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 مسیر درگیر درزایی های مرتبط با روند صرعآنالیز پروتئین

 cAMPپیام رسانی 
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 51/80/1401 تاریخ پذیرش: 50/11/0140 تاریخ دریافت:

 چکیده
حدود یک  شود ومیر عملکرد طبیعی مغز که منجر به اختلال موقت دنورولوژیک مزمن است  صرع یک بیماری

 عدم شناخت کافی از توان بهمی دلایل آن، تریندهند. از محتملاز مبتلایان به داروهای موجود پاسخ نمی سوم

با  زاییشناسایی فرایند صرع رو،اشاره کرد. از این درگیر در آنکلیدی های پروتئینزایی و مکانیسم مولکولی صرع

با این هدف در این بخش بینجامد. توسعه درمان دارویی مناسب و اثربه  تواند می نترل این مسیر،هدف توقف یا ک

زایی با روش کیندلینگ الکتریکی و با استفاده از های صحرایی در روند صرع موشهیپوکمپ ، آنالیز پروتئوم مطالعه

های سیستم بیولوژی مشخص  آنالیز داده تایج به دست آمده ازتکنیک شاتگان پروتئومیکس انجام گرفت. بر اساس ن

 کند و تغییر در بیان پروتئینزایی ایفای نقش می به عنوان یک مسیر کلیدی در صرع cAMPرسانی شد که مسیر پیام

از جمله این شد.  های بالادست و پایین دست این پیامبر ثانویه در مراحل مختلف کیندلینگ الکتریکی مشاهده

و  D2های بالادستی و افزایش بیان فسفولیپازپپتید سوماتواستاتین از پروتئینکاهش بیان نوروتوان به میتغییرات 

ها اطلاعات . این دادهزایی اشاره کرددر طی صرع دستیهای پاییناز پروتئین 2نوع  AMPAگیرنده گلوتامات 

 زایی ارائه می نها در روند صرعو نقش کلیدی آ cAMPرسانی های مسیر پیامارزشمندی از تغییرات بیان پروتئین

مبتنی بر  و معرفی اهداف جدید دارویی در هیپوکمپ زاییصرع تواند بینش جدیدی در شناخت فراینددهد که می

 . مکانیسم در آینده ایجاد کند

 زایی، کیندلینگ الکتریکی، هیپوکمپ پروتئومیکس، صرعشاتگان : ی کلیدیها واژه

 khajeh@modares.ac.ir :یکیپست الکترون،  84717021828  ، تلفن:مسئول سندهینو*

 مقدمه
بینی در فعالیت ژیکی است که با نارسایی مغزی بازگشت پذیر در فواصل زمانی غیرقابل پیش صرع بیماری مزمن نورولو

 صرع، ضد یداروها افزون روز یمعرف وجود با. (9،16) دگردتعریف می ،شودن تشنجات صرعی گفته میطبیعی مغز که به آ

 صرع درمان در که داروهاییشایان ذکر است که . (16) هستند مقاوم ییدارو یهادرمان به نسبتمبتلا  افراد درصد 30 بایتقر

 جانبی آثار دهندمی پاسخ دارو به که یافراد در و کنندنمی متوقف را زاییصرع روند اما هستند، تشنج ضد اغلب، روندمی کاربه

 کردن معکوس یا زاییصرع روند بر ریتأث. دارد وجود صرع درمان یبرا جدید روشی به ازین همواره رو این از (.37) دارند یزیاد

عدم شناخت کافی از مکانیسم . باشد یماریب این یمداوا جدید روش تواندمی است، گرفته قرار توجه مورد امروزه که روند این

  .(1،17) کند معکوس یا متوقف راروند  این بتواند که است یموثر یدارو نبودن علتزایی، صرع
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با این وجود هنوز مکانیسم مولکولی ، گزارش شده است زاییصرعروند  ر توضیحدلایل متفاوتی توسط محققین دکنون تا

سازوکار مولکولی شروع و  وبنابراین شناخت مکانیسم ایجاد صرع . (32،38) مانده است ناشناختهتا حد زیادی این روند 

درمان که  کندواند این امکان را ایجاد ترسانی داخل سلولی، میهای پیامهای درگیر در مسیرزایی شامل پروتئینبیماری توسعه

بودن آزمایش بر روی انسان و عدم امکان فراهم به دلیل غیراخلاقی  .زایی ارائه شودصرع بر جلوگیری از پیشرفت یاثربخش

 ترین مدل به صرع انسانی انجامکشدن بافت کنترل بیشتر مطالعات صرع بر روی موش صحرایی صرعی شده به عنوان نزدی

های مورد استفاده در ایجاد موش صرعی مدل کیندلینگ الکتریکی است. در این مدل، با دادن تحریکات ود. یکی از مدلشمی

 پنج وانیح تدریج بهو  یافته گسترش هاتحریک ادامه با متعاقب هیتخل. در ابتدا قادر به ایجاد تشنج نیستحیوان  ،آستانهحد زیر 

زایی و صرعروند  مزیت مدل کیندلینگ این است که .(26) دهدمی بروز را راسینبر اساس مقیاس  تشنجی رفتار مرحله

 (.2بینی هستند )و تا حدودی قابل پیشو تشنجات کنترل شده  پیشرفت تدریجی تشنج با استفاده از آن قابل مشاهده است

فرایند  در. (8،40) تشنج دارندایجاد  نقش کلیدی در ست آند های بالادست و پایینو پروتئین cAMPرسانی مسیر پیام

 دهدآستانه القای تشنج را نیز کاهش می cAMPاز سوی دیگر، افزایش  کند وتشنج، سطح این پیامبر ثانویه افزایش پیدا می

در اختلالات تشنجی، به طور گسترده هم در داخل بدن و هم در شرایط آزمایشگاهی مورد مطالعه قرار  cAMP نقش(. 8و3)

همچنین، گزارشات متناقض دیگری که در آنها  .(8شده است ) در تضعیف تشنج مشاهده cAMP  غلظت تأثیر و گرفته است

 مطالعه جامعی از بررسی تغییراتتا کنون  حال، این با (23،25) در ایجاد صرع ارائه شده است نیز وجود دارند cAMPنقش 

 هنوز پیشروی صرع در این پیامبر ثانویه، نقشو  ت نگرفته استهای درگیر در این فرایند پیچیده و چند عاملی صورپروتئین

هایی که در زایی و پروتئینشناسایی مکانیسم اثر این پیامبر ثانویه در روند صرع .(3) است نشده مشخصبه طور کامل 

ولی و های سلاز مکانیسم ترکامل یتواند به شناختممکن است ب ،شوند و یا تغییر بیان دارندمی بالادست و پایین دست آن فعال

و کاهش بیماران مقاوم به داروهای ضدصرع  اثربخش و در نهایت به توسعه درمان دارویی صرع ولی درگیر در ایجادمولک

 بیانجامد.

زایی با استفاده از تکنیک پروتئومیکس زی این جنبه مبهم از مکانیسم صرعبه منظور آشکارسا بنابراین در این مطالعه،

 cAMPمسیر پیام رسانی   یهابه بررسی تغییرات پروتئین nano LC-MS/MSشده با ، جفتTMTگذاری شده با ی نشانهامقایسه

به عنوان  )کلونوس اندام جلویی طرف مقابل نسبت به محل تحریک( 3شامل مرحله  کیندلینگ الکتریکی در مراحل پیشرفت

)ایستادن روی هر دو پا و از دست دادن تعادل و انتشار تشنج به  5رحله و م ای که حیوان در میانه کیندلینگ قرار داردمرحله

طور کامل کیندل شده است در مقایسه با مرحله شم یا کنترل که در آن حیوان فقط ای که حیوان بهبه عنوان مرحله کل بدن(

های مسیر وجهی در بیان پروتئینتغییرات قابل ت این پژوهش پرداخته شد. نتایج است؛جراحی شده و تحریکی دریافت نکرده

توانند به می ها. این پروتئینزایی باشدمکانیسم صرع یر دراهمیت این مس تواند تأییدی برکه می را نشان داد cAMPرسانی پیام

 زایی مطرح شوند.یی مبتنی بر مکانیسم، در روند صرعهای مؤثر داروبا هدف توسعه درمان رهای محتملعنوان مارک

 ها و روشمواد 

 جراحی حیوانات

به صورت جداگانه در که هفته در زمان جراحی(  5-6نر نژاد ویستار ) های صحراییدر مطالعه حاضر، از موش

 بعدازظهر( 6:00صبح تا  6:00ساعته تاریکی ) نور از  12ساعته روشنایی/ 12و یک دوره  C 25-22° هایی در دمای اتاققفس

از  تو مراقبها آزمایشبه صورت مشابه دریافت کردند. تمام مراحل  . حیوانات آب و غذااستفاده شد ،شدندداری نگه
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)کد اخلاق:  المللی استفاده از حیوانات آزمایشگاهی انجام شده و توسط کمیته اخلاقیهای بینحیوانات مطابق با دستورالعمل

IR.TMU.REC.1394.268 )د که مطابق با راهنمای تحقیقات حیوانی دانشگاه تربیت مدرس تایید شNIH  برای مراقبت و استفاده

تعداد حیوانات مورد استفاده و رنج بردن آنها به حداقل برسد. در این  ،از حیوانات آزمایشگاهی است. همچنین سعی شد

 تقسیم شدند. (S5) 5مرحله  و (S3) 3مرحله  یا کنترل، شمگروه شامل  3های صحرایی به مطالعه موش

 3هیپوکمپ در هر  CA1به داخل ناحیه  Steriotaxicها از طریق جراحی مال تحریکات الکتریکی، الکترودبه منظور اع

گروه مورد مطالعه وارد شدند. حیوانات با استفاده از نسبتی از داروهای کتامین و زایلازین )سیگما؛ انگلستان( به میزان 

 ثابت و جراحی شدند. Steriotaxicشده و سپس در دستگاه  بیهوش ،گرم و به صورت داخل صفاقیکیلوگرم/میلی 100/10

هدف استفاده از کتامین و زایلازین بیهوشی بلند مدت برای جراحی کاشت الکترود است. موش بعد از چند روز ریکاوری 

کننده به  سپس یک الکترود تحریکی دوقطبی و یک الکترود ثبت. شود و اثرات ماده بیهوشی برطرف شده استوارد مطالعه می

متری جانبی میلی 8/1متری خلفی و میلی 4/2در هیپوکمپ راست، در  CA1هم پیچیده شدند )الکترود سه قطبی( و در ناحیه 

. همچنین یک الکترود تک قطبی متصل به پیچ فولادی ضد زنگ به عنوان (33) متر زیر جمجمه قرار گرفتمیلی 8/2برگما و 

 در سمت چپ الکترود سه قطبی قرار گرفت. الکترود مرجع در بالای جمجمه و

 کیندلینگ الکتریکی

تحریک الکتریکی برای  (،S5) 5و مرحله  (S3) 3های مرحله دوره ریکاوری، گرو روز 10تا  7پس از گذشت 

استفاده شد که در این روش  نیمه سریع پیشرفت روند کیندلینگ را دریافت کردند. در مطالعه حاضر از روش کیندلینگ

ثانیه تحریک شدند. رفتارهای تشنجی  2هرتز به مدت  50ثانیه، فرکانس میلی 1وانات با یک مربع تک موج با طول پالس حی

(، حرکت سر به طرف بالا و 1 مرحلهدسته شامل حرکت دهان و صورت ) 5بر اساس مقیاس تعیین شده توسط راسین، به 

(، کلونوس اندام جلویی دو طرف و 3 مرحلهت به محل تحریک )(، کلونوس اندام جلویی طرف مقابل نسب2 مرحلهپایین)

( طبقه 5 مرحله( و ایستادن روی هر دو پا و از دست دادن تعادل و انتشار تشنج به کل بدن )4 مرحلهایستادن روی هردوپا )

برای  5مرحله روه دوم وبرای گ 3بار در روز تا زمان نشان دادن مرحله 6دقیقه یک بار و  20ها هر تحریک(. 26) بندی شدند

)موسسه پرتودانش؛ ایران( و  eTrace experiment 1.39افزار گروه سوم تکرار شد. ثبت امواج مغزی روی رایانه با استفاده از نرم

ندوز )موسسه پرتودانش؛ ایران( در محیط وی eTrace analysis 2افزار ها با استفاده از نرم( آنOffline analysisتحلیل برون خط )

 انجام گرفت.

 پوکمپیهنمونه برداری از 

ها قطع شده و مغز از جمجمه خارج شد. سر آن ،شدندحیوانات با استفاده از اتر بیهوش ساعت بعد از آخرین تحریک،  24

ز سپس هیپوکمپ اعلت استفاده از اتر برای بیهوشی کوتاه مدت و با هدف قربانی کردن موش بلافاصله پس از بیهوشی است. 

قرار  در نیتروژن مایع سرعتبه پس از تهیهی هیپوکمپ هانمونهشد. به میکروتیوپ منتقل های مغز جدا شده سایر قسمت

 ند.شد های بعدی منتقلبرای انجام آزمایش -c°80به دمای و  گرفته

 گان پروتئومیکسشات
گان؛ شاتهای پروتئومیکی مبتنی بر تکنیکترین گیری از یکی از پیشرفتهد تحلیل پروتئوم هیپوکمپ با بهرهفرآین

که تلفیقی از کروماتوگرافی مایع و طیف سنجی جرمی با رویکرد پپتیدهای  TMT labeling LC-MS/MSیعنی روش 
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در  دستی هیپوکمپ وزن شده و توسط هموژنایزربه منظور استخراج پروتئوم، بافت (. 19) گذاری شده است، انجام شدنشانه

بود لیز  و مهارکننده پروتئاز pH=8در اسید کلریدریک )سیگما؛ انگلستان( -مولار تریس 1/0مولار اوره،  8ی بافری که حاو

 و محلول رویی از بقایای بافت با استفاده از سانتریفیوژ دور بالا ب بافتی با استفاده از امواج صوتی کامل شدهسپس تخری شد.

(g12000 ).1 بایسینکونینیک اسید یا ستفاده از روشغلظت پروتئین با ا به دقت جدا شدBCA 10با افزودن  .(36)تعیین شد 

 20سیون با سپس آلکیلا مخلوط پروتئین احیا شد.ساعت در دمای اتاق  2)سیگما؛ انگلستان( به مدت  DTTمولار میلی

پروتئینی حاصل با بیکربنات  مخلوط دقیقه در تاریکی انجام گرفت. 30مدت  مولار یدوواستامید )سیگما؛ انگلستان( بهمیلی

میکروگرم بر میکرولیتر( به طوری که 1حجم مناسب تریپسین )در میلی مولار رقیق شد و  50( TEABتری اتیل آمونیوم )

به مدت یک شب تیمار شد. و گراد درجه سانتی 37در  ،)وزنی/وزنی( باشد 1:50 تریپسین: مخلوط پروتئین در نمونهنسبت 

توسط سانتریفیوژ  60شسته شده با استونیتریل %ی پپتیدهامخلوط زدایی و نمک OASIS HLBستونمحصول هضم شده در 

حل شدند.  Tandem Mass Tag (TMTمیلی مولار در برچسب ) TEAB 100های پپتید خشک شده در نمونه خلاء لیوفیلیزه شد.

نشاندار شدند. پپتیدهای نشاندار با  TMTبیولوژیکی با میکروگرم پروتئین از هر تکرار  100با استفاده از دستورالعمل سازنده، 

TMT  با استفاده از کروماتوگرافی با فاز معکوس باpH جداسازی شدند. 2بالا 

 آنالیز طیف سنجی جرمی

 NanoLC-MS / MSهای آزمایشپروتئومیکس، به آکادمی علوم چین ارسال شد.  زهای هیپوکمپ به منظور آنالینمونه

( انجام Thermo Scientific, Germany) Easy-nLC 1000 HPLCجفت شده با سیستم  Q-Exactiveجرمی توسط طیف سنج 

فاز معکوس جدا   C18متر قرار داده شده و سپس با ستونسانتی 2× میکرومتر  100ن سیلیکا های نشاندار بر ستوگرفت. پپتید

 Bآب و حلال  اسید فرمیک در 1/0شامل % Aدند. حلال ای شسته شدقیقه 78شده با یک شیب خطی های بارگذاریشد. پپتید

 شامل 

با  MSهای جام شد. دادهان Q-Exactiveبا طیف سنج جرمی  MSاسید فرمیک در استونیتریل بود. تجزیه و تحلیل  %1/0

با  MSیون برتر از هر اسکن کامل  20د. بدست آم m/z 300-1600( در محدوده جرم m / z 200) 70،000رزولوشن بالا 

 انتخاب شدند.  32برای قطعه قطعه شدن با انرژی برخورد نرمال % m/z 2عرض جداسازی 

  هاها و کمی سازی آنشناسایی پروتئین

 Proteome Discoverer افزار محاسباتیبا استفاده از نرم هاطیف کروماتوگرام خام به دست آمده از آنالیز نمونه  

(version 2.2.0.388 Thermo Scientific, Germany) ها با موتور جستجوگر . شناسایی پروتئینپردازش شدSequest HT  در مقایسه

تنظیمات پیش فرض برای جستجو . ( انجام گرفت2017-10ز شده در تاریخ )به رو UniProt Rattus norvegicusبا پایگاه داده 

آنزیم تریپسین، مجاز بودن دو جایگاه برش از دست رفته اسیدآمینه جهت شناسایی پپتیدها، انتخاب  6: دارا بودن حداقل شامل

ها و پپتیدها بودند. شدت سیگنال تمام جهت شناسایی پروتئین 3برای نرخ کشف کاذب  %1و اعمال حدآستانه معادل 

نترل دارای هایی که نسبت به گروه ک، محاسبه شد. پروتئینTMTگذاری شده با استفاده از پروتکل نشانه های شناساییپروتئین

شوند: حداقل دو پپتید از آن پروتئین برای شناسایی مورد استفاده قرار گرفته دار هستند با معیار زیر غربال میتغییرات معنا

                                                 
1 bicinchoninic acid 
2 high-pH reversed-phase chromatography 
3  False discovery rate 
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برابر برای افزایش بیان و کمتر از  2/1بیشتر از  fold changeتغییرات  ها این است کهشرط دوم برای غربال گری پروتئین باشد.

 ش بیان وجود داشته باشد.برای کاه 8/0

 آنالیزهای بیوانفورماتیکی و آماری

 PANTHER (Protein Analysis Throughتحت وب بیوانفورماتیکی افزار با استفاده از نرم های پروتئومیکیداده

Evolutionary Relationships, http://pantherdb.org) مورد طبقه بندی عملکردی قرار گرفتند. PANTHER زار یک اب

سازی مجموعه ژن، لیست ژنی مورد نظر کاربر را به عنوان ورودی دریافت نموده بیوانفورماتیکی است که به منظور آنالیز غنی

به منظور آنالیز مسیرهای (. 21) نمایدهای زیستی جستجو میها را در منابع و پایگاه دادهو سپس اطلاعات مرتبط با این ژن

 DAVID 6.8 (Database for Annotation ,Visualization and موتور جستجوگراز  KEGGداده  پیام رسانی بر اساس پایگاه

Integrated Discovery,david.nciferf.gov/home.jsp)  تکرار بیولوژیکی به  3آنالیز آماری با سه تکرار تکنیکی و . (33) استفاده شد

و با   R pachage )project.org/-https://www.r( 4.1.0versionلتفرم صورت مخلوط شده انجام گرفت. نتایج کمی با استفاده از پ

مون ناپارامتریک برای ها نرمال نبود از آزمورد بررسی قرار گرفت و به دلیل اینکه توزیع داده Shapiro-Wilk testآزمون آماری 

 ماری استفاده شد.آنالیزهای آ

 تایجن

ای هگیری با اعمال تحریکو پس از گذشتن دوره ریکاوری، آستانه CA1با انجام جراحی و قرار دادن الکترودها در ناحیه 

 زمانی که رفتارهایشد تا تحریک روزانه حیوانات ادامه داده مورد بررسی انجام گرفت.  گروه 3الکتریکی اولیه بر روی 

ونه هیپوکمپ ساعت پس از مشاهده رفتار تشنجی نم 24مشاهده شود و  مقیاس راسین پنجم در 5و مرحله  3مرحله  تشنجی

 6503تعداد  هاکه از آن پروتئین شناسایی شدند ، 6873 با استفاده از روش شاتگان، جداسازی شد. پس از انجام آنالیز پروتئوم

 398تعداد زایی، به عنوان مرحله میانی در صرعنترل کبا  3 مرحله پروتئین از نظر کمی تعیین مقدار شده بود. در مقایسه گروه

 با 5 در مقایسه مرحلهد. کاهش بیان داشتنپروتئین 129افزایش بیان و  پروتئین 269پروتئین دچار تغییرات معنادار شده بود که 

کاهش بیان  پروتئین 346و افزایش بیان  پروتئین 391پروتئین دارای تغییرات معنادار شدند که از آن تعداد  737کنترل تعداد 

 که از میان آنهااند داشتهر بیان پروتئین تغیی 372تعداد  3 مرحلهنسبت به  5 مرحلهمقایسه گروه  در نهایت بادهند و نشان می

 اند. کاهش بیان داشتهپروتئین 258افزایش بیان و پروتئین  114

 آنالیزهای هستی شناسی

 Geneمورد تجزیه و تحلیل هستی شناسی ) PANTHER افزاراستفاده از نرمدر مرحله بعد هر مجموعه پروتئین با 

Ontology یا به اختصار )GO ( نشان داده شده است. 1قرار گرفت که نتایج در شکل ) خروجی این ابزار لیستی شامل

ای مرتبط هها و بیماریشناسی ژن، مسیرکه مرتبط با هستی های مؤثر در آنهاستژن سازی ژن همراه با تعداداصطلاحات غنی

ها حالت از مقایسه جفتی گروه 3بیان متفاوت در  های پروتئینی بابرای زیرمجموعه GOنتایج آنالیز  های ورودی هستند.با ژن

  انجام گرفت.
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 در های با بیان متمایز، پروتئینکنترل با 3مرحله هایدر مقایسه گروهبر اساس نتایج به دست آمده از این آنالیز،   

پاسخ  های مرتبط با، پروتئیناز آنپس هستند و  تغییر بیان بیشترینمپلمان دارای فعال شدن سیستم ک، 1BPفرایند بیولوژیکی یا 

به ترتیب  4CCگیرند. در گروه اجزاء سلولی یا و گلیازایی به ترتیب قرار می 3، تحرک سلولی2به استرس، آندوسیتوز، انتقال

. در گروه ، سیتوپلاسم و سیناپس قرار دارندلولیهای خارج س، وزیکول5های متصل به غشامربوط به ارگانلهای پروتئین

های تنظیمی به ، فعالیت آنزیم8های مربوط به اتصالات سلولی، مولکول7ی آنزیمیهافعالیت مهارکننده ،6MFعملکرد سلولی یا 

 دهند.سازی را نشان میترتیب بیشترین غنی

شترین تغییرات در فرایندهای بی دهندهنشانBP  در گروه GOآنالیزهای  3 نسبت به مرحله 5 مرحله گروهدر مقایسه  

سم، نورون، سیناپس، سیتوپلا CC. در گروه تغییر در ساختار سیناپس است و زاییرسانی سیناپسی، مرگ سلولی، نورونپیام

صال دم سازی در مورد اتبیشترین غنی MF. در گروه اندپروتئین، دندریت و آکسون قرار گرفته ـ DNA نوکلوئوزوم، کمپلکس

ولتاژ  های کاتیونی وابسته بههای آنزیمی، اتصال کربوکسیلیک اسیدها، عملکرد ترانسپورتری و فعالیت کانال، مهارکنندهA پلی

 مشاهده شد.

فعالیت  نظیم ساختار ودر تین معناداری ، بیشترBPدر گروه  GOکنترل، آنالیزهای  نسبت به 5 مرحله در مقایسه گروه

. ر دارندقرا تیدهاو نوروپپ های عصبییام سیناپسی توسط انتقال دهندهمو نورون، انتقال آمینواسید و انتقال پسیناپس، رشد و ن

ین های متصل به غشا، نورون، شبکه اندوپلاسمی، سیناپس و دندریت بیشتربه ترتیب سیتوپلاسم، ارگانل CCدر گروه 

سترای ، انتقال سوبA ر اتصال به دم پلیدهنده بیشترین تغییرات دشاننیز آنالیزها ن MFدهند. در گروه معناداری را نشان می

 باشد.دها میو اتصال کربوکسیلیک اسی GABAهای های گذر از غشایی آمینواسیدی، فعالیت گیرندهدهندهاختصاصی، انتقال

 رسانیآنالیز مسیرهای پیام

 رسانی سلولیهای بیولوژیکی و آنالیز مسیرهای پیاممربیان داشته در مکانیسیهای تغیبندی پروتئینبه منظور گروه

مبنا قرار ها است، ها در مسیرهای بیوشیمیایی و مکانیسم بیماریرتباطات مولکولی بین پروتئینحاوی ا که 9KEGGپایگاه داده 

در معنادار  غییر بیانتبا  هایپروتئین از KEGG رسانیمسیرهای پیام DAVIDموتور جستجوگر استفاده از با  (.12،22) گرفت

مسیر پیام رسانی رسد که گونه بنظر میاین، به دست آمده نتایج توجه بهبا  .(2شکل شد ) آنالیز ها دو به دومقایسه بین گروه

cAMP  نگی نقش پرر ،دهدنشان میقابل توجهی به عنوان مسیری که در مقایسه بین هر سه گروه با یکدیگر تغییرات معنادار

های درگیر در آن تر این مسیر و پروتئینبررسی دقیق به این مطالعهدر ادامه  بنابراین ؛شته باشددا و پیشروی صرع ییزادر صرع

 .پرداخته شد

 نقش cAMP رسانیپروتئین در مسیر پیام 221 ،ییموش صحرا برای KEGGپایگاه داده اطلاعات موجود در به  با توجه

 .شناسایی شد های دخیل در این مسیراز پروتئین پروتئین 91 ،وش شاتگان پروتئومیکساز ربا استفاده  . در این مطالعه،دارند

گروه  . در مقایسه بینندبیان داشت پروتئین کاهش 7 ئین افزایش بیان وپروت 12با گروه کنترل  3 در مقایسه بین گروه مرحله

                                                 
1 Biological Process 
2 Transport 
3 Cell motility 
4 Cellular Component 
5 Membrane-bonded organelle 
6 Molecular Function 
7 Enzyme inhibitor activity 
8 Cell adhesion molecule binding 
9 Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes 
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 21، 3مرحله نسبت به 5 مرحلهدر مقایسه بین دهند و ن میاهش بیان نشاپروتئین ک 5پروتئین افزایش و  35، ا کنترلب 5مرحله 

 .نسبت تغییرات آنها استها و این پروتئیننمایانگر  3-1جداول  دهند.پروتئین کاهش بیان نشان می 2افزایش بیان و پروتئین 

. بر شوندمشاهده می 3کل های مشترک بین هر دو گروه دو به دو شناسایی شدند که در شپروتئین Vennبا استفاده از نمودار 

 5گروه مرحله  کنترل،نسبت به  3مرحله  گروهمقایسه  یعنی هاپروتئین که در هر سه مقایسه بین گروه 3ن نمودار اساس ای

گلوتامات  رندهیگ ،(SST) نیسوماتواستات یهانیپروتئ شامل ،اندکرده رییتغ 3نسبت به مرحله 5و گروه مرحله کنترلنسبت به 

AMPA  2نوع (GRIA2 )پازیفسفول و D2 (PLD2 )پروتئین در مرکز تغییرات نمودار 3حضور این  .باشندمیVenn دهد نشان می

با  4 ها در شکلتغییرات بیان این پروتئین .داشته باشندزایی در صرع یتر نقش پر اهمیتتوانند می هااحتمالا این پروتئین که

 نشان داده شده است.جزئیات بیشتر 

 بحث

های بالادست و و پروتئین cAMPرسانی ، نقش مسیر پیامبر روی مکانیسم مولکولی صرع اساس مطالعات پیشین بر

رسد که کند و به نظر میطی فرایند تشنج، سطح این پیامبر ثانویه افزایش پیدا می .(8،38) پایین دست آن مشخص شده است

های عصبی، هندههای مختلفی از جمله انتقالدر پاسخ به محرک، cAMP غلظت .(38) دهدآستانه تشنج را نیز کاهش می

 شوددر ایجاد صرع به دو نقش آنی و دیرپای تقسیم می cAMPنقش یابد. های پپتیدی افزایش میفاکتورهای رشد و هورمون

 ،اثرات دیرپایباشد ومیهای نورونی های اپیلپتیک نظیر محرکها و گیرندهناشی از فسفریلاسیون کانال ،. اثرات آنی(20)

فاکتور  توسط اَغالبها پروتئیندر بیان  اتتغییرکه این  شودرا شامل میزایی در صرع دخیل هایتغییرات در بیان پروتئین

، ما به بررسی این cAMPرسانی مسیر پیام بنابراین با توجه به اهمیت (.40)شوند ایجاد می CREBیا  cAMPرونویسی مرتبط با 

یندلینگ الکتریکی و با استفاده از روش شاتگان زایی با مدل کهای درگیر در آن در طی فرایند صرعروتئینو پ مسیر

هر سه  در PLD2 و SST، GRIA2 یهانیپروتئ ،(3)شکل Vennنمودار بر اساس  پرداختیم. LC-MS/MSبا تکنیک  پروتئومیکس

 زایی اشاره شده است.نها در صرعکه در ادامه به نقش آ دارای تغییرات معنادار هستندگروه 

کننده عملکرد نورون شود و نقش مهمی به عنوان تنظیمیبیان م CNSنوروپپتیدی است که در  (SST) سوماتواستاتین

کنترل منفی  cAMPبر روی مسیر پیام رسانی و  شودمیوتئینی از نوع مهاری جفت پر Gهای با گیرنده SST. (27) کندایفا می

بیان آن  بنابراین کاهش یابد.در این مطالعه نشان داده شد که بیان این پروتئین بصورت قابل توجهی کاهش می .(27) دارد

کتور او در نتیجه ف A (PKA)های پایین دست از جمله پروتئین کیناز عملکرد پروتئینافزایش و  cAMPتولید افزایش منجر به 

در پیشبرد و توسعه  CREBشده است که افزایش فعالیت طولانی مدت  در مطالعات پیشین مشاهده شود.می CREBرونویسی 

درصد نسبت به القای تشنج  50دهند تا هایی که کاهش سطح این فاکتور را نشان میو موش تشنجات صرعی دخالت دارد

تلال در بیان دچار اخ CREBهایی که در پایین دست در اثر افزایش عملکرد ناز جمله پروتئی(. 39،42) شوندمقاوم می

در این پروتئین نسبت به گروه کنترل مشاهده شد. افزایش بیان  5و  3در مرحله که افزایش بیان آن  است BDNF ،شوندمی

وکاهش فسفریلاسیون آن  NMDAتواند با تاثیر بر گیرنده همچنین می SST. (11،15) گزارشات پیشین هم مشاهده شده است

با توجه به نقش قابل توجه این گیرنده در القای تشنج  (.27در نورون پس سیناپسی شود ) منجر به کاهش القای پیام تحریک

 علاوه بر این،و در نتیجه افزایش احتمال تشنج شود.  NMDAتواند منجر به افزایش فعالیت می SSTاحتمالا کاهش فعالیت 

SST تواند منجر به افزایش آزادسازی اهش آن میو ککند های پیش سیناپسی را مهار میآزادسازی گلوتامات از نورون

 SSTکاهش بیان پروتئین گونه نتیجه گرفت که توان اینمیبنابراین (. 10،37)گلوتامات و افزایش احتمال القای تشنج شود 
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زی رسانی کلسیم، آزادسااز جمله مسیر پیام به آن و مسیرهای مرتبط cAMPاختلال در مسیر  باعثتواند می ،مشاهده شده

 هیپوکمپ شود. ایت منجر به القای تشنج در بافتر نهدآنها  که برآیند شود GABAهای عصبی گلوتامات و انتقال دهنده

با دو  Dنیز مشاهده شد. آنزیم فسفولیپاز  D2تغییرات بیان پروتئین فسفولیپاز  Vennدر مرکز تغییرات در نمودار 

و تولید فسفاتیدیک اسید و کولین می شود که عملکردهای مهمی در تنظیم جر به هیدرولیز فسفاتیدیل کولین من 2و  1ایزوفرم 

ها، افزایش اگزوسیتوز، فعال شدن آستروسیتتوان به میها در بافت عصبی از جمله مهمترین آن. (4) سلولی را برعهده دارند

در (. 5،14،29) در ایجاد بافت صرعی گزارش شده است هااین فرآیندبازآرایی اسکلت سلولی و آپپتوز اشاره کرد که نقش 

با . (14) ه استمشاهده شدی تشنج این آنزیم در هیپوکمپ بعد از القا، افزایش القای بیان هردو ایزوفرم نیز مدل موشی صرع

نشده است.  ا انجامهان سایر پروتئینارتباط آن با بی زایی وصرع ییرات این آنزیم در روندکنون مطالعه جامعی از تغاین حال تا

و پروتئین های  cAMPتنظیم پیامبر ثانویه  نیز تحتاین آنزیم  رسدبه نظر می این مطالعهبه دست آمده از  بر اساس نتایج

 زایی ایفا کند.تواند نقش کلیدی در مکانیسم صرعمی کهداشته باشد بالادست آن قرار 

د و افزایش بیان معناداری وشمیمشاهده  Vennنمودار که در مرکز  گری استپروتئین دی AMPAگیرنده گلوتامات 

دهد. نقش این گیرنده به عنوان یکی از مهمترین با کنترل نشان می 5ها و به خصوص گروه مرحله در مقایسه بین گروه

طبق مطالعاتی که در  .(28،31) های گلوتامات در شروع تشنجات صرعی در انسان و مدل موشی گزارش شده استگیرنده

 ،PKAو  cAMPمشاهده شد که فسفریلاسیون این گیرنده از مسیر پیام رسانی  ،مورد مکانیسم عمل این گیرنده انجام گرفت

ن افزایش بیان ای .(32) دهدها را تحت تاثیر قرار پذیری نورونتحریکدرنتیجه مسیر انتقال سیناپسی گلوتامات و تواند می

این تاثیر با  . احتمالاً(7) ه استشد تایید نیز cAMPرسانی و هم راستا بودن آن با مسیر پیام روی مطالعه پیشهادرنتیجه داده

و پتانسیل ایجاد تشنجات  بیش ازحد نورون شدهتحریک پذیری  فعالیت این گیرنده منجر به افزایش بیان و یا افزایش مدت

 برد.صرعی را بالا می

های وابسته به کلسیم در ارتباط تنگاتنگی دارد و با کنترل کانالنیز انی کلسیم رسمسیر پیام با cAMPمسیر پیام رسانی 

جریان کلسیم به داخل  مشخص شد که طبق مطالعات پیشین در گروه ما. (18) کندتنظیم غلظت آن نقش پررنگی ایفا می

های مسیر بررسی پروتئین. (30) کندزایی ایفا میدر مکانیسم صرعمهمی های غشایی، نقش ها و کانالسلول از طریق گیرنده

است اند نیز توسط گروه ما بررسی شده شناخته شده LC-MS/MSزایی که با استفاده از روش کلسیم درگیر در مکانیسم صرع

ن توسط تکنیک شاتگا که cAMPرسانی رسانی کلسیم و مسیر پیامهای درگیر در مسیر پیامپروتئین با مقایسه .(13)

، 2نوع  NMDAگیرنده  bو   aشامل زیرواحدهای ،اندکه تغییرات معنادار داشته پروتئین 10 شناسایی شده است، پروتئومیکس

 ATPase، انتقال دهنده غشایی کلسیم bزیرواحد  2دولین کینازوآنزیم کالم ،9و  1آنزیم آدنیلیل سیکلاز  ،1نوع  NMDAگیرنده 

بین این دو مسیر مشترک هستند که تاییدی بر ارتباط تنگاتنگ  1تئینی آزادکننده کلسیم نوع ، کانال پرو3و نوع  2، نوع 4نوع

فعال  با و انتقال غشایی آن کلسیمآزادسازی توسط  cAMPتحریک مسیر تولید  رسدنظر می . بهباشدرسانی میاین دو مسیر پیام

 دست نهای گلوتامات در پاییگیرنده و Aپروتئین کیناز  با فعال کردن تشود که در نهایمی انجامشدن آدنیلات سیکلازها 

آدنیلیل  آنزیمهای مختلف ایزوفرم .(41) انجامدمی ایجاد تشنج صرعیبه  و درنتیجهشود میفزایش اثر پیام تحریکی ا منجر به

نقش به  NMDAگیرنده  از سوی دیگر فعالیت. (6) به طور مستقیم و غیر مستقیم توسط کلسیم تحت تنظیم قرار دارند سیکلاز

 AC1هر دو پروتئین افزایش بیان را فعال کند.  (AC1) 1آدنیلیل سیکلاز نزیمتواند آسزایی در افزایش کلسیم سلولی دارد که می

 .در این مطالعه مشاهده شد NMDAو گیرنده 
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 گیرینتیجه

 cAMPرسانی مرتبط با پیامبر ثانویه  این مطالعه مشخص شد که تنظیم پیچیده مسیر پیامطبق نتایج به دست آمده در 

وز تشنج در شدت بر تواند برکنند که میزایی ایفا میهیپوکمپ طی فرایند صرعدر مؤثری های درگیر در آن نقش وتئینو پر

 این مسیر، نیاز به شناخت بهتر ازیی اختصاصی بر مبنای مکانیسم عمل برای رسیدن به اهداف دارو د.هر مرحله تاثیر بگذار

شاتگان  های جدید مانندتواند با تکیه بر رویکردمیوجود دارد که  cAMPهای بالادستی و پایین دستی نحوه بیان پروتئین

دانیم که تغییرات سلولی و زایی امروزه میهای حیوانی بر مکانیسم صرعبر مبنای مطالعات با مدل. محقق شودپروتئومیکس 

راه تواند می انجام چنین مطالعاتیانجامد. بنابراین شود و به پیشرفت صرع میتشنج می مولکولی منجر به کاهش آستانه ایجاد

ی جدید به منجر به معرفی اهداف داروی کند وهموارتر  cAMPورزی پیام دست ورسانی پیامشناخت بیشتر این مسیر  را برای

 گردد.ش درصد بیماران مقاوم به دارو منظور کاه

 

 تشکر و قدردانی

ندگان از معاونت پژوهشی دانشگاه تربیت مدرس به دلیل فراهم کردن امکانات آزمایشگاهی و حمایت مالی کمال تشکر نویس

 را دارند.

 

 کنترل با (S3) 3مرحله  در مقایسه cAMPبا بیان معنادار مرتبط با مسیر پیام رسانی  یهاپروتئین :1جدول

S3/control Protein description Gene 

2 guanine nucleotide exchange factor VAV VAV1 

2 phospholipase D1/2 PLD1 

1.8 glutamate receptor 4 GRIA4 

1.8 glutamate receptor 1 GRIA1 

1.5 Ras-related protein RAP1A 

1.5 glutamate receptor 2 GRIA2 

1.3 serine/threonine-protein phosphatase PP1 catalytic subunit PPP1CC 

1.4 adenylate cyclase 1 ADCY1 

1.4 sodium/potassium-transporting ATPase subunit beta ATP1B3 

1.8 Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1 RAC1 

1.3 acyl-CoA oxidase ACOX1 

0.7 calcium/calmodulin-dependent protein kinase (CaM kinase) II CAMK2D 

1.4 calcium/calmodulin-dependent protein kinase (CaM kinase) II CAMK2B 

0.5 P-type Ca2+ transporter type 2B ATP2B4 

0.6 transcription factor SOX9 SOX9 

0.6 5-hydroxytryptamine receptor 4 HTR4 

0.6 Somatostatin SST 

1.5 phospholipase D1/2 PLD2 
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 کنترلبا  (S5) 5مرحله  در مقایسه cAMPبا بیان معنادار مرتبط با مسیر پیام رسانی  یهاروتئینپ :2جدول

S5/control Protein description Gene 

3 Ca2+ release-activated Ca2+ channel protein 1 ORAI1 

2 Na+/K+ transporting ATPase β ATP1B3 

2.4 glutamate receptor 4 GRIA4 

2.5 glutamate receptor 1 GRIA1 

2 guanine nucleotide exchange factor VAV VAV1 

2.4 glutamate receptor 2 GRIA2 

1.8 P-type Ca2+ transporter 2B ATP2B3 

1.8 protein phosphatase 1 regulatory 1B PPP1R1B 

1.8 phospholipase D1/2 PLD1 

1.8 acyl-CoA oxidase ACOX1 

1.7 pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide type I receptor ADCYAP1R1 

1.7 adenylate cyclase 5 ADCY5 

1.7 sodium/potassium-transporting ATPase β ATP1B4 

1.6 sodium/potassium-transporting ATPase β ATP1B2 

1.5 glutamate receptor ionotropic, NMDA 2A GRIN2A 

1.5 P-type Ca2+ transporter 2B ATP2B2 

1.5 glutamate receptor ionotropic, NMDA 2B GRIN2B 

1.6 Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1 RAC1 

1.5 adenylate cyclase 9 ADCY9 

1.6 sodium/potassium-transporting ATPase α ATP1A2 

1.8 sodium/potassium-transporting ATPase β ATP1B1 

1.7 brain-derived neurotrophic factor BDNF 

1.5 solute carrier family 9 (sodium/hydrogen exchanger) SLC9A1 

1.5 GABA type B receptor GABBR1 

1.4 GABA type B receptor GABBR2 

1.4 Na+/K+-transporting ATPase α ATP1A1 

1.5 Ras-related protein Rap-1A RAP1A 

1.6 adenosine receptor A1 ADORA1 

1.3 Ras-related protein R-Ras 

1.5 Na+/K+-transporting ATPase α ATP1A3 

1.4 guanine nucleotide-binding protein G(i) α GNAI3 

1.8 glutamate receptor ionotropic, NMDA 1 GRIN1 

0.5 Somatostatin SST 

0.7 nuclear factor NF-kappa-B p105 subunit NFKB1 

1.6 calcium/calmodulin-dependent protein kinase (CaM kinase) II CAMK2B 

0.7 transcription factor SOX9 SOX9 

1.8 phospholipase D1/2 PLD2 
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 (S3) 3( با مرحله S5) 5یسه مرحله در مقا cAMPهای با بیان معنادار مرتبط با مسیر پیام رسانی پروتئین :3جدول

S5/S3 Protein description Gene 

2.5 P-type Ca2+ transporter  2B ATP2B4 

2.3 calcium release-activated calcium channel protein 1 ORAI1 

2.3 5-hydroxytryptamine receptor 4 HTR4 

2.1 pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide ADCYAP1 

2.2 sodium/potassium-transporting ATPase β ATP1B1 

2 protein phosphatase 1 regulatory 1B PPP1R1B 

2 sodium/potassium-transporting ATPaseβ ATP1B4 

2 sodium/potassium-transporting ATPase β ATP1B2 

1.8 glutamate receptor ionotropic, NMDA 1 GRIN1 

1.8 P-type Ca2+ transporter 2B ATP2B3 

1.7 phospholipase D1/2 PLD2 

1.5 pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide type I receptor ADCYAP1R1 

1.8 brain-derived neurotrophic factor BDNF 

1.5 glutamate receptor ionotropic, NMDA 2B GRIN2B 

1.8 sodium/potassium-transporting ATPase β ATP1B3 

1.8 glutamate receptor 2 GRIA2 

1.5 adenylate cyclase 9 ADCY9 

1.6 sodium/potassium-transporting ATPase α ATP1A2 
 

1.5 sodium/potassium-transporting ATPase α ATP1A3 
 

0.6 nuclear factor NF-kappa-B p105 subunit NFKB1 
 

0.5 Somatostatin SST 

 

 هازیرنویس شکل

گروه به صورت  3آنالیز شده است را در مقایسه  PANTHER( که توسط نرم افزار تحت وب GOای آنالیز هستی شناسی ): نمودار دایره1شکل

 (MFلکردهای مولکولی ): عمC(، CC: اجزا سلولی )B(، BP: فرایندهای بیولوژیکی )Aدهد. دو به دو نشان می

با  S3. رنگ سبز مسیرهای معنادار در مقایسه نشان دهنده این است DAVIDآنالیز شده توسط  KEGGمسیرهای پیام رسانی نمودار  :2شکل

نسبت تعداد  دهد کهرا نشان می enrichment ratioها xدهد. محور نسبت به کنترل را نشان می S5و رنگ قرمز  S3نسبت به  S5کنترل، رنگ زرد 

دارای که  cAMPمسیر پیام رسانی  باشد.هر مسیر می p-valueها نشان دهنده yمحور  های مسیر است.های مشاهده شده به کل پروتئینپروتئین

 تغییرات معنادار و بین این سه حالت مشترک است برای ادامه مطالعات برگزیده شد.

با تغییرات بیان معنادار که در مراحل مختلف کیندلینگ الکتریکی توسط  cAMPرسانی پیام های درگیر مسیراز پروتئین Vennنمودار : 3شکل

( نسبت به گروه کنترل، نمودار قرمز تغییرات گروه S5) 5تکنیک شاتگان پروتئومیکس شناسایی شدند. نمودار آبی تغییرات پروتئینی گروه مرحله 

 دهند.را نشان می S3نسبت به گروه  S5تغییرات گروه ( نسبت به گروه کنترل و نمودار سبز S3) 3مرحله 

زیرواحد  AMPA(، گیرنده SST) ( که شامل سوماتواستاتینVennهای معنادار مشترک بین سه مرحله )مشاهده شده در پروتئینبیان : 4شکل

(Gria1 و آنزیم فسفولیپاز )D2 (PLD2.است ) 
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Abstract 
      Epilepsy is a chronic neurological disorder that lacks an effective 

treatment, and most patients do not respond to existing medications. Due to the 

lack of a molecular mechanism of epilepsy and the incomplete understanding 

of proteins that are involved that epilepsy is largely unknown. Therefore, it is 

important to identify and control the epileptic process so that relevant and 

effective drug treatments can be administered. This study used the electrical 

kindling method and the proteomics shotgun technique to analyze the 

proteomes of rats during epileptogenesis. The analysis of system biology data 

determined that the cAMP signaling pathway is involved in epilepsy, as well 

as changes in the expression of proteins that are upstream and downstream of 

this secondary messenger in the stages of electrical kindling was observed. 

There was a significant decrease in expression of somatostatin neuropeptide 

from upstream proteins and an increase in expression of phospholipase D2 and 

AMPA glutamate receptor type 2 from downstream proteins during epilepsy. 

Taking advantage of these data, we can consider a new method to identify the 

mechanism of epilepsy and introduce new drug targets by identifying changes 

in the expression of cAMP signaling pathway proteins and their roles in the 

epilepsy process. 
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