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چكيد ه 
شیوع بیماری آنفولانزای پرندگان با مرگ و میر بالا، کاهش تولید تخم و کشتن اجباری گله های آلوده، تأثیر مخربی بر صنعت طیور دارد. 
ویروس  این  می باشد  شایع  بسیار   A نوع  آنفولانزای  ویروس  می شود.  تقسیم   A,B,C گروه  زیر  سه  به  ویروس  مرکزی  پروتئین  براساس 
می تواند باعث ابتلای گونه های مختلف پستانداران و پرندگان شود و بیماری زایی بیشتری نسبت به آنفولانزای ,B,C دارد و تقریباً همه 
رفاه حیوانات و جلوگیری  به  برای حفظ سلامت حیوانات منجر  نژادی  اهداف اصلاح  با شدت های مختلف می شود.  اپیدمی  باعث  ساله 
از ضررهای اقصادی می شود. هدف از پژوهش حاضر، استفاده از روش آنالیز شبکه زیستی به منظور شناسایی نشانگرهای کلیدی جدید 
درگیر در بیماری آنفولانزای مرغی می باشد. در این مطالعه به منظور دستیابی سریع به مهم ترین ژن های درگیر در این بیماری داده های 
ریزآرایه بیان ژن مربوط به بافت ریه جوجه های آلوده به ویروس از سایت GEO با شماره دسترسی GSE53931 تهیه گردید. رسم شبکه 
سه  گردید.  انجام   MCODE کمک  به  پروتئینی  کمپلکس های  آنالیز  شد.  انجام   Cytoscape نرم افزار  توسط  پروتئین-پروتئین  برهمکنش 
کمپلکس پروتئینی استخراج شد. پروتئین های seed در کمپلکس ها عبارتند از MSH4 ,RPL10A, NOB1 که بعنوان نشانگر کلیدی معرفی 
 ،PLN ،SLC17A8 ،SLC6A20 با کم ترین درجه بیان و ژن های RPL18A ،RNF146 ،CSRNP1 ،NEB، RPF1 شدند، همچنین ژن های
TMEM179 ،NOXO1 با بیشترین درجه بیان در مطالعه حاضر می باشند. بیشتر ژن ها در رونویسی، تکثیر، ترجمه ژن در ویروس آنفولانزا 
نقش دارند. آنالیزهای بر پایه شبکه می تواند به تشخیص ژن های درگیر در بیماری و ماژول عملکردی بپردازد، که این امر می تواند کمک قابل 

توجهی در شناسایی عوامل تنظیم کننده و فرآیندهای زیستی دخیل در پاسخ به بیماری آنفولانزای مرغی داشته باشد.
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The spread of bird flu disease with high mortality, reduced egg production and forced killing of infected flocks has a devastating effect on the poultry industry. 
Based on the central protein, the virus is divided into three subgroups A, B, and C. Influenza type A virus is very common. This virus can infect different spe-
cies of mammals and birds, and it is more pathogenic than influenza B and C, and it causes epidemics of different severities almost every year. Breeding goals 
to maintain the health of animals lead to the well-being of animals and prevent economic losses. The purpose of this research was to use biological network 
analysis method to identify new key markers involved in bird flu disease. In this study, in order to quickly obtain the most important genes involved in this dis-
ease, gene expression microarray data related to the lung tissue of chickens infected with the virus was prepared from the GEO site with the accession number 
GSE53931. The protein-protein interaction network was drawn by Cytoscape software. Protein complexes were analyzed using MCODE. Three protein 
complexes were extracted. The seed proteins in the complexes include RPL10A, NOB1, and MSH4, which were introduced as key markers, as well as 
NEB, RPF1, CSRNP1, RNF146, and RPL18A genes with the lowest level of expression and SLC6A20, PLN, SLC17A8 ,NOXO1 and TMEM179 gene 
with the highest level of expression in the present study. Most of the genes are involved in the transcription, replication, translation of the gene in the influenza 
virus. Network-based analyzes can detect effective genes and functional modules, which can significantly help in identifying regulatory factors and biological 
processes involved in the response to avian influenza, and subsequently, better control of the disease. 
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مقدمه
بیماری آنفولانزای مرغی به دلیل وارد کردن خسارات زیاد به صنعت 
است.  زیادی  اهمیت  دارای  وابسته،  صنعت های  دیگر  و  طیور  تولید 
علی رغم تلاش های بسیار برای کنترل آن، شیوع آن هر ساله اتفاق می افتد. 
تنوع و توزیع جغرافیایی ویروس های آنفولانزا که در بین پرندگان اهلی 
و وحشی در گردش است، بی سابقه می باشد حتی اگر احتمال آلودگی 
انسان ها، با این ویروس بسیار کم باشد، تهدید آن برای اقتصاد مبتنی 
نقش  ژنتیک  علم   .)33( است  توجه  قابل  بسیار  مرغداری،  صنعت  بر 
در  آماده سازی  دارد.  ویروسی  عفونت  به  پاسخ  و  شناسایی  در  مهمی 
برابر شیوع بیماری آنفولانزا که تولید واکسن های کارآمد بخش مهمی 
با پژوهش های ژنتیکی به  از آن می باشد، موضوع پیچیده ای است که 
عنوان یک بخش اساسی نیاز به همکاری دارد، ردیابی بیان ژن ها در کل 
سطح ژنوم، روشی مؤثر جهت پیدا کردن تغییرات ژنتیکی غیر معمول 
در جوجه های آلوده به ویروس آنفولانزا با استفاده از فناوری ریزآرایه 
DNA است. در پژوهش های اخیر برای افزایش آگاهی تغییرات سلولی 
این تکنیک استفاده می شود. میزان  از  و ملکولی در آلودگی آنفولانزا 
پاسخ میزبان به عفونت آنفولانزا و اثراتی که ویروس در پرنده ایجاد 

می کند، سبب نگرشی جامع در پیشگیری و درمان این آلودگی حتی در 
متقابل  اثرات  و  بیماری زایی  بررسی سازوکارهای  و  میزبان ها می شود 
واکسن ها  توسعه  به  منجر  بیان ژن می تواند  در سطح  میزبان  ویروس 
از  آنفولانزا  ویروس   .)22( شود  عفونت  این  برای  مؤثر  داروهای  و 
گلیکان های استفاده می کند که حاوی بخش های اسید سیالیک به عنوان 
گیرنده های سطح سلولی هستند که از نظر ساختار از گونه ای به گونه 
 HA دیگر متفاوت است. ویروس های آنفولانزای سازگار با انسان دارای
با اولویت اتصال برای گیرنده های سلولی هستند که حاوی بخش های 
)6Gal-NeuAcα2( هستند که عمدتا در   6-α2 با اسید سیالیک مرتبط 
در  می شوند،  یافت  انسان  فوقانی  تنفسی  دستگاه  اپیتلیال  سلول های 
با  که  می دهند  ترجیح  را  گیرنده هایی  پرندگان  ویروس های  که  حالی 
می باشد   )3Gal-NeuAcα2(  3-α2 به  متصل  سیالیک  اسید  قسمت های 
که بر روی سلول های اپیتلیال در روده ها و دستگاه تنفسی پرنده یافت 
آلوده  از  مانع  یک  گلیکان  ساختار  در  کوچک  تفاوت  این  می شوند. 
کردن ویروس های آنفولانزای مرغی به انسان است یک مانع دیگر آن 
موسین های تولید شده توسط سلول های اپیتلیوم دستگاه تنفسی فوقانی 
است این پروتئین سرشار از سیالوزیدهای مرتبط با α2-3 هستند و برای 
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اتصال  از  جلوگیری  و  پرندگان  آنفولانزای  ویروس های  انداختن  دام  به 
از خانواده  این ویروس  اپیتلیال عمل می کند )27(  به سلول های  آن ها 
سه  به  ویروس  مرکزی  پروتئین  براساس  و  می باشد  ارتومیکسووپریده 
زیر گروه A,B,C تقسیم می شود. ویروس آنفولانزای نوع A بسیار شایع 
می تواند  ویروس  این  است.  کرده  عادت  مرغ  میزبانی  به  و  می باشد 
باعث ابتلای گونه های مختلف پستانداران و پرندگان شود و بیماری زایی 
بیشتری نسبت به آنفولانزای B,C دارد و تقریباً همه ساله باعث اپیدمی 
 N و   H آنتی ژن های  تحت   A نوع   .)1( می شود  مختلف  شدت های  با 
آزمایش  ها  در  که  ویروس هایی  تمامی  امروزه  می گردد.  تقسیم بندی 
و   H5 زیررده های  از  و  ویروس  این   A گونه ی  از  می شوند  جداسازی 
H7 هستند )14(. بر اساس بیماری زایی در مرغ، ویروس های آنفلوانزای 
با  پرندگان  آنفلوانزای  ویروس های  به  می توان  را   )AIVs( پرندگان 
طبقه بندی   )LPAIVs و   HPAIVs ترتیب  )به  کم  و  زیاد  بیماری زایی 
نسبتاً  بیماری زائی  حدت  آسیایی   H9N2 نظیر  سویه ها  از  برخی  کرد. 
بالائی برای ماکیان داشته و ممکن است علائم شدیدتر و مرگ و میر 
بیش تری داشته باشند و موجب بروز ناگهانی علائم شدید و مرگ و میر 
صد در صدی طی دو روز شوند )13( در حالی که مرغ معمولاً می تواند 
با  عفونت  تسلیم  روز  چند  عرض  در  و  کند  تحمل  را   LPAI عفونت 
 PA )T515A( تغییرات اسید آمینه ژن های پلیمراز .)می شود )14 HPAI
و Y436H( PB1( فاکتورهای حدت هستند. جایگزینی دو اسید آمینه 
S224P و N383D در PA نیز به فنوتیپ بسیار خطرناک کمک می کند. 
علاوه بر این، تغییر ژن HA و PA باعث تکثیر بالای ویروس و یک پاسخ 
ایمنی ذاتی شدید در مغز می شود. اگرچه چندین فاکتور حدت شناسایی 
شده است، عوامل میزبان نیز مسئول پاتوژنز عفونت ها هستند. افزایش 
تولید سیتوکین التهابی و کموکاین، هموستاز سیستم تنفسی، ایمنی را 
است  حالی  در  این  می برد،  بین  از  آنفلوانزا  ویروس  عفونت  در طول 
که ماکروفاژهایی که به ریه های آلوده به آنفلوآنزا مهاجرت می کنند، 
نقش بیماری زایی در التهاب ریوی دارند )35(. مطالعات نشان می دهد 
از  کندتر  می کنند  القا  را  قوی تری  ذاتی  ایمنی  پاسخ  که  ویروس هایی 
می کنند،  القا  را  ضعیف تری  ذاتی  ایمنی  پاسخ  که  هستند  آنهایی 
نوع گلیکوپروتئین  آنفولانزا دارای دو  تکثیر می شوند. پوشش ویروس 
نورآمینیداز و   )HA( )Hemagglutinin( هماگلوتینین  نام های   به 

)NA( )Neuraminidase( است و درون پوشش، پروتئین های ماتریکس 
)M1( و پروتئین های غشایی )M2( قرار دارند )11(. هماگلوتنین دارای 
16 زیرمجموعه )H16-H1( است و نورامینیداز دارای 9 زیر مجموعه 
است. همه 16 زیر مجموعه در اردک ها و پرنده های آبزی )که به صورت 
مخازن طبیعی میزبان گونه های ویروس ها هستند( یافت می شود. برای 
مثال H4،H3 و H6 بیشتر در اردک های شمال آمریکا رایج است. H1 و

 .)25( دارند  در مرغ ها وجود   H7 و  H5 ،اسب در   H3 ،در خوک  H3
متفاوت  مختلف  گونه های  بین  پرندگان  آنفولانزای  به  میزبان  پاسخ 
است، این تفاوت به دلیل بیان ژن های مختلف می باشد. ژن های زیادی 
در مسیرهای پاتوژنز عفونت ویروسی آنفولانزا که شبکه های پیچیده را 
تشکیل می دهند، دخیل هستند )12(. روش های تجزیه و تحلیل شبکه 
پیچیده  صفت های  و  ژن ها  میان  ارتباط  معرفی  در  پروتئین–پروتئین 
کاربرد دارد )16(. تکنیک هایی مانند آنالیز ریزآرایه امکان اندازه گیری 

فراهم  همزمان  طور  به  ژن  هزار  ده ها  برای  را  سلول ها  در  ژن  بیان 
یک سلول  رونویسی  فعالیت  در  تغییرات  اندازه گیری  توانایی  می کند. 
امکان پذیر  را  سیستمی  رویکرد  یک  خارجی،  محرک  یک  به  پاسخ  در 
می کند )10(. در دسترس بودن داده های قابل اعتماد مولکولی یکی از 
پیش زمینه های اساسی در بازسازی فرایندهای ملکولی به سطح شبکه ها 
برای شناسایی عملکرد و تنظیم شبکه های پیچیده زیستی ضروری است. 
بیوانفورماتیک  حوزه  در  مختلف  محاسباتی  روش های  دلیل  همین  به 
از جمله تئوری گراف برای تجزیه و تحلیل داده های زیستی در سطح 
سامانه ها به کار گرفته می شود. یکی از کاربردهای بیوانفورماتیک تحلیل 
داده های مختلف ژنومی برای یافتن منشأ ژنتیکی بیماری هاست )10(. 
آنفولانزا  به  طیور  برای حساسیت  زمینه ای  مکانیسم های  امروز،  به  تا 
و پاسخ ایمنی مؤثر به طور کامل کشف نشده است هدف از پژوهش 
حاضر تجزیه و تحلیل پروفایل ریزآرایه های ترانسکریپتومی مربوط به 
طیور درگیر به ویروس آنفولانزا و ترسیم شبکه پروتئین-پروتئین جهت 

شناسایی ژن ها با بیشترین اثر در کنترل بیماری پرداخته می شود.

مواد و روش ها
در مطالعه حاضر جهت استخراج داده های ریزآرایه از بخش GEO بانک 
اطلاعتی NCBI استفاده شد. این پایگاه اطلاعاتی داده های مرتبط با بیان 
ژن با روش های مختلف را ذخیره کرده و دارای ابزاری جهت تجزیه و 
تحلیل آن ها به منظور تشخیص ژن ها با بیان متفاوت است )20(. پروفایل 
بیان ژن مربوط به بافت ریه با شناسه GSE53931 از پایگاه GEO دانلود 
است  منتشر شده  سال 2015  در  و همکارانش   HU توسط  داده ها  شد. 
ساعت   24 و  بودند  شده  تلقیح   CK10 با  جوجه ها  شان  تحقیق  در  که 
پس از آلودگی، ریه ها جوجه برای استخراج RNA و هیبریداسیون روی 
شده  مشتق   CK10 ویروس   .)8( شدند  جدا   Affymetrix ریزآرایه های 
این که  دلیل  می باشد  حاد  فوق  سویه    H5N1 می باشد   H5N1 سویه  از 
H5N1 خطرات زیادی دارد، توانایی آن برای عبور از پرنده های وحشی 
به مرغ و سپس به انسان است. در حالی که پرنده های وحشی عمدتا به 
اثرات مخرب و احتمالا کشنده H5N1 ایمن هستند، این ویروس بیش از 
نیمی از انسان ها و همه مرغ هایی که به آن مبتلا شده اند کشته است. 
ویروس CK10 در مرغ و اردک ها با کاهش سطح بیان PA-X )پروتئینی 
ایمنی بدن  با کاهش  افزایش می یابد و  تازگی کشف شده است(  به  که 
 H5N1 ویروس  بیماری زایی   PA-X پروتئین  می شود.  طیور  مرگ  سبب 
را کاهش می دهد به طوری که از دست دادن بیان PA-X باعث افزایش 
تکثیر ویروس در سلول های ریه جوجه ها و اردک ها می شود، که بیشتر 
نشان می دهد اثر PA-X بر تکثیر ویروس ها موجب تغییر در واگیرداری 
می شود )9(. بعد از پیش پردازش داده ها آنالیز بیان ژن ها توسط نرم افزار 
ابزار تعاملی است که به کاربران اجازه  Geo2R یک  Geo2R انجام شد 
بیان های  با  ژن هایی  و  کنند  مقایسه  باهم  را  گروه  چند  یا  دو  می دهد 
متفاوت در شرایط آزمایشگاهی را شناسایی کنند. همچنین Geo2R رابط 
را قادر می سازد تجزیه و  کاربری ساده ای را فراهم می کند که کاربران 
تحلیل آماری بدون تخصص و تسلط بر مسیرهای انجام تجزیه و تحلیل 
طور  به  اصلی  داده های  ماتریسی  فایل  و  دهند  انجام  برنامه نویسی  در 
مستقیم بررسی کنند )29(. در این مطالعه نرمال سازی چارکی و خلاصه 
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استاندارد نرمال سازی  RMA به عنوان روش  الگوریتم  سازی  به وسیله 
 Geo2R داده ها انجام شد. پس از تجزیه و تحلیل داده ها توسط نرم افزار
داده ها به نرم افزار اکسل انتقال داده شدند. ژن های افتراقی بیان شده با  

p-value >0/05 و )LogFC> 2 <2 -( مشخص گردید. 
 Cytoscape در ادامه برای ترسیم شبکه ی پروتئین- پروتئین از نرم افزار 
که بر پایه پلتفرم جاوا طراحی شده برای به تصویر درآوردن شبکه های 
پروتئینی استفاده شد )24(. بعد از ترسیم شبکه محل های متراکم شبکه 
که به کمپلکس موسوم اند، بررسی شدند. این مناطق در واقع، بخش هایی 
شامل  و  است  زیاد  هم دیگر  با  پروتئین ها  ارتباط  آنجا  در  که  می باشند 
بسیار  می توانند  زیستی  خصوصیات  نظر  از  که  می باشند  پروتئین هایی 
را  زیستی  مسیر  یک  از  بخشی  می توانند  کمپلکس ها  این  باشند.  مشابه 
 Mcode افزونه  توسط   پروتئینی  کمپلکس های   .)23( دهند  تشکیل 
نرم افزار  این  گردید،  بررسی  و  تعیین   Cytoscape نرم افزار  در  موجود 
قابلیت مشخص کردن محل های پرتراکم را دارد )2(.  در این کمپلکس ها، 
 seed پروتئین هایی که بالاترین امتیاز ارتباطی را داشتند به عنوان پروتئین
معرفی شدند. جهت شناسایی مسیرهای متابولیکی مرتبط با آنفولانزای 
طیور ژن هایی با بالاترین و پایین درجه بیان از نرم افزار david استفاده 

شد. 

نتایج 
در مطالعه حاضر 37850 ژن شناسایی شد، نتایج آنالیز بیان ژن ها براساس 
p-value >0/05 و )LogFC> 2 <2 -( نشان داد 133 ژن افزایش بیان و 
355 ژن کاهش بیان داشتند. ژن های با بالاترین و پایین ترین درجه بیان 
در جدول 1 نشان داده شده است. پس از شناسایی ژن های متفاوت بیان 
در این مطالعه شبکه برهمکنش پروتئینی بیماری آنفولانزای طیور ترسیم 

و آنالیز شد. نمایی از شبکه برهمکنش پروتئین های دخیل در آنفولانزای 
بیان ژن ها نمایش داده شده  طیور ترسیم و تغییر رنگ بر اساس میزان 
است )شکل 1(. رنگ آبی نشان دهنده ژن های با بیان پایین و رنگ قرمز 
ژن های با بیان بالا می باشند و ژن هایی که تغییر رنگ زیادی ندارند میزان 

تغییرات بیان کمتری دارند.
طبق اطلاعات david ژن NEB در مجموعه رشته نازک عضله قلب دخیل 
هم  پروتئین   عنوان  به   fold change  5.0830- با   RPF1 پروتئین  است. 
تعامل با NS1 می باشد که پروتئینی با چند عملکرد حیاتی است و این 
پروتئین در سلول های آلوده به میزان زیادی بیان می شود. این پروتئین 
در کنترل بلوغ mRNA ویروس/میزبان، پیرایش و بیان ژن به نفع تکثیر 
ویروس نقش دارند )18(. ژن CSRNP1 در تنظیم رونویسی از پروموتر 
RNA پلیمراز II، مسیر سیگنالینگ گیرنده فاکتور رشد مشتق از پلاکت، 
ژن  دارد.  نقش  مورفوژنز صورت  کام،  رشد  اسکلتی،  سیستم  مورفوژنز 
RNF146 در تنظیم مثبت مسیر سیگنالدهی WNT نقش دارد یکپارچگی 
دهی  سیگنال  و  است  ضروری  ریه  طبیعی  عملکرد  برای  ریه  اپیتلیوم 
می کند.  ایفا  آسیب  از  پس  ریه  ترمیم  و  رشد  در  مهمی  نقش   -WNT
از دست دادن سیگنال WNT در ریه منجر به افزایش پاتوژنز ویروسی 
دهی  سیگنال  که  داده اند  نشان  آزمایشگاهی  مطالعات  برخی  می شود 
 IAV از  ناشی  التهابی  پاسخ های  و  می کند  مهار  را   IAV تکثیر    WNT
را کنترل می کند )5(. ژن RPL18A این پروتئین ریبوزومی در ترجمه و 
 IRES با  تعامل  مانند  ریبوزومی  برخی عملکردهای خارج  در  همچنین 
)محل ورود ریبوزومی داخلی( یا لنگر انداختن ریبوزوم ها به غشای نقش 
عامل  یک  ویروسی،  پروتئین های  از  بسیاری  با  تعامل  دلیل  به  و  دارند 
 SLC6A20 ژن david حیاتی شناخته شده است )23(  براساس اطلاعات
مسیر  در   PLN ژن  دارد.  نقش  سدیم  یون  انتقال  گلیسین،  انتقال  در 

جدول 1 - ژن های با بالاترین و پایین ترین بیان.

P-ValueFCgene

0.000332- 6.32483NEB

0.00395- 5.08309RPF1

0.00021- 4.47677CSRNP1

0.01391- 4.31781RNF146

0.04387- 4.30443RPL18A

0.0297643.21SLC6A20

0.0017273.23PLN

0.00388183.42SLC17A8

0.0018023.69NOXO1

0.0042093.77TMEM179
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کاملا  مسیر  یک  عنوان  به  مسیر  این  دارد  عملکرد   Notch سیگنالدهی 
حفاظت شده می باشد و نقش اساسی در طول رشد جنینی ایفا می کند که 
با تعیین سرنوشت سلولی و تنظیم ایمنی مرتبط است. مسیر سیگنالینگ 
 .)32( دارد  نقش  جوجه ها  در  سلولی  تمایز  و  تکثیر  تنظیم  در   Notch
آنزیم ها عمل  به عنوان سازمان دهنده  را فعال می کند  آنزیم ها   Noxa1

می کنند و در ماکروفاژها و نوتروفیل ها بیان می شود )25(.
آنالیز کمپلکس بندی ژن ها در تصویر دو نشان داده شده است و نمایانگر 
وجود سه کمپلکس ژنی در شبکه می باشد که کمپلکس ها به ترتیب داری 

17، 8 و 19 ژن می باشند.
بیان  میزان  همراه  به  کمپلکس  هر  تشکیل دهنده  ژن های   2 جدول  در 
  seed پروتئین های  است.  گزارش شده  کمپلکس  Seedهای هر  معنی دار 
  MSH4  ,RPL10A, NOB1 ترتیب  به  سوم  و  دوم  اول،  کمپلکس  در 
کمپلکس ها هستند  در  ارتباط  بیشترین  دارای  پروتئین ها  این  می باشند. 
معنی داری  طور  به  کمپلکس  سه  هر  می باشند.  بالایی  اهمیت  دارای  و 
از  تعدادی  کلیدی  نقش  و  دارند  نقش  پروتئینی  اتصالات  ایجاد  در 

دیگر مشخص  در مطالعات  که  آنفولانزای طیور  در  پروتئین های دخیل 
مورد  ذیل  در  می باشند  پروتئینی  کمپلکس های  دهنده  تشکیل  و  شده 

بحث قرار می گیرند.

بحث
دارند.  آنفولانزای طیور  بیماری  ایجاد  در  نفش مهمی  ملکولی  تغییرات 
این  دارند.  بیماری  در  مهم تری  نقش  تعدادی  پروتئین ها  این  بین  از 
پروتئین ها ارتباط بسیاری در سطح تعاملات ملکولی دارند و می توانند 
موجبات بروز اختلال در بسیاری از عملکردهای سلولی شوند. با ایجاد 
این اختلالات، تغییرات عمده ای در سطح فنوتیپی اعمال می شود و بیماری 
از نظر  پروتئین ها  نکته، بررسی  این  به  با توجه  به وجود می آید )35(. 
نحوه ارتباط در شناخت بهتر مکانیسم بیماری های مختلف دارای اهمیت 
فراوانی است. به علاوه با مشخص شدن پروتئین های کلیدی و مسیرهای 
که در آن شرکت می کنند می توان اهداف دارویی احتمالی را شناسایی کرد 
 )vRNA( رشته ای  RNA تک  A شامل هشت  آنفولانزای  ویروس   .)34(

شکل1- شبکه برهمکنش پروتئین های مرتبط با بیماری آنفولانزای مرغی بعد از آنالیز با Cytoscape تغییر رنگ  

 از آبی به قرمز نشان دهنده تغییر بیان از کم به زیاد است.
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است که با نوکلئوپروتئین ویروسی )NP(، پیچیده شده است. NP یکی 
از پروتئین های ساختار اصلی در ویروس آنفولانزا، است که عملکردهای 
زندگی  در طول چرخه   vRNA رونویسی  و  تکثیر  برای  که  را  متعددی 
سلولی  پروتئین های  از  یکی   NHP2 می دهد.  انجام  است  لازم  ویروس 
پروتئین های کمپلکس  از مجموعه  و   )26( NP است  با  میزبان همزمان 
یک می باشد. MTOR از فرایندهای اصلی اتوفاژی، تنظیم کننده مرکزی 
فعال سازی  است.  هموستازی  و  ارگانیسم ها  رشد  به  سلولی  پاسخ های 
MTOR با سیگنال RPS6 مرتبط است. ژن RPS6 در سلول های اپیتلیال 
 H5N1 برونشیت انسانی به تدریج افزایش می یابد. این سیگنال با آلودگی
انسانی فعال می شود )9(. و در کمپلکس یک مطالعه  در ماکروفاژهای 
حاضر وجود دارد. ژن دیگری که در کمپلکس یک می باشد و در مطالعات 
دیگر به نقش آن در آنفولانزا اشاره گردیده است ژن RPL24 می باشد که 
پروتئین ریبوزمی است و در رونویسی RNA ویروس آنفولانزا نقش دارد 
)4( همچنین ژن RPL15 پروتئینی است که در تکثیر و ترجمه ویروس 
آنفولانزا نقش دارد )29(. ژن RPL32 یکی دیگر از پروتئین های کمپلکس 
پروتئینی شماره یک می باشد در روز اول پس از عفونت آنفولانزا کاهش 
پاتوژن  به  میزبان  پاسخ  با  و  دارد  نقش  متابولیسم  در  ژن  این  می یابد. 
سلولی  به چرخه  مربوط  ژن  این  مرتبط هستند،  آنفولانزا  مانند  تنفس 
دیگر  )ABCE1 .)36یکی  مهار می کنند  را  تکثیر سلولی  و  و رشد  است 
 RNase از پروتئین های کمپلکس یک می باشد و به عنوان یک مهارکننده
شناسایی شده است و فعالیت RNase را در طول عفونت های ویروسی 
تنظیم می کند )19(. ژن RPS3A که از ژن های مورد مطالعه در کمپلکس 
یک می باشد با ویروس آنفولانزا به شکل کمپلکس در تعامل هستند و در 

ترجمه ویروس نقش دارد و ممکن است با مهار ترجمه mRNA سلولی 
میزبان و یا تحریک ترجمه mRNA ویروسی، ترجمه اختصاصی ویروس 
را ترویج کند )17(. ژن XRN1 به تکثیر ویروس آنفولانزای A و سرکوب 
 IRF3 از طریق فسفوریلاسیون IFN-b بر القای XRN1 .آن کمک می کند
بر  تأثیر  طریق  از  را   IFN-b تولید  تواند  می   XRN1 می گذارد.  تأثیر 
 IAV .مهار کند MDA5 و RIG-I با واسطه IFN مسیرهای سیگنال دهی
IFN-b سلولی  رونویسی  سرکوب   ،IRF3 فعالیت  مهار  برای   XRN1 از 

با  ایمنی  سیستم  طریق  از   IFN پروتئین  سنتز  کردن  مسدود  سپس  و 
واسطه RIG-I استفاده می کند )15(. ژن  Sec61A1 که در کمپلکس یک 
می باشد یک عامل میزبان مورد نیاز برای تکثیر ویروس آنفولانزا است 
)7(. ژن GRB2 از جمله ژن های مرتبط با کمپلکس شماره سه می باشد. 
در   B,T سلول های  با  که  است   MAPK سیگنال دهی  با  مرتبط  ژن  این 
ریه های موش مرتبط است )3(. یکی دیگر از ژن های مرتبط با کمپلکس 
سه PLCG1 می باشد که نشان دهنده اختلال در سیگنال دهی CD28 در 
سلول های کمکی T است و برای گسترش مؤثر سلول T اولیه مورد نیاز 
سه  کمپلکس  در   )PSMA2(  2 نوع  آلفا  پروتئازوم  زیرواحد   .)6( است 
می باشد و یک پروتئین اسید آمینه 234 با وزن مولکولی 25.9 کیلو دالتون 
است که توسط ژن HC3 کدگذاری شده است و بر روی کروموزوم 2 در 
طیور قرار دارد. همچنین یکی از 14 زیر واحد ساختاری اساسی است که 
در پروتئازوم 20S شناسایی شده است. به طور دقیق تر، PSMA2 ساختار 
ورود  که  می کند  ایجاد  دیگر  آلفای  واحد  زیر  شش  همراه  به  را  حلقه 
 ،A آنفولانزای  ویروس  می کند.  تسهیل  را  پروتئازوم  داخل  به  سوبسترا 
بیان بسیاری از پروتئین های سلولی میزبان را در سلول های آلوده تغییر 

شکل 2- کمپلکس های پروتئینی بیماری انفولانزای طیور اتصالات پروتئینی به رنگ آبی و پروتئین ها به شکل داریره هایی با رنگ قرمز، پروتئین های seed به شکل 

مربع در هرکمپلکس نشان داده شده است.
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می دهد. بسیاری از این پروتئین ها با فیبرونکتین تعامل دارند. پروتئین 
که  است  فیبرونکتین  برهمکنش  در  مهم  پروتئین  سه  از  یکی   PSMA2
این  و  می شود  بیان  شدت  به  آنفولانزا  ویروس  به  آلوده  سلول های  در 
پروتئین میزبان حیاتی برای ویروس آنفولانزا است و احتمالاً در مراحل 
پایانی تکثیر ویروس نقش داشته باشد. این ژن همچنین باعث اختلال در 
چندین مسیر سیگنال دهی درگیر در پاسخ ایمنی، سیگنال دهی سیتوکین، 
رشد و تکامل ارگانیسم، استرس و آسیب سلولی )از جمله اتوفاژی و پاسخ 
تولید  افزایش   .)21( می شود.  سرطانی  پاسخ های  و  شده(،  باز  پروتئین 
سیتوکین هموستاز سیستم تنفسی و ایمنی را در طول عفونت ویروس 
به  آلوده  به ریه های  آنفلوانزا می شکند، در حالی که ماکروفاژهایی که 
دارند.   ریوی  التهاب  در  بیماری زایی  نقش  می کنند،  مهاجرت  آنفلوآنزا 
کمپلکس  در  و  ما می باشد  مطالعه  مورد  ژن های  از جمله  که   PSMA6
گزارش شده  و  آنفولانزا می باشد  ویروس  تکثیر  اولیه  مکان  است،  سوم 
است که در ریه روده اردک القا می شود )30(. ژن ROS1 که در کمپلکس 
فاکتور  گیرنده  زیستی  نشانگرهای  از  دیگر  یکی  دارد  نقش  سه  شماره 
رشد اپیدرمی است که می تواند به طور اختصاصی بیماری های ریوی نقش 
داشته باشد )PL10A .)28 پروتئین seed در کمپلکس شماره یک مطالعه 
حاضر می باشد و از پروتئین های دخیل در گلیکولیز هوازی و بی هوازی 
دارد.  نقش  سلولی  متابولیسم  در  که  است  پپتیدهایی  جمله  از  و  است 
عفونت آنفولانزا با سویه های مختلف باعث ارائه چندین پپتید کد گذاری 
شده توسط پروتئین های دخیل در متابولیسم سلولی می شود از جمله این 

پروتئین ها RPL10A می باشد )31(.

نتیجه گیری کلی 
 در مطالعه حاضر 37850 ژن شناسایی شد بررسی تغییرات بیان ژن نشان 
 NEB, داد 133 ژن بیان بالا و 355 ژن بیان پایین دارد از این تعداد ژن های

 ,PLN, SLC17A8 ,RPL18A, SLC6A20 ,RNF146 ,CSRNP1 ,RPF1
درجه  کم ترین  و  بیشترین   با  ژن های  عنوان  به   TMEM179  ,NOXO1
کمپلکس های  در   seed پروتئین های  همچنین  شدند  شناسایی  بیان 
پروتئینی عبارتند از MSH4 ,RPL10A, NOB1 که بعنوان نشانگر کلیدی 
در  ژن  ترجمه  تکثیر،  رونویسی،  طریق  از  ژن ها  بیشتر  شدند  معرفی 
قدرت  با  آنفولانزا  بیماری  دارند.  نقش  مرغی  آنفولانزا  ویروس  بیماری 
بیماری زایی بالا تهدیدات زیادی را برای بهداشت انسان و طیور بوجود 
می آورد که این امر موجب شده است که توجه بیشتری به این بیماری 
معطوف گردد. بهره گیری از ترنسکریپتومیکس جهت بررسی دقیق بیان 
ژن های تحت تأثیر ویروس آنفولانزا و دستیابی به اطلاعات صحیح تر و 
استفاده  مورد  بیماری  درمان  و  پیشگیری  برای  ژنومی می تواند  کامل تر 
قرار گیرد. همچنین تشخیص ژن های مؤثر و ماژول عملکردی، می تواند 
کمک قابل توجهی در شناسایی عوامل تنظیم کننده و فرایندهای زیستی 
دخیل در پاسخ به آنفولانزای مرغی باشد که در پی آن کنترل بهتری برای 

بیماری آنفولانزای مرغی را امکان پذیر می کند.

منابع مورد استفاده
1. Arnold, U. 2018. Investigations into the cellular interactome of 
the PB2 protein expressed by seasonal and highly pathogenic avian 
influenza viruses. Ph.D thesis. University of Hamburg, Berlin, Ger-
many.
2. Bader, G. D. and Hogue, C. W. 2003. An automated method for 
finding molecular complexes in large protein interaction networks. 
BMC bioinformatics, 4)1(: 1-27.
3. Cameron, C. M., Cameron, M. J., Bermejo-Martin, J. F., Ran, 
L., Xu, L., Turner, P. V. and Kelvin, D. J. 2008. Gene expression 

جدول 2- پروتئین های شرکت کننده در کمپلکس های پروتئینی مرتبط با آنفولانزای مرغی.

P.valueFold Changeseed شماره کمپلکسنام ژنپروتئین

- 1.63E06- 2.4867RPL10A

NHP2, RPL19, RPL37, RPS6, RPL27A, RPL24, RPL15, RPL32, 

MRPL13, ABCE1, LOC78046, RPS3A, RPL35A, SEC61B, 

XRN1, SEC61A1, RPL10A

1

0.000134- 2.30071NOB1
DHX15, RIOK1, DDX64, SNRPC, NOB1, SF3A3, RNPC3, 

MIB1
2

0.027199- 2.07761MSH4

GRB2, CSNK1D, RPA3, PLCG1, PSMB5, RMI1 SEC13, 

SEC24C, PSMA2, GEN1, PSMA6, ROS1, COBLL1, MST1R, 

ATAD2B, SEC22A, UBLCP1, RTEL1, MSH4

3

آنالیز شبکه برهمکنش پروتئین –پروتئین بر  ...



شماره 141، نشريه د امپزشكی، زمستان 1402

75

analysis of host innate immune responses during lethal H5N1 infec-
tion in ferrets. Journal of virology, 82)22(: 11308-11317.
4. Cui, Morgan, D., Cheng, D. H., Foo, S. L., Yap, G. L., Am-
pomah, P. B., and Lim, L. H. 2020. RNA-Sequencing-Based tran-
criptomic analysis reveals a role for annexin-A1 in classical and 
influenza A virus-induced autophagy. Cell, 9)6(:1399.
5. Forero, A., Tisoncik, J., Watanabe, T., Zhong, G., Hatta, M., 
Tchitchek, N. and Katze, M. 2016. The 1918 influenza virus PB2 
protein enhances virulence through the disruption of inflammatory 
and WNT mediated signaling in mice. Journal of virology, 90)5(: 
2240-2253.
6. Green, R., Wilkins, C., Thomas, S., Sekine, A., Hendrick, D. M., 
Voss, K, and Gale, J. 2017. Oas1b-dependent immune transcrip-
tional profiles of west nile virus infection in the collaborative cross. 
G3: Genes, Genomes, Genetics, 7)6(: 1665-1682.
7. Heaton, N. S., Moshkina, N., Fenouil, R., Gardner, T. J., Aguirre, 
S., Shah, p. s. and Marazzi, I. 2016. Targeting viral proteostasis 
limits influenza virus, HIV, and dengue virus infection. Immunity, 
44)1(: 46-58.
8. Hu, J., Mo, Y., Wang, X., Gu, M., Hu, Z., Zhong, L. and Liu, 
X. 2015. PA-X decreases the pathogenicity of highly pathogenic 
H5N1 H5N1 influenza A virus in avian species by inhibiting virus 
replication and host response. Journal of virology, 89)8(: 4126-
4142.
9. Hu, Y., Lou, J., Mao, Y. Y., Lai, T. W., Liu, L. Y., Zhu, C. and 
Shen, H. H. 2016. Activation of MTOR in pulmonary epithelium 
promotes LPS-induced lung injury. Autophagy, 12)12(: 2286-2299.
10. Huang, D. W., Sherman, B. T. and Lempicki, R. A. 2009. Sys-
tematic and integrative analysis of large gene lists using DAVID 
Bioinformatics Resources. Nature Protocol, 4)1(: 44-57.
11. James, S., Ola, B., Terrence, M.T., Jeffery, K.T., James, C.P. 
and Ian, A.W. 2006. Structure and Receptor Specificity of the Hem-
agglutinin from an H5N1 Influenza Virus. Science: 404-410.
12. Kann, M. G. 2007 Protein interactions and disease: computa-
tional approaches to uncover theetiology of diseases. Brief Bioin-
formatics, 8: 333–346.
13. Khadimian, S., Bayat, M., Azizi, A., Qadri, S., Zia, M.A. and 
Beheshti, Sh. 2011. Serological investigation of influenza disease 
in native chickens in the areas near the sea of Golestan province. 
Iranian Journal of Medical Microbiology, 6: 15-23.
14. Klees, S., Schluter, J. S., Schellhom, J., Bertram, H., Kurzweg, 
A. C., Ramzan, F. and Gultas, M. 2022. Comparative investigation 
of Gene regulatory processes underluing avian influenza viruses in 
chicken and duck. Biology, 11)2(: 219.
15. Liu, Y. C., Mok, B. W. Y., Wang, P., Kuo, R. L., Chen, H., 

and Shih, S. R. 2021. Cellular 5′-3′ mRNA exoribonuclease XRN1 
inhibits interferon beta activation and facilitates influenza A virus 
replication. Microbiological Research, 12)4(: 945-21.
16. Mason, O. and Verwoerd, M. 2006. Graph Theory and Net-
works in Biology. The Journal of Engineering and Technology 2: 
89-119.
17. Ouyang, H., Wang, Z., Chen, X., Yu, J., Li, Z., and Nie, Q. 
2017. Proteomic analysis of chicken skeletal muscle during embry-
onic development. Frontiers in physiology, 8 )281(.
18. Rahim, M., Klewes, L., Zahedi, A., Mai, S. and Coombs, K. M. 
2018. Global interactiomics connect unclear mitotic apparatus pro-
tein NUMA1 to influenza virus maturation. Viruses, 10(12): 731.
19. Ramnani, B., Manivannan, P., Jaggernauth, S., and Malathi, K. 
2021. ABCE1 regulates RNase L-induced autophagy during viral 
infections. Viruses, 13)2(: 315.
20. Ranaware, P. B., Mishra, A., Vijayakumar, P., Gandhale, P. N., 
Kumar, H., Kulkarni, D. D., and Raut, A. A. 2016. Genome wide 
host gene expression analysis in chicken lungs infected with avian 
influenza viruses. PLoS One, 11(4): e0153671.
21. Rashid, M. 2022. Role of fibronectin-interacting cellular pro-
teins in Influenza a virus infection in human lung epithelial. Cells, 
13)2(: 315
22. Riel, D., Munster, V. J., Wit, E., Rimmelzwaan, G. F. and Kui-
ken, T. 2007. Human and avian influenza viruses target different 
cells in the lower respiratory tract of humans and other mammals. 
Immunopathology and Infectious Disease, 171: 1215-1223.
23. Rual, J. F., Venkatesan, K., Hao, T., Hirozane-Kishikawa, T., 
Dricot, A., Li, N. and Vidal, M. 2005. Towards a proteome-scale 
map of the human protein–protein interaction network. Nature, 
437)7062(: 1173-1178.
24. Shahsundi, sh. 2014. Dynamic evaluation of influenza virus 
multiplication and virus-host interactions. Scientific Research Jour-
nal of Arak University of Medical Sciences. 5: 1-20.
25. Shannon, P., Markiel, A., Ozier, O., Baliga, N. S., Wang, J. T., 
Ramage, D. and Ideker, T. )2003(. Cytoscape: a software environ-
ment for integrated models of biomolecular interaction networks. 
Genome research, 13)11(: 2498-2504.
26. Spackman, E. 2002. Influenza virus and the avian H5 and H7 
hemagglutinin subtypes. Journal of Clinical Microbiology, 40: 
3256-3260. 
27. Stevens, J., Blixt, O., Paulson, J. C. and Wilson, I. A. 2006. 
Glycan microarray technologies tools to survey host specificity of 
influenza viruses. Nature Reviews Microbiology, 4(11): 857-864.
28. Sun, W., Li, S., Yang, J., Yang, L., Quan, G. and Liu, N. 2015. 
Proteomics analysis of cellular proteines co-immunoprecipitated 



76

with nucleoprotein of influenza a virus (H7N9). International Jour-
nal of Molecular Scuences, 16)11(: 25982-25998.
29. Tatebe, K., Zeytun, A., Ribeiro, R. M., Hoffman, R., Harrod, K. 
S. and Forst, C. V. 2010. Response network analysis of differential 
gene expression in human epithelial lung cells during avian influ-
enza infections. BMC bioinformatics, 11: 1-15.
30. Ulyanova, V., Shah Mahmud, R., Laikov, A., Dudkina, E., 
Markelova, M., Mostafa, A. and llinskaya, O. 2020. Anti-influenza 
activity of the ribonuclease Binase: cellular targets detected by 
quantitative proteomics. International Journal of Molecular Sci-
ences, 21)21(: 8294.
31. Vanderven, H. A., Petkau, K., Ryan-Jean, K. E., Aldridge Jr, J. 
R., Webster, R. G., and Magor, K. E. 2012. Avian influenza rapidly 
induces antiviral genes in duck lung and intestine. Molecular im-
munology, 51)3-4(: 316-324.
32. Wahl, A.,Schafer, F., Bardet, W. and Hildebrand, W. H. 2010. 
Hla class I molecules reflect an altered host proteome after influ-

enza virus infection. Human immunology, 71)1(:14-22. 
33. Wang, Y., Brahmakshatriya, V., Lupiani, B., Reddy, S. 2012. 
Integrated analysis of microRNA expression and mRNA transcrip-
tome in lungs of avian influenza virus infected broilers. BMC Ge-
nomics, 13)278(.
34. Yang, J., Huang, X., Liu, Y., Zhao, D., Han, K., Zhang, L. and 
Liu, Q. 2020. Analysis of the microRNA expression profiles of 
chicken dendritic cells in response to H9N2 avian influenza virus 
infection. Veterinary Research, 51: 1-9.
35. Ye, Y,. Fan, H., Li, Q., Zhang, Z., Miao, P., Zhu, J., Liu, J., 
Zhang, J., Liao, M. 2022. Differential proteome response to H5N1 
highly pathogenic avian influenza (HPAI) viruses infection in duck. 
Frontiers in Immunology, 19 )13(: 965454.
36. Yildirim, M. A., Goh, K. I., Cusick, M. E., and Barabasi, A. 
L. 2007. Vidal Marc. Drug-target network. Nat Biotechnol, 25)10: 
1119-1126.

آنالیز شبکه برهمکنش پروتئین –پروتئین بر  ...


