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امضای مولتی اومیکس از اکسپوزوم انسان 
در اوایل زندگی

طاهره مهدی زاده1

1-کارشناسی ارشد مهندسی پزشکی بایومتریال، دانشگاه مازیار 
رویان، مازندران، ایران
پژوهشگر مرکز تحقیقات پزشکی شخصی آمیتیس ژن

چکیده
برخورد با عوامل محیطی در اوایل زندگی نقش مهمی در 
سلامت طول زندگی ایفا می‌کند، با این حال فنوتیپ‌های 
مولکولــی‌ای که تحت اثرات محیطی هســتند، به خوبی 
شناخته شده نیستند. ما در پروژه اکسپوزوم اولیه زندگی 
انســان )HELIX(، ارتباط اکســپوزوم‌ فردی متشکل از 
بیش از 100 مواجهه شــیمیایی، فضای باز، اجتماعی و 
ســبک زندگی در دوران بارداری و کودکی را با پروفایل‌ 
مولتی اومیکس بررســی می‌کنیم. مــا 1170 ارتباط را 
شناسایی کردیم که 249 مورد آن در بارداری و 921 در 
دوران کودکی بود و پاسخ‌های بیولوژیکی بالقوه را نشان 
می‌دادند. اثرات محیطی زمان بارداری، از جمله ســیگار 
کشــیدن مادر، کادمیوم و مولیبدن، عمدتــاً با تغییرات 
متیلاســیون DNA کودک مرتبط است. در مقابل، اثرات 
محیطی دوران کودکــی با ویژگی‌هایی در تمام لایه‌های 
omics، مرتبط اســت. منبع جامع و منحصربه‌فرد ما از 
همه ارتباطات )https://helixomics.isglobal.org/( برای 
هدایت تحقیقات آینده در مورد آثار بیولوژیکی اکسپوزوم 

اولیه زندگی مفید خواهد بود.

مقدمه
اگرچه ســهم محیطی در ریسک بیماری 90-70 درصد 
تخمین زده می‌‌شــود، بخش بزرگــی از عوامل خطرزای 
محیطی ناشناخته باقی مانده‌ یا به خوبی تعریف نشده‌اند. 
بیش از یک دهه پیش، اصطلاح "اکســپوزوم" ابداع شد 
تــا تمام عوامل محیطی )یعنی عوامل غیر ژنتیکی( را که 
انسان در طول زندگی در معرض آن‌ها قرار می‌گیرد، در بر 
بگیرد. از نظر تاریخی، مطالعات بهداشت محیطی تقریباً 
به طور انحصاری بر روی عواملی مانند آلودگی هوا، سرب 
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یا آفت‌کش‌ها متمرکز بود. اصل اساسی مفهوم اکسپوزوم 
فراخوانی برای یک رویکرد جامع و سیســتماتیک برای 
ارزیابی اثرات محیط بر ســامت اســت. عــاوه بر این، 
اکســپوزوم نه تنها شــامل مواجهه‌هــای خارجی، بلکه 
پاســخ‌های بیولوژیکی داخلی به این مواجهه‌ها از طریق 

بررسی داده‌های مولکولی با ابعاد بالا است.
تشــخیص زودهنــگام تغییرات فیزیولوژیکی در ســطح 
مولکولی مربوط به برخورد با عوامل محیطی قبل از تظاهر 
علائم بالینــی در جمعیت‌های ســالم از اهمیت ویژه‌ای 
برخوردار اســت. چنین اطلاعاتی ممکن است از محتمل 
بودن بیولوژیکی ارتباطات محیطی-سلامتی در مطالعات 
جمعیت پشتیبانی کند، به درک مکانیسم‌های سم‌شناسی 
کمک کند یا توضیح دهد که چگونه مواجهه‌های چندگانه 
ممکن است بر اســاس تأثیر مشترک آن‌ها بر مسیرهای 
بیولوژیکی )مانند التهاب( یــا عامل محیطی)مانند رژیم 
غذایی( گروه‌بندی شوند. همچنین می‌تواند به شناسایی 
بیومارکرهایی برای پیش‌بینی مواجهه‌های فعلی و گذشته 
کمک کند. مطالعات یکپارچه پروفایل omics شــخصی، 
جمع‌آوری داده‌های بــا کارآیی بالا در لایه‌های مولکولی 
متعدد، نشــان داده‌اند که پروفایل‌های مولکولی شخصی 
ممکن است برای ارزیابی خطر بیماری، تشخیص شرایط 
اولیه بالینی و شروع استراتژی‌های پیشگیرانه مفید باشد.

رشــد جنین و دوران کودکــی پیامدهای مــادام العمر 
دارد و بــرای بســیاری از بیماری‌های مزمــن از جمله 
چاقی، بیماری‌هــای قلبی متابولیــک اختلالات کمبود 
توجه و بیــش فعالی )ADHD( و عملکــرد ریه حیاتی 
اســت. بنابراین، زندگی اولیــه دوره مهمی برای مطالعه 
محرک‌هــای بیولوژیکی اولیه بیماری اســت:  مواجهه با 
عوامل محیطی در طول این دوره‌های آسیب‌پذیر رشدی 
ممکن اســت اثرات برجسته‌ای در سطح مولکولی داشته 
باشد که ممکن است تا بزرگسالی از نظر بالینی غیرقابل 

تشخیص باقی بماند.
عمدتــاً مکانیســم‌های مولکولی حاصــل از تاثیر عوامل 
محیطــی از طریق لنز اپــی ژنتیک مــورد مطالعه قرار 
گرفته‌اند. تصور می‌شــود که اپی‌ژنوم پاســخ‌های سلولی 
به آشــفتگی‌های محیطی را تنظیــم می‌کند و حافظه و 
انعطاف ســلولی را فراهم می‌کنــد. در میان تمام علائم 
اپی‌ژنتیک، متیلاســیون DNA بیشــترین مطالعه را در 
تنظیمات اپیدمیولوژیک دارد. و در بین همه مواجهه ها، 

دود تنباکو بیشترین بررسی را دارد. تا حدی کمتر، سایر 
مواجهه‌هــای مختلف، از فلزات و آلودگــی هوا گرفته تا 
عوامل اجتماعی-اقتصادی، با متیلاسیون مرتبط هستند 
 و در پایگاه‌هــای داده عمومی فهرســت‌بندی شــده‌اند
علائــم  اگرچــه   .)/http://www.ewascatalog.org(
اپی‌ژنتیــک، رونویســی ژن و در نتیجــه پروتئــوم را 
تنظیــم می‌کند، رابطــه‌ی بین آنها و اکســپوزوم کمتر 
مورد مطالعه قرار گرفته اســت. متابولــوم، که می‌تواند 
پاسخ‌های فیزیولوژیکی و فعالیت میکروبیوم، و همچنین 
درونی‌ســازی مســتقیم مواجهه‌هــا را منعکس کند، در 

تحقیقات اکسپوزومی مورد توجه ویژه قرار گرفته است.
در این کار، هدف ما این بود که ارتباط اکســپوزوم اولیه 
زندگــی را کــه در 1301 جفت مادر-کــودک پرژه‌‌ی 
HELIX اندازه‌گیری شــد، با داده‌های فنوتیپ مولکولی 
عمیق ارزیابی شــده در دوران کودکی را بررسی کنیم. با 
مستندسازی سیستماتیک همه ارتباط بین اکسپوزوم و 
https://( فنوتیپ‌های مولکولی، ما منبع منحصر به فردی

helixomics.isglobal.org/( برای شناسایی بیومارکرهای 
جدید و اثرات بیولوژیکی اولیه در طول دوره‌های زندگی 

آسیب‌پذیر فراهم کردیم.

نتایج
ایجاد اکســپوزوم اولیه و فنوتیپ‌های مولتی 

HELIX امیکس در کودکان
ما اکســپوزوم اولیــه زندگــی را در 1301 جفت مادر-
کودک از پروژه HELIX، یک مطالعه کوهورت مبتنی بر 
جمعیت طولی چند مرکزی در 6 مکان در اروپا )اسپانیا، 
انگلســتان، فرانسه، لیتوانی، نروژ و یونان( ارزیابی کردیم 
)شــکل 1(. 91 مواجهه با عوامل محیطــی را در دوران 
بــارداری و 116 مــورد را در دوران کودکــی زمانی که 
کودکان بین 6 تا 11 ساله بودند اندازه‌گیری کردیم. قرار 
مواجهــه با عوامل محیطی در نوزده گروه شــامل موراد 
رو به رو دســته بندی شــد: عوامل هواشناسی، فضاهای 
طبیعی، آلودگی هوای داخلی و خارجی، محیط ســاخته 
شــده، ترافیک جاده، صدا، محصولات جانبی ضدعفونی 
آب، مصرف دخانیات، عوامل سبک زندگی )رژیم غذایی، 
فعالیت بدنی(، سرمایه اجتماعی و اقتصادی، مواد معدنی 
ضروری، آلاینده‌های شــیمیایی )فلــزات غیر ضروری، 
کلرهــای ارگانیک، آفــت کش‌های ارگانوفســفره، دی 
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شکل 1: مروری بر مطالعه مولتی اومیکس اکسپوزوم اولیه 
هـزار و سـیصد و یـک جفـت مـادر و کـودک از پـروژه HELIX در ایـن مطالعه شـرکت کردند. اکسـپوزوم اولیـه در دوران بـارداری و کودکی با اسـتفاده از روش‌های مختلـف ارزیابی 
شـد. نمودارهـای دایـره‌ای نشـان دهنـده نسـبت مواجهه‌هـای ارزیابـی شـده در هـر خانواده اسـت. صفات مولکولـی در کودک با اسـتفاده از شـش پلتفـرم omics مختلف با اسـتفاده 
از خـون )سـلول‌های خـون، سـرم یـا پلاسـما( یـا ادرار اندازه‌گیـری شـد. سـپس، یـک مطالعـه Exposome-omics-Wide Association (ExWAS) انجـام شـد، کـه امیکـس تاثیـرات 
محیطـی را یـک بـه یـک مدل‌سـازی کـرد و برای عوامـل مخدوش کننـده تنظیم کرد. تمـام نتایـج خلاصـه شـده را می‌تـوان در /https://helixomics.isglobal.org یافـت. در مجموع، 
1170 رابطـه‌ی اومیکـس- تاثیـرات محیطـی آسـتانه‌های تصحیـح چندگانـه تسـت را پشـت سـر گذاشـتند. پـس از بررسـی اسـتحکام ایـن ارتباط بـا اجـداد، BMI و گـروه، آنها از 
طریـق اومیکـس- تاثیـرات تجسـم شـدند. در نهایـت، مـا تفسـیر بیولوژیکـی از جمله همپوشـانی با مقـالات قبلی، شناسـایی منابع غذایـی، تجزیـه و تحلیل غنی‌سـازی عملکردی و 

مقایسـه‌های متقابـل بیولوژیکـی و ماتریـس متقابـل را انجـام دادیم.
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فنیل اترهای پلــی برومینه، مواد پرفلوئوروآلکیل، فنل‌ها 
و فتالات ها( )شکل 1(. ســطوح مختلف مواجهه عوامل 
محیطی در گروه‌‌های HELIX در جاهای دیگر بیشــتر 
توضیح داده شــده اســت. ابزار ارزیابی میزان مواجهه با 
عامل محیطی شــامل اندازه‌گیری مبتنی بر طیف‌سنجی 
جرمی بیومارکرهای برخورد با مواد شــیمیایی در ادرار و 
خون، مانیتورهای مواجهه، ســنجش از دور و روش‌های 

مکانی، و مصاحبه‌های مبتنی بر پرسشنامه بود.
برای همین کودکان  )بین 6 تا 11 سال( فنوتیپ مولکولی 
مولتی اومیکس عمیق، از جمله اندازه گیری متیلاسیون 
 HTA( بیان ژن خون ،)450K، Illumina( خــون DNA
v2.0، Affymetrix(، بیان miRNA خون را انجام دادیم 
)شکل 1(. در حالی که متیلاسیون DNA خون و ترانس 
 386518 CpGs، 58254 کریپتومیکس در کل ژنوم بــا
خوشه رونوشت )TCs( و miRNA 1117 اندازه‌گیری شد. 
پروتئین‌های پلاسما شامل 36 سیتوکین، آپولیپوپروتئین 
و آدیپوکین بود. متابولیت‌های ســرم )N = 177( شامل 
اســیدهای آمینه، آمین‌های بیوژنیک، آســیل کارنیتین 
هــا، گلیسروفســفولیپیدها، اســفنگولیپیدها و مجموع 
هگزوزها بودند که طیف وسیعی از آنالیت‌‌ها و مسیرهای 
متابولیک را در یک ســنجش هدفمند پوشش می‌دهند. 
متابولیت‌های ادرار )N = 44( عمدتاً شــامل اســیدهای 
آمینه، اسیدهای آلی، نیکوتین‌امیدها، آمین‌ها و فنل‌های 
مشتق شده از میکروبی روده می‌شوند. حدود 91 درصد 
از کودکان داده‌های مولکولی حداقل از 4 پلتفرم اومیکس 

را داشتند. 

نتایج مطالعه همبستگی گسترده اکسپوزومی-
)ExWAS( اومیکس

ما ابتــدا به طور سیســتماتیک ارتباط بیــن هر متغیر 
محیطی و هــر ویژگی مولکولی را به صــورت متوالی و 
مســتقل از طریق ExWAS با اســتفاده از یک رویکرد 
آماری مشــابه بــا مطالعــات ارتباطات گســترده ژنوم 
)GWAS( آزمایش کردیم )شکل 1(. به طور کلی، بیش 
از 30 میلی‌متر ارتباط تاثیر محیطی-امیکس را از طریق 
مدل‌های رگرسیون خطی تنظیم‌شده برای مجموعه‌ای از 
عوامل مخدوش‌کننده آزمایش کردیم: گروه، سن کودک، 
جنس، توده بدنی )zBMI(، اصل و نسب، تحصیلات مادر 

و متغیرهای کمی خاص اومیکس.

برای شناسایی ارتباط آماری معنی دار مواجهه- اومیکس، 
تصحیح برای مقایســه‌های چندگانه برای هر مواجهه در 
هر مجموعه داده اومیکس اعمال شــد. برای این منظور، 
مــا ارتباطات قابل توجهی را در نظر گرفتیم که با مقادیر 
p زیر نرخ کشف نادرســت 0.05 (FDR) برای اومیکس 
در ســطح ژنوم، و زیر یک نســخه اصلاح شــده از برش 
Bonferroni برای پروتئین‌ها و متابولیت‌ها )که شــامل 
تقســیم می‌شود( مقدار p اسمی توسط تعداد موثر تست 
)ENT( تعیین شده از ساختار همبستگی مجموعه داده 
با این معیارهــا، 1170 ارتباط مواجهه- اومیکس از نظر 
آماری معنی دار بود. و فنوتیپ‌های مولکولی در مجموع 
249 شــامل 52 مواجهه منحصــر به فرد و 209 ویژگی 
مولکولی منحصر به فرد را شــامل می‌شود، در حالی که 
921 ارتباط با اکســپوزوم دوران کودکی با 84 مواجهه 
منحصر به فرد و 454 ویژگــی مولکولی منحصر به فرد 

مطابقت دارد. 
نمودارهای میامــی، ارتباط اومیکــس- تاثیرات محیط 
را بــا خانــواده عوامل محیطــی و لایه مولکولی نشــان 
می‌دهند )شکل 2A1، B1(. اکسپوزوم حاملگی عمدتاً با 
متیلاسیون DNA کودک همراه بود )%70 از ارتباط‌های 
مشــاهده شــده( )شــکل 2A2(. در مقابل، اکسپوزوم 
دوران کودکــی با تمام لایه‌هــای مولکولی همراه بود، با 
متابولوم ســرم بالاترین تعداد ارتباط را نشان داد )43٪ 
از ارتباط‌های مشــاهده شده( )شــکل 2B2(. مواجهه‌ها 
محیطی دوران بارداری در اکثر ارتباطات شامل مولیبدن 
)Mo(، کادمیــوم )Cd(، کوتینیــن )بیومارکر مواجهه با 
تنباکو( و سیگار کشیدن مادر )داده‌های پرسشنامه( بود 
)شــکل 2A3(. مواجهه دوران کودکی با بیشترین ارتباط 
شــامل مس )Cu(، ترکیبات کلر آلی )PCB 118(، مواد 
پرفلوئوروآلکیل )PFOS(، ســزیم )Cs( و رطوبت )شکل 
2B3( بود. ســایر مواجهه‌ها مانند آلودگی هوای بیرون، 
محیط ساخته شده، ترافیک جاده‌ای و سر و صدا، ارتباط 
کمی را نشان دادند. از بین 83 مواجهه اندازه‌گیری شده 
در دوران بــارداری و دوران کودکی، 14 جفت مواجهه-
 اومیکــس در دو دوره از نظــر آماری معنــی‌دار بودند:

 6‌CpG مربوط به سیگار کشیدن، و چندین اسید چرب با 
 ،)HCB( زنجیره بلند مربوط به کوتینین، هگزا کلروبنزن

پرفلوراندکانات. PFUnDA( و جیوه.
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شکل 2: نتایج مطالعه همبستگی گسترده Exposome-omics (ExWAS) برای اکسپوزوم‌های بارداری و دوران کودکی.
خلاصه‌ا‌ی از ارتباط بین اکسپوزوم حاملگی و چند امیکس اندازه گیری شده در 1301 کودک: طرح میامی )1(؛ نمودارهای دایره‌ای که نسبت ارتباط با لایه‌های مولکولی مختلف 
را نشان می‌دهد )2(. و 10 تاثیر محیطی بارداری )3(. B خلاصه‌ای از همبستگی‌های اومیکس اکسپوزوم-کودک در دوران کودکی: طرح میامی )1(؛ نمودارهای دایره ای که نسبت 
ارتباط با لایه‌های مولکولی مختلف را نشان می‌دهد )2( و 10 مواجهه برتر دوران کودکی )3(. در طرح‌های میامی، هر نقطه مربوط به یک ارتباط که امیکس- تاثیرات محیطی است. 
محورهای y مقادیر log10 p- ضرب در جهت ارتباط )علامت ضریب رگرسیون( را نشان می‌دهند. و محور x تاثیرات محیطی را در امتداد 19 خانواده تاثیرات محیطی گروه‌بندی 
می‌کند و هر خط عمودی نشان‌دهنده یک تاثیر محیطی جداگانه با مقداری لرزش برای جلوگیری از همپوشانی نقاط است. در منهتن )نقطه(، نمودار دایره‌ای و هیستوگرام، رنگ‌ها 

لایه مولکولی را نشان می‌دهند.
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استحکام نتایج با توجه به zBMI کودک و گروه
بــرای 1170 رابطه‌ی امیکس- مواجهــه محیطی مهم، 
چندین تحلیل حساسیت انجام دادیم. اول، HELIX شامل 
1171 کودک اجدادی اروپایی و بقیه از اجداد دیگر است. 
ما ExWAS را فقط در کودکانی که اصل و نسب اروپایی 
داشــتند تکرار کردیم، و تفاوت قابل توجهی در اندازه اثر 
)یعنی بیش از دو برابر شدن( بین دو مدل مشاهده نکردیم.

سپس، با توجه به تأثیر بالقوه چاقی کودک هم بر سطوح 
خونی آلاینده‌های چربی دوســت و هــم بر روی برخی 
ویژگی‌های مولکولی، ما ارتباط‌ها را با و بدون تنظیم برای 
zBMI کودک، به عنوان نماینده چاقی کودک مقایســه 
کردیم. ما مشــاهده کردیم که 12 همبستگی بیش از دو 
برابر در اندازه اثر داشــتند )شکل 3B(. این موارد شامل 
مواد شیمیایی چربی دوســت )PCB 170، PCB 153 و 
PCB 180( و پروتئین‌هایی بودند که توسط بافت چربی 

)IL1 بتا، لپتین و IL6( تولید می‌شوند.
در قدم بعدی، ناهمگونی را در بین گروه‌ها با اجرای 1170 
ربط امیکــس- مواجهه محیطی بررســی کردیم. حدود 
 (I2) < 0.5 نیمی از همه همبســتگی‌ها مقادیر ناهمگنی 
را با تغییــرات دوره و لایه مولکولــی ارائه کردند. علاوه 
بــر آمار I2 که ممکن اســت در متا-آنالیز با تعداد کمی 
از مطالعات بیش از حد تخمین زده شــود. در حالی که 
به نظر می‌رســد برخی از ارتباطات بیــن گروه‌ها ،حتی 
 CpG بــالا )مانند کادمیوم مادر و متیلاســیون در I2 با
cg19089201(، بســیار ســازگار هســتند، برای برخی 
دیگر ناهمگنی بیشــتری وجــود دارد با برخی از گروه‌ها 
کــه به‌عنوان نقاط پــرت عمل می‌کنند )مانند شــرایط 

 .)3C هواشناسی کودک و سروتونین( )شکل
در نهایــت، بــا توجه به ماهیت همبســته اکســپوزوم، 
مدل‌هــای چند تاثیره را بــرای آن ویژگی‌های اومیکس 
مرتبط با بیش از یک مواجهه اجرا کردیم، زمانی که این 
مواجهه‌ها همبستگی کمتر از 0.8 داشتند و به گروه‌های 
مواجهه متفاوت تعلق داشتند )به جز مواجهه‌های فردی 
که به رژیم غذایی تعلق داشــتند، فلــزات یا پارابن‌هایی 
کــه به عنوان گروه‌های جداگانــه در نظر گرفتیم(. برای 
مواجهه‌هــای دوران بارداری، قوی‌تریــن تغییر اثر برای 
ســطوح کادمیوم مادر )Cd( مشــاهده شــد که کاهش 
بیــش از ٪25 از ارتباط با تنظیم صفــت مولکولی برای 
سیگار کشیدن را نشان داد. متغیرها برای تاثیر محیطی 

 As، ،دوران کودکی، قوی تریــن تغییرات اثر برای جیوه
Se، PFAS و الگوهــای غذایی )به عنــوان مثال ماهی و 
امتیــاز KIDMED(، بــرای PM داخل خانه و ســیگار 
کشــیدن والدین، و برای BPA و متغیرهای هواشناسی 
مشــاهده شــد. آنها در زیر با جزئیات بیشتر مورد بحث 

قرار می‌گیرند.

ادغام شــبکه ای از شاخص مولتی اومیکس از 
اکسپوزوم

برای تجســم اینکه آیا یک ویژگــی مولکولی به چندین 
تاثیر محیطی متصل اســت یا خیر و بالعکس، شبکه‌های 
اکســپوزومی مولتی اومیکس خاص دوره را بر اســاس 
1170 ارتبــاط آماری اکســپوزوم-اومیکس ســاختیم. 
گره‌های این شــبکه‌ها 538 ویژگی مولکولی منحصر به 
فرد یا تاثیر محیطی درگیر در این ارتباط هستند و لبه‌ها 

1170 ارتباط اکسپوزوم-تاثیر محیطی هستند.
شبکه اکســپوزوم حاملگی، که عمدتاً از CpGها )70%( 
تشــکیل شده است، به طور متوسط دارای 1.3 اتصال در 
هر گره )یعنی درجه( و میانگین کوتاه ترین طول مســیر 
1.9 )شــکل 4( بود. این عدد نشان‌دهنده طول متوسط 
)تعداد گره‌ها( کوتاه‌ترین مســیر بیــن هر گره و هر گره 
دیگری است که 1.9 مقدار کمی است. این عدم اتصال را 
 CpG می‌توان با فاصله وســیع در امتداد ژنوم سایت‌های
که با آرایه K 450 ارزیابی شــده و همبستگی نسبتا کم 
آنها توضیح داد. شــبکه اکسپوزوم حاملگی شامل 3 جزء 
اصلی متصل، که بزرگترین آنها حاوی کمتر از 30 درصد 
از گره‌ها بود. این 3 خوشــه از نظر اندازه، تعداد مواجهه 
محیطی و نــوع داده‌های اومیکس که آن‌ها را تشــکیل 

می‌دهند بسیار متفاوت بودند )جدول 1(.
شــبکه اکســپوزوم دوران کودکی با میانگین 1.9 اتصال 
در هــر گره و متوســط کوتاه ترین طول مســیر 4.3 به 
طور متراکم تــری متصل بود. بزرگتریــن مؤلفه متصل 
شــامل ٪90 از تمام گره‌ها بود )شــکل 5(. این اتصال، 
ماهیت مرتبط متابولوم ســرم و ادرار را برجسته می‌کند، 
که نشان‌دهنده اکثر ارتباط‌های تاثیر محیطی-اومیکس 
شــبکه اســت )به ترتیب 43 و 26 درصد(. در بزرگترین 
مؤلفــه متصل، ما 11 جــزء فرعی به هم پیوســته را با 
اســتفاده از روش خوشه‌بندی ســاختاری بدون نظارت 

شناسایی کردیم )جدول 1(.
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در مرحلـه بعـد، ما بـا هدف ارزیابـی تفسـیر بیولوژیکی، 
بـارداری   3 در  موجـود  مواجهه-اومیکـس  ارتباط‌هـای 
و 11 خوشـه دوران کودکـی را بررسـی کردیـم. ابتـدا، 
جسـتجوی سیستماتیک از همپوشـانی با مقالات مربوط 
بـه ارتبـاط متیلاسـیون DNA بـا مواجهـه‌ی محیطـی و 
)6A-C شکل ،EWAS Atlas/Catalogue16,30( صفات 

الگوهـای غذایـی  بـا  متابولیت‌هـا  ارتبـاط  و در مـورد   
 ،ExposomeExplorer31( شـد  انجـام  آلاینده‌هـا  و 
شـکل 7(. سـپس، آنالیزهـای غنـی سـازی عملکـردی 
را بـا اسـتفاده از چندیـن پایـگاه داده عمومـی صـورت 
گرفـت )شـکل 6B-D(. در زیـر، یافته‌هـای اصلـی برای 

می‌دهیـم. شـرح  را  مواجهـه  گروه‌هـای 

شکل 3: استحکام ارتباطات اصلی اکسپوزوم-اومیکس. 
مقایسه اندازه‌های اثر 1170 ارتباط اکسپوزوم-اومیکس مدل اصلی، که شامل همه کودکان است )N = 1301( و برای zBMI و اصل و نسب کودک تنظیم شده است، در مقابل اندازه‌های 
اثر مدل‌های جایگزین. هر مثلث نشان دهنده یک ارتباط است. محور x نشان دهنده اندازه اثر نوردهی بر روی ویژگی omics در مدل اصلی است، در حالی که محور y نشان دهنده 
اندازه اثر در مدل جایگزین است. یک مدل جایگزین همه متغیرهای کمکی را شامل می‌شد اما به کودکان اجداد اروپایی محدود می‌شد )N = 1171( هیچ تفاوت عمده ای مشاهده 
نشد. B مدل جایگزین شامل همه کودکان بود و برای zBMI کودک تنظیم نشده بود. ارتباط امیکس- تاثیرات محیطی با درصد تغییر بین مدل‌های بالای 100 درصد به رنگ قرمز 
است و شامل پروتئین‌ها و آلاینده‌های شیمیایی چربی دوست کودکان است که در جدول ذکر شده است. C نمودارهای جنگلی که متاآنالیزهای وزنی واریانس معکوس با اثرات ثابت 
و تصادفی را نشان می‌دهد: سطوح Cd مادر و متیلاسیون DNA کودک در CpG cg19089201 )ژن MYO1G) (n = 1173 اثرات همسان(، ; سطح مس کودک و سطح CRP کودک 
 )BiB( که توسط یکی از گروه‌ها ،)DENND1C) (n = 1173 ژن( CpG cg08379738 کودک در DNA مادر و متیلاسیون Mo با اثرات ثابت در گروه‌ها. سطوح ،)n = 1170( در پلاسما
هدایت می‌شود. رطوبت در دوران کودکی )1 ماه قبل از نمونه‌برداری( و سطح سروتونین سرم کودک )1198= (، که توسط یکی از گروه‌ها )MoBA( هدایت می‌شود. هر گروه با یک 
تخمین نقطه ای نشان داده می‌شود که با فاصله اطمینان CI( 95٪( برای اثر و وزن کوهورت به عنوان یک مربع خاکستری محدود شده است. CI 95% حاصل از متاآنالیز اثرات ثابت 
و تصادفی به صورت الماس نشان داده شده است. اندازه اثر به عنوان تغییر log2 برابر omics (log2FC)، یا تفاوت در سطوح متیلاسیون، برای محدوده بین چارکی )IQR( متغیرهای 

مواجهه پیوسته گزارش می‌شود.
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شــکل 4: نقشه شبکه 
از شــاخص‌های مولتی 
اومیکس-تاثیر محیطی 

حاملگی.
تجسم شبکه ای از مطالعه ارتباط 
اگر   .)ExWAS( حاملگی  گسترده 
ارتباط آن‌ها از نظر آماری معنی‌دار 
بود، یک مواجهه‌ی محیطی و یک 
متصل  هم  به  مولکولی  ویژگی 
اگر  قرمز  و  مثبت  اگر  )آبی  شدند 
با  متصل  اجزای  فقط  بود(.  منفی 
حداقل دو ویژگی مولکولی نمایش 
به  بسته  شبکه  گره‌های  شد.  داده 
یا ویژگی‌های  تاثیر محیطی  اینکه 
باشند،  خاص  مولکولی  لایه  یک 
تصویر  به  متفاوتی  رنگ/شکل  با 
اصلی  مولفه  سه  می‌شوند.  کشیده 
دلیل  به  که  شدند  تفسیر  متصل 
و  محیطی  تاثیر  تعداد  اندازه، 
تشکیل  را  آنها  که  اومیکس  نوع 
بودند.  متفاوت  بسیار  می‌دادند، 
جدول خلاصه با ویژگی‌های خوشه 

را در جدول 1 می‌توان یافت.
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جدول 1 خوشــه‌های پرتودهی حاملگی و دوران کودکی بر اساس ارتباط با پروفایل‌های مولتی اومیکس اندازه‌گیری شده 
)N = 1301( در دوران کودکی

تاثیر محیطیخوشه‌ها

ویژگی مرتبط با اومیکس 

D
N

A
ن 

یو
لاس

متی

ژن
ن 

بیا

m
iR

N
A

ن 
بیا

ها
ین‌

وتئ
پر

ب
متا

رم 
س

رار
کلاد

زد 
نام

ی 
ها

ژن‌
ل 

ک
ده

ش

دوره بارداری

سی دی، کوتینین، سیگار کشیدن مادر، دود تنباکو
PFUNDA ،93010808491جیوه

Mo27000114747مولیبدن
فتالات‌ها و 

پارابن ها
 ،MEHHP ،PRPA ،MEPA ،ETPA

MEOHP ،MECPP ،BUPA
341134224714

دوران کودکی

مواد شیمیایی 
آلی کلر

 PCB ،138 PCB ،HCB ،118 PCB
PCB ،PM2.5 ،153 180، شلوغی خانه، 

PCB 170، نان، DDE، چربی رژیم 
MIBP ،MEP ،غذایی

341134224714

25571681898مس، سرب، کاربری زمینمس

ماهی و آلاینده 
ها

 ،PFUNDA ،Se ،PFNA ،Cs ،PFOS
As ،Hg، ماهی، PFHXS، کوتینین، 

 ،ETS ،153، فست فود PBDE ،لبنیات
BTEX، شیرینی

2032658175

BPA ،Mg ،PFOA ،K ،UV ،T ،.Hum، آب و هوا
PM10 ،Tl

0312815408756

فتالات‌ها 
)متابولیت‌های 

)DEHP

 ،MECPP ،MEHHP ،MEOHP
MEHP8100706101، تولیدات نانوایی

مواد شیمیایی 
غیر ماندگار و 

رژیم غذایی

 ،Co ،DMTP ،KIDMED ،OXOMINP
Cd ،OHMiNP ،DETP ،BUPA، میوه 

ها، DEP ،DMDTP، سبزیجات، گوشت، 
DMP ،غلات، مشارکت اجتماعی

310121128351

هوای داخل 
خانه

PM2.5 داخلی، سیگار کشیدن والدین، 
MNBP ،31040502221فضای عمگین

منگنز و 
Mo ,Mn160120018مولیبدن

90000097بنزن داخلیبنزن
00230055تریکلوزانتریکلوزان

road Distanceroad Distance00002020
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شــکل 5: نقشه شبکه ای از 
شاخص‌های مولتی اومیکس 

اکسپوزوم دوران کودکی.
رابطه‌ی  مطالعه  از  ای  شبکه  تجسم 
دوران  در  اکسپوزوم-اومیکس  گسترده 
بسته  )ExWAS(. گره‌های شبکه  کودکی 
به اینکه تایر محیطی یا ویژگی‌های یک 
لایه مولکولی خاص باشند، با رنگ/شکل 
اگر  می‌شوند.  کشیده  تصویر  به  متفاوتی 
بود،  معنی‌دار  آماری  نظر  از  آنها  ارتباط 
با  مولکولی  ویژگی  یک  و  محیطی  تاثیر 
و  مثبت  اگر  )آبی  بودند  مرتبط  لبه  یک 
بود(. فقط اجزای متصل  اگر منفی  قرمز 
نمایش  مولکولی  ویژگی  دو  حداقل  با 
آماری  نظر  از  آنها  ارتباط  اگر  شد.  داده 
یک  و  محیطی  تاثیر  بود،  دار  معنی 
می‌شدند  متصل  هم  به  مولکولی  ویژگی 
دو  حداقل  با  متصل  اجزای  فقط  و 
شدند.  داده  نمایش  مولکولی  ویژگی 
نظر  از  کودکی  دوران  اکسپوزوم  شبکه 
سطح  و  شده  ارائه  اومیکس  ویژگی‌های 
بزرگترین  با  بود،  متنوع  متقابل  اتصال 
تمام گره‌ها.  از   90٪ مؤلفه متصل شامل 
از  استفاده  با  خوشه   11 شبکه،  این  در 
نظارت  بدون  ساختاری  خوشه  آنالیز 
مشروح  شکل  در  و  شدند،  شناسایی 

شدند.

سیگار کشیدن مادر اثرات قوی و طولانی مدت 
بر متیلوم کودک نشــان می‌دهد و نشانه‌های 
جدیدی بــرای کادمیوم قبل از تولد و آلودگی 

هوای داخل خانه شناسایی شده است.
شــاخص متیلاسیون برای سیگار کشیدن مادر در سنین 
مختلف به خوبی ثبت شــده اســت. در HELIX، سیگار 
کشــیدن مادر در دوران بارداری با استفاده از پرسشنامه 
 24 CpG و ســطوح کوتینیــن ادراری مادر مرتبط بــا
منحصربه‌فرد، که نشــان‌دهنده 9 جایــگاه منحصربه‌فرد 
مشــروح به 8 ژن اســت، که تا حد زیادی با CpGهای 
حساس به سیگار توصیف شده همپوشانی دارند، ارزیابی 
 .)6A-C شــکل(  EWAS Atlas/Catalogue شــد. در
مواجهه‌ی کودک با دود ســیگار دیگران نیز با داده‌های 
قبلی همپوشــانی دارد، اما به میزان کمتری نســبت به 
سیگار کشیدن مادر )کودکی خوشه ای شماره 7(. اثرات 
سیگار کشیدن دوره خاص در HELIX در جاهای دیگر 
مورد بررسی قرار گرفته است. آنالیز غنی سازی عملکردی 
مسیرهای زیر را شناسایی کرد: توسعه آکسون، شناخت، 

ســیناپس کولینرژیک، سیگنال دهی انسولین، و چندین 
.)6B-D نوع سرطان )شکل

کادمیوم قبل از تولد )Cd(، یک فلز سنگین، با متیلاسیون 
خــون کودک مرتبط بود و با ســیگار کشــیدن مادر در 
خوشه preg#1 ثبت شــد. آنالیز‌های چند تاثیر محیطی 
برخی از همپوشانی بین این سیگنال‌ها را پیشنهاد کرد. 
 Cd این را می‌توان تا حدی با این واقعیت توضیح داد که
جزء تنباکو اســت و در داده‌های ما مادرانی که ســیگار 
می‌کشــیدند تقریباً دو برابر سطح Cd در مقایسه با غیر 
سیگاری‌ها نشان دادند. با این حال، ما CpG 14 اضافی را 
 .)2A، B بودند )شکل Cd شناسایی کردیم که منحصر به
هنــگام محدود کردن آنالیز ما از Cd مادر به مادران غیر 
ســیگاری )N = 998)، 51 CpG (48 جایگاه( شناسایی 
شد. اینها با اثرات شــناخته شده سیگار کشیدن، و نه با 
 Cd ادرار در خون بزرگسالان یا با Cd های مرتبط باCpG

جفت در بافت جفت همپوشانی نداشتند.
ما همچنین چندین ارتباط بــرای کیفیت هوا در دوران 
کودکی پیدا کردیم کــه بین آلاینده‌های بیرون و داخل 
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شکل 6: تفسیر بیولوژیکی پیوندهای اکسپوزوم-اومیکس از طریق همپوشانی داده‌های پیشین و غنی سازی عملکردی.
الف( همپوشانی ‌CpGهای مرتبط با اکسپوزوم حاملگی )ستون ها( با ‌CpGهای مرتبط با صفات/ مواجهه در کاتالوگ EWAS  )ردیف ها(. 

 .)GO( اونتولوژی ژن )ب( آنالیز غنی‌سازی عملکردی اکسپوزوم حاملگی )ستون‌ها( برای اصطلاحات )ردیف‌ها

ج( همپوشانی CpGهای مرتبط با اکسپوزوم )ستون‌ها( دوران کودکی با CpGهای مرتبط با صفات/تاثیر محیطی در کاتالوگ EWAS )ردیف‌ها(. D تجزیه و تحلیل غنی‌سازی عملکردی 
اکسپوزوم )ستون‌ها( دوران کودکی برای اصطلاحات GO )ردیف‌ها(. متغیرهای مواجهه‌‌ی محیطی، صفات / تاثیر محیطی کاتالوگ EWAS، و اصطلاحات GO بر اساس خوشه بندی 
 p های همپوشانی را نشان می‌دهد. برای آنالیز غنی‌سازی عملکردی، رنگ نشان‌دهنده مقدار‌CpG رنگ تعداد ،EWAS سلسله مراتبی مرتب شده اند. برای همپوشانی با کاتالوگ

تنظیم‌شده log10- غنی‌سازی است. برای تسهیل تجسم، اصطلاحات GO مرتبط را حذف کردیم و مقادیر p تنظیم شده log10> 10- به عنوان 10 کدگذاری می‌شوند.
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همپوشــانی نداشتند. در میان جالب‌ترین موارد، مواجهه 
بــا آلودگی هوای داخل خانه با بنــزن با CpG 9 )دوران 
خوشه‌ای شماره 9( مرتبط بود که یکی از آنها به سطوح 
 .)6C در مطالعات قبلی مربوط می‌شــد )شــکل PM2.5
علاوه بر این، سطوح جذب PM2.5 در داخل خانه، مارکر 
کربن ســیاه/ عنصری ناشــی از احتراق، با متیلاسیون 9 
CpG، از جمله دو مورد مشــترک بــا مواجهه با تنباکو 
)شــکل 6C و A(، و با کاهش سطوح سرمی مرتبط بود. 
آمینو اســیدهای شــاخه دار )BCAA(، آسیل کارنیتین 
C4 و دو اســفنگولیپید )خوشه کودکی شماره 7(. برخی 
از ایــن ارتباطات پس از تنظیم برای ســیگار کشــیدن 

والدین کاهش یافت.

ادرار مســیرهای اصلی قرار  سرم و متابولوم 
مواجهه با آلاینده‌های شیمیایی را نشان می‌دهد.

خوشه کودکی شماره 3 شــامل مصرف ماهی )اطلاعات 
جمع آوری شــده از طریق پرسشــنامه(، فلزات ســمی 
)جیوه )Hg( و آرسنیک )As((، مواد پر و پلی فلوروآلکیل 

شکل 7: شاخص متابولیت منابع غذایی و اکسپوزوم دوران کودکی.
الف( خوشه کودکی شماره 3 شامل ارتباط قابل توجهی بین ماهی و چندین آلاینده )As، جیوه، PFOS( و متابولیت‌های سرم )عمدتاً گلیسروفسفولیپیدها( است. 

ب( خوشه کودکی شماره 6 شامل ارتباط قابل توجهی بین رژیم غذایی )سبزیجات، میوه ها، غلات( و آفت کش‌های ارگانوفسفره )OP( با متابولیت‌های ادراری است. برای قسمت الف 
و ب گره‌های شبکه با رنگ/شکل متفاوتی به تصویر کشیده می‌شوند، بسته به اینکه آن‌ها تاثیر محیطی یا ویژگی‌های یک لایه مولکولی خاص باشند. اگر ارتباط آن‌ها از نظر آماری 

معنی‌دار بود، تاثیر محیطی و یک ویژگی مولکولی با یک لبه مرتبط بودند )آبی اگر مثبت و قرمز اگر منفی بود(. 
داده  پایگاه  اساس  بر  غذایی  رژیم  متابولیت‌ها-دریافت  و  چپ(  سمت  )در   HELIX نمونه‌های  در  گرفتن  متابولیت‌ها-قرار  بین  ارتباط  وجود  اساس  بر  سه‌جانبه  نمودارهای  ج( 
ExposomeExplorer )در سمت راست(. متابولیت‌های سرم و ادرار به ترتیب به رنگ‌های قرمز و زرد و مواجهه‌‌ی محیطی رنگ‌های آبی )ماهی و آلاینده‌ها(، قرمز )مواد شیمیایی آلی 

کلر( یا سبز )مواد شیمیایی غیر پایدار و رژیم غذایی( با توجه به خوشه‌ای که به آن تعلق دارند نشان داده می‌شوند.

)PFAS( و عناصر ضروری غیر ســمی )ســلنیوم )Se( و 
ســزیم )Cs=(، همراه با لیپیدهای سرم حاوی اسیدهای 
چرب غیراشــباع چندگانــه )PUFA( و تری متیل آمین 
N-اکسید ادراری )TMAO(، دی متیل آمین و هومارین 
)شکل 7A(. با استفاده از ارتباط سیستماتیک متابولیت-

رژیم غذایی یافت شــده در مطالعات جمعیتی قبلی که 
در ExposomeExplorer بایگانی شده بود، منشاء غذایی 
این ارتباط متابولیت مواجهه را تأیید کردیم، در این مورد، 
مصرف ماهی و محصولات حیوانی )شــکل 7C(. علاوه بر 
این، مدل‌های چنــد مواجهه‌ی محیطی تأیید کردند که 
بیشــتر این ارتباط‌ها به‌ویژه با جیوه، As و PFAS پس از 
تنظیم رژیم غذایی و ســایر مواجهه‌های مشترک کاهش 
یافتند. ایــن برای TMAO و As که حتی پس از تنظیم 
PCB 180، Hg، Fish و PFUNDA یکــی از قوی ترین 

ارتباط‌ها باقی ماندند، صادق نبود.
به طور مشابه، خوشه کودکی شماره 6 شامل 21 متابولیت 
از 44 متابولیت ادراری اندازه گیری شــده بود، از جمله 
هیپورات، پرولین بتائین و N-متیل نیکوتینیک اسید که 
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بیومارکر شناخته شده مصرف میوه و سبزیجات هستند 
)شکل 7B، C(. این خوشه همچنین شامل آفت‌کش‌های 
ارگانوفسفره )OP( اندازه‌گیری شده در ادرار بود که مسیر 
بالقوه مواجهه با عوامل محیطی را از طریق دریافت رژیم 

غذایی میوه‌ها و سبزیجات پیشنهاد می‌کرد.
همچنین در دوران کودکی خوشه شماره 6، متابولیت‌های 
DiNP را یافتیــم، اعضای خانواده فتالات که عمدتاً برای 
تولید پلاســتیک‌های انعطاف‌پذیر مانند بسته‌بندی مواد 
 DEHP غذایی استفاده می‌شوند. در مقابل، متابولیت‌های
(MEOHP، MEHHP، MECPP، MEHP)، همچنیــن 
فتالات‌هــای موجــود در پلاســتیک، در دوران کودکی 
خوشــه‌ای شــماره 5 ثبت شــدند و با CpG 13 همراه 
بودند، بدون همپوشــانی واضح با صفات/قرارگیری‌های 
گزارش‌شده )شکل 6C). MEOHP و MECPP همچنین 
با تعدادی از اسفنگومیلین‌های سرم ارتباط منفی داشتند 
 SM C16:0، SM C18:0، SM C18:1، SM C20:2،(
SM (OH C16:1 و SM (OH) C14:1(. مواجهــه‌‌ی بــا 
متابولیت‌هــای DEHP و پارابن‌هــا، ترکیبات مصنوعی 
موجود در محصولات مراقبت شخصی، نیز ارتباط منفی 
بــا اســفنگومیلین‌ها (SM (OH) C16:1) و والیــن در 

کودکان نشان داد.

عناصر کمیاب ضروری اجزای کلیدی اکسپوزوم 
هستند

عناصر کمیاب ضروری در موجودات زنده برای اطمینان 
از رشد طبیعی و حفظ عملکردهای بیولوژیکی مورد نیاز 
هستند، اما در صورت وجود بیش از حد می‌توانند سمی 
باشــند. ما 9 عنصر ضروری را در خون کامل اندازه‌گیری 
کردیــم )Co، Cu، Mn، Mo، Na، K، Mg، Zn، Se(، و 
تعداد قابل‌توجهی از ارتباط‌های تاثیر محیطی- اومیکس، 
.)Cu( و مس کودک یافتیم ،)Mo( عمدتاً با مولیبدن مادر

مولیبدن مادر به سطوح متیلاسیون CpG 72 مربوط بود 
که نشان دهنده 63 جایگاه بود. هیچ مجموعه ژن مرتبطی 
برای ژن‌های مشروح شده در این CpG 72 شناسایی نشد، 
اما 13 مورد از آنها قبلًا مربوط به ســن حاملگی بوده اند 
)شــکل 6A(. مو به عنوان یک عامل مشترک از 4 آنزیم 
انسانی که در واکنش‌های کلیدی مختلف از جمله تنظیم 
آمینو اســیدهای حاوی گوگرد مانند متیونین نقش دارند 
عمل می‌کند. در مجموعه داده ما، مو مادر با سطوح بالاتر 

متیونین در دوران کودکی همراه بود.
مــس کودک بــا 89 ویژگی مولکولی مرتبــط بود که در 
لایه‌هــای مختلف اومیکس توزیع شــده اســت )دوران 
خوشــه‌ای شــماره 2(. یکی از ارتباطات با کمترین مقدار 
p با افزایش ســطح پروتئین واکنشــی C (CRP)، نشانگر 
التهــاب بود. علاوه بر ایــن، CpGهای مرتبط با مس قبلًا 
با چاقی، دیابت نوع 2 و آرتریــت روماتوئید، یک اختلال 
 )6C التهابی مزمن، در میان دیگران مرتبط بوده اند )شکل
مسیرهای غنی شده برای مس شامل: پاسخ ایمنی، ذخیره 
چربی و جداسازی یون‌های فلزی )شکل 6C) 6D(. تنظیم 
برای قرار گرفتن در معرض همزمان )به عنوان مثال سرب( 

به طور قابل توجهی این ارتباط را تغییر نداد.
علاوه بر ایــن، در دوران کودکی، ســایر عناصر کمیاب 
ضروری با ویژگی‌های مولکولی متعدد بدون همپوشــانی 
بین آنها همــراه بودند، همانطور کــه انتظار می‌رفت به 
دلیل نقش‌های اساســی ذاتی آنها. به عنوان مثال، روی 
)Zn( با رونویسی بالاتر CA1 )کربنیک انیدراز 1( مرتبط 
 + Zn2 بود، کــه بیان آن تحت تأثیر در دســترس بودن
شــناخته شده اســت و از Zn2 + به عنوان یک کوفاکتور 

برای فعالیت آنزیمی خود استفاده می‌کند.

شــرایط آب و هوایی با تاثیر در تمام لایه‌های 
اومیکس همراه است

شــرایط آب و هوایی یا عوامل هواشناسی )دما، رطوبت، 
پوشــش ابر و فشار اتمســفر(، به ویژه، زمانی که شدید، 
تعیین کننده قوی ســامت و مرگ و میر هستند. با این 
حال، هیچ مطالعه‌ای برای ارزیابی سیستماتیک تأثیر آنها 
بــر فنوتیپ‌های مولکولی وجود ندارد. ما شــرایط آب و 
هوایی را از طریق اطلاعات جغرافیایی همراه با داده‌های 
ایستگاه‌های هواشناسی تخمین زدیم. در دوران کودکی، 
شــرایط آب و هوایی در طول یک ماه قبل از اندازه‌گیری 
اومیکــس با تمام لایه‌های مولکولی، به جز متابولوم ادرار 
)دوران خوشــه‌ای شــماره 4( مرتبط بود. متابولیت‌های 
سرمی مرتبط با متغیرهای هواشناسی شامل تورین، دی 
 C5 آسیل کارنیتین ،)ADMA( متیل آرژینین نامتقارن
و سروتونین بودند که قبلًا به عنوان بیومارکر محرومیت 
از خواب، ریتم شــبانه روزی و علت شناســی افسردگی 
گزارش شــده بودند. آنها همچنین با سه پروتئین مرتبط 
بودنــد: آدیپونکتیــن، MCP1 و HGF آدیپونکتین، یک 
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تنظیم کننــده ضــروری گرمازایی با رطوبــت افزایش 
می‌یابد )در اروپا در زمســتان بیشــتر اســت( و با اشعه 
ماوراء بنفش کاهش می‌یابد )در تابســتان بیشتر است(. 
این مطابق با مطالعات قبلی اســت که نشان می‌دهد قرار 
گرفتن در معرض دمای ســرد به مدت 2 ســاعت باعث 
افزایش سطح آدیپونکتین پلاسما می‌شود. بزرگی برخی 
از این ارتباطات )کارنیتین C5، آدیپونکتین، سروتونین( 
پس از مواجهــه با  بیســفنول A (BPA)، که قبلًا برای 
کاهش انتشــار آدیپونکتین وجود داشــت، بیش از 50٪ 
کاهش یافت. در نهایت، CpGهای مرتبط با شــرایط آب 
و هوایی با CpGهای گزارش شده برای عفونت، در میان 
دیگران همپوشــانی دارند )شکل 6C(. و ژن‌های مربوط 
به دما برای پاســخ سلولی به اینترفرون نوع I غنی شدند 
)شکل 6D(. بیماری‌های عفونی از الگوهای فصلی پیروی 
می‌کنند و در شــرایط خاص هواشناسی شیوع بیشتری 
دارنــد، همانطور که اخیراً در امــواج مختلف همه‌گیری 

COVID-19 نشان داده شده است.

تغییرات  و   )POPs( پایــدار  آلی  آلاینده‌های 
مولتی اومیکس در کودکان

 PCB 118 در کودکان، به ویژه POPs ما دریافتیم کــه
 ،PCB 138 (14) و HCB (28) ،)شبه دیوکسین )69 رابطه
با متیلاسیون DNA، متابولیت‌های سرم و پروتئین‌های 
پلاســما )IL1B و لپتیــن( در گروه‌بندی خوشــه‌های 
دوران کودکی مرتبط هســتند )شــکل 5(. قبلًا گزارش 
شــده بود که CpGs در این خوشــه به بیماری التهابی 
آرتریت روماتوئید مربوط می‌شود و IL1B و لپتین توسط 
بافت چربی همانطور که در بالا توضیح داده شــد تولید 
می‌شــوند. ما همچنین یک ارتباط مثبت منحصر به فرد 
PCB 180 و TMAO ادراری را مشــاهده کردیم، بدون 
هیچ گونه ارتباط دیگری با سایر متابولیت‌های مرتبط با 

ماهی که در بالا توضیح داده شد.

تکرار ارتباط‌های اکسپوژر-ومیک در لایه‌های 
مولکولی و ماتریس‌های بیولوژیکی

ما بررسی کردیم که آیا ارتباط اکسپوزوم دوران کودکی 
با متیلاســیون DNA، بیــان ژن و miRNA که همه در 
سلول‌های خون ارزیابی شده‌اند، به ژن‌های یکسانی اشاره 
می‌کنند یا خیر. برای هر CpG، ما متیلاسیون‌های صفت 

کمی با بیان ســیس )eQTMs(، به معنای همبســتگی 
بین بیان ژن و متیلاســیون DNA را شناســایی کردیم. 
از CpG 187 مرتبط با اکسپوزوم دوران کودکی، 9 مورد 
eQTMs در مجموع 11 ژن داشــتند. با این حال، هیچ 
یک از این ‌eQTMها به طور اسمی با مواجهه‌های مشابه 
با سایت CpG همراه نبودند. همچنین با استفاده از ابزار 
miRwalk v3، ژن‌هــای هدفمند miRNA 49 مرتبط با 
اکســپوزوم دوران کودکی را جستجو کردیم. هفده ژن از 
1267 ژن مورد نظر با همان مواجهه‌ی miRNA اصلی و 
در جهت مورد انتظار )سطوح miRNA بالاتر - بیان ژن 
کمتر( مرتبط بودند. آنها شامل 7 نوردهی منحصر به فرد 
)Cd، Cu، K، PFOA، فضاهای آبی و عوامل هواشناسی( 

و miRNA 9 منحصر به فرد بودند.
همچنین همپوشــانی ارتباطات مواجهه‌ی دوران کودکی 
را برای 12 متابولیت )اســیدهای آمینه، گلوکز، کارنیتین 
و کراتینیــن( که هم در ادرار و هم در ســرم اندازه‌گیری 
شده بودند، مقایســه کردیم. در اهمیت اسمی، ٪27.3 از 
انجمن‌های ادرار در سرم تکرار می‌شود. و %7 از انجمن‌های 
ســرمی در ادرار تکرار می‌شــود. جای تعجب نیست که 
پیوندهای تکراری متابولیت‌هایی با بالاترین همبستگی بین 
ماتریس‌ها )کارنیتین، گلیسین و کراتینین( را شامل می‌شود.

بحث
ایــن اولیــن مطالعه اکســپوزومی اســت که بــه طور 
سیستماتیک طیف وسیعی از مواجهه‌های محیطی را در 
دوره‌های آسیب‌پذیر اولیه زندگی با تاثیر مولتی اومیکس 
در دوران کودکــی مرتبــط می‌کند. مــا 1170 ارتباط 
منحصر به فــرد بین مواجهه‌‌ی محیطــی و ویژگی‌های 
مولکولــی، 249 مربوط بــه بــارداری و 921 ارتباط با 
مواجهه‌‌ی محیطــی دوران کودکی را مشــاهده کردیم. 
این مطالعه با تقســیم این ارتباطات به خوشه‌های شبکه 
برای تجسم و با انجام تفســیر بیولوژیکی سیستماتیک، 
پاســخ‌های بیولوژیکی بالقوه و منابع مواجهه‌‌ی محیطی 
را نشان می‌دهد. یافته‌های ما تغییرات متیلاسیون مداوم 
مرتبط با ســیگار کشیدن مادر در بارداری و منابع اصلی 
مواجهه‌‌ی محیطی آلاینده‌های شــیمیایی از طریق رژیم 
غذایــی را بر اســاس بیومارکرهای مرتبط بــا غذا تأیید 
می‌کنــد. علاوه بر این، مــا ارتباطات جدیــد به ویژه با 
عناصر کمیــاب ضروری، شــرایط آب و هوایی، کیفیت 
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هوای داخل ســاختمان، آلاینده‌های پایــدار، فتالات‌ها 
و پارابن‌ها شناســایی می‌کنیم. منبع جامــع ما از همه 
ارتباطات (/https://helixomics.isglobal.org) اولین در 
نوع خود اســت و برای هدایت تحقیقات آینده در مورد 

آثار بیولوژیکی اکسپوزوم اولیه زندگی مفید خواهد بود.
کاتالوگ وب ما چندین کاربــرد دارد: ایجاد بیومارکرها، 
شناســایی منابع تاثیرات محیطی و درک مکانیسم‌های 
بیولوژیکی. داده‌های تولید شــده در این مطالعه منبعی 
برای توســعه بیومارکرهــای اپی ژنتیکــی مواجهه‌های 
گذشته فراهم می‌کند. به عنوان مثال، به طور کلی اعتقاد 
بر این بود که عنصر ضروری مولیبدن )Mo( برای سلامت 
انسان بی خطر است. با این حال، شواهد فزاینده‌ای وجود 
دارد که نشــان می‌دهد Mo بیش از حد با اثرات رشدی 
و با پیامدهای نامطلوب ســامتی مرتبط اســت. در این 
مطالعه، ســطوح مادری Mo با تغییرات متیلاســیون در 
تعداد قابل توجهی از CpGهــا مرتبط بود که حداقل تا 
دوران کودکی )زمانی که آنها را شناسایی کردیم( پایدار 
بود. متیلاسیون در این ‌CpGها می‌تواند برای پیش بینی 

سطوح تاثیر قبل از تولد استفاده شود.
همچنیــن، مطالعه ما توانایی متابولومیک را برای انعکاس 
دقیق منابع غذایی و اثــر میکروبی روده بالقوه مواجهه‌‌ی 
محیطی نشــان می‌دهــد. قوی‌تریــن و مهم‌ترین ارتباط 
در میــان تمــام اکســپوزومی‌های آزمایش‌شــده برای 
As و Hg بــا تری‌متیــل آمین-N-اکســید )TMAO( و 
گلیسروفسفولیپیدها پیدا شد. بسیاری از این روابط، به جز 
رابطه‌ی TMAO-As، پــس از تنظیم برای مصرف ماهی 
و ســایر ترکیبات مرتبط با ماهی ضعیف شدند. در واقع، 
قبلًا ثابت شــده بود که TMAO بیــن مصرف کم ماهی 
تفاوت قائل اســت، در حالی که هومارین )یک متابولیت 
موجود در ماهیچه صدف‌ها( برای مصرف زیاد/غیر صدف 
در جمعیت‌هایی با مصرف غذاهای دریایی بالا مانند اسپانیا 
و ژاپن بود. TMAO- به عنوان ارتباطی که پس از تنظیم 
مواجهه با ماهی، قوی‌ترین ارتباط باقی ماند، نقش مستقل 
میکروبیوم روده را نیز نشــان می‌دهــد. این یافته مطالعه 
قبلی ما را بر روی زنان باردار از گروه INMA اسپانیا تایید 
می‌کند. شواهد دیگر نشــان می‌دهد که میکروبیوم روده 
ممکن است متابولیسم آرسنیک و حساسیت رشد عصبی 
را نسبت به این مواجهه تغییر دهد. نکته مهم این است که 
در این مطالعه نشان می‌دهیم که بسیاری از مواد شیمیایی 

انسان‌زا از طریق رژیم غذایی )در این مورد مصرف میوه و 
ماهی( به بدن منتقل می‌شوند، که اثر بیولوژیکی آن ممکن 
اســت توســط میکروبیوم روده تغییر کند و به پیچیدگی 
پروفایل‌های متابولومیک در نمونه‌های زیســتی انســانی 
اضافه کند. ایجاد شبکه گسترده ای از فعل و انفعالات مواد 
مغذی-آلاینده که کاملًا ناشناخته باقی مانده و با روش‌های 

ارزیابی مرسوم به خوبی تعریف نشده است.
در میان مارکرهای مولکولی جدید شناســایی شده، شش 
گروه از مواجهه‌‌ی محیطی مکانیسم‌های بیولوژیکی قابل 
قبولی برای بیماری را برجســته می‌کنند. اول، مس یک 
عنصــر کمیاب ضروری برای فرآیندهای ســلولی متعدد، 
از جمله تنفس میتوکندری، دفاع آنتی اکســیدانی، سنتز 
انتقال دهنده‌های عصبی، و متابولیســم آهن اســت. در 
مطالعات قبلی HELIX، مس با چندین پیامد ســامتی 
مانند عملکرد ضعیف‌تر ریه، BMI و فشــار خون بالاتر، و 
افزایــش علائم ADHD مرتبط بوده اســت، و در اینجا ما 
مســیرهای مختل بالقوه‌ای را نشــان می‌دهیم که ممکن 
اســت این ارتباط‌ها را واســطه کند: پاسخ ایمنی، ذخیره 
چربــی و جداســازی از یون‌های فلزی دوم، مســیرهای 
شناسایی شده برای دود تنباکو )توسعه آکسون، شناخت، 
سیناپس کولینرژیک، سیگنال دهی انسولین و چندین نوع 
ســرطان( به طور مشابه با اثرات ســیگار کشیدن مادر بر 
 HELIX پیامدهای سلامتی شناسایی شــده در کودکان
)فشــار خون و BMI بالاتر، و افزایش مشکلات رفتاری(. 
ما تصدیق می‌کنیم که همانطور که متیلاسیون DNA در 
خون اندازه گیری شد، شناسایی مسیرهای مربوط به سایر 
بافت‌ها )به عنوان مثال رشد مغز و آکسون( باید با احتیاط 
مورد تجزیه و تحلیل قرار گیــرد. اگر مواجهه‌‌ی محیطی 
در اوایل رشد اتفاق بیفتد، ممکن است علائم متیلاسیون 
DNA در سراســر بافت‌ها حفظ شــود یا ژن‌های یکسان 
در مسیرهای مختلف در بافت‌های مختلف دخیل باشند. 
ســوم، کیفیت هوای داخل ساختمان در دوران کودکی با 
مارکرهای متابولیک )BCAA و آســیل کارنیتین( مرتبط 
بود. مطالعه HELIX اولیــن موردی بود که ارتباطی بین 
آلودگــی هوای داخــل خانه و چاقی کــودکان پیدا کرد. 
متابولیســم نامنظم BCAA و آسیل کارنیتین‌ها با چاقی 
و مقاومت به انســولین در مطالعات متعدد مرتبط بوده و 
در شــرکت کنندگان چاق جوانی که در معرض آلودگی 
هوای نزدیک جاده قرار داشــتند، شناســایی شده است. 
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تغییر متابولیســم BCAA و آسیل کارنیتین ممکن است 
یک بیومارکر مهم برای مطالعه بیشتر در رابطه با آلودگی 
هــوا و خطر بیمــاری قلبی-متابولیــک در زندگی بعدی 
باشد. چهارم، ‌POPها به طور مداوم با پیامدهای نامطلوب 
بهداشــتی مرتبط بوده اند. علاوه بــر ارتباطی که احتمالاً 
بــا توزیع چربــی در کودکان مرتبط اســت، ما همچنین 
یــک ارتباط مثبت بیــن PCB 180 و TMAO، محصول 
میکروبیوتــای روده و فعالیت آنزیم مونوکســیژناز حاوی 
فلاوین کبدی )FMO3( مشاهده کردیم. این ارتباط قبلًا 
در حیوانات و انســان گزارش شده بود و مستقل از منابع 
غذایی مشترک بالقوه PCBs و TMAO و BMI ظاهر شد. 
در حال حاضر، TMAO به عنوان یک عامل ایجاد کننده 
بیماری قلبی عروقی پیشــنهاد شــده است، اما تحقیقات 
بیشتری در مورد پیوند مکانیکی بین PCB، فعالیت / بیان 
FMO3 و پیامدهای قلبی عروقی مورد نیاز است. پنجم، ما 
ارتباط‌هایی با فتالات‌ها و پارابن‌ها با وزن مولکولی بالا پیدا 
کردیم، این ترکیبات مصنوعی هســتند که به سرعت در 
بدن متابولیزه می‌شوند و مشکوک به اختلالات غدد درون 
ریز هستند و به شیوه‌ای خاص بر سلامتی تأثیر می‌گذارند. 
مواجهه با فتالات‌ها بیشــتر از طریق رژیم غذایی، بلعیدن 
گرد و غبار و تا حدودی از طریق استنشاق اتفاق می‌افتد. 
امضای متابولیک فتالات‌ها و پارابن‌ها به وضوح به الگوهای 
غذایی مربوط نمی شود، بلکه به یک مسیر متابولیک درون 
زا، اســفنگومیلین ها، که اجزای لیپیدی ســاختاری مهم 
غشای سلولی درگیر در سیگنال دهی هستند و در بسیاری 
از اختلالات دخیل هســتند، مربوط می‌شود. گزارش شده 
است که واسطه‌های بیوسنتز اسفنگوزین و والین در زنان 
بــاردار در معرض فتــالات و پارابن افزایش یافته اســت. 
ششم، نتایج ما همچنین بینش‌هایی درباره مکانیسم‌های 
بالقوه عمل برای شــرایط آب‌وهوایی ارائه می‌دهد: به نظر 
می‌رســد که اثرات مســتقیم )مانند تنظیم گرمازایی( و 
اثرات غیرمستقیم )مثلًا تعیین سایر مواجهه‌ها مانند بقای 
ویروس( دارند، یا می‌توانند نشان دهنده‌ی متغیرهای دیگر 
باشند. )به عنوان مثال ســاعات روشنایی روز یا تغییرات 
رژیم غذایی به دلیل تغییرات فصلی(. بررســی شــرایط 
هواشناســی در مجموعه داده‌های اومیکس طولی بزرگتر 
که الگوهای فصلی را پوشش می‌دهند برای روشن کردن 

مکانیسم‌های علی نهایی مورد نیاز است.
مطالعه ما نشان می‌دهد که انتخاب لایه مولکولی و ماتریس 

بیولوژیکی در طراحی مطالعات اکسپوزومی کلیدی است. 
بیشــتر ارتباط هایی که ما برای اکسپوزوم حاملگی پیدا 
کردیم، متیلوم بود )٪70 از ارتباط‌های مشــاهده شــده(. 
این مطابق با مقالات قبلی اســت که نشــان می‌دهد اپی 
ژنوم به عنوان منبع اصلی "حافظه" و پلاستیسیته سلولی 
عمل می‌کند. اگرچه، ممکن است تا حدی ماهیت طراحی 
مطالعه و پوشش اومیکس ما را منعکس کند )یعنی تعداد 
مارکرهای تحلیل شده در هر لایه اومیکس و همبستگی‌های 
درون اومیکس آنها(. در مقابل، مواجهه‌های اخیر در دوران 
کودکی با ویژگی‌هایی در تمام لایه‌های اومیکس همراه بود. 
شواهد تا به امروز نشان می‌دهد که متابولوم به طور خاص 
به شــدت تحت تأثیر محیط مستقیم قرار دارد و بنابراین 
ممکن اســت برای تشخیص ارتباط در تنظیمات مقطعی 
حساس تر باشد. با این وجود، بسیاری از ارتباطات مقطعی 
با متیلوم یافت شد و، اگرچه کمتر، ارتباط طولانی مدت با 
سایر اومیکس نیز یافت شد. علاوه بر این، مطابقت کم بین 
متیلوم و miRNAome با رونوشت پیچیدگی بالای تنظیم 
رونویســی را برجسته می‌کند و نشان می‌دهد که هر لایه 
مولکولی ممکن است پنجره‌ای از اثرات اکسپوزوم را بگیرد. 
یافته‌های ما همچنین اهمیت ماتریس بیولوژیکی را نشان 
می‌دهد. اگرچه به دلیل استفاده از پلتفرم‌های مختلف برای 
ارزیابی آنها، نمی‌توانیم مقایسه جامعی از متابولوم‌های ادرار 
و ســرم انجام دهیم، در میان متابولیت‌های قابل مقایسه، 
تنها تعداد کمی از آنها ارتباط ثابتی با اکسپوزوم در هر دو 
ماتریس بیولوژیکی نشان دادند. بنابراین، هم ماتریس‌های 
بیولوژیکــی و هم ماتریس‌های دیگــر باید به طور ایده‌آل 
در مطالعات اکسپوزوم مورد بررسی قرار گیرند و اطلاعات 
تکمیلی را ارائه دهند. در نهایت، ما همپوشانی کمی را در 
ارتباط برای مواجهه با حاملگی و دوران کودکی مشــاهده 
کردیم، که احتمالاً به دلیل همبســتگی کم مواجهه بین 
دوره‌ای، تفاوت در مســیر مواجهه‌‌ی محیطی یا دوز بین 
دوره‌ها، و پویایی پاســخ مولکولی است )یعنی مطالعه ما 
قادر به ثبت پاسخ‌های بلند مدت اکسپوزوم حاملگی است 
اما فقط پاســخ‌های کوتاه مدت اکسپوزوم دوران کودکی(. 
این امر اهمیت پنجره‌های مواجهه و انتخاب چارچوب دوره 

زندگی برای مطالعات اکسپوزومی را برجسته می‌کند.
مطالعه ما دارای نقاط قوت متعددی اســت. اول، ارزیابی 
جامــع مواجهه‌های محیطــی در دو دوره زمانی حیاتی 
توســعه، از جمله بیومارکرهای بســیار حســاس برای 
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بســیاری از مواجهه‌های شــیمیایی و مدل‌سازی فضایی 
وسیع از محیط بیرون و محیط ساخته شده. دوم، ارزیابی 
گســترده مولتی اومیکس فنوتیپ‌های مولکولی. ســوم، 
پوشش جغرافیایی گسترده و حجم نمونه نسبتاً بزرگ که 
توانستیم بسیاری از نوردهی‌ها و ویژگی‌های اومیکس را 
اندازه‌گیری کنیم. در نهایت، ما چندین آنالیز حساسیت 
را انجام دادیم کــه تأیید می‌کردند یافته‌ها از نظر اجداد 
و zBMI قوی هســتند، به اســتثنای برخی از ترکیبات 

مواجهه چربی دوست و ویژگی‌های مولکولی خاص.
مطالعــه ما نیز محدودیــت هایــی دارد. اول، پلتفرم‌های 
اومیکس دارای سوگیری پوشــش و مسائل تفسیرپذیری 
 LC-MS/MS بیولوژیکی هســتند. به عنوان مثال، روش
(Biocrates) پوشــش کم دارد و ترکیــب زنجیره جانبی 
اســید چرب خاصی را برای لیپیدها ارائه نمی دهد، اما به 
طور گسترده در مطالعات کوهورت بزرگ استفاده می‌شود 
و اندازه گیری‌های قابل تکرار با حاشیه نویسی بدون ابهام 
را ارائه می‌دهد که به راحتی قابل مقایسه با مطالعات دیگر 
ما متذکر شدیم که لایه‌های مولکولی اضافی و فناوری‌های 
اومیکس مورد علاقه برای مطالعات اکسپوزومی آینده وجود 
دارد که در مطالعه ما گنجانده نشده‌اند، مانند متاژنوم روده، 
طیف‌سنجی جرمی با وضوح بالا حساس یا روش‌های تک 
ســلولی. علاوه بر این، تأثیر تنوع ژنتیکی، به تنهایی یا در 
ترکیب با اکســپوزوم، در این مطالعه در نظر گرفته نشــد. 
دوم، تاثثیرات مختلف با انواع و سطوح مختلف خطای اندازه 
گیری اندازه گیری می‌شــوند. به عنوان مثال، سطوح ادرار 
مواد شــیمیایی غیر پایدار دارای تنوع درون فردی بالایی 
اســت و انتظار مــی‌رود که به‌ویژه از خطــای اندازه‌گیری 
کلاســیک که منجر به ســوگیری میرایی می‌شــود، رنج 
ببرد. اســتراتژی‌های نمونه‌گیری مکرر و طرح‌های طولی، 
ممکن است به از هم گســیختگی اثرات متابولیک پایدار 
مختل‌کننده‌های غدد درون ریز پیشــنهاد شده در مطالعه 
ما کمک کند. انتظار می‌رود مواجهه‌های اندازه گیری شده 
توسط مدل‌ها و پرسشنامه‌ها از انواع دیگر خطاهای اندازه 
گیری با اثرات قابل پیش بینی کمتر رنج ببرند. علاوه بر این، 
ماهیت همبسته اکسپوزوم، شناسایی مواجهه‌ بارانندگی را 
دشوار می‌کند. در اینجا ما سعی کردیم اثرات را با مدل‌های 
متقابل تنظیم شده یا طبقه بندی شده جدا کنیم. به عنوان 
مثال، با اجرای مدل‌های طبقه‌بندی شــده در مادران غیر 
ســیگاری، اثرات اختصاصی Cd را شناسایی کردیم. علاوه 

بر دود تنباکو، کادمیوم ممکن اســت منشــأهای دیگری 
مانند برنج، ســیب زمینی و گندم داشته باشد، زمانی که 
به طور مکرر در مقادیر زیاد مصرف شود. هدف رویکردهای 
مخلوط یا چنــد آلاینده برای مقابله با این موضوع به طور 
سیســتماتیک است، با این حال، اینها هنوز برای مجموعه 
داده‌های اومیکس با ابعاد بالا مانند ما مناسب نیستند. سوم، 
مقایسه ما با ادبیات قبلی و تحلیل‌های غنی‌سازی عملکردی 
توسط سوگیری موجود در پایگاه‌های داده عمومی محدود 
شــده است. چهارم، اگرچه اکثر مطالعات اپیدمیولوژیک از 
نمونه‌های بیولوژیکی اســتفاده می‌کنند که به آسانی برای 
اندازه‌گیری پروفایل‌های اومیکس در دسترس هستند، اما 
اینها ممکن است بافت هدف ایده‌آل برای پیامدهای سلامت 
مربوطه نباشند. پنجم، برخی از ارتباط‌ها ناهمگونی بالایی را 
در بین گروه‌ها )مانند رطوبت و سروتونین( نشان دادند. این 
را می‌توان با ســطوح مختلف مواجهه، همبستگی متفاوت 
با عوامل مخدوش کننده، یا حجم نسبتاً کوچک نمونه در 
هر گروه توضیــح داد. در نهایت، اگرچه مدل‌های ما برای 
عوامل مخدوش‌کننده تنظیم شده‌اند، ممکن است همچنان 
مخدوش‌کننده باقیمانده وجود داشــته باشد و پیوندهای 
علـّـی باید از طریق مداخلات، تحلیل‌های تصادفی‌ســازی 
 in vivo/in مندلــی، مطالعات متقابل متنی یا مدل‌هــای

vitro اثبات شوند.
برای نتیجه‌گیــری، این اولین مطالعه جامع از شــاخص 
مولتی اومیکس اکســپوزوم اولیه زندگی نشــان می‌دهد 
که فنوتیپ‌های مولکولی می‌توانند پاســخ‌های بیولوژیکی 
یا منابــع مواجهه‌های محیطی را در زمــان اولیه زندگی 
نشــان دهند. علاوه بر یافته‌های اصلی شــرح داده شده 
در اینجا، کل کاتالوگ نتیجه در دســترس عموم اســت 
(/https://helixomics.isglobal.org) که امکان کاوش در 
فهرست کامل روابط اکسپوزوم-اومیکس را فراهم می‌کند. 
با اطلاعات غنی از اکســپوزوم و مولکولی موجود، ما منبع 
ارزشمندی را در اختیار جامعه علمی برای توسعه و اعتبار 
ســنجی بیومارکرهای مواجهه و پاســخ، شناسایی منابع 
غذایــی ، بهبود درک خود از علت شناســی بیماری و در 

نهایت ارتقای سیاست‌های سلامت عمومی قرار می‌دهیم.

منبع:
https://www.nature.com/articles/s41467-022-
34422-2
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شناسایی زیرگروه‌های استئوسارکوم با پیش آگهی 
متمایز و درمان طبقه‌بندی شده با استفاده از آنالیزهای 

مولتی اومیکس

نجمه شجاعی 1
 1- کارشناسی علوم آزمایشگاهی، دانشگاه کرمان، ایران
پژوهشگر مرکز تحقیقات پزشکی شخصی آمیتیس ژن

چکیده
استئوســارکوم )OS( یک تومور بدخیم اولیه اســتخوان 
است که بیشتر کودکان، نوجوانان و جوانان را تحت تاثیر 
قرار می‌دهد. در اینجا، ما به طور جامع داده‌های ژنومی، 
اپی ژنومیک و ترنسکریپتومیکس 121 بیمار OS را آنالیز 
می‌کنیم. جهش‌های ســوماتیک در گروه متنوع هستند 
و تنهــا TP53 به طور قابل توجهی جهش یافته اســت. 
از طریق خوشــه‌بندی یکپارچه بــدون نظارت داده‌های 
مولتی اومیکس، ما OS را به چهار زیرگروه با ویژگی‌های 
مولکولــی متمایــز و پیش‌آگهــی بالینــی طبقه‌بندی 
،)S-IA( سیســتم ایمنــی فعال شــده )می‌کنیــم: )1 
)2( سیســتم ایمنی سرکوب شــده(S-IS)، (3) کمبود 
 MYC )4( و ،)S-HRD( نوترکیبــی همولــوگ غالــب
رانــده )S-MD(. تقویــت MYC با تومورهــای مهارتی 
HR با امضای فسفوریلاسیون اکســیداتیو بالا که منجر 
به مقاومت در برابر شــیمی درمانی نئوادجوانت می‌شود 
شناسایی می‌شود. اهداف درمانی بالقوه برای هر زیرگروه، 
از جمله شیمی درمانی مبتنی بر پلاتین، مهارکننده‌های 
ایســت بازرســی ایمنی، ضــد VEGFR، ضد MYC و 
 PARPi اســتراتژی‌های کشــنده مصنوعی مبتنی بــر
شناسایی می‌شــوند. خصوصیات یکپارچه جامع ما منبع 
ارزشمندی را فراهم می‌کند که درک ما از این بیماری را 
عمیق تر می‌کند و ممکن است راهبردهای بالینی آینده 

را برای درمان دقیق OS راهنمایی کند.

مقدمه
سرطان اســتخوان و مفاصل ســومین علت مرگ ناشی 
از ســرطان در میان کودکان، نوجوانان و جوانان اســت. 
به عنوان شــایع ترین نئوپلازی استخوان، استئوسارکوم 
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)OS( که تقریباً 35 درصد از تومورهای بدخیم استخوان 
اولیه را تشــکیل می‌دهد. شــیمی درمانی نئوادجوانت و 
پیشرفت در تکنیک‌های جراحی منجر به بهبود چشمگیر 
در میــزان بقای کلی تا نزدیک به ٪70 شــده اســت. با 
این حال، پیشرفت بیشــتر در بقای 5 ساله به طور قابل 
ملاحظه ای در طول چهار دهه گذشته بدون تغییر بوده 

است و رویکردهای درمانی فوری مورد نیاز است.
مطالعات پیشــگامانه قبلی در دهه گذشته درک ما را از 
اســاس مولکولی OS گســترش داده است. همانطور که 
 OS قبلًا گزارش شده بود، اغلب ژن‌های جهش یافته در
TP53 و RB1 بودنــد. مناطق متعددی از تغییرات تعداد 
کپی سوماتیک کشف شده اســت، از جمله امپیلی فای 
 TP53، RB1 و همچنین حذف ،AKT و ،MYC، CCNE
و PTEN. با این حال، آن مطالعات عمدتاً بر روی تک یا 
دو تکنیک اومیکس متمرکز بودند که دانش محدودی از 
زیربنای بیولوژیکی یکپارچه این بیماری ارائه می‌کردند. 
بنابراین داده‌هــای اومیکس متنوع یکپارچه در ارتباط با 

اطلاعات بالینی به فوریت مورد نیاز است.
در اینجــا، مــا گــروه بزرگــی از 121 بیمــار OS را از 
 )SGH-OS بیمارســتان عمومی شــانگهای )هم‌گروهی
 DNA آنالیز تعداد کپی ،DNA با اســتفاده از توالی‌یابی
مبتنی بر آرایه، پروفایل متیلاســیون DNA و توالی‌یابی 
mRNA ارائه می‌کنیم. از طریق یکپارچه سازی داده‌های 
مولتی اومیکس، ما یک چشم انداز ژنومیک، اپی ژنومیک 
و ترنسکریپتومیکس جامع از OS به دست آوردیم و چهار 
زیرگــروه مولکولی متمایز با عوامــل انکوژنیک متنوع را 
کشف کردیم. ما تنوع پیامدهای بالینی و مداخله هدفمند 
هر زیرگروه را بررسی کردیم. مطالعه ما بینشی در مورد 
بیولوژی این بیماری و راه‌هــای بالقوه برای رویکردهای 

پزشکی دقیق آینده در OS ارائه می‌دهد.

نتایج
SGH-OS ویژگی‌های بالینی و مولکولی گروه

گروه SGH-OS حــاوی داده‌های مولکولی و بالینی کل 
121 بیمار اولیه OS با مرحله اننکینگ IIB و III اســت. 
همه نمونه‌ها مجدداً توســط دو متخصص پاتولوژیک به 
صورت جداگانه بر اساس سیســتم طبقه بندی سازمان 
جهانی بهداشــت )2020( بررسی و تأیید شدند. به طور 
خاص، 102 بیمار با گونه‌های تومور برداشــته شــده با 

جراحی و گلبول‌های ســفید همســان با توالی‌یابی کل 
اگزوم )WES( مشخص شدند. ترنسکریپتوم 96 بیمار با 
تعیین توالی RNA (RNA-seq) مشخص شد. متیلاسیون 
DNA و پروفایل‌های تعداد کپی از 114 بیمار با استفاده 
 BeadChip EPIC Illumina Infinium (850 K) از آرایه
تولید شد. علاوه بر این، تغییرات تعداد کپی در 50 بیمار 
توســط ریزآرایه Affymetrix OncoScan تایید شــد. 
ســن تشخیص اولیه بین 6 تا 67 ســال بود و 63 بیمار 
)٪52.1( کــودکان یا نوجوانان بودند )زیر 18 ســال(. از 
این تعداد 58 نفــر )%47.9( زن و 63 نفر )%52.1( مرد 
بودند. میانگین پیگیری 34.9 ماه بود و میزان بقای کلی 
مورد بررســی قرار گرفت. از بین 121 شرکت‌کننده، 61 
بیمار )%50.4( حوادث متاستاتیک دوردست داشتند، 35 
بیمار )%28.9( عود موضعی داشتند و 43 بیمار )35.5%( 
در آخرین پیگیری فوت کرده بودند. تأثیر ســن، جنس، 
موقعیت تومور، مرحلــه Enneking و نوع پاتولوژیک بر 

پیش آگهی بالینی مورد آنالیز قرار گرفت.

OS چشم انداز جهشی بیماران
در مجمــوع 107 تومــور و 105 نمونه گلبول ســفید 
همســان از 102 بیمار OS تحت WES قرار گرفتند. به 
طور کلی، ما طیف متنوعی از ژن‌های ســرطانی جهش 
یافته در OS را تعریف کردیم. مقایسه تومور با گلبول‌های 
ســفید 6381 ژن جهش یافته را شناســایی کرد. تعداد 
متوســط وریته‌های غیرخاموش در هر نمونه 33 بود که 
نسبتاً کمتر از پان-سرطان ایجاد شده در TCGA بود. بار 
جهشی تومور میانه SGH-OS 1.4 (TMB) در هر مگاباز 
 OS کلی بین TMB بــود و تفاوت معنی داری در )Mb(

نوجوانان، بزرگسالان جوان و سالمندان وجود نداشت.
در میان مســیرهای ســیگنال دهی مرتبط با سرطان با 
 RAS، NOTCH، اهــداف درمانی بالقــوه، مســیرهای
WNT، Hippo، PI3K و MYC عمدتــا تحت تأثیر قرار 
گرفتنــد. علاوه بر این، گروه SGH-OS فرکانس نســبتاً 
کمتــری جهــش در TP53، RB1، ATRX، MDM2 و 
CCNE1 را نســبت به مواردی که قبلا گزارش شده بود 
 CHD3، نشان داد، در حالی که میزان شیوع جهش‌های
GNAS، CIC و H3F3A در گــروه ما کمی بالاتر بود. به 
طور خاص، TP53 ) تومور، ٪11.2( به عنوان یک ژن 
به طور قابل توجهی جهش یافته )SMG( تعیین شــده 
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توسط الگوریتم‌های MutSigCV )مقدار q < 0.01(، که 
با مطالعات قبلی سازگار بود، شناسایی شد.

ویژگی‌هــای بالینی و مشــخصات جهش ژن‌های مربوط 
Oncogene/( به حفظ ژنوم، ژن انکوژن/ســرکوبگر تومور
TSG(، چرخه ســلولی، تنظیم اپی ژنتیکی و رونویســی 
در شــکل B ،1A نشــان داده شــده اســت. ما ژن‌های 
جهش یافتــه را در SGH-OS بــا 3 مجموعه داده ژنی 
محرک سرطان مقایسه کردیم. این 22 ژن جهش یافته 
سوماتیک را ایجاد کرد که ممکن است محرک‌های بالقوه 
انکوژن در OS باشــند. علاوه بــر این، ما چندین جهش 
دیگــر از KMT2B (2.8٪) و RARA (1.9٪) در بیماران 
OS چینی کشــف کردیم. ما بیشــتر جهش‌های مولفه 
گروه SGH-OS را آنالیــز کردیم. تفاوت معنی داری در 
بار کلی جهش مولفه بین OS نوجوانان، بزرگسالان جوان 
و سالمندان وجود نداشــت. آنالیز غنی‌سازی عملکردی 
نشــان داد که ژن‌هــای جهش‌یافته ژرمیــن عمدتاً در 

مسیرهای KEGG مرتبط با متابولیسم غنی شدسه‌اند.
برای پرداختن به فرآیندهای جهش بالقوه محرک OS، ما 
فاکتورسازی ماتریس غیرمنفی )NMF( را اعمال کردیم و 
 چهار امضای غالب مشابه امضاهای  3، 4 و 15 
را شناســایی کردیــم. در میان آن‌ها، نقــص در ترمیم 
شکستگی دو رشته‌ای DNA (DNA-DSB) با نوترکیبی 
همولــوگ )HR( نه تنها ســلول‌های ســرطانی را قادر 
می‌ســازد تا تغییرات ژنومی را که بــه فنوتیپ تهاجمی 
آن‌ها کمک می‌کند جمع‌آوری کنند، بلکه ممکن اســت 
بــه عنوان یک هدف دارویی امکان درمان‌های شــخصی 

عمل کند. 

شناسایی پیامدهای بالینی برای بیماران OS با 
CNA آنالیز

در مجمــوع 116 نمونه OS از 114 بیمــار برای آنالیز 
 تغییر تعداد کپی ســوماتیک )SCNA( بر اســاس آرایه
Illumina Infinium EPIC BeadChip (850 K) استفاده 
شد )شکل 2A(. آنالیز GISTIC 2.0 از CNAهای مکرر 
39 منطقــه به طور قابــل توجهی آمپلی فای شــده و 
 .)q <0.25 53 منطقه حذف شــده را نشــان داد )مقدار
افزایش تعداد کپی مکرر بــا پیامدهای بیولوژیکی بالقوه 
در کروموزوم‌های 1q، 4q، 6p، 8q، 12q، 14q و 19q بود 
و تلفات در کروموزوم‌های 5p، 9p، 13q و 17p بود. آمپلی 

 MYC (8q24.13، 52%)، RUNX2 فای تکرارشونده شامل
 (6p21.1، 37%)، PDGFRA (4q12، 35%)، CCNE1
 .)2B شــکل( MDM2 (12q15، 26%) و (19q12، 26%)
 حذف‌های مکرر شامل سرکوب‌کننده‌های کلیدی تومور

 TP53 (17p13.1 ، 47%)، RB1 (13q14.13 ، 42%)،
 NSD1 و   CDKN2A/CDKN2B (9p21.3 ، 25%)
(5q35.2 ، 19%) بود. شــکل 2C(. علاوه بر این، ‌CNAها 
در 50 بیمار با استفاده از یک آرایه OncoScan با وضوح 
 EPIC 850 K به موازات آرایه DNA بــالا با همان نمونه
اعتبارســنجی شــدند و الگوهای مشــابهی از SCNA با 

استفاده از این دو رویکرد مختلف نمایش داده شدند.
برای تعیین پیامدهای ‌CNAهــا بر فراوانی mRNA، ما 
اثرات cis و trans بین CNA و فراوانی mRNA را بررسی 
CNA- 2(. در مجموع 17242 جفتD کردیم )شــکل

mRNA بــا 2522 جفت در cis آنالیز قــرار گرفت که 
 ،FDR < 0.01( همبســتگی معنی‌داری را نشان می‌دهد
میانه اســپیرمن r = 0.40( )شکل 2E(. آنالیز غنی‌سازی 
نشــان داد که این ژن‌ها عمدتاً در تنظیم چرخه سلولی، 
همانندســازی DNA، تنظیم ترجمه و اصلاح هیستون 
غنــی شــده‌اند )شــکل 2F(، کــه نشــان می‌دهد این 
فرآیندهای بیولوژیکی ممکن اســت تا حد زیادی توسط 
CNAهای نابجا تنظیم شوند. ما همچنین برجسته ترین 
 1q، هــا را با اثرات ترانس بــر روی کروموزوم‌های‌CNA
 ،8q ،21 ذکر کردیم. در میان آنهاp 2 وp، 8q، 11p، 19q
حاوی انکوژن MYC، منطقه عمدتاً تقویت شده بود، که 
نشــان داد تقویت MYC هم اثرات ســیس و هم اثرات 
ترانس تنظیمی بر روی اهداف خود در طول سرطان‌زایی 

OS داشت.
 CDKN2A/CDKN2B حذف تنظیم کننده چرخه سلولی
با پیش آگهی بالینی ضعیف در بیماران همگروه ما همراه 
 CDKN2A/CDKN2B بود. از آنجایی که کاهش سطح
منجر به افزایش فعالیت CDK4/cyclin D می‌شود، این 
بیماران ممکن است از مهارکننده‌های CDK4 بهره مند 
شــوند. اوج حذف قابل توجه دیگری در 5q35.2 حاوی 
NSD1 شایسته کاوش بیشــتر است. به عنوان یک دی 
متیل ترانســفراز H3K36، NSD1، کــه در 22 مورد از 
116 مــورد از بین رفــت، به عنوان یک ژن ســرکوبگر 
تومور که به طور مکرر در انواع ســرطان‌ها جهش یافته 
و با هیپومتیلاســیون جهانی DNA مرتبط است، دخیل 
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:OS شکل 1: چشم انداز ژنومی
مشخصات ژنتیکی بیماران گروه SGH. هر ستون مربوط به یک نمونه است )128 نمونه با 9 تکرار نمایش داده می‌شود(. 

الف( اطلاعات بالینی سن، جنس، موقعیت، متاستاز، عود، طبقه بندی پاتولوژیک، ALP )بالا: بیش از U/ml 120( و مراحل اننکینگ بالینی. اطلاعات ژنتیکی شامل TMB، امتیاز 
HRD )زیاد: 42(، پلوئیدی و خلوص تومور بود. 

ب( ژن‌های جهش یافته سوماتیک که با حفظ ژنوم، ژن انکوژن/سرکوبگر تومور )Oncogene/TSG(، چرخه سلولی، تنظیم اپی ژنتیک و رونویسی مرتبط بودند. 

ج( ژن‌های مرتبط با سرطان در پیک‌های قابل توجه CNA شناسایی شده توسط GISTIC 2.0 با مقدار q <0.25 قرار دارند. تعداد و درصد جهش‌ها و CNA برای هر یک از ژن‌ها در 
سمت راست نشان داده شده است.
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OS تصویر 2. دگرگونی تعداد کپی پروایل
الف( هیت مپ از CNAهای 116 نمونه تومور OS: قرمز و آبی به ترتیب نشان دهنده افزایش و از دست دادن تعداد کپی هستند. محور x 116 نمونه تومور را نشان می‌دهد. 

ب( امپیلی فای کانونی تکرارشونده در سطح ژنوم با مقادیر GISTIC 2.0 FDR q در پایین. قله‌ها با انکوژن‌های محرک کاندید با رنگ قرمز تفسیر شدند. 

ج( حذف‌های کانونی مکرر در سراسر ژنوم با مقادیر GISTIC 2.0 FDR q در پایین. سرکوبگرهای تومور راننده کاندید در پیک‌های حذف با رنگ آبی برچسب گذاری شده اند. 

د( ارتباط CNAها با بیان mRNA با اثرات سیس و ترانس. همبستگی مثبت )قرمز( و منفی )سبز( )به "روش هاFDR < 0.01 ،"، همبستگی Spearman( بین CNA و mRNA در پانل 
بالا نشان داده شده است. محور X و محور Y بر اساس مکان کروموزومی مرتب می‌شوند. نوارهای آبی در پانل پایین تعداد همبستگی‌های معنی‌دار خاص را نشان می‌دهند، در حالی 

که نوارهای سیاه تعداد همبستگی‌های معنی‌دار رایج را نشان می‌دهند. 

ه( توزیع همبستگی اسپیرمن بین CNA و ‌mRNA. CNAها و ‌mRNAها برای اکثر جفت‌های 78.9٪) CNA-mRNA( همبستگی مثبت داشتند. ضریب همبستگی میانگین اسپیرمن 
0.40 (FDR < 0.01) بود. 

و( توابع غنی شده قابل توجهی از ژن‌ها با همبستگی قابل توجه بین CNA و mRNA. ضریب همبستگی میانه در پرانتز نشان داده شده است و به دنبال آن مقدار P تنظیم شده 
توسط FDR نشان داده شده است. ژن‌ها در هر آیتم )نوارهای روی محور x( با ضرایب همبستگی از کم به زیاد طبقه‌بندی شدند که آبی و زرد به ترتیب نشان‌دهنده همبستگی 

مثبت و منفی بودند.
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اســت. ما ســطح بیان NSD1 را در یک ریزآرایه بافتی 
فردی حاوی 49 مــورد OS و بیماران حذف NSD1 در 
گروه SGH-OS با ایمونوهیستوشیمی شناسایی کردیم. 
نتایج تایید کرد که ســطح بیان NSD1 در OS با اصلاح 
H3K36me2 همبســتگی مثبت داشــت. علاوه بر این، 
ســطح بیــان ســیگنال‌های NSD1 و H3K36me2 در 
بیماران حذف NSD1 غیرقابل تشخیص بود. بنابراین، ما 
اســتدلال کردیم که تغییرات اپی ژنتیکی ناشی از حذف 

NSD1 ممکن است در انکوژن OS دخیل باشد.

گروه‌بندی بیماران با ابعاد مولکولی مختلف
مــا زیرتایپ مولکولی را با اســتفاده از هر مجموعه داده 
اومیکس جداگانه بررســی کردیم. خوشــه‌بندی اجماع 
نظارت‌نشــده بر اســاس 10 درصد ژن‌های کدگذاری با 
بیشــترین متغیر بیان شده برای شناسایی زیرشاخه‌های 
رونویســی OS استفاده شد. بر اســاس نقطه "آرنج" در 
تغییــر نســبی در ناحیه زیر منحنی تابــع توزیع اجماع 
)CDF(، ما 101 تومور را در 4 خوشــه مجزا طبقه بندی 
کردیم. این چهار خوشه شامل موارد زیر بود: )1( خوشه 
mRNA 1 با بیان بیش از حد ژن‌های مربوط به رونویسی 
و ترجمه مشــخص شد. )2( خوشه mRNA 2 با بالاترین 
سطح پاســخ ایمنی تطبیقی و بیان ژن مربوط به مسیر 
  mRNA 3سیگنالینگ ایمنی تحت سلطه بود. )3( خوشه 
فعال‌ســازی مســیر ســیگنالینگ TGF-β و مسیرهای 
پایین‌دســت PI3K/AKT و MAPK را نشــان می‌دهد. 
و )4( خوشــه mRNA 4 حاوی امضــای ژن‌های دخیل 
در انتقال انرژی میتوکندری و فعالیت ســنتاز ATP بود 
)شــکل 3A(. اهداف نامزد شناسایی شده در هر خوشه، 
کاربردهای بالقوه درمان‌های دقیق مبتنی بر بیومارکرها 
را نشــان می‌دهد. علاوه بر این، خوشه‌های رونویسی به 
طــور قابل‌توجهی در پیش آگهــی بالینی متفاوت بودند 

.)3B شکل ،p = 0.002 ،رتبه ورود(
‌CNAهــا نه تنهــا به عنــوان "محرک" بــرای افزایش 
رشد ســلول‌های تومور عمل می‌کنند، بلکه ویژگی‌های 
بیولوژیکی ذاتی تومورها را نیز منعکس می‌کنند. تجزیه 
و تحلیل خوشــه‌بندی سلســله مراتبی بــدون نظارت 
 HRD هــا پنج خوشــه با امتیــازات پلوئیــدی وCNA
متنوع به دست آورد )شــکل 3C(، و ارزش پیش آگهی 
بالقوه اســتراتژی‌های زیرگروه CNA مورد بررســی قرار 

گرفت )شــکل 3D(. کلاســتر 1 تقریباً فاقد CNAهای 
قابل توجــه بود، که دارای خلوص تومــور و آنوپلوئیدی 
کمتری بود که مربوط به فعال شــدن سیســتم ایمنی و 
 CNA Cluster پیش آگهی بالینی مطلوب بود. مشــابه
CNA Cluster 2 ،1 عمدتــاً از تومورهایــی بــا خلوص 
پایین تشــکیل شــده اســت کــه بــا 1q31.1 فراوانتر 
 (NR5A2، PTGS2، RGS1)، 3q36.1 (BCHE)،
 5p14.1 (PRDM9)، 11p12 (API5) متمایز می‌شــوند.

 و 21q11.2 (RBM11، LIPI) تقویت و پیش آگهی بالینی 
نسبتا بدتر داشت. CNA خوشه 3 تقویت کروموزوم 12 
)شامل جایگاه‌های MDM2 و CDK4( را به شیوه‌ای که 
تا حد زیادی با حذف CDKN2A همراه بود نشــان داد. 
از آنجایی که حذف CDKN2A CDK4/CDK6 را فعال 
می‌کند و منجر به فسفوریلاســیون RB بالاتر و پیشرفت 
چرخه سلولی می‌شود، مهارکننده‌های CDK4/6 ممکن 
اســت یک گزینه درمانی برای بیماران CNA خوشــه 3 
 CNA خوشه 4 و خوشــه 5 بیشترین بار CNA .باشــند
و بدترین پیش آگهی بالینی را به نمایش گذاشــتند که 
شــامل حذف TP53 و BRCA2 بود. این نشــان دهنده 
نقص نگهداری DNA در بیمارانی اســت که ممکن است 

به عوامل آسیب‌رسان به DNA پاسخ دهند.
خوشــه‌بندی بدون نظــارت OS با اســتفاده از 8000 
متغیرترین جایگاه CpG که در حداقل 5 درصد تومورها 
هیپرمتیله شده بودند، 4 خوشه را شناسایی کرد. خلوص 
تومور، پلوئیــدی و امتیاز HRD در زیرگروه‌های مختلف 
متیلاســیون DNA بــه طور قابل توجهــی متفاوت بود 
 .)3E )شــکل   )p < 0.001 کروســکال-والیس،  )آزمون 
بقــای کلی بین هر خوشــه مورد تجزیــه و تحلیل قرار 
گرفت )شــکل 3F(. مورد علاقه خاص بیماران خوشه 1 
متیلاســیون بود، با بیماران جوان بیشــتری که بهترین 
پیش آگهی بالینی را داشتند، در حالی که بیماران مسن 
مبتلا به OS در خوشــه 4 متیلاســیون غنی تر بودند، 
با بقــای ضعیف. ارتباط بین متیلاســیون DNA و بیان 
ژن مورد بررســی قرار گرفت. این ژن‌ها بیان mRNA را 
کاهش دادند که با هیپرمتیلاســیون پروموتر همبستگی 

منفی داشت.
آنالیز مولتی اومیکس یکپارچه، زیرگروه‌های OS مرتبط 
بالینــی را طبقه بندی می‌کند. کســب علائم ســرطان 
مســتلزم تغییرات مولکولی نه تنها در ســطح رونوشت 
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شکل 3: ویژگی‌های تک پلت فرم و پیش آگهی بالینی مربوطه.
الف( خوشه‌بندی رونویسی بر اساس 10 درصد ژن‌های متغیر برتر )1820( در 101 نمونه. هر ستون نشان دهنده یک نمونه و ردیف‌ها ژن‌ها را نشان می‌دهد. منحنی‌های 

 .)log-rank آزمون( برای بقای کلی بر اساس خوشه‌های رونویسی Kaplan-Meier )ب

ج( خوشه بندی اعداد کپی بر اساس SCNAهای شناسایی شده توسط GISTIC 2.0 در 116 نمونه. هر ستون یک نمونه را نشان می‌دهد و ردیف‌ها پیک‌های CNA را نشان می‌دهند. 
منحنی‌های 

 .)log-rank تست( CNA برای بقای کلی بر اساس خوشه‌های Kaplan-Meier )د

ه( خوشه بندی متیلاسیون DNA بر اساس 8000 سایت برتر CpG متیله شده در 116 نمونه. هر ستون نشان دهنده یک نمونه و سطرها نشان دهنده سایت‌های CpG است. 

و( منحنی‌های  Kaplan-Meier برای بقای کلی بر اساس خوشه‌های متیلاسیون DNA )تست log-rank(. ستاره‌ها سطوح معنی داری را تعریف می‌کنند )*p < 0.05؛ **p < 0.01؛ 
.)p < 0.0001**** ؛p < 0.001***
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بلکه در ســطوح متعدد دیگر از جملــه ژنوم و اپی ژنوم 
اســت. برای تعیین داده‌های مولتی اومیکس در زیرتایپ 
کــردن iCluster ،OS، یــک الگوریتم رگرســیون چند 
متغیره مشترک، برای تطبیق و خوشه‌بندی این داده‌های 
متفاوت از چندین پلتفرم به طور همزمان اســتفاده شد. 
این خوشــه بندی یکپارچه بدون نظارت در نهایت چهار 

 .)4A زیرگروه مجزا را در 91 بیمار تعریف کرد )شکل
اکثر خوشــه‌های پلتفرم واحد ترجیحــاً در یکی از چهار 
iCluster یکپارچــه با p < 0.01 متمرکز شــده‌اند و این 
اطمینان را ایجــاد می‌کند که اســتراتژی‌های زیرتایپ 
یکپارچــه ویژگی‌هــای اصلی هــر پلتفرم را بــه تصویر 
می‌کشــند )شکل 4A(. مطابق با شکل GSEA ،4A یک 
نمونه بیشــتر ویژگی‌های مولکولی متمایــز را در میان 
چهار زیرگروه نشــان داد. جهش‌های ســوماتیکی خاص 
و تغییــرات تعداد کپی نیز مورد بررســی قرار گرفت. بر 
اســاس ویژگی‌های مولکولی شــرح داده شده در زیر، ما 
 این چهار خوشــه را به‌عنوان زیرگروه فعال‌شده با ایمنی

 (S-IA، iCluster1)، زیرگروه سرکوب‌شــده با سیستم 
 HRD غالــب  زیرگــروه   ،(S-IS، iCluster2) ایمنــی 
(S-HRD، iCluster3) و MYC. نوع فرعی هدایت شده 

(S-MD، iCluster4) تعیین کردیم.
iCluster1 (n = 25) با کمترین خلوص تومور، فعالیت‌های 
 )4A تکثیر و پاســخ‌های ایمنی بالا مشخص شد )شکل
متیلاسیون DNA خوشه 1 و CNA خوشه 2-1 با پیش 
آگهی مطلوب عمدتا در این زیرگروه غنی شدند. زیرگروه 
 CCNE1 تقویت ،MYC فرکانس‌هــای پایین iCluster1
 iCluster1 را نشــان داد. تومورهای CDKN2A و حذف
همچنین تغییرات خاصی در بیان mRNA داشــتند، از 
جمله بیان بیش از حد BANK1، یک تنظیم کننده مهم 
که به عنوان یک ســرکوب کننده تومــور درگیر در هر 
دو ایمنی هومورال با واســطه ســلول B و ایمنی سلولی 
عمل می‌کند. علاوه بر این، ســطح بیان فاکتور رونویسی 
استخوان‌ســاز هســته RUNX2 در میان زیرگروه‌های 
مختلف به‌طور معنــی‌داری متفاوت بود، با کمترین بیان 
در S-IA، کــه نشــان می‌دهد OS فعال‌شــده با ایمنی 

فعالیت استخوان‌زایی نسبتاً پایین‌تری دارد.
iCluster2 (n = 22) خلوص تومور و آنیوپلوئیدی نســبتاً 

بالاتری نســبت به iCluster1 داشت. GSEA فعال شدن 
مســیرهای مرتبط با متابولیسم چربی و اسیدهای چرب 
را در iCluster1 در مقایســه با iCluster2 نشان داد. این 
با تقویت کانونی جایگاه 7q21.12 در iCluster1 مطابقت 
دارد که گیرنده روبنده اسید چرب CD36 را کد می‌کند. 
علاوه بر این، مسیرهای مرتبط با چرخه سلولی، از جمله 
 iCluster1 در ،G2/M و ایســت بازرســی E2F اهــداف

کاهش یافت.
iCluster 3-4 بــه احتمال زیاد توســط ســیگنال دهی 
پرولیفراتیــو شــامل چرخه ســلولی، MYC، mTOR و 
مســیرهای Hedgehog هدایت می‌شد که نشان دهنده 
 iCluster3 .پتانســیل تکثیر بالای این دو زیرگروه است
(n = 23) بــا بالاترین خلوص تومــور و بی ثباتی ژنومی 
مشــخص شــد. تومورهای این زیرگروه شــامل بیشتر 
 CNA 5 و خوشه DNA تومورهای خوشه 2 متیلاسیون
با کمترین پاســخ ایمنی بودند. این زیرگروه همچنین با 
حذف NSD1 و بیان بیش از حد ژن‌های پرولیفراتیو مانند 
 CHAF1B و   CCL28، HUNK، ZFHX4، GRHL3

همراه بود.
iCluster 4 (n = 21) بــه عنوان بدخیــم ترین زیرگروه 
با میزان بقای 5 ســاله کمتر از ٪40 شناســایی شــد. 
متیلاســیون خوشــه 4 به شــدت در این زیرگروه غنی 
 ،MYC شــد. ویژگی‌های برجســته این زیرگروه تقویت
فعال‌ســازی مســیر ســیگنالینگ mTOR و پاسخ‌های 
ایمنی پایین بود. GSEA فعال شدن اهداف MYC را در 

iCluster4 در مقایسه با سایرین نشان داد.
ما ارتباط بالینی زیرگروه بندی یکپارچه را بیشتر آزمایش 
کردیم و نتایج نشــان داد که چهار زیرگروه به طور قابل 
توجهی در پیــش آگهی بالینی متفاوت هســتند )رتبه 
ورود، p = 0.03، شــکل 4B(. پس از طبقه بندی بیماران 
بر اساس مرحله Enneking، زیرگروه‌های یکپارچه هنوز 
هم به شــدت با پیــش آگهی بیمار در بیمــاران مرحله 
Enneking IIB همبســتگی داشــتند و از قدرت پیش 
آگهی برتر ویژگی‌های مولکولی در زیرگروه‌های مولکولی 

یکپارچه ما حمایت می‌کردند.
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شکل 4: زیرگروه‌های یکپارچه با ویژگی‌های مولکولی متمایز و پیش آگهی بالینی متنوع.
الف( خوشه بندی یکپارچه از 91 بیمار. بالا، چپ به راست: زیرگروه فعال شده با سیستم ایمنی (S-IA، iCluster1)، نوع فرعی سرکوب شده سیستم ایمنی (S-IS، iCluster2)، نوع 
 .CNA و خوشه mRNA خوشه ،DNA نتایج خوشه‌بندی تک پلت فرم: خوشه متیلاسیون .MYC (S-MD، iCluster4 ) و زیرگروه مبتنی بر HRD (S-HRD، iCluster3) فرعی غالب
ویژگی‌های بالینی اولیه: سن، جنسیت و مرحله انکینگ. تغییرات ژنتیکی: خلوص تومور، پلوئیدی، امتیاز HRD، جهش‌های سوماتیک و CNA. پایین، نقشه‌های حرارتی سازماندهی 
.)log-rank برای بقای کلی بر اساس زیرگروه‌های یکپارچه )آزمون B Kaplan-Meier منحنی‌های .mRNA و بیان DNA شده توسط خوشه بندی یکپارچه برای تعداد کپی، متیلاسیون
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امپلی فای MYC با مهارت HR با فعال سازی 
OXPHOS و پیش آگهی ضعیف همراه بود

 S-MD ما تشــخیص دادیم کــه بیمــاران در زیرگروه
کمترین میــزان نکروز تومور مربوط بــه بدترین پیش 
آگهــی بالینی را نشــان می‌دهند )شــکل 5A(. مهمتر 
از همه، ســطح بیــان MYC در S-MD بــه طور قابل 
 ،t، p < 0.05 بود )آزمــون S-HRD توجهــی بالاتــر از
شــکل 5B(. این یافته‌ها بیشــتر تأیید شــد، که نشان 
می‌دهد که MYC عمدتاً در هســته ســلول‌های تومور 
در مقایسه با سلول‌های استرومایی بیان می‌شود )شکل 
5C(. تفــاوت بین بیان MYC می‌تواند تا حدی به بیان 
بیش از حد Hunk در S-HRD نســبت داده شــود که 
برای بیان MYC مهار می‌شود. ما حدس زدیم که رفتار 
بیولوژیکی بدخیم ناشی از بیان بیش از حد MYC علت 

اصلی پیش آگهی ضعیف S-MD است.
بــا توجه به اینکــه تقویــت MYC یکــی از مهم‌ترین 
ویژگی‌های ژنتیکی در OS است که منجر به پیش‌آگهی 

نسبتاً ضعیف می‌شــود، ما پروفایل‌های رونویسی را بین 
تومورهــا با یا بدون تقویت MYC مقایســه کردیم. این 
نشــان داد که مســیرهای انتقال اپیتلیال-مزانشــیمی، 
 MYC تقویت شــده با OS در TGF-β و JAK/STAT3
تنظیم مثبتی داشتند )شــکل 5D(. این یافته‌ها بیشتر 
 OS در فنوتیپ بدخیم MYC از نقــش حیاتی تقویــت

پشتیبانی می‌کنند.
بــا تقســیم بیمــاران OS تقویت کننــده MYC به دو 
گروه بر اســاس امتیاز HRD، مشــاهده کردیم که پیش 
آگهی بالینی تقویــت MYC با مهارت HR به طور قابل 
توجهــی بدتر از کمبود HR بود. GSEA نشــان داد که 
OS تقویت‌شــده با MYC با مهارت HR در مقایســه با 
کمبود منابع انسانی، فعال‌سازی OXPHOS قابل‌توجهی 
را نشان می‌دهد )شکل 5E، F(. این یافته‌ها نشان داد که 
OXPHOS مرتبط با میتوکندری با پیش آگهی نامطلوب 
 CDDP همراه بود، که ممکن اســت با مقاومت شیمیایی

مرتبط باشد.

شکل 5: امپلی فای MYC با مهارت HR با فعال سازی OXPHOS و پیش آگهی ضعیف همراه بود.
الف( مقایسه میزان نکروز تومور در میان زیرگروه‌های یکپارچه آنالیز آماری با استفاده از آنالیز واریانس با آزمون مقایسه چندگانه توکی انجام شد. 

ب( سطح بیان ژن MYC در هر زیرگروه. آزمون t Student در آنالیز تفاوت معنادار بین S-HRD و S-MD به کار گرفته شد. 

ج( بازآرایی MYC توسط FISH و سطح بیان پروتئین MYC با IHC اندازه‌گیری شد. 3 بار به طور مستقل تکرار می‌شود. D GSEA بین OS تقویت شده با MYC و OS تقویت نشده 
.MYC کمبود منابع انسانی تقویت شده با OS و MYC بین مهارت منابع انسانی تقویت شده با MYC. E, F GSEA
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.OS شکل 6: چشم انداز ایمنی
الف( نقشه حرارتی از 72 مارکر ایمنی در بیماران OS. اطلاعات زیرگروه یکپارچه هر بیمار در بالا توضیح داده شده است. 

ب( امتیاز ایمنی، امتیاز نفوذ استرومایی و امتیاز تخمینی در بین هر زیرگروه یکپارچه. تجزیه و تحلیل آماری با آزمون کروسکال-والیس انجام شد. 

ج( ایمونوهیستوشیمی CD4، CD8، IDO1، FOXP3 و PD-L1 بین iCluser 1-2 و iCluster 3-4. کلونوتیپ‌های 

د( CDR3 از ‌TCRها در هر زیرگروه. P = 0.0069، آنالیز آماری با آزمون کروسکال-والیس انجام شد. 

.)p < 0.0001**** ؛p < 0.001*** ؛p < 0.01** ؛p < 0.05*( توزیع زیرگروه‌های ایمنی در زیرگروه‌های یکپارچه. ستاره‌ها سطوح معنی داری را تعریف می‌کنند )ه
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شکل 7: کشندگی مصنوعی اولاپاریب به همراه سیس پلاتین در OS HRD مثبت در شرایط آزمایشگاهی و درون تنی.
الف( توزیع نمرات HRD در داخل و بین 34 نوع سرطان. گروه SGH-OS دارای برچسب )نارنجی، n = 107( است. ب( مدل شماتیک منابع انسانی و تغییرات ژنومی در عناصر کلیدی. 
منحنی‌های پاسخ دوز C و مقادیر IC50 رده‌های سلولی HRD مثبت HRD ،(SA4103) منفی )SA4061( و رده‌های سلولی معمولی OS پس از 48 ساعت قرار گرفتن در معرض سیس 
پلاتین و مهارکننده PARP اولاپاریب. ****p < 0.0001. داده‌ها به صورت میانگین SD ± نشان داده می‌شوند. n = 3 آزمایش مستقل. مقادیر P از آزمون t دو طرفه به دست می‌آید. 
D کشندگی مصنوعی اولاپاریب به علاوه سیس پلاتین در رده سلولی SA4103. داده‌ها به صورت میانگین SD ± نشان داده می‌شوند. n = 3 آزمایش مستقل. تجزیه و تحلیل آماری با 
استفاده از آنالیز واریانس با آزمون مقایسه چندگانه توکی انجام شد. نمونه ناخالص تومور )E( و منحنی‌های رشد تومور )F( در مدل پیوند زنوگرافت بیمار با اولاپاریب و سیس‌پلاتین 
 p < 0.05;* .دو طرفه مشتق شده اند ANOVA از P نشان داده می‌شوند، مقادیر ± SD موش در هر گروه(. داده‌ها به عنوان میانگین n = 5( .به‌صورت جداگانه یا ترکیبی درمان شده‌اند
p < 0.01; ***p < 0.001. GH&E** و آنالیز ایمونوهیستوشیمی تکثیر )PCNA( و آسیب DNA (γH2AX) در زنوگرافت. نوار مقیاس نشان دهنده 50μM است. n = 5 آزمایش مستقل. 

H تغییرات وزن بدن زنوگرافت تحت درمان با اولاپاریب و سیس پلاتین به صورت جداگانه یا ترکیبی. داده‌ها به عنوان میانگین SD ± نشان داده می‌شوند. مقادیر P از ANOVA دو 
طرفه به دست می‌آیند.
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OS چشم انداز ایمنی
با پیشــرفت سریع در ژنومیک، درمان OS، به ویژه برای 
بیمــاران عود کننده و متاســتاتیک، از شــیمی درمانی 
معمولی به سمت اســتراتژی‌های مبتنی بر ایمنی تغییر 
یافته اســت. بر این اساس، ما ریزمحیط ایمنی در OS را 

مشخص کردیم.
 iCluster 3-4 بیشتر از iCluster 1-2 پاسخ‌های ایمنی در
بود. iCluster 1-2 در مســیرهای سیگنالینگ اینترفرون 
آلفا، اینترفرون گاما، التهاب، CTLA-4، IL-17 و ســایر 
مســیرهای مرتبط با پاســخ ایمنی بالا بود. برای بررسی 
بیشتر ریزمحیط ایمنی OS، ما سطوح بیان ژن 72 مارکر 
سطح ایمنی را بررســی کردیم که جمعیت‌های مختلف 
ســلول‌های ایمنی را در هر زیرگروه شــامل می‌شــوند. 
، iCluster 1-2 بیان بالاتری  مطابق با شــکل تکمیلی 
از مارکرهای ایمنی مربوط به واکنش‌های ایمنی را نسبت 
به iCluster 3-4 نشــان داد )شــکل 6A(. مطابق با این 
یافته ها، نمرات ایمنی و استروما در iCluster 1-2 نسبتاً 

.)6B بالاتر بود )شکل
مــا در مرحله بعد درصد نســبی 22 نوع ســلول ایمنی 
نفوذگــر تومــور )TIIC( را بــا اســتفاده از الگوریتــم 
شناسایی نوع ســلولی با تخمین زیرمجموعه‌های نسبی 
رونوشــت‌های RNA (CIBERSORT) همانطــور کــه 
قبلًا گزارش شــده بود، تخمین زدیــم. تفاوت‌های قابل 
توجهــی در ســلول‌های CD8+ T، ماکروفاژهای نوع 2، 
ســلول‌های CD4 T ساده و ســلول‌های CD4 T حافظه 
 iCluster 3-4 و iCluster 1-2 در حال اســتراحت بیــن
 .)Kruskal-Wallis، p < 0.05 مشــاهده شــد )آزمــون
ایمونوهیستوشــیمی همچنین تأیید کرد که نشانگرهای 
 CD4، CD8، IDO1، FOXP3 مرتبط با ایمنی، از جمله
 iCluster 1-2 در ســطوح نســبتاً بالاتری در ،PD-L1 و
بیان شده‌اند )شکل 6C(. علاوه بر این، ما به کاهش قابل 
توجه ســلول‌های گاما دلتا T و افزایش مونوســیت‌ها در 
iCluster1 در مقایســه با iCluster2 اشاره کردیم )تست 
مجمــوع رتبه > Wilcoxon، p  0.05( که نشــان‌دهنده 

تغییر حالت ایمنی از فعال‌سازی به سرکوب است.
گیرنده ســلول T (TCR)، که توســط متغیرترین ناحیه 
تعیین کننــده مکملیت (CDR3) 3 منعکس می‌شــود، 
نقشی حیاتی در شناســایی آنتی ژن دارد. برای بررسی 
کلون‌های ســلول T واکنش‌دهنده بــه تومور، مجموعه 

ســلول‌های T نفوذگــر تومور استنباط‌شــده توســط 
TRUST47 را مشــخص کردیم. به طــور قابل توجهی، 
اگرچه iCluster 1-2 هر دو پاســخ‌های ایمنی قوی تری 
را نشــان دادند، ما به طور غیرمنتظره دریافتیم که تعداد 
تماس‌هــای CDR3 در iCluster1 به طور قابل توجهی 
 Wilcoxon، بود )تست مجموع رتبه iCluster2 بیشتر از
p < 0.05، شــکل 6D(. در مجمــوع، این نتایج نشــان 
داد کــه تومورها در iCluster1 با سیســتم ایمنی فعال 
 iCluster2 در حالی کــه تومورهای ،)S-IA( می‌شــوند

سرکوب‌کننده ایمنی یا خسته )S-IS( بودند.
برای توصیف بیشــتر حالت‌های ایمنــی داخل توموری، 
 OS مــا زیرگروه‌هــای ایمنی را که قبلًا بــرای هر بیمار
تعریف شده بود، استنباط کردیم. دسته‌های ایمنی تا حد 
) زیادی در ‌iClusterهای مختلف متفاوت بود )شکل 

iCluster1 سرشار از زیرگروه ایمنی C3 )التهاب( بود که 
با سطح پایین تکثیر سلولی و بهترین پیش آگهی تعریف 
می‌شــد. C2 (IFN-γ) غالب ، با نرخ تکثیر سلولی بالا و 
بالاترین M1، بیشتر در iCluster2 غنی شد. علاوه بر این، 
iCluster2 دارای C3 )التهابی( کمتر و C6 بیشــتر )غلبه 
 iCluster1 بود که با هم منجر به نتایج بدتر از )TGF-β
شــد. iCluster3 و iCluster4 در درجه اول تحت سلطه 
C4 )تخلیه لنفوســیت( بودند، که بیشتر نشان می‌دهد 
که این دو زیرگروه به تومورهای ســرد تعلق دارند، و این 
یافته‌ها با پیش آگهی بالینی هر زیرگروه مطابقت داشت 

.)6E 4 وB شکل(

گروه بندی استراتژی‌های درمانی هدفمند 
وضعیت HRD بهبود قابل توجهی را نسبت به متغیرهای 
بالینی در شناســایی تومورها با افزایش احتمال پاســخ 
به درمان نئوادجوانت مبتنــی بر پلاتین ارائه می‌دهد. با 
مقایسه امتیاز HRD OS با داده‌های پان سرطان منتشر 
 HRD متوجه شدیم که امتیاز ،TCGA49 شده در گروه
OS تنها بعد از ســرطان تخمدان در رتبه دوم قرار دارد 
 PARP 7(، که نشان می‌دهد درمان هدف‌گیریA شکل(
ممکن است یک اســتراتژی امیدوارکننده در OS باشد. 
علاوه بر این، همانطور که در بالا توضیح داده شد، نزدیک 
به ٪80 از بیماران در iCluster3 HRD مثبت بودند. این 
بیماران ممکن است به شیمی درمانی نئوادجوانت مبتنی 
بر پلاتین حســاس تر باشــند، که می‌تواند دلیل اصلی 
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 iCluster4 و iCluster3 تفاوت در پیش آگهی بالینی بین
باشد. CNAهای ژنومی و جهش‌های سوماتیک درگیر در 

 .)7B برچسب‌گذاری شده‌اند )شکل HR مسیر
از آنجایــی کــه مهارکننده‌هــای PARP گزینه‌هــای 
ارزشمندی برای بیماران مبتلا به سرطان تخمدان راجعه 
 OS در مراحل مختلف هســتند. دو کشــت سلولی اولیه
  HRD: 73، BRCA2:امتیــاز( SA4103 ،هــا PDX از
C8318A( و SA4061 )امتیــاز HRD: 38(، با ســیس 
پلاتین یا اولاپاریب به مدت 72 ساعت تحت درمان قرار 
گرفتند. تکثیر ســلولی با اســتفاده از یک سنجش زنده 
ماندن ســلولی شب تاب ســلول Titer-Glo برآورد شد. 
نتایج نشــان داد که ســیس پلاتین یا اولاپاریب پاســخ 
 OS HRD ضــد تکثیری قوی تــری را در رده ســلولی
مثبت SA4103 نســبت به رده سلولی OS HRD منفی 
SA4061 یا رده ســلولی OS 143B ایجاد کردند )شکل 
7C(. متعاقبا، ما اثرات ترکیبی سیس پلاتین با اولاپاریب 
را در مهــار زنــده ماندن ســلول‌های OS  HRD مثبت 
آزمایش کردیــم و یک اثر مهاری هم افزایی )شــاخص 
ترکیبی 1>( بین ســیس پلاتین و اولاپاریب را شناسایی 

.)7D کردیم )شکل

بحث
در ســال‌های اخیــر، آنالیز ژنومی OS، دانــش ما را در 
مورد این بدخیمی پیچیده ژنتیکی گســترش داده است. 
 OS بــا این حال، هیچ پیشــرفتی در بهبــود بقای کلی
 OS ایجاد نشــده اســت. یکی از موانع اصلی ناهمگونی
اســت، به این معنی که یک درمان واحد نمی تواند برای 
همه بیماران موفق باشــد. در ایــن مطالعه، ما یک آنالیز 
یکپارچه از جهش‌های ســوماتیک، تغییرات تعداد کپی، 
متیلاســیون DNA و نمایه‌های بیان mRNA 121 بیمار 
OS را مشخص کردیم و این مجموعه داده چند پلتفرمی 
جامع‌ترین اطلــس ناهنجاری‌های ژنومی، اپی ژنومیک و 

رونویسی OS را تا به امروز ارائه کرد.
ما نشان دادیم که طیف جهش OS عمدتاً ناشی از تعمیر 
DNA معیوب است. شواهد رو به رشد نشان می‌دهد که 
وضعیت HRD همچنان یک پیش‌بینی‌کننده قوی برای 
سود بالینی از مهارکننده‌های PARP است، که چشم‌انداز 
کاربرد PARPi را برای OS بیشــتر گســترش می‌دهد. 
مطابق با نتایــج قبلی، ما تأیید کردیــم که CNAها به 

جای جهش‌های ســوماتیک ممکن است مکانیسم غالب 
 MYC باشند. از بین آنها، تقویت OS در انکوژنز و توسعه
برجســته ترین CNA کانونی تغییر یافته بود. مطالعات 
 MYC قبلی نشــان داده‌اند که به نظر می‌رســد انکوژن
بــا ایجاد محیطــی از امتیاز ایمنی برای خــود تومورها، 
نقشــی در ایمنی‌زایی بازی می‌کنــد، و درمان هدفمند 
MYC باعث ایجاد ایمنی‌زایی ســلول تومور در تحریک 
ایمنی میزبان می‌شــود. این ممکن اســت دلیل مهمی 
برای شکست آزمایش‌های بالینی ایمونوتراپی قبلی برای 
OS باشــد. ســایر CNAهای مهم درگیر در چندین ژن 
 CCNE1، PDGFRA، MDM2، بالقوه قابل عمل، مانند
CDK4 و CDKN2A/B، برای تعیین پتانســیل درمانی 

خود نیاز به کاوش بیشتری دارند.
هر دو خوشــه بندی پلت فرم خاص و ادغام شــده برای 
شناســایی زیرگروه‌های مولکولی OS انجام شد. ما ادغام 
اطلاعات مولتی اومیکس را برای دســتیابی به زیر تایپ 
جامع تر اتخــاذ کردیم. با کمال تعجــب، ما 4 زیرگروه 
قــوی مرتبط با پیش آگهی بالینــی متنوع و ویژگی‌های 
مولکولی متمایز را کشف کردیم. نکته قابل توجه، نه تنها 
ویژگی‌های ژنومی با پیش آگهی بالینی مطابقت داشت، 
بلکه تطابق قوی در انتساب‌های زیرگروه بین خوشه‌بندی 
بر اســاس پلتفرم‌های فردی و iCluster وجود داشت. ما 
همچنین اهــداف درمانی بالقوه را نشــان دادیم که در 
پاتوژنز OS نقش دارند و اســتراتژی‌های درمانی مربوطه 

را ارائه کردیم.
iCluster 1-2 با مســیرهای سیگنالینگ مرتبط با ایمنی 
بالا مشخص شــد. قابل ذکر است که مسیر سیگنالینگ 
VEGFA در ایــن دو زیر گروه فعال شــد. چالش اصلی 
در درمان ایمنی استفاده از مهارکننده‌های ایمن بازرسی 
)ICIs( بــرای تومورهای غیر ملتهــب و غلبه بر مقاومت 
دارویی ناشی از ریزمحیط سرکوب‌کننده سیستم ایمنی 
بود. VEGF با سرکوب مســتقیم سلول‌های ارائه‌دهنده 
آنتــی‌ژن )APCs( و همچنین ســلول‌های مؤثر ایمنی 
 )Treg( تنظیمــی T یا بــا افزایــش اثرات ســلول‌های
و ماکروفاژهــای مرتبــط بــا تومــور )TAMs( منجر به 
سرکوب سیستم ایمنی می‌شــود. این سلول‌های ایمنی 
ســرکوب‌کننده همچنین می‌توانند باعث رگ‌زایی شوند 
و چرخه معیوبی از اختلال در فعال‌ســازی ایمنی ایجاد 
کنند. ترکیبی از ICIs و درمان ضد VEGF وارد کلینیک 
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شــده است، که نشان دهنده مزایای بالقوه این استراتژی 
ترکیبی دارو برای بیماران iCluster 1-2 است.

ارتشاح ایمنی بالاتر در داخل تومور معمولاً با پیش آگهی 
بالینــی بهتر همراه اســت، با این حــال، ما پیش آگهی 
بالینی متفاوتی بین iCluster1 و iCluster2 پیدا کردیم. 
از طریق تشریح کلون‌های TCR داخل توموری و وضعیت 
ایمنی، iCluster1 )فعال شده با سیستم ایمنی( بیشتر از 
iCluster2 )سرکوب شده توسط سیستم ایمنی( متمایز 
شــد. این نشــان می‌دهد که بیماران iCluster2 ممکن 
 اســت از ICI یا اســتراتژی‌های ترکیبی ICIs و درمان

ani-VEGF بیشترین بهره را ببرند.
برعکــس، iCluster 3-4 دارای امضــای ایمنی پایین اما 
 iCluster3 ،فعالیت‌های تکثیری بالاتری بود. از این میان
،)HRD > 42 مثبت )٪84.2، امتیاز HRD عمدتاً از بیماران 

 با بالاترین خلوص تومور و بی‌ثباتی ژنومی تشکیل شده 
است. این نشان می‌دهد که بیماران در iCluster3 ممکن 
 DNA است ترجیحاً برای شیمی درمانی آسیب رسان به
در نظر گرفته شوند. در واقع، بیماران با نمرات HRD بالا 
در شــیمی درمانی نئوادجوانــت مبتنی بر پلاتین، پیش 

آگهی مطلوبی داشتند که در نتایج ما تأیید شد.

 MYC با تقویت iCluster4 ،برای کشــنده ترین زیرگروه
و بیان بیش از حد مشــخص شــد. امیلی فای MYC با 
انــواع مختلف تومورهــای جامد مانند نوروبلاســتوما و 
مدولوبلاســتوما همراه بوده است، در حالی که بیان بیش 
از حد MYC یکی از مشخصه‌های تهاجمی ترین زیرگروه 
مدولوبلاســتوما بود. مطالعه ما نقــش مهم MYC را در 
iCluster4 در طول پیشرفت OS برجسته می‌کند. عوامل 
ضد MYC مســتقیم یا غیرمستقیم ممکن است راه حل 
بهینه برای این زیرگروه باشــد، از جمله مهارکننده‌های 
BET، مهارکننده‌هــای mTOR و مهارکننده‌های کیناز 

 .AURORA
به طور خلاصه، ما یک چشم انداز ژنومیک، اپی ژنومیک 
و ترنســکریپتوم ارائه می‌دهیم و چهار زیرگروه مولکولی 
متمایز از OS را با رویکردهای تحلیلی یکپارچه کشــف 
می‌کنیــم. یافته‌هــای مــا بینش‌های مهمــی در مورد 
بیولوژی OS ارائه می‌دهد و به طور بالقوه می‌تواند توسعه 

گزینه‌های درمانی این بیماری کشنده را تسهیل کند.

منبع:
https://www.nature.com/articles/s41467-022-
34689-5
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تعیین مشخصات مولکولی مرتبط با اتوفاژی با 

هدف‌ درمان با استفاده از آنالیز مولتی اومیکس

زهرا انتشاری1
1- کارشناسی ارشد ژنتیک مولکولی، پژوهشگاه رویان، تهران، ایران
پژوهشگر مرکز تحقیقات پزشکی شخصی آمیتیس ژن

چکیده:
 اتوفــاژی یکی از عوامل اصلی مقاومــت‌ در برابر درمان 
ســرطان است. تلاش‌های بســیاری برای فهم و غلبه بر 
مقاومت درمانی مرتبط با اتوفاژی انجام شــده اســت اما 
این تلاش‌ها در مرحله کلینیک ناموفق بوده‌است. در این 
مطالعه، ما اثر اتوفاژی برای تخمین وضعیت اتوفاژی تومور 
ایجاد می‌کنیم. ســپس ما تقریباً 10000 نمونه تومور را 
 The Cancer Genome Atlas در 33 نــوع ســرطان از
به گروه‌های با اســکور بالا و پاییــن اتوفاژی طبقه‌بندی 
می‌کنیم. ما ارتباط بین ویژگی‌های مولکولی چند بعدی 
و اتوفاژی تومور را مشــخص می‌کنیــم و اثرات وضعیت 
اتوفاژی را بر پاســخ دارویی بیشــتر تحلیــل می‌کنیم. 
برخلاف دیدگاه مرســوم کــه القای اتوفــاژی به عنوان 
یک مکانیســم مقاومتی کلیدی در طول درمان سرطان 
عمل می‌کند، تجزیه و تحلیل ما نشان می‌دهد که القای 
اتوفاژی ممکن است ســلول‌های سرطانی را به داروهای 
ضد سرطان نیز حســاس کند. ما اثر چندین داروی ضد 
ســرطان را در شــرایط in vitro و in vivo بــه صورت 
تجربی تأیید می‌کنیم و نشان می‌دهیم که القاکننده‌های 
اتوفاژی به طور بالقوه سلول‌های تومور را از طریق کاهش 
سطح بیان DDIT4 به اتوپوزید حساس می‌کنند. مطالعه 
ما یک دید جامع از تغییرات در ســطح مولکولی مرتبط 
بــا اتوفاژی تومور ارائه کرده و فرصتــی را برای تجزیه و 
تحلیل با اســتفاده از مولتی اومیکس مرتبط با بررســی 

همزمان حساسیت چند دارو بر اتوفاژی فراهم میکند.

مقدمه:
اتوفاژی که به عنوان ماکرواتوفاژی نیز شناخته می‌شود، 
یک فرآیند کاتابولیک تخریب لیزوزومی اســت و در طی 
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تکامل حفظ شــده است که توسط آن سلول‌ها هموستاز 
ســلولی را از طریق بازیافت مواد مغــذی از اندامک‌ها و 
پروتئین‌های آســیب‌دیده حفظ می‌کننــد. اتوفاژی، به 
عنوان تلاقــی فرآیندهای بیولوژیکی متعــدد، می‌تواند 
ســرطان‌ها را از طریق چندین لایه تغییرات مولکولی، از 
ژنومیکس)بررسی تمام محتوای ژنی یک جاندار( گرفته تا 
ترنسکریپتومیکس)بررسی تمام محتوای ترنسکریپتوم یا 
محتوای قابل رونویسی( و پروتئومیکس)بررسی محتوای 
پروتئینــی(را تحــت تاثیر قــرار دهد. به عنــوان مثال، 
حذف تک آللی ژن تنظیم کننــده اتوفاژی BECN1 به 
تومورزایی در بســیاری از سرطان‌ها مانند سرطان سینه، 
 BECN1 پروستات و ریه کمک می‌کند. بیان بیش از حد
تکثیر سلولی را در سلول‌های سارکوم سینوویال سرکوب 
 )ATG5( می‌کند. کاهش بیــان ژن 5 مربوط به اتوفاژی
ســرطانزایی ملانوم پوســتی در مراحل اولیه را افزایش 
می‌دهــد. تجزیــه و تحلیــل پروتئومیکس نشــان داده 
اســت که مهار APE1 و اتوفاژی می‌تواند بر مقاومت به 
سیسپلاتین)داروی شیمی درمانی( در آدنوکارسینوم ریه 
در رده سلولی A549 با افزایش آپوپتوز، غلبه کند. علاوه 
بر این، یک شــبکه تنظیم کننــده مولکولی چند بعدی 
توســط ‌miRNAها و فاکتورهای رونویسی )TFS( نقش 
ضروری در فرآیند اتوفاژی ایفا می‌کند، ساخته شده است.
miRNA-181a با مورد هدف قرار دادن ATG5 اتوفاژی 
حاصل از گرســنگی و اتوفاژی القا شده با راپامایسین را 
تنظیــم میکند و miRNA-30a اتوفــاژی را مهار میکند 
 BECN1 و ســلولهای توموری را با تنظیم کاهشی بیان
در تومورهای استرومایی دســتگاه گوارش به امیتینیب 
حســاس میکند. مطالعات گســترده نشان داده است که 
FOXO که عضوی از خانواده TFs است در افزایش بیان 
ژن‌های دخیل در اتوفاژی نقش دارند. FOXO1، یکی از 
 ،ATG7 می‌توانــد با برهمکنش با ،FOXO TFs اعضای
مســیر اتوفاژیک را القا کند و منجر بــه افزایش آپوپتوز 
در تومورها شــود. فعال‌سازی FOXO3 مراحل متعددی 
را برای پروموت کردن مســیر اتوفاژیک تسهیل می‌کند، 
از جمله افزایش تشــکیل نقاط WIPI و القای ULK2 و 
 FOXO1 می‌تواند FOXO3 .در این نقاط LC3h تجمیع
را برای تنظیم منفی اتوفاژی در سلول‌های سرطانی مهار 
کند. این مطالعات یک تعامل پیچیده در فرآیند اتوفاژی 
را نشــان می‌دهد. با این حال، در حال حاضر یک تجزیه 

و تحلیل جامع مولتی اومیکس برای توضیح بیشــتر در 
مــورد تغییرات مولکولی مربوط به اتوفاژی در ســرطان 

وجود دارد. 
مطالعات اخیر شــواهد محکمی را در پیش‌بینی اتوفاژی 
از طریــق ســنجش‌های مبتنی بر LC3، ســنجش‌های 
مبتنی بر SQSTM1/p62 و بررسی مستقیم ساختارها و 
سرنوشت مرتبط با اتوفاژی توسط میکروسکوپ الکترونی 
نشــان داده‌اند. با این حال، هیچ یک از این رویکردها در 
حال حاضر تحت شرایط فیزیولوژیکی و پاتولوژیک انسان 
امکان پذیر نیســت. با وجود تعــداد زیادی ژن مرتبط با 
 MSigDB15، اتوفاژی که در چندین پایگاه داده از جمله
 Autophagy Database، THANATOS، HADB،
HAMDB و ncRDeathDB شناســایی و جمــع آوری 
شــده اند، هیچ نشانی از تاثیر ژنی برای تخمین وضعیت 
اتوفاژی در نمونه‌های سرطان مشاهده نشده است. در این 
مطالعه، مــا ازآنالیز ژن تک‌نمونه )ssGSEA(، یک روش 
پرکاربرد بــرای تخمین وضعیت اتوفاژی در تعداد زیادی 
از نمونه‌های سرطان، و به دنبال آن یک آنالیز جامع برای 

درک تغییرات مولکولی در اتوفاژی استفاده می‌کنیم.
عــاوه بر این، بســیاری از مطالعات نشــان داده اند که 
اتوفــاژی به عنوان یک مکانیســم مقاومتــی کلیدی در 
درمان ضد سرطان عمل می‌کند و مهار اتوفاژی می‌تواند 
حساســیت دارویی را بهبود بخشــد. به عنــوان مثال، 
تیوکونــازول که ATG4 را هدف قــرار می‌دهد، می‌تواند 
اتوفاژی را برای افزایش ســمیت ســلولی شیمی درمانی 
در رده‌های ســلولی ســرطانی متعدد مهار کند. شواهد 
in vivo بیشــتر نشــان داده انــد کــه مهارکننده‌های 
اتوفاژی رشــد تومورهای ایجاد شــده را مهار می‌کنند و 
پاســخ به درمان ســرطان را بهبود می‌بخشند. بر اساس 
این شــواهد امیدوارکننده، ده‌ها کارآزمایی بالینی شامل 
مهارکننده‌هــای اتوفاژی در حال انجام اســت، به‌عنوان 
مثــال، کلروکین یا هیدروکســی کلروکین، در ترکیب با 
ســایر داروها، مانند مهارکننده mTOR تمسیرولیموس، 
مهارکننده پروتئازوم بورتزومیب و هیســتاتینوبیتورلاس 
ترکیب مهارکننده اتوفاژی پانتوپرازول با دوستاکسل نیز 
در سرطان پروســتات مقاوم به اختگی متاستاتیک مورد 
بررســی قرار گرفته است. بیشتر تلاش‌ها بر مهار اتوفاژی 

برای ارتقای اثربخشی درمان سرطان متمرکز است.
در این کار، ما وضعیت اتوفــاژی تومور را برای 10000 
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نمونــه تومــور در 33 نــوع ســرطان از TCGA برآورد 
می‌کنیــم. ما بیشــتر ارتباط بین ویژگی‌هــای مولکولی 
چند بعدی و اتوفاژی تومور را مشخص می‌کنیم و اثرات 
وضعیت اتوفاژی را بر پاســخ به دارو نشــان می‌دهیم. از 
طریق این چشــم انداز جامع تغییرات مولکولی مرتبط با 
اتوفاژی تومور، مطالعه ما بینــش بیولوژیکی را در مورد 

هدف گیری درمانی اتوفاژی ارائه می‌دهد.

نتایج
شناسایی یک امضای ژن برای تخمین وضعیت 

اتوفاژی در نمونه‌های سرطانی
برای تخمیــن وضعیت اتوفاژی، ابتــدا ژن‌های مربوط به 
 MSigDB، HADB ( اتوفــاژی را از شــش پایــگاه‌داده
 HAMDB، ncRDeathDB، THANATOS، 
داده  مجموعــه  شــش  همچنیــن  و   ) Autophagyو 
 GSE107600( مســتقل با وضعیت اتوفاژی شناخته شده
 GSE117189، GSE11746، GSE129020، GSE117600،
 GSE117466، GSE12902، HAMDB، HAMDB،
HAMDB، و اتوفــاژی( جمع‌آوری کردیم. و ســپس از 
الگوریتم ssGSEA برای محاســبه امتیــازات اتوفاژی بر 
اســاس ژن‌های مربوط به اتوفاژی در هــر پایگاه داده در 
تمام شــش مجموعه داده مستقل استفاده کردیم. نمرات 
ssGSEA بر اســاس ژن‌های مربوط به اتوفاژی از 4 پایگاه 
 )ncRDeathDB و ،MSigDB، HADB، HAMDB( داده
می‌تواند خطوط سلولی را در وضعیت اتوفاژی بالا در مقابل 
وضعیت اتوفاژی کم در حداقل 4 مجموعه داده مســتقل 
)که با رنگ قرمز مشــخص شــده اند( به دقت تشخیص 
دهد )شــکل 1a(. ما مجموعه‌های دقیق ژن اتوفاژی را با 
اســتفاده از ژن‌های )n = 37( کــه در هر چهار پایگاه داده 
در ایــن مطالعه همپوشــانی دارند، ادغام کردیم )شــکل 
1b(. ســی و دو ژن از 37 ژن به طور مستقیم در مراحل 
کلیدی اتوفاژی نقش دارند. به عنوان مثال، آنها در شروع 
 ،ULK1، ULK2، ATG13، RB1CC1 ،به عنوان مثــال(
همچنین به عنوان FIP200 شناخته می‌شوند(، هسته زایی 
 VPS34، همچنین به عنوان ،PIK3C3 ،به عنوان مثــال(
می‌شــود(،  شــناخته   ATG14 و   ،BCL2، UVRAG
 ATG3. ، ATG5، ATG7، ،افزایش طــول )به عنوان مثال
 ،ATG12، ATG16L1، GABARAPL1، MAP1LC3A
و MAP1LC3B(، بارگیــری محموله )بــه عنوان مثال، 

SQSTM1 و CALCOCO2( و ادغام AV و لیزوزوم‌ها )به 
عنوان مثال، LAMP1، LAMP1;1( نقش دارند. قابل‌توجه 
است که، مجموعه 37 ژن به طور مداوم در 6 مجموعه داده 
عمومی، از جمله 5 نوع سرطان مختلف، که نمونه‌هایی با 
ســطوح اتوفاژی بالا امتیازات اتوفاژی بالایی را نسبت به 
نمونه‌هایی با سطوح اتوفاژی پایین نشان دادند، تأیید شد 
)شــکل 1c(. علاوه بر این، امتیاز اتوفاژی محاســبه شده 
برای تقریباً 10000 نمونه تومور در 33 سرطان از اطلس 
ژنوم ســرطان )TCGA( بر اســاس این امضای 37 ژنی، 
  MSigDB، HADB بســیار با امتیاز مبتنی بر آن ژن‌های
 ،)1d مطابقت دارد )شــکل ncRDeathDB و HAMDB
اســتحکام امضای 37 ژن را برای تعریف وضعیت اتوفاژی 

در نمونه‌های سرطانی نشان می‌دهد.

اتوفاژی  با  تغییرات مرتبط  انداز کلی  چشــم 
مولتی اومیکس در انواع مختلف سرطان

بــرای درک الگوی جهانی تغییــرات مولکولی مرتبط با 
فرآیند اتوفاژی، ما این نمونه‌ها را از TCGA به گروه‌های 
دارای امتیاز اتوفاژی با امتیاز بالا، نمره متوســط و امتیاز 
پایین با اســتفاده از توزیع سه‌کال‌های امتیاز طبقه‌بندی 
کردیم. در مجموع، 24 نوع ســرطان با بیش از 30 نمونه 
در گــروه اتوفاژی با امتیاز بالا و گروه اتوفاژی با نمره کم 
برای آنالیز بعدی اســتفاده شد. برای شناسایی تغییرات 
مولکولــی مرتبط با اتوفاژی، از الگوریتــم تطبیق امتیاز 
گرایــش )PSM( اســتفاده کردیم که به طور گســترده 
در مطالعــات قبلی مورد اســتفاده قرار گرفته اســت تا 
اثرات مخــدوش کننده‌های بالینی )مانند جنس، ســن 
در تشــخیص اولیــه پاتولوژیک، خلــوص تومور، مرحله 
پاتولوژیک و نوع بافت شناســی(. آنالیز کلی را در شکل 

2a خلاصه کردیم.
در ایــن مطالعه، ما 5 ویژگــی مولکولی مختلف از جمله 
 miRNA، 3785 2435 ،پروتئین mRNA، 218 20288
جهش و 450 تغییر تعداد کپی سوماتیک )SCNA( را در 
24 نوع سرطان آزمایش کردیم )شکل 2a(. ما تعداد قابل 
توجهی از تغییرات مولکولــی مرتبط با وضعیت اتوفاژی 
را شناسایی کردیم )شــکل 2b( و تغییرات به طور قابل 
توجهی در انواع مختلف ســرطان متفاوت بود. به عنوان 
مثال، بیان mRNA بیشترین تعداد تغییرات را نشان داد 
)8531 تنوع mRNA(، که از 58 ژن در کارسینوم مری 
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شکل 1: شناسایی امضای ژن برای تخمین وضعیت اتوفاژی در نمونه‌های سرطانی.
الف( وضعیت اتوفاژی با نمرات اتوفاژی بر اساس لیست‌های ژنی از 6 پایگاه داده در 6 مجموعه داده عمومی ارزیابی شد. «Yes» )علامت بررسی( نشان‌دهنده یک لیست ژن است که 

برای وضعیت اتوفاژی تأیید شده است. No» (x)» نشان‌دهنده بی‌اعتباری فهرست ژنی است. 
ب( نمودار ون لیست ژن‌های مربوط به اتوفاژی از 4 پایگاه داده با عملکرد بهتر. 

ج( امتیازات اتوفاژی از 6 مجموعه داده بر اساس امضای مجموعه 37 ژن در گروه با امتیاز اتوفاژی بالا )قرمز( و گروه کم امتیاز اتوفاژی )آبی(. برای ارزیابی تفاوت از آزمون t دو 
 .P < 0.05 .طرفه دانشجویی استفاده شد

د( همبستگی بین نمرات اتوفاژی بر اساس مجموعه 37 ژنی و مجموعه‌های ژنی از MSigDB، HADB، HAMDB، و ncRDeathDB در بین نمونه‌های تومور TCGA. شدت رنگ نشان 
دهنده ضریب همبستگی اسپیرمن )Rs( است. اندازه مستطیل نشان دهنده FDR برای همبستگی اسپیرمن است. FDR < 0.05؛ عدم وجود مستطیل به معنای عدم اهمیت است برای 
 ،BRCA کارسینوم مهاجم پستان ،BLCA آدرنوکورتیکال، کارسینوم اروتلیال مثانه ACC آزمون فرضیه‌های چندگانه از روش بنجامینی و هوچبرگ استفاده شد. مخفف ها: کارسینوم
کارسینوم سلول سنگفرشی دهانه رحم CESC و آدنوکارسینوم اندوسرویکال، کلانژیوکارسینوم CHOL، آدنوکارسینوم کولون COAD، آدنوکارسینوم کولون COAD، آدنوکارسینوم 
کولون COAD، آدنوکارسینوم کولون COAD کارسینوم سلول سنگفرشی سر و گردن، کروموفوب کلیه KICH، کارسینوم سلول شفاف کلیوی KIRC، کارسینوم سلول پاپیلاری کلیه 
کلیه، لوسمی حاد میلوئیدی LAML، گلیوم با درجه پایین تر مغز LGG، LIHC کارسینوم کبدی کوآدسللوکارس لوکارسینوما مزوتلیومای MESO، سیستادنوکارسینوم سرووز تخمدان، 
PAAD آدنوکارسینوم پانکراس، فئوکروموسیتوم و پاراگانگلیوما PCPG، آدنوکارسینوم پروستات PRAD، آدنوکارسینوم رکتوم، سارکوم سارکوم، SKCM تومور پوستی تست، تومور 

.CML لوسمی میلوژن مزمن ،Uveal UVM ملانوم ،UCS سرطان رحم، کارسینوسارکوم رحم SKCM , UCEC Uterine Corpus End تومور پوستی ،STTHM پوستی
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شکل 2: مروری بر پنج ویژگی مولکولی در انواع سرطان.
الف( آنالیز یکپارچه مولتی-اومیکس و پاسخ دارویی در انواع مختلف سرطان.

ب( تعداد هر ویژگی مولکولی تغییر یافته )mRNA، miRNA، جهش، پروتئین و SCNA( و کل ویژگی‌های مولکولی تغییر یافته در گروه‌های با امتیاز اتوفاژی بالا )قرمز( و امتیاز 
اتوفاژی پایین )آبی( از نمونه‌های تومور TCGA. نقطه سرخابی نشان‌دهنده درصد ویژگی‌های مهم نسبت به کل ویژگی‌ها در هر سرطان است. SCNA= تغییرات تعداد کپی سوماتیک.
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 .)2b ؛ شــکلTHYM( تا 3632 ژن در تیموما متغیر بود
در مقابل، تنوع جســمی حداقل تغییرات را نشان داد، با 
تنها 51 جهش در هشــت نوع ســرطان، از 1 جهش در 
کارسینوم ســلول سنگفرشی ریه )LUSC( تا 32 جهش 
در آدنوکارســینوم معــده )STAD(. فراوانی هر ویژگی 
مولکولی در پروفایل‌های مولکولی مختلف در ســرطان‌ها 
بسیار متفاوت است. به عنوان مثال، چندین نوع سرطان، 
 ،)TGCT( تومور ســلول زایای بیضه ،THYM از جمله
و ملانوم پوســتی پوســت )SKCM(، تعداد بیشتری از 
تغییــرات را بین گروه‌های امتیاز اتوفاژی بالا و کم امتیاز 

.)2b اتوفاژی نشان دادند )شکل

ارتباط بین اتوفاژی و بیان mRNA/پروتئین و 
مسیرهای سیگنالینگ

برای بررســی ارتباط بین اتوفاژی و بیان mRNA، ما بر 
روی ‌mRNAهای تغییر یافته قابل توجه در 24 سرطان 
تمرکــز کردیم. این ژن‌های تغییر یافته در 16 مســیر از 
دایره المعارف ژن‌ها و ژنوم‌هــای کیوتو )KEGG( که با 
بیش از 10 ژن در حداقل دو نوع سرطان غنی شده بودند 
)p value <0.05؛ شــکل 3a(. این مسیرها شامل برخی 
از مســیرهای مرتبط با اتوفاژی مانند مسیر سیگنالینگ 
PI3K-AKT، مسیر سیگنالینگ MAPK و فاگوزوم است 
که اغلب گزارش شــده اســت که فرآیند اتوفاژی را در 

چندین سرطان تعدیل می‌کند.
داده‌هــای پروتئومیکــس عملکردی آرایه‌هــای پروتئین 
فاز معکوس، پروتئین‌های کل و فسفریله‌شــده مرتبط با 
سرطان را پوشش می‌دهند. برای درک بیشتر اثرات بالقوه 
اتوفاژی بر بیان پروتئین، نمرات مسیر را بین گروه با امتیاز 
اتوفاژی بالا و گروه نمره کم اتوفاژی بر اساس بیان پروتئین 
در 10 مسیر سیگنالینگ سرطان، که بر اساس فاز معکوس 
 TCGA تعریف شــده‌اند، مقایسه کردیم. آرایه پروتئین از
قابل ذکر است، ما دریافتیم که مسیر mTOR در گروه کم 
امتیاز اتوفاژی در سه ســرطان به طور قابل توجهی غنی 
شده است )LUSC: نرخ کشــف کاذب 0.032 = [FDR]؛ 
 (THCA): تیروئید  SARC: FDR = 0.004، کارســینوم 
FDR = 0.09; 3b(، کــه با مشــاهدات قبلی که مســیر 
mTOR از اتوفــاژی جلوگیری می‌کند، مطابقت داشــت. 
علاوه بــر این، ما دریافتیم که مســیر RAS-MAPK، به 
عنوان فعال کننــده اتوفاژی، در گروه با امتیاز اتوفاژی در 

دو سرطان غنی شده است )گـلیوبلاســـتوما مولتی فرم:  
FDR = 0.017؛ :PRAD   شکل 3b(. غنی 
 STAD در گروه )EMT( سازی انتقال اپیتلیال- مزانشیمی
 EMT با امتیاز اتوفاژی بالا، ارتباط بین اتوفاژی و TGTC و

.)3b را نشان می‌دهد )شکل
برای بررسی بیشــتر ارتباط بین مسیرهای بیولوژیکی و 
پاســخ دارویی، ما همبســتگی بین بیان mRNA ژن‌ها 
در مســیرهای مرتبط با ســرطان و ناحیــه زیر منحنی 
دوز-پاســخ 252 (AUC) داروی ضد سرطان در ژنومیک 
حساســیت دارویــی را محاســبه کردیم. مــا دریافتیم 
که 197 ژن مرتبــط با اتوفاژی بیان شــده متفاوت در 
16 مســیر ســیگنال دهی سرطان با پاســخ دارویی به 
 119 داروی ضد ســرطان در حداقل ســه نوع ســرطان

(Rs|> 0.3، FDR < 0.05|) و اکثر ژن‌ها مرتبط هســتند. 
با حساس شدن داروهای ضد سرطان مرتبط است )شکل 
3c( این مســیرها شامل برخی از مســیرهای مرتبط با 
اتوفاژی، مانند مسیر ســیگنالینگ PI3K-AKT، مسیر 
 mTOR و مســیر ســیگنالینگ MAPK ســیگنالینگ
هستند )شــکل 3c(. به عنوان مثال، مسیر سیگنالینگ 
PI3K، که گزارش شــده است یک مهارکننده حساسیت 
شیمیایی اســت، به طور قابل توجهی در هر دو پروفایل 
mRNA و پروتئیــن متفاوت بود. ما دریافتیم که 79 ژن 
در مسیر ســیگنال دهی PI3K با حساسیت 11 داروی 
ضد ســرطان و 34 ژن در مسیر ســیگنالینگ PI3K با 
مقاومت نه داروی ضد ســرطان مرتبط هســتند. تنظیم 
مسیر سیگنالینگ MAPK حساسیت دارویی سلول‌های 
ســرطانی را در انواع مختلف سرطان افزایش می‌دهد. ما 
دریافتیم که 36 ژن در مســیر سیگنال دهی MAPK با 
حساسیت 11 داروی ضد ســرطان و چهار ژن در مسیر 
ســیگنالینگ MAPK با مقاومت نه داروی ضد سرطان 
مرتبط هســتند. مطالعات قبلی همچنین نشان داده اند 
که تنظیم مسیر سیگنالینگ mTOR می‌تواند سلول‌های 
ســرطانی را نسبت به داروهای ضد سرطان حساس کند. 
ما دریافتیم که 26 ژن در مسیر سیگنال دهی mTOR با 
حساس شدن دو داروی ضد سرطان  و 10 ژن در مسیر 
ســیگنالینگ mTOR با مقاومت نه داروی ضد ســرطان 
مرتبط هســتند این نتایج یک دیدگاه جامع برای کاوش 
استراتژی‌های درمانی از طریق هدف قرار دادن ژن‌ها در 

مسیرهای سیگنالینگ ارائه می‌دهد.
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شکل 3: ارتباط بین اتوفاژی و بیان mRNA / روتئین و مسیرهای سیگنالینگ.
الف( مسیرهای غنی شده با تعداد ژن بیش از 10 در حداقل دو سرطان توسط ‌mRNAهای تغییر یافته قابل توجهی در مقایسه گروه با نمره بالا در اتوفاژی در مقابل گروه کم امتیاز 

اتوفاژی. بارپلات ژن‌های غنی شده را نشان می‌دهد. شدت رنگ بارپلات نشان دهنده اهمیت مسیرهای غنی شده است. غنی سازی مسیرها با بسته "clusterProfile" ارزیابی شد. 
ب( مسیرهای سیگنال دهی تغییر یافته بر اساس داده‌های پروتئومیکس عملکردی آرایه‌های پروتئین فاز معکوس در گروه با امتیاز اتوفاژی در مقابل گروه کم امتیاز اتوفاژی برای 

سرطان‌های متعدد. رنگ نشان دهنده تفاوت امتیاز مسیر است. اندازه نقطه نشان دهنده FDR برای امتیاز مسیر است. 

بارپلات تعداد  اتوفاژی در مسیرهای سیگنالینگ مختلف و ناحیه زیر منحنی در 1074 رده سلول سرطانی.  با  ج( همبستگی اسپیرمن بین سطوح بیان mRNA ژن‌های مرتبط 
داروهایی را که هر ژن را هدف قرار می‌دهند، نشان می‌دهد. نقطه نارنجی مسیر هدف دارو را نشان می‌دهد. اندازه نقطه نشان‌دهنده تعداد ژن‌های مرتبط با حساسیت دارویی است.
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شبکه تنظیمی در میان ‌miRNAهای مربوط به 
TFs اتوفاژی، ژن‌های هدف و

برای درک بیشــتر شــبکه تنظیمی در اتوفاژی، ما 36 
miRNA مربــوط به اتوفاژی را در حداقل چهار ســرطان 

 miRNA شناســایی کردیم و یک شــبکه تنظیمی هدف
برای بررســی اثرات ‌miRNAها بر اتوفاژی ســاختیم. ما 
4062 لبــه بیــن miRNA 36 و ژن 1994 را با تغییرات 
بیانی قابل توجه در حداقل سه سرطان شناسایی کردیم 
)شکل 4a(. این ژن‌های هدف‌گیری شده توسط ‌miRNAها 
در چندین مســیر مرتبط با اتوفاژی، از جمله مسیرهای 
 .)4a غنی شدند )شکل MAPK و PI3K-AKT سیگنالینگ
miR- ،PI3K-AKT به عنوان مثال، در مســیر سیگنالینگ
miR-17-5p ،106a، و miR-93-5p بیان کمتری در گروه 

با امتیاز اتوفاژی در حداقل چهار ســرطان دارند )شکل 
miR- ،miR-106a 4(. مطالعات قبلی نشــان داده‌اند کهa

 ،miR-17 به عنوان اعضای خانواده miR-93-5p 5-17 وp

می‌توانند با هدف قــرار دادن ژن‌های مرتبط با اتوفاژی، 
اتوفاژی را مهار کنند. ایــن ‌miRNAها و فعل و انفعالات 
متنــوع، بینش‌های مهمــی را در مورد مکانیســم‌های 

تنظیمی اتوفاژی درگیر در سرطان ارائه می‌دهند.
TFs تنظیم کننده‌های حیاتی بیان ژن هستند. ما دریافتیم 

کــه TF 94 به طور قابل توجهی در حداقل 9 ســرطان 
تغییر یافته اســت، و این ‌TFs 1759 mRNAهای متفاوت 
را مورد هدف قرار می‌دهد )شکل ‌mRNA .)4bهای مورد 
هدف توســط ‌TFها در 9 مســیر ســیگنالینگ، از جمله 
مســیر ســیگنالینگ PI3K-AKT مربوط به اتوفاژی غنی 
PI3K- 4(. ژن‌های مسیر ســیگنالینگb شدند )شــکل
AKT توســط TF 66 مورد هدف قرار گرفتند که شــامل 

FOXL1 ،FOXJ1 ،FOXA3 و FOXH1 بــود. ایــن TFها، به 
عنوان اعضای خانواده TF سر چنگال )FOX(، به طور قابل 
توجهــی در گروه با امتیاز اتوفاژی از انواع ســرطان‌های 
متعدد تنزل یافتند )شــکل 4b(، که بــا دانش قبلی که 
از بیــن رفتن FOXA3 فرآیند اتوفاژی را افزایش می‌دهد، 
مطابقت دارد. جالب توجه اســت، ما همچنین تغییراتی 
را در چندیــن عضو دیگر خانــواده FOX تحت وضعیت 
اتوفاژی مشاهده کردیم. به عنوان مثال، FOXP2 در گروه 
7 نوع ســرطان با امتیاز اتوفاژی بالا تنظیم شــد )شکل 
4b(، و جهش بیهوده FOXP1، به عنوان همان زیر کلاس 
 FOXA2 .می‌تواند باعث ایجاد اتوفاژی 56 شــود ،FOXP2

در گروه 4 نوع ســرطان با امتیاز اتوفاژی بالا تنظیم شد 
و FOXA2 توســط فعالیت اتوفاژی در سلول‌های بنیادی 
ســرطان تخمدان تنظیم شد. در مجموع، نتایج ما نشان 
می‌دهد که TFها نقــش نظارتی مهمی در اتوفاژی دارند 
که بینش‌های بیولوژیکی را برای تحقیقات بیشــتر ارائه 

می‌دهد.

ارتبــاط بین اتوفاژی و تغییــرات تعداد کپی 
سوماتیک

‌SCNAها می‌توانند بر ســطح بیان ژن‌ها در فرآیندهای 
متعدد اتوفاژی در انواع مختلف سرطان تأثیر بگذارند. به 
عنوان مثــال، افزایش تعداد کپی 5q منجر به بیان بیش 
از حد SQSTM1، یک محموله اتوفاژی، در سرطان کلیه 
می‌شــود. تقویت تعداد کپــی در 2q37 منجر به افزایش 
سطح بیان ATG16L1، یک جزء کلیدی از یک مجتمع 
پروتئینی بزرگ مرتبط با اتوفاژی در ســرطان پروستات 
می‌شــود. برای بررســی نقش ‌SCNAها در سرطان‌های 
متعدد، ما SCNA 82 را ارزیابی و شناسایی کردیم که به 
طور قابل توجهی در 14 نوع ســرطان تغییر یافته بودند 
)شــکل 5a(، از SCNA 1 در آدنوکارســینوم پروستات 
)PRAD( تــا SCNA 33 در BRCA. این مناطق 850 
ژن را پوشــش می‌دهند که از 1 ژن در PRAD تا 341 
ژن در کارســینوم سلول شــفاف کلیه را شامل می‌شود 
)KIRC؛ شــکل 2b(. به عنوان مثــال، ما در مجموع 69 
 ،)5a حذف را در 13 نوع سرطان شناسایی کردیم )شکل
با پوشش 588 ژن در این مناطق. ما تنها 36 تقویت را در 
10 نوع سرطان با 267 ژن واقع در این مناطق شناسایی 

.)5a کردیم )شکل
علاوه بر این، 16 ژن قابل عمل بالینی در این SCNAهای 
تغییر یافته نگهداری شدند )شکل 5b(، و آنها توسط 37 
داروی ضد سرطان از چهار دسته، از جمله درمان هدف و 
ایمونوتراپی )شکل 5c( مورد هدف قرار گرفتند. به عنوان 
مثال، حذف 2q37.3 شــایع ترین SCNA در گروه چهار 
سرطانی با امتیاز اتوفاژی است )OV، BRCA، LGG، و 
KIRP؛ شکل 5a(. پروتئین مرگ سلولی برنامه ریزی شده 
PDCD1( 1(، به عنوان هدف پمبرولیزوماب و نیولوماب 
 BRCA 2 درq37.3 برای ایمونوتراپی سرطان، در ناحیه
( MTOR، به‌عنوان یکی  و LGG قــرار دارد )شــکل 
از شناخته‌شده‌ترین مؤلفه‌هایی که فرآیند اتوفاژی را در 
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شکل 4: شبکه‌های تنظیم کننده miRNA-target و TF-target در اتوفاژی.
الف( مسیرهای مهم KEGG که توسط ‌mRNAها در شبکه تنظیمی هدف miRNA غنی شده است. نقاط سبز: ژن دایره‌های قرمز: مسیرهای KEGG غنی شده با FDR < 0.05. بارپلات 

تعداد انواع سرطان با ‌miRNAهای تغییر یافته را نشان می‌دهد. محور Y نشان دهنده | fold change | است.

ب( مسیرهای KEGG قابل توجهی که توسط ‌mRNAها در شبکه تنظیمی TF-هدف غنی شده است. نقاط سبز: ژن; دایره قرمز: مسیرهای KEGG غنی شده با FDR < 0.05. بارپلات 
تعداد انواع سرطان با TFهای تغییر یافته را نشان می‌دهد. محور y نشان دهنده | fold change | است.
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شکل 5: ارتباط بین SCNA و اتوفاژی در چندین سرطان.
الف( ویژگی‌های خلاصه SCNA در سرطان‌های متعدد نوار بالایی تعداد انواع سرطان با تقویت )بنفش( یا حذف )سبز تیره( را نشان می‌دهد. نوار سمت راست تعداد تقویت )بنفش( 

یا حذف )سبز تیره( در هر سرطان را نشان می‌دهد. دایره‌ها نشان دهنده امتیاز اتوفاژی بالا هستند. مثلث‌ها نشان دهنده امتیاز اتوفاژی کم است.

ب( نمودار کروموزوم مکان‌های ‌SCNAهای مرتبط با اتوفاژی را با تغییرات قابل توجه یا ژن‌های ذخیره شده در گروه با امتیاز اتوفاژی در مقابل گروه کم امتیاز اتوفاژی نشان می‌دهد. 
قرمز نشان دهنده تقویت است. آبی نشان دهنده حذف در گروه با امتیاز اتوفاژی است. صورتی نشان دهنده تقویت است. آبی روشن نشان دهنده حذف در گروه کم امتیاز اتوفاژی 

است. برچسب نارنجی ‌CAGها را نشان می‌دهد. c داروهای مورد تایید FDA که ‌CAGها را در ‌SCNAهای مرتبط با اتوفاژی هدف قرار می‌دهند.
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 1p36.13 توسعه دارو هدف قرار می‌دهد، در ناحیه حذف
در نمونه‌های با امتیاز اتوفاژی KIRC و BRCA قرار دارد 
)شــکل 5b(. قابل‌توجه، MTOR توسط مهارکننده‌های 
mTOR تمسیرولیموس و اورولیموس )RAD001؛ شکل 
5c( مــورد هدف قــرار گرفت، کــه در مطالعات متعدد 
به‌عنوان داروهای امیدوارکننده‌ای برای بهبود حساسیت 
درمان ترکیبی با واسطه وضعیت اتوفاژی گزارش شده‌اند. 
این نتایج نشان می‌دهد که SCNAهای مرتبط با اتوفاژی 
می‌توانند بر حساســیت داروهای ضد ســرطان، از جمله 
داروهایی برای درمان هدف و ایمونوتراپی تأثیر بگذارند.

پاســخ  بر  اتوفاژی  وضعیت  عملکردی  اثرات 
دارویی

مطالعات گســترده نشــان داده‌اند که اتوفاژی می‌تواند 
تومورزایــی را افزایش دهــد و مهار اتوفــاژی می‌تواند 
ســلول‌های تومور مقاوم را نســبت به شــیمی‌درمانی، 
پرتودرمانــی و درمان هدفمند حســاس کند. ما به طور 
جامع ارتباط بین وضعیت اتوفاژی و پاســخ دارویی را به 
تصویر کشــیدیم. ما ابتدا همبستگی بین امتیاز اتوفاژی 
و داده‌های دارویی 138 دارو را در TCGA64 محاســبه 
کردیم. ما دریافتیم که تعداد داروهای مرتبط با اتوفاژی 
از 7 در ACC تا 73 در TGCT متفاوت اســت. در میان 
این داروها، در مجموع 41 دارو، 32 ژن قابل عمل بالینی 
)CAG( را هــدف قرار می‌دهند که توســط 13 داروی 
مورد تایید ســازمان غذا و دارو )FDA( مورد هدف قرار 
می‌گیرند. این CAGها در چهــار لایه مولکولی مختلف 
)بیان mRNA، بیان پروتئین، SCNA و جهش جسمی( 
از 20 نــوع ســرطان تغییر یافتند )شــکل 6(. به عنوان 
مثــال، ژن قابل عمل بالینی AR به طور قابل توجهی در 
ســطوح mRNA و پروتئین در 10 نوع سرطان، از جمله 
PRAD، تغییــر کرد. AR مورد هــدف بیکالوتامید آنتی 
آندروژن )شــکل 6( به طور مداوم گزارش شده است که 
باعث افزایش اتوفاژی در ســلول‌های سرطانی پروستات 
می‌شــود65،66. علاوه بــر این، ما مشــاهده کردیم که 
پاکلیتاکسل در بیماران مبتلا به LUAD و امتیاز اتوفاژی 
بالا مقاوم‌تر بود، که با مشــاهدات قبلی مطابقت دارد که 
3 - متیل آدنیــن )MA-3(، یک مهارکننــده اتوفاژی، 
ســلول‌های A549 را به حساسیت بیشــتری نسبت به 
پاکلیتاکســل ســوق می‌دهد. با کمال تعجب، نمونه‌های 

ســرطان با امتیاز اتوفاژی به بســیاری از داروها از جمله 
ارلوتینیب در هفت نوع سرطان حساس تر هستند )شکل 
6(. این یافته در تضاد با دیدگاه ســنتی است که اتوفاژی 
منجر به مقاومت دارویی می‌شود، که نشان‌دهنده اثرات 

پیچیده اتوفاژی بر پاسخ دارویی است.

پاسخ دارویی حساس کننده اتوفاژی در شرایط 
in vivo و in vitro

، THYM، TGCT( ملانوما یکی از برترین انواع سرطان
SKCM( با بیشترین تعداد تغییرات تحت تاثیر وضعیت 
اتوفاژی است )شکل 2b(، و شایع‌تر از دو نوع سرطان دیگر 
است. بنابراین ما پاسخ دارویی حساس شده توسط اتوفاژی 
 BMS708163( در ملانوم را بررسی کردیم. ما پنج دارو

CMK، BMS536924، DMOG، etoposide( را انتخاب 
کردیم که پیش بینی می‌شــد در وضعیــت اتوفاژی بالا 
به SKCM حســاس باشــند )شــکل 7a(، به استثنای 
CGP.082996 به دلیل در دسترس نبودن. در میان این 
داروها، هر دو رده سلولی A375 و SK-MEL-28 به طور 
قابل توجهی به اتوپوزید و BMS536924 تحت شــرایط 
اتوفاژی ناشی از راپامایسین حساس شدند )شکل 7b(. ما 
وضعیت اتوفاژی سلول‌های ملانوما را در شرایط مختلف 
با وســترن بلات LC3A/B و p6268 بررسی کردیم که 
فعال شدن اتوفاژی با درمان راپامایسین را تایید می‌کند 
)شــکل 7c(. بنابراین، etoposide و BMS536924 برای 
آزمایش‌های بیشــتر در این مطالعه انتخاب شــدند. ما 
سنجش حساســیت دارویی را بر روی داروهای انتخاب 
A375، SK-( شــده در سه رده ســلولی مختلف ملانوم

MEL-28، و SK-MEL-5( تحت شــرایط اتوفاژی ناشی 
از راپامایســین در مقابل شــرایط کنتــرل انجام دادیم. 
آزمایش‌های ما نشــان داد که ســه رده ســلولی ملانوما 
به اتوپوزید و BMS536924 در شــرایط اتوفاژی ناشــی 
از راپامایسین حساس‌تر هســتند )شکل 7b(. با در نظر 
گرفتن ســایر اثرات ضد ســرطانی بالقوه راپامایسین بر 
روی رده‌های ســلولی ملانوما، ما بیشتر از گرسنگی )به 
جای راپامایســین( برای القای اتوفاژی اســتفاده کردیم 
 A375، SK-MEL-28 و مشاهده کردیم که ســلول‌های
و SK-MEL-5 بــه اتوپوزید و BMS536924 حســاس 
تر هستند. )شــکل 7d(. علاوه بر این، ما سنجش مرگ 
ســلولی را انجام دادیم و مشــاهده کردیم که اتوپوزید و 
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شکل 6: اثرات تغییرات مولکولی در ژن‌های بالینی قابل عمل بر پاسخ دارویی. 
حساسیت داروهایی که ژن‌های قابل عمل بالینی را با هرگونه تغییر در سطوح mRNA، پروتئین، جهش و SCNA هدف قرار می‌دهند. نقطه در پانل سمت چپ نشان دهنده همبستگی 
اسپیرمن بین داده‌های دارویی منتسب شده و نمرات اتوفاژی در سرطان‌های متعدد است )قرمز: مثبت، مقاوم به دارو؛ نارنجی: منفی، حساس به دارو(. اشکال مختلف در پانل سمت 

راست نشان دهنده انواع مختلفی از امضاهای مولکولی است. نقطه قرمز: گروه اتوفاژی امتیاز بالا. نقطه آبی: امتیاز اتوفاژی-گروه پایین. 

BMS536924 ســلول‌های ملانوم بیشتری را در شرایط 
اتوفاژی ناشــی از راپامایسین/گرسنگی از بین بردند. این 
نتایج نشــان می‌دهد کــه القای اتوفــاژی احتمالاً باعث 

حساسیت دارویی می‌شود.
برای تایید بیشتر اثرات اتوفاژی بر پاسخ دارویی در داخل بدن، 
اتوپوزید، یک داروی ضد تومور مورد استفاده در کلینیک، 
 A375 را برای ایجاد یک مدل زنوگرافت با رده ســلولی
  -SK-MEL انتخاب کردیم، که الگوی بســیار مشابهی با 
دارد. 28 در حساســیت دارویــی )شــکل 7b، d(. ما از 
اتوپوزیــد به تنهایی یــا در ترکیب با راپامایســین القاء 
 BALB/C-nu/nu کننده اتوفاژی برای درمان موش‌های
که هر ســه روز یکبار با ســلول‌های A375 تلقیح شده 
بودند، استفاده کردیم )شــکل 7e(. همه موش‌ها قربانی 
 .)7f شــدند و تومور در روز هجدهم برداشته شد )شکل

تجزیه و تحلیل وسترن بلات نشانگرهای اتوفاژی، شامل 
هر دو LC3A/B و p62، نشــان داد که وضعیت اتوفاژی 
بافت‌های تومور توسط راپامایســین افزایش یافته است 
)شــکل 7g(. ما مشــاهده کردیم که رشد تومور به طور 
قابل توجهی توســط اتوپوزید با راپامایسین القاء کننده 
اتوفاژی )شکل 7f( مهار شد، همانطور که با حجم تومور 
در مقاطــع زمانی مختلف )شــکل 7h(، و حجم تومور و 
وزن تومور در نقطه زمانی که موش‌ها مورد بررســی قرار 

گرفتند، مهار شد. قربانی کرد.

مکانیســم بالقوه پاسخ دارویی حساس کننده 
القاء اتوفاژی

برای توضیح اینکه چگونه القاکننده اتوفاژی ســلول‌های 
تومور را به اتوپوزید حســاس می‌کنــد، آنالیز توالی‌یابی 
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شکل 7: مشخصات پاسخ دارویی مرتبط با اتوفاژی در شرایط آزمایشگاهی و درون تنی. 
الف( پاسخ دارویی مرتبط با وضعیت اتوفاژی در SKCM. نقطه نارنجی نشان دهنده حساسیت است. نقطه قرمز نشان دهنده مقاومت است. 

ب د( منحنی‌های دوز-پاسخ برای مقدار میانگین زنده‌مانی سلولی اتوپوزید و BMS536924 در شرایط القا شده با راپامایسین )ب( یا ناشی از گرسنگی )د( و غیر القا شده در رده 
سلولی ملانوم A375 و SK-MEL-28. زنده ماندن سلول به سطح سلول‌های تیمار شده با DMSO )ب( یا DMEM )د( نرمال شد. DMEM: مدیوم Eagle Modified Dulbecco برای 
کنترل. EBSS: محلول نمک متعادل Earle برای گرسنگی. نوارهای خطا میانگین SD ± را نشان می‌دهد. داده‌های غربالگری دارو گروه‌های مختلف )n=4( برازش و با منحنی‌های 

دوز-پاسخ سیگموئیدی مقایسه شدند. 
ج( وسترن بلات مارکرهای اتوفاژی در رده‌های سلولی A375 و SK-MEL-28 تیمار شده با DMSO، راپامایسین، اتوپوزید و راپامایسین + اتوپوزید. نسبت شدت باند LC3-II/LC3-I و 
p62 نرمال شده به DMSO در زیر لکه‌ها نمایش داده می‌شود. نتایج مشابهی در حداقل سه آزمایش مستقل مشاهده شد. ه( طراحی آزمایش‌های پیوند زنوگرافت. موش نود با 2 × 106 

سلول A375 تزریق شد. هنگامی که اندازه تومور به 50 تا 100 میلی‌متر مکعب رسید، موش‌ها با حامل، 75/0 میلی‌گرم بر کیلوگرم راپامایسین به صورت داخل صفاقی، 5 میلی‌گرم 
n( تحت درمان قرار گرفتند. . موش‌ها با استفاده از "mouse-animal-rodent-mammal-little"، که تحت مجوز ساده  بر کیلوگرم اتوپوزید یا ترکیب راپامایسین و اتوپوزید هر 3 روز )7
شده Pixabay (https) به تصویر کشیده شدند. و( تومورهای بریده شده برای نشان دادن اندازه تومور در روز 18.ز( وسترن بلات مارکرهای اتوفاژی در بافت موش با درمان وسیله نقلیه، 
راپامایسین، اتوپوزید و راپامایسین + اتوپوزید. نسبت شدت باند LC3-II/LC3-I و p62 نرمال شده به وسیله نقلیه در زیر لکه‌ها نمایش داده می‌شود )n = 3(. ح( آنالیز کمی حجم تومور 
در مقاطع زمانی مختلف با درمان )n = 7(. نوارهای خطا میانگین SD ± را نشان می‌دهد. تفاوت در گروه‌های متعدد با آنالیز ANOVA یک طرفه برآورد شد. مقادیر P به شرح زیر است: 

.p = 0.0012 . c, g اتوپوزید در مقابل راپامایسین+راپامایسین( و( p = 0.026 ،)خودرو در مقابل راپامایسین( p = 0.0012 ،)وسایل نقلیه در مقابل اتوپوزید( p = 0.011
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SK- و A375 را بــرای ســلول‌های RNA (RNA-seq)
MEL-28 انکوبه‌شــده بــا اتوپوزید در مقابــل اتوپوزید 
+ راپامایســین انجام دادیم. آنالیز PCA نشــان داد که 
نمونه‌ها به خوبی خوشــه‌بندی شدند. ما 946 ژن با بیان 
متفــاوت بین اتوپوزید در مقابل اتوپوزید + راپامایســین 
در ســلول‌های A375 و 782 ژن بیان شــده متفاوت در 
سلول‌های SK-MEL-28 شناسایی کردیم. در میان این 
ژن ها، 290 ژن با هم تداخل دارند که بیان متفاوتی بین 
اتوپوزیــد در مقابل اتوپوزید + راپامایســین در A375 و 
SK-MEL-28 با fold change | >1.5 | و مقدار p تنظیم 
شده 0.05>. بر اســاس این 290 ژن با همپوشانی بیان 
 KEGG شــده متفاوت، ما بیشتر آنالیز غنی‌سازی مسیر
را انجام دادیم و متوجه شدیم که چندین ژن تنظیم‌شده 
 )EGF، FGF1، BINP3، DDIT4، PPP2R2B، SFN(
اغلب در مسیرهای مرتبط با ســرطان یا اتوفاژی، مانند 
مسیر ســیگنالینگ PI3K-AKT و مســیر سیگنالینگ 
RT- ما بیشتر این ژن‌های مرتبط با عملکرد را با .mTOR

 DDIT4 بررسی کردیم و دریافتیم که بیان نسبی PCR
در گروه راپامایسین + اتوپوزید در مقایسه با راپامایسین یا 
اتوپوزید به تنهایی کمترین میزان بود، که با حجم تومور 
 RNA-seq .)7h چهار گروه در یک مدل زنوگرافت )شکل
نشان داد که DDIT4 در A375 و SK-MEL-28 هنگام 
درمان با اتوپوزید و راپامایسین در مقایسه با اتوپوزید به 
 ،)8a تنهایــی به طور قابل توجهی کاهش یافت )شــکل
کــه در A375 و SK-MEL-28 با RT-PCR تأیید شــد 
)شکل 8b(. علاوه بر این، ما همچنین مشاهده کردیم که 
بیان DDIT4 توســط راپامایسین در یک داده عمومی از 

GSE2778470 کاهش یافت.
برای بررســی نقش عملکردی DDIT4 در ســلول‌های 
 siRNA ملانوما حساس‌کننده اتوفاژی به اتوپوزید، ما سه
DDIT4 (si-DDIT4) را به ترتیب به سلول‌های A375 و 
SK-MEL-28 تحت درمان با اتوپوزید انتقال دادیم. بیان 
DDIT4 در اتوپوزید + si-DDIT4-2 یا si-DDIT4-3 و 
سلول‌های اتوپوزید + راپامایسین کاهش یافت، همانطور 
که توســط وسترن بلات نشــان داده شده است )شکل 
 SK-MEL-28 و A375 8(. زنده ماندن ســلولی نسبیc
به طــور قابل توجهی بــا etoposide و si-DDIT4-2 یا 
si-DDIT4-3 مهار شــد )شــکل 8d(. عــاوه بر این، 
سلول‌های A375 و SK-MEL-28 تیمار شده با اتوپوزید 

و راپامایســین بــا لنتی ویــروس DDIT4-OE یا لنتی 
 DDIT4 ویروس کنترل منفی آلوده شدند و بیان نسبی
 etoposide در ســلول‌های تیمار شــده با لنتی‌ویروس
 +راپامایســین + DDIT4-OE افزایش یافت. سلولهای 
تیمار شــده با لنتی ویروس + etoposide راپامایسین + 
کنترل منفی، همانطور که توســط وســترن بلات نشان 
داده شده است )شــکل 8e(. هنگامی که DDIT4 بیش 
از حد بیان شــد، زنده ماندن سلول بازسازی شد )شکل 
 A375 در DDIT4 های‌siRNA 8(. کارایی و ویژگــیf
و SK-MEL-28 مورد بررســی قــرار گرفت، و وضعیت 
اتوفاژی ســلول‌ها در هنگام کوبیــدن DDIT4 نیز مورد 
 DDIT4-OE بررســی قرار گرفت. کارایی لنتی ویروس
در A375 و SK-MEL-28 و وضعیــت اتوفاژی نیز مورد 

بررسی قرار گرفت.
 عــاوه بــر این، مــا اتوفــاژی را با ترانسفکشــن ســه
  siRNA ATG5 (si-ATG5) بــه ســلول‌های A375 و
 SK-MEL-28 تحــت درمان بــا اتوپوزید مهار کردیم و 
کارایی ‌siRNAهای ATG5 با وسترن بلات مورد بررسی 
SK- و A375 قــرار گرفت. زنده ماندن ســلولی نســبی
 si-ATG5-1 به طور قابل توجهی با اتوپوزید و MEL-28
افزایش یافت )شکل 8g(. بیان DDIT4 همچنین زمانی 
SK- و A375 به ترتیب به ســلول‌های si-ATG5-1 که

MEL-28 تحت درمان با اتوپوزید ترانسفکت شد، به طور 
قابل توجهی افزایش یافت )شکل 8h(. در مجموع، نتایج 
ما نشان می‌دهد که ســلول‌های ملانوما ممکن است در 
صورت حضور با یک القاکننده اتوفاژی نسبت به اتوپوزید 
 DDIT4 حساس‌تر باشند و این الگو ممکن است از طریق

.)8i واسطه شود )شکل

بحث
اتوفــاژی می‌تواند تومورزایی را افزایش دهد و با پاســخ 
ســلولی به ایمونوتراپی، هورمون درمانی و درمان هدف 
مرتبط اســت. آنالیز جامع مولتی اومیکس و پاســخ‌های 
درمانــی مرتبط با اتوفاژی به طور قابل توجهی به درمان 
ســرطان کمک می‌کند. علیرغم نقــش حیاتی اتوفاژی، 
هیــچ روش کاربردی برای تخمیــن وضعیت اتوفاژی در 
تعــداد زیادی از بیمــاران وجود نــدارد. در این مطالعه، 
ما پیشــنهاد کردیم تــا وضعیت اتوفاژی بیمــاران را بر 
اســاس امضای ژن اتوفاژی تعریف کنیم که بررسی نقش 
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شکل 8: مکانیسم بالقوه از طریق توصیف عملکردی DDIT4 در شرایط آزمایشگاهی.
الف( بیان mRNA DDIT4 در A375 و SK-MEL-28 توسط RNA-seq (n = 3). جعبه‌ها میانه ±1 چارک را نشان می‌دهند، با سبیل‌‌هایی که تا شدیدترین نقطه داده در محدوده 1.5 

بین چارکی از مرزهای جعبه گسترش می‌یابند. اهمیت )p value( ژن‌های بیان شده متفاوت با بسته "DESeq2" ارزیابی شد. 
 .RT-PCR (n = 3) توسط SK-MEL-28 و A375 در DDIT4 نسبی mRNA ب( بیان

ج( وسترن بلات DDIT4 در سلول‌های A375 یا SK-MEL-28 تیمار شده با si-NC یا ‌DDIT4 siRNAها در ترکیب با اتوپوزید. شدت باند DDIT4 نرمال شده به si-NC + etoposide در 
زیر لکه‌ها نمایش داده می‌شود. 

د( زنده ماندن سلولی سلول‌های A375 یا SK-MEL-28 تیمار شده با si-NC یا ‌DDIT4 siRNAها در ترکیب با اتوپوزید )n = 4(. نوارهای صورتی نشان‌دهنده شکست موفقیت‌آمیز 
SK- یا A375 در سلول‌های DDIT4 است. وسترن بلات si-DDIT4 (si-DDIT4-1) است، در حالی که نوار خاکستری نشان‌دهنده شکست ناموفق si-DDIT4 (si-DDIT4-2 و si-DDIT4-3)

MEL-28 ترانسفکت شده با لنتی ویروس یا وکتور DDIT4-OE در ترکیب با اتوپوزید و راپامایسین. شدت باند DDIT4 نرمال شده به Vector+Etoposide در زیر لکه‌ها نمایش داده می‌شود. 

ه( زنده ماندن سلولی سلول‌های A375 یا SK-MEL-28 ترانسفکت شده با لنتی ویروس یا وکتور DDIT4-OE در ترکیب با اتوپوزید و راپامایسین )n = 4( و( زنده ماندن سلولی سلول‌های 
 .)n = 4( در ترکیب با اتوپوزید ATG5 siRNA یا si-NC تیمار شده با SK-MEL-28 یا A375

و( وسترن بلات DDIT4 در سلول‌های A375 یا SK-MEL-28 تیمار شده با si-NC یا ‌ATG5 siRNAها در ترکیب با اتوپوزید. شدت باند DDIT4 نرمال شده به si-NC + DMSO در زیر 
لکه‌ها نمایش داده می‌شود. ز( تصویری برای مکانیسم بالقوه پاسخ دارویی حساس کننده القاکننده اتوفاژی. b، d، f، g داده‌ها به عنوان میانگین SD ± ارائه شد.
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عملکردی اتوفاژی در بیماران را تســهیل می‌کند. سپس 
تمــام نمونه‌های ســرطان TCGA را بر اســاس امضای 
اتوفــاژی به گروه‌های با امتیاز اتوفــاژی بالا و گروه‌های 
با امتیاز اتوفاژی پایین طبقه‌بندی کردیم. برای بررســی 
اثرات اتوفاژی بر مولکول‌های بیولوژیکی در ســرطان‌ها، 
از یک الگوریتم امتیاز گرایش برای به حداقل رســاندن 
اختلال عوامل مخدوش‌کننده مختلف اســتفاده کردیم: 
خلوص تومور، جنسیت، قومیت، سن در هنگام تشخیص 
و وضعیت ســیگار کشــیدن. ما چندین ویژگی مولکولی 
مرتبــط بــا اتوفــاژی را در 24 نوع ســرطان، از جمله 
mRNA، miRNA و بیان پروتئین، جهش‌های سوماتیک 
و SCNA شناســایی کردیم. علاوه بر این، ما تأثیر شبکه 
تنظیمی را در بیــن مولکول‌های مختلف بر روی فرآیند 
اتوفاژی، که جامع‌ترین چشم‌انداز تا کنون است، بررسی 
کردیم. این نقشــه جامع بینش‌هــای بیولوژیکی قوی را 
برای تحقیقات آینده ارائه می‌کند، که با آنالیز دقیق قبلی 
 ICGC22 و TCGA داده‌هــای مقیاس بزرگ، از جملــه
نشان داده شده است. آنالیز یکپارچه ما نشان می‌دهد که 
وضعیت اتوفاژی می‌تواند بر تغییرات ویژگی‌های مولکولی 
در لایه‌هــای مولتی اومیکس در تومورهای مختلف تأثیر 

بگذارد.
قابل ذکر اســت، ما دریافتیم که در مجموع CAG 32 به 
طــور قابل توجهی در بین 20 نوع ســرطان تغییر کرده 
اند، و انواع سرطان‌های متعدد می‌توانند به داروهایی که 
این ‌CAGها را هدف قرار می‌دهند پس از القای اتوفاژی 
مقاوم یا حساس باشند )شکل 6(. برخلاف دیدگاه مرسوم 
که مهار اتوفاژی حساسیت دارویی را ایجاد می‌کند، آنالیز 
جامع ما و آزمایش‌های in vitro/in vivo فرصتی را برای 
اســتفاده از تحلیل ویژگی‌های مولکولی شخصی‌شــده 
برای غلبه بر مقاومت دارویی چندگانه ناشــی از اتوفاژی 
برجســته می‌کند. با این حال، توجه بــه این نکته مهم 
است که تنها با آزمایش‌های منفرد )به عنوان مثال، تک 
دارو یا رده ســلولی(، نتیجه گیری اینکه اتوفاژی ممکن 
اســت حساســیت دارویی را برای تعداد قابل توجهی از 
داروهای ضد ســرطان ایجاد کند، بســیار چالش برانگیز 
خواهد بــود. تجزیه و تحلیل ما بیشــتر نشــان داد که 
DDIT4 یک هــدف بالقوه برای واســطه القای اتوفاژی 
برای حساس کردن ســلول‌های تومور به اتوپوزید است. 
مطالعات اخیر نشان داده است که سیستم ایمنی بدن با 

مهار اتوفاژی به دلیل کاهش تخریب متابولیت‌های ایمنی 
تضعیف می‌شود. بنابراین، ترکیب محرک‌های اتوفاژی و 
ایمونوتراپی ممکن است یک جهت جایگزین برای درمان 

سرطان ارائه دهد.
چالش‌هایــی در مطالعه اتوفاژی وجــود دارد که نیاز به 
بررســی بیشــتر دارد. ما وضعیت اتوفاژی نســبی را در 
نمونه‌های تومور تخمین زدیم، که ممکن است در توانایی 
آن برای انعکاس وضعیت واقعی اتوفاژی در بیماران محدود 
باشد. اتوفاژی یک فرآیند بیولوژیکی پویا است که شامل 
تنظیم مولکول‌های مختلف مرتبط است. بنابراین، ارزیابی 
دقیق آن با ارزیابی تعداد کمی از نشــانگرهای مرتبط با 
اتوفاژی، مانند LC3 یا P62 و غیره دشــوار است. اگرچه 
می‌توان از شــار اتوفاژی برای نظارت بر وضعیت اتوفاژی 
استفاده کرد، این رویکرد حتی در سلول‌های کشت شده 
نیز چالش برانگیز است. خطوط و ارگانیسم‌های مدل80، 
در نمونه‌های بــزرگ مقیــاس (10000~) بیمار ناگفته 
نماند. مشــابه این، هیچ رویکرد مستقیمی برای ارزیابی 
وضعیت هیپوکسی در بیماران وجود ندارد، در حالی که 
مــا فقط می‌توانیم به طور غیرمســتقیم از طریق امضای 
15 ژنی به وضعیت هیپوکسی دسترسی پیدا کنیم. آنالیز 
ما بر اســاس RNA-seq  در انواع مختلف سلول در یک 
نمونه است. تلاش‌های بیشتر باید ناهمگونی تومور را در 
نظر بگیرد، به‌ویژه با پیشــرفت‌های فناوری پروفایل تک 
ســلولی. در نهایت، اکثر کارآزمایی‌هــای بالینی به دلیل 
چالــش فنی نظارت بر وضعیت اتوفــاژی در داخل بدن، 
اطلاعاتی در مورد وضعیت اتوفاژی نمونه‌های ســرطانی 
بیماران ندارند. در حال حاضر، بیشــتر مطالعات بر روی 
مهار اتوفاژی متمرکز شده‌اند، در حالی که اهمیت القای 
اتوفاژی نادیده گرفته شــده اســت، کــه منجر به درک 
محدودی از نحوه تأثیرگذاری امضاهای مولکولی توســط 
ریزمحیط اتوفاژی و تفسیر منطقی از پیامدهای نامطلوب 
دارویی غیرمنتظره در درمان ضد سرطان می‌شود. با این 
وجود، مطالعه ما بر اهمیــت نظارت بر وضعیت اتوفاژی 

تومور در مطالعات بالینی آینده تأکید دارد.

منبع:
https://www.nature.com/articles/s41467-022-
33946-x



54

 RAS آنالیز مولتی اومیکس زیر گروه نابالغ مبتلا به

بسیار مقاوم از لوسمی لنفوبلاستیک حاد نوزاد

چکیده
لوسمی لنفوبلاستیک حاد نوزاد )ALL( بازآرایی شده با 
KMT2A نشــان دهنده مقاوم ترین نوع لوسمی دوران 
کودکی است. برای کشف ناهمگنی مولکولی این بیماری، 
ما توالی یابی RNA، آنالیز آرایه متیلاســیون، کل اگزوم 
و توالــی یابی عمیق هدفمنــد را روی 84 نوزاد مبتلا به 
لوسمی بازآرایی شده با KMT2A انجام دادیم. خوشه‌بندی 
مولتی اومیکس ما به دنبال اســتنتاج تک‌نمونه‌ای و تک 
سلولی تمایز خون‌‌ساز، پنج خوشه یکپارچه )ICs( قوی را 
با فاکتورهای رونویسی اصلی مختلف، شرکای همجوشی 
و مراحل متناظرB--لنفوپوئیتیک و رشــد اولیه هماتو-
اندوتلیال ایجاد می‌کنــد: IRX- نوع متمایز )IC1(، نوع 
 ،HOXA MLLT1 (IC3) نــوع ،)IC2( غیرمتمایز IRX
 HOXA AFF1 و نــوع HOXA MLLT3 (IC4) نــوع
(IC5). نکته مهم، آنالیز دقیق جهش ما نشــان می‌دهد 
کــه تعداد جهش‌های مســیر RAS پیش آگهی را پیش 
بینی می‌کنــد و مقاوم ترین زیر گروه IC2 دارای 100٪ 
فرکانس و سنگین ترین بار جهش‌های مسیر RAS است. 
یافته‌هــای مــا ناهمگونی درون و بین بیمــار ناهمگونی 
ALL نوزاد با KMT2A را که قبلًا کمتر مورد توجه قرار 
گرفته بود برجســته می‌کند و منطقی برای توسعه آینده 
طبقه‌بنــدی خطر با هدایت ژنومیک و درمان فردی ارائه 

می‌دهد.

مقدمه
لوســمی لنفوبلاستیک حاد )ALL( شایع ترین بدخیمی 
کودکان اســت کــه در آن تا 5 درصد مــوارد در دوران 
نوزادی )کمتر از 12 ماهگی( تشــخیص داده می‌شود و 
از نظــر بیولوژیکی و بالینی بــا ALL در کودکان بزرگتر 

وحید رضا اصفهانی 1
1- کارشناسی ارشد سلولی مولکولی دانشگاه آزاد اسلامی، تهران، ایران
پژوهشگر مرکز تحقیقات پزشکی شخصی آمیتیس ژن
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متمایز اســت. ALL نوزاد با فرکانس بالای بازآرایی ژن 
KMT2A )همچنین به عنوان MLL شــناخته می‌شود( 
)KMT2A-r( مشخص می‌شود که در ٪75 موارد یافت 
 CD10 نابالغ B می‌شــود و با فنوتیپ پیش ساز ســلول
منفی و پیش آگهی بســیار ضعیف همراه اســت. اگرچه 
 ،MLL-10 ،جدیدترین کارآزمایی بالینی سراســری ما
بقای نــوزادان مبتلا بــه KMT2A-r ALL4 را به طور 
قابل توجهی بهبود بخشیده است، نرخ بقای بدون رویداد 

)EFS( هنوز کمتر از 40 درصد در سراسر جهان است.
ماهیــت تهاجمی بیماری در زمــان تاخیر کوتاه آن بین 
وقــوع بازآرایی KMT2A در رحم و پیشــرفت آشــکار 
بیمــاری در دوران نوزادی منعکس می‌شــود. این دوره 
کوتاه مــدت، ژنوم ALL نوزاد را ثابت و عمدتاً در هنگام 
تشــخیص بدون تغییــر می‌کند. در میــان چند رویداد 
ژنتیکی، جهش‌های مکرر RAS، و همچنین جهش‌های 
FLT3 و یا بیان بیش از حد، مدت‌هاســت که شناسایی 
شــده‌اند. با این وجود، کاربرد ترجمه ای این انحرافات به 
عنوان عوامل خطر و یا اهداف درمانی برای ALL نوزادان 
هنوز مورد بحث اســت. بنابراین، در درمان نوزادان مبتلا 
به ALL، مثبت بودن بازآرایی KMT2A تنها عامل خطر 
مولکولی تثبیت شــده باقی می‌مانــد، و هیچ طبقه‌بندی 
مولکولی دیگری در سراســر جهان پذیرفته نیســت، که 
نیاز به درک بهتــر ناهمگونی مولکولی در ALL نوزادان 

KMT2A-r دارد.
توســعه اخیر روش‌های یادگیری ماشــین برای کشــف 
زیرکلاس یکپارچــه از داده‌های مولتی اومیکس عملکرد 
بســیار خوبی را در کشــف زیرشــاخه‌های ســرطانی 
پیچیده‌تر و مرتبط با بالینی نســبت به آنچه که می‌توان 
با خوشــه‌بندی تک اومیکس به دســت آورد، نشان داده 
اســت. از آنجایی کــه لوســمی KMT2A-r دارای یک 
امضای مولکولی مشــترک اســت و بنابراین تمایل دارد 
در برابر ســایر زیرگروه‌های ALL با هم جمع شود، یک 
رویکــرد مولتی اومیکس که فقط مــوارد KMT2A-r را 
هــدف قرار می‌دهد، طرح بهینه برای کشــف ناهمگونی 
واقعــی در ALL نوزادان KMT2A-r خواهد بود. اگرچه 
نادر بودن این بیماری تا به امروز این رویکرد را با مشکل 

مواجه کرده است.
در این مطالعه، ما از نمونه‌های تشخیصی 84 نوزاد مبتلا 
به لوســمی KMT2A-r، از جملــه B-ALL (n = 82) و 

 B/MYELoid (B/M لوســمی حاد با فنوتیپ مخلــوط
 omics-integrative اســتفاده کردیم و MPAL؛ n = 2)
را انجام دادیم. خوشــه‌بندی، و به دنبال آن خصوصیات 
 ،DNA زیرگروهی گســترده شامل بیان ژن، متیلاسیون
جهش و تغییرات تعداد کپی می‌شود. این رویکرد مولتی 
اومیکس یک طبقه‌بنــدی مولکولی واقعــاً بی‌طرفانه از 
ALL نوزادان KMT2A-r را نشان می‌دهد و سرنخ‌هایی 
را برای تشــخیص‌های ژنومیک محور و اســتراتژی‌های 

درمانی بالقوه ارائه می‌دهد.

نتایج
آنالیــز تک‌آمیکس ترنســکریپتوم، زیرگروه‌های IRX و 

HOXA ALL نوزادان KMT2A-r را تأیید کرد.
ابتدا، توالی‌یابی RNA را روی نمونه‌های تشــخیصی 61 
 B/M MPAL یا KMT2A-r B-ALL (n = 59) نوزاد بــا
(n = 2) بــه عنوان یک گروه کشــفی انجــام دادیم. در 
مجموع، 111 رونوشــت فیوژن شناســایی و به صورت 
تجربی اعتبارسنجی شدند، که ٪95 آن ترکیبات مربوط 
به KMT2A بود. در 25 مورد از 61 مورد )٪41(، پیوند 
جایگزین از همجوشــی KMT2A با پــرش اگزون 11 
 KMT2A شناسایی شد. همجوشــی متقابل KMT2A
)یعنی X-KMT2A( در 17 مورد )٪28( مشــاهده شد 
که بیشــتر در موارد KMT2A-AFF1 (15 مورد از 17 
مورد(. علاوه بر همجوشی‌های KMT2A، سه مورد )5%( 
دارای 5 همجوشــی غیرمرتبط با KMT2A بودند که دو 
 AFF1-SPATA13 :بودند AFF1 مورد از آنها شــامل ژن

.AFF1-HSPA8 و
خوشــه‌بندی بیــان ژن مبتنی بــر توالی‌یابی RNA دو 
زیرگروه پایدار را در لوســمی نوزادان KMT2A-r نشان 
داد کــه با بیان متفــاوت فاکتورهای رونویســی IRX و 
HOXA مشــخص شــد، همانطور که قبلا گزارش شده 
بود )زیرگــروه IRX و زیرگروه HOXA(. آنالیز شــبکه 
بیشــتر IRX1 و HOXA9 را به عنوان دو تنظیم کننده 
اصلی که تعداد زیادی از ژن‌های پایین دســتی را در هر 
زیرگروه کنترل می‌کنند شناســایی کــرد. برخلاف یک 
 AFF1-KMT2A گزارش قبلی، بیان رونوشــت متقابل
با الگوی بیان IRX/HOXA مرتبــط نبود، در حالی که 
نقطه شکست ژن KMT2A به طور قابل توجهی با الگوی 
IRX/HOXA در مــوارد KMT2A-AFF1 مرتبط بود. 
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قابل توجه اســت، در حالی کــه نوع فرعی IRX فقط در 
نوزادان KMT2A-AFF1 مثبت گزارش شــده است، ما 
سه نوزاد KMT2A-MLLT1، یک KMT2A-EPS15 و 
یک نوزاد KMT2A-AFF2 را در زیرگروه IRX شناسایی 
کردیم. روندی به سمت پیش آگهی ضعیف قبلًا گزارش 
 KMT2A-AFF1 نیز در میان موارد IRX شده زیرگروه
مشــاهده شــد، در حالی که هیچ تفاوتی در بقا مشاهده 

نشد هنگامی که همه شرکای فیوژن گنجانده شدند.

 ALL دوگانه  اجمــاع  مولکولی  زیرگروه‌های 
KMT2A-r نوزادان

IRX/ اگرچه خوشه‌بندی مبتنی بر بیان ژن قادر بود محور
 KMT2A-r نوزاد ALL را به‌عنوان زیرســاخت HOXA
تأیید کند، به منظور آشکار کردن زیر گروه‌های بیماری 
تصفیه‌شده‌تر، ما همان 61 نمونه لوسمی نوزاد را با آرایه 
متیلاســیون DNA آنالیز کردیم. همانند خوشــه‌بندی 
مبتنی بر ترانسکریپتوم، خوشه‌بندی تک اومیکس مبتنی 
بر متیلاسیون DNA نتوانست بیش از دو خوشه پایدار را 
 KMT2A-AFF1 شناسایی کند و بیماران را به نوزادان
مثبت در مقابل ســایرین تقســیم کرد. بــا این حال، از 
آنجایی که دو لایه اومیکس ویژگی‌های کلیدی متفاوتی 
را برای خوشــه‌بندی بیماران به‌دســت می‌آوردند، ما در 
مرحله بعد بــه دنبال طبقه‌بندی مجــدد آنها با در نظر 
گرفتن ترانســکریپتوم و متیلوم DNA هســتیم. به جز 
 IRX ؛ زیرگروه‌هایk = 2( خوشــه‌بندی به دو زیر گروه
در مقابل HOXA(، خوشــه‌بندی مبتنی بر همجوشــی 
شبکه‌ای شــباهت )SNF( با توجه به معیارهای پایداری 
ارزیابی‌شــده، پنج زیرگــروه را به عنــوان پایدارترین‌ها 
شناسایی کرد )خوشــه یکپارچه 1-5(. (IC1-5)؛ شکل 
1a(. بنابراین، زیرگروه IRX به IC1 و IC2 تقســیم شد، 
در حالی که زیرگروه HOXA به سه IC تقسیم شد که به 
 طور قابل توجهی با شرکای همجوشی همبستگی داشت:
؛  ،)P = 3.7 × 10-8 ؛ فیشر دقیقIC3) MLLT1

فیشــر  (exact’s P = 5.6 × 10-6) و IC5) AFF1؛ 
P = 5.7 × 10-6(، به ترتیب. ســایر ویژگی‌های بیمار، از 

جمله عوامل پیش آگهی بالینی شناخته شده مانند سن، 
ارتباط معنی داری با انتساب IC نداشت.

نکته مهم این اســت که این ‌ICها با نتایج بالینی همراه 
بودند، کــه در آن نوزادان در IC2 کوتــاه ترین EFS را 

 در مقایســه با نــوزادان IC1، IC4، یا IC5 نشــان دادند 
 )1b;0.042 0.017 و ،log-rank P = 1.5 10-3 به ترتیب(
بقای کلی )OS( روند مشــابهی را نشــان داد، با نوزادان 
IC2 که بدترین سیســتم عامل را نشان می‌دادند، اگرچه 
اهمیت آماری فقط بیــن IC2 و IC1، دو IC از زیرگروه 
IRX به دست آمد )log-rank P = 0.015؛ شکل 1c(. در 
یک مدل رگرســیون چند متغیره کاکس با عوامل پیش 
(، ‌ICها بــه طور قابل توجهی با  آگهی بالینی )شــکل 
EFS، مســتقل از ســایر پارامترهای پیش آگهی مرتبط 
بودند )با IC2 به عنوان گروه مرجع؛ P = 0.040 و 0.046 

برای IC1 و IC5، به ترتیب(.
برای تأیید این نتایج خوشــه‌بندی، ما علاوه بر آن آنالیز 
آرایه متیلاســیون DNA را در گروهی مســتقل از 23 
نــوزاد با KMT2A-r B-ALL انجام دادیم. با اســتفاده 
 )KNN( نزدیک‌ترین همســایه-k از طبقه‌بندی‌کننــده
مدل‌سازی شده روی گروه کشف 61 نوزاد، پنج برچسب 
کلاس )IC1-5( بــه 23 مورد دیگر اختصاص داده شــد 
که پروفایل‌های متیلاســیون DNA خاص خوشــه‌ای و 
همچنین شریک همجوشــی را خلاصه می‌کرد. توزیع‌ها 
علاوه بر این، EFS روند مشــابهی را نشان داد و نوزادان 
IC2 ضعیف‌تریــن EFS را نشــان دادنــد. در مجموع، 
خوشه‌بندی بدون نظارت دوگانه ما، پنج آی سی مرتبط 
با پیش آگهی را در ALL نوزاد KMT2A-r شناســایی 

کرد.

غنی‌سازی تفاضلی امضاهای توسعه‌ای ICها را 
تعریف می‌کند

از آنجایی که افزودن اطلاعات متیلاسیون وضوح خوشه‌بندی 
 DNA را بهبود بخشید، در مرحله بعد وضعیت متیلاسیون
در سطح ژنوم این پنج IC را بررسی کردیم. در سطح کلی، 
IC توزیع‌های مشابهی را بین DNA سطوح متیلاســیون

ها در سراســر ژنوم و همچنین درون ژن‌ها و جایگاه‌های 
پروموتر نشان داد که نشان می‌دهد مجموعه‌های کوچکی 
از مکان‌هــای هدف اختصاصی IC، به جــای تفاوت‌های 
شــدید ژنومی، متمایز می‌شوند. متیلوم‌های آی سی برای 
تعریف مارکرهای اختصاصــی IC، در مرحله بعد به طور 
مشترک رونوشت و متیلوم DNA موارد کشف شده خود را 
آنالیز کردیم. ابتدا، ژن‌های نشانگر مبتنی بر بیان برای هر 
خوشه شناســایی شدند که بر اساس وضعیت متیلاسیون 
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.ALL نوزادان KMT2A-r شکل 1: خوشه‌بندی ادغام‌کننده دوگانه
الف( هیت مپ جامع دوگانه از KMT2A-r نوزادان ALL. بالا: ویژگی‌های بالینی آسیب شناختی گروه کشف 61 نوزاد. دندروگرام از خوشه بندی اجماع است و فاصله نمونه تا نمونه 
را نشان می‌دهد. میانه: نقشه حرارتی بیان ژن‌های نشانگر خوشه ای. 100 ژن مارکر بالا یا کاهش قابل توجهی برای هر یک از پنج IC گنجانده شد. پایین: هیت مپ متیلاسیون 
پروب‌های نشانگر خوشه ای. 100 پروب مارکر به طور قابل‌توجهی یا هیپومتیله برای هر یک از پنج IC گنجانده شد. علائم اعداد (#) دو مورد را با B/M MPAL نشان می‌دهد. سیستم 

عصبی مرکزی CNS، گلبول سفید WBC، NA در دسترس نیست. 

  .KMT2A-r نوزادان ALL های مختلف‌IC )ج( OS و )ب( EFS آنالیز بقا با مقایسه )ب ج

د( تحلیل مخاطرات متناسب کاکس چند متغیره برای ‌EFS. ICها و فاکتورهای پیش آگهی بالینی شناخته شده، و همچنین پروتکل‌های درمانی، در مدل گنجانده شدند. یک بیمار 
)MLL_96_063( به دلیل از دست دادن اطلاعات بالینی از مطالعه خارج شد. در مجموع 60 نوزاد وارد شدند و تعداد فرعی موارد در هر گروه متغیر نشان داده شده است. نوارهای 

.CI فاصله اطمینان ،HR خام دو طرفه نشان داده شده است. نسبت خطر P خطا فاصله اطمینان %95 را نشان می‌دهد. مقادیر
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دیفرانسیل محدودتر شد. در نتیجه، 38، 32، و 73 ژن به 
 IC4 و ،IC2، IC3 ترتیب به عنوان ژن‌های نشانگر دوگانه
شناسایی شدند )شکل 2a، b(، اگرچه هیچ ژنی به عنوان 
مارکر دوگانه اومیکس برای IC1 و IC5 شناسایی نشد. در 
میان مارکرهای اومیکس دوگانه، FLT1 بیشترین کاهش 
متیلاسیون و تنظیم مثبت هماهنگ را در IC2 نشان داد 
). FLT1 گیرنده فاکتور رشد اندوتلیال عروقی1  )شکل 
(VEGFR1) را کــد می‌کند، کــه از نظر فیزیولوژیکی در 
پیش ســازهای خونساز بیان نمی شــود اما گزارش شده 
است که مسئول محلی سازی داخل مغز استخوان و بقای 
سلول‌های ALL اســت. علاوه بر این، نشانگرهای کلیدی 
خونساز و دودمان B، از جمله CD34، MME )رمزکننده 
CD10( و DNTT، در بین ژن‌های نشانگر دوگانه اومیکس 
یافت شدند )شکل 2d(، که نشان می‌دهد ‌ICهای مختلف 
وضعیت‌های رشــدی متفاوتی نســبت به سلول B دارند. 
دودمان. در واقع، ژن‌های نشــانگر رشدی سلول B به طور 

متغیر بین ICها بیان و متیله شدند.
برای حل بیشــتر مراحل رشــد خوشــه‌ای خاص، ما از 
مارکرهای نوع ســلولی B-Lineage تعریف شده توسط 
یک مطالعه ترنســکریپتوم تک سلولی کبد جنین انسان 
و ارزیابی غنی‌ســازی تک نمونه از این امضاهای رشدی 
اســتفاده کردیم. به طور جالبی، امضاهای رشدی سلول 
B به طور متفاوتی در پنج IC غنی شــدند، با غنی سازی 
متمایز از امضای ســلول بنیادی خونساز/ پیش ساز چند 
تــوان )HSC/MPP( در IC1، امضــای pre-pro-B در 
 .)3a, b شــکل( IC4 در pre-B و امضــای ،IC5 و IC3
 CD34 با الگوی بیان IC4 در pre-B غنی‌ســازی امضای
منفــی و MME مثبــت این زیر گروه مطابقت داشــت 
)شــکل 2d(. مقایســه با توالی‌یابی RNA منتشر شده و 
 B مجموعــه داده‌های آرایه متیلاســیون اجداد ســلول
طبیعی، وضعیت بالغ‌تر IC4 را با شناسایی بیان مشترک 
و امضاهای متیلاسیون بین IC4 و اجداد نرمال تأیید کرد. 
جالب توجه دیگر، پیش آگهی ضعیف IC2 بود، که غنی 
سازی امضای منفی را برای تمام مراحل پیش ساز سلول 
B نشــان داد )شکل 3a، c(، حتی در مقایسه با IC1، که 
 ALL این خوشه را به عنوان تمایز نیافته ترین زیر گروه
نوزادان تعریف می‌کند. اگرچه بیان مشــترک مارکرهای 
 ALL میلوئید و تغییر اصل و نســب معمــولاً در درمان
نوزادان KMT2A-r مشــاهده می‌شــود، بیان امضاهای 

دودمان میلوئیدی بین ICها تفاوت معنی‌داری نداشت.
  IRX از آنجایــی که این نتایج نشــان داد کــه زیرگروه
(IC1-2) در مقایسه با زیرگروه HOXA (IC3-5) نسبت 
به دودمان سلول B کمتر متمایز است، ما فرض کردیم که 
ALL نوزادان نوع IRX، حالات سلولی رشد خونساز اولیه 
را حفظ می‌کند. برای پرداختن به این موضوع، ما اهداف 
مثبت IRX1 و HOXA9 را با آنالیز شبکه ای از داده‌های 
بیان ژن بیمار اســتخراج کردیم، که سپس بر روی یک 
اطلس رونویســی ارگانوژنز اولیه )شکل 3d( پیش بینی 
شــد. طرح ریزی فعالیت‌های تک ســلولی رگولون‌های 
 IRX1 نشــان داد که فعالیت رگولون HOXA9 و IRX1
به وضــوح در بخش‌های پیش ســاز هماتو-اندوتلیال و 
سلول‌های اندوتلیال غنی شده است، در حالی که تنظیم 
HOXA9 در هیچ نوع ســلول خاصی غنی نشــده است 
)شکل 3e(. بر این اســاس، امضای سلول‌های اندوتلیال 
مشتق شــده از کبد جنین انسان و همچنین رشد اولیه 
جنین انســان در زیرگروه IRX در مقایســه با زیرگروه 
HOXA )شــکل 3f( غنی شد، در حالی که تفاوت معنی 
داری بین IC1 و IC2 مشاهده نشد. وضعیت متیلاسیون 
DNA ایــن رابطه را تأییــد کرد، بــا تقویت‌کننده‌های 
اندوتلیال در زیرگروه IRX و تقویت‌کننده‌های پیش‌ساز 
 .)3g، h شــکل( HOXA لنفاوی هیپومتیله در زیرگروه
در مجموع، فعالیت‌های مشخصه‌ای از دودمان B و رشد 
 ALL اولیه هماتو-اندوتلیال، مراحل رشد خوشه‌ای خاص

نوزاد را تعریف می‌کنند.

‌ICهای  در  ژنومی  تغییرات  متمایز  انداز  چشم 
KMT2A-r نوزاد ALL

 ALL برای توصیف بیشتر اســاس مولکولی زیرگروه‌های
نوزادان، در مرحله بعد چشم انداز جهش تمام 61 نوزاد از 
 )WES( گروه کشــف را با استفاده از توالی یابی کل اگزوم
و یا توالی یابی عمیق هدفمند )deep-seq( ژن‌های جهش 
یافته مکرر در ALL  را نوزاد بررسی کردیم. اول، WES در 
19 مورد از 61 مورد کشف با میانگین عمق توالی 140 انجام 
شد، که توسط آن 63 تغییرات تک نوکلئوتیدی سوماتیک 
غیر خاموش )SNVs( یا درج و یا حذف )indels( شناسایی 
شــد، و SNVs/indels 59 در 44 ژن )٪94( با آمپلیکون 
یا توالی یابی عمیق مبتنی بر ضبط اعتبارســنجی شدند. 
تعداد 3.1 جهش غیر خاموش در هر اگزوم با گزارش‌های 



59

شکل 2: مقایسه یکپارچه ترانسکریپتوم و متیلوم DNA در ALL نوزاد.
الف و ب( پراکندگی یکپارچه تفاوت‌های بیان متضاد را با تفاوت‌های متیلاسیون DNA در IC2 )الف( و IC4 )ب( ترسیم می‌کند. ژن‌ها و پروب‌هایی که تفاوت‌های قابل‌توجهی در 

بیان ژن دارند )| تغییر برابر log2 | ≥2 و P  0.05 تنظیم‌شده دو طرفه( و متیلاسیون Δβ | ≥0.2|) DNA و P < 0.05 تنظیم‌شده دو طرفه( با رنگ قرمز برجسته می‌شوند. 

ج و د( بیان ژن مرتبط و متیلاسیون DNA نشانگرهای خوشه ای دوگانه اومیکس FLT1 )ج(، CD34 و MME )د(. ضرایب همبستگی پیرسون )R( و مقادیر P همبستگی پیرسون 
خام نشان داده شده است. نمودارهای جعبه ای میانه و چارک اول/سوم را نشان می‌دهد. سبیل از کوچکترین تا بزرگترین مقادیر در IQR × 1.5 از لولاهای جعبه گسترش می‌یابد.
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.KMT2A-r نوزاد ALL و امضاهای رشدی هماتو-اندوتلیال در B شکل 3: غنی سازی افتراقی دودمان
الف( آنالیز غنی سازی که بیان امضاهای رشد سلول B را در پنج IC مقایسه می‌کند. نمرات غنی سازی در سطح نمونه فردی با استفاده از GSVA محاسبه شد و مقدار متوسط برای 

هر امضا در هر خوشه ترسیم شده است. مقادیر Kruskal–Wallis P در سمت راست هیت مپ نشان داده شده است. 
 .FDR نرخ کشف نادرست ،NES نمره غنی سازی نرمال .GSEA تاریخ ارزیابی شده با-B ب( غنی‌سازی خوشه‌ای خاص از امضاهای

 .IC2 در B-progenitor ج( غنی سازی قابل توجهی از امضاهای
د( تجسم تقریب و طرح ریزی منیفولد یکنواخت )UMAP( از یک اطلس بیان ژن تک سلولی منتشر شده گاسترولاسیون موش )n = 116312 سلول(. کادر بالا سمت راست یک بخش 

بزرگ‌نمایی شده از مسیر رشد خون را نشان می‌دهد )n = 13881 سلول(. 
ه( غنی سازی GSVA اهداف مثبت IRX1 و HOXA9 در مسیر تکوین خون. 

و( آنالیز غنی‌سازی امضاهای سلول‌های اندوتلیال با مقایسه زیرگروه IRX در مقابل زیرگروه HOXA. ز( نمودار پراکندگی چگالی با مقایسه سطوح متیلاسیون DNA زیرگروه IRX و 
زیرگروه HOXA. متیلاسیون افتراقی بر اساس مناطق کاشی کاری ژنومی با یک پنجره 5 کیلوبایتی ارزیابی شد. سطوح متیلاسیون نواحی کاشی کاری به صورت چگالی با رنگ آبی نشان 
داده می‌شود و نقاط منفرد در %1 پراکنده ترین مناطق کرت رسم می‌شوند. 100 ناحیه تحت‌تیپ‌های IRX و HOXA به‌طور قابل‌توجهی به رنگ‌های بنفش و قهوه‌ای نشان داده شده‌اند. 
ح( آنالیز غنی سازی LOLA در 100 منطقه متیله متفاوت که در )ز( برجسته شده است. ده مقوله برتر که به طور قابل توجهی غنی شده از ورودی‌های CODEX یا ENCODE پایگاه 

داده‌های LOLA Core نشان داده شده است.

یبل
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قبلی 8،12 سازگار بود که بار جهشی پایین ALL نوزاد را 
تأیید می‌کند. علاوه بر این، Deep-Seq در تمام 61 مورد 
کشف با عمق متوســط 998 انجام شد و 93 جهش غیر 
خاموش در 11 ژن شناسایی شــد. در 19 مورد تجزیه و 
تحلیل شده با هر دو WES و Deep-seq، WES نتوانست 
6 مورد از 19 )٪32( جهش ساب کلونال را با فرکانس آللی 
متغیر )VAFs( کمتر از ٪10 شناسایی شده با عمق دنباله 
تشــخیص دهد، که نشان دهنده حساســیت 1.5 برابری 
بالاتر اســت. دنباله عمیق ما بر روی WES )جهش 19 در 
مقابل 13( برای تشــخیص جهش ساب کلونال. علاوه بر 
این، 29 تغییر تعداد کپی )CNAs؛ 1.5 در هر مورد( و دو 
تغییر ساختاری نامرتبط با KMT2A (SVs) با استفاده از 

WES و عمیق seq شناسایی شدند.
با ترکیب تمام جهش‌ها و CNAهای شناسایی شده توسط 
WES و Deep Seq، ژن‌های مسیر گیرنده تیروزین کیناز- 
 .)4aاغلب تغییر می‌کردند )شــکل (RTK-RAS) RAS
در ایــن میــان،  )21 مورد از 61 مــورد؛ 43%(

 NRAS 20 مورد از 61 مورد؛ %33( و( 
از 61 مــورد؛ %31( عــود کننده‌ترین ژن‌هــا بودند. به 
طور کلــی، 44 مورد از 61 مــورد )٪72( دارای حداقل 
یک جهش در مســیر RTK-RAS بودند. در مقایســه با 
RTK- فرکانس‌های گزارش شده قبلی جهش‌های مسیر

RAS در ALL نوزاد )%47-43( 8،12 فرکانس 1.5 برابر 
بالاتر ما را می‌توان با حساسیت بالاتر عمق دنباله ما برای 
تشخیص جهش ســاب کلونال توضیح داد. در واقع، 45 
جهش از 93 )٪48( جهش شناسایی شده توسط عمیق 

.)4b بودند )شکل VAFs <10٪ ساب کلونال با seq
هنگام مقایســه چشم اندازهای جهشــی بین خوشه ها، 
پیش آگهی ضعیــف IC2 با فراوانــی ٪100 )14 مورد 
از 14 مورد( جهش‌های مســیر RTK-RAS مشــخص 
شــد. به طور قابل توجهی، مشــخص شد که IC2 تعداد 
قابل توجهی جهش‌های مســیر RTK-RAS را نسبت به 
ســایر ‌ICها جمع آوری کرده است )تست مجموع رتبه 
ویلکاکسون >P 0.05 (، با میانگین 2.6 جهش )محدوده 
6-1( در هر مورد. از IC2 )شــکل 4c(. به همین ترتیب، 
مســیرهای MAPK و ERK پایین‌دســت RAS به طور 
قابل‌توجهــی در IC2 تنظیــم مثبت شــدند و IC2 را از 
زیرگروه IRX دیگر IC1 متمایز می‌کردند. شــایان ذکر 
اســت، اگرچه نه مثبت بودن ســاده جهش‌های مســیر 

RTK-RAS و نــه وقوع همزمــان جهش‌های FLT3 و 
RAS بــه طور قابل‌توجهی با میزان بقا مرتبط نبود، پس 
RTK- از طبقه‌بندی بر اســاس تعداد جهش‌های مسیر

 RTK در هــر مورد، نوزادان بــا جهش‌های ≤3 در RAS
مسیر -RAS در مقایسه با نوزادان بدون جهش در مسیر 
RTK-RAS به طور قابل‌توجهی بدتر EFS را نشــان داد 
)log-rank P = 0.028؛ شکل 4d(، که اهمیت تشخیص 
 ALL دقیق تنوع ســاب کلونال را برای طبقه‌بندی خطر
 IC2 نوزادان برجســته می‌کند. در واقــع، در یک مورد
(UT_INF_001) کــه نمونه عود برای آن در دســترس 
بــود، دو جهــش (PTPN11 و FLT3) RTK-RAS در 
هنگام تشــخیص، ‌VAFها را در عــود افزایش دادند، که 
نشــان دهنده ســهم این جهش‌ها در عود در این مورد 
اســت، اگرچه اهمیت جهش‌های RTK-RAS به‌عنوان 

محرک‌های عود باید با یک گروه بزرگ‌تر ارزیابی شود.
خوشه دیگری با چشــم انداز جهش متمایز IC4 بود که 
فرکانس قابــل توجهی بالاتــری از ‌CNAها و یا جهش 
در تنظیــم کننده‌های چرخه ســلولی  و ژن exacts5 را 
نشان داد )شکل 4a(. علاوه بر این، 12 مورد از 23 مورد 
در کوهورت توســعه یافته تحــت WES و یا عمقی قرار 
گرفتند که به موجب آن 3 مورد از 3 مورد در IC2 دارای 
جهش‌های منفرد غالب )VAF > 40%( یا چندین جهش 
مســیر RTK-RAS بودند. در نهایت، برای اعتبار سنجی 
بیشــتر، ما از یــک مجموعه داده توالی RNA منتشــر 
 B-ALL نوزاد KMT2A-r شــده از 31 نمونه تشخیصی
(EGAS00001000246) بهره‌برداری کردیم. با ســاخت 
و اســتفاده از یک طبقه‌بندی کننــده KNN مبتنی بر 
بیان، به 31 نوزاد برچسب‌های IC اختصاص داده شد که 
الگوهای بیان خاص خوشــه‌ای و توزیع مشخصه شرکای 
همجوشــی را خلاصه می‌کرد. باز هم نشان داده شد که 
IC2 دارای فرکانــس قابل توجهی بالاتری از جهش‌های 
مســیر RTK-RAS نسبت به ســایر ‌ICها است، اگرچه 
تعداد جهش‌های ســاب کلونال باید بیشتر با استفاده از 
یــک توالی یابی عمیق تایید شــود. روش. به طور کلی، 
توالی یابی عمیق ما تنوع ساب کلونال قابل توجهی را در 
ALL نوزادان شناسایی کرد، که قبلا گزارش شده است، 
اما کم‌تر از آن قدردانی شــده است، و IC2 با پیش آگهی 
ضعیف را با بار قابل‌توجهی از ساب کلون‌های جهش‌یافته 

RTK-RAS مشخص کرد.
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.KMT2A-r نوزاد ALL شکل 4: چشم انداز جهشی زیر گروه‌های
جهش‌های ژنی و CNA در زیر گروه‌های مختلف لوسمی نوزادان KMT2A-r. علائم اعداد (#) دو مورد را با B/M MPAL نشان می‌دهد. ‌b VAFهای جهش‌های مسیر RTK-RAS با عمق 
دنباله شناسایی شدند. VAF 0.1 با یک خط افقی چین نشان داده می‌شود. نمودارهای جعبه ای میانه و چارک اول/سوم را نشان می‌دهند. c تعداد جهش در مسیر RTK-RAS در هر 
مورد. همه 61 مورد از گروه کشف شامل: IC5 (n = 12) و ،IC1 (n = 14z)، IC2 (n = 14)، IC3 (n = 12)، IC4 (n = 9). نمودارهای جعبه ای میانه و چارک اول/سوم را نشان می‌دهند. مقدار 
P کلی از آزمون کروسکال-والیس است. مقادیر P برای مقایسه‌های خوشه‌ای زوجی از آزمون مجموع رتبه‌ای دو طرفه Wilcoxon است. P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.001*. مقادیر 
P خام به شرح زیر است: P = 0.034 (IC2 در مقابل 1.2 × 10-3 (IC2 ،(IC1 در مقابل IC2) IC3)، 7.0 × 10-4 در مقابل IC4( و (IC5) 10-10  × 1.2. آنالیز بقا بر اساس تعداد جهش‌های 

.RTK-RAS مسیر
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به طور مســتقیم سوئیچ   KMT2A ادغام‌های 
IRX/HOXA را برای القای فنوتیپ‌های بدخیم 

مختلف کنترل می‌کنند.
علیرغم الگوی بیان متقابل انحصاری فاکتورهای رونویسی 
 HOXA9 و IRX1 چهار مورد )%6.6( هر دو ،HOXA و IRX
را با رونوشت در میلیون 10 < (TPM) بیان کردند )شکل 
5a(. برای درک بهتر مکانیسم‌های تنظیمی سطح سلولی 
محور IRX/HOXA، در مرحله بعد توالی‌یابی RNA تک 
 IC2 (MLL_96_073) سلولی را روی یک مورد مثبت در
انجام دادیم. از نمونه خون محیطی تشخیصی با محتوای 
سلول‌های لوســمی 95 درصد، سلول‌های CD45 کم نور 
 5b لوسمی جدا شده و توالی یابی شدند )شکل  CD19+
a(. مطابق با مشاهدات حاصل از توالی یابی RNA حجیم، 
IRX1 و HOXA9 به روشــی عمدتاً متقابل در سطح تک 
سلولی بیان شدند )شکل 5c(، اگرچه بخش کوچکی )89 
از ســلول‌های 2004، ٪4.4 از ســلول‌های دوگانه مثبت( 
سلول‌ها باید برای وجود واقعی آنها بیشتر مورد بررسی قرار 
گیرند. آنالیز غنی‌سازی در سطح تک سلولی، خوشه‌هایی 
از سلول‌ها را با غنی‌سازی افتراقی امضاهای رشدی سلول 
B نشــان داد )شکل 5d(، که نشــان می‌دهد بلاست‌های 
لوسمیک از یک بیمار منفرد حاوی ناهمگنی قابل‌توجهی 
اســت که رشد طبیعی را به سمت دودمان سلول B تقلید 
می‌کند. با شناسایی امضاهای مارکر خوشه، به هر خوشه 
یک مرحله رشــدی مربوطه اختصاص داده شــد )شکل 
5e(. پیش‌بینی نزدیک‌ترین همسایه و استنتاج شبه‌زمان 
بر اساس اجداد ســلول‌های B کبد جنین، سلسله‌مراتب 
رشــدی را در بلاست‌های لوســمی تأیید کرد، جایی که 
ســلول‌های لوسمی بیان متوالی نشانگرهای رشدی شبیه 
پیش‌سازهای سلول B طبیعی را نشان دادند، در حالی که 
بیان نابجا زودهنگام و/یا طولانی‌مدت را نیز نشــان دادند. 
سایر تنظیم کننده‌های توســعه با در نظر گرفتن خوشه 
HSC/MPP بــه عنوان یک جمعیت ســلول‌های بنیادی 
 HOXA9 تک مثبت LSC سلول‌های ،)LSC( لوســمیک
تنظیم مثبت قابل توجهی در امضای سلول‌های لنفوئیدی 
تکثیر یافته و همچنین ژن‌های چرخه سلولی نشان دادند 
)شــکل 5f(، که ‌LSCهای تک مثبت IRX1 را به عنوان 
 LSC های تک مثبت مشخص می‌کند. جمعیت‌LSC یک
 HOXA9 ســاکن به همین ترتیب، یک مورد تک مثبت
(MLL_96_015) تمایز سلسله مراتبی را در بلاست‌های 

لوســمیک نشان داد، که جمعیت LSC آن نیز در مقایسه 
با LSCهای تک مثبــت IRX1 MLL_96_073، تنظیم 

مثبت مارکرهای سلول لنفوئیدی فعال را نشان داد.
از آنجایی که این نتایج نشان می‌دهد که سوئیچ مولکولی 
IRX/HOXA به شــدت در ســطح تک ســلولی کنترل 
می‌شود و با فنوتیپ‌های مختلف سلول‌های بنیادی مرتبط 
IRX/ است، در مرحله بعد بررسی کردیم که آیا دوگانگی
HOXA مســتقیماً توســط انکوپروتئین‌های همجوشی 
KMT2A کنترل می‌شــود. برای این منظور، ما رســوب 
ایمنی کروماتین را با توالی یابی )ChIP-seq( برای سه رده 
 IRX، نوع KMT2A-AFF1( نوزاد ALL سلولی مشتق از
 KMT2A-MLLT1 و   HOXA نــوع   KMT2A-AFF1
نوع HOXA( انجام دادیم، قابل‌توجه، در رده ســلولی نوع 
 KMT2A، ســیگنال‌های تراشــه‌های ،IRX (PER-785)
H3K4me3، H3K27ac، و RNA پلیمــراز II در جایگاه 
ژن IRX1 بسیار غنی شده بودند، اما در جایگاه خوشه‌ای 
 .HOXA غیرقابل شناسایی بودند، و بالعکس در HOXA
خطوط ســلولی نوع (PER-784 و PER-494)، مطابق با 

پروفایل‌های بیان mRNA )شکل 6(. 
 ،IRX1 به جایگاه KMT2A در راســتای اتصال مستقیم
 IRX1 یک ســنجش گزارشــگر افزایش فعالیت پروموتر
و همچنین پروموتر HOXA9 را توســط یک همجوشی 
 B-ALL30 نشــان داد که KMT2A-Aff1 کایمریــک
مبتنی بــر KMT2A-AFF1 را خلاصه و مدل می‌کند. 
نشــان می‌دهد کــه KMT2A-AFF1 پتانســیل ایجاد 
مســتقیم برنامه‌هــای IRX و HOXA را دارد. با تعریف 
تقویت‌کننده‌ها به‌عنــوان جایگاه‌های H3K27ac مثبت 
و H3K4me3 کــم یا منفــی، تقویت‌کننده‌هــا به طور 
قابل‌توجهــی با بیــان بالاتر ژن‌های هدف همبســتگی 
داشــتند، جایی که تقویت‌کننده‌هــای نوع HOXA در 
 B جایگاه‌های متعهدتر مربوط به تمایز/فعال‌سازی سلول
در مقایسه با تقویت‌کننده‌های نوع IRX غنی‌تر شدند. در 
مجموع، این مشاهدات نشان می‌دهد که همجوشی‌های 
KMT2A، به ویــژه KMT2A-AFF1، ظرفیت انتخاب 
و فعــال کردن برنامــه IRX یــا HOXA را دارند و در 
 B-ALL نهایت باعث ایجاد فنوتیپ‌های مختلف رشدی

می‌شوند.
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.IRX/HOXA دو مثبت ALL شکل 5: آنالیز رونوشت تک سلولی یک نوزاد با
الف( نمایش دو بعدی بیان ژن IRX1 و HOXA9 در هر نمونه بیمار. مورد ALL دو مثبت )MLL_96_073( مشخص شده است. 

ب( تجسم UMAP ترنسکریپتوم تک سلولی MLL_96_073. خوشه‌ها با روش لوون شناسایی شدند. 
ج( مقادیر بیان عادی IRX1 و HOXA9 را در سلول‌های لوسمی MLL_96_073 ثبت کنید. 

 .GSVA محاسبه شده با الگوریتم B د( غنی سازی در سطح تک سلولی امضاهای رشدی دودمان
ه( استنباط مراحل رشد سلول‌های لوسمی از MLL_96_073. امضاهای مارکر برای خوشه‌های سلولی شناسایی شده در )ب( محاسبه شد و به عنوان مراحل رشد تعریف کننده خوشه 

اختصاص داده شد. 
و( اصطلاحات هستی شناسی ژن غنی شده در LSCهای IRX1 مثبت )n = 149 سلول؛ پانل بالایی( و LSCهای مثبت n = 66) HOXA9 سلول؛ پانل پایینی(.

 .KMT2A-r ALL از رده‌های سلولی نوزاد HOXA و IRX شکل 6: چشم انداز کروماتین مختلف زیرگروه‌های
پروفیل‌های تراشه‌ای ،KMT2A، H3K4me3، H3K27ac و RNA پلیمراز II (RNAP2) در جایگاه‌های MEIS1، HOXA و IRX1. پروفایل‌های توالی یابی RNA نیز به تصویر کشیده شده است.
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شکل 7: پتانسیل شروع کننده لوسمی نوع IRX در رشد سلول‌های B زودتر از پتانسیل نوع HOXA از بین می‌رود.
الف( طرح کلی شماتیک سنجش تبدیل CB در شرایط آزمایشگاهی. HSPCهای CB مرتب شدند، با KMT2A-Aff1 انتقال داده شدند و روی سلول‌های استرومای MS-5 تحت 

شرایط لنفاوی کشت داده شدند. 

 IRX و نوع HOXA (PER-494) های تبدیل شده. رده‌های سلولی نوعHSPC در HOXA9 و KMT2A-Aff1. c RT-PCR IRX1 های تبدیل شده باHSPC ب( نمودارهای فلوسیتومتری
(PER-785) به عنوان کنترل نشان داده شده اند. آزمایش‌ها به طور مستقل سه بار تکرار شدند و نتایج نماینده نشان داده شده است. داده‌های منبع به عنوان یک فایل داده منبع 

ارائه می‌شوند.

 HSCs/MPP به عنوان مبدأ به IRX نوع ALL
بدون پرایم لنفوئیدی نیاز دارد.

در نهایت، از آنجایی کــه پروفایل‌های مولکولی بیماران 
و رده‌های ســلولی به طور مداوم بلوغ دودمان B متمایز 
ALL نوزادان نوع IRX و نوع HOXA را نشان می‌داد، ما 
پرســیدیم که آیا سلول‌های مبدا نقشی در تصمیم‌گیری 
سرنوشت با همجوشی KMT2A به سمت IRX داشتند 
یا خیر. یا زیرگروه HOXA. برای بررسی پتانسیل ایجاد 
ALL نوع IRX و HOXA، HSCs، MPPs، پیش سازهای 
چند تــوان با لنف اولیــه )LMPPs( و پیش ســازهای 
 )CB( از خون بند ناف انسان )CLPs( لنفوئیدی معمولی
کــه بــا KMT2A-ff transduced شــده بودند، خالص 
شدند. و در شرایط تقویت کننده لنفوئید کشت می‌شود 
)شــکل 7a(. در هفته 6، هر چهار محفظه ســلول‌های 
بنیــادی و پیش ســاز خونســاز )HSPC( بــه فنوتیپ 
B-ALL با +CD34-CD19 و بیان متغیر CD10 )شکل 
7b(، از جمله از ‌CD10+ CLPهای اصلی تبدیل شــدند. 
به طرز جالبی، بلاست‌های لوسمی IRX1 مثبت فقط از 
‌HSCها یا ‌MPPها پدید آمدند، در حالی که بلاست‌های 
HOXA9 مثبت از هر چهــار بخش HSPC پدید آمدند 
)شــکل 7c(. ایــن نتایج نشــان می‌دهد که پتانســیل 
لوسموژنیک نوع IRX زودتر از پتانسیل نوع HOXA در 

مسیر رشــد لنفوئیدی از دست می‌رود و سلول‌های مبدا 
را به عنوان یک عامل کلیدی در تصمیم‌گیری سرنوشت 
IRX/HOXA توسط همجوشــی‌های KMT2A دخیل 

می‌دانند.

بحث
ایــن مطالعه پاتوبیولوژی مولکولــی ناهمگن ALL نوزاد 
KMT2A-r را با اســتفاده از یک رویکــرد کاملًا بدون 
نظــارت و یکپارچــه مولتی اومیکس نشــان می‌دهد. از 
آنجایی کــه انواع ســرطان‌ها از رویکردهای ادغام‌کننده 
اومیکس برای کشــف زیرگروه‌های بیماری جدید مرتبط 
بالینی بهره‌مند شــده‌اند، خوشــه‌بندی دوگانه اومیکس 
 (IC1-5) ما به طور قــوی پنج زیر گروه SNF مبتنی بر
را در ALL نــوزادان KMT2A-r شناســایی کرد که به 
 SNF طور قابل‌توجهی با پیش آگهی بیمار از آنجایی که
شــباهت‌های ثابت و مکمل بیمار به بیمار را در لایه‌های 
اومیکس متعدد شناسایی می‌کند، به احتمال زیاد رویکرد 
خوشــه‌بندی مبتنی بر SNF ما با موفقیت شباهت‌های 
مشــترک و متمایز بیمار را با اطلاعات رونوشت و متیلوم 
ادغام کرده است. به اندازه کافی متمایز برای خوشه بندی 

در آنالیز تک اومیکس. 
این پنج آی سی به طور کلی به دو زیر گروه طبقه بندی 
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می‌شود. روش تشــخیص جهش با میانگین عمق توالی 
~‌1000. از آنجایــی که ALL نوزاد به ویژه با جهش‌های 
ساب کلونال RTK-RAS غنی شده است و نتایج ما سهم 
بالقوه تنوع ســاب کلونال را در میزان عود بالاتر نشــان 
RTK- می‌دهد، تشخیص دقیق جهش‌های ساب کلونال

RAS بر اساس توالی یابی عمیق از اهمیت ویژه ای برای 
تصمیم گیری بالینی برخوردار است.

توســعه اخیر ترانس کریپتومیکس تک سلولی همچنین 
بینــش هایــی را در مورد ســلول‌های مختلف منشــاء 
زیرگروه‌هــای ALL نوزادان ارائه می‌دهد. با اســتفاده از 
مجموعه‌های پیچیده ژنی مشــتق شــده از اطلس‌های 
ســلولی تکاملی، تجزیه و تحلیل ما ضعیف‌ترین توســعه 
خونســاز و B لنف‌ســازی IC2 با پیش آگهی ضعیف و 
امضاهای هماتو-اندوتلیال  همچنین غنی‌سازی مشترک 
اولیــه در زیرگروه (IC2 و IC1) IRX را نشــان داد. این 
نتایج همراه بــا عدم حضــور تقویت‌کننده‌های دودمان 
سلولی B در یک رده ســلولی زیرگروه IRX، سلول‌های 
نابالغ‌تر منشــأ زیرگروه IRX را در مقایســه با زیرگروه 
HOXA نشــان می‌دهد. در واقع، لوسمی نوع IRX برای 
تبدیل CB توســط KMT2A-Aff1، بر خلاف زیرگروه 
HOXA، که می‌تواند از LMPP یا CLP ناشــی شــود، 
به ‌HSCs/MPPهای بدون پرایم لنفوئیدی نیاز داشــت. 
از آنجایــی که عملکرد KMT2A نوع وحشــی و ترکیب 
 KMT2A-Aff1 شده به روشی وابسته به بافت سلولی و 
فعالیت پروموتر هر دو IRX1 و HOXA9 را در شــرایط 
مستقل از زمینه سنجش‌های گزارشگر افزایش می‌دهد، 
حالت ســلولی منشــا ممکن اســت یک عامــل تعیین 
کننده حیاتی برای IRX باشــد. تصمیم /HOXA توسط 
 CB HSCs/MPP اگرچه .KMT2A-AFF1 انکوپروتئین
باعث ایجاد هر دو نوع IRX و نوع HOXA ALL شــد، 
با توجه به منشــأ درون رحمی بازآرایی KMT2A6،7 و 
 CB امضاهــای مختلف اپی ژنتیک بین کبــد جنینی و
‌HSPCs36، HSCs/MPPهای کبد جنین ممکن اســت 
کاندیدهای امیدوارکننده تری باشــند. مســتعد ابتلا به 

.IRX نوع ALL
یکی دیگــر از عوامل تعیین کننده پروفایل‌های مولکولی 
در KMT2A-r ALL ژن‌های شریک همجوشی هستند. 
تا بــه امروز، بیش از 90 شــریک فیوژن گزارش شــده 
اســت که از این میان سه ژن شــریک اصلی تقریباً 90 

می‌شــوند: زیرگروه IRX و زیرگــروه HOXA. ولین بار 
توســط ترنتین و همکارانش به عنــوان نوزادان مبتلا به 
ALL مبتنــی بر KMT2A-AFF1 فاقد بیان مشــخصه 
ژن‌های HOXA شناســایی شــد. در طول دهه گذشته، 
چندین مطالعــه پروفایل بیان ژن این زیرگروه IRX کم 
HOXA را در ALL نــوزادان KMT2A-AFF1 تأییــد 
کرده‌اند و میزان عود بالاتر آن نیز گزارش شده است. در 
واقع، خوشه‌بندی ســاده مبتنی بر بیان موارد کشف ما، 
زیرساخت IRX/HOXA را تأیید کرد، در حالی که وجود 
نادر موارد غیر KMT2A-AFF1 را در این زیرگروه نشان 
داد. نکته قابل توجه، با این حال، خوشه‌بندی ادغام‌کننده 
 IC1( را بــه دو زیر گروه مجزا IRX مــا زیرگروه omics
و IC2( با پیش‌آگهی‌های بســیار متمایز، که تا به امروز 
هرگز شــرح داده نشــده‌اند، تفکیک کرد. مشخص‌ترین 
ویژگی‌هــای ژنومی IC2 با پیــش آگهی ضعیف، فراوانی 
100 درصدی جهش‌های مسیر RTK-RAS و ناهمگنی 
آشکار درون نمونه با بار بالای زیرکلون‌های جهش یافته 
RTK-RAS اســت. اخیراً Ma و همکاران. نشان داده‌اند 
که کلون مؤســس عــود در B-ALL اطفال اغلب از یک 
ساب کلون کوچک در هنگام تشــخیص منشأ می‌گیرد 
و جهش‌های مســیر RAS ساب کلونال با VAFهای کم 
%2 می‌توانند گسترش یافته و عود کنند. بنابراین، وجود 
 IC2 در RTK-RAS چندین ســاب کلون جهش یافتــه
ممکن است شانس این را افزایش دهد که حداقل یکی از 
این ساب کلون‌های جهش یافته از طریق درمان شکسته 
شود و منجر به عود شــود. در واقع، توالی‌یابی ما از یک 
نمونه عود جفتی از یک مورد IC2 (UT_INF_001) نشان 
داد که دو جهش RTK-RAS در هنگام تشخیص به عود 
در ایــن مورد کمک کرده‌اند. با این حال، ناپدید شــدن 
جهش‌های RTK-RAS در زمان عود نیز گزارش شــده 
RTK- است. علاوه بر این، مطابق با بار بالای جهش‌های
RAS، مســیرهای MAPK و ERK پایین‌دست RAS به 
طور قابل‌توجهی در IC2 نســبت بــه IC1 تنظیم مثبت 
شدند، که نشان‌دهنده کاربرد بالقوه داروهای هدف‌گیری، 
مانند مهارکننده‌های MEK، برای این زیرگروه کشــنده 
 RTK-RAS اســت. مهمتر از همه، کشف این بار جهش
بســیار بالا در IC2 و همچنین فراوانی بالاتر جهش‌های 
مســیر RTK-RAS در کل گروه ما نســبت به مطالعات 
قبلی )٪72 در مقابل ٪47-43( به عمق ما نســبت داده 
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درصــد از ALL نــوزادان KMT2A-r را بر عهده دارند: 
AFF1 (49٪)، MLLT1 (22٪) یا MLLT3 (16٪). گروه 
اکتشاف ما )n = 61( به خوبی توزیع سیتوژنتیک واقعی را 
 KMT2A-AFF1 (52٪)، نشان داد، که شامل 32 مورد
 9 KMT2A-MLLT3 و   16 KMT2A-MLLT1 (26٪)
(٪15) بــود. قابــل ذکر اســت، آنالیز بــدون نظارت ما 
همبستگی‌های قابل توجهی را بین پروفایل‌های مولکولی 
مولتی اومیکس و شرکای همجوشی، به ویژه در زیرگروه 
HOXA نشــان داد:MLLT1 (IC3)، MLLT3 (IC4)  و 
AFF1 (IC5). بــر خلاف نوع فرعی IRX، ســه IC نوع 
HOXA غنی‌سازی متغیری از امضاهای پیش‌ساز سلول 
B را نشــان دادند: امضای pre-pro-B در IC3 و IC5، و 
 B مراحل مختلف تمایز دودمان .IC4 در pre-B امضای
متوقف شده ممکن است به قابلیت‌های آموزشی مختلف 
ترکیبات مختلف KMT2A نســبت داده شود، همانطور 
که توســط یک سیستم مدل گزارش شده پیشنهاد شده 
است، که در آن HSPCهای CB انسانی از نظر ژنتیکی به 
pro-B و pre-B-ALL تبدیل شدند. KMT2A-Aff1 و 
KMT2A-MLLT3 به ترتیب. یک بررسی اخیر موردی 
کــه بازآرایی مجــدد KMT2A-MLLT3 را در بیماران 
بالغ بسیار نادر B-ALL گزارش می‌کند، ترجیح آموزنده 
KMT2A-MLLT3 را برای بلوغ دودمان B نشان می‌دهد. 
 ،DNA علاوه بر این، دو مطالعه اخیر پروفایل متیلاسیون

پروفایل‌های متیلاسیون نسبتاً مشــابهی را بین نوزادان 
KMT2A-MLLT3 و KMT2A-germline نشان دادند 
pre-B KMT2A- که ممکن است به دلیل وضعیت رایج
MLLT3 و KMT2A-germline ALL نوزادان باشــد. 
KMT2A- نــوزاد مبتنی بر ALL (IC4) ،عــاوه بر این
MLLT3 نمایه مشخصی از تغییرات ژنتیکی همکاری با 
CNAهای مکرر و جهش در PAX5 و تنظیم‌کننده‌های 
چرخه ســلولی )CDKN2A/B و CCND3( را نشان داد 
 KMT که نشان‌دهنده پاتوژنز منحصر به فرد این زیرگروه

است.
به طور خلاصه، آنالیز اومیکس و اعتبار سنجی عملکردی 
 KMT2A-r نوزاد ALL ما به طور جامع ناهمگنی مولکولی
را نشان می‌دهد، که توسط مناظر جهشی متمایز، مراحل 
متناظر تمایز طبیعی متوقف شــده و ســلول‌های بالقوه 
منشأ نشان داده می‌شــود. نکته قابل توجه، بالاترین بار 
جهشــی RTK-RAS نشــان دهنده نابالغ ترین و مقاوم 
ترین موارد است، و در مورد اهمیت طبقه بندی مبتنی بر 
ژنومیک آینده نگر و استراتژی‌های درمانی بالقوه ای که 
این مسیر را هدف قرار می‌دهند، استدلال می‌کند، اگرچه 

مطالعات پیش بالینی بیشتر ضروری است.

منبع:
https://www.nature.com/articles/s41467-022-
32266-4
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کاربرد فارماکوژنتیک در انکولوژی

چکیده
اصطالح »فارماکوژنتیـک« بـرای توصیـف مطالعه تنوع 
در پاسـخ دارویی به دلیل وراثت اسـتفاده می‌شـود. این 
بـا »تداخالت ژن - دارو« مرتبـط اسـت. بعـداً اصطلاح 
»فارماکوژنومیـک« معرفـی شـد و شـامل تمـام ژن‌های 
موجـود در ژنـوم اسـت کـه می‌تواننـد پاسـخ دارویی را 
تعریـف کننـد. کاربـرد فارماکوژنتیـک در انکولـوژی به 
دلیـل شـاخص درمانی محدود داروهای شـیمی درمانی 
و خطـر عـوارض جانبی تهدید کننـده زندگی از اهمیت 
بالایـی برخـوردار اسـت. بسـیاری از مطالعـات ژنومیک 
سـرطان بـر روی جهش‌های جسـمی اکتسـابی متمرکز 
شـده‌اند. بـا این حـال، شـواهد فزاینـده نشـان می‌دهد 
کـه تغییـرات ژنتیکـی به ارث رسـیده نقـش کلیدی در 
خطـر سـرطان و نتیجـه درمـان دارنـد. هـدف از ایـن 
بررسـی، خلاصـه کـردن وضعیـت فارماکوژنومیـک در 
انکولـوژی، بـا تمرکـز تنهـا بـر جهش‌های مولفه اسـت. 
ژن‌هایـی  در  می‌تـوان  را  ژنتیکـی  پلی‌مورفیسـم‌های 
سـلولی  اهـداف  و  متابولیـک  آنزیم‌هـای  کـه  یافـت 
اکثـر داروهـای شـیمی‌درمانی را کـد می‌کننـد. بـا این 
وجـود، پیـش بینـی نتیجـه درمـان هنـوز بـرای اکثـر 
رژیم‌هـا ممکـن نیسـت. در این بررسـی، مـا جامع‌ترین 
و  فعلـی  دانـش   - مطالعـه  مـورد  دارو-ژن  جفت‌هـای 
محدودیت‌هـای فعلـی را مـورد بحـث قـرار می‌دهیم. با 
ایـن حـال، قبـل از اینکـه ایـن مارکرها به طـور معمول 
در تشـخیص و درمان بالینی اسـتفاده شـوند، مطالعات 
بیشـتری در گروه‌هـای بزرگ‌تـری از بیماران سـرطانی 
فارماکوژنتیـک  بیومارکرهـای  دقیـق  اعتبارسـنجی  بـا 

اسـت. ضروری 

غزل قجری1
 1- کارشناسی ارشد سلولی مولکولی، دانشگاه خوارزمی، تهران، ایران 
پژوهشگر مرکز تحقیقات پزشکی شخصی آمیتیس ژن
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مقدمه
درمــان در انکولوژی در دهه گذشــته بــه دلیل انقلاب 
اخیر در مداخلات پزشــکی پیشرفت زیادی داشته است. 
شاخص‌های درمانی محدود، نرخ پاسخ کلی متغیر و نتایج 
بالینی، و سمیت‌های ناشی از شیمی‌درمانی نمونه‌هایی از 
مشکلات ناشی از درمان سرطان هستند. اگرچه بسیاری 
از بیماران تظاهرات بالینی مشابهی دارند، اما پاسخ کاملا 
متفاوتی به یک درمان نشــان می‌دهند. به نظر می‌رسد 
برخی از طرح‌های درمانی در بیماران مبتلا به ســرطان 
بی اثر هســتند. از ســوی دیگر، این ممکن است منجر 
به عوارض جانبی دارویی شــود یــا احتمال درمان بیش 
از حــد را افزایش دهد. بهینه ســازی رژیم‌های درمانی 
برای هر بیمار به طور قابل تصوری منجر به نتایج بالینی 
بهتری خواهد شد. در سال‌های اخیر، با توجه به پیشرفت 
ژنومیک پزشــکی و پروتئومیکس، دانش خود را در مورد 
تفاوت‌های شخصی در فارماکوکینتیک و فارماکودینامیک 

بر اساس ترکیب ژنتیکی بهبود بخشیده‌ایم.
فارماکوژنتیک مطالعه عوامل ژنتیکی اســت که بر پاسخ 
و ســمیت دارو تأثیر می‌گــذارد. این بر تنــوع در ژنوم 
انســان تمرکز دارد. در حالی که جهش‌های جســمی با 
نشانگرهای مولکولی موجود در بافت تومور مرتبط است، 
فارماکوژنومیک مارکرهای ژنتیکی را که ارزش پیش بینی 

نتیجه درمان دارویی دارند مورد مطالعه قرار می‌دهد.
دانــش کامل تر و کاربرد رایــج مارکرها فارماکوژنومیک 
به ویژه در عمل ســرطان شناســی مهم و مطلوب است، 
زیرا شــاخص درمانی داروها معمولاً بسیار محدود است 
و عواقب اثرات نامطلوب و ســمیت ممکن است شدید یا 
حتی تهدید کننده زندگی باشد. اگر بتوان پیش‌بینی کرد 
که چه افرادی می‌توانند از درمان سود ببرند و کدام یک 
ممکن است از سمیت مرتبط با شیمی‌درمانی رنج ببرند، 
مراقبت کلی از بیماران ســرطانی بــه طور قابل توجهی 

بهبود می‌یابد.
هدف اصلی این بررسی، بازنگری وضعیت فارماکوژنتیک 
امــروزه در زمینه انکولوژی اســت. ما به ویــژه بر روی 
تغییرات ژنتیکی مربوط به درمان‌های انکولوژیک تمرکز 
می‌کنیم. همچنین محدودیت‌هــا و ابزارهایی را در نظر 
خواهیم گرفت که فارماکوژنومیــک را می‌توان در عمل 

بالینی معمول برای بیماران انکولوژی اجرا کرد.

عمــده داده‌هــای فارماکوژنتیــک فعلی در 
انکولوژی

تعداد فعلی جفت‌های فارماکوژنومیک ژنومیک دارو-ژن 
شناخته شــده و مورد مطالعه در انکولوژی در مقایسه با 
سایر داروها نسبتا ناچیز است. نمونه هایی از این جفت‌ها 

در زیر مورد بحث قرار خواهند گرفت.

ژنوتیــپ دی هیدروپیریمیدین دهیدروژناز و 
دوز فلوروپیریمیدین

 ،5-Fluorouracil (5-FU) فلوئوروپیرامیدین‌هــا ماننــد
کپســیتابین و تگافور به طور گسترده در درمان بسیاری 
از ســرطان‌ها مانند ســرطان کولورکتال، سرطان سر و 
گردن و ســرطان سینه استفاده می‌شــوند. در دهه‌های 
گذشــته، افزایش درک مکانیسم اثر دارو منجر به توسعه 
روش‌های جدیدی شــده است که می‌تواند فعالیت آن را 
افزایش دهد. با وجود پیشرفت اخیر، مقاومت دارویی یک 

محدودیت مهم برای کاربرد FU-5 باقی مانده است.
دی هیدروپیرامیدین دهیدروژناز )DPD( با تبدیل تا 80 
 5-FU درصد بــه متابولیت‌های غیرفعال در متابولیســم
شرکت می‌کند و بنابراین مسئول حذف آن است. توسط 
ژن DPYD کدگذاری می‌شــود. به دلیل تنوع زیاد برای 
DPD بیــن افراد، اثرات متفاوتی )اثربخشــی، مقاومت و 
سمیت( از درمان با FU-5 مشاهده شده است. شایع ترین 
 DPD عوارض جانبی در بیمــاران مبتلا به کمبود آنزیم
عبارتند از: سرکوب میلوسیت، موکوزیت، سمیت عصبی 
  SNPs( و اســهال. اگرچه بیش از 30 پلی مورفیسم ژن
و همچنین درج یا حذف( در ژن DPYD شــناخته شده 
 DPD است، اما تنها 3 مورد از آنها مربوط به فعالیت کم

و سمیت FU-5 بالاتر است.
در ســال 1984 پیشنهاد شد که کمبود DPD با بیش از 
حد تیمین و اوراسیل مرتبط است. مطالعاتی وجود دارد 
کــه این فرضیه را تایید می‌کند. در یک مورد بالینی یک 
زن 27 ســاله که تحت درمان بــا FU-5 قرار گرفته بود، 
عوارض شــدید عصبی و خونی مشاهده شد. در آزمایش 
ادرار او سطوح بالایی از تیمیدین و اوراسیل وجود داشت. 
در مورد دیگری الگوی توارث اتوزومی مغلوب مورد بحث 
قرار گرفت: هنگام تجویز دوز آزمایشــی FU-5 هم برای 
بیمار و هم برای پــدرش، نیمه تایم حذف طولانی‌مدت 
بــدون هیچ کاتابولیت در بیمار وجود داشــت، در حالی 
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که در نمونه پدرشــان کمبود نسبی DPD وجود داشت. 
مشــاهده شد. انواع مختلفی وجود دارد که پس از تعیین 
توالی ژن DPYD یافت شــده اســت. مهمترین آنها پلی 
 inv14 + 1G > A( در اینترون 14 است A به G مورفیسم
یا DPYD*2A؛ جهــش پرش اگزون(. در یک مطالعه بر 
روی بیماران انکولوژی تحت درمان با FU-5، حدود 55٪ 
از افرادی که کمبود DPD داشتند دچار نوتروپنی درجه 
4 شــدند، در حالی که تنها ٪13 از بیمــاران با فعالیت 
طبیعــی DPD این واکنش نامطلوب را متحمل شــدند. 
با این حال، این تنها پلی مورفیســمی نیست که تاکنون 
کشف شده است. چندین نوع دیگر شرح داده شده است: 
 IVS11 + 1G > T، 731A > C (E244V)، 1651G > A

 (A551T)، G1601A (DPYD*4)، T1679G3 (DPYD)
نیز قابل استفاده است. همه این تغییرات منجر به کاهش 
فعالیت DPD می‌شــود. با این حال، همه موارد با کاهش 
 DPYD را نمی توان با پلی مورفیســم‌های DPD فعالیت
توضیــح داد. به طور خلاصــه، آزمایــش ژنتیکی برای 
 5-FU به‌عنــوان مارکر پیش‌بینی ســمیت DPYD*2A
دارای ارزش اخباری مثبت حدود 50 درصد در مقایســه 
با حدود 95 درصد منفی اســت. علاوه بر این، ســمیت 
FU-5 نمی تواند تنها به دلیل کمبود DPD باشد. چندین 
ژن دیگر ممکن اســت بر فعالیت FU-5 اثر داشته باشند: 
ABCB1، متیلن تتراهیدروفولات ردوکتاز، و تیمیدیلات 
سنتتاز. با این حال، مطالعات کافی برای آنها وجود ندارد، 

بنابراین نتایج تا کنون متناقض به نظر می‌رسد.
جدول 1 - خلاصه‌ای از رایج‌ترین آنزیم‌ها و یا سیســتم‌های حمل و نقل، ژن‌هایی که برای آنها کد می‌کنند، داروهای 

متابولیزه شده و نتایج مورد انتظار درمان

واریانت‌های مختلف ژنآنزیم / ناقل 
نئوپلاسماثردارویک آلل

دی 
هیدروپیرامیدین 

دهیدروژناز
DPYD

  DYPD*13
DPYD*8
 DPYD*7
 DPYD*12
 DPYD*3
 DYPD*4

 DPYD*2A
 DPYD*9A

 Fluoropyramidines
 – 5-fluorouracil,

 capecitabine,
tegafur

اثربخشی / 
مقاومت / سمیت

سرطان کولورکتال، 
سرطان سینه، 

سرطان سر و گردن

TYMSTSER*2، TSER*3تیمیدیلات سنتتاز
 5-fluorouracil,

capecitabine
اثربخشی / 

سمیت
کولورکتال، مثانه، 

کارسینوم معده

متیلن 
تتراهیدروفولات 

ردوکتاز
MTHFR

667 C > T
 1298A > C

 5-fluorouracil,
methotrexate

اثربخشی / 
سمیت

سرطان کولورکتال، 
سرطان تخمدان، 

سرطان معده

تیوپورین اس-متیل 
TPMTترانسفراز

 PMT*2–24
(TPMT*1
 TPMT*2

 TPMT*3A
 TPMT*3B
 TPMT*3C
 TPMT*4)

آزاتیوپرین، 
مرکاپتوپیرون، 

تیوگوانین

دوز / سمیت / 
ADR

لوسمی لنفاوی حاد، 
سرطان تخمدان، 

سرطان سینه
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جدول 1 - خلاصه‌ای از رایج‌ترین آنزیم‌ها و یا سیســتم‌های حمل و نقل، ژن‌هایی که برای آنها کد می‌کنند، داروهای 
متابولیزه شده و نتایج مورد انتظار درمان

واریانت‌های مختلف ژنآنزیم / ناقل 
نئوپلاسماثردارویک آلل

اوریدین دی فسفات 
گلوکورونوزیل 

ترانسفراز
UGT1A1

 UGT1A1*27،
 UGT1A1*28،

UGT1A1*6

irinotecanADR / کارسینوم کولورکتالسمیت

گلوتاتیون اس 
GSTGSTM1، GSTP1ترانسفرازها

ترکیبات پلاتین 
- سیکلوفسفامید، 

کربوپلاتین، 
دوکسوروبیسین، 

سیس پلاتین،
 اگزالی پلاتین

اثربخشی / 
ADR / سمیت

سرطان روده بزرگ،
سرطان مثانه، 
سر و گردن، 

ریه، 
تخمدان و بیضه

گروه مکمل متقاطع 
ERCC1ترمیم اکسیزیون 1

 496 C > T، 8092
C > A، 19007 T > C

داروهای ضد سرطان 
حاوی پلاتین

اثربخشی / 
سمیت

سرطان ریه سلول 
غیر کوچک، 
سرطان مثانه،

کارسینوم کولورکتال

گروه مکمل متقاطع 
ERCC2ترمیم اکسیزیون 2

 965 G > A، 225
A > C

داروهای ضد سرطان 
حاوی پلاتین - 

اگزالیپلاتین

اثربخشی / 
سمیت

سرطان روده بزرگ،
سرطان تخمدان،

کارسینوم ریه سلول 
غیر کوچک

 binding ATP
cassettes

 ABCB1،
 ABCC2،
ABCG2

 1236 C > T، 3435
 C > T، 2677 G > T،

 421 C > A،
ABCC2*2

irinotecan / اثربخشی
سرطان تخمدانسمیت / مقاومت

گروه مکمل متقاطع 
XRCC11301 G > Aاشعه ایکس 1

داروهای ضد سرطان 
پلاتین، 

5- فلوئورواوراسیل

اثربخشی / 
سمیت

سرطان روده بزرگ، 
معده و ریه سلول 

غیر کوچک

 P450 سیتوکروم
2D6

CYP2D6

حدود 08 آلل نوع 
 .CYP2D6رایج ترین 
  - CYP2D6*4،آنها

 CYP2D6*3،
 CYP2D6*5 و

CYP2D6*6

اثربخشی/تاموکسیفن 
سرطان سینهسمومیت 
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)TS( تیمیدیلات سنتتاز
 5-FU تنها آنزیمی نیســت که مسئول متابولیسم DPD
است. یکی دیگر از مواردی که در مسیر دارو دخیل است 
تیمیدیلات سنتتاز اســت. TS با سنتز تیمیدین مرتبط 
است و هدفی برای FU-5 است که آن را مهار می‌کند. ژن 
کد کننده TS TYMS است. دو آلل مختلف برای این ژن 
 )TSER*2( کشف شده اســت - با یک توالی 2 تکراری
و بــا یک توالــی 3 تکــراری )TSER*3( )همچنین به 
جدول 1 مراجعــه کنید(. TSER*3 در بیماران مبتلا به 
کارســینوم کولورکتال در مقایســه با افراد مبتلا به پلی 
مورفیســم TSER*2 در درمان بــا FU-5 با نتیجه بهتر 
همراه است. با این وجود، به نظر نمی رسد همه بیماران 
مبتــا به آلل TSER*3 پیامد بدتری داشــته باشــند. 
 SNP محتمــل ترین توضیح، تغییر دیگری اســت )یک
G > C(، که منجر به فعالیت TS پایین تر، قابل مقایســه 
با آلل TSER*2 می‌شود. این SNP در حدود 29 تا 57 
درصد از آلل‌های TSER*3 کشــف شــده است. تقویت 
 5-FU به عنوان یک عامل پیش آگهی برای درمان با TS
نه تنها در کارســینوم کولورکتال، بلکه در سرطان مثانه 
و معده نیز استفاده می‌شود. استفاده از TYMS همراه با 
ژنوتیپ DPYD ممکن اســت به انتخاب بیمارانی کمک 
کند که پاســخ بهتری به درمــانFU-5 و عوارض جانبی 

کمتری داشته باشند.

)MTHFR( متیلن تتراهیدروفولات ردوکتاز
متیلــن تتراهیدروفولات ردوکتاز آنزیمی اســت که در 
مســیر FU-5 و متوترکسات )MTX( شــرکت می‌کند. 
نقــش مهمــی در متابولیســم فــولات و متیونین و در 
 نتیجــه در ســنتز و متیلاســیون DNA ایفــا می‌کند.
متیلــن   5،10( سوبســترای   یــک   MTHFR  
تتراهیدروفــولات( را متابولیزه می‌کند و بنابراین کاهش 
عملکرد این آنزیم با افزایش فعالیت FU-5 همراه اســت، 
در حالی که حساسیت MTX کاهش می‌یابد. شایع ترین 
پلی مورفیســم برای ژنی کــه MTHFR را کد می‌کند 
677C > T اســت )همچنین به جدول 1 مراجعه کنید(. 
نوع MTHFR 677C > T برای اولین بار توسط Frosst و 
همکاران کشف شد، به عنوان یک نوع علت برای پروتئین 
 MTHFR گرمــا ناپذیر. پروتئین حرارت پذیر MTHFR
با 50 درصد فعالیت کمتر در شرایط آزمایشگاهی همراه 

اســت. همچنین اولین عامل خطر ژنتیکی بود که برای 
اسپینا بیفیدا شناسایی شد. مجموعه عظیمی از کار روی 
این نوع، در ارتباط با انواع داروها، فنوتیپ‌ها و بیماری‌ها 
وجود دارد، و بســیاری از آنها متناقض هستند. این دارو 
در تعداد بیشــماری از بیماری‌هــا از جمله بیماری‌های 
قلبی عروقی، ســرطان ها، اختلالات بارداری و رشد و در 
زمینه داروهایی مانند متوترکسات )هم به عنوان شیمی 
درمانــی و هم بــرای التهاب( مورد بررســی قرار گرفته 
اســت. علاوه بر این، مطالعات نشان داده اند که آلل T با 
هموسیستئین کل بالاتری نســبت به آلل C به ویژه در 
افرادی که فولات پلاسما کمتری دارند، مرتبط است. در 
مطالعات بیماران لوسمی لنفوبلاستیک حاد اطفال تحت 
درمان با متوترکســات، آلل T با احتمــال کمتری برای 
بقای بدون رویــداد مرتبط بود، اما یک عامل خطر برای 
سمیت یا تشنج نبود. برخی از مطالعات نشان داده اند که 
آلل T ممکن اســت در مقایسه با آلل C در بروز بیماری 
)نئوپلاسم‌های کولورکتال، نئوپلاسم‌های پستان( محافظ 
باشــد. برای تعیین نقش این پلی مورفیسم در پاسخ به 
آنتی فولات‌ها و آنتــی متابولیت‌ها و تعریف قطعی نقش 
آن در بیماری، به مطالعات بزرگ تری که نشــان دهنده 

جمعیت‌های مختلف است، نیاز است.
در یــک مطالعــه بــر روی 43 بیمار مبتلا به ســرطان 
تخمدان، تحت درمان با MTX، ســمیت درجه 4-3 در 
٪77 از افرادی که بــرای ژنوتیپ TT هموزیگوت بودند، 
٪6 در افراد هتروزیگوت و ٪8 برای افراد مبتلا به ژنوتیپ 
هموزیگوت CC مشاهده شد. ســطح هموسیستئین در 
بیمارانــی که برای ژنوتیــپ TT هموزیگوت بودند بالاتر 
بود و با افزایش ســمیت همراه بود. علاوه بر این، بیماران 
بــا ژنوتیپ TT هنگام درمان بــا FU-5 نتیجه بهتری را 
نشان دادند. در یک کارآزمایی بالینی روی 43 نفر مبتلا 
به ســرطان کولورکتال که FU-5 مصرف کردند، ژنوتیپ 
هموزیگوت برای TT با پاســخ بهتر و بقای کلی نشــان 
داد. اگرچــه مطالعات مختلف زیــادی تاکنون در مورد 
 DPYD، 5 و اهمیــت جهش‌هــای ژن-FU متابولیســم
TYMS و MTHFR انجام شــده اســت، هنوز نمی‌توان 
ســمیت FU-5 را پیش بینی کــرد. در نتیجه، مطالعات 
بیشــتری باید انجام شــود تا فارماکوژنتیک به یک عمل 

عمومی تبدیل شود.
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دوز تیوپورین اس متیل ترانسفراز )TPMT( و 
تیوپورین

 ،IBD( تیوپورین‌ها نه تنها برای بیماری‌های غیر بدخیم
آرتریت روماتوئید( اســتفاده می‌شوند، بلکه برای درمان 
ضد ســرطان در بدخیمی‌های خونی نیز قابل اســتفاده 
هستند. ســه پیش داروی زیر آزاتیوپرین، مرکاپتوپیرون 
و تیوگوانین )TG( توســط TPMT غیرفعال می‌شــوند 
و همــان متابولیت‌های نوکلئوتیــد TG فعال )TGN( را 
 TPMT تولید می‌کنند. کشف شده است که بین فعالیت
و غلظــت TGN همبســتگی وجــود دارد. در بیمارانی 
که از نظر آلل غیر فعال هموزیگوت هســتند، ســرکوب 
میلوســکوپی شدید مشــاهده می‌شــود. در افرادی که 
هتروزیگوت هســتند با تجویــز دوز معمولی تیوپورین، 
ممکن است سرکوب میلوســکوپی متوسط تا شدید نیز 

دیده شود.
داروهــای ضد ســرطان آزاتیوپریــن، 6- مرکاپتوپورین 
)MP-6( و 6- تیوگوانیــن اغلب بــرای رژیم‌های درمانی 
 TPMT استفاده می‌شــوند. متابولیسم آنها توسط ALL
تنظیم می‌شود. این آنزیم از یک طرف داروها را از طریق 
متیلاســیون غیرفعال می‌کند و در نتیجه بر سمیت آنها 
تأثیر می‌گذارد و از طرف دیگر MP-6 را به متیل تیونوزین  
‌5- پرایم مونوفسفات تبدیل می‌کند )متابولیتی که منجر 
به مهار سنتز de novo پورین می‌شود. ممکن است منجر 
به اثرات سمی شــود(. اکنون مشخص شده است که به 
دلیل ناهمگونی ژنتیکی، فعالیت TPMT به طور گسترده 
ای در یک جمعیت متفاوت اســت. مطالعات 3 فنوتیپ 
مختلف را یافتند: به ترتیب با فعالیت طبیعی، متوسط و 
غایب TPMT یک همبستگی معکوس غیرقابل انکار بین 
کاهش فعالیت TPMT و غلظــت MP-6 در گلبول‌های 
قرمز و بلاســت‌های ALL وجود دارد. به منظور اجتناب 
از عــوارض جانبی جدی، تنظیم دوز ضروری اســت که 
بســته به فعالیت TPMT انجام شــود. اگرچه تعداد کل 
 )TPMT*2-24( 20 کشف شــده بیش از TPMT انواع
اســت، شــایع ترین آنها TPMT*2 است )در یک دختر 
8 ســاله تحت درمان برای ALL که دچار سمیت شدید 
هماتولوژیک شده است، یافت می‌شود. دوزهای خوراکی 
معمولی (MP-6 و TPMT*3A، که هر دو باعث تغییرات 
 TPMT اسید آمینه می‌شوند که منجر به تجزیه پروتئین
و در نتیجه کاهش فعالیت می‌شــود )همچنین به جدول 

1 مراجعه کنید(. فراوانی تغییرات TPMT در قفقازی‌ها 
10 درصد با شــایع ترین جهش TPMT*3A اســت، در 
حالی که در جمعیت آســیایی بیشترین جهش مشاهده 

شده TPMT*3C است.
مهم‌ترین مزیت آزمایش ژنوتیپ ژن TPMT برای ارزیابی 
دوز تیوپورین این اســت که می‌توان از ســرکوب شدید 
میلــوس بدون به خطر انداختــن کارایی درمان اجتناب 
کرد. آزمایش TPMT به طور گســترده در سراسر جهان 
در آزمایشــگاه‌های خدمات معمول در دسترس است، اما 
این بســتگی به تخصص بالینی دارد که آیا آزمایش اجرا 
می‌شود یا خیر. در حالی که متخصصان پوست به سرعت 
آزمایــش معمــول TPMT را پذیرفته انــد، متخصصان 
گوارش به طور خــاص غربالگری TPMT را توصیه نمی 
کنند. از ســوی دیگر، آزمایش TPMT قبل از اســتفاده 
از مرکاپتوپورین در لوســمی دوران کودکی الزامی است. 
علاوه بر ایــن، TPMT مقرون به صرفه اســت - هزینه 
 TPMT مراقبت بســتری برای یک بیمار مبتلا به کمبود
که به طور ناخواســته با آزاتیوپرین درمان شــده است، 
برآورد شده اســت که هزینه بیش از 400 آزمایش برای 

فعالیت TPMT را پوشش می‌دهد.

ژنوتیپ اوریدین دی فســفات گلوکورونوزیل 
ترانسفراز )UGT( و ایرینوتکان

UGT-1 آنزیم اصلی در گلوکورونیداســیون بیلی روبین 
و همچنیــن بســیاری از داروهای چربی دوســت مانند 
 Irinotecan .است irinotecan - SN-38 متابولیت فعال
یک داروی ضد سرطان است که در بسیاری از رژیم‌های 
درمانی برای درمان سرطان کولورکتال استفاده می‌شود. 
جهــش در ژن UGT-1 نیــز می‌توانــد باعث ســندرم 
گیلبرت شــود. SN-38 عمدتاً توسط آنزیم یوریدین دی 
فسفات گلوکورونیل ترانســفراز 1A1 (UGT1A1) پاک 
می‌شــود. انواع مختلفی از ژن وجــود دارد اما مهمترین 
آنها UGT1A1*28 )درج عنصــر TA در ناحیه پروموتر 
ژن UGT1( اســت. ایــن تغییــرات فعالیــت آنزیم را 
مختــل می‌کند و متابولیســم irinotecan را تحت تأثیر 
 UGT1A1*28 قرار می‌دهد. در افرادی کــه از نظر آلل
هموزیگوت هســتند، فعالیت UGT1 70 درصد کاهش 
می‌یابد. بســیاری از مطالعات مختلف نشان داده اند که 
تغییرات در ژن UGT1 با افزایش سمیت )اسهال شدید و 
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نوتروپنی( به دلیل اختلال در فعالیت irinotecan مرتبط 
است. شیوع آلل UGT1A1*28 بین جمعیت‌ها متفاوت 
است: بیشترین در آفریقایی )٪45( و کمترین در آسیایی 
)٪17-7(، در حالــی که برای قفقازی‌ها این درصد -22

٪39 اســت. با این حال، در بیماران آسیایی، به جز این 
پلی مورفیســم، برخی از انواع دیگر ژن UGT1A1 یافت 
شد - آلل UGT1A1*6 و UGT1A1*27  )همچنین به 
جــدول 1 مراجعه کنید(. بنابراین، برای اینکه پزشــکان 
بتوانند درمان با ایرینوتکان را متناسب با آن انجام دهند، 

مطالعات جمعیتی خاص لازم است.

و  ژن  مورفیسم  پلی  ترانسفراز  اس  گلوتاتیون 
ترکیبات پلاتین

گلوتاتیون اس ترانسفرازها )GSTs( شامل خانواده ای از 
آنزیم‌ها هســتند که مسئول سم زدایی بیگانه بیوتیک‌ها 
از جمله ترکیبات پلاتین هســتند. دسته‌های مختلفی از 
‌GSTها وجود دارد که هر کدام توسط یک ژن یا خانواده 
ژنــی متفاوت کدگذاری می‌شــوند. زمانی کــه بیماران 
ســرطانی با داروهایی مانند سیکلوفسفامید، کربوپلاتین، 
می‌شــوند،  درمــان  ســیس‌پلاتین  دوکسوروبیســین، 
پلی‌مورفیسم‌ها در ژن‌ها ممکن است منجر به تغییر اثر یا 

تظاهرات سمیت شوند.
GST توســط GSTP1 کدگذاری می‌شــود. شایع ترین 
پلی مورفیســم در این ژن، که بــا نتیجه درمانی بهتر از 
درمان با اگزالیپلاتین همراه است، SNP غیر مترادف در 
اگزون A > G( 5 313( اســت. در حدود 40 تا 45 درصد 
از جمعیت قفقازی و در 27 درصد از جمعیت آســیایی 
مشاهده می‌شــود. یک مطالعه روی 107 بیمار مبتلا به 
 5-FU/oxaliplatin پیشــرفته که تحت درمان بــا CRC
قرار گرفتند، تفاوت معنی‌داری را بین افراد دارای ژنوتیپ 
واریانت و آنهایی که ژنوتیپ وحشــی داشتند نشان داد: 
میانگین بقای گروه اول 24.9 ماه بود، در حالی که گروه 
دوم - 7.9 مــاه. ماه ها. در گروهی متشــکل از 64 بیمار 
مبتلا به ســرطان دســتگاه گوارش که درمان مبتنی بر 
اگزالیپلاتیــن دریافت کردند، کاهــش فعالیت GST با 
افزایش ســمیت همراه بود. نوروپاتی شــدید )درجه 3( 
اغلب در بیمارانی که دارای ژنوتیپ نوع وحشــی هستند 

دیده شده است.
یک متاآنالیز منتشــر شده بر روی پلی‌مورفیسم‌های ژن 

گلوتاتیون S-ترانســفراز در بیماران مبتلا به سرطان ریه 
ســلول غیرکوچک )NSCLC( نشان داد که هم ژنوتیپ 
 GSTP1 Ile105Val ژن GG پوچ و هم ژنوتیپ GSTM1
با نتیجه بالینی و پاســخ درمانی بهتر به ســیس‌پلاتین 
مرتبط است. شیمی درمانی مبتنی بر پلی‌مورفیسم‌های 
ژن GSTP1 Ile105Val در بیماران آسیای شرقی مبتلا 
به NSCLC بیشــتر از بیماران قفقازی بود. افراد چینی 
مبتلا به NSCLC پاســخ درمانی بهتری نشان دادند، که 
با ایــن واقعیت مرتبط بود که آنها ناقل پلی مورفیســم 
صفــر GSTM1 بودند. بــا این حال، بــرای اینکه نقش 
پلی‌مورفیسم‌های GST بیشــتر مورد مطالعه قرار گیرد، 
آزمایش‌هــای بالینی کامل‌تر و از نظــر قومیتی متنوع‌تر 

لازم است که در آینده انجام شود.

 1 اکســیزیون  ترمیم  متقاطع  مکمــل  گروه 
)ERCC1(

ژن شــرکت کننده ERCC1 مســیر برش نوکلئوتیدی 
اســت و همچنین با یک ترمیم خاص ژنی مرتبط است 
که توســط داروهای ضد ســرطان حــاوی پلاتین انجام 
 ERCC1 می‌شود. مشخص شــده است که سطوح بالای
در بیماران مبتلا به ســرطان مثانه با پیامد بدتری همراه 
اســت. با این حال، در کارسینوم ریه سلول غیر کوچک، 
یک پلی مورفیســم در اگزون C > T( 4 496(، به دلیل 
کاهش فعالیت ERCC1 با نرخ بقای بهتر همراه اســت. 
در یــک کارآزمایی بالینی دیگر، شــامل 91 بیمار مبتلا 
 ،5-FU/oxaliplatin پیشــرفته و تحت درمان با CRC به
پلی مورفیســم فوق مورد بررسی قرار گرفت. نتایج نشان 
داد کــه بیمارانی که برای نوع واریانت هموزیگوت بودند، 
نسبت به بیمارانی که هتروزیگوت )%42.3( یا با ژنوتیپ 
وحشــی )%21.4( بودند، به طور قابل‌توجهی نرخ پاسخ 
بالاتری )%61.9( داشتند. به طور خلاصه، افزایش ترمیم 
DNA منجر به کاهش اثربخشــی داروهــای مبتنی بر 
پلاتین می‌شود. با این حال، مطالعات بیشتری برای تایید 
این داده‌ها ضروری اســت که برخی از نتایج متناقض نیز 

منتشر شده اند.
 DNA برای سیستم ترمیم ERCC2 و ERCC1 هر دو ژن
مهم هستند و بنابراین در مسیر ترمیم برش نوکلئوتیدی 
نقش دارند. یک مطالعه بالینی در جمعیت چین در سال 
2012 در بین 213 بیمــار مبتلا به این بیماری و 240 
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فرد کنترل بدون سرطان نشان داد که ‌SNPهای موجود 
در این ژن‌ها مســئول افزایش خطر CRC هستند. چهار 
 ERCC1 Asn118Asn، :عملکردی ژنوتیپ شدند SNP
 .Lys751Gln و   ،C8092A، ERCC2 Asp312Asn
مشــخص شــد که افراد با ژنوتیپ‌های پلی‌مورفیســم 
ERCC1 C8092A AA و CA/AA در مقایسه با ژنوتیپ 
CC، خطر بیشــتری برای سرطان روده بزرگ داشتند. با 
این حال، هیچ SNP دیگری مشــاهده نشــد که ارتباط 
مهمی با CRC داشــته باشــد. بنابراین، پلی مورفیســم 
ERCC1 C8092A ممکن است به یک مارکر مهم برای 
حساســیت به سرطان کولورکتال در میان جمعیت چین 
تبدیل شود. با این حال، مطالعات بزرگتر برای تأیید این 
یافته‌ها قبل از اجرای آنها در عمل روزمره ضروری است.

 ATP (ABCB1، ABCC2، ABCG2)کاست‌های اتصال
انتقال‌دهنده‌های کاســت اتصال‌دهنده ATP )که به آنها 
انتقال‌دهنــده ABC نیز گفته می‌شــود( یک ابرخانواده 
سیســتم حمل‌ونقل را نشان می‌دهند که از انرژی اتصال 
و هیدرولیز ATP برای انتقال لایه‌های مختلف در سراسر 
غشای سلولی استفاده می‌کند. هر گونه تغییر در فعالیت 
آنها ممکن اســت منجر به تغییــر در کلیرانس داروهای 

مختلف )از جمله عوامل شیمی درمانی( شود.
ژن ABCB1 )همچنیــن به نام MDR1 - مقاومت چند 
دارویی( برای یک گلوکوپروتئین P کد می‌کند. بیان بیش 
از حد این گلوکوپروتئین در سلول هایی دیده می‌شود که 
 SNP به رژیم‌های ضد سرطانی خاص مقاوم هستند. دو
متــرادف )C1236T در اگزون 12 و C3435T در اگزون 
26( و یک SNP غیر متــرادف )G2677T در اگزون 2( 
وجود دارد که به نظر می‌رسد در هاپلوتیپ MDR1*2 به 
هم مرتبط باشند. آنها در جمعیت اروپایی-آمریکایی )تا 
٪62(، در جمعیت آفریقایی-آمریکایی )٪13( و همچنین 
در جمعیت آسیایی دیده شده اند. این هاپلوتیپ منجر به 
تنظیم مثبت گلیکوپروتئین P، افزایش فعالیت ناقل دارو 

و کاهش کلیرانس SN-38 می‌شود.
برخی دیگر از ناقلان دارویی که در متابولیسم ایرینوتکان 
نقش دارند ABCG2 و ABCC2 هستند. اولین مورد به 
عنوان پروتئین مقاومت به ســرطان پستان نیز شناخته 
می‌شــود و یک تغییر خاص C > A 421 مسئول وضعیت 
irinotecan اســت، در حالی کــه دومی دارای هاپلوتیپ 

ABCC2*2 اســت که با کاهش اثرات نامطلوب ناشی از 
درمان ایرینوتکان )معمولاً اسهال( همراه است. در مطالعه 
ای بر روی 167 بیمار تحت درمان با ایرینوتکان، تنها 10 
درصد با هاپلوتیپ ABCC2*2 در مقایســه با 44 درصد 

در سایر بیماران اسهال داشتند.
داده‌هــای کنونــی ناقل‌هــای دارویی خــاص، از جمله 
ابرخانــواده ATP را به‌عنــوان یک عامــل کلیدی برای 
مقاومت دارویی و پاســخ‌های تغییریافته نشان می‌دهند. 
اخیراً پلی‌مورفیســم‌های ژنتیکی مختلف در این ناقل‌ها 
شناسایی شده‌اند. مطالعات آتی می‌تواند نقش ناهمگونی 
ژنتیکــی را در انتقــال دهنده‌های ATP نشــان دهد و 
بنابراین ممکن اســت امکان درمــان هدفمند و فردی با 

حداقل سمیت و حداکثر اثربخشی را فراهم کند.

)XRCC1( 1 گروه مکمل متقاطع اشعه ایکس
پروتئین ترمیم کننده DNA XRCC1، که در انسان توسط 
ژن XRCC1 کدگذاری می‌شــود، در شکستگی‌های تک 
رشته ای DNA که در اثر قرار گرفتن در معرض پرتوهای 
یونیزان و عوامل آلکیله کننده، در ترمیم برش پایه و ترمیم 
برش نوکلئوتید ایجاد می‌شود، نقش دارد. این مکانیسم‌ها 
 بر اثربخشی داروهای ضد سرطان پلاتین تأثیر دارند. یک

(Arg399Gln ؛1301 G > A) SNP  منجــر بــه ظرفیت 
برداشتن پایه جهش یافته، خطر بالاتر ابتلا به سرطان و 
پاســخ بدتر در افراد مبتلا به CRC پیشرفته می‌شود. در 
 CRC یک کارآزمایی بالینی بــر روی 61 بیمار مبتلا به
پیشــرفته که درمان FU/oxaliplatin-5 دریافت کردند، 
73 درصد از افراد با پاسخ خوب ناقل ژنوتیپ نوع وحشی 
بودند در حالی که هیچ یک از پاسخ دهندگان هموزیگوت 
 NSCLC نبودند. همچنین مشــخص شد که در بیماران

با این آلل، میزان بقا به طور قابل توجهی کوتاهتر بود.
مطالعات مولکولی ارتباط بین ‌SNPها در XRCC1، خطر 
ابتلا به ســرطان‌های مختلف )به عنوان مثال ســرطان 
معــده( و ارزش پیــش بینی آنها بــرای نتیجه درمان را 
نشان می‌دهد. در یک مطالعه، شامل 612 بیمار سرطان 
معده، ایمونوهیستوشــیمی )IHC( برای ارزیابی پروفایل 
بیان پروتئین XRCC1 در نمونه‌های جراحی اســتفاده 
شد. مشخص شد که بیماران XRCC1 IHC منفی بیشتر 
از بیماران IHC مثبت از شــیمی درمانی کمکی مبتنی 
بر پلاتین ســود می‌برند. این نتایــج از این ایده حمایت 
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می‌کند کــه بیان منفی XRCC1 تومورها را نســبت به 
شیمی درمانی‌های مبتنی بر پلاتین حساس تر می‌کند. 
تشــخیص بیان XRCC1 در افراد مبتلا به سرطان معده 
می‌تواند راهنمایی بالینی در هنگام انتخاب درمان کمکی 
بهینه ارائه دهد. با این حال، مطالعات گسترده تری برای 

تایید مکانیسم‌های دقیق ضروری است.

CYP2D6
یکــی از رایج ترین داروهای مورد اســتفاده برای درمان 
سرطان ســینه وابســته به هورمون، تاموکسیفن است. 
سرطان سینه زمانی که گیرنده استروژن )ER+( را بیان 
می‌کند به هورمون وابســته اســت و بنابراین استروژن 
معمولاً برای رشــد آنها ضروری اســت. برخی از داروها 
تعدیــل کننده‌هــای انتخابی ER نامیده می‌شــوند زیرا 
اتصال اســتروژن به ‌ERهــا را مهار می‌کننــد و تکثیر 
تومورهای ER+ ناشــی از اســتروژن را کاهش یا حذف 
می‌کنند. تاموکســیفن نمونــه ای از تعدیل کننده‌های 
انتخابی ER اســت و به طور گســترده برای درمان زنان 
یائسه و یائســه مبتلا به سرطان سینه متاستاتیک، برای 
شیمی درمانی کمکی و برای درمان پیشگیرانه برای زنان 
با خطر بالای ابتلا به ســرطان پســتان استفاده می‌شود. 
فعالیــت فارماکولوژیک آن به آنزیم کبدی ســیتوکروم 
P450 2D6 (CYP2D6) بستگی دارد که تاموکسیفن را 
به متابولیت فعال آندوکســیفن تبدیل می‌کند. مشاهده 
شــده اســت که بیماران با کاهش فعالیت CYP2D6 یا 
در نتیجــه ژنوتیپ خــود، یا به دلیل مصــرف داروهای 
دیگر، مهار کننده CYP2D6، اندوکسیفن کمتری تولید 
می‌کنند که از طرف دیگر منجر به مزایای درمانی ضعیف 

می‌شود.
تا به امــروز، حدود 80 نوع آلل CYP2D6 یافت شــده 
 CYP2D6*4، اســت، اما رایج ترین آنهــا عبارتنــد از
CYP2D6*3، CYP2D6*5 و CYP2D6*6 )همچنیــن 
به جدول 1 مراجعه کنید(. بســیاری از پلی‌مورفیسم‌ها 
بی‌صــدا هســتند و منجر بــه آلل‌هایی می‌شــوند که 
پروتئین‌هایــی را بــا فعالیت طبیعــی CYP2D6 بیان 
 .))EM( می‌کنند )به نام آلل‌های متابولیســم گســترده
ســایر آلل‌ها حذف ژن یا پلی مورفیســم هایی دارند که 
منجر به عدم بیان پروتئین یا بیان پروتئین بدون فعالیت 
CYP2D6 می‌شود )متابولیسم ضعیف )PM((. گروه سوم 

از آلل‌ها شامل پلی مورفیسم‌ها هستند که فعالیت آنزیم 
 .)IM( را کاهش می‌دهند - آلل‌های متابولیســم واسطه
بســته به ژنوتیپ، افراد می‌تواننــد متابولیزه کننده‌های 
گسترده/طبیعی، متوسط یا ضعیف باشند. متابولیزورهای 
 EM/EM یا EM/PM گســترده یا عادی دارای ژنوتیپ
و متابولیسم طبیعی سوبســتراهای CYP2D6 هستند. 
 IM/PM یا IM/IM متابولایزرهــای میانی دارای ژنوتیپ
و فعالیت آنزیم CYP2D6 بین متابولایزرهای گسترده و 
ضعیف هســتند. و متابولیسم‌های ضعیف افرادی هستند 
که دو آلــل PM دارند. همچنین نــوع دیگری از آلل‌ها 
وجود دارد - آلل‌های متابولیزه کننده فوق ســریع، که از 
آلل‌های چندگانه با فعالیت طبیعی تشــکیل شده است. 
 CYP2D6 آنها با متابولیســم فوق سریع سوبســتراهای

مرتبط هستند.
در مطالعه‌ای روی 80 زن مبتلا به ســرطان پســتان که 
به تازگی تشــخیص داده شده بود، سطوح تاموکسیفن و 
اندوکسیفن حدود 4 ماه پس از شروع درمان اندازه‌گیری 
 )PM/PM( شد. بیمارانی که متابولیسم ضعیفی داشتند
غلظت اندوکســیفن بین دو تا چهار برابر کمتر از افرادی 
بود که دارای ژنوتیــپ EM/EM و EM/PM بودند. این 
کارآزمایی یک اثر وابســته به دوز ژن را پیشــنهاد کرد. 
از ســوی دیگر، برخی از ‌SSRIها و ‌SNRIها وجود دارند 
که اغلب در طول شــیمی درمانی با تاموکســیفن برای 
کاهش عوارض جانبی آن )گرگرفتگی( تجویز می‌شــوند 
که همچنین مهارکننده‌های CYP2D6 هستند. بنابراین، 
‌SSRIها و ‌SNRIها ممکن اســت اثر منفی بر اثربخشی 
تاموکســیفن داشــته باشــند. در یک مطالعه آینده‌نگر 
کوچــک روی 12 زن مبتلا به ســرطان ســینه، غلظت 
پلاسمایی اندازه‌گیری شــده اندوکسیفن 4 هفته پس از 
شروع مصرف پاروکستین )SSRI( حدود دو برابر کاهش 
یافت، به این معنی که CYP2D6 متابولیسم اندوکسیفن 

را واسطه می‌کند.
نقش ژنوتیپ CYP2D6 در یــک مطالعه بالینی آلمانی 
 +ER روی زنان مبتلا به سرطان پســتان تهاجمی اولیه
تأیید شــد، زیرا برخی از آنها درمان کمکی تاموکسیفن 
را دریافــت کردند، در حالی که برخــی دیگر این کار را 
نکردند. مشاهده شد که بیمارانی که متابولیسم متوسط 
 ‌ PM/PM، EM/PMیا ضعیف داشــتند )با ژنوتیپ‌های
IM/IM یــا IM/PM( دوره‌هــای کوتاه‌تــری بدون عود 
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و بقای بدون رویداد داشــتند، در مقایســه با افرادی که 
 EM/EM متابولیسم‌های طبیعی داشــتند. ژنوتیپ‌های
یا IM/EM(. در گروهی که تاموکســیفن مصرف نکردند، 
ژنوتیپ CYP2D6 نتوانست بر بقا تاثیر بگذارد، که منجر 
به این نتیجه شــد که فعالیــت CYP2D6 نمی تواند به 
عنوان مارکر پیش آگهی برای ســرطان پستان استفاده 
شــود، زیرا تنها می‌تواند نتیجه را با درمان تاموکســیفن 

تخمین بزند.
تنوع زیادی در بین مطالعات انجام شــده تاکنون وجود 
دارد که مقایســه آنها را دشوار می‌کند. برای مثال، هیچ 
یک از این مطالعات اطلاعاتی در مورد ارتباط بین ژنوتیپ 
CYP2D6، سطوح پلاسمایی اندوکسیفن و نتیجه درمان 
ارائه نمی دهد. مصــرف همزمان داروهای مختلف که به 
عنوان مهارکننده‌های CYP2D6 عمل می‌کنند )نه تنها 
SSRI( نیز باید در همه کارآزمایی‌ها در نظر گرفته شود. 
علاوه بر این، دوز تاموکســیفن بین افراد متفاوت است، 
بنابراین ممکن اســت عامل مهمــی در درمان بیمارانی 
باشــد که متابولیســم ضعیفی دارند. به طــور خلاصه، 
کارآزمایی‌های گذشــته‌نگر بزرگ‌تر، مقایســه گروه‌های 
مختلف جمعیــت، و همچنین درمان با تاموکســیفن با 
 CYP2D6 درمان‌های جایگزین، قبــل از اینکه آزمایش

در تمرین روزمره ممکن شود، ضروری است.

اثر متقابل ژن‌های متعدد بر پاسخ درمانی
پاســخ دارویی یک ویژگی پیچیده است که پروتئین‌های 
زیادی را شــامل می‌شود. از نقطه نظر بیولوژیکی، انتظار 
می‌رود که مسیرهای متابولیک مختلف با هم رقابت کنند 
و اثر یک پلی مورفیســم بر روی مســیر متابولیسم دارو 

می‌تواند توسط پلی مورفیسم‌های دیگر تغییر یابد.
 5-FU ،عوامل شیمی درمانی مبتنی بر فلوروپیریمیدین
یا کاپســیتابین، پایه اصلی رژیم‌های شیمی درمانی برای 
ســرطان‌های کولورکتال و گوارشــی در هــر دو حالت 

متاستاتیک و ادجوانت باقی مانده اند.
 CRC در یک مطالعه گذشته نگر بر روی 85 بیمار مبتلا به
که تحت درمــان مبتنی بر فلوروپیریمیدین قرار گرفتند 
و 91.8 درصد از افراد از ســمیت رنــج می‌بردند، تأثیر 
پلی مورفیســم‌های DPYD، TYMS و MTHFR مورد 
 بررسی قرار گرفت. پلی‌مورفیسم‌های زیر شناسایی شدند:

 DPYD 85 T > C (29.4٪ جهــش هتروزیگوت، 7.1٪ 

، DPYD IVS 14 + 1G > A جهش یافته هموزیگــوت 
 1.2% mutzyantsogete% ،هموزی هتروزیگــوت (
.MS4AG4،4 جهش یافته، ٪24.7 جهش هموزیگوت(، 
MTHFR 677C > T ) 43.5٪ جهش یافته هتروزیگوت، 
 MTHFR 1298A > C 9.4 جهش یافته هموزیگوت( و٪
٪8.2 ( جهــش یافته هتروزیگــوت، ٪8.2 جهش یافته 
هتروزیگــوت(. در افــرادی که بــرای پلی مورفیســم 
MTHFR 1298A > C هتروزیگوت یا هموزیگوت بودند، 
فرکانس ســمیت خونســاز افزایش یافــت. هیچ ارتباط 
 DPYD، آمــاری معنــی داری بین پلی مورفیســم‌های
TYMS و ســمیت‌های ناشــی از فلوروپیرامیدین یافت 
نشد. نویسندگان پیشنهاد می‌کنند که پلی‌مورفیسم‌های 
MTHFR ممکن است به عنوان عوامل مرتبط با سمیت 
فلوروپیریمیدین در نظر گرفته شوند و می‌توانند به عنوان 
نشــانگرهای زیستی پیش‌بینی‌کننده برای بیماران مبتلا 
بــه CRC که می‌توانند بیشــترین ســود را از رژیم‌های 
مبتنی بر فلوروپیریمیدین دریافت کنند، استفاده شوند.

در یــک مطالعــه گذشــته نگر دیگــر بــر روی 108 
متاســتاتیک  ســرطان  بــه  مبتــا  چینــی  بیمــار 
معــده، نویســندگان، تأثیــر پانــل متشــکل از 9 پلی 
 مورفیســم ژنتیکــی را در ژن‌هــای دخیــل در ترمیم
 DNA (ERCC1 /rs2298881/ ERCC2 /rs13181 و 
 /rs1799793 و (XRCC1/rs25448( ارزیابی کردند. سم‌زدایی
،)GSTT1/rs2266637 و GSTP1/rs1695) اگزالی پلاتین 

و متابولیسم فلوئوروپیریمیدین )MTHFR/rs1801133 و 
rs1801131( در پیش بینی پاسخ بالینی و بقای بیماران 
هنگام دریافت اپیپارو لیپولاتین و اکســالیفلولاتین. آنها 
دریافتند که سه مورد از ‌SNPها تأثیر نامطلوبی بر پاسخ 
بالینی و بقا دارند: XRCC1 rs25489، هموزیگوت برای 
 ERCC2 و GA ژنوتیپ A. ERCC2 rs1799793 آلــل
rs13181 - هتروزیگوت و هموزیگوت برای آلل G. گروه 
 PFS 206 هــای نامطلوب( میانگین‌SNP پرخطر )بدون
روز و سیســتم عامل 534 روز را نشــان دادند، در حالی 
 PFS 123 )نامطلوب SNP1 کــه گروه با خطر ضعیف )با
روز و سیســتم عامل 281 روز داشــتند. بنابراین، گروه 
کم خطر 2.3 برابر خطر پیشــرفت در مقایسه با گروه با 
خطر خوب داشت. بر اساس نتایج، نویسندگان پیشنهاد 
 ،XRCC1 rs25487 می‌کنند که پلی‌مورفیســم‌های زیر
ERCC2 rs13181 و rs1799793 را می‌تــوان قبــل از 
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درمان شناســایی کرد، بنابراین می‌توان از آنها به عنوان 
ابــزاری برای ارزیابی گزینه‌های درمانی در بیماران مبتلا 

به سرطان متاستاتیک معده استفاده کرد.

ملاحظات خاص بــرای کاربرد فارماکوژنومیک 
در عمل انکولوژی

یکــی از کاربردی‌ترین کاربردهــای فارماکوژنومیک، اگر 
داده‌هــای کافی و معتبر از آزمایش‌های بالینی متعدد در 
آینده جمع‌آوری شود، مناسب‌ترین انتخاب در محیط‌های 
بیماری زمانی که چندین رژیم معادل وجود دارد، خواهد 
بود. بنابراین، اگر خطر مسمومیت بالا باشد، انتخاب یک 
درمان بر دیگری برای پزشکان آسان تر خواهد بود، یا اگر 
احتمال پاســخ مورد انتظار بیشتر باشد، بهترین رژیم را 
انتخاب کنند. در شرایطی که تنها یک گزینه برای درمان 
وجــود دارد، اطلاعات کافی در مــورد داروها می‌تواند از 
اهمیت بالایی برخوردار باشــد تا خطرات سمیت در برابر 
مزایای بالقوه ســنجیده شود. از سوی دیگر، اگر به خوبی 
شناخته شــده باشد که خطرات سمی بالقوه وجود دارد، 
آنگاه می‌توان دوز داروهای شــیمی درمانی را با توجه به 
مشــخصات ژنتیکی هر بیمار تنظیم کرد. سوال دیگری 
که مطرح می‌شــود این اســت که اگر برای جلوگیری از 
مسمومیت دوز را کاهش دهیم باز هم اثر مطلوب درمان 
را خواهیم داشــت؟ این پاســخ را می‌توان تنها از تجزیه 
و تحلیل‌های گذشــته نگر بزرگ آینــده در مورد جفت 
دارو-ژن، در صورتی که ژنوتیپ در عمل روزمره رایج تر 
شــود، ارائه داد. در آینده، به احتمال زیاد پزشکان باید با 
احتیاط نسبت ریسک به فایده و احتمال فارماکوژنومیک 

یک داروی خاص را ارزیابی کنند تا اطمینان حاصل شود 
کــه کاهش دوز یا اجتنــاب از دارو برای کاهش عوارض 
جانبــی یا جلوگیری از ســمیت بر نتیجــه درمان تأثیر 

نمی‌گذارد.
فارماکوژنومیکس اســتفاده از اطلاعات ژنومی و ســایر 
اطلاعات «اومیکــس» برای کمک بــه راهنمایی، اطلاع 
رسانی و فردی کردن درمان دارویی است. علم زیربنایی 
فارماکوژنتیک به ســرعت در طی 50 ســال از زمانی که 
برای اولین بار پیشــنهاد شــد که ژنتیک ممکن است بر 
فنوتیپ‌های پاســخ دارویی تأثیر بگــذارد، تکامل یافته 
 DNA است. این فرآیند به موازات پیشرفت در توالی یابی
و ســایر فناوری‌های مولکولی رخ داده اســت. اطلاعات 
فارماکوژنومیک به طور فزاینده ای در پرونده‌های سلامت 
الکترونیکــی )EHRs( ادغام می‌شــود و این اطلاعات به 
سرعت در حال تبدیل شدن به یک جزء مهم از »برخورد 
درمانی« است. رشد سریع دانش فارماکوژنومیک مرتبط 
بالینــی، چالش‌های مرتبط با اجــرای فارماکوژنومیک را 
برجســته می‌کند، یکی از آنها در دسترس قرار دادن این 
اطلاعات برای پزشــکان به روشی عملی و به راحتی قابل 
درک اســت. برای انجام این کار نیاز به دستورالعمل‌های 
عینی و مبتنی بر شــواهد و سرمایه‌گذاری در زیرساخت 
مورد نیاز برای دسترسی به موقع اطلاعات فارماکوژنومیک 
برای پزشکان است. از آنجایی که پزشکان نسخه هایی را 
برای داروها می‌نویسند نه ژن ها، بیشتر موسسات بر روی 
جفــت دارو-ژن تمرکز کرده اند. برای کمک به مراقبان، 
بسیاری از مؤسسات هشدارهای خودکار مبتنی بر رایانه 
ایجــاد کرده‌اند که هر زمان دارویی تجویز می‌شــود که 



79

آزمایش فارماکوژنومیک ممکن اســت اطلاعات مفیدی 
بــرای آن ارائه کنــد، «آتش» می‌دهد. بــه عنوان مثال، 
در کلینیــک مایو 17 جفــت دارو-ژن وجــود دارد که 
هنــگام تجویز برای آنها هشــدار «آتش» وجود دارد. این 
جفت‌ها عبارتند از: سیتالوپرام، اسیتالوپرام، کلوپیدوگرل 
فلووکســامین،  فلوکســتین،  کدئیــن،   .CYP2C19  -
پاروکســتین، تاموکســیفن، ترامادول، ونلافاکســین - 
سیمواســتاتین   CYP2D6. Triopurine - TMPT;
آباکاویــر  CYP3A5 –؛  تاکرولیمــوس  SLCO1B1؛   -
 – HLA-B*58:01; آلوپورینــول   – HLA-B*57:01;
 .HLA-A*31:01 و   – HLA-B*15:02 کاربامازاپیــن 
وارفاریــن - CYP2C9 و VKORC1. تصمیم‌گیــری در 
مورد اجرای هشدار بســتگی به دستورالعمل‌های مبتنی 
بر شــواهد دارد که از منابعی مانند کنسرســیوم اجرای 
فارماکوژنتیک بالینی می‌آید. هشدارهای جفت دارو-ژن 
کنونی در درجه اول «واکنشــی» هســتند، به این معنی 
که آنها از پزشــک - بر اســاس اهداف خود برای بیمار 
- می‌خواهند که آزمایش ژنتیکی را در پاســخ به هشدار 
دستور دهد. اگرچه اولین گام مهم است، اما هشدارهای 
واکنشــی تنها یک گام به ســمت هدف نهایی را نشان 
می‌دهد، که شــامل داشــتن داده‌های فارماکوژنومیک 
برای یــک بیمار خاص «به طور پیشــگیرانه» در پرونده 
الکترونیک سلامت )EHRs( است، بنابراین هیچ تاخیری 
در انتظــار برای یک بیمار وجود نخواهد داشــت. نتیجه 
آزمایــش تا اطلاعات فارماکوژنومیک به طور یکپارچه در 

جریان کار بالینی گنجانده شود.

نتیجه‌گیری
مهم ترین مشــکلاتی که شــیمی درمانی سرطان با آن 
مواجه می‌شــود، ایجاد مقاومت دارویی و عوارض جانبی 
شدید است. از آنجایی که اکثر عوامل ضد سرطانی خاص 
تومور نیســتند، منجر به آسیب ســلول‌های طبیعی نیز 
می‌شــوند. این امر از اســتفاده از دوزهای بالای داروها 
که می‌تواند برای ریشه کنی جمعیت‌های کمتر حساس 
ســلول‌های تومور ضروری باشد، جلوگیری می‌کند. تنوع 
در پاســخ درمانی را می‌توان بــا تغییرات ژنتیکی فردی، 
خاص برای هر فرد توضیح داد. پیشــرفت فارماکوژنتیک 
می‌تواند ســنگ اساســی برای تحول در درمان سرطان 
باشد. معرفی ژنوتیپ بیمار در محیط‌های بالینی می‌تواند 
تصمیم گیری در مورد رژیم‌های شــیمی درمانی و دوز 
دارو را با حداکثر اثر و حداقل خطر سمیت تسهیل کند. 
اگرچه مطالعات مختلف بسیاری تاکنون انجام شده است، 
اما هنوز اطلاعات بیشتری لازم است تا پزشکی شخصی 

شده در عمل روزمره به کار گرفته شود.

مطالعــات اخیر ثابت می‌کند کــه فارماکوژنتیک ابزاری 
امیدوارکننده برای پزشکی شخصی است.

منبع :
https://biomarkerres.biomedcentral.com/arti-
cles/10.1186/s40364-020-00213-4
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