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  )۴۴پي در پي ( ۴شماره /  ۱۴ره دو/  ۱۳۹۱زمستان  / گرگان پزشكي علوم دانشگاه علمي مجله/  ٤٤

  ۵۱تا  ۴۴ صفحات

 تحقيقي

  
- بيان ژن اسفنگوزينميزان  فسفات،- ۱- اسفنگوزين مقدار بر مقاومتي تمرين هفته ۸ اثر
 موش اسکلتي عضلاتهاي مختلف زنجيره سنگين ميوزيني  و ايزوفرم ۱فسفات کيناز-۱

  صحرايي
  ۶*تيموري حسين دکتر ،۵ساماني صاريان رويا ،۴سهيلي علي دکتر ،۳مرداني گشتاسب ،۲ساماني قطره کيهان دکتر ،۱طالبي بني ابراهيمدکتر 

 مرکزط، يبهداشت مح يتخصص يدکتر يدانشجو - ۳. دانشگاه علوم پزشکي شهرکرد ،ينيبال يميوشيار گروه بياستاد -۲ .دانشگاه شهرکرد، يت بدنيار گروه تربياستاد-۱
گياهان دارويي، دانشگاه علوم پزشکي تحقيقات  مرکز س ارشد بافت شناسي،کارشنا -۵ .يداروساز يدکتر -۴. گياهان دارويي، دانشگاه علوم پزشکي شهرکردتحقيقات 

  .، دانشگاه علوم پزشکي شهرکرديو مولکول يقات سلوليمرکز تحق ارياستاد -۶. شهرکرد

  ________________________________________________________________________    
  چكيده

 سازي فعال و سلولي شده ريزي برنامه مرگ با مقابله و هايپرتروفي تمايز، تکثير، ،تنظيم در )S1P( فسفات-١-اسفنگوزين : هدف و زمينه
 ميزان ،فسفات-١-اسفنگوزينر مقدا بر مقاومتي تمرين هفته ٨ اثرمطالعه به منظور تعيين  اين .نقش دارد (satellite cell) اي ماهواره هاي سلول

 کنـد  و تنـد  لتياسـک  عضلات (MHC I, IIa, IIb, IIx) هاي مختلف زنجيره سنگين ميوزيني ايزوفرم و ١فسفات کيناز-١-بيان ژن اسفنگوزين
  .انجام شد نر صحرايي موش انقباض

 ـيبـا وزن تقر  اي هفته ٨ ويستار نژاد نر صحرايي موش سر ٢٤ يرو ياين مطالعه تجرب : بررسي روش . گـرم انجـام شـد    ١٩٠-٢٥٠ يب
 بـا  متري سانتي ٢ هاي ميله فاصله با متري يک مقاومتي نردبان .قرار گرفتند تمرينيتايي کنترل و  ١٢در دو گروه  تصادفيها به صورت  موش
 کلروفرم لايه در S1P مقدار .شد استفاده مقاومت عنوان هب حيوان دم به شده متصل هاي وزنه و مقاومتي تمرين وسيله عنوان هب درجه ٨٥ شيب

 سـنگين  زنجيـره  تلـف مخ هاي ايزوفرم و (SK1) ١فسفات کيناز-١-بيان ژن اسفنگوزين بررسي يبرا .شد گيري اندازه HPLC دستگاه وسيله به
عضلات تاکننـده  در  ها ژن بيان .شد تفادهسا Real-Time PCR از روش ها موش کند و تند اسکلتي عضلات (MHC I, IIa, IIb, IIx) ميوزيني

 ـ  (Flexor Hallucis Longus: FHL)بلند انگشت شست پا  بـه عنـوان کنـدانقباض     (Soleus: SOL) يبه عنوان عضله تندانقباض و عضـله نعل
 ها با نيانگيسه مي، مقاKolmogorov-Smirnov يتيد و پس از انجام آزمون نرماليها با ميانگين و انحراف معيار توصيف گرد داده .گرديد يبررس
 .مورد تجزيه و تحليل قرار گرفت independent t-test و SPSS-17 افزار نرم

را  )٥٨٧/٠±١١١/٠ pmol/mg weight(  SOLو) ٠٤٢/١±٢٩٢/٠ FHL  )pmol/mg weightدر عضله  S1Pتمرين مقاومتي محتواي  :ها  يافته
افزايش  گروه کنترل )٤٢٧/٠±١٥٩/٠ pmol/mg weight(  SOLو) ٦٠٨/٠±١٤٦/٠ FHL )pmol/mg weightدر گروه تمريني در مقايسه با عضله 

در عضـله   SOL  ،MHC Iو کنـدانقباض  FHLباض در عضله تندانق SK1علاوه تمرين مقاومتي باعث تغييرات در بيان ژن  به. )>٠٥/٠P( داد
و  FHLدر عضـله تنـدانقباض    SOL، MHC IIbو کنـدانقباض   FHLدر عضله تنـدانقباض   SOL  ،MHC IIaو کندانقباض  FHLتندانقباض

  .)>٠٥/٠P( گروه کنترل شدت به تمريني نسب گروه  SOLدر عضله کندانقباض MHC IIxو  SOLکندانقباض 
  .گردد می SK1 و MHCs بيان و عضلاني S1Pميزانسبب افزايش  مقاومتي تمرين کهمطالعه نشان داد ن يا : گيري نتيجه
  ، موش صحرايي ميوزيني سنگين زنجيره ، ١کيناز فسفات-١-اسفنگوزين ژن بيان فسفات،-١-اسفنگوزين مقاومتي، تمرين : ها واژه کليد

  ________________________________________________________________________    
  hteimori@skums.ac.ir يکالکتروني پست ، يموريت نيحس کترد : مسؤول نويسنده *

  ۳۳۴۶۶۹۲نمابر ،  ۰۳۸۱-۳۳۴۶۶۹۲ تلفن ، يمولکول و يسلول قاتيتحق مرکز ، يپزشک دانشکده ، هيرحمت،  شهرکرد : نشاني
  ۷/۳/۹۱ : مقاله رشيپذ ، ۲۶/۱/۹۱ : نهايي اصلاح ، ۹/۸/۹۰ : مقاله وصول

  
  

  مقدمه
 یطشـرا  بـا  را خود کهاست  بیولوژیک بافت یک اسکلتی عضله

 سلولیعوامل  در یریتغ به منجرو  کند می سازگار بیولوژیکی-مکانو
 مهـم  عضـله  تار نوع و طول  قطر، تنظیم براي که گردد یم ملکولی و

 در انقباضی دستگاه اجزاء از یکی میوزینی سنگین زنجیره ).1(است 

ــلات ــط عضـ ــت مخطـ ــه اسـ ــرم داراي کـ ــاي ایزوفـ ــف هـ   مختلـ
(MHC I, IIa, IIb, IIx) 2( است.(  

 و شـده  احاطـه  چربی لایه یک وسیله هب یوکاریوتیک هاي سلول
 اسـترول و  (Sphingolipids: SLs) اسـفنگولیپید  گلیسرولیپید، شامل
ــن مـــی ــان ایـــن در). 4و3(د باشـ ــفنگوزین،[ اســـفنگولیپیدها میـ  اسـ
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  )۴۴پي در پي ( ۴شماره /  ۱۴دوره /  ۱۳۹۱زمستان  / گرگان پزشكي علوم دانشگاه علمي مجله  

ــفنگوزین ــفات-1-اسـ  ،(Sphingosine-1-phosphate: S1P) فسـ
ــفنگانین، ــفنگوزین اســــــــــ ــفوکولین-1-اســــــــــ   فســــــــــ

(Sphingosine-1-phosphocholine: S1Pch)، ــرامید   و ســــــ
 در که بوده زیستی فعال چربی ترین شده شناخته ]تفسفا-1-سرامید
 سـلولی  شـده  ریـزي  برنامـه  مـرگ  و هایپرتروفی تمایز، تکثیر، تنظیم
 اسفنگولیپید مولکول در آزاد آمین گروه یک حضور واست  درگیر

ــر ــوژیکی فعالیــت ب ــا بیول ــاثیر آنه ــی ت ــ م ــک S1P ).5و4(د ذارگ  ی
 هاي گلبول حال این با ).6( است ها پلاکت از شده مشتق اسفنگولیپید

 ولؤمس ـ توانـد  مـی  ؛کند می تخلیه را S1P میدا طور هب که خون قرمز
 اسـفنگوزین  آنزیم ایزوفرم دو). 7(د باش پلاسمایی S1P پایه سطوح

 زیناسفنگو که آنزیمی ،(Sphingosine kinase: SK1, SK2)ز کینا
 ایـن ). 8(ت اس ـ شده مشخص ؛کند می فسفوریله S1P محصول به را
 SK1 کـه  طـوري  بـه  .دباشـن  می متفاوت هاي نقش داراي ایزوفرم دو

 مـرگ  افـزایش  و رشد توقفسبب  SK2و  سلول بقاء و رشد باعث
 عوامـل  بـا  سـلول  تحریـک  دنبال هب .گردد می سلول شده ریزي برنامه
 غشـاء  به سیتوپلاسم از و شده کتحری SK1 ها، سایتوکین و رشدي

 ترشـح  S1P اصـلی  منبـع  رسد می نظر به ؛شود می منتقل سیتوپلاسمی
 میتوژنیک هاي پاسخ). 10و9( است شرایط این تحت ها سلول از شده
 افـزایش  متعاقبـاً  و SK1 آنزیم سازي فعال به مربوط رشدي عوامل به

 نـه  SK1 یمآنز بیانی بیش). 12و11و8( است S1P سلولی درون تولید
 محافظت باعث بلکه ؛گردد یم سلولی رشد میزان افزایش باعث فقط

 افـزایش  یـا  و -α TNF از ناشـی  شـده  ریـزي  برنامـه  مـرگ  از سـلول 
 فقیري منبع اسکلتی عضلات). 3(گردد  یم سلول در سرامید برونزاد

 عضـلات  تارهـاي  سـطح  در اضافی S1P بتوانند تا باشند می SK1 از
 پلاسـما  در S1P از بـالایی  هاي لظتغ). 13(د نماین تولیدرا  اسکلتی

)pmol/ml 191( سرم و )pmol/ml 484( کـه  شـود  مـی  یافـت  خون 
 از بعـد و ) 14(د باشـن  مـی  اسفنگولیپیدها منبع ها پلاکت دهد می نشان

). 15(د یاب می افزایش خون جریان در S1P مقدار ها پلاکت تحریک
S1P ــد مــی ــ توان ــوان هب ــرل در ســلولی خــارج واســطه یــک عن  کنت

 در موجود هاي گیرنده به شدن متصل طریق از سلول پذیري تحریک
 ها پروتئین-G به شده جفت هاي پروتئین از اي خانواده که S1P غشاء

(Family of G protein–coupled receptors)  آنهـا  شـدن  فعـال  سـبب  ؛هسـتند 
 هک مختلفی هاي پروتئین-G به S1P هاي گیرنده سپسو ) 16( دگرد
 از بسـیاري  ).17(د شـون  مـی  جفـت  ؛باشـند  می Gα,i,q, 12/13 شامل

ــرات ــق از S1P ســیگنالی اث ــال طری  ،)C )PLC فســفولیپاز ســازي فع
 ،)C )ACســیکلاز آدنــیلات ،ERK1/2 فعالســازي ،+Ca2 تحریــک
MAPK، PI3K، Rac، Rho، Akt، JNK، فســـــفولیپاز D )PLD( و 

 افـزایش  باعـث  کـه  دگـرد  مـی  تعـدیل  رونده پایین هاي واسطه دیگر
 ).17-19(د گرد می cAMP تجمع مهار و سلولی درون کلسیم جریان
ــن ــیرهاي ای ــیگنالی مس ــه س ــال ب ــازي فع ــل  س ــخهعوام ــرداري، نس  ب

  نچســـبا هـــاي مولکـــول بیـــان ســـلولی، داربســـت هـــاي پـــروتئین
(Adhesion molecule) 20(د باشـن  مـی  مرتبط کاسپازها فعالیت و.( 

 افـزایش  باعث شده نخاع قطع عضلات هب اسفنگوزین و S1P تزریق
 و میـوژنین  و Myo-D میوژنیـک  رونویسـی عامـل   دو سـطح  در بیان

 در مطالعــه). 13(د گـرد  مــی کنـدانقباض  بــه تنـدانقباض  تــار تبـدیل 
Nagata تولید يبرا که اسفنگومیلینی همکاران و S1P ؛شد متابولیزه 

 شـونده  رتکثی ـ بـه  خاموشـی  حالت از اقماري هاي سلول انتقال باعث
 تولیـد  کـردن  بلوك عضلانی، آسیب مدل یک در علاوه هب. دیگرد
S1P مهار طریق از SK1  عضـلانی  سـلول  بازسـازي  در اختلالسبب 

 بازســازي در مهمــی نقــش داراي S1P دهــد مــی نشــان کــه گردیــد
 (Satellite stem cells) اقمـاري  بنیادي هاي سلول طریق از عضلانی
 تارهــاي در درونــزاد S1P و SK1 ســطوح ضــمن در). 10و9( اســت
 نشـان  که بود ارتباط در اقماري هاي سلول با و بود بالاتر دیده آسیب

 دیـده  آسـیب  بافـت  تـرمیم  و حمایـت  در SK1/S1P محـور  دهد می
 تکثیـر  در S1P نقش به نیز Williamsو  Folland ).21(است  درگیر

 S1P ونزادبر کردن اضافه ).22(د داشتن اشاره ها مزونژیوبلاست بقاء و
 کـه  حالی در ؛شد بازسازي حال در میوفیبرهاي رشد تحریک باعث

 آن، تولیـد  کـردن  خنثـی  طریق از لیپید این سیستمی محتواي کاهش
 بـه  بیواکتیـو  لیپیـد  ایندهد  ید که نشان میگرد معکوس نتایج باعث

  ).23( اســت  ســلول رشــد در جدیــد رشــد عامــل  یــک عنــوان
Danieli-Betto طــولانی حــاد ورزش کــه دادنــد نشــان همکــاران و 

 را قلـو  دو عضـله  قرمـز  بخـش  و نعلـی  عضله در S1P محتواي مدت
 تمـرین  هفتـه  5 دنبال هب يا در مطالعه مقابل در). 24(دهد  یم افزایش
 يدوقلـو  و نعلـی  عضلات S1P محتواي در داري یمعن تغیر هوازي،
 عضله در که شد داده نشان همچنین). 25(د نش دیده صحرایی موش
 از 90 دقیقـه  تـا  S1P محتـواي  در یـري یتغ هیچ ییموش صحرا نعلی
 نقطـه  در حـال  ایـن  بـا  .نشـد  مشـاهده  تردمیـل  روي دو تمـرین  یک

 کـه  آنجا از). 26(ت یاف افزایش برابر دو تا S1P محتواي واماندگی،
 ـ S1P از الـذکر  فوق مطالعات در  بـا  میوژنیـک  عامـل  یـک  عنـوان  هب

 کـه  آنجـا  از دیگـر  طرف از و شد ردهب نام متنوع و گسترده عملکرد
 بـه  پاسخ در را بیواکتیو لیپید این پاسخ و رفتار تاکنون تحقیقی هیچ
 از یـا  قبلـی  تحقیقات و است نکرده مطالعه مقاومتی تمرین گونه این

ایـن مطالعـه بـه    ند؛ لذا ا کرده استفاده استقامتی یا و حاد هاي پروتکل
-1-تی بـر مقـدار اسـفنگوزین   هفته تمرین مقـاوم  8منظور تعیین اثر 

هاي  و ایزوفرم 1فسفات کیناز-1-فسفات، میزان بیان ژن اسفنگوزین
عضـلات   (MHC I, IIa, IIb, IIx)مختلف زنجیره سـنگین میـوزینی   

  .موش صحرایی نر انجام شد انقباض اسکلتی تند و کند
  بررسي روش

سر موش صـحرایی نـر نـژاد ویسـتار      24این مطالعه تجربی روي 
مرکـز  شـده از   يداری ـخر گـرم  190-250اي بـا وزن تقریبـی    هفته8
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در مرکـز تحقیقـات سـلولی و مولکـولی دانشـگاه       پاستور یقاتیتحق
 توسـط  تحقیـق  این. انجام شد 1390علوم پزشکی شهرکرد در سال 

  .شد یدیتا علوم پزشکی شهرکرد دانشگاه اخلاق کمیته
 صورت هبها  موش. دیت گردیوانات رعایح يپروتکل کار بر رو

 درجـه  بـا  اي شـده  کنتـرل  محیط در و استاندارد هاي قفس در جفتی
سـاعته   12 بیـداري  و خـواب  چرخه وگراد  یدرجه سانت 22 حرارت

 بعد .بود آنها دسترس در آب و پلیت صورت هب غذا .شدند نگهداري
  هـا بـه صـورت تصـادفی در دو گـروه      مـوش  آشناسازي، ماه یک از

  .ار گرفتندقر ینیمرتایی کنترل و ت 12
 يو برا داشت قرار ها قفس در تمرین دوره طول در کنترل گروه

  .شد گیري اندازه هفته هر آنها وزن حیوانات سلامت کنترل
 فاصـله  و ارتفـاع  متـر  یک با مقاومتی نردبان ،تمرین پروتکلدر 

 هایی وزنه از .گردید استفاده درجه 85 شیب با متري سانتی 2 هاي میله
متصـل شـد؛ اسـتفاده     صـحرایی  هاي موش دم به يبا چسب نوار که

 مقـاومتی،  تمـرین  دسـتگاه  بـا  آشناسـازي  هفتـه  یـک  از بعد. دیگرد
 و شد شروع بدن وزن درصد50 معادل اي وزنه با اول هفته در تمرین

 محـل  از تـر  پـایین  متـر  سانتی 1-2 درست( ها موش دم به ها وزنه این
 تاوانات یح بدن وزن درصد200 تا تمرین بار .شد متصل )مو رویش
محسـوب   یزمـان  موفـق  تکـرار  یـک  .داشـت  ادامه هشتم هفته پایان
 بالا ثانیه 8 حدود زمان در و کامل را ها پلهتوانست  حیواند که یگرد
 برانگیختـه  بـالارفتن  يبرا و گرفتند قرار ها پله پایین درها  موش .رود

 يبـرا  گیـزش ان هـا  میله یا آنها دم به آهسته بسیار ضربات فقط .شدند
 تحریک و غیرطبیعی پاداش گونه هیچ از مطالعه این در .بود بالارفتن

 اسـتفاده  هـوا  فشـار  و سـرد  آب الکتریکـی،  تحریک مثل غیرطبیعی
 بـه  حیـوان  یک وقتی .بوددفعه  20 جلسه هر در تکرارها تعداد .نشد

 بـراي  ثانیه 45 از بعد ؛داد انجام را تکرار یک و رسید دستگاه بالاي
 تکـراري  5 سـت  2 برنامـه  هـر  شـروع  در. دیگرد آماده بعدي رتکرا
  در روز هـر  در تمـرین  پروتکـل . شـد  انجـام  وزنـه  بدون کردن گرم

 درنظر استراحت دقیقه2 ست هر از بعد و شد انجام تکراري 5 ست 4
  تمـرین  سـت  یـک  حیـوان  تمـرین  جلسـه  هـر  پایـان  در .شـد  گرفته

 سرد يبرا را تکرار هر ینب استراحت دقیقه 3 با وزنه بدون تکراري 5
  .داشت ادامه هفته 8 براي تمرین برنامه این .داد انجام کردن

 ساعت 48 ها موش .شد انجام جلسه یک در جراحی مراحل تمام
 از )تمرین حاد اثرات رفتن بین از يبرا( تمرین جلسه آخرین از بعد

 بیهوش )mg/kg 20( گزالایسین و )mg/kg 75( کتامین تزریق طریق
عضــلات تاکننــده بلنــد انگشــت شســت پــا  .شــدند قربــانی ســپس و

(Flexor Hallucis Longus: FHL)      بـه عنـوان عضـله تنـدانقباض و
 .بـه عنـوان کنـدانقباض خـارج شـدند      (Soleus: SOL)عضله نعلـی  

 يبـرا  سپس و شدمنجمد  مایع نیتروژن در سریعاً عضلات هاي نمونه
درجــه  80 یمنف ـ مــايد در بعـدي  ژنتیــک و بیوشـیمیایی  آنالیزهـاي 

  .شدند نگهداريگراد  یسانت
S1P )860492 کاتالوگ شمارهP( و C17-S1P ) آنـالوگ  یـک 

 کاتـالوگ  شـماره  داخلـی،  اسـتاندارد  عنـوان  بـه  ،S1P از کربنی 17
ــرکت از )860643 ــداري Avanti Polar Lipids شـ ــد خریـ  .شـ
 شــــماره آلمــــان، مــــرك شــــرکت( )OPA( آلدهیــــد دي فتــــال

ــالوگ ــب م )111452کاتــــ ــرايناســــ ــخیص بــــ   HPLC تشــــ
(High pressure liquid chromatography) ه شـد ی ـته فلورومتري .

ــ ــالوگ شــماره( Sigma شــرکت از فســفاتاز آلکــالینن یهمچن  کات
A2356،10KU( ــه ــد تهیـ ــر .شـ ــول دیگـ ــا محلـ ــل هـ ــانول، مثـ   اتـ

ــا ــل-بتـ ــرکت از مرکاپتواتانـ ــرك شـ ــان مـ ــماره( آلمـ ــد شـ   تولیـ
444203-250ML( ــداري ــدي اســتانداردهاي متمــا .شــدند خری  لیپی

 ـ گــراد  یدرجــه ســانت 20 یمنفــ يدمــا در و تهیــه محلــول صــورت هب
 ـ کلروفـرم  فـاز  در موجـود  S1P محتـواي  .شـدند  نگهداري  لهیس ـو هب
ــتگاه ــوگرافی دس ــایع کروموت ــا م ــار ب ــالا فش ــا (HPLC) ب   یــک ب

ــتم ــور سیســــ ــنس دتکتــــ ــتون یــــــک و فلوروســــ   18C ســــ
)NanoLC Aligent 1200 series( مطالعه  براساس .شد يگیر اندازه

Min  همکارانو C17-S1P هموژن از قبل داخلی استاندارد عنوان به 
 اولتراسـونیک  یخـی  محـیط  در هـا  نمونـه  و شد اضافه ها نمونه کردن
ــدند ــود S1P .ش ــه در موج ــا نمون ــق از ه ــالین طری ــفاتاز آلک ــه فس  ب

 از قبـل  OPA طریـق  از محصـولات  ایـن  و شـده  تبدیل اسفنگوزین
 اسـتفاده  مـورد  محلـول  ).27(د شـدن  سـازي  مشـتق  سـتگاه د به تزریق

 )100030کاتالوگ شماره آلمان مرك( (Acetonitrile) استونیتریل
 .بـود  )v\v9:1( نسـبت  بـه  )فـن  نـداي  شرکت( HPLC grade آب و

  .بود دقیقه در لیتر میلی یک (Flow Rate) جریان میزان
 پـودر  کـوبی  هـاون  روش بـا  عضـله  گـرم  میلـی  50 یب ـیزان تقریم

ــرا و گردیــد ــر 800 در RNA کــل اســتخراج يب ــزول میکرولیت  ترای
(Trizol) کتشـــر Invitrogen )026-15596کاتـــالوگ  شـــماره( 
 RNA ســازنده شــرکت دســتورالعمل از بااســتفاده .گردیــد همــوژن
 روشن پلیت صورت به که شده استخراج RNA سپس .شد استخراج

 و انسـجام  .گردیـد  حـل  RNAase-Free آب میکرولیتـر  50 در ؛بود
 ـ RNA بـودن  کامل  و آگـاروز  ژل الکتروفـورز  از اسـتفاده  وسـیله  هب

 بررسـی  U.V نـور  زیـر  28s و 18s بانـد  دو بـین  RNA بانـد  مشاهده
 نـانودراپ  دسـتگاه  از RNA غلظـت  و کیفیـت  تعیـین  بـراي  .گردید
 جـذب  بـه  260 مـوج  طـول  در نـوري  جـذب  نسبت .گردید استفاده
 RNA خلوص از برآوردي )A280/A260( 280 موج طول در نوري
 نـوري  جذب هب 260 موج طول در نوري جذب نسبت همچنین .بود
. بـود  فنلـی  آلـودگی  دهنـده  نشان )A230/A260( 230 موج طول در
 نمایانگر 8/1 از کمتر مقادیر .بود 2 تا 8/1 بین RNA براي نسبت این

 کـم  غلظـت  نشـانه  یا و آروماتیک مواد یا پروتئین با آلودگی وجود
RNA 2 تا 8/1 بین آنها 280به  260 جذب نسبت که هایی نمونه .بود 
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 يگـراد بـرا   یدرجـه سـانت   80 یمنف ـ دمـاي  درند و شـد  تخـاب ان بود
  .شدند نگهداري بعدي يها زمایشآ

ــاخت ــا cDNA ســــــــ ــتفاده بــــــــ   کیــــــــــت از اســــــــ
Reverse Transcriptase M-MuLV )Fermantas کاتالوگ شماره 

EF0441( پرایمرهاي از استفاده با سازنده، شرکت کار دستور مطابق 
 .گرفـت  صـورت  Techne ترموسـایکلر  دستگاه در هگزامر تصادفی
گـراد   یدرجـه سـانت   20 یمنف ـ دماي در بلافاصله شده تولید محصول
  .شد نگهداري
ــین ــان تعی ــق از نســبی mRNA بی ــا Real-time RT-PCR طری  ب
 Applied Biosystems (well 48) دســــتگاه از اســـتفاده 

StepOnePlus™ Real-Time PCR System ژن بیــان بــه نســبت  
18S rRNA  18هــاي  لی پرایمــر بـراي ژن تـوا  .شــد انجـامs ،S1P1  ،

S1P2  ،S1P3  ک آمده استیدر جدول.  
 شـامل  حجـم  ایـن  .بـود  میکرولیتـر  20 برابـر  واکـنش  حجم کل

  Master Mix Syber Green (Primer design,UK) میکرولیتـر 10
ــر Precision-R-SY(، 4/1 کــد( ــر( پرایمــر دو مجمــوع میکرولیت  ه

  اســـتریل آب میکرولیتـــر 5 ،)پیکومـــول 5 مقـــدار بـــه پرایمـــر
RNAase Free نمونه از میکرولیتر 6/3 و cDNA )50 بود )نانوگرم. 

درجـه   95 دمـاي  در دناتوراسـیون  مرحلـه  یـک  شامل PCR مراحل
 در )شـدن  جفـت ( Annealing دماي یک ثانیه، 15 برايگراد  یسانت
 ـ ثانیه 15 برايگراد  یدرجه سانت 60 درجـه   72 دمـاي  یـک  همـراه  هب
. شـد  انجـام  تکـرار  سـیکل  40 در کـه بـود   ثانیه 30 براياد گر یسانت

گـراد   یدرجـه سـانت   72 دماي در ثانیه 60 انتهایی شدن طویل سیکل

  .بود
 در ).13( گردیـد  محاسـبه  CTΔΔ-2 فرمول قطری از ژن بیان میزان

ــن ــه ایــ ــر CTΔΔ مطالعــ ــت در ژن هــ ــله بافــ ــوي عضــ  دوقلــ
(Gastrocnemius) 12 تعیین براي معیار عنوان به کنترل گروه موش 

 بافـت  در ژن هـر  CTΔΔ تقسیم از .گردید استفاده ها ژن بیان نسبت
 دوقلـو  عضله در ژن همان CTΔΔ بر مورد یا کنترل گروه نظر مورد
  .دگردی محاسبه بیان نسبت

گردید و پس از انجام میانگین و انحراف معیار توصیف با ها  داده
ــالیتی  ــانگین، مقاKolmogorov-Smirnovآزمــون نرم ــ یســه می ا هــا ب

تجزیـه و  مورد  independent t-testو  SPSS-17 افزار نرماستفاده از 
در نظر  05/0کمتر از ها  آزمونداري  سطح معنی. قرار گرفت تحلیل

 .گرفته شد
  ها يافته

ــروع در ــه ش ــسو  مطالع ــه 8 از پ ــرین هفت ــاومتی تم ــر، مق  تغیی
  .)2جدول ( مشاهده نشد حیوانات وزن در داري یمعن

و ) 042/1±292/0(گـروه تمـرین    FHLعضـله   S1Pبـین مقـدار   
گــروه تمــرین  SOLو عضــله  )>001/0P() 608/0±146/0(کنتــرل 

ــرل ) 111/0±587/0( ــاوت  )>009/0P( )427/0±159/0(و کنتـ تفـ
  .داري یافت شد معنی يآمار

 FHLدر عضـله   SK1در مقایسه با گروه کنترل میزان بیان آنزیم 
) >028/0P( 70/24± 05/23و گروه تمرین  40/8±6/7گروه کنترل 

 24/12± 17/11و گـروه تمـرین    63/4± 03/4گروه کنترل  SOLو 
)043/0P<( تعیین شد.  

  18s ،S1P1 ، S1P2 ، S1P3هاي  توالي پرايمر براي ژن:  ۱جدول 
  طول قطعه  شماره دسترسي  پرايمر

18S rRNA  F GTTGGTTTTCGGAACTGAGGC  Pattyn et al. 
(2003)  204bp  

R GTCGGCATCGTTTATGGTCG  
SK1 F CCGTACTTGGTTCATGTGCCA  

NM_017301  80pb  
R TCCCCGTCCACAGAAAACACT  

MHC I F TTGCTCTACCCAACCCTAAGGATG  
NM_017192  81bp  

R TTGTGTTTCTGCCTGAAGGTGC  
MHC IIa 

F CTCAGGCTTCAAGATTTGGTGG  
XM_225216  265bp  

R TTGTGCCTCTCTTCGGTCATTC  

MHC IIb  F GAGGTTCACACCAAAGTCATAAGC  
NM_176079  129bp  

R CTTCGCTTATGACTTGGATCCTTG  
MHC IIx  F GGAGGAACAATCCAACGTCAACC  

NM_017115  178bp  
R GGTCACTTTCCTGCTTTGGATCG  

  

  هاي صحرايي هاي موش در بافت S1Pر ييرات وزن و مقاديتغميانگين و انحراف معيار  : ۲جدول 
  t p-valueمقدار  گروه کنترل  گروه تمرين    

  ۸۴۰/۰  ۲۰۴/۰  ۴۱/۲۲۴±۷۷/۱۵  ۲۵/۲۲۳±۹۵/۱۱  نقبل از تمري  )گرم( وزن
  ۴۶۷/۰  ۷۳۹/۰  ۵۸/۲۸۰±۲۰/۱۶  ۸۳/۲۸۵±۵۰/۱۸  ناز تمريبعد 

  عضله S1Pمحتواي 
)pmol/mg weight(  

  ۰۰۱/۰ *  ۶۰۴/۴  ۶۰۸/۰±۱۴۶/۰  ۰۴۲/۱±۲۹۲/۰  شست پا تاکننده بلند انگشت
  ۰۰۹/۰ *  ۸۶۵/۲  ۴۲۷/۰±۱۵۹/۰  ۵۸۷/۰±۱۱۱/۰  نعلي

* ۰۵/۰P<  
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  موش صحرايي در عضلات اسکلتي MHCهاي  و ايزوفرم SK1ميزان بيان ژن آنزيم  فسفات،-١-هفته تمرين مقاومتي بر مقدار اسفنگوزين  ٨اثر  / ٤٨

  )۴۴پي در پي ( ۴شماره /  ۱۴دوره /  ۱۳۹۱زمستان  / گرگان پزشكي علوم دانشگاه علمي مجله

ــان ژن   ــزان بیـ ــله MHC Iمیـ ــی   FHLدر عضـ ــروه تمرینـ گـ
 SOLو در عضــله  14/0±028/0و در گـروه کنتـرل    028/0±038/0

شـد و از   تعیـین  22/3±2/2و گروه کنترل  71/2±6/4گروه تمرینی 
 تمـرین  گـروه  در طرفـی  از .داري نداشـت  تفاوت معنـی  ينظر آمار
 وجـود  SOL و FHL عضـله  بین ژن این بیان در داري یمعن اختلاف

 بیان در داري یمعن اختلاف نیز کنترل گروه درو ) >001/0P(شت دا
  ).>001/0P(افت شد ی SOL و FHL عضله بین ژن این

 اخـتلاف  مختلـف  هـاي  فـت با در MHC IIa گیرنـده  ژن بیان در
طـوري کـه تمـرین     به. )>0022/0P(شت دا وجود داري نیمعآماري 

 FHLدر عضـله   IIaداري در بیـان ژن   مقاومتی باعث افـزایش معنـی  
) >013/0P( )21/1±69/0(و کنتـرل  ) 52/2±7/1(هاي تمرین  گروه

ــرین   SOLو  ــروه تمــ ــرل ) 19/7±53/7(گــ ) 68/2±65/2(و کنتــ
)028/0P< (تمــرین مقــاومتی ســبب افــزایش    چنــین هم .گردیــد

هـاي تمـرین    گروه FHLدر عضله  MHC IIbداري در بیان ژن  معنی
هاي  گروه SOLو ) >021/0P() 81/3±5/4(و کنترل ) 48/0±08/1(

  .گردید )>043/0P( )92/0±16/1(و کنترل ) 67/0±23/1(تمرین 
گــروه تمرینــی    SOLدر عضــلات   MHC IIxبــین بیــان ژن  

داري  معنـی آمـاري  تغییـرات  ) 46/0±58/0(کنترل و ) 61/0±33/0(
  ).>043/0P( وجود داشت
  بحث

 میـزان  اي ملاحظـه  قابـل  طور هب مقاومتی تمریندر مطالعه حاضر 
S1P مقـاومتی  تمـرین  کـه  رسـد  مـی  نظـر  به .داد افزایش را عضلات 
 کـاهش  را آن تجزیـه  میزان و افزایش را لیپید این گیري شکل میزان
 کـه  اسـت  آن انگریبو همکاران  Koopmanمطالعه  نتایج .است داده

 در نعلــی عضـله  در آن مقــدار از بـالاتر  FHL عضــله در S1P میـزان 
 تمـرین  پاسـخ  کـه  گرفت نتیجه توان می .بود کنترل و تمرینی گروه

  ).28(د باش ویژه عضله تار نوع به نسبت تواند می مقاومتی
ــه  ــزانحاضــر در مطالع عضــله در  )S1P )pmol/mg weight می

FHL  وSOL  ــر ــه ترتیـــب برابـ ــرل بـ ــروه کنتـ و 608/0±146/0 گـ
 ـ که شد داده نشانمطالعه  این در. ن شدییتع 159/0±427/0  دنبـال  هب

 و تنـد  تار SK1 آنزیم ژن بیان در داري یمعن افزایش مقاومتی تمرین
 نوع دو این در S1P تولید افزایش دلیل یک تواند می که گردید کند
 مثـل  رشـدي  عوامـل  از بسـیاري  .باشـد  مقـاومتی  تمـرین  دنبال به تار

PDGF، EGF، IGF هـاي  سـایتوکین  علاوه هب انسولین، و α TNF- و 
IL-6 آنزیم شدن فعال باعثSK1 افـزایش  باعـث  توانـد  می که شده 
 مختلـف در مطالعـات   ).29( گـردد  S1P )برابـر  2-3 معمولاً( موقت
-IGF میزان ومتیمقا مدت طولانی تمرین دنبال ه که بهشد داده نشان

I ــ افــزایش پلاســما  مطالعــات ایــن از). 30-32(ابــد ی یمــ داري یمعن
 دلیلـی  تواند می IGF-I یافته افزایش سطوح که گرفت نتیجه توان می

 تحقیــق در .باشــد S1Pتولیــد متعاقبــاً و SK1 فعالیــت افــزایش بــراي
Dobrzyn سرامید محتواي کل استقامتی ورزش هفته 6 ،همکاران و 

ــژاد صــحرایی هــاي مــوش  روي اثــري امــا ؛داد کــاهشرا  ویســتار ن
 Błachnio-Zabielska در مطالعه. )33(ت نداش اسفنگوزین محتواي

 در را S1Pکـل  محتـواي  مـدت  طولانی حاد تمرین یک همکاران و
 در مقابل در). 26(د دا افزایش دوقلو عضله قرمز بخش و نعلی عضله
 میـزان  در داري یمعن ـ تغییر هوازي استقامتی تمرین هفته 5 يا مطالعه

S1P بـا  تفـاوت  رغم علیو ) 25(نمود ن ایجاد دوقلو و نعلی عضلات 
 و Formigli مطالعـه  در. ر بـود یبا مطالعـه مـا مغـا    تمرین مدت و نوع

 هـاي  بافـت  در درونـزاد  S1P سـطح  و SK1 آنـزیم  فعالیت همکاران
 ارياقم ـ هاي سلول با و داشت افزایش داري یمعن طور هب دیده آسیب

 و تـرمیم  در SK1/S1P درگیـري  دهنـده  نشـان  کـه  داشت همبستگی
 یـک  عنوان هب S1P نقش از حمایت در نتایج این. است آسیب بهبود

 اسـت  دیـده  آسـیب  اسـکلتی  عضـلات  براي درمانی جدید رویکرد
 تولید سلولی درون S1P همکاران و Danieli-Betto در مطالعه). 21(

 تـرمیم  فرآیند و شود آزاد دیده آسیب هاي جایگاه توانست در شده
 S1P تولیـد  و SK1 شـدن  فعـال  .کنـد  تحریک را دیده آسیب بافت
 اسـت  میوژنیک عامل یک که HGF چون متعدديعوامل  تواند می
ج ینتـا  غیرمسـتقیم  و مسـتقیم  طور بهافته ین یکه ا )23(د نمای فعال را

 تمـرین  که شد داده نشان تحقیق این در. کند یت میمطالعه ما را تقو
 طـرف  از و داشـته  SK1 ژن بیان در داري یمعن و مثبت اثرات داراي
 هـاي  گـروه  در عضلات S1P مقدار در شده مشاهده اختلاف دیگر،
 امـا  ؛باشـد  آنـزیم  این بیان افزایش سبب به تواند می کنترل و تمرینی

 آنـزیم  ایـن  بیـان  و عضـلات  S1P مقـدار  بـین  داري یمعن همبستگی
 بـه  S1P سـنتز  در دیگـري  مسیرهاي رسد می نظر هب لذا .نشد مشاهده

 مقـدار  و mRNA بیـان  مقـدار  بـین  یا و باشد داشته وجود SK1 جزء
 سـازي  فعـال  بـر  عـلاوه  .باشد داشته وجود تفاوت آنزیم این پروتئین
 را SK بیـان  تواننـد  مـی  رشـدي  عوامـل  و هـا  سـایتوکاین  ،SK سریع

  ).34(د دهن افزایش
 بیـان  در داري یغیرمعن ـ تفـاوت  قـاومتی م تمـرین  هفته 8 دنبال هب
 عضـله  و کنتـرل  بـه  نسبت تمرینی گروه FHL عضله در MHC Iژن

SOL تمـرین  هفتـه  8 دنبال هب .شد دیده کنترل به نسبت کرده تمرین 
 هـاي  بافـت  در MHC IIa ژن بیـان  در داري یمعن ـ اخـتلاف  مقاومتی
 افـزایش  باعـث  مقـاومتی  تمـرین  کـه  طـوري  بـه . شـد  دیـده  مختلف

 گـروه  بـه  نسـبت  SOL و FHL عضـله  در ژن این بیان در داري یعنم
 در داري یمعن افزایش باعث مقاومتی تمرین علاوه، هب .گردید کنترل
 کنتـرل  گـروه  بـه  نسـبت  SOL و FHL عضله در MHC IIb ژن بیان

 در ژن این بیان در داري یغیرمعن تغییر باعث مقاومتی تمرین .گردید
 نیـز  و گردیـد  کنتـرل  گروه به نسبت هکرد تمرین گروه FHL عضله
 عضـله  در ژن ایـن  بیـان  در داري یمعن ـ تغییـر  باعـث  مقاومتی تمرین
SOL مطالعـه  در .گردیـد  کنتـرل  گـروه  به نسبت کرده تمرین گروه 

Putman و مـردان  در مقـاومتی  تمـرین  هفتـه  12 دنبال هب همکاران و 
 ـ ).35(د ش ـ دیـده  IIa ژن بیـان  در داري یمعن ـ افزایش زنان  عـلاوه  هب
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 مـا  تحقیـق  نتـایج  بـا  کـه  شد دیده IIx ژن بیان در داري یمعن کاهش
 تمـرین  همکـاران  و Putmanدر مطالعـه   دیگـر  طرف از .بود همسو

 نتـایج  بـا  کـه ) 35(د گردی ـ MHC I ژن بیـان  افزایش باعث مقاومتی
 باعـث  فعالیـت  عدم زدایی عصب طول در .نبود همسو حاضر تحقیق
 تغییرات با مرتبط آتروفی .گردد می عضلانی تارهاي آتروفی توسعه
 بیان با که شده )Iنوع( آهسته MHC کاهش ویژه به ،MHC ترکیب
 اسـفینگوزین  یـا  S1P تزریق .گردد می جبران تند هاي ایزوفرم بیشتر

 از ناشـی  انقبـاض  تنـد  بـه  انقبـاض  کند تار تغییر نعلی، کند عضله به
 نبـال د ن کـه بـه  ی ـا بـه  هتوج با). 13(ده است دا کاهش را تحرکی بی

 و دهـد  مـی  رخ کنـد  بـه  تنـد  تـار  نـوع  فنوتیپ ریتغی مقاومتی تمرین
 کـه  رسـد  مـی  نظـر  به ؛بود تمرینی پروتکل چنین داراي نیز ما تحقیق

 و MHC IIb بیــان همزمــان کــاهش و MHC IIa ژن بیــان افــزایش
MHC IIx از دور مـا  تمـرین  پروتکـل  نوع به توجه با تحقیق این در 

 داري یمعن ـ همبسـتگی  مقـاومتی  تمرین هفته 8 دنبال هب .نیست انتظار
 MHCs هـاي  ژن بیـان  و کرده تمرین گروه عضلانی S1P مقدار بین

 ـ همکـاران  و Zanin د در مطالعههرچن .نشد مشاهده  تزریـق  دنبـال  هب
S1P ایزوفـرم  تغییـر  ،شده زدایی عصب نعلی عضله به اسفنگوزین و 
 بـین  همبسـتگی مطالعه مـا  در اما؛ )13(د ش مشاهده آهسته به تند نوع

 و نشـد  دیـده  MHC مختلـف  هـاي  ایزوفـرم  بـا  عضـلانی  S1P مقدار
 MHC ایزوفـرم  تغییـر  در دیگـري  هاي مسمکانی شاید گفت توان می

 داري ین ـمع همبسـتگی  مقاومتی تمرین هفته 8 دنبال به .هستند درگیر
 گروه FHL عضله در عضلانی S1P مقدار و SK1 آنزیم ژن بیان بین

 کنتـــرل  گـــروه SOL عضـــله  و )>r، 048/0P=+601/0( تمـــرین
)773/0+=r، 003/0P<(  در اصـلی  مسـیرهاي  از یکـی  .شـد  مشـاهده 

 کـه  بـوده  SK1 آنـزیم  فعالیـت  و بیـان  افـزایش  عضلانی S1P تولید
 افـزایش  به توان میاثرگذارند و  آن فعالیت و بیان بر مختلفی عوامل

IGF، MGF دنبـال  ن کـه بـه  ی ـا به توجه با .ردک اشاره ها سایتوکین و 
 و بیـان  افزایش باعث و شده مثبت تنظیمعوامل  این مقاومتی تمرین
 که رسد می نظر به ؛گردد می S1P تولید در کلیدي آنزیم این فعالیت

 طـرف  از اما .باشد منطقی ها گروه برخی بین دار یمعن همبستگی این
 ایـن  توجیـه  در .دنبـو  دار یمعن ـ همبسـتگی  ها گروه برخی در دیگر،
 بیان در افزایش بر علاوه رشدي عوامل از برخی گفت توان می مورد

 بوده موثر نیز S1P کننده تجزیه آنزیم مهار در ،SK1 آنزیم فعالیت و

 اشـاره  مـوارد  بـر  عـلاوه ). 36(د دهن می کاهش را آن تجزیه میزان و
 لهوسـی  بـه  توانـد  مـی  ،شده تولید سلولی درون طور به که S1P شده،
 انتقال این). 37(د شو رها سلول خارج به ABCC1 ویژه دهنده انتقال
 نیـز  خـون  جریـان  داخـل  بـه  اسـکلتی  عضله بافت از S1P طرفه یک
 عضـله  S1P میـزان  بـین  همبسـتگی  عـدم  بـر  دیگـري  دلیـل  تواند می

  .باشد آن تولیدکننده آنزیم بیان و اسکلتی
ــه 8مطالعــه حاضــر  در ــوع از تمــرین هفت ــده مقــاومتی ن  در فزاین
 عضلات S1P مقدار در دار یمعن افزایش باعث سالم جوان ايه موش
 از .بود بالاتر انقباض تند هاي بافت در افزایش این. دیگرد کند و تند

 ـ نیـز  آن عضلانی کننده تولید آنزیم بیان مقدار دیگر طرف  دنبـال  هب
ــزایش نیتمــر ــدر ا .داد نشــان اف ــه ی ــن مطالع ــال هب ــان تمــرین دنب   بی

MHC IIa نــوع هــاي ایزوفــرم و افــزایش MHC IIb و MHC IIx 
 امـا  ؛است شده مشاهده هایپرتروفی در الگو این .دادند نشان کاهش

 بـا  آن عضـلانی  مقـدار  و SK1 آنـزیم  بیان بین داري یمعن همبستگی
 بـه  توجـه  بـا  .نشد دیده MHCs هاي ایزوفرم بیان مقادیر از یک هیچ
 میوژنیک عوامل از یکی S1Pکه  درس می نظر بهمطالعه حاضر  نتایج

 در گـردد  می پیشنهادلذا  .باشد قدرتی و مقاومتی هاي تمرین دنبال به
 میوژنیـک عوامـل   از یکـی  عنوان بهعامل  این نقش بعدي تحقیقات

  .گیرد قرار بررسی مورد مولکولی صورت به
  گيري نتيجه

طـور قابـل    نتایج ایـن مطالعـه نشـان داد کـه تمـرین مقـاومتی بـه       
 SK1و  MHCsعضلانی و بیـان   S1Pمیزانسبب افزایش اي  حظهملا
با توجه به نقش ساختاري و عملکردي این اسـفنگولیپید و   .گردد می

دنبـال یـک دوره تمـرین مقـاومتی افـزایش       از آنجا که این عامل بـه 
تـوان گفـت کـه یکـی از عوامـل رشـدي و مسـیرهاي         یابـد؛ مـی   می

  .سیگنالی در هایپرتروفی عضلانی است
  قدرداني و تشكر

-01-74-360شـماره  (مصوب حاصل طرح تحقیقاتی  مقالهاین 
حمایت مالی معاونت بود و با دانشگاه علوم پزشکی شهرکرد ) 1389

. انجـام شـد  آوري دانشـگاه علـوم پزشـکی شـهرکرد      تحقیقات و فن
دریغ آقاي دکتر مرتضی هاشم زاده رئیس  همکاري بی له ازیوس نیبد

ی و مولکولی دانشگاه علوم پزشـکی شـهرکرد   مرکز تحقیقات سلول
  .گردد یم يسپاسگزار
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Abstract 
Background and Objective: Sphingosine-1-phosphate (S1P) is involved in regulation of proliferation, 
differentiation, hypertrophy and anti-apoptosis and activation of satellite cells. This study was done to 
evaluated the effect of 8 weeks resistance training on sphingosine-1-phosphate level and gene expression 
of SK1 enzyme, isoforms of MHCs in skeletal muscles of male Wistar rats. 

Materials and Methods: This experimental study was done on Twenty four 8-week-old 190-250 gr male 
Wistar rats. The rats were allocated randomly into control (N=12) and training (N=12) groups. Resistance 
training was done using a 1 meter height ladder with 2 cm grid with an 85 degree incline, and weights 
attached to rat's tails. The content of S1P present in the chloroform layer was determined by means of 
high performance liquid chromatography (HPLC). Determination of relative mRNA expression was 
performed by Real-time PCR. Data were analyzed using SPSS-17, Kolmogorov-Smirnov and 
independent t-test. 
Results: Resistance exercise training increased the total content of S1P in FHL (fast-twitch) and soleus 
(slow-twitch) muscles in comparison with control group (P<0.05). Resistance exercise training changed 
the gene expression of FHL SK1, SOL SK1, FHL MHC I, Sol MHC I, FHL MHC IIa, Sol MHC IIa, FHL 
MHC IIb, Sol MHC IIb, FHL MHC IIx, Sol MHC IIx in comparison with control group (P<0.05). 

Conclusion: This study showed that S1P level and gene expression of SK1, MHCs increased at skeletal 
muscles after training. 

Keywords: Resistance training, Sphingosine-1-phosphate (S1P), Sphingosine-1-phosphate Kinase 1 
(SK1), Myosine heavy chain (MHC), Fast-twitch and slow twitch muscles 
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