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Abstract 

Aim and Background: In many countries, including Iran, cutaneous leishmaniasis is a common and 

increasing disease. Proper and quick treatment of many of these patients is very difficult due to 

insufficient familiarity with the factors that play a role in the pathogenesis of cutaneous leishmaniasis. 

By using high-performance RNA sequencing methods and investigating the expression of different 

genes in different tissues, a new horizon has been opened on the identification of disease pathogenesis 

factors and obtaining new treatment methods. 

Material and Methods: This investigation was divided into two phases. Data from the NCBI 

website, "GSE127831" were used for the bioinformatics analysis. We conducted investigations of Gene 

Ontology and Differential Gene Expression. In the clinical investigation, we used qPCR to assess the 

expression of the genes identified in the previous stage in 27 skin samples taken from wounds caused 

by cutaneous leishmaniasis and 12 healthy skin samples. 

Results: According to our bioinformatics investigations, the first 100 genes with the highest drop in 

expression in leishmaniasis wounds are mostly involved in the production of different keratin proteins. 

They are mostly involved in "Intermediate Filaments Organization". The qPCR test showed that the 

expression of KRTAP11-1, KRT33B, KRT85, KRT35, KRT86, and KRT81 genes was greatly reduced. 

It shows the coordination of the results of bioinformatics and laboratory stages. 

Conclusion: The downregulation of a specific set of genes involved in keratin formation is one of the 

key factors contributing to the poor healing of wounds in cutaneous leishmaniasis. keratin is a crucial 

chemical in developing and maintaining epithelial tissue and skin. 
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 های دخیل در سنتز کراتینکاهش بیان ژن

 لیشمانیوز جلدیدر بیماران مبتلا به 
 3رسول شریفی، 2احسان احمد پور ، *1سعید قربیان ، 1کاووس مومنی

 ، اهر، ایراندانشگاه آزاد اسلامی، واحد اهر ،مولکولی ژنتیکگروه  .1

 ، تبریز، ایراندانشگاه علوم پزشکی تبریزگروه انگل شناسی، دانشکده پزشکی،  .2

 ، اهر، ایراناسلامیدانشگاه آزاد ، واحد اهرگروه بیولوژی،  .3

 

 چکیده

درمان مناسب است.  شیدر حال افزا و عیشا یماریب کی یجلد وزیشمانیل ران،یاز کشورها، از جمله ا یاریدر بس سابقه و هدف:

بسیار مشکل نقش دارند،  یجلد وزیشمانیدر پاتوژنز ل و سریع بسیاری از این بیماران، بعلت عدم آشنایی کافی با عواملی که

های گوناگون، افق های مختلف در بافتبالا و بررسی نحوه بیان ژن ییبا کارا RNA یابییتوال یها. با استفاده از روشاست

 های درمانی جدید باز شده است.جدیدی بر روی شناسایی عوامل پاتوژنز بیماریها و بدست آوردن روش

  GSE127831این مطالعه در دو بخش بیوانفورماتیکی و بالینی انجام شد. مرحله اول تحقیق بر روی دیتای  ها:مواد و روش

های بدست بر روی ژن  Gene Ontology و  DGEsهای اولیه،  آنالیز های انجام گرفت. بعد از فیلتراسیون NCBIاز سایت 

نمونه پوستی حاصل از اطراف زخم  27در مرحله قبلی در  منتخبهای ژن نسبی بیان یزانآمده انجام گرفت. در بخش بالینی، م

 .شدگیری ، اندازه qPCRنمونه سالم پوست، بروش  12لیشمانیوز و 

هایی که بیشترین کاهش بیان را در صد ژن اول از لیست ژنفعالیت عمده یک دهدآنالیزهای بیوانفورماتیکی نشان میها: یافته

های تشکیل فیلامان "باشد و مسیر ژنتیکی های کراتین میلیشمانیوز دارند مربوط به ژن های کد کننده انواع پروتیینزخم های 

های فعال در ساخت کراتین، کاهش بیان شدید و معنی ژن گیرد. تعداد زیادی ازبیشتر از همه تحت تاثیر قرار می "داخل بافتی

و  KRT85و  KRT33Bو   KRTAP11-1های  اندازه گیری سطح بیان ژن کنند.داری در طی  لیشمانیوز جلدی پیدا می
KRT35 و KRT86   وKRT81   که بیشترین کاهش را در مرحله بیوانفورماتیک نشان داده بودند نشان دهنده هماهنگی نتایج

 های ما کمتر بود.باشد. هر چند مقدار کاهش بیان در نمونهمراحل بیوانفورماتیکی و بالینی می

باشد ها میژنبیان گروه خاصی از  کاهشهای دیر بهبود یابنده در لیشمانیوز پوستی یکی از علل اصلی ایجاد زخمگیری:  نتیجه

 باشد.داری از بافت اپیتلیال و پوست میمسئول تولید کراتین میباشند. کراتین مولکولی مهم در ساخت و نگه که

 ، کراتینهستی شناسی ژن، لیشمانیوز جلدیها، آنالیز آنالیز بیان افتراقی ژن،  آنالیز بیوانفورماتیک کلیدی: گانواژ

 

 مقدمه

پیشرفت در مطالعات زیست شناسی و ژنتیک مولکولی، 

های مختلف انقلابی در تشخیص و درمان بسیاری از بیماری

 Molecular)کرده است. تشخیص مولکولیایجاد 

Diagnostics)   به ابزار مهمی برای ارائه دهندگان

های های بهداشتی و درمانی تبدیل شده  و بینشمراقبت

های جدیدی را در مورد پاتوژنز و پیش آگهی بیماری

دهد. روش های تشخیص مولکولی بتدریج مختلف ارائه می

های جدیدی تبدیل به  فناوریاز مرحله مطالعاتی صرف، 

اند که اثر انگشت مولکولی های بالینی شدهدر آزمایش

بینی ها را شناسایی و پاسخ به درمان را پیشبیماری

های مختلفی مانند کنند. تشخیص مولکولی زمینهمی

های عفونی، ژنتیک، فارماکوژنومیک و انکولوژی را بیماری

های انگلی لیشمانیوز یکی از بیماری .(1)گیرد در بر می

شایع در مناطق گرمسیری و نیمه گرمسیری جهان بوده 

شـود. انواع این وتهدیدی برای سلامت عمومی محسوب می

صورت ضایعات پوستی ) سالک (، جلدی مخاطی هبیماری ب

 ـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ 

  نویسنده مسئول:
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جلدی به دو شکل کند.  نوع و احشایی )کالازار( بروز می

-اصلی خشک )شهری( و مرطوب )روستایی( مشاهده می

 World Health) شود. سازمان جهانی بهداشت 

Organization (WHO))  بیماری لیشمانیوز را در ردیف

شش بیماری مهم انگلی مناطق گرمسیری دنیا قرار داده  و 

بیماری استوایی نادیده "عنوان یک هبا معرفی لیشمانیوز ب

 (Neglected tropical diseases (NTD)) "ته شدهگرف

-بر تأثیر قابل توجه آن بر سلامت جوامع انسانی تأکید می

شود که سالانه ششصد هزار  تا تخمین زده می .(2)کند 

یک میلیون مورد جدید لیشمانیوز جلدی در سراسر جهان 

 WHOدهد، اما تنها حدود دویست هزار مورد به رخ می

شود. با وجود اینکه انگل عامل بیماری لیشمانیوز گزارش می

جلدی و راههای انتقال آن کاملاً شناخته شده و تحقیقات 

بسیاری در مورد این بیماری انجام گرفته ولی متأسفانه 

لیشمانیوز جلدی همچنان دربسیاری از کشورهای جهان به 

عنوان یک بیماری شایع مطرح بوده وحتی درحال گسترش 

 98است. بر اساس گزارش سازمان بهداشت جهانی در 

میلیون  350کشور بیماری لیشمانیوز بومی است و بیش از 

خطر ابتلا هستند، تعداد مبتلایان به لیشمانیا  نفر در معرض

%  90میلیون نفر تخمین زده شده است. بیش از  12حدود 

موارد لیشمانیوز جلدی در افغانستان، الجزیره، عربستان 

سعودی، ایران، سوریه، بولیوی، برزیل، کلمبیا، نیکاراگوئه و 

طبق آمار ارائه شده از طرف اداره کل  .(3)شود پرو دیده می

درمان و  های وزارت بهداشتپیشگیری و مبارزه با بیماری

آمـوزش پزشکی، میزان بروز لیشمانیوز جلدی در ایران سی 

باشد. گرچه سالانه حدود نفر در هر یکصد هزار نفر می

بیست هزار مورد بیماری لیشمانیوز جلدی در ایران گزارش 

برابر آن  5تا  4از  موارد حقیقی بیش شود ولی احتمالاًمی

سالک )شهری و است. دو نوع لیشمانیوز پوستی یا 

روستایی(و یک نوع لیشمانیوز احشایی )کالاآزار( در کشور 

ما وجود دارد. سالک یکی از مهمترین بیماریهای پوستی 

مشترک بین انسان و حیوان است که توسط گزش پشه 

شود. این بیماری به دلیل طولانی خاکی به انسان منتقل می

افه شدن بودن دوره درمان، ایجاد ظاهر ناخوشایند و اض

های ثانویه باید تحت کنترل قرار گیرد. کانون اصلی عفونت

سالک در کشور ما شهرهای مشهد، نیشابور، تهران، شیراز، 

  .(7-4)کرمان، بم، یزد و... است 

داروهایی که در حال حاضر برای درمان این بیماری مورد 

گیرند گران قیمت بوده و عوارض متعددی استفاده قرار می

ظرفیتی آنتیموان( که  مثلا گلوکانتیم) ترکیبات پنج دارند.

باشد نیاز به تزریقات مکرر دارد و علاوه رایج ترین دارو می

، قلبی بر بار اقتصادی دارای عوارض جانبی مثل آریتمی

های کبدی، کم خونی، آسیب به پانکراس، افزایش آنزیم

تزریق آن دردناک بوده  .باشدقلب، کبد و بافت خونساز می

و ممکن است منجر به ایجاد اسکار در محل تزریق شده و 

. (8) کند مشکلات روحی و روانی برای کودکان و زنان ایجاد

کند که تحقیقات جدید سازمان بهداشت جهانی توصیه می

نتایج حاصل از  .(9)و اساسی در این خصوص انجام گیرد 

و  باشد، متفاوت میدر افراد مختلف های درمانی فعلیروش

نیاز شدیدی به شناسایی دقیق عوامل پاتوژنز انگل لیشمانیا 

 هایوجود دارد تا روش مولکولی های جدیدتکنیک بر اساس

برای کودکان   به خصوصتری درمانی موثرتر و کم عارضه

های رفتن روش. با در دسترس قرار گ(10)پیشنهاد شود 

و بررسی نحوه بیان  RNAمطالعه مولکولی با توالی یابی

های گوناگون، افق جدیدی بر روی های مختلف در بافتژن

های ها و بدست آوردن روششناسایی عوامل پاتوژنز بیماری

های در دهه گذشته، پلتفرم درمانی جدید باز شده است.

شناسایی بیان ژن توالی یابی پیشرفته  مثل ایلومینا امکان 

های مرتبط با های مختلف و شناسایی ژندر سلول

. تحقیقات (11)اند پذیر کردهها را امکانپاتوژنیسیته بیماری

های مختلف در دهد تغییرات در میزان بیان  ژننشان می

تواند بر سیر و نتیجه بیماری موثر باشد. به سلول بیمار می

ل بودن تهیه بیوبسی پوست از اطراف زخم دلیل مشک

اکثر مطالعات قبلی به تجزیه و تحلیل  ،لیشمانیوز جلدی

 .خون محیطی محدود شده استهای موجود در سلول

سیستمیک ممکن است همبستگی کامل ایمنی های پاسخ

برای ارزیابی دقیق   با سیستم ایمنی بافتی نداشته باشند.

این موضوع در بیماری لیشمانیوز جلدی، لازم است 

های  پوستی بیماران سلولی بر روی نمونه RNAیابی توالی

بدست آمده با نتایج لیشمانیوز جلدی انجام گرفته و دیتا 

های سالم پوستی مقایسه شود. این اطلاعات حاصل از سلول

های بیوانفورماتیکی آنالیز اطلاعات باید با استفاده از  روش

مورد تجزیه و تحلیل    Gene Ontologyآنالیز  ژنتیک مثل

بیان متفاوتی در شرایط میزان هایی که قرار بگیرند تا  ژن

و اثرات بیماریزایی این  دهایی شاند شناسداشته مختلف

ها ژن شناساییدر این تحقیق، بعد از  تغییرات بررسی شود.

دار از نظر و یا مسیرهای ژنتیکی که تغییرات بیان معنی

ها، اند ضمن بررسی آنآماری، بیولوژیک و پاتولوژیک داشته

جهت ارزیابی صحت این نتایج، تعداد مناسب نمونه بیوبسی 

پوستی از بیماران مبتلا به لیشمانیوز جلدی و نیز افراد سالم 

ها مقدار بیان این ژن qPCRتهیه شده و با استفاده از روش 

 کنیم. گیری نموده و با نتایج قبلی مقایسه میرا اندازه
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 هامواد و روش
 بیوانفورماتیکیمرحله  

های آنالیز جهتبرای پیدا کردن دیتای اولیه مناسب  

 بیوانفورماتیک به سایت
 National Center for Biotechnology 

Information Gene Expression Omnibus  
 :در آدرس

 https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo  ه شد و مراجع

از    Leishmania Cutaneousبا استفاده از کلمه کلیدی 

در این سایت  RNAseqو  Microarrayبین پروفایل های 

 GSE127831  جستجو کردیم. از بین نتایج حاصله دیتای

با شرایط مورد نظر ما منطبق و  که تا حدود زیادی (12)

 21مناسب بود برای ادامه کار انتخاب شد. در این تحقیق 

های پوستی نمونه پوستی از ناحیه کناره ملتهب زخم

لیشمانیا  حاصل از بیماران مبتلا به لیشمانیوز پوستی

و هفت نمونه از پوست   (Leishmania Tropica) تروپیکا 

ها استخراج شده است. بر آن RNAسالم برداشته شده و 

توسط دستگاه  RNA sequencingها روی این نمونه

Illumina   انجام گرفته است و اطلاعات حاصله در سایت

NCBI و دیتا بیسGEO   با شماره دسترسی

GSE127831   .این دیتا توسط برنامه ثبت گردیده است

GEO2R  که در همین سایت وجود دارد مورد آنالیز قرار

که کمتر  ییها، ژن جینتا یدار یبالا بردن معن یبراگرفت. 

حذف شدند  (logFC < 2)داشتند  انیب راتییاز دو برابر تغ

 انیب از معنی دارترین کاهش بیترتهبهای باقی مانده ژنو 

. دندیمرتب گردبه پایین  ( LOG10(P.value)(Neg))ژن 

در ضمیمه این مقاله قرار دارد    S1-Allبه اسم جدول  نیا

باشد. برای گرفتن می ژن 9180اطلاعات مربوط به  یحاوو 

صد مهمترین و با معنی ترین نتیجه، ادامه آنالیز را به یک

ژن اول این جدول که بیشترین و معنی دارترین کاهش 

یم و از طریق های بیمار داشتند محدود کردبیان را در نمونه

 GENERIC GENE ONTOLOGY (GO)سایت

TERM FINDER  که مربوط به دانشگاه پرینستون

(go.princeton.edu)   است اقدام به آنالیزGene 

Ontology جدول این یک( صد ژنS2-100    )ضمیمه

نهایت در ها را مورد تجزیه و تحلیل قرار دادیم. نموده و آن

شدید و  کاهششدند که ب و انتخاژن شناسایی  عدد  6

-ها در نمونهبرای تایید تغییر بیان این ژنداشتند.  معنی دار

 استفاده کردیم.  qPCRهای واقعی از آزمایش 

   آزمایشگاهیمرحله 

 Quantitative REAL-TIMEدر این مرحله  تست 

PCR (qPCR)  (13) های واقعی انجام شد. روی نمونه

  27دی لیشمانیوز نمونه ها از پوست ناحیه اطراف زخم جل

بیمار تهیه شدند. این بیماران به آزمایشگاه انگل شناسی 

بیمارستان امام رضا )ع( در شهر مشهد مراجعه کرده بودند 

و با مشاهده میکروسکپی اجسام لیشمن در گسترش 

 12ها تایید شده بود. مستقیم، زخم لیشمانیوز جلدی آن

نمونه سالم هم از پوست نواحی سالم بدن همان بیماران 

های روی نمونه حاصل از عصاره  qPCRگرفته شد. تست 

هایی که در مرحله پرایمر از ژن ز ششبافتی فوق با استفاده ا

قبل شناسایی شده بودند انجام شد تا مقدار تغییرات بیان 

های تهای لیشمانیوز پوستی نسبت به پوساین ژنها در زخم

 5های توالی این پرایمرها در ستون گیری شود.سالم اندازه

 qPCRهمزمان با انجام آزمایش آمده است.  3، جدول  6و 

های بیماران های مورد نظر بر روی  نمونهبرای هر یک از ژن

و افراد سالم، جفت پرایمر دیگری نیز از یک ژن رفرانس در 

گردد وری انتخاب می. این ژن طگرفتویالهای آزمایش قرار 

که در شرایط مختلف بیان ثابتی داشته و میزان بیان آن 

 گیرد. طبق تحقیقات قبلیتحت تاثیر بیماری قرار نمی

عنوان ژن رفرانس برای هبهترین گزینه ب rRNA45ژن  (14)

همراه ه( را نیز در هر ویال ب1 جدول)ما بود و پرایمر های آن 

قرار دادیم تا  ،های مورد آزمایشهر یک از پرایمرهای ژن

عنوان مقدار رفرانس در محاسبات در همیزان بیان آن را ب

 نظر بگیریم. 

 

 

 

 

 

 

 

 

رفرانس ژن rRNA45

فوروارد توالی CCTACCATGCCGTGTCCTTCTA

ریورس توالی AACGACCCCTGCAGCAATAC

های آنانس و توالی پرایمررژن رف:  1 جدول  
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 Mic از دستگاه  Real time PCRجهت انجام واکنش 

Real Time PCR Cycler  و محلول  (15)استفاده شد

 Ampliconمورد استفاده محصول شرکت  مستر میکس

بترتیب زیر  PCR برنامه سیکل کاری دستگاه . (16) بود

 تنظیم شد:

دقیقه )زمان و  10به مدت  سلسیوسدرجه  95دمای  --

 دمای فعالسازی آنزیم اولیه(

 شامل :سیکل 40 

 ثانیه  5به مدت  سلسیوسدرجه  95در دمای    --

 annealing andها و بسط واکنش)اتصال پرایمر    --

extension)    به  سلسیوسدرجه  60به ترتیب در دمای

 ثانیه. 10درجه به مدت  72ثانیه و  20مدت 

 هایافته

 یافته های بیوانفورماتیکی

بر روی دیتای  UMAPطور که نتایج آنالیز همان 

GSE127831 ها ( ، نحوه بیان ژن 1دهد،  )شکل نشان می

در بین افراد سالم و بیمار اختلاف زیادی دارد و با آنالیز آن 

توان به نتایج معنی داری رسید. طبیعی است که در هر می

ای های سیستم ایمنی افزایش قابل ملاحظهعفونتی بیان ژن

های سیستم ایمنی کند، ما در این تحقیق به ژنا میپید

هایی توجهی نداشتیم و آنالیزهای بیوانفورماتیک بر روی ژن

انجام شد که در زخم های لیشمانیوز کاهش بیان شدید 

صد ژنی که بیشترین و با معنی ترین داشتند. لیست یک

اند کاهش بیان را در نمونه های مبتلا به لیشمانیوز داشته

که در فایل ضمیمه  S2همراه اطلاعات مربوطه در جدول ب

  Gene Ontologyباشد آمده است. نتایج آنالیز مقاله می

های شود. مهمترین گروه ژندیده می 4ها در جدول آن

 موجود در این لیست مربوط به ترم
 Gene Ontology: 0045109 - Intermediate 

Filament Organization همه نتایج حاصل از باشد. می

 :این آنالیز در آدرس

https://go.princeton.edu/cgi-

bin/JobWatch.pl?id=7854240 

درصد  0,4طور طبیعی کمتر از هباشد. بقابل مشاهده می

گیرند ولی در این آنالیز  گروه قرار میهای انسان در این ژن

ها در این ترم قرار دارند که نشان دهنده ژن درصد از 14

طور که در ستون اول باشد. همانمعنی داری این نتیجه می

شناسی هستی موضوعات شود همهدیده می 4جدول 

(Ontology) ها ژن که برای این گروه صدتایی از ژن

ساخت و افتراق و نگهداری  از اند مربوط به مشخص شده

های تولید باشند. در این میان ژنپوست و بافت اپیتلیال می

شوند بنابر کننده کراتین تقریبا در تمام ترم ها مشاهده می

تواند توان نتیجه گرفت که کاهش تولید کراتین میاین می

یکی از عوامل اصلی بیماریزا در این مورد باشد. لیست همه 

در تولید کراتین نقش دارند و در این آنالیز  ژنی که 43

مراه اطلاعات مربوط به تغییر بیان هتغییر بیان داشته اند  به

شود طور که مشاهده میاست. همانآمده  2آنها در جدول 

اکثر آنها کاهش بیان شدیدی دارند. در این میان ما شش 

آنها بیش ژن از ابتدای همین جدول که لگاریتم تغییر بیان 

یعنی حداقل بیش  (LogFC > 6.2)باشد از شش برابر می

از هشتاد  برابر کاهش بیان داشتند را برای ادامه آنالیز و  

ها بهمراه آزمایشات عملی انتخاب نمودیم. اسامی این ژن

ها در سه ستون مقدار تغییر بیان و مقدار معنی دار بودن آن

 آمده است.   3اول جدول 

 آزمایشگاهیهای یافته

مرحله از  های انتخاب شدهژنبر روی  qPCRآزمایشات  

های نرمال و های تهیه شده از پوستنمونه قبل بر روی

مبتلا به لیشمانیوز جلدی در شرایط یکسان انجام همچنین 

نسبت لگاریتم  بصورت مایشاتشدند. نتایج حاصل از آز

پوست بین پوست سالم و   (Log(FC)) تغییر بیان ژن 

نشان داده شدن است.   2در شکل  مبتلا به لیشمانیوز جلدی

های شود مقدار بیان همه ژنهمانطور که مشاهده می

های سالم و بیمار تغییر معنی داری انتخابی در بین نمونه

های سالم بیان بیشتری ها در نمونهاند. این ژنپیدا کره

 اًف هم نسبتها در افراد مختلداشتند و محدوده تغییرات آن

زیاد بود که به احتمال قوی این تغییرات بسته به شرایط 

پوست تنظیم میگردد ولی در همه نمونه های لیشمانیوز 

جلدی بیان آنها کاهش یافته و محدوده تغییرات خیلی 

 کوچکی دارد. 
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Symbol log2(fold change) (Neg)LOG10(Pvalue) Description Forward Primer Reverse Primer

KRTAP11-1 6.752 2.718 keratin associated protein 11-1CCAGGTGACTTGCTCTCGACAA TGGTTGGCAGACACTGGAGATG

KRT33B 6.736 10.289 keratin 33B GAAGTGGAGCAATGGTTCGCCA AGGGCATTGACTGTGCGTCTCA

KRT85 6.619 4.27 keratin 85 CAAGTCCCTCAACAGCAGGTTC TGAACAGTGGCTCCAGGTTGCT

KRT35 6.572 3.952 keratin 35 CCTGACTACCAGTCCTACTTCC CTTGGTCCTGAAGTCATCTGCAG

KRT86 6.414 16.853 keratin 86 GCTGAGAACGAGTTTGTGGCTC TCATACAGCCGCCTCAGGAAGT

KRT81 6.233 14.955 keratin 81 GCTGAGAACGAGTTTGTGGCTC TCATACAGCCGCCTCAGGAAGT

 هاها در آنالیز بیوانفورماتیک و توالی پرایمر هر کدام از آنو مقدار تغییر بیان آن qPCRهای انتخاب شده برای آزمایش : لیست ژن 3جدول 

Symbol log2(fold change)

KRTAP11-1 6.752

KRT33B 6.736

KRT85 6.619

KRT35 6.572

KRT86 6.414

KRT81 6.233

KRT31 6.143

KRT82 5.761

KRT32 5.602

KRT40 5.474

KRT27 5.374

KRT71 5.264

KRT25 5.246

KRT38 4.9

KRT77 4.495

KRT2 4.323

KRT33A 4.185

KRTAP5-AS1 4.053

KRT10 3.64

KRT10-AS1 3.544

KRT15 3.519

KRT1 2.69

KRT7-AS 2.618

KRT7 2.601

KRT72 2.452

KRT73 2.204

KRT12 2.194

KRT23 1.786

KRT37 1.674

KRT8 1.647

KRT18 1.621

KRTCAP3 1.474

KRT222 1.366

KRT19 1.204

KRT6B -2.623

KRT16P3 -2.669

KRT17 -2.821

KRT6A -2.905

KRT16 -2.953

KRT17P1 -2.967

KRT6C -3.023

KRT76 -3.233

KRT3 -4.663

های تولید کننده  ژن :2جدول 

آنالیز تغییر کراتین که در این 

 .بیان داشتند

نشان دهنده اختلاف قابل توجه در طرح  UMAP زیآنال جینتا: 1شکل 

 .باشدیم وزیشمانیسالم و مبتلا به ل یهاسلول نیب یهاژن انیب یکل
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 بحث

بعلت پیچیدگی عوامل موثر در پاتوژنز بیماری لیشمانیوز 

جلدی، هنوز عده زیادی از این بیماران درمان مناسب و 

کنند و درگیر مشکلات بعد از بیماری کافی دریافت نمی

هستند. آنالیز  بیوانفورماتیکی دیتای حاصل از توالی یابی 

RNA تواند اطلاعات های مبتلا به لیشمانیا میسلول

ارزشمندی در مورد عوامل بیمایزا و آسیب رسان این 

این مطالعه در دو مرحله  بیماری در اختیار ما قرار دهد.

بیوانفورماتیکی و بالینی انجام شد. مرحله اول تحقیق بر 

انجام گرفت.   GEOروی دیتای موجود در بانک اطلاعاتی 

از   GSE127831دیتای مورد استفاده ما به شناسه  

بر روی نمونه های بیوبسی  پوستی  RNA-Seqآزمایش 

د سالم تهیه فر 7مریض مبتلا به لیشمانیوز جلدی و  21

آنالیز  های اولیه،شده بود. بعد از دانلود و  فیلتراسیون
Differential Gene Expression Analysis (DGEs)  

قرار  GEOکه در سایت  GEO2Rبا استفاده از نرم افزار 

هایی که بیشترین تغییرات بیان را انجام گردید تا ژندارد 

 .شناسایی شوند در بین این دو گروه بیمار و سالم داشتند

 

 

 

 

Gene Ontology term P-value Genes annotated to the term

Intermediate filament organization 1.05E-15 KRT32, KRT38, KRT27, KRT40, TCHH, KRT82, KRT33B, KRT85, KRT86, KRT81, KRT71, KRT25, KRT35, KRT31

Intermediate filament cytoskeleton organization3.70E-14 KRT32, KRT38, KRT27, KRT40, TCHH, KRT82, KRT33B, KRT85, KRT86, KRT81, KRT71, KRT25, KRT35, KRT31

Intermediate filament-based process 4.32E-14 KRT32, KRT38, KRT27, KRT40, TCHH, KRT82, KRT33B, KRT85, KRT86, KRT81, KRT71, KRT25, KRT35, KRT31

Epithelial cell differentiation 5.36E-07
KRT38, KRT27, TCHH, KRT33B, KRT85, KRT81, DSG4, ADIPOQ, PCK1, KRT35, TNMD, KRT32, KRT82, KRT40, 

ERBB4, KRT86, SPRR4, KRT71, KRT25, KRT31

Keratinization 0.00021 SPRR4, KRT81, KRT71, TCHH, KRT82, KRT85, KRT86

Epidermis development 0.00056 KRT32, KRT27, TCHH, KRT82, KRT85, KRT86, SPRR4, KRT81, KRT71, DSG4, KRT25, KRT31

Keratinocyte differentiation 0.00304 TCHH, KRT82, KRT85, KRT86, KRT81, SPRR4, KRT71, DSG4

Epithelium development 0.00304
KRT38, KRT27, TCHH, KRT33B, KRT85, KRT81, DSG4, ADIPOQ, PCK1, KRT35, TNMD, KRT32, KRT82, KRT40, 

ERBB4, KRT86, SPRR4, KRT71, KRT25, KRT31

Skin development 0.00457 KRT27, TCHH, KRT82, KRT85, KRT86, SPRR4, KRT81, KRT71, DSG4, KRT25

 داشتند.   Defferential Gene Expressionصد ژنی که بیشترین کاهش بیان را در آنالیز یک Gene Ontologyنتایج آنالیز :  4جدول

( و نمونه های Nدر نمونه های سالم )با پیشوند  KRT35و  KRT86و  KRT81و  KRTAP11-1و  KRT33Bو  KRT85های مقایسه تغییرات بیان ژن:  2شکل 

 دهند.که با دو یا سه ستاره مشخص شده(  نشان می 0,05خیلی کمتر از  P.valueها تغییرات بیان شدید و معنی دار )(. همه ژنLلیشمانیوز جلدی )با پیشوند 
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که بیشترین  DGEsصد ژن اول حاصل از این آنالیزیک

دقیقا مورد تجزیه و تحلیل . کاهش بیان را داشتند

 Geneقرار گرفت و از طریق آنالیز بیوانفورماتیک 

Ontology (4)جدول عملکرد آنها مشخص گردید .

ها ساخت و نگهداری از بافت مهمترین کار این گروه از ژن

باشد و ژنهای سازنده کراتین مهمترین پوست و اپیتلیال می

دهند. بهمین علت شش را در آن میان تشکیل می گروه

عدد از مهمترین آنها برای ادامه آنالیز آزمایشگاهی انتخاب 

بر   qPCRاین تحقیق در مرحله دوم با انجام تست شدند. 

های پوست افراد مبتلا به لیشمانیوز جلدی ادامه روی نمونه

های روی نمونه حاصل از عصاره  qPCRپیدا کرد. تست 

 هایژن مربوط بهپرایمر عدد  6تی فوق با استفاده از باف
KRTAP11-1   وKRT33B  وKRT85  وKRT35 و 

KRT86   وKRT81   که در مرحله قبل شناسایی شده

-ها در زخمبودند انجام شد تا مقدار تغییرات بیان این ژن

های سالم اندازه های لیشمانیوز پوستی نسبت به پوست

قابل مشاهده است. هر شش  2شکل نتایج در  گیری شود.

ژن در نمونه های لیشمانیوز پوستی کاهش بیان شدید و 

 های کاملا معنی دار داشتند. معنی داری کاهش بیان ژن

RT33B   وKRT35 و KRT86   وKRT81   بیش از

سایرین بود. این نتایج تایید کننده نظریه کاهش تولید 

تواند منجر ت که میکراتین در پوست مبتلا به لیشمانیوز اس

 طور کلی ههای پوستی شود. ببه ترمیم دیرهنگام زخم

استخراج شده از  پوست  یهانیپروتئ قسمت عمده نیکرات

و ضمائم آن مثل مو و ناخن را تشکیل میدهد و میزان 

ساخت و نگهداری  هدر پروس کننده آنهای تولیدفعالیت ژن

. (17)اهمیت زیادی دارند های پوست و ماهیچه از بافت

کاهش بیان آنها سلولها را در مقابل عوامل مخرب، آسیب 

-هرا ب های آسیب دیده پوستیپذیر ساخته و ترمیم سلول

های کراتین اخیراً مشخص شده که رشته اندازد.تاخیر می

های داخل در پروسه سیگنالیگ سلولی و انتقال ویزیکول

. طبق نتایج تست (18)سلولی هم نقش مهمی دارند 

DGEs ژنی که   44 ژن از  34های ما  انجام شده در نمونه

با کاهش  در این نمونه ها برای ساخت کراتین فعال بودند

. بیان ( 2جدولبیان شدید و معنی دار مواجه شده اند )

تحت کنترل شدید بوده و با توجه های کد کننده کراتین ژن

به شرایط محیطی که بافت پوست در آن قرار دارد تغییر 

 اکثراً ،های پوستیسلولمقدار تولیدی کراتین در  ،میکند

های کراتین در گردد. مولکولدر مرحله رونویسی کنترل می

های سازنده اسکلت عنوان پروتیینههای اپیتلیال بسلول

کنند. مولکول کراتین با ساختار محکمی سلولی عمل می

های اصلی چهار چوب کند، تشکیل دهندهکه تولید می

کاهش تولید آنها آسیب باشند و های اپیتلیال میسلول

جدی به استحکام بافت پوست رسانده و آن را در مقابل 

تحقیقات  .(22-19, 17)سازد عوامل مخرب حساس می

های لولبافت شناسی نشان داده اند که انگل لیشمانیا در س

های کراتینوسیت پوست موش موجب غیر فعال شدن سلول

شده و با کاهش کراتین پوست زمینه مناسب برای ایجاد 

. تحقیقات زیادی در این (23)شود زخم پوستی فراهم می

آنالیزهای باره بر روی پوست انسان انجام نگرفته است. 

DGE  وGO   که در طی این تحقیق انجام گرفتند اطلاعات

-در اختیار ما قرار دادند. این اطلاعات نشان می ارزشمندی

های پوستی دیر بهبود یکی از علل اصلی ایجاد زخمدهد که 

کننده یابنده در لیشمانیوز جلدی کاهش بیان ژنهای تولید

و   KRT81و  KRT33Bو  KRT84های مثل ژن کراتین

KRT35   باید تحقیقاتی در مورد استفاده از آنها میباشد و

 ها انجام گیرد.زخم بهبود سریع تر و موثر تر در جهت

 گیرینتیجه

دهد که یکی از عوامل اصلی نتایج  تحقیقات بالا نشان می

ایجاد کننده عوارض ناخواسته بیماری در لیشمانیوز جلدی، 

های نگه دارنده های کد کننده پروتیینتغییرات در بیان ژن

.این مقاله باشدمی، مخصوصا کراتین پوست و عضلات

باشد برگرفته از رساله دکترای اینجانب کاووس مومنی می

آنالیز بیوانفورماتیک تغییرات بیان ژن در  "که با عنوان 

با شناسه   "نمونه ضایعات پوستی مبتلایان به لیشمانیوز

IR.IAU.TABRIZ.REC.1401.179   به تصویب

واحد  -اه آزاد اسلامیکمیته اخلاق در پژوهش دانشگ"

 رسیده است.  "تبریز
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