینی  فزار پیش های چندصد نوکلئوتیدی قابل معرفی به نرم توالی

های  miRداری با ای با شباهت معنیساختار ثانویه، دارای ناحیه

در . نوکلئوتید بودند 22الی   1ته شده، با طول تقریبی بالغ شناخ

بینی شده، محل قرارگیری این قطعه کوتاه ی پیش ساختار ثانویه

و همچنین وضعیت آن ( های انجام شده ردیفیدر هم Hitناحیه )

شناخته خواهد  *Hitنسبت به توالی مکملش که در ادامه با نام 

در صورت تایید . همیت استشد، در بررسی ساختار ثانویه حائز ا

 Hit، دو ناحیه miRNAعنوان  اعتبار ساختار ثانویه مورد مطالعه به

در روش نام . تغییر نام خواهد داد *miRو  miRبه  *Hitو 

از چهار  ">"پس از علامت  ینام هر توالگذاری قطعات کاندید، 

                                                           
1
 word size= 7, mismatch penalty= -3, match reward= 2, 

gap opening penalty= -5, gap extension penalty= -2 

  ها مواد و روش
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نام  :ترتیب عبارت است از این اجزا به. دشو ی تشکیل میجزء اصل

 Hit هیکه ناح ی از کانتیگ یا کرومزوما رشته ،کروموزوم ای گیانتک

 نیو آخر نیشماره اول، (- ای )+شده است  ییآن شناسا یرو

شماره جایگاه در ) کروموزوم ای گیمورد نظر در کانت رشته گاهیجا

 توالیدر  Hit هیناح گاهیجا نیو آخر نیشماره اولو +( رشته 

 کیتفک گریکدیاز  "|"علامت  اجزا با نیا بررسی، کهمورد 

یک توالی با نام عنوان نمونه،  به. ندشو می

>AMWY02010195.1|+|2847-3265|201-219 برشی از جایگاه ،

 AMWY02010195.1از رشته مثبت در کانتیگ  ۲ 32الی  2220

و  211نوکلئوتیدی، دامنه بین جایگاه  21۸بوده و در این رشته 

لی دارای شباهت قابل قبول با یک از نظر توا( Hitناحیه ) 21۸

microRNA  در بانک اطلاعاتmiRNA باشد سایر موجودات می .

  multi FASTAلیفا کیها در  یتوال هی، کلیگذار از نام پس

 .شدند رهیذخ

افزاری که قابلیت  نظر پژوهشگر، هر نرم بسته بهدر مرحله بعد، 

داشته باشد،  CTبینی شده را در فرمت  ارائه ساختارهای دوم پیش

 mFoldافزار  نرم 3/ در این تحقیق از نسخه . قابل استفاده است

(Zuker et al. 1999; Zuker 2003) بینی ساختارهای  برای پیش

نیز برای خروجی  CTAnalyzerالگوریتم . ثانویه استفاده شد

 nتعداد  mFOLDافزار  نرم. سازی شده است افزار بهینه همین نرم

در  nالی  1شده برای هر توالی را با درج اعداد بینی  ساختار پیش

نام با توالی مورد نظر است  ای که هم انتهای نام توالی، در پوشه

. نماید ذخیره می( "_"با  "|"و جایگزنی  "<"با حذف علامت )

 یبوده و در صورت معرف FASTA یهالیفا رندهیپذافزار،  این نرم

افزار  توسط نرم اولین توالی افزار، تنها به نرم multi FASTA لیفا

 یدستور ،مشکل نیرفع ا یبرا. ردیگیقرار م لیلتحتجزیه و مورد 

ها را  ی، توالmulti FASTA لیفا بازخوانینوشته شد که با 

 یهالیکرده و فا یمعرف mFoldافزار  به نرم کیبه  کیصورت  به

رد مو ینام با توالهم یهارا در پوشه یمربوط به هر توال یخروج

 0 321 یبرادر تحقیق حاضر مرحله  نیا یطبا .  دینما رهینظر ذخ

 هیساختار ثانو 0۲2  ۲در مجموع  ،مورد نظرکاندید  یتوال

شده  دیتول CT لیدر سطر اول هر فا .دشو ذخیره  ینیب شیپ

و نام  dGمقدار  توالی،طول  بیترت به mFoldافزار  توسط نرم

شماره  بیترت شش ستون بهاز سطر دوم، در . مندرج است یتوال

، علامت FASTA) لیفا مطابق با 3′به  ۲′در جهت ) گاهیجا

به  گاهیشماره جا ک،ی یمنها گاهیشماره جا د،ینوکلئوت یاختصار

مورد نظر جفت شده  گاهیکه با جا یدیشماره نوکلئوت ک،یاضافه 

 .است ثبت شدهها گاهیجا یعیطب یگذار شماره تیو در نها است

 ینیب شیساختار دوم پ یها یژگیو صیمنظور تشخ ت بهاطلاعا نیا

 .ردیگیمورد استفاده قرار م شده 

ها و  منظور انجام آنالیز، پوشه اصلی حاوی تمام زیر پوشه به

بینی شده در مرحله قبل، جهت های ساختارهای ثانویه پیش فایل

حالت  در. معرفی شد CTAnalyzerافزار  بررسی و تحلیل به نرم

 هیبر پا ،Hit هیناح تیساختار دوم با محور تیوضع یلتحل یکل

در مقابل  (ستون اتصال) روند سلسله اعداد ستون پنجم یبررس

استوار ( شماره هر جایگاه در توالی) ستون ششم یاعداد متوال

و مکمل آن از  Hit هیمتقابل ناح تیوضع تیبا توجه به اهم. است

، های یک طرفهزدگینبیروها، عدم انطباقنظر تعداد و پراکنش 

برش توسط  در محل هیساختار ثانو تیوضع ،یداخل یهاحلقه

ساختار دو  طول، Hit هیاز ناح ییابعاد و فاصله حلقه انتها م،یآنز

 یاتک رشته های، طول دنباله Hit هیدست ناح نییپا ی درا رشته

متعدد در  یها عدم وجود شاخه ایوجود  زیو ن انتهای ساقهدر 

که در ادامه به آن  یموارد به شرح نیاز ا کیهر ه،یثانو ساختار

شناسایی و مورد  CTAnalyzerافزار  توسط نرم شوده میپرداخت

 .گرفتندقرار  یبررس

 طول رشته، لیاز قبپایه  اطلاعاتبرخی  CTAnalyzerافزار  نرم

 Hit هیدر ناح Cو  G یدهاینسبت نوکلئوت د،یتعداد انواع نوکلئوت

ها در که اهمیت آن dGمقدار محاسبه شده  و نیزی و کل توال

را  (Jin et al. 2008)منابع مختلف مورد اشاره قرار گرفته است 

ارائه  جیو در جدول نتا استخراج CTصورت مستقیم از هر فایل  هب

 .Cuperus et al)ساختاری مهم  یها شاخص سایر. می نماید

2011; Bologna et al. 2012; Bologna et al. 2013; 

Chorostecki et al. 2017) عداد که طی بررسی ترتیب و توالی ا

مربوط به هر جایگاه و رابطه متقابل بین نوکلئوتیدهای رشته 

RNA  توسط الگوریتمCTAnalyzer د، شو می شناسایی و محاسبه

 :باشند به شرح زیر می

 ،miRNAاولیه ساختار  در: *Hitاز  Hitی استقلال توال یبررس

هستند  در یک توالی واحدمستقل  هیدو ناح *miRو  miR یتوال
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 شوند یجدا م گریکدیاز  ییحلقه انتها -ساختار ساقه کیکه با 

(Starega-Roslan et al. 2011; Zhu et al. 2011) .نیدر ا 

شناسایی  *Hitو  Hit هیناح نیب یوجود همپوشان ،افزار نرم

دو  نیا نیب یطول توال در صورت استقلال، نیهمچن. شود می

قلال و عدم دو حالت مربوط به است .شود محاسبه و ثبت می هیناح

 .نشان داده شده است 1در شکل  *Hitو  Hitاستقلال ناحیه 

 
در هر . *Hitاز  Hitناحیه ( ب)و عدم استقلال ( الف)حالت استقلال  -1شکل 

با خطوط پیوسته و پیوند هیدروژنی بین نوکلئوتیدها با  Hitدو شکل، ناحیه 

 Bو  Aروف با ح Hitابتدا و انتهای ناحیه . چین مشخص شده استنقطه

 .مشخص شده است

 

 گریکدیطور کامل مکمل  به *miR و miR یتوال ،اغلب موارد در

مکمل ریغ ینواح یتعداد و بزرگ. (Lee et al. 2015) ستندین

 هیدر ناحهای داخلی، زدگی و حلقهعدم انطباق، بیرون مشتمل بر

Hit شود یدرج م جیشده و در جدول نتا ییافزار شناسا توسط نرم

 ییشده در شناسا فیبا ضوابط تعر مطابق(. 2 شکل)

microRNA،  در طول دوبلکسmiR/miR* یعلاوه بر تعداد کل 

 تیحائز اهم زیها ن گاهیجا نیا یجفت نشده، پراکندگ یها گاهیجا

هر دو  جهیدر نت. (Meyers et al. 2010; Lee et al. 2015) است

ثبت  جیمشخص شده و در جدول نتا یهر توال یفاکتور برا

 .گردد یم

دوبلکس  یمجاور با ابتدا و انتها یهاگاهیجا نکهیبه ا نظر

miR/miR* های انواع آنزیم یسوبستراRNAse III  و

 Zhu et al. 2011; Auyeung) بوده های حاوی این آنزیم کمپلکس

et al. 2013)  دو رشته بین و هرگونه عدم انطباقRNA نیدر ا 

 یبرش میآنز حیاز عملکرد صح یجلوگیرتواند منجر به  یم هیناح

نوکلئوتیدی  گاهیشش جا تی، وضع(Alptekin et al. 2017) گردد

 یمنته گاهیجا ششدوبلکس و  یاابتدا و انته یاز نواح کیدر هر 

 تیاز نظر وضع یساختار سنجاق سر هیپا هیدر ناح Hit هیبه ناح

 .ردیگیقرار م یاتصال مورد بررس

 

 
دم برقراری رابطه مکملی بین نوکلئوتیدها در های ع انواع حالت -2شکل 

dsRNA .ها بزرگی و جایگاه عدم انطباق(M: mismatch)های ، بیرون زدگی

 افزارتوسط نرم (L: loop)های داخلی  ، و حلقه(B: bulge)طرفه  یک

CTAnalyzer بینی افزارهای پیش بسته به تنظیمات نرم. گردد شناسایی می 

 W: wobble) های نامتعارفممکن است جفت شدگی کننده ساختار ثانویه،

base pairing) عنوان  بهmatch  یاmismatch در نظر گرفته شود. 

 

ای  صورت چند شاخه شده به ینیب شیپ هیثانو یساختارها معمولاً

مد نظر  Hit یتوال حاوی فقط شاخه یتیوضع نیدر چن وبوده 

 کردن ضمن مشخص CTAnalyzerافزار  نرم. استپژوهشگر 

وجود دو  تیبا توجه به اهم ،یشاخه اصل یانیو پا نیآغاز گاهیجا

 Zeng and) یو بعد از ساختار سنجاق سر لقب یا دنباله تک رشته

Cullen 2005; Han et al. 2006)، طول RNA ای  تک رشته

(ssRNA) مشخص و در جدول  زیرا ن اصلی شاخه یدر دو انتها

 .(3شکل )کند یمنعکس م جینتا

 
در این تصویر . ایشناسایی شاخه اصلی در یک ساختار چند شاخه -3 شکل

و  Hitناحیه . مشخص شده است C و Bابتدا و انتهای شاخه اصلی با حروف 

 CDو  ABهمچنین قطعات . مکمل آن با خطوط ممتد نمایش داده شده است

افزار  قبل و بعد از شاخه اصلی، توسط نرم ssRNAعنوان نواحی  به

CTAnalyzer دشوشناسایی می. 
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 یها وجود شاخه های تایید شده، pre-miRNAاغلب  ساختار در

 Alptekin et) شود  مشاهده نمیمتعدد  ییانتها یها و حلقه یجانب

al. 2017) .افزار  نرمCTAnalyzer یشاخه اصل ییپس از شناسا 

 جهیشاخه پرداخته و نت نیدر ا ییانتها یهاتعداد حلقه یبه بررس

 ییها مطالعات شاخه شتریدر ب. دینما یمندرج م جیجدول نتا ردرا 

حذف  یهستند از ادامه بررس ییحلقه انتها کیاز  شیب یکه دارا

 .(2شکل ) ندشو یم

 
، Hit (A)در این شکل ناحیه . بساختار دوم با شاخه اصلی منشع -2شکل 

دو -ایتک رشته RNAو تقاطع ( C)ای پایه  ه، ناحیه دو رشت(B)شاخه فرعی 

واسطه وجود شاخه فرعی  چنین ساختاری به .مشخص شده است (D)ای  رشته

 .باشد بالغ می microRNAجانبی، فاقد قابلیت تبدیل به 

 

 ssRNA-dsRNA junction نیفاصله ب) هیپا هیطول ناح علاوه بر

 .miR/miR* )(Han et al. 2006; Chorostecki et alو دوبلکس

 تیز نظر انواع عدم انطباق حائز اهممنطقه ا نیا تیوضع (2017

 نیا یشده با بررس یافزار طراح نرم. (Bologna et al. 2012) است

در جدول و  ییانواع عدم انطباق را شناسا یو بزرگ تیموقع هیناح

 .دینما یثبت م جینتا

به  pre-miRNA ینیب شیپ یاشاره شد برا ترشیکه پ طور همان

به طول  ییها شده دنباله ییساشنا هیدست ناح نییفرادست و پا

از  یقسمت صیپس از تشخ. شود یافزوده م دینوکلئوت 111از  شیب

 یمناسب یکه ساختار سنجاق سر یدیچندصد نوکلئوت یتوال نیا

 رد،یمد نظر قرار گ pre-miRNAعنوان  تواند بهیداده و م لیتشک

 یمنظور محاسبه مجدد سطوح انرژ به ریدرگ ریغ یحذف نواح

 نیدر ا. (Alptekin et al. 2017) رسد ینظر م به یمنطق یکردیرو

عنوان نقطه  را به یدر شاخه اصل گاهیجا نیافزار اول مرحله نرم

و  گاهیجا نیاز ا یمرجع در نظر گرفته و با گسترش دادن توال

از  یدیدامنه جد لی،توا ینتهان به سمت ابتدا و اآ مکمل گاهیجا

 نیبه طرف یگسترش توال زانیم. دینما یها را استخراج مدینوکلئوت

با توجه  دیجد یدر ادامه نام توال. است فیتوسط کاربر قابل تعر

با توجه به  نیو همچن گیکانت ایکروموزوم  یآن رو گاهیبه جا

 .دشویم فیتعر دیجد یدر توال Hit هیناح تیموقع

در نظر گرفته شده است  CTAnalyzerافزار  نرم یامکان برا نیا

از  یبرخ یبرا رشیو محدوده قابل پذ مقادیر فیرکه با تع

قابل قبول،  یساختارها ییدر شناسا یدیپارامترها و ضوابط کل

منعکس  جینتانهایی را در جدول  دییمورد تا یفقط ساختارها

حجم  در ریگ نه تنها موجب کاهش چشم تیمز نیا. دینما

در  حیضوابط صح یریکارگ بهبلکه ، شود یم یخروج یها داده

 یافزارها طور خاص در زمره نرم افزار را به نرم نیا لتر،یف فیتعر

 .دهدیقرار م microRNA ییشناسا نهیتوانمند در زم
 

عنوان کاندیدای ایفای  های ثانویه به برای تایید صلاحیت ساختار

های ساختاری در دو گروه ، ویژگیpri-microRNAعنوان  نقش به

های تیپیک  عبارت است از شاخصگروه اول : دشونبندی می طبقه

سری، که در صورت نقض هریک  و الزامی برای ساختار سنجاق

تر برای آن  ها بیشتر و جزئی ها، نیازی به انجام بررسی از آن

در نتایج حاصل از مطالعه ساختارهای . ساختار ثانویه وجود ندارد

، تعداد و درصد  A. indicaثانویه استخراج شده از ژنوم

بینی شده که مطابق با تحلیل صورت گرفته  ساختارهای ثانویه پیش

های اولیه و ها و شاخص از ویژگی CTAnalyzerتوسط الگوریتم 

نشان داده  1سری تبعیت ننمودند، در جدول اصلی ساختار سنجاق

 . شده است

 2۲2۸، مشاهده شد که در (1جدول )افزار  مطابق با خروجی نرم

در  Hit، ناحیه (از کل ساختارهای مورد بررسی% 21/1)تار ساخ

ساختار  11۸222در . مشارکت ننموده است dsRNAتشکیل 

و   Hitاشتراک توالی بین) *Hitاز  Hit، عدم استقلال %(12/21)

Hit* )عبارتی در این ساختارهای ثانویه، بین برخی  به. مشاهده شد

مانند )داخلی وجود دارد شدگی  ، جفتHitاز نوکلئوتیدهای ناحیه 

در (. نشان داده شده است 1حالتی که در قسمت ب از شکل 

هیچ نوکلئوتید  *Hitو  Hit، بین ناحیه %(3۲/2)ساختار  13322

حلقه  -دیگری وجود نداشته و در نتیجه ساختار فاقد ناحیه ساقه

  نتایج و بحث
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منقطع  *Hit، ناحیه %(22/ 2)ساختار  10۸ 12در . انتهایی است

و  ۲′، مربوط به پایانه Hitعبارتی قسمتی از توالی مکمل  بوده و به

ساختار  01۸۸ در . باشدتوالی می 3′قسمت دیگر مربوط به پایانه 

. حلقه انتهایی شناسایی شد -، بیش از یک ناحیه ساقه%(22/11)

های  miRرغم وجود موارد استثنا، چنین وضعیتی در اغلب  علی

ساختار  002۲۸ین در همچن. شودتایید شده، مشاهده نمی

در . فاقد ساقه شناسایی شد *Hitو  Hit، ناحیه بین %(3/13 )

( 1جدول ) CTAnalyzerافزار  مجموع مطابق با خروجی نرم

ساختار ثانویه  0۲2  ۲ساختار از کل  21321۸مشاهده شد که 

، حداقل از (درصد 12/01) mFoldافزار   بینی شده توسط نرم پیش

سری برخوردار نبوده و  صلی ساختار سنجاقهای ا یکی از ویژگی

مد نظر قرار  pri-microRNAعنوان ساختار کاندید  توانند بهنمی

 .ها حذف شدندگیرند و بنابراین از ادامه بررسی

 های مورد بررسی، بر جزئیات ساختار سنجاق گروه دوم شاخص

، نواحی بالادستی و *Hit/Hitمنطقه دوبلکس . سری تمرکز دارد

ای بر  های تک رشتهدستی دوبلکس، مواضع برش و دنباله پایین

روی ساختارهای انتخاب شده و باقی مانده از مرحله قبل برای 

افزار توسط نرم  A. indicaساختارهای ثانویه ژنوم گیاه

CTAnalyzer برای بررسی وضعیت حاکم در ناحیه . بررسی شد

Hit/Hit*(2018) ، ضوابط عنوان شده توسطAxtell and Meyers  

 Axtell and)قرار گرفت  CTAnalyzerافزار  ملاک ارزیابی نرم

Meyers 2018) . 

پنج  *Hitو  Hitمطابق با این ضوابط، تعداد عدم انطباق مجاز بین 

تواند در بیرون جایگاه است که از این تعداد، نهایتا سه جایگاه می

ین مطابق همچن. های داخلی قرار گیردطرفه یا حلقه های یکزدگی

با نظر برخی محققین، هیچ نوع عدم انطباق در محل برش آنزیم، 

بنابراین مطابق با . (Alptekin et al. 2017)باشد مجاز نمی

استانداردهای اشاره شده، پس از حذف ساختارهای نامناسب 

ای  ، نتایج و اطلاعات آماری ساختارهای ثانویه1مطابق با جدول 

ضوابطی که در بالا به آن اشاره شد واسطه دارا نبودن  که به

 .نشان داده شده است 2نامناسب شناخته شدند، در جدول 

 
سری  های اولیه ساختار سنجاقاز شاخص CTAnalyzerبینی شده که مطابق با تحلیل صورت گرفته توسط الگوریتم  تعداد و درصد ساختارهای ثانویه پیش -1جدول 

 .تبعیت نکردند

 درصد از کل ساختارها تعداد ساختارهای شناسایی شده ساختار سنجاق سریشاخص های پایه ای 

 % RNA 2۲2۸ 21/1ای در ناحیه دو رشته Hitعدم شرکت توالی 

 % 11۸222 12/21 (Hitجفت شدگی داخلی توالی ) *Hitاز  Hitعدم استقلال 

 % Hit* 13322 3۲/2و  Hitبین  linkerعدم وجود توالی 

 % Hit*  12 10۸ 2 /22والی وجود انقطاع در ت

 % 22/11 01۸۸  وجود بیش از یک شاخه انتهایی

 % 3/13  002۲۸ و حلقه انتهایی *Hit/Hitبین دوبلکس  (ساقه) ایفقدان ناحیه دو رشته

 % 12/01 21321۸ های فوقساختارهای مشمول حداقل یکی از حالت

 

در ناحیه  microRNAاز ضوابط مورد تایید  CTAnalyzerبق با ارزیابی صورت گرفته توسط الگوریتم سری که مطا تعداد و درصد ساختارهای سنجاق -2جدول 

miR/miR* تبعیت ننمودند. 
 مانده درصد از کل ساختارهای باقی تعداد ساختارهای شناسایی شده  *miR/miRوضعیت متناقض با ضوابط ناحیه 

 %  Hit* 2  22 22/1و Hitشناسایی بیش از پنج عدم انطباق بین 

 % 22/1۲ 22۸۸2 طرفه های یک درگیری بیش از سه جایگاه در بیرون زدگی

 % 0 /0۲ 111211 های داخلی درگیری بیش از سه جایگاه در حلقه

 % 12/21 1320۲۸ وجود حلقه داخلی، عدم انطباق یا بیرون زدگی در جایگاه برش آنزیم

 %  ۲۲/۸ 1۲0۸12 های فوقساختارهای مشمول حداقل یکی از حالت
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ساختار از  1۲0۸12شود در مشاهده می 2طور که در جدول  همان

، حداقل (درصد  ۲۲/۸)مانده مورد بررسی ساختار باقی 3۲2۲ 1

تبعیت نکردند؛  *miR/miRاز یکی از ضوابط لازم برای ناحیه 

 Hitبدین شرح که وجود بیش از پنج عدم انطباق بین توالی 

تار، درگیری بیش از سه جایگاه در بیرون ساخ 22  2در  *Hitو

ساختار، درگیری بیش از سه  22۸۸2طرفه در  های یک زدگی

وجود حلقه ساختار و  111211های داخلی در  جایگاه در حلقه

داخلی، عدم انطباق یا بیرون زدگی در جایگاه برش آنزیم در 

 .ساختار شناسایی شد 1320۲۸

سری در محل استقرار  جاقبا توجه به اهمیت وضعیت ساختار سن

ای در پایین دست دوبلکس  ناحیه دو رشته)ریزپردازنده 

Hit/Hit*)شدگی دو رشته در  ، طول این ناحیه و وضعیت جفت

وجود عدم انطباق وسیع و بیرون . آن مورد بررسی قرار گرفت

. شود های بزرگ در این ناحیه، مانع استقرار ریزپردازنده می زدگی

های miRاین ناحیه در  .Bologna et al (2012) مطابق با نظر

متصل  ssRNAطول داشته و به دو دنباله بلند  bp 11جانوری 

 bpهای گیاهی، طول این ناحیه حدود miRکه در  شود؛ حال آنمی

بزرگ قرار دارد  بوده و در انتهای آن یک حلقه نسبتا1۲ً

(Bologna et al. 2012) .(2009) این طول مطابق با نظرUnver et 

al.   معادلbp 10 با در نظر گرفتن ضوابط فوق، . باشد می

مانده از نظر وضعیت محل استقرار  ساختارهای ثانویه باقی

مورد بررسی قرار  CTAnalyzerافزار  ریزپردازنده، توسط نرم

در این . گزارش شده است 3گرفتند که نتایج حاصل در جدول 

های مرحله مانده از بررسی ساختار ثانویه باقی 30 ۲مرحله از بین 

، وجود عوارض ممانعت (2و 1جداول )اول و دوم ساختارها 

تر بودن  ساختار، کوتاه 2132در  (cut site)کننده در محل برش 

نسبت به  *Hit/Hitای در پایین دست ناحیه  طول ناحیه دو رشته

 2۸03طول مورد نیاز جهت استقرار مجموعه ریزپردازنده در 

ود عوارض ممانعت کننده در محل استقرار ساختار و وج

بنابراین مطابق با نتایج . ساختار مشاهده شد 123۸ریزپردازنده در 

ساختار از  ۲1۲۲در  مشاهده شد که مجموعاً 3مندرج در جدول 

، در محل (درصد 2۲/۸1حدود )مانده  ساختار ثانویه باقی 30 ۲

شامل )ضایی استقرار ریزپردازنده یا محل برش آنزیم، ممانعت ف

های متوالی، بیرون زدگی و حلقه داخلی با ابعاد عدم انطباق

در پایین دست ناحیه  dsRNAوجود داشته و یا ناحیه ( بزرگ

Hit/Hit*  از طول کافی برخوردار نبوده و به دلایل فوق جزو

قرار نگرفته و  pri-microRNAساختارهای ثانویه مورد تائید برای 

چند نمونه از ( ۲شکل )گرافیکی بررسی فایل . حذف شدند

برای mFOLD افزار  ثانویه ترسیم شده توسط نرمساختارهای 

، CTAnalyzerافزار  مانده شناسایی شده توسط نرم های باقی توالی

را تایید  CTAnalyzerافزار  دست آمده از خروجی نرم هنتایج ب

ار افز با درج مقادیر مورد توافق استاندارد در فیلتر نرم .نمود

CTAnalyzer  برای ضوابطی که طی مراحل قبل مورد اشاره قرار

افزار با نتایجی که طی  گرفتند، مشاهده شد که خروجی نهایی نرم

طور کامل  هدست آمد، ب هب( 3و 2، 1جداول )گانه قبل مراحل سه

با دریافت ضوابط مورد نظر  CTAnalyzerمنطبق بوده و الگوریتم 

بررسی کلیه ساختارهای ثانویه، موفق به افزار ضمن  در فیلتر نرم

 .های مناسب شده استشناسایی و معرفی توالی

 
 .، دارای موضع مناسب برای استقرار مجموعه ریزپردازنده نبودند*Hit/Hitرغم وضعیت مناسب در ناحیه  نسبت ساختارهایی که علی -3جدول 

 درصد از کل ساختارهای باقیمانده تارهای شناسایی شدهتعداد ساخ وضعیت ممانعت کننده از استقرار ریز پردازنده 

 *Hit/Hitوجود عوارض ممانعت کننده در محل برش ناحیه 
2132 ۲ /01 % 

 % Hit/Hit* 2۸03 02/۲2ای در پایین دست  کوتاه بودن طول ناحیه دو رشته

 وجود عوارض ممانعت کننده در محل استقرار ریزپردازنده
123۸  2/32 % 

 های فوق ی مشمول حداقل یکی از حالتساختارها
۲1۲۲ 2۲/۸1 % 
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و ناحیه دوبلکس  (A) حاوی شاخه اصلی ساختار pri-microRNAهای کاندید  برای توالی mFOLDافزار  دو نمونه از ساختارهای ثانویه ترسیم شده توسط نرم -۲شکل 

Hit/Hit* (B) 

 

با ضوابط  CTAnalyzerافزار  بدین ترتیب در نتایج خروجی نرم

 .Aهای ژنوم microRNAدر نظر گرفته شده، برای شناسایی 

indica  ساختار ثانویه مورد  0۲2  ۲مشاهده شد که از بین کل

فاقد %( ۸1/۸۸حدود )ساختار ثانویه  202  ۲بررسی تعداد 

 222اولیه بودند و  microRNAهای مورد تایید برای  ویژگی

های مورد تایید برای  گیمانده، دارای ویژ ساختار ثانویه باقی

microRNA شناسایی شدند . 

های  های ساختار ثانویه در شناسایی و فراوری مولکولویژگی

microRNA نظر  که به چنان. نقشی اساسی و تعیین کننده دارد

رغم وجود ساختار اولیه مناسب در سطح توالی  رسد علی می

ارگیری نوکلئوتیدی، فقدان ساختار ثانویه کارآمد، مانع قر

با در نظر . شود می microRNAدر مسیر بیوسنتز  RNAهای  رشته

های microRNAگرفتن الگوهای شناخته شده در ساختار دوم 

برای  RNAبینی پتانسیل یک رشته  اعتبار سنجی شده، امکان پیش

با  CTAnalyzerافزار  نرم. وجود دارد microRNAتبدیل به 

زیاد ساختارهای ثانویه  های تعداد بسیارسازی ویژگی رقومی

ها را  بندی آن ، امکان گروهRNAهای بینی شده برای توالی پیش

فراهم کرده و همچنین با حذف حجم انبوهی از ساختارهای فاقد 

معیارهای تعریف شده و در نتیجه انتخاب ساختارهای برتر، حجم 

صورت محسوس تقلیل و  ههای نیازمند اعتبارسنجی را بداده

بدیهی است . دهد های حقیقی را افزایش میmiRاسایی احتمال شن

های بیوانفورماتیک شناسایی  در اینجا نیز مانند کلیه روش

microRNAهای شناسایی شده طی  ، لازم است اعتبارسنجی توالی

 .های آزمایشگاهی نیز انجام گیرد روش
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