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  چكيده 

رأس  12از . دهند و تعيين توالي آن بـود هايي كه بيان ژن ميوستاتين را تغيير ميگيرنده جهشهدف از انجام اين تحقيق تكثير ناحيه تنظيمي در بر 
اسـتفاده   bp730و  bp561استخراج شده براي تكثيـر دو قطعـه    DNAگاو نجدي شوشتر خونگيري به عمل آمد، پشتيباني گاو نجدي واقع در ايستگاه 

يابي انجـام گرديـد و اجـزاي پروموتـور ژن ميوسـتاتين در گـاو نجـدي        توالي ،درصد 1بر روي ژل آگارز  PCRبعد از اطمينان از صحت محصولات . شد
در  bp730در قطعه  جايگزيني و حذفو دو جهش  bp561در قطعهجايگزيني، حذف و اضافه سه جهش  ،نتايج بدست آمده در اين بررسي. مشخص شد

  . نداشتند تأثيرها و اجزاي پروموتور هابر روي باكساين جهش در نتيجه.ديده شدناحيه پروموتور ژن ميوستاتين 
  

  .،جهش، ماهيچه مضاعفGDF-8،PCRژن ميوستاتين،: هاي كليديواژه
  
     4 3 2 1 مقدمه

ژن ميوستاتين به عنوان تنظيم كننده منفي رشـد عضـله شـناخته    
رخ ،هاي غيرفعال كننـده ژن اي از جهشكه در آن مجموعه شده است

كننده در اين ژن منجر به فنوتيـپ   هاي غيرفعالدر گاو جهش.دهدمي
شـكلي ژن ميوسـتاتين در گوسـفند نيـز     چند.شودماهيچه مضاعف مي

 1997از زمان شناسايي ژن ميوستاتين در سـال  ).1(بررسي شده است 
اين ژن به عنوان يك تنظيم كننده منفي جديد و منحصر به فرد براي 

ين در ميوســتاتين همچنــ. رشــد ماهيچــه در نظــر گرفتــه شــده اســت
كند، علاوه بـر ايـن بـه    هموستازي ماهيچه در بزرگسالان دخالت مي

رسد كه حذف ژن ميوستاتين علاوه بر توده ماهيچـه اسـكلتي   نظر مي
هـاي طبيعـي در ژن   گذارد جهـش روي بافت چربي موش هم تأثيرمي

اي را افـزايش  بلو توده ماهيچـه ميوستاتين در نژادهاي گاو مثل بلگين
. در انسـان نيـز ايـن موضـوع نشـان داده شـده اسـت        دهد، اخيـرا مي
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بهتر شـناخته   invitroميوستاتين مسيري است كه اكنون در مطالعات 
شده و آن شامل جلوگيري از پيشرفت ميوبلاست در چرخـه سـلولي و   

  ).5(باشد  جلوگيري از تمايز ناحيه انتهايي ميوبلاست مي
تين در گزارش شده كـه اولـين تشـخيص دربـاره جهـش ميوسـتا      

اهميت ميوستاتين براي رشـد و نگهـداري   . انسان صورت گرفته است
اي در ارتبـاط اسـت، بـه ويـژه در انسـانها      ماهيچه با آتروفي ماهيچـه 

سطوح بيان ميوستاتين با اهميت آتروفي ماهيچه در بيماران مبتلا بـه  
HIV شـونده بـا   هـاي بانـد  در نهايت شناسايي پروتئين. همبسته است

كننـد يـا از فعاليـت    كه براي اتصال با گيرنـده رقابـت مـي    ميوستاتين
ــي  ــوگيري م ــتاتين جل ــه  ميوس ــد از جمل ، Follistatin ،Gasp-1كنن

FLRG ياpropeptidemyostatin      افـزايش رشـد قـوي ماهيچـه را
  ).5(كند هاي كاربردي كشاورزي فراهم ميبراي انسان و برنامه

تيـپ ماهيچـه   هاي طبيعـي در ژن ميوسـتاتين مسـئول فنو   جهش
ژن ميوسـتاتينو آنـاليز   ). 6(مضاعف در چندين نژاد گاو اروپـائي اسـت   

هــا در اســب و نژادهــاي مختلــف آن توســط اســتفانياو      جهــش
بررسـي و شناسـايي شـد، در ايـن تحقيقتـوالي منـاطق       )10(همكاران

نـژاد   12رمزدار، اينتروني و مناطق تنظيمـي ژن ميوسـتاتين بـر روي    
ده شـده  جهـش نشـان دا   7نژاد از اين اسبها  10در .تانجام گرف اسب
در . 2و يكـي در اينتـرون    1تـا در اينتـرون    4تا در پروموتور،  2.است

هـاي پروموتـور و آنـاليز واريـانس     نتيجه فرآواني آللـي بـراي جهـش   
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گرفتـه   )3(مقالـه كريسـا و همكـاران    مورد استفاده از آغازگرهاي 

ــرم     ــط نـ ــو توسـ ــوالي الگـ ــا تـ ــده و بـ ــور شـ ــزار وكتـ    NTIافـ
 )biologyusb.blogfa.com ( اينكه مقايسهشدند و بعد از اطمينان از

ايـن پرايمرهـا مـورد     همخـواني دارنـد،   هر چهار پرايمر با توالي الگـو 
 561توالي پرايمرهاي مورد استفاده براي قطعات . استفاده قرار گرفتند

  :جفت بازي به ترتيب عبارتند از 730و 
GDF8-F      5'-CTGAGGGAAAAGCATATCAAC-3' 
 GDF8-R    5'CCAGCAACAATCAGCATAAATAG-3'  
 GDF8-F    5'-GCTCCCAGACCTTACCCCAAATC-3' 
 GDF8-R    5'-GTTGA TATGCTTTTCCCTCAG-3' 
پس از حصـول اطمينـان از صـحت تـوالي تكثيـر شـده، بخـش        

يـابي  نمونـه  بـراي تـوالي    24. يابي گرديدپروموتور ژن ميوستاتينتوالي
اجـزاي  . به شركت بايونير كره جنوبي فرستاده شـد سازي بدون خالص

 NTIو وكتـور   NCBIافـزار  پروموتور ژن ميوستاتين هم توسـط نـرم  
  .خص شدندمش

  
  نتايج و بحث

جفـت بـازي در    730و  561بـراي دو قطعـه   PCR نتايج واكنش 
تصاوير زير نشان داده شده است، اين دو قطعـه بـه صـورت جداگانـه     

  .باشدتكثير شدند و نتايج  پي سي آر آنها جداگانه مي
يـابي در ايـن مطالعـه بـراي قطعـه اول يـك جهـش        نتايج توالي

Deletion  در اينجا اولـين مكـاني    1منظور از موقعيت ( 1در موقعيت
هـاي بعـد هـم    است كه جهش در آنجا ديـده شـده اسـت و موقعيـت    

هستند كه در آنهـا جهـش مشـاهده شـده      1مكانهايي بعد از موقعيت 
و يك  49و  19و  18و  17در موقعيت  Insertionيك جهش ، )است

ــراي و  26و  16و  15و  12و 4در موقعيــت  Substitutionجهــش  ب
ــك جهــش   ــه دوم ي ــت  Deletionقطع ــك جهــش 169در موقي ، ي

Substitution  و  133و  361و  102و 97و  62و  93و 59در موقعيت
دهد كه هايي را نشان مي، ستون اول نمونه1در جدول. نشان داد 214

ها از يك سمت يعني جويي در هزينهيابي و به خاطر صرفهبراي توالي
ستون دوم مربوط به توالي الگـو  . اده شدندفرست) F)Forwardاز سمت

باشـد و سـتون ســوم   مـي ) هـا تـوالي مـورد توافـق در تمـامي نمونــه    (
دهد و نشانه نوكلئوتيدهاي تغيير يافته نسبت به توالي الگو را نشان مي

دهـد كـه   هارا نشان مـي باشد و ستون بعد نوع جهشوجود جهش مي
و ) Substitution(ي نشان دهنده جهش جايگزين Sعلامت اختصاري 

D  جهش حذف)Deletion ( وI  جهش اضافه)Insertion (باشـد مي .
Box ها اشاره شده اسـت و  ها است كه در اين مقاله به آنهمان جعبه
  .ها مشاهده نشدكدام از اين باكسهاي مشاهده شده در هيچجهش
  
 

  آناليز توالي پروموتور ژن ميوستاتين در گاوهاي نجدي  -1جدول 
BoxMutation KindChange Template Animal  

- D 
S 

- G F -12  
- C T F -12  

- S T A F -12  

F -12  - S T A 

- S A G F -12  

- I G - F -12  

F -12  -I G - 
- I A - F -12  

- I T - F -12  

- S G A F -15  

F -15  -S G A 

-S G A F -22  

F -22  -S G A 

-D - T F -22  

-S G C F -22  

-S C T F -22  

F -22  

F -22  

-S C T 

-S C T 

-S A G F -22  

-S G A F -23  

F -23  -S G A 

-S C T F -23  

F -23  

F -23  

-S C T 

-S C T 

-S G C F -23  

-S A G F -23  

-D - T F -23  

-S C T F -19  
-S T A F -21  
-S C T F -24  
  

ــتاتين  ــور ژن ميوس ــزاي پروموت ــوالي و اج ــه ت ــامل جعب ــاي ش ه
TATA,CAAT,E-boxes(E3,E5,E7)  ــين و  Enhancerو همچن

، بـا قـرار دادن تـوالي اصـلي در     مشخص شدند) ATG(كدون شروع 
موقعيت اين اجزا و پرايمرهـا مشـخص    NTIو وكتور NCBIافزار نرم

هاي گزارش شده در ايـن مطالعـه در هيچكـدام از ايـن     جهش. شدند
  .ثيري بر روي آنها نداشتندأابراين تها مشاهده نشدند و بنباكس

ــاو   ــن بررســي فاكتورهــاي رونويســي در ژن ميوســتاتين گ در اي
ــامل     ــا شــ ــن فاكتورهــ ــدند، ايــ ــخص شــ -TFIID,NF(مشــ

Y,GR,SP1,GATA-1,MyoD,WAP-US6,LBP-1,NF-1,Pit-
1,CACCC-BF,CAP,MEF-2 (توالي اصلي اين فاكتورها با . بودند

  . شدندقايسه م تحقيقتوالي مورد بررسي در اين 
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E3Forward primerEnhancerE7  ReverseE5 

 
GCTCCCAGACCTTACCCCAAATCCCTGCCAGGTGTCTGCCTCCGGTCAAATGAGAAACTGGCAAAGGAAG 

TACTAGGAGGTCGCACAGTACTAGGAAGTAGAAAAATGGACTAGCACACTACTGAGAAGCAGAAAAATGG 
GCACCCTTCATGATGGTGTTCCTTTCCTTTTCTGTGTTCACAATGCTCCGATATAATTTACAGAGGGTAG 
ATAACTACATTTTTTTCTTTTACCACTGGAAAGCTGAGGAAAACTTTGTTACCCATCATAAAATTCACTA 
TCTTCTAAGTCATTCTATGTTATTCTAAGATCAAATAGCTGACAATATCCTCTTTGTAATAAACAATGAA 

AAAACACATCCTCTSAGCAATATTAATCTGCAACTTTAGGATAGGAAGTAACTTAATAGTAGTCAATTGA 
AACTGAAATACAATTTTCATATGAATAAAAGATATTATTTAAAAGTAATTCCATGAGCAATTTAATATTA 
AAGTAGGATTTTCATTATGTGTTAAGAATTTATTCAGGGAAACAAGTTTCTCAAATTATAGCAGAAAATC 

TTTTACTAGTATCACAGTCTTTTCATTTAAGTCTTCCTGAATAAATCTGTATTTTCTAATTATACAAGAC 
TAAAAATAATTTAATATAACAAATAAAATTATTTTTACTTCAAATGCTTACTTAAATAGTATAAAATCAT 
TTTATTTTCTGAGGGAAAAGCATATCAACTTTTTAAGTATGAAGTGTAAATTAAGATTTATTCACTTAAA 
TTATAATTTTTAAAGTTTCACATATAAAGATGAATAAGATCTAAGTGTATATGTTATTGTTAATAAAGTT 
TTTAATTTTTCGAATGTCACATACAGCCTTTATTATTCATAGATTTATTCCTTTTAAGAAGTAGTCAAAT 

GAATCAGCTCACCCTTGACTGTAACAAAATACTGTTTGGTGACTTGTGACAGACAGGGTTTTAACCTCTG 
ACAGCGAGATTCATTGTGGAGCAAGAGCCAATCACAGATCCCGACGACACTTGTCTCATCAAAGTTGGAA 
TATAAAAAGCCACTTGGAATACAGTATAAAAGATTCACTGGTGTGGCAAGTTGTCTCTCAGACTGGGCAG 

GCATTAACGTTTGGCTTGGCGTTACTCAAAAGCAAAAGAAAAGTAAAAGGAAGAAGTAAGAACAAGGGAA 
AAGATTGTATTGATTTTAAAACCATGCAAAAACTGCAAATCTCTGTTTATATTTACCTATTTATGCTGAT 

TGTTGCTGG 
 

Position 709-729          =          Forward primer 1 
Position 1247-1269                Reverse primer 1 
Positin 1-23                             Forward primer 2 
Positin 709-729                      Reverse primer 2 

Position 237-242                    Enhancer 
Position 1008-1011               CAAT signal 
Position  1051-1057              TATA signal 
Position 1075-1081               TATA signal 

Position 1214-1216               MSTN gene  start codon 
Position  912-929                  E3-box    AATCAGCTCACCCTTGAC 

Position 443-457                   E7-box   GAATAAAAGATATTA 
Positon 824-841                    E5-box   TTATTGTTAATAAAGTTT 

  توالي و اجزاي پروموتور ژن ميوستاتين  - 3شكل  
  

جـود  و طبق اين مقايسه همه اين فاكتورها در توالي مورد بررسـي 
تنهـا تفـاوت مربـوط بـه      .شان تفاوتي نداشتندداشتند و با توالي اصلي

Enhancer تـوالي  هاي متفاوت با بود كه در يك نوكلئوتيد درموقعيت
 )2003( كه اين بـا نتـايج كريسـا و همكـاران    .آن تفاوت داشت اصلي

بلو ارزيابي ژن ميوستاتين در گاو پيدمانتس و بلگين ).3(مغايرت داشت
يابي ژن ميوستاتين در گاو توالي. دهدهاي آشكاري را نشان ميجهش

باشد كه باعث جـايگزيني  مي missenseامل يك جهش پيدمانتس ش
يـابي ژن ميوسـتاتين در   شود، در حالي كه تواليسيستئين با تيروزينمي

 نوكلئوتيـد اسـت كـه باعـث جهـش       11بلو شامل حـذف  گاو بلگين

frame-shiftكريسا و همكاران در تحقيقي كـه در سـال   ). 7(شود مي
اد گـاو اروپـايي بـا هـدف     نژ 9حيوان از  353بر روي سكونس  2003

و جهش  371در موقعيت T/Aها انجام دادند، جهش جستجوي جهش
G/C  نسبت به ( 805در موقعيتATG (همچنـين  . را مشاهده كردند

نـژاد گـاو    9حيـوان از   353را بر روي بـيش از   PCR-RFLPآزمايش
نشان دادند كه منطقـه پروموتـور ژن    و اروپايي مورد مطالعه قرار دادند

ل چندين مكان باند شده براي فاكتورهاي رونويسي اسـت كـه در   شام
تواند يك نقش مهـم  اين مي. شودهاي ميوژنيك نيز پيدا ميديگر ژن

در تعــدادي از . در تنظــيم ماهيچــه و توســعه عضــلاني داشــته باشــد
نژادهاي گاو فنوتيپ ماهيچه مضاعف بـاعملكرد جهـش همـراه نمـي     

داون حيوانات بـراي جهـش گـزارش    براي مثال در نژاد سات).4(شود 
). 12(آيد اند و فنوتيپ ماهيچه مضاعف به وجود نميشده هموزايگوس

هاي طبيعي در ژن ميوستاتين نشان دادند كهجهش) 5(جوليا و جرارد 
اي را افـزايش  در نژادهاي گاو مثل بلگين بلو به وضوح توده ماهيچـه 

  .دهدمي
ستاتين انجام شـده اكثـرا   در تحقيقات مختلفي كه بر روي ژن ميو

به بررسي نواحي اگزون و اينترون ژن ميوستاتين پرداخته شده است و 
هاي احتمالي را در ايـن ناحيـه   پژوهشي كه پروموتور اين ژن و جهش

اي از ثبـت نشـده اسـت و هـيچ داده    در ايـران  مورد بررسي قرار دهد، 
رس مطالعات بيشـتر بـر روي ايـن بخـش از ژن ميوسـتاتين در دسـت      

توان مقايسه قابل توجهي را در اين خصوص بيان بنابراين نمي. نيست
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  .كرد
توالي و اجزاي پروموتور ژن ميوسـتاتين در گـاو مشـخص شـد و     

-جهش. هاي گزارش شده بر روي اين قسمت بررسي شدثير جهشأت
هاي گزارش شده در اجزاي پروموتور ژن ميوسـتاتين در گـاو تـاثيري    

  .نداشت
تواند گواه موارد فوق بررسي يك منطقه به تنهايي نميبا توجه به 

بر عملكرد مطلوب و يا نامطلوب يك صفت در يك نژاد باشد و بالطبع 
-هاي ژني ديگر نيز مورد نياز است، زيرا تفاوتبررسي وضعيت جايگاه

هاي يوكاريوتي عالي ديـده مـي   هاي فنوتيپي كه در انواع مختلفسلول
هـاي سـلولي   كننده پروتئينهاي كدبيان ژن شود، به دليل اختلاف در

براي اطمينانكامل بايد مطالعات تكميلي انجام شود و ارتباط اين . است
بـا توجـه بـه    . هاي ديگر ژني بررسي شـود فنوتيپ در تعامل با جايگاه

هاي مشاهده شـده در پروموتـور ژن ميوسـتاتين و عـدم وقـوع      جهش
هاي بخش تنظيمي جهش ماهيچه مضاعف بايد توجه داشت، كه فقط

هـاي  هـاي متفـاوتي در بخـش   بررسي شده است، در حالي كه جهش
  .تواند باعث ماهيچه مضاعف شودديگر ژن مي
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