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  قوز قرنيهاز بيماري  متأثرشناسايي و مقدار سنجي نسبي تغييرات پروتئوم مبتني بر اشك 
  *1خسرو خواجهو  *2خسرو جديدي ،1سودابه شفيعي

  دانشگاه تربيت مدرس، گروه بيوشيمي ايران، تهران، 1
  ، گروه چشم پزشكي)عج(االله ايران، تهران، دانشگاه علوم پزشكي بقيه 2

  22/7/1397 :تاريخ پذيرش  31/5/1397 :تاريخ دريافت

  چكيده

 كند و ميزان تخمينينوجواني بروز مي در اوايل معمول به طور كه است قرنيه ةشدن پيشروند از نازك نامتقارن حالتي قوز قرنيه
ك ميان ي نمونة اشپروتئينها براي آشكارسازي تغييرات فراواني. نفر از جمعيت انساني است 2000نفر در هر  1آن حدود  شيوع

 از استفاده بدون نشاندار كردن آنها و با ،پروتئينهاپپتيدهاي حاصل از هضم پروتئوليتيكي  دو گروه بيمار و شاهد، مقدارسنجي
نتايج آناليز آماري براي يافتن . سنجي جرمي متوالي، انجام شدطيف-الكتروفورز ژلي يك بعدي و كروماتوگرافي مايع استراتژي
بر اساس نتايج حاصل از . پروتئين كاهش و افزايش سطح بيان داشتند 14و  28 به ترتيبمتفاوت نشان داد كه اي با بيان پروتئينه

شناسي ژني، فرآيندهاي زيستي كه عمدتاً در اثر تغييرات سطح بيان زير مجموعة پروتئيني فوق الذكر در آسيب آناليز هسته
، تنظيم زيستي )درصد 2/20(، فرآيندهاي متابوليكي )درصد 1/27(ي فرآيندهاي سلول: شوند؛ شاملشناسي بيماري درگير مي

-علاوه بر اين، آناليز هسته. باشندمي) درصد 3/9(ها و پاسخ به محرك) درصد 3/9(، سازماندهي اجزاي سلولي )درصد 6/11(

. به فضاي درون سلولي تعلق دارند اي از آنهاشناسي ژني مرتبط با جايگاه سلولي اين پروتئينها حاكي از اين است كه گروه عمده
تر از در حوزة فرآيندهاي زيستي كمك كرده و دركي عميق پاية ما دانش توانند به ارتقاياين قبيل مطالعات پروتئوميك، مي

  . ساز بيماريها بدهندمكانيسمهاي زمينه

  ته شناسي ژنيهس، طيف سنجي جرمي -كروماتوگرافي مايع، قوز قرنيه، پروتئوميك :هاي كليديواژه

  khajeh@modares.ac.ir: ، پست الكترونيكي02182884717:تلفن نويسنده مسئول، *

  مقدمه
، )درصد 78(شامل آب  عمدتاً چشمه يساختار قرن

سلولهاي  و ها كانيمنظم كلاژن، پروتئوگل يها  ريزرشته
 بومن وم،يتل ياپ ةيج لاو از پن باشد يم  تيكراتوس

)Bowman’s layer(استروما ، )غشاي دسمه، )درصد 90 
)Descemet’s membrane( است شده ليتشك وميو اندوتل 
 مانند قرنيه با مرتبط اختلالات از نوع چندين تاكنون. )4(

 و كراتيت، زايي نورگ زخم، ،زوال خراشيدگي،
   .)23( اندشده شناسايي كراتوكونوس

 نوزدهم قرن اواسط از تقريباً كه )قرنيه قوز( وسكراتوكون
 غيرالتهابي )Ectasia( اكتازي ست ازا عبارت ،شده شناخته

اختلال  ،در اين بيماري .چشم استقرنيه  ة برند ليتحلكه 
 نازك شدنو  فيمنجر به تضع هيقرن بيترك ايدر ساختار 

 ،چشم يفشار داخلدر نهايت تحت تأثير  وشود ميآن 
يك برآمده شده و به ، داده انحنا رييتغشده  فيعض ةيقرن

 وعيش زانيم .)35و  4،33( دگرد مي ليتبد يحالت مخروط
با  مطابق. است ريمتغ ايدن مختلف نقاط دراين بيماري، 

 National( چشم يمل ةسسؤم توسط شده ارائه گزارش

Eye Institute (NEI)(، زوال علت نيتر عيشا اختلال نيا 
 هر انيم زاي ماريبعلائم  وبوده  متحده تايالادر هيقرن

 در اما. شودظاهر مي نفر در يك اًحدود نفر، 2000
ر، نف 500 هر در، بودهبالاتر وعيش زانيمكه  گريد يگزارشها
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 8( استعلائم بيماري را داشتهمذكور  تيجمع از نفر يك
 با ارتباط در يمختلف قاتيتحقجداي از آن، . )18و 
 رانيا در هيقرن قوز يماريب )Epidemiology( يولوژيدمياپ

 زد،ي يها شهر از شده ارائه يهاگزارش. است شده انجام
را  يماريباين  وعيش يبالا زانيم، شاهرود و مشهد تهران،

 شتريب اريبس زانيم نيا متأسفانه كه نحوي بهد؛ ندهنشان مي
ر د مطالعهاين موضوع،  .)49( استبوده يجهان آمار از

را امري بايسته و شايان توجه  در كشور يماريبحوزة اين 
  .استكرده

شناختي آسيب توضعي با ارتباط نزديك اشك به دليل
تغييرات  بسياري از بيماريهاي سطح چشم، فيزيولوژيك

 ةاجزاي تشكيل دهند يبدر تركتأثيرگذار، وقايع ناشي از 
 ةمطالع ين،بنابرا. شوند مياشك منعكس مختلف  هاي لايه

در افراد مبتلا به قوز قرنيه نسبت به  غييراتتاين  ايهمقايس
ي سالهاكه در   هاي تحقيقاتي بوده ي از زمينهافراد سالم يك

انواعي  .)46و  25( استاخير بسيار مورد توجه قرار گرفته
 شناسايي جهتدر پروتئوميكي متعدد يهااستراتژياز 

ي نشانگرها آن تعيين به دنبال و اشك يپروتئين تركيب
اين . اندتوسعه يافته چشمي يبيماريهابراي  يپروتئين

 سلولي از هايعملكرد تنظيم شناخت نحوة دررويكردها 
 ،تنشهاي خاص يا محركها به پاسخ و دهيسيگنال طريق
 و تحرك آپوپتوز، تكثير، مانند سلولي هايفرآيند درك
 در بيمارحالت  با مرتبط پروتئيني تغييرات همچنين و تمايز
 .)45و  30، 13( دارند ايويژهاهميت  نرمال وضعيت لمقاب
 بين اشك پروتئينهاي مقايسهبراي ، نيز اخير سالهاي در

 مختلف روشهاي از نرمال افراد و قوز قرنيه مبتلا بهافراد 
تعداد  شناسايي در است و تفاوتشده استفاده پروتئوميكي

 به هاي پروتئيني تمايزيزيرمجموعه و پروتئينها كلي
 مورد هاييكردرواشك و  نمونه آوريجمع روشهاي
در  .)24( استمرتبط  هانمونه تحليل و تجزيه براي استفاده

مبتني  توانمنديكي از تكنيكهاي  به كارگيرياين پژوهش با 
تلاش شد تا مطالعه پروتئوم اشك  ،سنجي جرميبر طيف

با اين هدف  ،مورد بررسي قرار بگيرد تريجامع به صورت

كه سهمي در پروتئينهاي جديدي  شناساييامكان كه 
براي نيل  .شناسي بيماري داشته باشند؛ افزايش يابدآسيب

به اين هدف، پروتئوم اشك بدون استفاده از روشهاي 
هاي نشاندار كردن رايج پروتئينها كه نيازمند صرف هزينه

گيري از تكنيك پردازش طولاني هستند؛ با بهرهبالا و زمان
-طيف- تروفورز يك بعدي و كروماتوگرافي مايعژل الك

سنجي جرمي متوالي ارزيابي و با شناسايي و مقدار سنجي 
دار در سطح بيان پروتئينهاي  ي آماري معنيتفاوتهاپروتئوم، 

 به نظربا بررسيهاي انجام شده . شاهد و بيمار تعيين شد
 اشك نمونه در خصوص مطالعه نياول پژوهش نيارسد مي
 ژل كيتكن از استفاده با است كه هيقرن قوز به مبتلا مارانيب

 يسنجفيط-عيما يكروماتوگراف و يبعد كي الكتروفورز
 يرو بر )1D-SDS PAGE & LC-MS/MS( يمتوال يجرم
  .شودمي انجام يبوم يهانمونه

  مواد و روشها
 اين .بيماران باليني ارزيابي ومورد مطالعه  جمعيت
 سال هلسينكي بيانيه قياخلا موازين همسو با پژوهش

 و بررسي از پس آزمايشي يروشها تمام .انجام شد 1964
 اجرا مدرس تربيت دانشگاه تحقيقاتي اخلاق كميته ييدأت

امضاي  ،تحقيق هايجنبه شفاف سازي تمام از پس .ندشد
 اخذ داوطلبان شركت كننده از همهنامه آگاهانه فرم رضايت

مبتلا به  يمارانب) الف :ملشا ورود به مطالعه يارهايمع .شد
 يتوپوگراف يها با نقشه سالم افراد) ب. قوز قرنيه

)Topography( خروج از مطالعه  معيارهاي. يهقرن يعيطب
 ي چشم،در بخش قدام يجراح يقبل ةمداخل) 1 :شامل

 وجود) 2 .يدوران كودك يه درقرن بيماري يا آسيب به
مان با در ي،چشم يماري، بيستميس ياالتهاب فعال و 

شرايطي كه ) 3 .موضعي يا يستميضد التهاب س يداروها
بر روي تركيب اشك تأثير بگذارد مانند استفاده از لنزهاي 

و  يمياييش يآسيبهاسابقه  )5 .يستميس يماريب) 4. تماسي
در طول  يردهيش يا يباردار )7 .تليومياپ بهبوددر  يرخأت يا

 نفر 52 ع تعداددر مجمو. ، بودندزن يمارانب يمطالعه برا
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 تستهاي كلينيكي در اين تحقيق شركت كردند براي انجام
كه در نهايت با در نظر گرفتن معيارهاي ورود و خروج از 

 آوري نمونةبراي جمع) سالم 5بيمار و  9(نفر 14مطالعه، 
  قابل ذكر است كه افراد تشكيل دهنده .شدندانتخاب اشك 

ي از شدت بيماري درجه يكسان گروه بيمار در اين پژوهش
  .داشتندرا 

 1 شيرمر تست :اشك نمونه پردازش و مراحل گيرينمونه
)Optitech Eye Care, Allahabad, India (استفاده از  بدون

 اشك هاينمونه آوريجمع براي موضعي بيحسي قطره
 يك دادن قرار با .مورد استفاده قرار گرفتافراد داوطلب 

در  گيري انجام شدنمونه ايينپ پلك در استريل يكاغذ نوار
 يرفلكس اشك ترشح تحريك از حالي كه تلاش شد

 بلافاصله حاوي اشك نوارهاي. )19( جلوگيري شود
درجه سانتي  -80 دماي در پردازش بعدي تا و منجمد شده

استخراج پروتئوم  ،طور خلاصههب .شدند نگهداري گراد
 ربناتبيكميكروليتر از محلول  150اشك با اضافه كردن 

مخلوط كوكتل مهار ميكروليتر  1، ميلي مولار 100 آمونيوم
) EDTAبدون  - X100با غلظت (كننده پروتئازي 

)Thermo Scientific™ Pierce, Rockford, IL (1 و 
) =pH 8ميلي مولار با  EDTA )100ميكروليتر از محلول 

 80 استون از حجم 4 افزودن باپروتئينها سپس . انجام شد
رسوب  درجه -20 شبانه در دماينكوباسيون او  درصد

 تريكروليم 20-30 ينيپروتئ رسوب به انتها در .داده شدند
 ليدودس ميسد X1 غلظت يحاو( نمونه انحلال بافر از

 يدما در و اضافه )DTT اگرياح مولار يليم 50 و سولفات
 .شد داده حرارت قهيدق 10 مدت بهدرجه سانتي گراد  60

 با هامونههر يك از ن در كل تئينپرو غلظت در ادامه
 ,Thermo Scientific™ Pierce( برادفورد روش از استفاده

Rockford, IL (شد تخمين زده)5/62= فاكتور رقت(.  

ها با تكنيك پروتئين بعدي كردن جزء به جزء و جداسازي
 نمونهميكروگرم از  90ميزان  :الكتروفورز يك بعدي

 12روي ژل الكتروفورز بر  بارگزاريا ب اشك پروتئين

 80ولتاژ ثابت  با اعمال و احيايي در شرايط دناتوره ،درصد
تفكيك ولت براي ژل  200ولت براي ژل استاكينگ و 

باندهاي . جداسازي شدند دقيقه 60به مدت تقريبي  كننده
رنگ با استفاده از روش  ،ژل پروتئيني جدا شده بر روي

 Colloidal Coomassie( آبي كوماسي كلوئيديآميزي 

Brilliant Blue G-250( مطابق با الگوي . آشكار شدند
به هر قطعه  وقطعه  5ژل به هر ، باندهاي پروتئيني تفكيك

هاي تكه ،در ادامه. شد بريدهمتري  ميلي 1ريزتر  هايتكه
جهت آماده شدن براي آناليز با  ،هر قطعهمربوط به ژل 
ازشهاي بعدي مورد پردطور جداگانه هب سنجي جرمي،طيف

 اضافه كردن باژل  هايتكه خلاصه، به صورت. قرار گرفتند
احيا سپس  ،ندآبگيري شد اتانول مطلق بيكربنات آمونيوم و

با اضافه  به ترتيب سولفيد دي باندهايو آلكيله كردن 
 واستاميديد مولار ميلي 55و  DTT مولارميلي 10كردن 

در  .انجام شد رمولاميلي 50 آمونيوم بيكربنات در حل شده
آنزيم  تيمار باتوسط  نهايپروتئ هضم پروتئوليتيكي ،ادامه

 به) USA ، Madison، Promega( شده اصلاح تريپسين
در  .صورت گرفتدرجه  37 دماي در ساعت 19 مدت
 با واكنش مخلوط سازي اسيدي توسط ،پروتئوليز ،نهايت

ك تري فلوئوري درصد 1( استخراج بافر از ميكروليتر 100
 آوريجمع هاپپتيد حاوي محلول رويي .شد متوقف )اسيد

 شستشوي بار دو با ژل هايتكه در ماندهباقي پپتيدهاي و
استونيتريل و تري  1:1( استخراج بافر دراي  دقيقه 20

استونيتريل  نهايي شستشو با و يك مرحله) فلوئوريك اسيد
ي رويي مربوط به هر هامحلول .ندشد بازيابي خالص
 ,SpeedVac )Eppendorf در ود گرديآوري جمع ،مرحله

Darmstadt, Germany( تا  هانمونه .شدندو تغليظ  خشك
 درجه - 20 دماي جرمي در سنجيطيفزمان آناليز توسط 

  . نگهداري شدند

 :اكتادسيل معكوس ستون توسط پالايش نمونه پپتيدي
 C18ي فاز معكوسهاستون روي شده بر استخراج يهاپپتيد

 )Macherey-Nagel, Düren, Germany( ساز دست
 تكرار مرتبه سه نمونه هر براي فرآيند اين. شدند پالايش
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در هر  وي ستونشمده از شستآ به دست محلول و گرديد
 ,SpeedVac )Eppendorf در آوري وجمع مرتبه

Darmstadt, Germany( شد تغليظ خشك شدن كامل تا. 
 سنجي جرمي،طيف- يعاز آناليز با كروماتوگرافي ما قبل

درصد  1/0 محلول از ليترميكرو 20اضافه كردن باپپتيدها 
  .ندشد حلتري فلوئوريك اسيد 

- طيف- ي پپتيدي با كروماتوگرافي مايعهاآناليز نمونه

با  پپتيدي اتخاذ طيف جرمي نمونه .جرمي سنجي
ي هاحلالخالص شده و  ميكروليتر از نمونه 2بارگزاري 

آب با  ( A حلالفاز متحرك شامل  نوانبه عمورد استفاده 
 و جرمي سنجيطيف- مايع كروماتوگرافي درجه خلوص

 ( B حلال و )فرميك اسيد حجمي/درصد حجمي 1/0
- طيف- مايع كروماتوگرافي با درجه خلوص استونيتريل

 )فرميك اسيد حجمي/درصد حجمي 1/0 و جرمي سنجي
لي سنجي جرمي متواطيف- در دستگاه كروماتوگرافي مايع

)Bruker Daltonics, Bremen, Germany( صورت گرفت. 
 شرح به نمونه هر آناليز دررفته به كار  ايدقيقه 60 شيب
- 45: دقيقه B، 45 -5 حلال درصد 10 :دقيقه 0-5: بود زير
 ،B حلال درصد 45- 90: دقيقه B، 50 -45 حلال درصد 10
 درصد10: دقيقه B، 60 -55 حلال درصد 90: دقيقه 50- 55

  .B حلال

 سنجي جرميدست آمده از طيفهاي خام بهدادهآناليز 
 استفاده از با ،آمده به دست خام كروماتوگرام طيف :متوالي

 و) 1، 6، 0، 1 نسخه( MaxQuant محاسباتي نرم افزار
 )Andromeda( آندرومدا ،آن پپتيدي جستجوي موتور

 الگوريتمبه اين منظور، . مورد تجزيه و تحليل قرار گرفت
بدون نشانه مقدارسنجي آمده از  به دستسيگنال  تشد

، پروتئينها )Label-Free Quantification intensity( گذاري
جستجوي طيف  .گرفته شدبه كار  پپتيدها شناسايي براي

انساني  UniProtKBجرمي متوالي با استفاده از پايگاه داده 
 ي ازليست و يك فايل حاوي) 29/5/2014 تاريخ انتشار(

 .هاي پروتئوم انجام شدهاي شايع نمونهده كنندهآلو

تغييرات ثابت : شامل براي جستجو فرضپيش تنظيمات
و  سيستئين اسيدهاي آمينه مانند كرباميدومتيلاسيون

اكسيداسيون متيونين و استيلاسيون  تغييرات غير ثابت مثل
اسيدآمينه جهت  6، دارا بودن حداقل نپروتئي N پايانه

دو  بودنمجاز  ،Trypsin/Pآنزيم  انتخابدها، شناسايي پپتي
 1معادل  و اعمال حد آستانه جايگاه برش از دست رفته

شناسايي پروتئين و  جهت براي نرخ كشف كاذب درصد
گيري از الگوريتم با بهرهمقدارسنجي پپتيدها  .بودند پپتيدها

MaxLFQ ادغام شده )Integrated(  در نرم افزار
MaxQuant آماري و آناليزهاي .)48( انجام شد 

و مقدار سنجي  بيوانفورماتيكي براي پروتئينهاي شناسايي
و  )1.6.2.1(نسخه  Perseus با كمك نرم افزار ،شده

 PANTHER )Protein ANalysis  آنلاين ابزارهاي

THrough Evolutionary Relationships (و STRING 
)Search Tool for the Retrieval of Interacting 

Genes/Proteins (انجام شد.  

  نتايج
در  اشك هي نمونپروتئينها تغييرات فراوانييافتن  به منظور

ي حاصل از پپتيدها مقدارسنجي ،دو گروه بيمار و شاهد
 با ،آنها بدون نشاندار كردن پروتئينهاهضم پروتئوليتيكي 

 و الكتروفورز يك بعدي هاياستراتژيتلفيقي از  از استفاده
   .انجام شد سنجي جرمي متواليطيف-مايع كروماتوگرافي

نفر براي انجام ارزيابيهاي باليني  52تعداد  در اين پژوهش
 5بيمار و  9(نفر 14، مجموعاً نهايتفرا خوانده شدند و در 

از . اشك انتخاب شدند هآوري نمونبراي جمع) سالم
آنجايي كه اغلب افراد مراجعه كننده، مرد بودند بنابراين 

علاوه . شودرد مطالعه تنها شامل جنس مذكر ميجمعيت مو
يكساني انتخاب  يبر اين افراد دو گروه از محدوده سن

بر اساس ميزان پروتئين مورد نياز براي هر ژل، . شدند
 به طور فرد 3تا  2آمده از اشك  به دستهاي پروتئين

سنجش شده  غلظت پروتئين كل. تصادفي با هم يكي شدند
 36/5 ± 5/1 و 9/10 ± 05/4 ترتيب به با روش برادفورد
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كه اين بود  بيمار ليتر براي گروه شاهد وگرم بر ميليميلي
 50حاكي از كاهش كه  پيشين شدهگزارشمقاديرمقادير با 
نسبت به گروه در گروه بيمار  پروتئينغلظت  درصدي

  .)13( مطابقت دارد ،بودندشاهد 

 لژ نمونه اشك جدا شده بر رويپروتئيني  نمايه
 مرزهايباندهاي پروتئيني و الگوي  .يك بعدي الكتروفورز

 همان گونه .نشان داده شده است 1در شكل  قطعهبرش هر 
 5و  2شماره  هاي قطعه ،كه در تصوير مشخص است

نسبت به  فراوان تري هاتعدادي از پروتئينحضور  نمايانگر
و قطعه  5كردن هر ژل به  تقسيمبا  .هستند هاپروتئينساير 

اثر  ،هاقطعه ديگرجدا از  به صورتناليز هر قطعه آ
 گروه از اين حاصل از حضور سيگنال پوشانندگي

 دسته ايجاد شده توسط سيگنالي با فراواني بالا بر هاپروتئين
خواهد  خنثي ؛ي دارندفراواني كمتر كه هاپروتئيناز  ديگر
 ممكناز پروتئينها  بيشتريو از اين راه شناسايي تعداد  شد
 از حضور تعدادي از ناشي پوشانندگي اثر .دشومي

 يستيز ينشانگرها يآشكارساز بالا، فراواني با پروتئينهاي
را  دارند، وجود نييپا يهاغلظت در معمولاً كه ينيپروتئ
 غلظت گسترده ييايپو دامنه .ددهيم قرار ريتأث تحت

 حضور يستيز ستميس كي در كه يينهايپروتئ و دهايپپت
 ديجد يستيز ينشانگرها كشف يبرا ياصل گاهگلو دارند،
   .است

 عيوس يايپو دامنه ك،يپروتئوم مطالعات از ياريبس در
 در نيپروتئ نيچند حضور به ويژه انسان اشك در نهايپروتئ
 ييشناسا از توانديم نها،يپروتئ ريسا به نسبت بالا ريمقاد
 به عمل ممانعت كمتر يفراوان با يستيز ينشانگرها موفق

 كردن، جزء به جزء مختلف يروشها رو، نيا از ؛ردآو
 يستيز يهانمونه يساز ساده يبرا يساز يغن اي حذف

 هنوز كه ييآنجا از. اندافتهي توسعه دهيچيپ و ناهمگون
 موجود يليتحل يستمهايس تيظرف از هانمونه يدگيچيپ

 يبرخ يسازآماده فرآيند مجموع در كند،يم تجاوز يكنون

 آنها ليتحل و هيتجز در يمهمچالش  به عنوان هانمونه از
  ).17( ماند خواهد يباق

  
 ژل روي بر شده جدا بيمار و شاهد گروه دو اشك پروتئوم -1شكل 

 5خطوط نشان دهنده محلهاي برش ژل به . بعدي يك الكتروفورز
موقعيت پروتئينهاي داراي  5و  2هاي شماره قطعه. باشدقطعه مي

دهند، با برش ژل به چند قطعه، اثر پوشانندگي ن ميفراواني بالا را نشا
پروتئينهاي موجود در اين دو قطعه بر روي رديابي ساير پروتئينها 

 .كاهش خواهد يافت

 :ي در پژوهش حاضرپروتئوميك هاييافته كلي مرور
سنجي طيف- كروماتوگرافي مايع ابزار با ژل هايهقطعآناليز 

 ضريب ن غيرتكراري باپروتئي 1125تعداد  ،جرمي متوالي
 بين پروتئوم واريانس ميزان. اطمينان بالا را شناسايي كرد

 ارزيابي مورد پيرسون بستگيهمضريب  محاسبه با ،هاگروه
سطح  متناظر با(شدت سيگنال از  ،بدين منظور. گرفت قرار
 تحليل با نرم افزار و تجزيه از مستخرج )پروتئين بيان

MaxQuant خطي  ضريب همبستگي مقادير. استفاده شد
-Multiنمونه در نمودار  6محاسبه شده براي هر  پيرسون

scatter كلي، به طور ).)الف( 2شكل (اندنشان داده شده 
حاكي از  پيرسون اعداد متناظر با ضريب همبستگي سهمقاي

 هانمونه بالاي شباهت و آزمايي كار كل تكرارپذيري بالاي
ضريب ميانگين كه  نحويبه ؛ باشدمي گروه هر در

و  گروه شاهدتكرار مستقل از  3همبستگي پيرسون بين 



 1400، 1، شماره 34جلد                                                                       )     مجله زيست شناسي ايران( سولي و مولكوليمجله پژوهشهاي 

 

82 

DOR: 20.1001.1.23832738.1400.34.1.2.9 

 94/0 ± 01/0و  93/0 ± 01/0معادل  به ترتيبگروه بيمار 
گروه بين  پيرسون همبستگي ديگر ضريب سوياز . است
 87/0 ± 03/0متناظر با ميانگين  به طور و گروه بيمار شاهد
گروه تئوم كه حاكي از وجود شباهت كمتر بين پرو باشدمي

 شناسايي به منظور ،بعد در مرحله. و بيمار است شاهد
 در گروه توجهي قابل به طور كه پروتئيني زيرمجموعه

 تحليلدهند، بيان نشان مي تمايز گروه شاهد به نسبت بيمار
دو  آماري آزمون با انجام Perseus افزار نرمدر  آماري
پروتئيني  42از ميان  .صورت گرفت) > P 05/0( اينمونه

ثير قرار أكه سطح بيان آنها در بيماري قوز قرنيه تحت ت
پروتئين كاهش و افزايش بيان  14و  28 به ترتيبگرفته، 

 volcano با ترسيم نمودار) ب( 2 شكلدر  .نشان دادند
 گروه پروتئومدوگانه آمده از مقايسه  به دست يهاتفاوت
اين  رد .استكشيده شده به تصوير گروه شاهد و بيمار

 و X محور بر روي هاپروتئين كسر تغييرات مقدارنمودار 
آماري  تحليل حاصل از دارمعني داده مربوط به نقاط عدد

نمايش داده  Yروي محور بر  ،)Log(p-value)–( تمايزي
يكي هاي گرافيكي از به تصوير كشيدن داده براي .اندشده
س از پ .ديداري سازي داده بهره گرفته شد هايابزار از

مقادير  با فاقد مقدار ينقاط داده ماتريكسجايگزين كردن 
 بر اساساين نقاط  ،نرمال توزيع از استفاده عددي متناظر با

پارامترهاي فاصله و  انتخابنرمال شدند و پس از  Zنمره 
 نقشه ،Averageو  Euclidean معيار اتصالات بر اساس

 مراتبي سلسله بنديخوشهنمودار  با نقاط داده حرارتي
 از كه پروتئينهايي آناليز، اين انجام با .شد ايجاد مرتبط با آن

 مشابهت بياني پروفايل و بيان شدت عددي مقدار نظر
 اين تلفيق و گيرندمي قرار واحدي هايخوشه در دارند
  .كندمي ايجاد را دندروگرام با هم يك هاخوشه

  
اعداد نمايش داده شده در بالاي هر نمودار . باشدهاي مورد آزمون ميدهنده ميزان واريانس بين نمونهكه نشان multi-scatterار نمود) الف -2شكل 

اند كه به دار از نظر آماري، با دو رنگ قرمز و آبي در شكل نشان داده شدهمعني اينقاط داده) ب. دهندمقدار ضريب همبستگي پيرسون را نشان مي
 متناظر با آستانه نرخ كشف كاذب با حد .يب نمايانگر نقاط داراي افزايش بيان و نقاط داراي كاهش بيان در گروه بيمار نسبت به گروه شاهد هستندترت

 .است جهت رسم نمودار استفاده شده 1/0معادل با  S0و مقدار واريانس  05/0

 ايخوشه تفكيك ،3نشان داده شده در شكل حرارتي نقشه
 هانمونهدر آن  كه دهدمي نشان داده رانقاط مراتبي  هسلسل
- دسته ،يبعد گام در .اندشده جدا Bو  A خوشهزير دو  در

 و هيتجز توسط زيمتما يانيب يبا الگو يهانيپروتئ يبند

 يسلول تيبا موقع مرتبط يژن يشناسهسته جامع ليتحل
)GOCC(، يمولكول عملكرد )GOMF (يستيز نديفرآ و 
)GOBP (از يريگبهره با كار نيا. انجام شد نهايپروتئ نيا 

 ستميس عنوانتحت  وب بر يمبتن يبندطبقه ستميس يك

 )الف( )ب(
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 ،PANTHER ،يتكامل روابط از استفاده با نهايپروتئ زيآنال
 رهيچندمتغ داده منبع كي PANTHER .گرفت صورت

 يتكامل خچهيتار كمك با ينيپروتئ يهايتوال يبندطبقه يبرا

 كتابخانه كي ،داده منبع نيا شالوده. باشديم هاآن عملكرد و
 يژن يهاخانواده از كه است يكيلوژنتيف يدرختها از جامع
   .اندشده جاديا نهايپروتئ كننده كد

  
مراتبي استفاده براي آناليز و ايجاد نقشه حرارتي و خوشه بندي سلسله  پروتئينها شده ترانسفورم شده لگاريتمي خطي نرمال بيان مقدار شدت -3شكل 

 .در نقشه حرارتي بالا رنگ قرمز و رنگ آبي به ترتيب نشان دهنده افزايش و كاهش بيان پروتئين هستند. شد

 توان با آنها يهاژن و هانيپروتئ يبندطبقه يبراكه  ابزار نيا
 كننده كد يهاژن از يستيل ؛استشده يطراح بالا ياتيعمل
 ژنوم كيموجود در  يژنهارا با  زيمتما انيبا ب ينهايپروتئ
 قيطر از و كنديم سهيمقا) انسان ژنوم نجايادر ( مرجع

 و هايژگيكه در مورد و ياشده فيتعر اطلاعات
 زين و وجود دارد هاژن نيا محصولات يستيز يعملكردها

 نهايپروتئ نيا گر،يبا همد عملكردها نياارتباط دادن  از راه
 عملكرد ،يژن يشناسهسته زيآنال. )27( كنديم يبنددسته را
: دهديم شرح منظر سه از را ينيپروتئ محصول يستيز

 محصول توسط شدهانجام  يتهايفعال( يمولكول عملكرد
 منتسب يگاههايجا( يسلول اجزاء ،)يمولكول سطح در يژن
) كنديم عمل ژن محصول آن در كه يسلول يساختارها به
 يتهايفعال توسط كه يستيز يهابرنامه( يستيز نديفرآ و

خلاصه اي از  .)27( )شونديم انجام چندگانه يمولكول
نشان داده  4در شكل  پروتئينهااين  شناسي ژنيآناليز هسته

 شناسي ژنيتحليل هسته و تجزيه كلي، به طور .استشده

 ،در اين مطالعه پروتئينهاي متمايز مرتبط با موقعيت سلولي
 .داد نشان را يسيتوپلاسم و سلولي خارج پروتئين چندين

سيتوپلاسمي و اندامكي از  يهاپروتئين فراواني بيشتري از
در  ي اسكلت سلولي و شبكه آندوپلاسميهاجمله پروتئين

  .شد مشاهده خارج سلوليي هاا پروتئينبمقايسه 

شناسي ژني مرتبط با هسته تحليل و تجزيه علاوه بر اين،
 طالعه،دو گروه مورد م درها پروتئين اين عملكرد زيستي

 عملكرد ضد باكتريايي، با دخيل در بيماري پروتئين چندين
 متابوليكي را يهاآنزيم و پروتئازي مهاركننده ايمني، پاسخ
است، نشان داده شده 4همانطور كه در شكل  .داد نشان
در اين آناليز شامل فرآيندهاي  شده يغن يستيز يندهايفرآ

 2/20(، فرآيندهاي متابوليكي )درصد 1/27(سلولي 
، سازماندهي اجزاي )درصد 6/11(، تنظيم زيستي )درصد

... و ) درصد 3/9(و پاسخ به محركها ) درصد 3/9(سلولي 
   .هستند
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 فيزيولوژي شناسي آسيب در فرآيند هر سهم. مطالعه اين در شده شناسايي پروتئينهاي تمايزي تغييرات با مرتبط ژني شناسيهسته آناليز -4 شكل
نشان  پايين ايدايره نمودار در نيز تمايزي پروتئيني هاي زيرمجموعه جايگاه سلولي. استشده مشخص درصد مقياس در بالا ايدايره نمودار در بيماري

 .است  شده داده

- در مسيرهاي زمينه محصولات ژني نشان دادن نقش براي

به در اين تحقيق كه ساز و پيش برنده بيماري قوز قرنيه 
 ؛اندهاي با الگوي بياني متمايز شناسايي شدهپروتئين عنوان
 تعاملات شبكه .انجام شدژنها  عملكردي- ارتباطي تحليل

با الگوي بياني متمايز با  يهاعملكردي متقابل بين پروتئين
-STRING)http://string پايگاه داده آنلاين استفاده از منبع

db.org (ترسيم شد.  

تعيين  املي پروتئينيبراي ايجاد شبكه تع اي كهحد آستانه
 امتياز حداقل( 7/0اطمينان يعني  شد معادل ميزان بالاي

 بود،) نياز براي ايجاد ميانكنش متقابل بين دو پروتئين مورد

درصد  70از  ژن با امكان بيشتر دو بين وجود ارتباط بر كه
پروتئيني مجزا ايجاد  خوشه 5براي اين شبكه، . دلالت دارد

ه ميانكنشي با ديگر پروتئينها نداشتند، شد و پروتئينهايي ك
  ).5شكل (از شبكه حذف شدند 

  گيريبحث و نتيجه
در اين پژوهش تغييرات پروتئوم اشك بين دو گروه شاهد 
و بيمار با به كارگيري تكنيك الكتروفورز ژلي يك بعدي و 

سنجي جرمي مورد مطالعه قرار طيف-كروماتوگرافي مايع
  .گرفت
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 دو گروه هر اشك نمونه در تئينپرو 1125 مجموع در
 در پروتئين فراوان حضور دهنده نشان كه شد شناسايي

 تغييرات تأييد بر علاوه پژوهش، اين در. باشدمي اشك
 قبلي، شده گزارش پروتئيني هايگزينه از تعدادي

 در تاكنون كه اندگرديده شناسايي جديدي پروتئينهاي
در گزارشهاي  .بودند نشده گزارش قرنيه قوز زاييبيماري

اخير با به كارگيري تكنيكهاي قدرتمند مبتني بر طيف 

 طور به انسان نرمال اشك عدد پروتئوم سنجي جرمي،
 كه استيافته افزايش پروتئين 2000 به حدود داريمعني
 LYZ اين مجموعه را پروتئينهاي كل از درصد 90 از بيش

 ،)نيپوكاليل( LCN1،)نيلاكتوترانسفر( LTF ،)ميزوزيل(
SIgA )يآ ترشح نيمونوگلوبوليا(، LACRT )و) نيتيلاكر 
PRPs )د دهنيم ليتشك) نياز پرول يغن ينهايپروتئ

)12،40.(    
  

  
 داراي پروتئينهاي تنها و شدند حذف شبكه از ميانكنش فاقد گرههاي. كنترل و بيمار گروه دو در تمايزي پروتئينهاي متقابل ميانكنشهاي شبكه -5شكل

 .شدند بنديخوشه مجزا مدل 5 در كه ماندند باقي متقابل عاملت

يي كه در مقايسه با افراد نرمال، در افراد بيمار هاپروتئين
، PSME1 ،UBB ،DIAPH1: اند شامل افزايش بيان داشته

FN1 ،PODXL ،AHSG ،PDLIM1 ،CLIC1 ،PGLS ،
LDHA ،GSN ،IVL ،CTSB  وLGALS3 و در . باشندمي

 ؛انديي كه كاهش بيان داشتهپروتئينها همقابل زيرمجموع
PSAP ،PLS3 ،AKR1C2 ،PLOD1 ،HSP90B1 ،ITIH4 ،
TKT ،NUCB2 ،HYOU1 ،HRG ،ALDH3A1 ،A2M ،

QSOX1 ،B4GALT4 ،SLIT3 ،ADH1A ،PGK1 ،
ENO1 ،ESD ،CLU ،EZR ،TGM2 ،HSP90AA1 ،
PFN1 ،ANXA1 ،SERPINA1 ،P4HB  وFGA امل را ش

 قبلاًاز اين تعداد پروتئين تمايزي، چندين مورد . شوند مي

و تعدادي ديگر براي اولين  )27و  8 ،7 ،5( اندگزارش شده
ليست كامل نام ژن،  .اندبار در اين پژوهش شناسايي شده

دست هب p-valueميزان تفاوت بين دو گروه و نيز مقدار 
نشان  1ه در جدول شمار يآمده براي پروتئينهاي تمايز

  .استداده شده

اي از عملكرد فيزيولوژيك اين پروتئينها در ادامه به خلاصه
پروتئين -در شبكه ميانكنشهاي پروتئين. شودپرداخته مي

مرتبط با اين مجموعة پروتئينهاي تمايزي، پس از حذف 
ميانكنش  خوشه 5اجزايي كه تعاملي با سايرين نداشتند؛ 

  .پروتئيني ايجاد شد
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  )> T )05/0 Pاي پروتئينهاي تمايزي پس از انجام آزمون آماري دو نمونه -1جدول
 Log student's T-test p-value KCN_CTRL- ميزان تفاوت بين دو گروه نام ژن  شماره

1  PSME1 32733/1 77493/5  
2  UBB 02872/1 95931/3  
3  DIAPH1 52556/1 93183/2  
4  FN1 49943/1 38514/5  
5  PODXL 09712/1 94069/3  
6  AHSG 2108/1 03035/5  
7  PDLIM1 977237/0 85521/4  
8  CLIC1 39084/1 57729/3  
9  PGLS 86008/1 01687/4  
10  LDHA 38615/2 78717/3  
11  GSN 09836/2 23248/4  
12  IVL 34805/1 82444/3  
13  CTSB 52901/1 58767/3  
14  LGALS3 1946/1 75675/4  
15  TGM2 890649/0- 55844/4  
16  EZR 05856/1- 32843/3  
17  HSP90B1 27454/1- 36219/3  
18  CLU 67439/1- 9751/4  
19  ESD 788525/0- 37981/4  
20  HSP90AA1 01773/1- 87403/2  
21  PFN1 39437/1 -  97673/4  
22  P4HB 972616/0- 76757/6  
23  ENO1 01009/1- 88196/3  
24  HRG 94966/0- 10328/4  
25  ANXA1 6304/2- 60136/5  
26  FGA 04281/2- 54231/4  
27  SERPINA1 928247/0- 77972/5  
28  PGK1 516981/0- 97246/2  
29  ADH1A 05219/2- 45836/3  
30  SLIT3 62736/1- 90756/2  
31  B4GALT4 66972/1- 28971/3  
32  QSOX1 17377/1- 53485/3  
33  A2M 18118/1- 31393/4  
34  ALDH3A1 52879/1- 33347/4  
35  HYOU1 49499/1- 06668/4  
36  NUCB2 78907/1- 8872/3  
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37  TKT 39518/2- 82116/4  
38  ITIH4 36226/2- 19958/5  
39  PLOD1 80852/1- 60047/4  
40  AKR1C2 85885/0- 87925/3  
41  PLS3 9507/1- 49779/3  
42  PSAP 06592/2- 48127/5  

  

، ITIH4 ،FGA ،SERPINA1 ،CLU ،QSOX1پروتئينهاي 
A2M ،HRG كننداز شبكه را ايجاد مي 1شماره  خوشه .

شناسي ژني مرتبط با عملكرد مولكولي اين آناليز هسته
پروتئينها شامل تنظيم ترجمه، نقش اتصالي و فعاليت 

اتيولوژي بيماري ساز چندين عامل زمينه. شودكاتاليتيكي مي
ن هنوز شوند هرچند مكانيسم آدر نظر گرفته مي قوز قرنيه

سه فاكتور اصلي استرس . استشناخته نشده كاملاً
اكسيداتيو، حضور التهاب و افزايش آپوپتوز سلولي در 

نازك  .)42و  22( آسيب شناسي اين بيماري سهيم هستند
را به افزايش فعاليت آنزيمهاي  قوز قرنيهدر  شدن استروما

ت هاي اين آنزيمها نسبو كاهش ميزان مهار كننده يپروتئاز
دو تا از و  CTSBيكي از مهمترين اين پروتئازها . دهندمي

 SERPINA1ها پروتئينهاي مهمترين اين مهاركننده
)A1AT ( وA2M هستند )نيز  همطالع اين در. )43و  32

و كاهش سطح بيان مهار  CTSBسطح بيان پروتئاز افزايش 
 يا CTSB. شد تأييد A2Mو  SERPINA1هاي كننده

Cathepsin V/ L2 پپتيدازهاي هخانواد از C1 يكي و است 
 فيزيولوژي در كه است ليزوزومي پروتئازهاي سيستئين از

 مقادير حضور بر مبني هاييگزارش. دارد مهمي نقش قرنيه
قوز  در خانواده اين از ديگري يهاآنزيم و آنزيم اين بالاي
 پروتئوليزي، فعاليت بر علاوه .)47و  41( دارد وجود قرنيه

 توليد افزايش و ميتوكندري عملكرد در ختلالا تحريك
 داده نشان نيز Cathepsin توسط هاي فعال اكسيژنيگونه
 از اكسيژني فعال هاي گونه افزايشي مقادير. )34( استشده
قوز  ديده آسيب يفيبروبلاستها توسط اكسيدها سوپر جمله
 فاكتور .)11( شوند مي توليد سالم  قرنيه به نسبت قرنيه

و نازك شدن  قوز قرنيهبيماري  شناسيدر آسيبكه  ديگري
مرگ سلولي  افزايشدانند دخيل مي قرنيه در اين بيماري
آپوپتوز كراتوسيتهاي استروماي قرنيه  برنامه ريزي شده يا

نرمال كه ميزان آپوپتوز در آن  برخلاف قرنيه. )21( است
حجم  قوز قرنيه ناچيز و قابل اغماض است اما در تقريباً

. )9( استمشاهده شدهآپوپتوز كراتوسيتها اي از گسترده
حاضر تغيير بيان نشان دادند و  چند پروتئين كه در مطالعه

رسد سهمي در افزايش ميزان آپوپتوز مشاهده مي به نظر
 ،CLUداشته باشند شامل  قوز قرنيهشده در بيماري 

HSP90B1 ،HSP90AA1 ،P4HB، ANXA1  وGSN 
 ،اندئين اول كه همگي كاهش بيان داشتهچهار پروت .هستند

صحيح  تاخوردگيچاپرونهاي مولكولي هستند كه در 
كه از  PDIيا  P4HBكاهش . نقش دارند هاپروتئين
ي شبكه آندوپلاسمي است و در پاسخ پروتئين هاچاپرون

 حاكي از افزايش استرس شبكه ،تانخورده نقش دارد
ينهاي تانخورده افزايش تجمع پروتئ سمي در نتيجةآندوپلا

هاي فعال اكسيژني در شبكه و همزمان با آن افزايش گونه
در صورت تداوم فعاليت پاسخ پروتئين . آندوپلاسمي است

 اين شرايط منجر به استرس مزمن شبكه ،تانخورده
 رودو سلول به سمت آپوپتوز پيش مي آندوپلاسمي گرديده

 70- 85 گليكوپروتئين يك ApoJيا  CLU. )20و  16(
در  عملكرد آن و است دي سولفيد با پيوند كيلودالتوني
 سلولي حاصل از تخريب هايپاكسازي باقيمانده ارتباط با

 چاپرون يكهمچنين، اين پروتئين  .باشدمي آپوپتوز و
 يهاپروتئين تاخوردگي به كمك مسئول كه است مولكولي
 سه ،نقش داردسلول - سلول است، در تعاملات شده ترشح
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اي، سيتوپلاسمي و خارج سلولي آن كه هسته مايزوفر
هاي پيش فرآيند و در هستند، عملكردهاي متفاوتي دارند

 تكثير سلولي و التهاب دخيل هستند آپوپتوزي، ضد يا
 Gelsolinاز خانواده  EZRو  GSNدو پروتئين مهم  .)44(

اين دو . هستند و نقش ضد آپوپتوزي و ضد التهابي دارند
 براي پروتئين. دارند اهميتسلولي نيز  پروتئين در تحرك

GSN  هر دو نقش پيش آپوپتوزي و ضد آپوپتوزي گزارش
 مهار داده يا افزايش را آپوپتوز توانداست و بنابراين ميشده

 هويت پاتولوژيك، شرايط به ماهيتاين عملكرد كند كه 
بستگي  ،هستند درگير كه خاصي يهابافت و هاسلول انواع
و  N-پايانه ةرا به دو قطع GSNپروتئين  ،3كاسپاز . دارد
به  نخوردهو دست كامل GSN. دهدبرش مي C-پايانه
تايي  سه كمپلكسشود و اين متصل مي DNase1-اكتين

به  GSNپروتئين متعلق به  N-پايانه ةقطعاما  ،پايدار است
 DNase1-دوتايي اكتين  كمپلكسرقابتي به اكتين در  طور

را آزاد  DNase1زند، را بهم مي كمپلكسو  متصل شده
ميتوكندري را تخريب و آپوپتوز را تسريع  DNAكند تا مي

 چسبندگي كانوني تنظيم نيز در EZRپروتئين  .)26(كند 
در تشكيل  نقص باعث آن بيان دارد و كاهش نقش

- مي چسبندگيهاي كانوني ضروري براي مهاجرت سلولي

سلولي و  در بازآرايي اسكلت ANXA1پروتئين  .شود
 SPLA2-IIAمهاجرت سلولها، كاهش التهاب، مهار فعاليت 

- ريخت سطح در .)37( كاهش آپوپتوز نقش داردنيز  و

 فرابنفش ةاشع معرض در گرفتن قرار قرنيه، شناسي
 تغييرات تليال، اپي يسلولها تكثير كاهش موجب تواند مي
 علت آن شود، كه استروما و تليوم اپي ةلاي ضخامت در

 رفتن دست از و استروما لايه يهاكراتوسيت آپوپتوز شافزاي
تعامل  .)10و  2( است قرنيه يهاسلول متابوليسمي ظرفيت

 خوشه PGK1و  LDHA ،ENO1دوسويه پروتئينهاي 
 به قرنيه آسيب. ديگري را در شبكه پروتئيني ايجاد كرد

 به دنبالرا  هاي فعال اكسيژني گونه تجمع مقادير افزوده
 بيان افزايش به منجر تواند ن تغيير شرايط ميكه اي دارد

LDHA و اكسيداتيو استرس نشانگر افزايش به عنوان 

 بيان افزايش همچنين و تليال در حال تمايز اپي يهاسلول
IVL التيام  طول در تليال سلول اپي تمايز نشانگر ديگر

ها، چندين فاكتور علاوه بر اين .)39( شود جراحت
يم و ايجاد تغييرات بياني گزارش ثر در تنظرونويسي مؤ

كه بيان هر دوي اين فاكتورها در  Sp1 و AP1اند مانند شده
بيان پروتئينهاي  به ترتيبو يابد  قوز قرنيه افزايش مي

A1AT  وIVL به علاوه ؛دندهرا كاهش و افزايش مي ،
منجر به افزايش بيان و فعاليت اين فاكتورهاي رونويسي 

 .)3( دشومي وميتلياپا و تكثير كراتوسيتهكاهش 
كه در علاوه بر نقشي  ،PGK1و  ENO1پروتئينهاي 

نشانگر تمايز سلولهاي  به عنوان ،متابوليسم گلوكز دارند
و كاهش آنها در  شوندشناخته ميتليوم بنيادي لايه پايه اپي

از لحاظ تليوم اپي عدم توانايي لايه ةتواند نشانمي قوز قرنيه
  . )36( باشدي زايجمعيترشد و 

، ALDH3A1ديگري از شبكه شامل پروتئينهاي  خوشه
ADH1A  وESD هر سه اين پروتئينها در دفاع . باشدمي

هاي فعال  گونه ةآنتي اكسيدانتي عليه مقادير افزايش يافت
علاوه بر اينها پروتئينهاي ديگري كه . اكسيژني نقش دارند

و  TKT ،AKR1C2در اين مطالعه شناسايي شدند مانند 
PDLIM1  نيز اجزاي سيستم دفاعي عليه استرس اكسيداتيو

از  TKTو  ALDH3A1دو آنزيم . دهندرا تشكيل مي
 نرمال ةقرني تليال اپي يسلولها بوده وي قرنيه هاكريستالين
به  كه كنند بيان مي را كريستالينهااين  از بالايي سطوح
 آب در محلول يپروتئينهااز  درصد 10 و 50 حدود ترتيب

 به طور ALDH3A1 آنزيم .)38و  1( دهند مي تشكيل را
 سوبستراهاي و كرده را جذبفرابنفش  اشعة مستقيم

-ميزدايي سم ليپيدها را پراكسيداسيون از آلدئيدي حاصل

 شدن فعالغير از پروتئازومدر حفاظت  اين آنزيم .نمايد
 نتيجه در و پروتئين انباشت مانع پس  نقش دارد اكسيداتيو

ي استروما آسيب به .)31( شودمي قرنيه در نور اكندگيپر
ي هاترميمي كراتوسيت فنوتيپ دو پديدار شدن به قرنيه

 شود مي منجر ميوفيبروبلاست و فيبروبلاست يعني استروما
 خاموش كه بيان پروتئيني متفاوتي از فنوتيپ كراتوسيتي
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ز قوبيماري ثر شده از أمت برخلاف قرنيه. متناظر خود دارند
 .دارندفنوتيپ خاموش  نرمال هقرنيي كراتوسيتها، قرنيه
كاهش  با همراه ترميمي فنوتيپ به طبيعي حالت از تبديل
 دست از با است ممكن كه باشدمي قرنيه يكريستالينها بيان
 كريستالين بيان. گردد همراه سلولي شفافيت دادن

ALDH3A1 در انساني كراتوسيت فنوتيپ ترميمي در 
 علاوه .)14( يابد مي كاهش طبيعي يهاكراتوسيت با مقايسه
متابوليكي،  يهاآنزيم فعاليت توجه قابل كاهش براين،
ADH و ALDH قرنيه  اكسيدانت آنتي يهاآنزيم همچنين و
 اشعة معرض در گرفتن قرار از پس GPx و GSSمانند 

 .اندگزارش شده قوز قرنيهشناسي آسيبدر  فرابنفش
فراوان به  آسيب و پروتئينها تغييرات ،هاليپيد پراكسيداسيون

DNA فرابنفش  مقادير افزايش يافته اشعة كه ماحصل
 از به منجر دنتوان مي تجمعي يا جداگانه به طور هستند،
 مرگافزايش  و تليالاپي يسلولها بقايقدرت  رفتن دست

   .)38و  29، 28( دنشو كراتوسيتهاآپوپتوزي 

دهي مجدد  سازمانويايي و پي مرتبط با هاتعدادي از پروتئين
كه  نيز در اين مطالعه شناسايي شدند ،اسكلت سلولي

 T Plastinيا  PLS3 .اندبعدي از شبكه را ايجاد كرده خوشه

و در  هستندپروتئينهاي اتصالي به اكتين  ءجز EZRو 
 اتصال اسكلت سلولي به غشاي پلاسمايي نقش دارند

)15(.  

DIAPH1  ياmDia  از خانوادهFormin  بر عكس است كه
هاي اكتين فيبرهاي طويل رشته بسپارشبا  CFL1پروتئين 

يك  طريق از را اكتين بسپارش mDia .كندرا ايجاد مي
 تثبيت همچنين كند ووساطت مي PFN1 به وابسته مكانيزم

 را سلولي مهاجرت در طول هاانتهاي مثبت ميكروتوبول
و اعمال است  Rho GTPaseهدف پروتئين  ؛برعهده دارد

در  احتمالاًاين پروتئينها . كندگري ميرا ميانجيآن 
سلولهاي كراتوسيت و تنظيم چسبندگيهاي  ترانسفورماسيون

ماتريكس و مهاجرت سلولي نقش - سلول يا سلول- سلول
  .)6و  5( كنندمي ءايفا

تأييد هاي اين پژوهش علاوه بر يافتهكلي  به طور
بيان پروتئوم اشك  تغييرات هاي پيشين از چگونگيگزارش

زايي و نقش احتمالي آنها در بيماري قوز قرنيهدر بيماري 
 احتمالاًهاي پروتئيني جديدي را شناسايي كرد كه آن، گزينه

 قوز قرنيهشناسي زيستي تواند در آسيبتغييرات آنها مي
  . داشته باشد مهمي سهم
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Abstract 

Keratoconus is an asymmetric condition of progressive corneal thinning that typically 
occurs in early adolescence and has an estimated prevalence of about 1/2,000 in human 
population. Aimed at revealing alterations in the abundances of tear sample proteins 
between two patient and control groups, label free quantification of peptides derived 
from proteolytic digestion of proteins was performed using one-dimensional gel 
electrophoresis and liquid chromatography-tandem mass spectrometry strategy. The 
results obtained from statistical analysis, to find differentially expressed proteins, 
showed that 28 and 14 proteins indicated decrement and increment in their expression 
levels, respectively. Based on the results of the gene ontology analysis, the biological 
processes that are mainly involved in the pathology of the disease in association with 
expression level alterations of the above mentioned subset of proteins, comprise cellular 
processes (27.1%), metabolic processes (20/2%), biological regulation (11/6%), cellular 
compartment organization (9/3%) and response to stimuli (9/3%). Moreover, gene 
ontology analysis associated with the cellular localization of these proteins indicated 
that a large number of them belong to the intracellular space. Such proteomics studies 
can help us to improve our basic knowledge in the field of biological processes and 
provide a deeper understanding of the underlying mechanisms of the diseases.  

Key words: Proteomics, Keratoconus, LC-MS/MS, Gene ontology. 


