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  چكيده
هاي جديد تحليل نتايج آزمايشگاهي، تحليل روشهاي پروتئوميكي و نياز به به دليل ايجاد حجم عظيمي از داده

ها ه محققين را در شناسايي الگوهاي جديد در مجموعه داد،تواند علاوه بر صرف زمان كمترها ميجمعي پروتئين
ها گونه دادهتواند در تحليل اينابزاري است كه مي و همچنين طلوبيك روش آماري ماي تحليل خوشه. ياري كند

 پروتئوم ،هاي پروتئوميكي و آناليزهاي بيوانفورماتيكيدر اين مطالعه با استفاده از تكنيك .ه قرار گيردمورد استفاد
هاي دو گروه نمونه ژل .گرفته استبه آستروسيت مورد تجزيه و تحليل قرار  تمايز فرآيندطي هاي بنيادي سلول

ز نظر افزايش ا Flicker و Progensis same spots هايافزاربا استفاده از نرم )آستروسيتهاي بنيادي و سلول(
هاي آناليز برنامه و سپس با استفاده از گرديدبررسي ها شناسايي پروتئين پروتئيني وو كاهش بيان 

 فرآيندهاي حاصل در اين دادهبندي جهت ايجاد يك رابطه منطقي بين خوشه  PANTHERو  DAVIDپروتئوم
داري باط معنيتها در مطالعات پيشين ار پروتئين شناسايي شد كه تعدادي از آن11 در طي اين تمايز .گرديدم اانج
 هايتوانند بيوماركرميها  كه اين پروتئينبدست آمدنيز و تعدادي پروتئين جديد بودند  تمايز برقرار كرده فرآيندبا 

-پروتئين  اكثرنتايج نشان داد كه ،همچنين . باشندهاي بنيادي به آستروسيتسلول تمايز فرآينداي براي ناشناخته
 ،از نظر عملكرد ملكولي و هاي بين سلولي وجود داشتند قسمتدر فضاي خارج سلولي و فرآيندهاي درگير در اين 
تواند روش مطمئني بندي مي خوشه،بنابراين. گيرندت سلولي قرار مياسكلت سلولي و اتصالاهاي در دسته پروتئين

به  بدين طريق  كههاي مجزايي بر اساس ميزان بيان با عملكرد بيولوژيكي باشد در گروههاجهت جداسازي پروتئين
  .مايدتري انتخاب نها با منطق درست بيوماركرها را در بين گروه عظيمي از پروتئينكند تا بتواندمحقق كمك مي

  
  بندي پروتئوميكس، بيوماركر، آستروسيت، خوشه:كليدي يهاواژه

  
  مقدمه

ي هاانواع سلول ها گروه هتروژني ازيتآستروس
 در  و عملكردهاي متنوعي دارندهستند،عصبي غير

هاي بنيادي عصبي نقش مهاجرت و تمايز سلول
ها دهد كه آستروسيت مطالعات اخير نشان مي.دارند

طور هگليا، بويژه ميكروه هاي گليا، بو ديگر سلول
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يري مستقيم در پيامدهاي نوروپاتولوژيكي و نيز پ
 ).2،1( نقش دارند يسيستم عصبي مركز

 فرآيندهاي بنيادي طي ها قادرند از سلولآستروسيت
 است كه فرآينديتمايز ، در واقع. تمايز تكامل يابند

هاي به سلول، هاي غيرتخصصيسلول، در آن
شوند و انواع تخصصي يك بافت خاص تبديل مي

مختلف آن شامل تمايز ريختي، ساختاري، سوخت و 
هاي  يكي از راه.)3(سازي و فيزيولوژيكي است 

 مطالعه فرآيندبررسي تغييرات كلي حاصل طي اين 
هاي پروتئوميكي و سپس دو نوع سلول با روش

 به سپروتئوميك. آناليزهاي بيوانفورماتيكي است
مطالعه پروتئوم كه در يك سلول و در يك زمان 

بر ها علاوه سلول. پردازدشود، ميمشخص بيان مي
ها بيان هاي ضروري كه در همه انواع سلولپروتئين

هاي اختصاصي نيز هستند،  داراي پروتئين،گرددمي
رو بهتر است پروتئوم را براي هر يك از انواع  از اين
از نتايج با ارزش دانش . ها تعريف نمودسلول

وماركرهاي تشخيصي و درماني كشف بي، پروتئوميك
هاي بيوشيميايي مولكول بيوماركرها ،واقعدر . است

 استرس،(هستند كه يك حالت فيزيولوژيك ويژه 
ر به  و قاددهندميرا نشان ) بيماري و رژيم غذايي

ند توان ميگيري و آشكار شدن هستند واندازه
 داينپيشرفت بيماري يا تاثيرات درماني را مشخص نم

بر جهت كشف راهي ميانكه بندي خوشه). 4(
 عبارت است از تقسيم شود،يبيوماركرها محسوب م

 Heterogeneous(يك جمعيت ناهمگون 
population(هاي همگون به زيرمجموعه 

)Homogeneous subsets( ها خوشه كه به آن
هايي  يافتن گروه،بنديهدف از خوشه. شوداطلاق مي

 ها، ولي اعضاي آناست كه با يكديگر بسيار متفاوت
ونگ بين شن و ه). 6،5( استهم ه بسيار شبيه ب

بندي ، از روش جديد خوشه2005همكاران در سال 
ها هاي ساختاري پروتئينكلاسبيني فازي براي پيش

 بر اساس اين روش در مرحله .اده نمودنداستف
هاي ساختاري اطلاعات مربوط به كلاس ،آموزش

پوپيسكو و . )7 (ها مورد استفاده قرار گرفتوتئينپر
هايي ه منظور يافتن عبارت، ب2006همكاران در سال 

-بندي بر اساس تشابهات هستيكه بتوانند در خوشه
 از ،ها باشندشناسي ژني نمايندگان خوبي براي خوشه

گيري بندي سلسله مراتبي و اندازهروش خوشه
و اندازه مشابهت فازي  BLASTمشابهات حاصل از 

 همكاران در كريستين اواسكا و). 8( استفاده نمودند
هاي بين عبارات گيري مشابهت، با اندازه2008سال 
بندي سلسله شناسي ژني و اجراي روش خوشههستي

شناسايي به مراتبي توانستند روشي ارائه دهند كه 
  هاي داراي عباراتسريع ژن

 GO (Gen Ontology) كمك نمايند ،مشترك 
افزار با استفاده از نرم، در اين تحقيق). 9(

Progenesis same spot، DAVID و 
PANTHER ،تمايز فرآيندهاي دخيل در پروتئين 

هاي آستروسيت به سلولرا هاي بنيادي سلول
  بندي خواهيم نمود خوشه

 
  هامواد و روش
-هاي بنيادي و تمايز آن به سلولكشت سلول

  هاي آستروسيت
، در ابتدا آسپيره مغز استخوان از دهنده سالم

-هاي تكلولجداسازي س، نتهيه شد و به دنبال آ
اي با استفاده از ستون فايكول با دانسيته هسته

- به فلاسكهاسلول ، در ادامه.گرفتم جاان 1.077
ين، با گلوكز پايدرصد  DMEM  10هاي حاوي

. سيلين انتقال يافتگلوتامين، استرپتومايسين و پني
و  )درصد CO2  )5ها در شرايطانكوباسيون سلول

اولين . م شدجاان 37ºcدر دماي درصد  98رطوبت 
 درصد25/0  روز با تريپسين4پاساژ سلول پس از 

 در مرحله بعد .صورت گرفت درصد EDTA  5/0و
هاي آستروسيتي، ها به سلولبراي تمايز اين سلول

هاي كشت داده شده در مجاورت رتينوئيك سلول
 قرار NGF و cAMP، PGF، PDGFاسيد، 
، آستروسيتيهاي  سلول، از نظر مورفولوژي.گرفتند
هاي  با سلولحيث و از اين هستنداي شكل ستاره

  ).10(بنيادي متفاوتند 
  

  هاي پروتئوميكيروش
ميكي مورد استفاده به ترتيب هاي پروتئوروش

كه شامل خارج ها، استخراج پروتئين از سلولشامل 
هاي كردن محيط كشت از فلاسك كشت سلول

هاي سلول و )هاي بنياديسلول(كنترل تمايز نيافته 
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و شستشو با بافر ) هاي آستروسيتسلول(تمايز يافته 
و تكان دادن در دماي اتاق به  X 0.5فسفات نمكي 

   عملمجاانو   بار تكرار3مدت يك ساعت 
 Freeze & Thaw  ها با تاييد ليز كامل سلولو

خارج ساختن ليز سلولي از فلاسك و  ميكروسكوپ،
 rpm 1000وژ در يريختن در داخل ويال و سانتريف

و  گراد درجه سانتي20 دقيقه در دماي 10به مدت 
 Bradford سنجش غلظت پروتئين به روش سسپ
شامل دو كه ،)2DE(م الكتروفورز دو بعدي جا انو

سازي بر اساس ويژگي بار مرحله است مرحله اول جدا
و در مرحله دوم جداسازي بر اساس وزن مولكولي 

ها به روش روتئينآميزي پ رنگو سپس باشدمي
آميزي نيترات نقره و اسكن ژل و پردازش تصوير رنگ
 .)11( باشدمي

  
  انفورماتيكيهاي بيوروش

 مربوط به 2DEهاي ها شامل آناليز ژلاين روش
 افزارهاي بنيادي و آستروسيت با نرمنمونه سلول

Progenesis Same Spot Non Linear 
، Flickerافزار مها با نرپروتئينشناسايي  ،)12،13(

 )DAVID )14هاي افزارآناليز پروتئوم با كمك نرم
-ها با نرمدر آناليز داده.  است)PANTHER )15و 

هاي دوبعدي حاصل از تمايز  ژلProgenesisافزار 
 مورد بررسي قرار ،هاي بنيادي به آستروسيتسلول

 هاآنگيرند و تعداد نقاط پروتئيني و تفاوت مي
افزار آناليز توسط اين نرم)  كاهش بيانافزايش و يا(

 4 داراي DAVIDافزار آناليز پروتئوم نرم. شوندمي
، نبندي بر اساس عملكرد ژگروهشامل نوع آناليز 

-جدول حاشيه نويسي عملكردي،دياگرام حاشيه
بندي بر اساس خوشهو نويسي بر اساس عملكرد 

افزار نرم. استي عملكردنويسي حاشيه
PANTHERاي از خانواده و زيرخانواده تابخانه ك

ايندكس شده ، پروتئيني است كه از طريق عملكرد
 و عملكرد ترادفافزار ارتباط بين اين نرم. است

پروتئين را با دقت بسيار بالايي مورد بررسي قرار 
 بر ،افزارها در اين نرمبندي پروتئينخوشه. دهدمي

و جايگاه   بيولوژيكيفرآيند ،اساس عمكرد مولكولي
  .سلولي است

  
  نتايج

بعدي از تصوير ژل الكتروفورز دو، 1 تصويردر 
را نشان  )ب(و آستروسيت ) الف(هاي بنيادي سلول
 Progenesis افزارها با كمك نرمآناليز ژل. دهدمي

 كه تعدادي از كرد مشخص  را نقطه پروتئيني774
 داراي افزايش بيان و تعدادي داراي كاهش بيان هاآن

  .بودند

  
  )الف(
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  )ب(

  .)ب(آن  وآستروسيت مشتق از) الف( هاي بنياديهاي دو بعدي براي سلولشكل ظاهري ژل -  1 تصوير
  

ها بر اساس بندي پروتئينافزار خوشهاين نرم
دهد، به طوري ها را مورد آناليز قرار ميميزان بيان آن

هايي كه در يك خوشه، داراي بيان پروتئينكه 
ي را  باشند؛ بدين معني كه تغيير بيان يكسانمشابهي

هم، افزايش و يا كاهش با (در سلول مورد نظر دارند 
بندي، كه نتايج حاصل از اين آناليز خوشه )يابندمي
  . استمشاهدهقابل  2 تصويردر 

  

      
  .Progenesis افزار  پروتئين به دست آمده توسط نرم9بندي  خوشه-  2 تصوير

  
تايج حاصل از آناليز ژل، با استفاده از بر اساس ن

 و مقايسه بين ژل سلول بنيادي و  Flickerافزارنرم
 پروتئين 11افزار، حدود هاي موجود در بانك نرمژل

 آورده شده 1ها در جدول شناسايي شد كه اسامي آن
 نيز جايگاه اين نقاط پروتئيني را نشان 3 تصوير. است
 .دهدمي

  



 .....بندي بيوماركرهايخوشه

 69

  .افزار فليكرهاي شناسايي شده توسط نرمنپروتئي -  1 جدول
 #of progenesis # Entry name uni prot id Name 

1211 1 APOJ P010909 Clusterin 
1035 2 LEG1 P09382 Galectin 
1231 3 AGP2 P19652 Alpha-1-Acid glycoprotein2 
774 4 AGP1 P02763 Alpha-1-Acid glycoprotein1 
1233 5 APOE P02649 Apolipoprotein E 

880 6 ANT3 P01008 Antithrombin ΙΙΙ 
917 7 NA3 P99004 Possible apolipoprotein. 
1159 8 IGSA P99003 Secretory immunoglobulin chain alpha 
1162 9 IGHA P99002 Immunologlobulin heavy chain alpha 
1093 10 AAT P01009 Alpha-1-antitrypsin 
741 11 FGG P02679 Fibrinogen gamma chain 

 

  
- توسط نرمشناسايي شده  پروتئين 9و   progenesisافزارناليز شده توسط نرمهاي بنيادي آسلولتصوير ژل  -3 تصوير

  .افزار فليكر
  

  مشخص شده2بندي نمود كه نتايج آن در قالب جدول  كلاستر دسته8ها را به اين پروتئين ،DAVIDافزار نرم
  .است

  .هاي شناسايي شده از پروتئينDAVIDدست آمده توسط برنامه هب كلاسترهاي -  2جدول 
Annotation Cluster 1 Enrichment Score: 8.54 
GO TERM_CC_FAT Extracellular  Space 
GO TERM_CC_FAT Extracellular Region part 
GO TERM_CC_FAT Extracellular Region 
Annotation Cluster 2 Enrichment Score: 4.08 
GO TERM_BP_FAT Response to Wounding 
GO TERM_BP_FAT Acute Inflammatory response 
GO TERM_BP_FAT Acute_ phase response 
GO TERM_BP_FAT Defense response 
GO TERM_BP_FAT Inflammatorory response 
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كنيـد،  مـي  مـشاهده    4 تـصوير همان طور كه در     
 بر  PANTHERافزارآناليز پروتئوم با استفاده از نرم

هــاي بيولــوژيكي نــشان داد كــه ايــن اســاس پروســه

ها بيشترين نقش را در فرآينـدهاي سيـستم         پروتئين
 .ايمني و متابوليكي دارند

 
 :   

 apoptosis (GO:0006915)  

 cell adhesion (GO:0007155)  

 cell communication (GO:0007154)  

 cellular component organization (GO:0016043) 

 cellular process (GO:0009987)  

 developmental process (GO:0032502)  

 immune system process (GO:0002376)  

 metabolic process (GO:0008152)  

 response to stimulus (GO:0050896)  

 system process (GO:0003008)  

transport (GO:0006810)  

  
  .هاي بيولوژياساس پروسه بر  PANTHERپروتئين شناسايي شده توسط برنامه 9 آناليز -  4 تصوير

  

 

  

 binding (GO:0005488)  

 
enzyme regulator activity (GO:0030234) 

transporter activity (GO:0005215)  

  
  .مولكولي براساس عملكرد  PANTHERپروتئين شناسايي شده توسط برنامه 9 آناليز -  5 تصوير

  
هـاي  كاربردديگـر   از  ،  كشف عوامل موثر در تمايز      بحث

ده  امروزه بشر با استفا  .هاي پروتئوميكس است  نيكتك
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شناسـايي عوامـل    هاي متعدد در جـستجوي      از روش 
 كـه بيومـاركر     ييآن جـا   از   .است فرآيندموثر در اين    

كـه  و يا بافت موجـود زنـده اسـت      سلول   درمولكولي  
تغيير فيزيولوژيكي را نسبت به نمونـه كنتـرل نـشان           

شرفت بيماري و يا     پي هاآنتوان به توسط    دهد، مي مي
ــاخت   ــشخص س ــاني را م ــاثيرات درم ــه . ت در مطالع

ها، هدف آن است تا به الگوهـا        اي از پروتئين  مجموعه
 دست يابيم كه شايد هاآنو روابط و تفاسيري در بين 

 فاصـله   2003ناشناخته مانده باشند، كاپلان در سال       
عنــوان تــابعي از تعــداد ه بــين هــر دو پــروتئين را بــ

شناسـي آن دو    مشترك در تفسير هـستي    هاي  عبارت
بندي سلسله مراتبي مـوفقي را      خوشهاو  . تعيين نمود 

گونـه تفـسير    ا هـيچ  ه ـخوشـه  ،م دادند كه در آن    جاان
ل اولتينگ و همكاران در س ـ     .)16( اشتباهي نداشتند 

هاي پروتئينـي مربـوط بـه        از داده  اي مجموعه 2006
بنـدي  ، تقـسيم  بنـدي مخمر را به كمك روش خوشـه      

ــده ــاحــول نماين ــشابهات  ) PAM(1 ه ــر اســاس ت ب
- خوشـه  simUIشناسي ژني حاصـل از روش       هستي
ها به الگوهـاي تفـسير    و در داخل خوشه  كردندبندي  

،  از ايــن مطالعــههــدف). 17(جديــد دســت يافتنــد 
هـاي  بندي بيوماركرهاي دخيل در تمايز سلول     خوشه

 ـ    كـه  اسـت  هابنيادي به آستروسيت   كـارگيري  ه   بـا ب
توان پروفايل پروتئينـي دو     اي پروتئوميكي مي  هروش

نوع سلول را با هم مقايسه نمود و بررسـي جـامعي را             
ــا توجــه بــه . م دادنجــاا تغييــر در بيــان ، 1 تــصويرب

كه با افزايش بيان و يا كاهش بيان و يـا           را  ها  پروتئين
حذف يك پروتئين و يـا بيـان يـك پـروتئين جديـد              

 در دو   2DE ژل   تـوان در پروفايـل     مـي  ،همراه اسـت  
هـاي آستروسـيت    هاي بنيـادي و سـلول     حالت سلول 

ــرم.تمــايز يافتــه مــشاهده نمــود  ــا كمــك  ن ــزار ب  اف
Progenesis پروتئين شناسايي 774 و آناليز دو ژل 

، افـزار  توسـط نـرم    هـا آنشد كه ميزان بيان متفـاوت       
ي داراي  هـا يز آماري قرار گرفـت و پـروتئين       مورد آنال 

بندي نمود   خوشه هاي مجزايي ستهبيان مشابه را در د    
.  نــشان داده شــده اســت2 تــصوير  نتــايج آن دركــه

وجــود دهنــده ، نـشان بنــدي بـر اســاس بيــان خوشـه 
توانند وابستگي بيولوژيـك     كه مي  استهايي  پروتئين

به طوري كه افزايش بيـان      ،  هم داشته باشند  نسبت به 

همزمان چندين پروتئين بايد در جبران كاهش بيـان         
 ايـن   ،در واقـع  . هاي ديگر باشـد   م بيان پروتئين  يا عد 
وستازي سلولي است ئمويك مكانيسم برقراري هعمل 

گزين  جديدي جـاي   فرآيند،  فرآيند يك   يكه با خاموش  
هاي زايش بيان پروتئين  آن شده و شروع به بيان يا اف       

 كه با كمك اين      پيشين نيز   مطالعات .كندجديدي مي 
 نيـز   ،انـد  بعدي پرداختـه   هاي دو افزار به آناليز ژل   نرم

ننـد كـه    كدهند و بيان مي   نتايج مشابهي را نشان مي    
 يك خوشه داراي تفـسير      پروفايل بياني مشابه اعضاي   

  .)18 (استبيولوژيكي منطقي 
 پروتئين را   11افزار فليكر   ها با نرم  نتايج آناليز ژل  

 آورده شـده    1شناسايي نمود كه نتايج آن در جـدول         
 به نمايش   3 تصويرروتئين نيز در    و جايگاه هر پ   است  

 9دهـد كـه     مطالعات پيشين نشان مي   . در آمده است  
 تمايز سلول   فرآيندداراي ارتباط مستقيم با     ،  پروتئين

  . بنيادي به آستروسيت هستند
ــروتئين  ــد در Clusterin (APOJ)پـ  فرآينـ

ها در سيستم   آپوپتوزيس نقش دارد و در تمايز نورون      
. كنـد  مـي  ءمـي را ايفـا    نيـز نقـش مه    عصبي مركزي   

هـا  تسي تمايز آستروGalectin (LEG1)پروتئين 
هـا را مهـار     تكثير آستروسـيت   شديداٌنمايد و    مي ءالقا
 ـApolipoprotein Eپـروتئين  . كندمي عنـوان  ه  ب

 .اي آستروسيت سنتز شده اسـت     هاي صفحه سازپيش
Antirombin III      رسـوب ايـن پـروتئين در بافـت

 هـاي پـروتئين . دهـد ايش مـي  تخريب نـوروني را افـز     
Alpha-1- acid glycoprotein 1،  
 Possible Apolipoprotein،  
 Secretory immunoglobulin chain 

،Immunoglobulin heavy chain alpha 
هاي بنيادي بـه     تمايز سلول  فرآيندنقش مشخصي در    

 دهــد كــهنتــايج نــشان مــي. هــا ندارنــدآستروســيت
Galectin, Alppha-1-acidglycoprotein 

افزايش بيان را در طـي   ،Antitrombin III و 1,2
ه آستروسيتي از خود نشان     هاي بنيادي ب  تمايز سلول 

 Clusterin،,Possibleهــاي پــروتئين. دادنــد
apolipoprotein, Immunoglobolin heavy 

chain alpha    فرآينـد  داراي كاهش بيـان در ايـن 
 Apolipoprotein Eپـــــروتئين . بودنـــــد

تغييـر بيـاني   نيز   Fibrinogen gamma chainو
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آناليز پروتئـوم مطـابق     . تمايز نشان نداند   فرآيندر  را د 
-د كه پروتئين  دهنشان مي  4و   5 تصاوير  و 2جدول  

هـاي بنيـادي بـه       تمايز سـلول   فرآيندهاي درگير در    
-سلولي و قـسمت    بيشتر در فضاي خارج    ،آستروسيت

ع تمـايز سـلول   در واق. هاي بين سلولي وجود داشتند    
هـاي درگيـر   بنيادي به آستروسيت بر مبناي پروتئين    

نتايج كلـي   . ر اسكلت سلولي و اتصالات سلولي است      د
 P99002 ،P99003هاي  دهد كه پروتئين  نشان مي 

،P99004 ، P30092 ، P01008    در  هاآن كه نقش 
عنوان ه   ب ندتوانمي ، تمايز مشخص نشده است    فرآيند

 تمايز سلول بنيـادي     رآيندفبيوماركرهاي جديدي در    
تواننـد در   ركرها مي بيوما. به آستروسيت معرفي شوند   

ــلول  ــايز س ــايي مراحــل تم ــه  شناس ــادي ب ــاي بني ه
 بدين معني   .نقش كاربردي داشته باشند   ،  آستروسيت

تواند در  ها مي كه نقص در بيان هريك از اين پروتئين       
نتـايج  . ها اخـتلال ايجـاد نمايـد      روند تمايز اين سلول   

توانـد روش مطمئنـي     بنـدي مـي   شان داد كه خوشه   ن
هاي مجزايـي بـر     ها در گروه  جهت جداسازي پروتئين  

بـدين  . اساس ميزان بيان با عملكرد بيولوژيكي باشـد       
توان بيوماركرها را در بين گروه عظيمـي از         طريق مي 
  .تري انتخاب نمودها با منطق درستپروتئين

  
  تقدير و تشكر

يكس دانشگاه علوم مركز تحقيقات پروتئوم
پزشكي شهيد بهشتي حمايت مالي اين تحقيق را بر 

نامه تحقيقاتي اين مقاله برگرفته از پايان. عهده داشت
  .باشددانشجويي آقاي رامين رستگاري مي
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