
 233     .20موزومها در بافت هاي مختلف گوسفند با منشا کرو RNAریز  in silicoپیش بینی و تایید 

  20کروموزوم ها در بافت هاي مختلف گوسفند با منشا RNAریز  in silicoتایید پیش بینی و 
 *3علی جوادمنش -2محمدرضا نصیري -1وحیده عباسی

  14/05/1397 تاریخ دریافت:
  31/06/1397 تاریخ پذیرش:

  
  چکیده

است از سویی اهمیت زیادي پیدا کرده RNAهاي ریززنده، شناسایی ژن ها در فرآیندهاي حیاتی بدن موجوداتRNAشدن اهمیت ریزهاي اخیر با روشندر سال
هاي اخیر ي کمتري پیش برود. تحقیقات در سالها با سرعت بیشتر و هزینهRNAهاي بیوانفورماتیکی نیز گسترش یافته و سبب شده تا روند شناسایی ریزدیگر روش

هاي زیادي گزارش شود با این RNAها ریزشده تا در این گونهباعث نات اهلی از قبیل گاو و بز و مرغحیوا هاي زیادي از جمله انسان و موش و همچنینبر روي گونه
ها در سایر گوسفند، جهت تایید با اورتولوگ 20هاي کروموزوم RNAبینی ریزدارد. در این مطالعه پس از پیش فند هنوز اطلاعات نسبتا کمی وجودي گوسحال در گونه

هاي شاهد هاي ترنسکریپتوم گوسفند استفاده شد همچنین در این تحقیق براي ارزیابی روش مورد استفاده از دادهیسه و در نهایت براي بررسی بیان از دادهها مقاگونه
ی شدند. بررسـی ترنسـکریپتوم   بینگوسفند پیش 20در کروموزوم جدید  RNAریز 81تعداد  و از این RNAریز  400در کل  مثبت استفاده شد. با استفاده از این روش

نیز در مخلوط  RNAریز 3در هر دو بافت کبد و ماهیچه و  RNAریز 35فقط در بافت کبد،  RNAریز 10فقط در بافت عضله،  RNAریز 33نشان داد که از این تعداد 
هاي پیدا RNAاز ریز RNAریز 64مشخص کرد که تعداد  miRbaseهاي قلب، کلیه، مغز، تخمدان، پوست، چربی سفید و ریه بیان شدند. مقایسه با پایگاه داده بافت

به عنـوان مکمـل    تواندتوان گفت این روش میدرصد ارزیابی شد و از این رو می 95و  67شده براي اولین بار گزارش شدند. حساسیت و دقت انتخاب این روش برابر 
ها در سایر کروموزوم هاي گوسفند و یـا در سـایر   RNAین روش می توان براي پیش بینی ریزاز ا ندي را فراهم کند.ارزشماطلاعات  RNAبینی ریزهاي پیشروش

  پستانداران استفاده نمود. 
  

  ها، گوسفندRNAریز، روش از آغاز ،بیوانفورماتیک: هاي کلیدي واژه
  

  1مقدمه
هاي کوچک RNAي از امتعلق به طبقه (miRNA)ها RNAریز
بـه پـروتئین تبـدیل     تیـد) کـه  نوکلئو 25-19یافته هسـتند (  تکامل

شوند در گیاهان و حیوانات به عنوان تنظیم کننده بیـان ژن در  نمی
رونویسـی   پـس از  ها اند. این ژنسطح پس از رونویسی شناخته شده

پـردازش   از و پس تبدیلها) PRI-miRNAاولیه ( هايRNAریزبه 
و سپس  شود) تبدیل می Pre-miRNAساز ( پیش هايRNAبه ریز

شود ي بالغ تبدیل میRNAبه ریزآنجا  و در شودد سیتوپلاسم میوار
هـاي کـد   در داخل اگزون ژنها RNAاز ریز اندکی بسیار تعداد .)1(

هاي هاي ژندرون اینترونها یا گیرند این ژنکننده پروتئین قرار می
و یا خارج از ژنها قرار دارند که  )12اند (کد کننده پروتئین قرار گرفته
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بسـیاري از   ).3(شـود  هاي بین ژنـی گفتـه مـی   RNAها ریزنبه ای
ها در میان جانوران خویشاوند (مانند انسان و موش) داراي RNAریز

هاي اورتولوگ حفاظت شده هسـتند  RNAیک توالی هستند این ریز
گیـري  ها بـراي شـکل  RNAثابت شده است که گروهی از ریز ).3(

سازي و براي تمایز خون )21) و قلب (11هاي خاص مانند مغز (اندام
   .) ضروري هستند5(

شـامل  دارد وجـود هـا  RNAشناسایی ریزبراي  اصلی وشردو 
 بیوانفورمـاتیکی). هـاي محاسـباتی (  روش و هاي آزمایشگاهیروش

از  cDNAیابی کتابخانه یترین روش آزمایشگاهی روش توالمرسوم
امـا   یک روش مـوثر اسـت   هاي کوچک است این روشRNAروي 

ها، عدم شناسـایی  ترین آنهایی است از جمله رایجي محدودیتدارا
و یا هایی است که در دوران خاصی از زندگی موجود زنده RNAریز

 یی کـه هـا RNAاز ریـز و برخـی   شوندبیان میدر یک بافت خاص 
 یـک روش  شوند و همچنین این روشممکن است به سختی کلون 

هـا دو  RNAینی ریـز بهاي محاسباتی پیشروش ).4(بر است هزینه
هاي RNAکه محدود به ریز ايمقایسهاول یا روش روش  :نوع است

 اسـت هاي نزدیک کشف شدهاي است که قبلا در گونهحفاظت شده
)8(.  
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اسـت   2از آغازروش  RNAریز بینی محاسباتیروش دوم پیش
ثبـات ترمودینـامیکی    ،RNAهاي سـاختار دوم  بر اساس ویژگیکه 

براي  . استساز پیش RNAخصوصیات میکروحلقه و -ساختار ساقه
 افزارهـاي زیـادي سـاخته شـده اسـت از جملـه      بهبود این روش نرم

MiRFinder )9 ،(BosFinder  )13 و ( MiRPara)20 .( این روش
توانـد  تر از روش آزمایشگاهی است و میاز لحاظ هزینه خیلی پایین

miRNA   لولی و بینی کند که در هر بافـت یـا س ـ  را پیشکل ژنوم
شـوند.  اي از زنـدگی موجـود زنـده بیـان مـی     در هـر دوره همچنین 

هاي حفظ شده نیست. اما در این روش RNAهمچنین محدود به ریز
اي از ژنـوم  قطعهمعرفی اشتباه معنی  بهمثبت کاذب احتمال خطاي 

براي اطمینان از صحت . )18(ساز بالاست پیش RNAریزبه عنوان 
ت کاذب دو رویکرد وجود دارد هاي مثبدادهبینی و کنار گذاشتن پیش

 ).7انتخاب ویژگی ساختار مناسب ( 2ها miRNAبررسی بیان  1
ي مختلـف  گونـه  در بـیش از صـد   RNAتاکنون هزاران ریـز 

تأیید شده اما در گوسفند به این با روش هاي آزمایشگاهی شناخته و 
 ي در مـورد تـر  موضوع کمتر پرداخته شده است و اطلاعات محـدود 

وجود نسبت به سایر گونه هاي حیوانات اهلی هاي گوسفند RNAریز
ي بیوانفورماتیکی طراحی شد دارد. در این تحقیق روش تکمیل شده

بینـی شـده و   هاي پـیش RNAو استفاده از این به دلیل مقایسه ریز
تا حد زیادي خطاهاي روش هـاي متـداول    ،in silicoبررسی بیان 

 20این تحقیق از کرومـوزوم شـماره    دهد. درشناسایی را کاهش می
و نیـز حضـور یـک کلاسـتر      ي نسبتا کوچکبه علت اندازه گوسفند

  استفاده گردید. هاي تایید شده RNAنسبتا بزرگ از ریز
  

  مواد و روشها
  اخذ توالی هاي مرجع

 Oar_v4.0 Chrاخذ شـد (  NCBIاز سایت  20کروموزوم توالی 
20 (NC_019477.2):1 - 51,049,468 .( براي اطمینان از سپس

افزارهـاي بـه   صحیح بودن روش کار و همچنین کاربردي بودن نرم
از  64660880تـا   64465760بین نوکلئوتیـد   توالی ،کار گرفته شده

 NCBIو از  گوسفند، به عنوان شاهد مثبـت انتخـاب   18کروموزوم 
) Accession number: NW_004080181.1  .در ایـن  ) اخذ شـد

پایگـاه   ثبـت شـده در   RNAریـز  54 ، تعـداد 18زوم ناحیه از کرومو
miRBase در مرحله بعد ریز دارد. قرارRNAساز مربـوط  هاي پیش

افزار دریافت شد و با استفاده از نرم miRBaseي گوسفند از به گونه
mfold   ــیات ــراي شـــناخت خصوصـ ــم و بـ ــاختار دوم آن رسـ سـ

  .)14( ساز، مورد بررسی قرار گرفتهاي پیشRNAریز
  

                                                        
2 ab initio 

  RNAش بینی اولیه ریزپی
با  همراه اما است از آغازروش استفاده شده در این تحقیق روش 

اعمال شده افزایش دقت به شرح زیر تغیراتی در جهت تکمیل و 
   يکنندهبینیپیش افزارهايدر این مطالعه از نرماست. 

 EMBOSS(http://emboss.bioinformatics.nl/cgi-
bin/emboss/einverted)  و Sequence-Structure Motif 

Base: Pre-miRNA Prediction  براي پیش بینی ریزRNA هاي
  . شد گوسفند استفاده 20موجود در کروموزوم 

  شدهبینیهاي پیشRNAگزینش ریز
کننـده  بینـی افزارهاي پـیش هایی که بین نرمpre-miRNAتمام 

 ـ    mfoldافـزار آنلایـن   مشترك بودند وارد نرم ه شـدند و بـا توجـه ب
ــز ــیشRNAخصوصــیات ری ــزینش شــدند. هــاي پ ــوالی ســاز، گ ت

هاي RNAدر بین ریز، mfoldافزار با نرمشده و فیلتر شده بینیپیش
، 10برابر   E-valueدر نظر گرفتن حداقل با miRBaseثبت شده در 

هاي شـناخته شـده   RNAبا توالی ریزمشابه  هاي توالی .بلاست شد
حفظ شده  RNAد) ، به عنوان ریزنوکلئوتی 4(با عدم تطابق کمتر از 

 .)16معرفی شد (
ي پروتئین هستند هایی که در بخش اگزون ژن کد کنندهRNAریز

هـاي پیشـنهادي   RNAبـراي ایـن منظـور ریـز     شدند.کنار گذاشته 
ي قبل، با توالی کد کننده پروتئین در گوسفند بلاست شد (در مرحله

دي هـاي پیشـنها  RNA)، ریزNCBIوب سایت  BLASTxقسمت 
معرفـی   RNAکه در توالی کد کننده پروتئین نبودند به عنـوان ریـز  

  .ندشد
  in silicoتأیید بیان به روش 

همه  ي پیش بینی شده،هاRNAبراي اطمینان از بیان شدن ریز
 SRA بیـان  هـاي دادهبـا اسـتفاده از   شـده   گـزینش هاي RNAریز

)Sequence Read Archive (  ) بافــت عضــلهAccession: 
PRJNA223213 ) بافت کبد ،(Accession: GSM1366318 و (

هاي قلب، کلیه، مغز، کبد، افتداده هاي بیان بهمچنین در مخلوط 
ــه    ــفید و ری ــی س ــت، چرب ــدان، پوس ــفند تخم  GSE56643(گوس

:Accession.بلاست شد (   
  پیش بینیي دقت محاسبه

روي کلیه مراحل ذکر شده در بالا براي محاسبه دقت این روش، 
 54گوســفند حــاوي  18(ناحیــه اي از کرومــوزوم  مثبــت هــايداده
با اعمال شد و سپس حساسیت و دقت انتخاب  ثبت شده) RNAریز

  ):18( محاسبه شداستفاده از دو فرمول زیر 

 
  

ساز است که به درسـتی  پیش RNAتعداد ریز TP ،در فرمول بالا
(به معنـی عـدم    منفی کاذب FN، (مثبت درست)  اندشدهبینی پیش
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مثبـت کـاذب    FPو  هاي موجود در ژنوم)miRNAناسایی برخی ش
-پـیش  RNAاي از ژنوم به عنوان ریز(به معنی معرفی اشتباه قطعه

-پـیش  RNAیعنی درصدي از ریز 3حساسیتدهد. را نشان می) ساز
 4روش شناسایی کـرد و دقـت انتخـاب    با اینتوان ساز موجود را می

واقعـا  کـه  نـی شـده   بیسـاز پـیش  پـیش  RNAیعنی درصدي از ریز
 ).18( هستند RNAریز
  

  نتایج
هاي معرفی شده بـراي  ترین ویژگیدر تحقیقات انجام شده مهم

بودن ساختار سـنجاق سـري بـا    ساز شامل: دارا هاي پیشRNAریز
ــدازه ــر از    ان ــرژي آزاد کمت ــزرگ، ان ــاب ب ــدون حب ــخص ب اي مش

kcal/mol20-  ثبات ترمودینامیکی آن، درصد نوکلئوتیدهاي ،C G 
  ). 20و  15، 13و درصد هر کدام از بازها نسبت به کل توالی است (

-داراي سـاختار سـنجاق   ي گوسفنددر گونه سازهاي پیشRNAریز
هـاي موجـود در   سري با شکل مناسب، بدون حباب بزرگ و ویژگی

  بودند. 1 جدول
  هاRNAپیش بینی اولیه و گزینش ریز

ینی کننـده و بررسـی   بافزارهاي پیشبینی توسط نرمپس از پیش
سـاختار   mfold ،400ي ساز بـه وسـیله  پیش RNAهاي ریزویژگی

  ساز پیشنهاد شد.پیش RNAساقه حلقه به عنوان ریز
در تحقیقات انجام شده به روش از آغاز ماننـد سـور و همکـاران    

) فقط 10) و همچنین لی و همکاران(13) و صادقی و همکاران (15(
شده است در صورتی کـه در ایـن تحقیـق از    افزار استفاده از یک نرم

بینی کننده استفاده شـد کـه عامـل    افزارهاي پیشاي از نرممجموعه
موثري در کاهش خطاي مثبـت کـاذب اسـت و همچنـین در ایـن      

در تـوالی   pre-miRNAتحقیق براي اطمینان از وجود خصوصـیات  
هـا  بینی کننده، تمام تـوالی افزارهاي پیشهاي پیشنهادي توسط نرم

بررسی شدند و این مرحله در کـاهش خطـاي مثبـت     mfoldتوسط 
  کاذب موثر بود.

هـاي  RNAها با RNAریز 400) این BLASTxبا بلاست کردن ( 
در ، مشخص شد که هـیچ کـدام از آنهـا    گوسفند کد کننده پروتئین

 400نبودنـد. بـا بلاسـت کـردن ایـن      پـروتئین   يکننـده کـد  توالی
 RNAریز 50شد که از این بین، مشخص  miRBaseدر  RNAریز

جدیـد بودنـد. در تحقیقـی کـه      RNAعدد ریز 350حفاظت شده و 
ي گوسـفند را مـورد   گونـه  EST) انجام شده توالی 2توسط بروزاي (

هاي حفظ شده را شناسایی کنـد در  RNAآنالیز قرار داده است تا ریز
هایی که RNAشناخته شده است از جمله ریز RNAریز 172نتیجه 

                                                        
3  - Sensitivity 
4  - Selectivity 

بـوده اسـت کـه در     miR-2284و  miR-219اسـت  ایی کردهشناس
  ي حاضر نیز وجود دارند. مطالعه

  in silicoتأیید بیان به روش 
 SRAهاي هاي پیشنهادي در دادهRNAنتیجه بلاست کردن ریز

هاي مختلف هاي بیان  بافتدر داده RNAریز 81نشان داد که تعداد 
 64حفظ شده و  RNAتا ریز 17گوسفند وجود دارند که از این تعداد، 

 8ي جدید و RNAریز 25جدید بودند. در بافت ماهیچه RNA تا ریز
، miR-206 ،miR-133b ،miR-22ي حفظ شده از جمله RNAریز

miR-30  وmiR-376 2اند (جدول بیان شده .(  
ي حفـظ شـده نیـز هـم در     RNAریز 5ي جدید و RNAریز 30

ر مخلـوط بافتهـاي قلـب،    اند. دبافت عضله و هم در کبد بیان شده
 جدید RNAریز 3کلیه، مغز، تخمدان، پوست، چربی سفید و ریه نیز 

 oar-miR-9848و  oar-miR-9773 ،oar-miR-9777هـاي  به نام
 ).2(جدول  بیان شده است

هـاي  بینی شده ممکن است در قسمتها پیشRNAهاي ریزژن
شوند ن میمختلف ژنوم وجود داشته باشد، برخی واقعی هستند و بیا

هایی که بیان شـوند  RNAشوند اما فقط ریزو برخی دیگر بیان نمی
توان در (در واقع رونویسی از آنها اتفاق بیافتد) کاربردي هستند و می

مراحل بعدي عمل آنها را در آزمایشگاه تأیید کرد. در این تحقیق بـا  
در وقـت و هزینـه در مراحـل بعـدي      in silico تأیید بیان به روش

  شود.جویی میفهصر
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  ساز گوسفندي استخراج شده استهاي پیشRNAساز که از ریزهاي پیشRNAویژگی ریز - 1جدول 

Table 1- Pre-miRNAs features that extracted from ovine registered pre-miRNAs  
 دامنه معمول در گوسفند

Common range in ovine   
 دامنه مورد قبول در گوسفند

Acceptable range in ovine  
 سازهاي پیشRNAویژگی ریز

Pre-miRNAs features 
-40  -30   

 
65-90   

 
23 – 37   

 
20   
 

40 - 60  

Less than -20   
 

65 – 130   
  

23 – 37  
 

5 – 30   
 

30 – 70 

 انرژي آزاد
Free energy (kcal/mol) 

 سازهاي پیشRNAطول ریز
Length of Pre-miRNAs (Nt)  

 ر هر ساقهتعداد بازها د
Nucleotides in stem (Nt) 
 تعداد بازهاي حلقه
Nucleotide in terminal loop Nt  

 A+Uدرصد باز
A+U% 

  
  گوسفند مختلف هايبیان شده در بافت حفاظت شده و جدیدهاي RNAریز - 2جدول 

Table 2- Conserved and new miRNAs that were expressed in different ovine tissues 
  پیش ساز و بالغ (رنگ زرد) RNAختار ساقه و حلقه توالی ریزسا

Stem and loop structure of miRNA precursor and mature (yellow highlight) 
  

 بافت
Tissue 

 محل توالی روي
20کروموزوم   

Coordinates 
on 

chromosome 
# 20 

 RNAنام ریز
 

MiRNA 
name 

  

 کبد
Liver  

9509127 - 
9509225 

Oar-miR-
9770-3` 

 

 عضله
Muscle  

9509127 - 
9509225 

Oar-miR-
9770-5` 

  

کبد و 
  عضله
Liver & 
muscle  

9818647 - 
9818746 

Oar-miR-
9771 

  

کبد و 
 عضله
Liver & 
muscle  

7045245 - 
7045318 

Oar-miR-
9772 

  

مخلوط 
 بافتها
Mixture 
of 
tissues  

11900200  -
11900294 

Oar-miR-
9773 

  

و کبد 
 عضله
Liver & 
muscle  

13917714  - 
13917807 

Oar-miR-
9774 
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 کبد 
Liver  

15861384  - 
15861469 

Oar-miR-
9775 

  

 کبد
Liver  

16008079  - 
16008174 

Oar-miR-
9776 

  

مخلوط 
 بافتها
Mixture 
of 
tissues  

16323186  - 
16323283 

Oar-miR-
9777 

  

کبد و 
 عضله
Liver & 
muscle  

20685692  - 
20685790 

Oar-miR-
9778 

  

کبد و 
 عضله
Liver & 
muscle  

21667168  - 
21667265 

Oar-miR-
9779 

  

کبد و 
 عضله
Liver & 
muscle  

21842727  - 
21842826 

Oar-miR-
9780 

  

کبد و 
 عضله
Liver & 
muscle  

21864646  - 
2186444 

Oar-miR-
9781 

  

کبد و 
 عضله
Liver & 
muscle  

21969583  - 
21969679 

Oar-miR-
9782 

  

کبد و 
 عضله
Liver & 
muscle  

25236425  - 
25236523 

Oar-miR-
9783 

  

کبد و 
 عضله
Liver & 
muscle  

27475619  - 
27475717 

Oar-miR-
9784 

  

کبد و 
 عضله
Liver & 
muscle  

27990555  - 
27990650 

Oar-miR-
9785 

  

کبد و 
 عضله
Liver & 
muscle  

32686490  - 
32686587 

Oar-miR-
9786 
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کبد و 
 عضله
Liver & 
muscle  

34023201  - 
34023298 

Oar-miR-
9787 

  

 کبد
Liver  

34093724  - 
34093821 

Oar-miR-
9788 

  

 کبد
Liver  

34023215  - 
34023310 

Oar-miR-
9789 

  

کبد و 
 عضله
Liver & 
muscle  

35796891  - 
35796989 

Oar-miR-
9790 

  

کبد و 
 عضله
Liver & 
muscle  

26374891  - 
37489216 

Oar-miR-
9791-5` 

  

کبد و 
 عضله
Liver & 
muscle  

37489131 – 
37489229 

Oar-miR-
9791-3` 

  

 کبد 
Liver  

37763072  - 
37763159 

Oar-miR-
9793 

  

کبد و 
 عضله
Liver & 
muscle  

38728118  - 
38728206 

Oar-miR-
9794 

  

کبد و 
 عضله
Liver & 
muscle  

39185387  - 
39185486 

Oar-miR-
9795 

  

کبد و 
 عضله
Liver & 
muscle  

39885871  - 
39885960 

Oar-miR-
9796 

  

کبد و 
 عضله
Liver & 
muscle  

41904667  - 
41904762 

Oar-miR-
9797-5` 
Oar-miR-
9797-3` 

  

کبد و 
 عضله
Liver & 
muscle  

43345363  - 
43345461 

Oar-miR-
9798 

  

کبد و 
 عضله
Liver & 
muscle  

43774998  - 
37750964  

Oar-miR-
9799 
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کبد و 
 عضله
Liver & 
muscle  

44031013  - 
44031098 

Oar-miR-
9800 

  

کبد و 
 عضله
Liver & 
muscle  

44126756  -
44126854 

Oar-miR-
9801-5` 
Oar-miR-
9801-3` 

  

کبد و 
 عضله
Liver & 
muscle  

44175012  - 
44175099 

Oar-miR-
9802 

  

کبد و 
 عضله
Liver & 
muscle  

04338245  - 
45043477 

Oar-miR-
9803 

  

مخلوط 
 بافتها
Mixture 
of 
tissues  

48953340  - 
48953422 

Oar-miR-
9804 

  

کبد و 
 عضله
Liver & 
muscle  

49147344  - 
49147431 

Oar-miR-
9805 

  

کبد و 
 عضله
Liver & 
muscle  

50786724  - 
50786813 

Oar-miR-
9806 

  

 عضله
Muscle  

12588181  - 
21258827  

Oar-miR-
9807 

  

 عضله
Muscle  

14892285  - 
14892378 

Oar-miR-
9808 

  

 عضله
Muscle  

15041389  - 
15041488 

Oar-miR-
9809 

  

 عضله
Muscle  

20685709  - 
20685803 

Oar-miR-
9810 

  

 عضله
Muscle  

21758509  - 
21758607 

Oar-miR-
9811 

  

 عضله
Muscle  

19960313  - 
19960391 

Oar-miR-
9812 

  

 
 عضله
Muscle  

25368370  - 
25368470 

Oar-miR-
9813 
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 عضله
Muscle  

26504857  - 
26504928 

Oar-miR-
9814 

  

 عضله
Muscle  

30082454  - 
30082547 

Oar-miR-
9815 

  

 عضله
Muscle  

30150213  - 
30150310 

Oar-miR-
9816 

  

 عضله
Muscle  

31925530  - 
31925628 

Oar-miR-
9817 

  

 عضله
Muscle  

61878713  - 
36187961 

Oar-miR-
9818 

  

 عضله
Muscle  

37402671  - 
37402759 

Oar-miR-
9819 

  
 عضله
Muscle  

38065866  - 
38065948 

Oar-miR-
9820 

  

 عضله
Muscle  

38278715  - 
38278808 

Oar-miR-
9821 

  

 عضله
Muscle  

38636283  - 
38636365 

Oar-miR-
9822 

  

 عضله
Muscle  

41299640  - 
22412997  

Oar-miR-
9823 

  

 عضله
Muscle  

44700157  - 
44700236 

Oar-miR-
9824 

  

 عضله
Muscle  

45966720  - 
45966802 

Oar-miR-
9825 

  

 عضله
Muscle  

46120391  - 
46120487 

Oar-miR-
9826 

  

 عضله
Muscle  

47328892  - 
47328977 

Oar-miR-
9827 

  

کبد و 
 ماهیچه
Liver & 
muscle  

825860 – 
825960 
 
 

Oar- 
miR-83  
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 ماهیچه
Muscle  

4115570 - 
4115669 

Oar -
miR-
1187 

  

 ماهیچه
Muscle  

21603562  -
21603641 

Oar -
miR-466i 

  

 ماهیچه
Muscle  

7025384 -
7025460 

Oar- 
miR-
2285r 

 

 کبد
Liver  

7496773 - 
7496857 

Oar -
miR-219 

 

 ماهیچه
Muscle  

14155314  -
14155402 

Oar -
miR-
2285e 

 

کبد و 
 ماهیچه 
Liver & 
muscle  

14155314  -
14155402 

Oar--
miR-
2284d 

 

کبد و 
 ماهیچه 
Liver & 
muscle  

25813248  - 
25813309 

Oar-miR-
8485 

 

 کبد
Liver  

23610140  - 
23610208 

Oar- 
miR-
1322 

 

کبد و 
 ماهیچه
Liver & 
muscle  

24357915  - 
24357991 

Oar-miR-
133b   

 

 ماهیچه
Muscle  

25243347  - 
25243466 

Oar-miR-
6562-3p   

 

 ماهیچه
Muscle  

29020016  - 
29020105 

Oar-miR-
193   

 

 ماهیچه
Muscle  

30150231  - 
30150311 

Oar-miR-
4724-3p   

 

 کبد 
Liver  

46685105  - 
46685215 

Oar-miR-
1692   

 

 کبد
Liver  

34343339  - 
34343462 

Oar-miR-
596   

 

کبد و 
 اهیچهم

Liver & 
muscle  

40371196  - 
40371300 

Oar-miR-
2218a-3p   
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 ماهیچه
Muscle  

42934640  - 
42934724 

Oar-miR-
2954-5p   

 

   پیش بینی دقت يمحاسبه
هـاي  پس از اعمال روش مورد استفاده در این تحقیـق روي داده 

 RNAریـز  36بینی شد که از این بینپیش RNAریز 40شاهد مثبت 
 18) و FP( اشـتباه بـود   RNAریز 4)، TP( شناسایی شده بوددرست 

). با قرار دادن در دو فرمـول  FN( را نتوانسته شناسایی کند RNAریز

 %90و  %67دو فاکتور به ترتیب برابـر   این حساسیت و دقت انتخاب،
  د بود.نخواه

انجام شده است چنـد   )18(اي که توسط تمپل و تاهی در مطالعه
ي تحقیق براي ارزیابی دقت جهند نتیاهورد آزمون قرار دادافزار را منرم

ــیش ــرم پ ــی ن ــاي بین )، CID-miRNA )19 ،(miRPara )18افزاره
VMir )6 و (miRNAFold )18گزارش دادند: 3 ) به شرح جدول   

  

  RNAي ریزافزارهاي مختلف پیش بینی کنندهحساسیت و دقت انتخاب در نرم - 3جدول 
Table 3- Sensitivity and selectivity in different miRNA prediction software's 

  حساسیت
Sensitivity (%)  

  دقت انتخاب
Selectivity (%)  

افزارنرم  
Software 

97  11.72  CID-miRNA 
97  9.7  MiRPara 
28  1.32  VMir 
98  18.77  MiRNAFold 

  
به  نیز حساسیت و دقت انتخاب را )10(در مطالعه لی و همکاران 

  اند.درصد گزارش داده 50درصد و  85ترتیب 
ي حاضــر و بــا مقایســه روش بــه کــار گرفتــه شــده در مطالعــه

توان نتیجـه گرفـت کـه حساسـیت ایـن روش      برده میهاي نامروش
تر است ایـن بـدین معنـی    هاي دیگر تا حدودي پاییننسبت به روش

وجود  هاییRNAگوسفند احتمالا ریز 20است که در طول کروموزوم 
اسـت. امـا ایـن روش داراي    دارد که این روش آنها را شناسایی نکرده

مثبـت  نتـایج  ی است که به معنی کم بودن یبالا بسیار دقت انتخاب
 .است هاکاذب در این روش نسبت به سایر روش

ها بـه روش آزمایشـگاهی   RNAاز آنجا که شناسایی و تأیید ریز
که بـراي بهبـود شناسـایی     توصیه می شودبر است، گیر و هزینهوقت

miRNAشود پس از آن جهت تأیید از روش بینی انجام پیش ابتدا ،ها
،  FPبنابراین در صورت بالا بودن  )16(شود آزمایشگاهی استفاده می

شود و مدت زمـان و  ي تأیید آزمایشگاهی به سختی انجام میمرحله
 FP و این روش دقت انتخـاب بـالا   .ي زیادي باید صرف شودهزینه

 هاmiRNAشود شرایط بهتري براي شناسایی پایین دارد که سبب می
  .شود فراهم

 

  گیري کلینتیجه
در این تحقیق روشی طراحی شده است که به طور موثر خطاهاي 

دهد و این کـاهش  هاي بیوانفورماتیکی را کاهش میموجود در روش
یق به جاي یک در این تحقافزار چندین نرماستفاده از در خطا به علت 

تمــام  بررســی مجــددافزارهــا، و در کنــار آنالیزهــاي نــرمافــزار نــرم
ــز ــیش RNAری ــاي پ ــیات   ه ــود خصوص ــاظ وج ــده از لح ــی ش بین

و از طرفی تأیید نتایج بدست آمده بـه روش  ساز هاي پیشRNAریز
in silico هاي و با استفاده از دادهSRA باعث شد تا ریزRNA  هـاي

تر باشند. با اعمال این روش در کروموزوم انبینی شده قابل اطمینپیش
 81که  بینی شدپیش RNAریز 400 ، در مجموعي گوسفندگونه 20

. ارزیابی این روش نشان داد این روش ممکن اسـت  عدد جدید بودند
هایی که RNAهاي موجود را شناسایی نکند اما ریزRNAبرخی از ریز

  د بود.نهخوا بسیار بالاییکند داراي دقت بینی میپیش
  سپاسگزاري

این پژوهش با حمایت مالی دانشگاه فردوسی مشـهد بـا شـماره    
ضمنا از توصیه هاي جناب آقاي دکتر  انجام گرفت. 39584/3گرنت 

  بلال صادقی جهت انجام برخی از مراحل قدردانی می شود.
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Introduction MicroRNAs (miRNAs) are small noncoding RNA molecules that are found in plants, animals and some 
viruses and play important role in regulation of transcription (3). Recently, importance of miRNA roles in biology of 
living organisms has been discovered, thus miRNAs identification became more important (1). Experimental detection 
of miRNAs can be obtained using different miRNA profiling methods, such as quantitative real-time PCR, microarray, 
and high-throughput RNA sequencing technologies. Since the identification and verification of miRNA by laboratory 
methods is time-consuming and costly (4), for improving miRNA identification and lowering costs, it is more 
reasonable that miRNA loci predicted by reliable bioinformatic approaches then experimental methods used for 
confirmation. This may decrease false positive results. Recently, several hundreds of miRNAs reported in variety of 
species including human and mouse, as well as domestic animals such as cattle, pig, chicken and goat, however there 
are relatively less information about sheep miRNAs. In this study, we developed a method for prediction and in silico 
validation of miRNAs located on ovine chromosome twenty. 

Materials and Methods In this study, an ab initio approach was used. The sequence of ovine chromosome 20 was used 
as input for EMBOSS and Sequence-Structure Motif Base: Pre-miRNA Prediction Webservers applications, then all 
predicted stem and loop structures were entered into mfold software. Pre-miRNA features for them were calculated and 
sequences that had these features were selected. Since the probability of miRNA presence in the coding region is very 
low, miRNAs that were predicted in the coding regions were removed. To confirm the prediction of miRNAs, selected 
sequences were homology searched within all registered miRNAs in miRBase. In order to evaluate the in silico 
expression of miRNAs, predicted miRNAs were BLASTed against expression data from Sequence Read Archive (SRA) 
of ovine muscle tissue (Accession: PRJNA223213), liver tissue (Accession: GSM1366318) and mixture of tissues 
including heart, kidney, brain, liver, ovary, lung, skin, and adipose (Accession: GSE56643). In order to evaluate the 
accuracy of this method, a positive control region including a cluster of validated miRNAs from ovine chromosome 18 
were analyzed by the same method and sensitivity and selectivity of this method were calculated based on this region 
from chromosome 18. 

Results and Discussion After prediction by softwares and investigation of pre-miRNAs features by mfold, 400 stem 
and loop structures that had pre-miRNA features were chosen. Fifty miRNAs from those miRNAs contained conserved 
mature miRNAs sequence and 350 of them were recognized as novel miRNAs based on registered miRNAs in the 
mirBase. None of the novel miRNAs were located in the coding regions. In silico validation of these novel miRNAs in 
SRA data was indicated that 81 miRNAs are expressed in different ovine tissues including 33 in muscle and 10 in liver. 
Results on the positive control data showed that 40 miRNAs were predicted which majority of them (36 miRNAs) were 
already validated by experiments. This indicates a high reliability for this method. With putting in sensitivity and 
selectivity formulas, both of two factors were calculated and it was observed that the sensitivity and selectivity values 
for our method were 67% and 90%, respectively. Fewer studies accomplished in detection of ovine miRNAs in compare 
to other farm animals. In previous studies to identify miRNAs in ovine species, mostly laboratory-based or comparative 
methods were used. This was the first study that used SRA database to check miRNA expression in RNAseq data in 
order to decrease the discovery of false positive results. Comparing this method with others including CID-miRNA 
(19), miRPara (20), VMir (6) and miRNAFold (18) methods, we may conclude that this method’s sensitivity is less than 
CID-miRNA, miRPara, miRNAFold and srnaloop. Although selectivity for this method is higher than all above 
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methods because the false positive in this method is less than other method. This method showed high selectivity and 
low FP that due to improved prediction method for identify miRNAs.   
Conclusion In the current study, predicted ovine miRNAs were validated by an in silico method using SRA database 
that resulted in a higher reliability than other ab initio approaches. Although this method is not very fast and fully 
automated. With running this method on ovine chromosome 20, 81 novel miRNA were predicted which were expressed 
in different tissues of sheep. This method could be applied on other ovine chromosomes as well as other mammalian 
species, although future validation by experimental approaches is required. 
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