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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. تلاش های بســیاری برای فهم و غلبه بر 
مقاومت درمانی مرتبط با اتوفاژی انجام شــده اســت اما 
این تلاش ها در مرحله کلینیک ناموفق بوده است. در این 
مطالعه، ما اثر اتوفاژی برای تخمین وضعیت اتوفاژی تومور 
ایجاد می کنیم. ســپس ما تقریباً 10000 نمونه تومور را 
 The Cancer Genome Atlas در 33 نــوع ســرطان از
به گروه های با اســکور بالا و پاییــن اتوفاژی طبقه بندی 
می کنیم. ما ارتباط بین ویژگی های مولکولی چند بعدی 
و اتوفاژی تومور را مشــخص می کنیــم و اثرات وضعیت 
اتوفاژی را بر پاســخ دارویی بیشــتر تحلیــل می کنیم. 
برخلاف دیدگاه مرســوم کــه القای اتوفــاژی به عنوان 
یک مکانیســم مقاومتی کلیدی در طول درمان سرطان 
عمل می کند، تجزیه و تحلیل ما نشان می دهد که القای 
اتوفاژی ممکن است ســلول های 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 می کنیم و نشان می دهیم که القاکننده های 
اتوفاژی به طور بالقوه سلول های تومور را از طریق کاهش 
سطح بیان DDIT4 به اتوپوزید حساس می کنند. 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 می شود، 
یک فرآیند کاتابولیک تخریب لیزوزومی اســت و در طی 
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تکامل حفظ شــده است که توسط آن سلول ها هموستاز 
ســلولی را از طریق بازیافت مواد مغــذی از اندامک ها و 
پروتئین های آســیب دیده حفظ می کننــد. اتوفاژی، به 
عنوان تلاقــی فرآیندهای بیولوژیکی متعــدد، می تواند 
ســرطان ها 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 سرطان ها مانند سرطان سینه، 
 BECN1 پروستات و ریه کمک می کند. بیان بیش از حد
تکثیر سلولی را در سلول های سارکوم سینوویال سرکوب 
 )ATG5( می کند. کاهش بیــان ژن 5 مربوط به اتوفاژی
ســرطانزایی ملانوم پوســتی در مراحل اولیه را افزایش 
می دهــد. تجزیــه و تحلیــل پروتئومیکس نشــان داده 
اســت که مهار APE1 و اتوفاژی می تواند 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 miRNA ها و فاکتورهای رونویسی )TFS( نقش 
ضروری در فرآیند اتوفاژی ایفا می کند، 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 
ژن های دخیل در اتوفاژی نقش دارند. FOXO1، یکی از 
 ،ATG7 می توانــد با برهمکنش با ،FOXO TFs اعضای
مســیر اتوفاژیک را القا کند و منجر بــه افزایش آپوپتوز 
در تومورها شــود. فعال سازی FOXO3 مراحل متعددی 
را برای پروموت کردن مســیر اتوفاژیک تسهیل می کند، 
از جمله افزایش تشــکیل نقاط WIPI و القای ULK2 و 
 FOXO1 می تواند FOXO3 .در این نقاط LC3h تجمیع
را برای تنظیم منفی اتوفاژی در سلول های سرطانی مهار 
کند. این مطالعات یک تعامل پیچیده در فرآیند اتوفاژی 
را نشــان می دهد. 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 پیش بینی اتوفاژی 
از طریــق ســنجش های مبتنی بر LC3، ســنجش های 
مبتنی بر SQSTM1/p62 و بررسی مستقیم ساختارها و 
سرنوشت مرتبط با اتوفاژی توسط میکروسکوپ الکترونی 
نشــان داده اند. 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 نمونه های سرطان مشاهده نشده است. در این 
مطالعه، مــا ازآنالیز ژن تک نمونه )ssGSEA(، یک روش 
پرکاربرد بــرای تخمین وضعیت اتوفاژی در تعداد زیادی 
از نمونه های سرطان، و به دنبال آن یک آنالیز جامع برای 

درک تغییرات مولکولی در اتوفاژی استفاده می کنیم.
عــلاوه بر این، بســیاری از مطالعات نشــان داده اند که 
اتوفــاژی به عنوان یک مکانیســم مقاومتــی کلیدی در 
درمان ضد سرطان عمل می کند و مهار اتوفاژی می تواند 
حساســیت دارویی را بهبود بخشــد. به عنــوان مثال، 
تیوکونــازول که ATG4 را هدف قــرار می دهد، می تواند 
اتوفاژی را برای افزایش ســمیت ســلولی شیمی درمانی 
در رده های ســلولی ســرطانی متعدد مهار کند. شواهد 
in vivo بیشــتر نشــان داده انــد کــه مهارکننده های 
اتوفاژی رشــد تومورهای ایجاد شــده را مهار می کنند و 
پاســخ به درمان ســرطان را بهبود می بخشند. بر اساس 
این شــواهد امیدوارکننده، ده ها کارآزمایی بالینی شامل 
مهارکننده هــای اتوفاژی در حال انجام اســت، به عنوان 
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 تلاش ها بر مهار اتوفاژی 

برای ارتقای اثربخشی درمان سرطان متمرکز است.
در این کار، ما وضعیت اتوفــاژی تومور را برای 10000 



40

نمونــه تومــور در 33 نــوع ســرطان از TCGA برآورد 
می کنیــم. ما بیشــتر ارتباط بین ویژگی هــای مولکولی 
چند بعدی و اتوفاژی تومور را مشخص می کنیم و اثرات 
وضعیت اتوفاژی را بر پاســخ به دارو نشــان می دهیم. از 
طریق این چشــم انداز جامع تغییرات مولکولی مرتبط با 
اتوفاژی تومور، مطالعه ما بینــش بیولوژیکی را در مورد 

هدف گیری درمانی اتوفاژی ارائه می دهد.

نتایج
شناسایی یک امضای ژن برای تخمین وضعیت 

اتوفاژی در نمونه های سرطانی
برای تخمیــن وضعیت اتوفاژی، ابتــدا ژن های مربوط به 
 MSigDB، HADB ( اتوفــاژی را از شــش پایــگاه داده
 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( جمع آوری کردیم. و ســپس از 
الگوریتم ssGSEA برای محاســبه امتیــازات اتوفاژی بر 
اســاس ژن های مربوط به اتوفاژی در هــر پایگاه داده در 
تمام شــش مجموعه داده مستقل استفاده کردیم. نمرات 
ssGSEA بر اســاس ژن های مربوط به اتوفاژی از 4 پایگاه 
 )ncRDeathDB و ،MSigDB، HADB، HAMDB( داده
می تواند 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 مجموعه های دقیق ژن اتوفاژی را با 
اســتفاده از ژن های )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 می شوند(، هسته زایی 
 VPS34، همچنین به عنوان ،PIK3C3 ،به عنوان مثــال(
می شــود(،  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 لیزوزوم ها )به 
عنوان مثال، LAMP1، LAMP1;1( نقش دارند. قابل توجه 
است که، مجموعه 37 ژن به طور مداوم در 6 مجموعه داده 
عمومی، از جمله 5 نوع سرطان مختلف، که نمونه هایی با 
ســطوح اتوفاژی بالا امتیازات اتوفاژی بالایی را نسبت به 
نمونه هایی 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 ژن های
 ،)1d مطابقت دارد )شــکل ncRDeathDB و HAMDB
اســتحکام امضای 37 ژن را برای تعریف وضعیت اتوفاژی 

در نمونه های سرطانی نشان می دهد.

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 نمونه ها را از TCGA به گروه های 
دارای امتیاز اتوفاژی با امتیاز بالا، نمره متوســط و امتیاز 
پایین با اســتفاده از توزیع سه کال های امتیاز طبقه بندی 
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 کننده های 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 نمونه های سرطانی.
الف( وضعیت اتوفاژی با نمرات اتوفاژی بر اساس لیست های ژنی از 6 پایگاه داده در 6 مجموعه داده عمومی ارزیابی شد. «Yes» )علامت بررسی( نشان دهنده یک لیست ژن است که 

برای وضعیت اتوفاژی تأیید شده است. No» (x)» نشان دهنده بی اعتباری فهرست ژنی است. 
ب( نمودار ون لیست ژن های 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 مجموعه های ژنی از MSigDB، HADB، HAMDB، و ncRDeathDB در بین نمونه های 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 فرضیه های 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 ویژگی های مولکولی تغییر یافته در گروه های با امتیاز اتوفاژی بالا )قرمز( و امتیاز 
اتوفاژی پایین )آبی( از نمونه های تومور TCGA. نقطه سرخابی نشان دهنده درصد ویژگی های مهم نسبت به کل ویژگی ها 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 پروفایل های مولکولی مختلف در ســرطان ها 
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 گروه های 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 mRNA های تغییر یافته قابل توجه در 24 سرطان 
تمرکــز کردیم. این ژن های تغییر یافته در 16 مســیر از 
دایره المعارف ژن ها و ژنوم هــای 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 می کند.
داده هــای پروتئومیکــس عملکردی آرایه هــای پروتئین 
فاز معکوس، پروتئین های کل و فسفریله شــده مرتبط با 
سرطان را پوشش می دهند. 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 شــده اند، 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 می کند، 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 می دهد )شکل
برای بررسی بیشــتر ارتباط بین مسیرهای بیولوژیکی و 
پاســخ دارویی، ما همبســتگی بین بیان mRNA ژن ها 
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 ژن ها 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 سلول های 
ســرطانی را در انواع مختلف سرطان افزایش می دهد. 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 می تواند سلول های 
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 
استراتژی های درمانی از طریق هدف قرار دادن ژن ها در 

مسیرهای سیگنالینگ ارائه می دهد.
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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 mRNA های تغییر یافته قابل توجهی در مقایسه گروه با نمره بالا در اتوفاژی در مقابل گروه کم امتیاز 

اتوفاژی. بارپلات ژن های غنی شده را نشان می دهد. 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 داده های پروتئومیکس عملکردی آرایه های پروتئین فاز معکوس در گروه با امتیاز اتوفاژی در مقابل گروه کم امتیاز اتوفاژی برای 

سرطان های 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 ژن های مرتبط 
داروهایی را که هر ژن را هدف قرار می دهند، نشان می دهد. نقطه نارنجی مسیر هدف دارو را نشان می دهد. اندازه نقطه نشان دهنده تعداد ژن های مرتبط با حساسیت دارویی است.
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شبکه تنظیمی در میان miRNA های مربوط به 
TFs اتوفاژی، ژن های 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 miRNA ها 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 ژن های هدف گیری 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 داده اند کهa

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

می توانند با هدف قــرار دادن ژن های مرتبط با اتوفاژی، 
اتوفاژی را مهار کنند. ایــن miRNA ها و فعل و انفعالات 
متنــوع، بینش های مهمــی را در مورد مکانیســم های 

تنظیمی اتوفاژی درگیر در سرطان ارائه می دهند.
TFs تنظیم کننده های حیاتی بیان ژن هستند. ما دریافتیم 

کــه TF 94 به طور قابل توجهی در حداقل 9 ســرطان 
تغییر یافته اســت، و این TFs 1759 mRNA های متفاوت 
را مورد هدف قرار می دهد )شکل mRNA .)4b های مورد 
هدف توســط TF ها در 9 مســیر ســیگنالینگ، از جمله 
مســیر ســیگنالینگ PI3K-AKT مربوط به اتوفاژی غنی 
PI3K- 4(. ژن های 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 ســرطان های 
متعدد تنزل یافتند )شــکل 4b(، که بــا دانش قبلی که 
از بیــن رفتن FOXA3 فرآیند اتوفاژی را افزایش می دهد، 
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 .می تواند باعث ایجاد اتوفاژی 56 شــود ،FOXP2

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

می دهد.

ارتبــاط بین اتوفاژی و تغییــرات تعداد کپی 
سوماتیک

SCNA ها می توانند بر ســطح بیان ژن ها 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 
می شــود. 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 
می شــود. برای بررســی نقش SCNA ها در سرطان های 
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 می دهند که از 1 ژن در PRAD تا 341 
ژن در کارســینوم سلول شــفاف کلیه را شامل می شود 
)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، به عنوان یکی  و LGG قــرار دارد )شــکل 
از شناخته شده ترین مؤلفه هایی که فرآیند اتوفاژی را در 
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شکل 4: شبکه های تنظیم کننده miRNA-target و TF-target در اتوفاژی.
الف( مسیرهای مهم KEGG که توسط mRNA ها در شبکه تنظیمی هدف miRNA غنی شده است. نقاط سبز: ژن دایره های قرمز: مسیرهای KEGG غنی شده با FDR < 0.05. بارپلات 

تعداد انواع سرطان با miRNA های تغییر یافته را نشان می دهد. محور Y نشان دهنده | fold change | است.

ب( مسیرهای KEGG قابل توجهی که توسط mRNA ها 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 می دهد. محور y نشان دهنده | fold change | است.
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شکل 5: ارتباط بین SCNA و اتوفاژی در چندین سرطان.
الف( ویژگی های خلاصه SCNA در سرطان های متعدد نوار بالایی تعداد انواع سرطان با تقویت )بنفش( یا حذف )سبز تیره( را نشان می دهد. نوار سمت راست تعداد تقویت )بنفش( 

یا حذف )سبز تیره( در هر سرطان را نشان می دهد. دایره ها نشان دهنده امتیاز اتوفاژی بالا هستند. مثلث ها نشان دهنده امتیاز اتوفاژی کم است.

ب( نمودار کروموزوم مکان های SCNA های مرتبط با اتوفاژی را با تغییرات قابل توجه یا ژن های ذخیره شده در گروه با امتیاز اتوفاژی در مقابل گروه کم امتیاز اتوفاژی نشان می دهد. 
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 CAG ها را نشان می دهد. c داروهای مورد تایید FDA که CAG ها را در SCNA های مرتبط با اتوفاژی هدف قرار می دهند.
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 1p36.13 توسعه دارو هدف قرار می دهد، در ناحیه حذف
در نمونه های با امتیاز اتوفاژی KIRC و BRCA قرار دارد 
)شــکل 5b(. قابل توجه، MTOR توسط مهارکننده های 
mTOR تمسیرولیموس و اورولیموس )RAD001؛ شکل 
5c( مــورد هدف قــرار گرفت، کــه در مطالعات متعدد 
به عنوان داروهای امیدوارکننده ای برای بهبود حساسیت 
درمان ترکیبی با واسطه وضعیت اتوفاژی گزارش شده اند. 
این نتایج نشان می دهد که SCNAهای مرتبط با اتوفاژی 
می توانند 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 داده اند که اتوفاژی می تواند 
تومورزایــی را افزایش دهــد و مهار اتوفــاژی می تواند 
ســلول های تومور مقاوم را نســبت به شــیمی درمانی، 
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 داده های 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 می دهند که توســط 13 داروی 
مورد تایید ســازمان غذا و دارو )FDA( مورد هدف قرار 
می گیرند. 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 ســلول های سرطانی پروستات 
می شــود65،66. علاوه بــر این، ما مشــاهده کردیم که 
پاکلیتاکسل در بیماران مبتلا به LUAD و امتیاز اتوفاژی 
بالا مقاوم تر بود، که با مشــاهدات قبلی مطابقت دارد که 
3 - متیل آدنیــن )MA-3(، یک مهارکننــده اتوفاژی، 
ســلول های A549 را به حساسیت بیشــتری نسبت به 
پاکلیتاکســل ســوق می دهد. با کمال تعجب، نمونه های 

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 می شود، که نشان دهنده 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 شایع تر 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 می شــد 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 سلول های ملانوما را در شرایط مختلف 
با وســترن بلات LC3A/B و p6268 بررسی کردیم که 
فعال شدن اتوفاژی با درمان راپامایسین را تایید می کند 
)شــکل 7c(. بنابراین، etoposide و BMS536924 برای 
آزمایش های 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. 
آزمایش های ما نشــان داد که ســه رده ســلولی ملانوما 
به اتوپوزید و BMS536924 در شــرایط اتوفاژی ناشــی 
از راپامایسین حساس تر هســتند )شکل 7b(. با در نظر 
گرفتن ســایر اثرات ضد ســرطانی بالقوه راپامایسین بر 
روی رده های ســلولی ملانوما، ما بیشتر از گرسنگی )به 
جای راپامایســین( برای القای اتوفاژی اســتفاده کردیم 
 A375، SK-MEL-28 و مشاهده کردیم که ســلول های
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 ژن های بالینی قابل عمل بر پاسخ دارویی. 
حساسیت داروهایی که ژن های قابل عمل بالینی را با هرگونه تغییر در سطوح mRNA، پروتئین، جهش و SCNA هدف قرار می دهند. نقطه در پانل سمت چپ نشان دهنده همبستگی 
اسپیرمن بین داده های دارویی منتسب شده و نمرات اتوفاژی در سرطان های 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 ســلول های ملانوم بیشتری را در شرایط 
اتوفاژی ناشــی از راپامایسین/گرسنگی از بین بردند. این 
نتایج نشــان می دهد کــه القای اتوفــاژی احتمالاً باعث 

حساسیت دارویی می شود.
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 موش های
که هر ســه روز یکبار با ســلول های A375 تلقیح شده 
بودند، استفاده کردیم )شــکل 7e(. همه موش ها 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 
بافت های 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 موش ها مورد بررســی قرار 

گرفتند، مهار شد. قربانی کرد.

مکانیســم بالقوه پاسخ دارویی حساس کننده 
القاء اتوفاژی

برای توضیح اینکه چگونه القاکننده اتوفاژی ســلول های 
تومور را به اتوپوزید حســاس می کنــد، آنالیز توالی یابی 
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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( منحنی های دوز-پاسخ برای مقدار میانگین زنده مانی 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 سلول های 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 می دهد. داده های غربالگری دارو گروه های مختلف )n=4( برازش و با منحنی های 

دوز-پاسخ سیگموئیدی مقایسه شدند. 
ج( وسترن بلات مارکرهای اتوفاژی در رده های 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 لکه ها نمایش داده می شود. نتایج مشابهی در حداقل سه آزمایش مستقل مشاهده شد. ه( طراحی آزمایش های پیوند زنوگرافت. موش نود با 2 × 106 

سلول A375 تزریق شد. هنگامی که اندازه تومور به 50 تا 100 میلی متر مکعب رسید، موش ها با حامل، 75/0 میلی گرم بر کیلوگرم راپامایسین به صورت داخل صفاقی، 5 میلی گرم 
n( تحت درمان قرار گرفتند. . موش ها 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 لکه ها نمایش داده می شود )n = 3(. ح( آنالیز کمی حجم تومور 
در مقاطع زمانی مختلف با درمان )n = 7(. نوارهای خطا میانگین SD ± را نشان می دهد. تفاوت در گروه های 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 ســلول های RNA (RNA-seq)
MEL-28 انکوبه شــده بــا اتوپوزید در مقابــل اتوپوزید 
+ راپامایســین انجام دادیم. آنالیز PCA نشــان داد که 
نمونه ها به خوبی خوشــه بندی شدند. ما 946 ژن با بیان 
متفــاوت بین اتوپوزید در مقابل اتوپوزید + راپامایســین 
در ســلول های A375 و 782 ژن بیان شــده متفاوت در 
سلول های 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 غنی سازی مسیر
را انجام دادیم و متوجه شدیم که چندین ژن تنظیم شده 
 )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 ژن های 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 ســلول های 
 siRNA ملانوما حساس کننده اتوفاژی به اتوپوزید، ما سه
DDIT4 (si-DDIT4) را به ترتیب به سلول های A375 و 
SK-MEL-28 تحت درمان با اتوپوزید انتقال دادیم. بیان 
DDIT4 در اتوپوزید + si-DDIT4-2 یا si-DDIT4-3 و 
سلول های 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(. عــلاوه بر این، 
سلول های 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 ســلول های تیمار شــده با لنتی ویروس
 +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 های siRNA 8(. کارایی و ویژگــیf
و SK-MEL-28 مورد بررســی قــرار گرفت، و وضعیت 
اتوفاژی ســلول ها 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.
 عــلاوه بــر این، مــا اتوفــاژی را با ترانسفکشــن ســه
  siRNA ATG5 (si-ATG5) بــه ســلول های 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 ســلول های 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 می دهد که ســلول های ملانوما ممکن است در 
صورت حضور با یک القاکننده اتوفاژی نسبت به اتوپوزید 
 DDIT4 حساس تر باشند و این الگو ممکن است از طریق

.)8i واسطه شود )شکل

بحث
اتوفــاژی می تواند تومورزایی را افزایش دهد و با پاســخ 
ســلولی به ایمونوتراپی، هورمون درمانی و درمان هدف 
مرتبط اســت. آنالیز جامع مولتی اومیکس و پاســخ های 
درمانــی مرتبط با اتوفاژی به طور قابل توجهی به درمان 
ســرطان کمک می کند. 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). جعبه ها میانه ±1 چارک را نشان می دهند، با سبیل  هایی که تا شدیدترین نقطه داده در محدوده 1.5 

بین چارکی از مرزهای جعبه گسترش می یابند. اهمیت )p value( ژن های 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 سلول های A375 یا SK-MEL-28 تیمار شده با si-NC یا DDIT4 siRNA ها در ترکیب با اتوپوزید. شدت باند DDIT4 نرمال شده به si-NC + etoposide در 
زیر لکه ها نمایش داده می شود. 

د( زنده ماندن سلولی سلول های A375 یا SK-MEL-28 تیمار شده با si-NC یا DDIT4 siRNA ها در ترکیب با اتوپوزید )n = 4(. نوارهای صورتی نشان دهنده شکست موفقیت آمیز 
SK- یا A375 در سلول های DDIT4 است. وسترن بلات si-DDIT4 (si-DDIT4-1) است، در حالی که نوار خاکستری نشان دهنده 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 لکه ها نمایش داده می شود. 

ه( زنده ماندن سلولی سلول های 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 سلول های 
 .)n = 4( در ترکیب با اتوپوزید ATG5 siRNA یا si-NC تیمار شده با SK-MEL-28 یا A375

و( وسترن بلات DDIT4 در سلول های A375 یا SK-MEL-28 تیمار شده با si-NC یا ATG5 siRNA ها در ترکیب با اتوپوزید. شدت باند DDIT4 نرمال شده به si-NC + DMSO در زیر 
لکه ها نمایش داده می شود. ز( تصویری برای مکانیسم بالقوه پاسخ دارویی حساس کننده القاکننده اتوفاژی. b، d، f، g داده ها به عنوان میانگین SD ± ارائه شد.



53

عملکردی اتوفاژی در بیماران را تســهیل می کند. سپس 
تمــام نمونه های ســرطان TCGA را بر اســاس امضای 
اتوفــاژی به گروه های با امتیاز اتوفــاژی بالا و گروه های 
با امتیاز اتوفاژی پایین طبقه بندی کردیم. برای بررســی 
اثرات اتوفاژی بر مولکول های بیولوژیکی در ســرطان ها، 
از یک الگوریتم امتیاز گرایش برای به حداقل رســاندن 
اختلال عوامل مخدوش کننده 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، جهش های سوماتیک 
و SCNA شناســایی کردیم. علاوه بر این، ما تأثیر شبکه 
تنظیمی را در بیــن مولکول های مختلف بر روی فرآیند 
اتوفاژی، که جامع ترین چشم انداز تا کنون است، بررسی 
کردیم. این نقشــه جامع بینش هــای بیولوژیکی قوی را 
برای تحقیقات آینده ارائه می کند، که با آنالیز دقیق قبلی 
 ICGC22 و TCGA داده هــای مقیاس بزرگ، از جملــه
نشان داده شده است. آنالیز یکپارچه ما نشان می دهد که 
وضعیت اتوفاژی می تواند بر تغییرات ویژگی های مولکولی 
در لایه هــای 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 سرطان های متعدد می توانند به داروهایی که 
این CAG ها را هدف قرار می دهند پس از القای اتوفاژی 
مقاوم یا حساس باشند )شکل 6(. برخلاف دیدگاه مرسوم 
که مهار اتوفاژی حساسیت دارویی را ایجاد می کند، آنالیز 
جامع ما و آزمایش های in vitro/in vivo فرصتی را برای 
اســتفاده از تحلیل ویژگی های مولکولی شخصی شــده 
برای غلبه بر مقاومت دارویی چندگانه ناشــی از اتوفاژی 
برجســته می کند. با این حال، توجه بــه این نکته مهم 
است که تنها با آزمایش های 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 ســلول های تومور به اتوپوزید است. 
مطالعات اخیر نشان داده است که سیستم ایمنی بدن با 

مهار اتوفاژی به دلیل کاهش تخریب متابولیت های ایمنی 
تضعیف می شود. بنابراین، ترکیب محرک های اتوفاژی و 
ایمونوتراپی ممکن است یک جهت جایگزین برای درمان 

سرطان ارائه دهد.
چالش هایــی در مطالعه اتوفاژی وجــود دارد که نیاز به 
بررســی بیشــتر دارد. ما وضعیت اتوفاژی نســبی را در 
نمونه های 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 مولکول های 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 
می توان از شــار اتوفاژی برای نظارت بر وضعیت اتوفاژی 
استفاده کرد، این رویکرد حتی در سلول های کشت شده 
نیز چالش برانگیز است. خطوط و ارگانیسم های مدل80، 
در نمونه های بــزرگ مقیــاس (10000~) بیمار ناگفته 
نماند. مشــابه این، هیچ رویکرد مستقیمی برای ارزیابی 
وضعیت هیپوکسی در بیماران وجود ندارد، در حالی که 
مــا فقط می توانیم 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. تلاش های بیشتر باید ناهمگونی تومور را در 
نظر بگیرد، به ویژه با پیشــرفت های فناوری پروفایل تک 
ســلولی. در نهایت، اکثر کارآزمایی هــای بالینی به دلیل 
چالــش فنی نظارت بر وضعیت اتوفــاژی در داخل بدن، 
اطلاعاتی در مورد وضعیت اتوفاژی نمونه های ســرطانی 
بیماران ندارند. در حال حاضر، بیشــتر مطالعات بر روی 
مهار اتوفاژی متمرکز شده اند، 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 می شود. با این 
وجود، مطالعه ما بر اهمیــت نظارت بر وضعیت اتوفاژی 

تومور در مطالعات بالینی آینده تأکید دارد.
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