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و شكر سپاس بيكران يزدان پاك را، همو كه قدرت انديشيدن را به انسان عطا نمود

.هزاران هزار باره كه موهبت علم آموزي را به بنده خود ارزاني داشت

و قدرداني خود را در حق و احترام، مراتب سپاس وظيفه خود مي دانم كه به حكم ادب

ا . ند به جا آورمهمه عزيزاني كه مرا در به سرانجام رساندن اين تحقيق همراهي نموده

و تواضع در اوج از استاد راهنماي ارجمندم جناب آقاي دكتر علي حق نظري كه تفكر علمي

و از راهنمايي و قدرت را از ايشان آموختم هاي ايشان در طول دوران تحصيل بهره بزرگي

از استاد راهنماي ديگرم جناب آقاي دكتر مهدي صادقي،. ام سپاسگزارمبي پايان برده

و راهنمايي هاي ارزشمندي كه در انجام تحقيق اس و متانت و اخلاق، به پاس صبر تاد علم

بيو رفع مشكلات اين پايان نامه داشته از خانم دكتر مريم زارع. نهايت سپاسگزارماند

شان را بي منت ميرك آباد، دكتراي بيوانفورماتيك دانشگاه تهران، كه تجربيات ارزنده

و قدرداني را دارمرهگشاي كارهايم  و. قرار دادند نهايت سپاس از دوست بسيار عزيز
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از دوستان بسيار عزيزم آقايان زينالي، قادريان، نوروزيان، حسيني، رشيد. سپاسگزارم
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آلترناتيو اسپلايسينگهاي محاسباتي براي پيش بيني روش  

 چكيده

يكبالغ mRNAفرآيندي است كه به موجب آن چندين ايزوفورم آلترناتيو اسپلايسينگ  از

mRNA مي شودنابالغ مي شود آلترناتيو اسپلايسينگ. ايجاد به صورت هاي مختلف ديده

مي باشد مطالعات نشان داده اند كه توالي هاي اطراف. كه رايج ترين فرم آن كاست اگزون

مي كنند فرآيندجايگاه هاي پيرايش بيشترين اطلاعات را در مورد  به. جهش اگزون فراهم

ك و انسان براي پيشگوئي اگزون هاي اين دليل يك سري از اگزون هاي و دائمي موش است

در اين پژوهش براي مقايسه توالي هاي اطراف جايگاه هاي. كاست مورد آناليز قرار گرفتند

مت استفاده Mutual informationروش پيرايش از و مشاهده شد كه جايگاه هاي علق به شد

و دائمي با هم الگوي وابستگي  مي دهنداگزون هاي كاست در نهايت از اين. متفاوتي نشان

از. وابستگي براي پيشگوئي كاست اگزون استفاده شد و اختصاصيت حاصل مقدار حساسيت

از اين روش مي توان براي پيشگوئي اگزون. درصد بود63و58اين پيشگوئي به ترتيب برابر 

.هاي كاست در ژن هاي مختلف استفاده كرد

حساسيت،، اگزون كاست، اگزون دائمي، پيشگوئي،يو اسپلايسينگآلترنات:واژگان كليدي

 اختصاصيت
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 مقدمه. 1.1

سهتوالي كد كننده يك ژن، توالي ها هايي از كدون هاي در نوكلئوتيدي است كه اين توالي

مي كنند د كدون كد كننده يك آمينو اسي. نهايت توالي خطي آمينو اسيدي را تعيين

آ اين نحوه آرايش. مينه بعدي در توالي كد كننده قرار داردبلافاصله در مجاورت كدون اسيد

مي باشد و فاژها صادق ما در مورد ژن هاي يوكاريوتي هميشه اينا. كدون ها در باكتري ها

در مورد ژن هاي يوكاريوتي، توالي كد كننده به طور متناوب با رشته. حالت صادق نمي باشد

مي شوند لذا بسياري از ژن هاي يوكاريوتي حالت موزائيكي دارند  هاي غير كننده از هم جدا

غيرط بلوك هايي از توالي هايكه شامل بلوك هايي از توالي هاي كد كننده هستند كه توس

ازو توالي هائي1توالي هاي كد كننده را اگزون كد كننده از هم جدا شده اند، كه اگزون ها را

مي كنند را اينترون نا mRNAبعد از رونويسي از ژن هاي يوكاريوتي،.مي نامند2هم جدا

و اينترون مي باشد توسط كمپلكس پروتئيني به نام3بالغ حاصل از رونويسي كه حاوي اگزون

مي شود از. اسپلايسوزوم پيرايش و mRNAدر فرآيند پيرايش، اينترون ها نابالغ حذف شده

و  مي آيد mRNAاگزون هاي مجاور به هم ديگر متصل شده شناسايي جايگاه. بالغ بوجود

مي شود كه5يسوزومتوسط اسپلا4هاي پيرايشي ، بوسيله توالي هاي حفاظت شده اي هدايت

.در انتهاي اينترون ها قرار دارند

� Exon 
� Intron 
� Pre-mRNA 
� Splice site 
� Spliceosome 
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مي توانند به حالت هاي مختلفدر نتيجه پيرانابالغ mRNAاگزون هاي به همديگر يش

مي شود1كه به اين پديده پيرايش متناوب متصل شوند مطالعات به كمك داده هاي. گفته

EST وcDNA از و برنج35نشان داده اند كه بيش و ونگ(درصد از ژن هاي آرابيدوپسيس

چن2،2006برندل از) 2005و همكاران،4؛ خيو2007و همكاران،3؛ از75و بيش درصد

پيرايش. پيرايش متناوب نشان مي دهند) 2003و همكاران،5جانسون(ژن هاي انسان 

و در نهايت ايزوفورم هاي mRNAايزوفورم هاي متناوب منجر به توليد تعداد زيادي از بالغ

به. مختلف پروتئيني از يك ژن مي شود اين پديده يكي از مهمترين عواملي است كه منجر

مي شود كه. تنوع پروتئيني در ارگانيسم ها مي شود اهميت پيرايش متناوب از آنجا روشن

از15حداقل  و شايد بيش در درصد از بيماري هاي50درصد ژنتيكي به دليل جهشي كه

و يا توالي هاي تنظيمي پيرايشي صورت مي6توالي هاي حفاظت شده جايگاه هاي پيرايشي

مي شوند  و كورنبليت2002و همكاران،7كارتگني(گيرد ايجاد و 8،2002؛ كاسرس ؛ فاستينو

و كلارك9،2003و كوپر و همكاران2005، 10؛ ماتلين مطالعات همچنين ). 2005، 11؛ كالنينا

و غير زيستي  اخيراً نشان داده است كه اين پديده در پاسخ به بسياري از فرآيند هاي زيستي

مي كند  و كميت محصولات گياهي نقش مهمي ايفا و افزايش كيفيت و 12ردي(در گياهان

ها).2007همكاران، و عناصر تنظيمي اينترون توالي هاي حفاظت شده جايگاه هاي پيرايشي

 
� Alternative splicing 
� Wang and Brendel 
� Chen 
4 Xiao 
5 Johnson 
6 Splicing regulatory elements 
7 Cartegni 
8 Caceres and Kornblihtt 
9 Faustino and Cooper 
10 Matlin and clark 
11 Kalnina 
12 Reddy 
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براي انجام پيرايش متناوب صحيح نقش1ها در تمايز اگزون هاي متناوب از دائميو اگزون

مي كنند به دليل اهميت بالاي پديده پيرايش متناوب در موجودات زنده، تعيين. مهمي ايفا

و درك بهتر  مي تواند نقش مهمي در شناسايي ژن هاي جديد الگوي پيرايشي ژن ها

و صفاتي شود كه با  . اين پديده درگير هستندمكانيسم ها

 اگزون- مرز اينترون حفاظت شده توالي هاي. 1.2

و اگزون ها نابالغ mRNAدر عمل پيرايش، اينترون ها از همانطور كه گفته شد حذف شده

مي چسبند يك اين عمل توسط كمپلكس پروتئيني به نام اسپلايسوزوم.به هم ديگر كه

هدايت اسپلايسوزوم به منظور اتصال. است صورت مي گيرد2كمپلكس ريبونوكلئوپروتئيني

بر روي تنابالغ mRNA صحيح مي گيردوالي هاي حفاظتوسط ها.ت شده صورت  اين توالي

مي كنن محل وقوع پيرايش را نشان داده شده است 1.1آنچنان كه در شكل. بدهد.دتعيين

و مرز)4دهنده(53′جايگاه پيرايش،دارداينترون قرار5′اينترون كه در انتهاي–مرز اگزون 

مي)6گيرنده(35′اينترون نيز جايگاه پيرايش3′اگزون در انتهاي–مرز اينترون ناميده

ك. شوند مي باشد نقطه انشعابتوالي سومي مي شود7ه براي عمل پيرايش ضروري . ناميده

و نزديك به جايگاه پيرايش ش3′اين توالي در داخل اينترون بعد از اين جايگاه،. ده استواقع

هر يك از اين عناصر در شكل. قرار دارد8توالي پلي پيريميديني  1.1توالي توافقي براي

،3′، در جايگاه پيرايش GU،5′توالي حفاظت شده در جايگاه پيرايش. نشان داده شده است

1 Constitutive 
2 Ribonucleoprotein 
3 3′ Splice site 
4 Donor 
5 5′ Splice site 
6 Acceptor 
7 Branch point site 
8 Polypyrimidine tract 
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AG در در.مي باشدA نقطه انشعاب،و داخل توالي همه اين نوكلئوتيدهاي حفاظت شده

.هاي اينتروني واقع شده اند

Aو همچنين3′و5′توالي هاي توافقي در هر دو جايگاه پيرايشي: اگزون–توالي هاي مرز اينترون. 1.1شكل

.نشان داده شده استنقطه انشعاب حفاظت شده در

 مكانيسم پيرايش. 1.3

 اسپلايسوزوم. 1.3.1

عمل پيرايش بوسيله كمپلكس پروتئيني بزرگي به نام اسپلايسوزوم صورت مي بيان شد كه

و 150اين كمپلكس متشكل از حدود. گيرد و از لحاظ اندازه RNA پنجپروتئين مي باشد

مي باشد در انجام حتي يك واكنش ساده پيرايش، اسپلايسوزم چندين. بسيار شبيه ريبوزوم

توجه است كه بسياري از اعمال اسپلايسوزوم توسط قابل. هيدروليز مي كند ATPملكول 

آن انجام مي گيرد تا پروتئين ها كه اين نيز خود يك شباهت ديگر RNAاجزاي 

مي باشد 1ايكوچك هسته RNAاين كمپلكس از پنج. اسپلايسوزوم با ريبوزوم

(U1, U2, U4, U5, U6)اين. تشكيل شده استRNA ها توالي هاي خاصي دارند كه مشابه

و بدين ترتيب در كاتاليز واكنش پيرايش دخالت–توالي هاي مرز اينترون  مي باشند اگزون

و با چندين پروتئين 300تا 100ها بين RNAهر يك از اين. دارند نوكلئوتيد طول دارند

 
1 Small nuclear RNAs (SnRNAs)  
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وكلئوپروتئين هاي پروتئين را ريبون– RNAاين كمپلكس هاي. كمپلكس تشكيل مي دهند

.)2،2003بلك(مي نامند1كوچك هسته اي

 مسير واكنش. 1.3.2

از سپس.شناسايي مي شود U1توسط5′ابتدا جايگاه پيرايش به U2AFيك زير واحد

و بقيه به جايگاه پيرايش زير واحد اول با پروتئين. متصل مي شوند3′بخش پلي پيريميدين

و به آن پروتئين كمك مي (BBP)3 نقطه انشعاب متصل شونده به برهم كنش نشان داده

و. متصل شود نقطه انشعابكند تا به  Eتحت عنوان كمپلكس RNAاين آرايش پروتئين ها

مي شود مي شود اين كار به كمك نقطه انشعاببه U2سپس. ناميده با U2AFمتصل و

مي شود اين آرايش تحت BBPتغيير مكان مي شودAعنوان كمپلكس انجام جفت. ناميده

در جايگاه شاخه نقطهAبه گونه اي است كه نوكلئوتيد نقطه انشعابو U2شدن باز ها بين 

مي زند RNAاي از رشته  به به صورت يك برآمدگي كوچك بيرون طوري كه اين نوكلئوتيد

مي گيرد تا با جايگاه پيرايش  در مرحله بعد. دهدواكنش نشان5′راحتي در دسترس قرار

U4 وU6 به همراهU5 سه مي شوند با ورود اين بهA، كمپلكسءجزبه كمپلكس متصل

و U1در مرحله بعدي. تبديل مي شودBكمپلكس  آن U6از كمپلكس خارج مي شود جاي

مي كنند4مسير همايش،اين مراحل. مي گيرد5′را در جايگاه پيرايش  . پروتئين ها را كامل

به U4در مرحله بعدي و مي شود با U6از كمپلكس آزاد مي دهد تا بر هم كنش U2اجازه

مي شود يك جايگاه فعالCاين آرايش كه كمپلكس. نشان دهد . را ايجاد مي كند5ناميده

1 Small nuclear ribonuclear proteins (snRNPs) 
� Black 
3 Branch point binding protein (BBP) 
4 Assembly pathway 
5 Active site 



و كليات  مقدمه

7

اه شاخه نقطه اي را در مقابل جايگنابالغ mRNAدر5′تشكيل جايگاه فعال، جايگاه پيرايش

و اولين واكنش ترانس استريفيكاسيون مي دهد و واكنش دوم بين1قرار مي كند را تسهيل

مي U5به كمك5′و جايگاه پيرايش3′جايگاه پيرايش  مي شود كه اين عمل باعث انجام

و به هم متصل شوند بالغ mRNA در نهايت.شود تا دو اگزون در كنار هم ديگر قرار گرفته

و اينترون نيز به صورت افسار اسبحا ها به ساختار snRNP. آزاد خواهد شد2صل آزاد شده

مي مانند تا زماني كه قطعه اينترون حاصل تجزيه شود آن. افسار اسب متصل باقي بعد از

شد snRNPدوباره  .)32003بلك( ها باز چرخ خواهند

 پيرايش متناوب. 1.4

حاصل از رونويسي نابالغ mRNAفرآيندي است كه در آن اگزون هاي پيرايش متناوب

DNA در نتيجه پيرايش به چندين حالت مختلف مي توانند به همديگر متصل شوند نتيجه

مختلفي مي باشد كه ممكن است به ايزوفورم هاي بالغ هاي mRNAاين عمل بوجود آمدن 

مياپروتئيني متفاوتي ترجمه شوند بنابر تواند چندين نوع پروتئين را كد كند ين يك ژن

بر اين بود كه ژن ها تنها يك ايزوفورم ). 2003، بلك(  mRNAحدود ده سال پيش تصور

اما امروزه مشخص شده است كه پيرايش متناوب به عنوان يك پديده رايجمي كنندكدبالغ

م و تنوع پروتئين هايي را كه توسط ژنوم كد مي دهد ي شوند را در سطح در يوكاريوت ها رخ

مي دهد مدل هاي مختلفي از پديده پيرايش متناوب.)4،2009گرولي( گسترده اي افزايش

در اين مدل يك اگزون خاص.مي باشد5مشاهده شده است كه رايج ترين آنها جهش اگزوني

 
1 Transestrification 
2 Lariate 
� Black 
4 Graveley 
5 Exon skipping 
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و در بالغ mRNAخاص ممكن است در و يا بافت خاصي حضور داشته باشد در يك شرايط

 بالغ هاي mRNAتوليد ). 2005و همكاران،1ماتلين( حضور نداشته باشدساير حالت ها 

 پيرايش شده متناوب بوسيله يك سري پروتئين هاي تنظيمي كه به مناطق تنظيمي روي

mRNA اين پروتئين ها شامل فعال كننده هاي. متصل مي شوند كنترل مي شودنابالغ

ر2پيرايش و بازدارنده هاي پيرايشكه استفاده از يك جايگاه پيرايش خاص مي كند 3ا تشديد

مي دهند مكانيسم هاي.دنمي باش،كه استفاده از يك جايگاه پيرايش خاص را كاهش

و نمونه هاي جديدي همچنان به دليل  مي باشند كنترلي پيرايش متناوب داراي تنوع بالايي

دانشمندان.دمي شون معرفي4همانند روش ريزآرايه استفاده از تكنيك هاي پيشرفته

اميدوارند به طور كامل مكانيسم هاي تنظيمي كه در پيرايش درگير هستند را شناسايي كنند 

به طوريكه محصولات پيرايش متناوب يك ژن خاص تحت يك سري شرايط ويژه بوسيله كد 

).5،2003بلك( پيرايش قابل پيشگويي باشد

:مدلهاي مختلف پيرايش متناوب.1.4.1

 در اين مدل يك اگزون ممكن است با عمل پيرايش روي:6جهش اگزون-

mRNA در نابالغmRNA و يا حضور بالغ حاصل از پيرايش حضور داشته باشد

.نداشته باشد

1 Matlin 
2 Splicing enhancers 
3 Splicing silencers 
4 Microarray 
5 Black 
6 Exon skipping or Cassette exon 
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در:1مانعه الجمعاگزونهاي- بعد از عمل پيرايش حضور بالغ mRNAيكي از دو اگزون

.نخواهد داشت نه هر دو آنها

مي5′يك جايگاه پيرايش:2متناوب5′جايگاه پيرايش- متناوبي مورد استفاده قرار

مي دهد3′اين پديده مرز جايگاه پيرايش. گيرد .بالا دست را تغيير

مي3′يك جايگاه پيرايش:3متناوب3′جايگاه پيرايش- متناوبي مورد استفاده قرار

مي5′اين پديده مرز جايگاه پيرايش. گيرد .دهد بالا دست را تغيير

در:4ابقاء اينتروني- و يا مي تواند توسط عمل پيرايش حذف شود يك توالي اينتروني

mRNA اين پديده از مدل جهش اگزون. حاصل از پيرايش حضور داشته باشدنابالغ

 به دليل اينكه توالي ابقاء شده توسط اينترون ها محصور نشده است متمايز مي شود

.)5،2008سامت(

:هاي پيرايشموتيف. 1.5

:جايگاه هاي پيرايش. 1.5.1

يجايگاه هاي پيرايشو تركيب نوكلئوتيدي مجاور جايگاه هاي پيرايش تصادفي نيست

مي باشند باز براي جايگاه9 اين توالي ها شامل. متشكل از توالي هاي توافقي حفاظت شده

تشكيل شدهPSSM6س ماتري. مي باشند3′باز براي جايگاه پيرايش15و حدود5′پيرايش 

و اجازه  مي دهد هر موقعيت را نشان شده از هزاران اينترون، تركيبات نسبي هر باز در
 
� Mutually exclusive 
2 Alternative 5′ splice site 
3 Alternative 3′ splice site 
4 Intron retention 
5 Sammeth 
6 Position specific scoring matrices 


