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Abstract. ��������� �� � ������ ������������ ��� ������-��������� �� � ������ ������������ ��� ������-
erative disease of the ocular surface. It becomes a significant 
���h�-�h��������� ������������ ���� ��� �����w�h ������ �h� 
�����. Th� ������������� ���������� �� ��������� ����� ���� �������� 
�h� ���������� �� h����� � ���h����� ������� �� ���������-
����. L��� ���-������ RNA� (���RNA�) ��� k�� ���������� �� 
���� �x��������. Th� �x�������� ������ �� ������� ���RNA� ��� 
���������� w��h � ���b�� �� ��������, ���h �� ��������� ������ 
��� ����b���� ���������, ����� ��h���. H�w����, �h� ������-
b������ �� ���RNA� �� ��������� ������ ������� ���x������. 
I� �h�� �����, w� ����������� ���������-������� ���RNA 
��b������ ����� ���������� �������� �� ����������� �h� ��������� 
����� �� ���RNA� �� �h� ����������� �� ���������. A ����� �� 
3,066 ����������� ��� 1,646 ��w���������� ���RNA� w��� 
identified in pterygium tissues compared with paired adjacent 
normal conjunctival tissues (log fold change >2.0). Quantitative 
���������� �h��� �������� (q�CR) w�� ��������� �� �������� 
3 ����������� ��� 2 ��w���������� ���RNA� �� 10 ��������. 
B������������� �������� (G��� O������� �������� ��� ���hw�� 
��������) w��� ���� ��� ����h�� �������h. ���hw�� �������� 
��������� �h�� 82 ���hw��� ������������ �� �h� ��w���������� 
����������� ��� �h�� 15 ���hw��� ������������ �� �h� ������-
����� ����������� (�-����� ���-���, 0.05). O�� ������� ������ 
�������������� �x������� ���RNA� �� ��������� ��� ������� 
�h�� ���RNA� ��� b� �h� ����� ��������� ������� ��� �h� �����-
���� �� ���������.

Introduction

Pterygium is a common benign fibrovascular lesion of the ocular 
surface in which the wedge-shaped ingrowth of conjunctival 
tissue invades the peripheral cornea (1). It becomes a significant 

���h�-�h��������� ������������ ���� �h� �����w�h ������ �h� 
�����. S������� �x������ ��� b� � ������ �h����� ��� ��������; 
however, recurrences are common. Thus, there is a signifi-
���� ���� �� ���� ���� �����h� ���� ��������� ��������� ��� 
����������, �� ����� �� ���b�� �h� ������ �� ����� �h��������� 
����������, ���h�� ��� ��h�b����� ��������� ���w�h, ���������� 
�������� �� ���������� ���������� (2). R����� ������� ������� 
�������� �h�� ��������� �� � ���� ���� �������� w��h �����-
������� �h������������� (3,4), ��� �h�� ����h�����-������h���� 
���������� (EMT) ��� ���� � k�� ���� �� �h� ���h�������� �� �h�� 
������� (5,6). A��h���h ���������b�� �������� h�� b��� ���� 
��w���� ������������� �h� �������� �� �h� �������, �h� ���h�-
������� �� ��������� �� ��� ��� ���������� ���������� (7,8).

L��� ���-������ RNA� (���RNA�) ��� �������z�� �� b���� 
������ �h�� 200 ����������� �� �����h w��h��� ������� ������ 
properties (9). They can be classified into 6 categories according 
�� �h��� ������� ���x����� �� �������-������ �����: �x�� 
�����-�����������, ������ �����-�����������, �������� ���������, 
������� ���������, b������������ ��� ���������� ���RNA� (10). 
R�������, ���RNA� h��� b��� ���������� �� ���������� � 
���b�� �� b��������� ���������, ���h �� ���� ����������, 
������ ������������, ���� ����� ����������, ���� ������������, 
������� ����� ��� �������� �����h (10,11). ���RNA� �������� 
�h��� ��������� �� �h� ���������������, ����-��������������� ��� 
���������� ������ (12,13). M�������, ������������ ���RNA� 
h��� b��� ���k�� �� �h� ������ �� ��������� ��������, ���h �� 
������ ����������� ��� ������������ ���������. ��������� �� 
� ������x ���h�������� ������� �������� b� �h� ����������� 
�� �h� ���� ���������� ���w��k; h�w����, �h��� �� ������ ���� 
������b�� �� ���RNA� �� ���������. Th� �������� �� ���RNA� 
�x�������� ��� �h��� ��������� b��������� �������� �� ��������� 
��q���� ����h�� �������������.

W� h����h���z�� �h�� ���RNA� ��� b� �������� �� �h� 
��������� ���h�������� �� ���������. T� �x����� �h�� h����h-
esis, in this study, the global expression profiles of lncRNAs were 
�����z�� b� ���������� �������� ��� q����������� ���������� 
�h��� �������� (q�CR) �� h���� ��������� ������� �������� 
to adjacent normal conjunctival samples. Our results are likely 
�� ������� ��������� �����h� ���� �h� ���h�������� �� ���������.

Patients and methods

Patient sample preparation. A ����� �� 12 ��������� �����-
���� w��� �b������ ������ ��������� ������� �� �h� S����� 
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Affiliated Hospital of Nanjing Medical University. The patients 
w��� �� ���� h����h ��� �h��� ��� ������ ���� 49 �� 79 �����, 
w��h 5 ����� ��� 7 ������� (T�b�� I). A�� �������� �����w��� 
������������ �x�� ���� �� ��������� w��h ����-��������������� 
of the conjunctiva. In the same patient, 1.5x1.5 mm conjunctival 
������� w��� �b������ ���� �h� �������� �������� q������� �� �h� 
bulbar conjunctiva during surgery. Clinical details pertaining to 
�h� ����� �������� ��� ������b�� �� T�b�� I. Th� ����� �������� 
w�� �������� b� �h� E�h��� R����w C�������� �� �h� S����� 
Affiliated Hospital of Nanjing Medical University, Nanjing, 
Ch��� ��� ��� ������������ ���� �������� ������� �� �h� �������� 
�������. A�� ������� w��� ����������� ���z�� �� ��q��� �������� 
and stored in a freezer at -80˚C until use.

RNA extraction and quality control. T� �x����� RNA ���� 
�������, w� ����������� �h� ���z�� ������� �� TRIz�� ������� 
(L��� T��h��������, C����b��, CA, USA) ��� ������� ������ 
���� 50 µ� �� ������� �������� ��������� �� �h� ������������'� 
������������. RNA q������� ��� q������ w��� �������� ����� 
� N���D��� ND-1000 ��������h��������. RNA ��������� w�� 
�������� b� �������� ���������� ������� ��� ��������h������. W� 
stored all the RNA samples at -80˚C until further processing. 
C������������ DNA (�DNA) w�� ����h���z�� ���� 1 µ� �� 
����� RNA ����� � ������S�����™ RT M����� M�x k�� (T�k���, 
Dalian, China) with random hexamer primers in a final volume 
�� 20 µ�. Th� ������� ������������� ��������� w��� ����b���� �� 
37˚C for 15 min, 85˚C for 5 sec and 4˚C for 10 min.

Microarray analysis. A�������� H���� L��RNA M����-
����� V3.0 �� �������� ��� �h� ���b�� ��������� �� h���� 
���RNA� ��� �������-������ �����������, wh��h �� ������� ���� 
�h� �������� M��������� V2.0. A����x������� 30,586 ���RNA� 
��� 26,109 ������ ����������� ��� b� �������� b� �h� �h���-
���������� ���RNA ����������. Th� ���RNA� w��� �b������ 
���� ���h��������� ����b���� (R��S�q, E����b� ��� UCSC_
k��w������, ��� ��h���). Th� �RNA� w��� ��������� ���� 
R��S�q ��� GENCODE.

RNA labeling and array hybridization. RNA ��b����� ��� 
����� h�b����z����� w��� ��������� ��������� �� �h� A������ 
O��-C���� M���������-B���� G��� Ex�������� A������� 
�������� (A������ T��h��������, S���� C����, CA, USA) w��h 
minor modifications. Briefly, mRNA was purified from total 
RNA �����w��� �h� ������� �� �RNA (�RNA-ONLY™ 
E�k������� �RNA I�������� k��; E��������, M������, WI, USA). 
Each sample was then amplified and transcribed into fluores-
���� �RNA ����� �h� ������ �����h �� �h� ����������� w��h��� 
3' b��� �����z��� � ��x���� �� �����(�T) ��� ������ ������� 
(A�������� F���h RNA L�b����� k��; A��������, R��k�����, MD, 
USA). The labeled cRNAs were purified using an RNeasy Mini 
kit (Qiagen, Hilden, Germany). The concentration and specific 
�������� �� �h� ��b���� �RNA� (���� C�3/µ� �RNA) w��� 
�������� ����� � N���D��� ND-1000 ��������h��������. 
A ����� �� 1 µ� �� ���h ��b���� �RNA w�� ���������� b� �h� 
�������� �� 5 µ� 10X b���k��� ����� ��� 1 µ� �� 25X ���������-
tion buffer, then the mixture was heated at 60˚C for 30 min. 
F������, 25 µ� 2X GE h�b����z����� b����� w��� ����� �� 
������ �h� ��b���� �RNA. S�b��q������, 50 µ� �� h�b����z����� 
�������� w��� ��������� ���� �h� ���k�� ����� ��� �����b��� 
�� �h� ���RNA �x�������� ���������� �����. Th� ������ w��� 

incubated for 17 h at 65˚C in an Agilent Hybridization Oven. 
The hybridized arrays were washed, fixed and scanned with 
����� �h� A������ DNA M��������� S������ (���� ��. G2505C; 
A������ T��h��������).

qPCR. Th� �������� ���RNA� ��� �h� ������� (T�b�� II) ���� 
��� q�CR w��� �������� ��� ����h���z�� b� G������ B�����h 
(Sh���h��, Ch���). β-����� w�� ���� �� �� �������� ������� ��� 
�h� ������ �������. q�CR w�� ��������� ����� �h� V��A 7 
R���-���� �CR ������ (A������ B���������, F����� C���, CA, 
USA) w��h �h� SYBR �x�������� ����� ������ (T�k���). Th� 
�CR �������� ���������� w��� �� �����w�: �� ������� �������-
ation at 95˚C for 10 min, followed by 40*PCR cycles at 95˚C 
for 10 sec and 60˚C for 60 sec. Finally annealing and extension 
at 95˚C for 10 sec, 60˚C for 60 sec and 95˚C for 15 sec. Each 
������ w�� ������� �� ����������. W� ���� �h� �������� ����� 
���h�� �� ��������� �h� ���� �h���� �� ���� �x�������� �� �h� 
pterygium samples relative to the adjacent normal conjunctival 
�������.

Gene Ontology (GO) enrichment and pathway analysis. Th� 
GO project (http://www.geneontology.org) provides a controlled 
����b����� �� ������b� ���� ��� ���� ������� �����b���� (14). 
GO categories were considered as significantly enriched only 
�� �h� F��h��'� �x��� ���b�b����� (�-�����) w�� <0.05. ���hw�� 
�������� �� � ���������� �������� ������� ����� �� KEGG 
���hw��� (15). Th� �-����� (EASE-�����, F��h�� �-����� 
�� h������������� �-�����) ������� �h� ������������ �� �h� 
���hw�� ���������� �� �h� ����������. Th� ��w�� �h� �-�����, �h� 
more significant the pathway.

Statistical analysis. A������ F������ Ex�������� ����w��� 
(������� 11.0.1.1; A������ T��h��������) w�� ���� �� �����z� 
acquired array images. Quantile normalization and subse-
q���� ���� ���������� w��� ��������� w��h ����� �h� 
G���S����� GX �12.1 ����w��� ���k��� (A������ T��h��������). 
F����w��� q������� �������z����� �� �h� ��w ����, ���RNA� ��� 
mRNAs that at least 2 out of 4 samples have flags in Present 
�� M������� (‘A�� T������ V����’) w��� �������� ��� ����h�� 
���� ��������. D������������� �x������� ���RNA� ��� �RNA� 
with statistical significance between the 2 groups were identi-
fied through P-value/FDR filtering and fold change filtering. 
H������h���� ���������� ��� ���b���� �������� w��� ��������� 
����� h������� �������.

Th� ���� w��� �����z�� ����� �h� S�SS 20.0 ����w��� 
���k��� (S�SS I��., Ch�����, IL, USA). D����������� �x�������� 
������ �� ���RNA� w��� �������� b� �� �����������-������� 
�-���� b��w��� 2 ������. F��h��'� �x��� ���� w�� ���� �� 
GO ��� ���hw�� ��������. A�� ������ ��� �x������� �� �h� 
����� + SEM. A�� �x��������� w��� �������� �� ����� 3 �����. 
A ����� �� �<0.05 w�� ���������� �� �������� � ������������� 
significant difference.

Results

Profile of microarray data. A�������� �� ���������� �x����-
sion profiling data, 25,770 lncRNAs were detected. In addition, 
4,712 lncRNAs (log fold change >2.0) were found to be differen-
������ �x������� b��w��� �h� ��������� ������� ��� �h� ������ 
adjacent normal conjunctival tissue samples (Table III and IV). 
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A�� �h��� ���RNA� w��� �b������ ���� ���h��������� 
����b����,���h �� R��S�q, UCSC_K��w������, E����b� ��� 
��h�� ������� ����b���� (F��. 1A). H������h���� C������ �������� 
�������� ���RNA �x�������� �������� (F��. 1B). A ������� 
���� w�� ���� ��� ��������� ���������� �� ���RNA �x�������� 
between the 2 groups of pterygium samples and adjacent normal 
conjunctival samples (Fig. 1C). A total of 3,066 upregulated and 
1,646 downregulated lncRNAs were identified in the pterygium 
tissues compared with the paired adjacent normal conjunctival 
tissues. A volcano plot filtering between the 2 groups initially 
�������� �������������� �x������� ���RNA� w��h ����������� 
significance (fold change >2.0, P<0.05) (Fig. 1D).

Confirmation by qPCR. B� ����� q�CR, 3 ����������� ���RNA� 
[������ �������x �������� ��������� ���������� 1 (�ISRT1), 
LOC283761 ��� FOXD2 ��������� RNA 1 (FOXD2-AS1)] ��� 
2 ��w���������� ���RNA� [�����������, L�(A)-��k� 2, ������-
���� (L�AL2) ��� ����� ��������� RNA h��� ���� 1 (SNHG1)] 
with log fold changes >10 were randomly selected to test and 

������ �h� ���������� ���� �� 10 ��������� ������� �� ��������� 
tissues and paired adjacent normal conjunctival tissues (Fig. 2). 
Th� ������� �� q�CR ��� ���������� ���� �������� w��� 
consistent. Thus, microarray data profiling indicated a series 
�� ���RNA� wh��h w��� ���������� �������������� �x������� 
between the pterygium tissues and the paired adjacent normal 
conjunctival tissues.

Expression signatures of deregulated lncRNAs between 
pterygium tissues and paired adjacent normal conjunctival 
tissues. As lncRNA expression was tissue-specific, to further 
����� �h� ���RNA �x�������� �������� �� ��������� �������, w� 
first investigated general signatures of deregulated lncRNAs 
which log fold changes >2.0, including lncRNA classification, 
�����h ������b����� ��� �h�������� ������b�����. A�������� �� 
�h� ���RNA �������� �� �h� ������, w� �����b���� ���RNA ���� 
6 ���������� (b������������, �x�� �����-�����������, ����������, 
intronic antisense and natural antisense). Classification analysis 
revealed that the majority of the lncRNAs in our microarray 
b����� �� ���������� ���RNA� (F��. 3A) ��� ��� ������b���� 

T�b�� I. C������� ��� ��������h�� ����������� ��� ��������.

C��� ��. A�� G����� C��� �������

  1 58 M �������
  2 63 F �������
  3 49 M �������
  4 72 M R��������
  5 50 F �������
  6 66 F �������
  7 79 M �������
  8 68 F �������
  9 61 F �������
10 70 M �������
11 54 F �������
12 72 F �������

T�b�� II. ������� ���� ��� �CR �� �h�� �����.

  L����h 
���RNA� ������� (b�)

�ISRT1 F: 5'-GATCCAGGCTCTTGACCACTC-3'
 R: 5'-CGGCTTCTCTCTGGAACTCAG-3' 88

LOC283761 F: 5'-AAGACCCTCCCTTGAACCGT-3'
 R: 5'-TCAAACCCTGTGGGGCTTTC-3' 153

FOXD2-AS1 F: 5'-AGTGGGGAATGAGGATGGGT-3'
 R: 5'-CGGCGTGTAATTGGTAGGAG-3' 142

L�AL2 F: 5'-ACGCCACACCAGCACAGTAG-3'
 R: 5'-GCACGAACACAGTCCCTTCAT-3' 178

SNHG1 F: 5'-ATGAAACAGCAGTTGAGGGT-3'
 R: 5'-AAAAACAAAAGGGCAGGTAG-3' 102

β-����� F: 5'-GTGGCCGAGGACTTTGATTG-3'
 R: 5'-CCTGTAACAACGCATCTCATATT-3' 73

���RNA�, ���� ���-������ RNA�.

Table III. Numbers of significantly differentially expressed 
���RNA�.

  F��� �h���� F��� �h���� F��� �h����
  2-5 5-10 >10

���RNA U����������� 1308 943 815
 D�w����������� 827 554 265

���RNA�, ���� ���-������ RNA�.

Table IV. Top 10 significantly differently expressed lncRNAs.

S�q���� G���S��b�� R��������� F���-�h����

NR_026878 FOXD2-AS1 U� 92.676596
ENST00000580781 R�11-78F17.1 U� 88.7604945
ENST00000530941 R�11-702F3.4 U� 82.0072128
ENST00000423020 R�5-963E22.4 U� 75.080159
ENST00000549419 R�11-611E13.2 U� 70.6282429
ENST00000445586 AF196972.9 U� 66.0127502
ENST00000563678 KIAA0664L3 U� 63.4678339
NR_027074 LOC283761 U� 61.2789639
ENST00000441203 R�3-416J7.2 U� 58.0589993
NR_024564 LOC100130264 U� 56.0539117
NR_024396 LINC00638 D�w� 113.4657051
ENST00000510017 WI2-2373I1.2 D�w� 104.5215055
NR_024526 ARL6I�6 D�w� 89.9350702
NR_024602 CLCA4 D�w� 68.6207695
NR_038103 TECR D�w� 57.4518562
ENST00000554583 R�11-398J10.2 D�w� 54.8515259
ENST00000493239 R�11-61L23.2 D�w� 48.1050017
ENST00000505133 R�11-420A23.1 D�w� 46.1669142
ENST00000562356 R�11-217B1.2 D�w� 43.4260703
ENST00000430751 R�3-434O14.8 D�w� 38.9352585

���RNA�, ���� ���-������ RNA�.
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Figure 1. The differentially expressed profling in pterygium was compared with paired adjacent normal conjunctival tissues. (A) Using second-generation 
long non-coding RNAs (lncRNA) microarray, 4,712 lncRNAs (log fold-changes >2.0) were detected. The pie chart shows the most authoritative databases. 
(B) Differentially expressed lncRNAs in pterygium and paired adjacent normal conjunctival tissues were analyzed using hierarchical clustering. Hierarchical 
���������� �������� �������� ������� ���� ������ b� �x�������� �����: ‘���’ ��������� h��h �������� �x��������, ��� ‘�����’ ��������� ��w �������� �x��������. 
(C) The scatter plot is a visualization method used for assessing variations in lncRNA expression between pterygium and paired adjacent normal conjunctival 
�������. Th� ������ �� �h� x- ��� �-�x�� �� �h� ������� ���� ��� �h� �������� �������z�� ������ ������ �� �h� ����� (���2 ������). Th� ����� ����� ��� ���� �h���� 
lines. (D) Volcano plot analysis of lncRNA microarray data of differentially expressed lncRNAs between pterygium and paired adjacent normal conjunctival 
tissues. The red points in the plot represent the differentially expressed lncRNAs with statistical significance (fold change >2.0, P<0.05), while the vertical lines 
���������� �� 2.0-���� ��- ��� ��w�����������, ��� �h� h���z����� ���� �� �=0.05.
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401-800 �� �� �����h (F��. 3B). Ch�������� ������b����� �h�w� 
�h�� ����������� ��� ��w���������� ���RNA� h��� ��������� 
�h��������� ��������� (F��. 3C ��� D). F�� �h� ��w���������� 
���RNA� �� �h� Y �h��������, ��� 125 ����������� w��� ����-
�����, ���������� �h�� �h� ���h������ �� �h� Y �h�������� 
�������� �� ��������� ��������� ��� ������ ���� �h��� �� ��h�� 
�h���������.

GO analysis. GO �������� w�� ��������� �� ��������� �h� 
���� ��� ���� ������� �����h����, wh��h ������� 3 �������: 
b��������� ���������, �������� ���������� ��� ��������� 
���������. F��h��'� �x��� ���� w�� ���� �� ��������� wh��h�� 
�h� ������� b��w��� �h� �������������� �x������� ���� ���� 
��� �h� GO ���������� ���� w�� ������� �h�� �h�� �x������ b� 
�h���� (� �-����� <0.05 �� �����������). W� ����� �h�� �h� 
highest GO classification targeted by over-regulated transcripts 
w��� ������-�������� ������� (��������:b��������� �������), 
���b���� (��������:�������� ���������) ��� ������� b������ 
(��������:��������� ��������). F���h������, �h� h��h��� 
GO classification targeted by the downregulated transcripts 
w��� �������� ������� (��������:b��������� �������), ���� ���� 
(��������:�������� ���������) ��� b������ (��������:��������� 
��������). T� �����z� �h� ��������� b��������� ������� �� 
���RNA�, w� �����h�� �h� b��������� ������� �� b��h �h� ��- ��� 
��w���������� ���RNA�. I� �� ����������� �h�� ���� b��������� 
��������� �� ����������� ���RNA� ��� �������� �� ������������� 
��� ���������������, ���h �� ������������ ���������� �������, 
������-������������� �������� �������, �������� ������������� 
�������, ���� ���������������, ���������� ��������� �����������, 

���������� ��������� ����h��������, ������-�������� �������-
������ �������, ������������� �������, ����� ����������� ��� 
������ �����������, wh��h �h�w� �h�� ����������� ���RNA� 
�� ��������� ������� h��� � ���h� ����������� w��h ������������� 
��� ��������������� (F��. 4A). T� �h� b��� �� ��� k��w����, 
we are the first to report that pterygium-related lncRNAs are 
���������� w��h ������������� ��� ��������������� b� ���������� 
��������. O� �h� ��h�� h���, w� ����� �h�� �h� b��������� ������� 
�� ��w���������� ���RNA� w�� �����h�� �� �������� ����b���� 
�������, �������� ������������� ����b���� ������� ��� ��h�� 
����b���� ��������� (F��. 4B).

Pathway analysis. W� ��������� ���hw�� �������� b� ������� 
����� �� KEGG ���hw���. ���hw�� �������� ��������� �h�� 
82 ���hw��� ������������ �� ��w���������� ����������� ��� 
15 ���hw��� ������������ �� ����������� �����������. Th� ��� 
10 ���hw��� �h�� w��� ���������� w��h ����������� ��� ��w�-
��������� ���RNA� w��� b��h �����z�� (F��. 4C ��� D). Th� ��� 
���hw��� �h�� w��� ���������� w��h �h� ����������� ���RNA� 
w��� �����h�� �� �h� �������� ‘h��������h�� ������������h�’, 
closely related with proliferation. Furthermore, the majority 
�� �h� ���hw��� �h�� w��� ���������� w��h �h� ��w���������� 
���RNA� w��� ������� �� �������������, ���h �� ������������� 
�� ������, ���������� ������ ��� �������� ������. Th�� �������� 
�������� �h�� ���RNA� ��� ���� � k�� ���� �� ������������� ��� 
��� b� �������� �� �h� ��������� ������������� �������.

A� w� ����� �h�� ����������� ���RNA� ��� b� ������-
���� w��h ������������� ��� �h� ��w���������� ���RNA� ��� 
��������� ��������� �����������, w� �������� ����������� 

Figure 2. Differential expression of long non-coding RNAs (lncRNAs) between pterygium and paired adjacent normal conjunctival tissues were validated by 
q�CR. **�<0.01 ��� ***�<0.001.
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lncRNAs with a log fold change >2.0 in pterygium and the 
paired adjacent normal conjunctival tissues and their associated 
������ ����� w��h � �������� �� �������������; w� ���� �������� 
downregulated lncRNAs with a log fold change >2.0 and their 
���������� ������ ����� w��h � �������� �� ���������.

Discussion

��������� h�� b��� ���������� � ������������ ��� ���������-
���� ������� �� �h� ������� ���b�� ��� �� �h��������z�� b� �h� 
invasion of a fleshy triangle of conjunctival tissue onto the 
������ (16). Th� ��������� �� ���������� w��h �h����� ����������� 
��������� �x������ ��� �� �h��������z�� b� �h� ��������� �� ���� 
�������������, �q������ ����������, ��b��� ���� h����������, 
inflammation, fibrosis, angiogenesis and extracellular matrix 
b���k��w� (8). I�����, ��������� ������ �h���� �h� �h����-
��������� �� ���� ������������ �������, ��������� ����h����� 
proliferation, goblet cell hyperplasia, angiogenesis, inflamma-
���� ��� ��������� (3,17). H�w����, �h� ���h������ ��������b�� 
for pterygium formation have not been fully clarified. This is 
critical to determine the expression profiles of lncRNAs in 
��������� ��� �� ���������� ��� ���h��������.

R����� ���������� �������� h�� ������������ �h�� 
�����RNA� (��RNA�) ��� �h��� �������� �RNA�, ��� 
������������ ��������� �� ��������� �������� �� ��������� 
���h�������� (1). Th� ��������� ������������ �� ��R-221 �� 
k��w� �� �������� ��w������� �27K��1 ���� �x�������� (16), 

��� �������� h�� ��������� �h�� �h� ��R-200 ������ �� � �����-
���� ��������� �� EMT �� ��������� (1).

M������� �������� h�� ��������� �h�� �������� ���RNA� 
���� ����� �� �������� b��������� ��������� ��� �������� ��������� 
��������. O� ��� �h� ��������� �� ���RNA�, �h� ���� ��������� 
�� �h��� ����������� �� �������������, wh��h h�� b��� �h�w� 
�� ��������� ������ ����� (18,19). Th� ��������� ���� ���������� 
�� ��������� ����� h��� � ���h����� ������� �� �������������. 
H�w����, �h� ����� �� ��������� ���h�������� ������ �������.

I� �h� ������� �����, w� ������������ �h� ���RNA �x����-
sion profiles of pterygium using microarray analysis and found 
�h�� �h� ���RNA �x�������� ������ w��� ������� �������� �� 
adjacent normal conjunctival tissues. From the microarray 
�x�������� ��������, w� ����� �h�� 3,066 ����������� ��� 
1,646 downregulated lncRNAs were significantly differentially 
expressed (>2.0-fold) in all pterygium samples. Five lncRNAs 
w��� ��������� b� q�CR �� �������� �h� �����������. Th� q�CR 
������� ��� ���������� ���� w��� ����������. F���h������, 
w� �����z�� GO ��������, ���hw�� �������� ��� ����������� � 
��-�x�������� ���w��k �� ������������� �x����� �h� b��������� 
��������� �� �h��� ���RNA� �� �h� ����������� �� ���������.

F�� ���������, ������� ��������� �� ����������� ����� ��� 
������, �� �b������ �� ��h�� ������������� ��������, ���h �� 
�������. A� ����-��������� ���RNA, �ISRT1, w�� ����� �� b� 
������� ���� �����h������� ��b������ ������� S22 (MR�S22), 
wh��h ��������� w��h �53 ��� �� ���������� � ��������� ������ 
���� wh��� ������� w��� �h�w� �� b� �������� �� DNA �����-

Figure 3. (A) Classification of deregulated long non-coding RNAs (lncRNAs). The lncRNAs are mainly intergenic. (B) Length distribution of the dysregulated 
���RNA�. Th� ���RNA� ��� ������ b��w��� 400 ��� 800 b� �� �����h. Ch�������� ������b����� �h�w� �h� ���b��� �� (C) ����������� (��) ��� (D) ��w�����-
����� (��w�) ���RNA� ������� �� ��������� �h���������.
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������, ���� �����, �������h ������, �53 ��������� ���hw�� 
��� ��h�� ���� ������ ������� ��������� ���hw���, ��� ���� 
������������� ���hw��� (20). A� �������� ��������� ����-
�����h�� b��w��� �h� ����-��������� ���RNA, �ISRT1, ��� 
MR�S22 ��� h��� �� ����� ���� �b��� �h� ����������� b��w��� 
��������� ��� ���RNA� �� �h� ��������������� �����.

T� ���������� �h� ��������� �� ���RNA�, w� ������� 
���hw�� �������� �� ����� �h� �������������� �x������� ���RNA� 
��� ����� �h�� 82 ���hw��� ������������ �� �h� ��w���������� 

����������� ��� 15 ���hw��� ������������ �� �h� ����������� 
transcripts. Chronic inflammation is a critical process involved 
�� �h� ����������� ��� ����������� �� ���������, ��������� �h� 
��������� �� ������������ (7,21,22). ��������� �������h h�� 
uncovered multiple pro-inflammatory genes that are activated in 
pterygium tissue, including the pro-inflammatory transcription 
������, ������� ������-κB (NF-κB) (22), ��� ������� ����k����, 
��������� ����� �������� ������-α (TNF-α) (23). S��� �� �h��� 
���hw��� ������� �h� NF-κB ��������� ���hw�� ��� TNF 

F����� 4. G��� O������� (GO) ��� ���hw�� ��������. Th� ��� 10 GO ����� �h�� ��� ���������� w��h ������ ���� ��������� �� (A) ����������� ���� ���-������ 
RNA� (���RNA�) ��� (B) ��w���������� ���RNA� ��� ������. Th� ��� 10 ���hw��� �h�� ��� ���������� w��h ������ ����� �� (C) ����������� ���RNA� ��� (D) 
��w���������� ���RNA� ��� ������.
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��������� ���hw��, wh��h �� ���������� w��h �������� �������h. 
M�������, ��� �� �h��� ���hw���, �h� ‘F���� ��h�����’ ��������� 
���hw�� h�� �h�w� �� �������� ����� ���������� (24). Th��� 
���hw��� w��� ���������� w��h �������� ��� ���������. I� �h�� 
�����, 97 ���hw��� ������������� �� �������������� �x������� 
����������� w��� �����, ��� ���� �� ��� ��� b� �������� �� �h� 
���h�������� �� ���������.

I� ����������, �� �h� b��� �� ��� k��w�����, �� �h�� �����, 
we report for the first time that lncRNAs are differentially 
expressed in pterygium compared with paired adjacent normal 
conjunctival tissues. Some of the changes identified in this 
����� ������� ��w ���������� �� �h� ��������� �� ���������. I� 
�h� ������, w� w��� �x���� �h� ���b�� �� �������� ��������, ��� 
further studies are warranted applying immunofluorescence, 
proteomics or protein level quantification of the lncRNA targets 
�� �������� w��h ��������� ������ ��������� �� �h� �������� 
�����. Th����h ����h�� �������������, �h��� �b������ ���RNA� 
��� b� b�����k���, ��������� ������� ��� ���������� ���k��� 
�� �h� ������� ��������� �� ���������.
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