
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. خوشه بندی 
مولتی اومیکس ما به دنبال اســتنتاج تک نمونه ای و تک 
سلولی تمایز خون  ساز، پنج خوشه یکپارچه )ICs( قوی را 
با فاکتورهای رونویسی اصلی مختلف، شرکای همجوشی 
و مراحل متناظرB--لنفوپوئیتیک و رشــد اولیه هماتو-
اندوتلیال ایجاد می کنــد: 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 می دهد 
کــه تعداد جهش های مســیر RAS پیش آگهی را پیش 
بینی می کنــد و مقاوم ترین زیر گروه IC2 دارای 100٪ 
فرکانس و سنگین ترین بار جهش های مسیر RAS است. 
یافته هــای مــا ناهمگونی درون و بین بیمــار ناهمگونی 
ALL نوزاد با KMT2A را که قبلًا کمتر مورد توجه قرار 
گرفته بود برجســته می کند و منطقی برای توسعه آینده 
طبقه بنــدی خطر با هدایت ژنومیک و درمان فردی ارائه 

می دهد.

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 می شود 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 می شود( 
)KMT2A-r( مشخص می شود که در ٪75 موارد یافت 
 CD10 نابالغ B می شــود 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 می شــود. این دوره 
کوتاه مــدت، ژنوم ALL نوزاد را ثابت و عمدتاً در هنگام 
تشــخیص بدون تغییــر می کند. در میــان چند رویداد 
ژنتیکی، جهش های مکرر RAS، و همچنین جهش های 
FLT3 و یا بیان بیش از حد، مدت هاســت که شناسایی 
شــده اند. 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 می مانــد، و هیچ طبقه بندی 
مولکولی دیگری در سراســر جهان پذیرفته نیســت، که 
نیاز به درک بهتــر ناهمگونی مولکولی در ALL نوزادان 

KMT2A-r دارد.
توســعه اخیر روش های یادگیری ماشــین برای کشــف 
زیرکلاس یکپارچــه از داده های مولتی اومیکس عملکرد 
بســیار خوبی را در کشــف زیرشــاخه های ســرطانی 
پیچیده تر و مرتبط با بالینی نســبت به آنچه که می توان 
با خوشــه بندی 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 زیرگروه های ALL با هم جمع شود، یک 
رویکــرد مولتی اومیکس که فقط مــوارد KMT2A-r را 
هــدف قرار می دهد، 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 نمونه های 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. خوشــه بندی، و به دنبال آن خصوصیات 
 ،DNA زیرگروهی گســترده شامل بیان ژن، متیلاسیون
جهش و تغییرات تعداد کپی می شود. این رویکرد مولتی 
اومیکس یک طبقه بنــدی مولکولی واقعــاً بی طرفانه از 
ALL نوزادان KMT2A-r را نشان می دهد و سرنخ هایی 
را برای تشــخیص های ژنومیک محور و اســتراتژی های 

درمانی بالقوه ارائه می دهد.

نتایج
آنالیــز تک آمیکس ترنســکریپتوم، زیرگروه های IRX و 

HOXA ALL نوزادان KMT2A-r را تأیید کرد.
ابتدا، توالی یابی RNA را روی نمونه های 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 همجوشی های 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
خوشــه بندی بیــان ژن مبتنی بــر توالی یابی 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 ژن های پایین دســتی را در هر 
زیرگروه کنترل می کنند 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  زیرگروه های 
KMT2A-r نوزادان

IRX/ اگرچه خوشه بندی مبتنی بر بیان ژن قادر بود محور
 KMT2A-r نوزاد ALL را به عنوان زیرســاخت HOXA
تأیید کند، به منظور آشکار کردن زیر گروه های بیماری 
تصفیه شده تر، ما همان 61 نمونه لوسمی نوزاد را با آرایه 
متیلاســیون DNA آنالیز کردیم. همانند خوشــه بندی 
مبتنی بر ترانسکریپتوم، خوشه بندی 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 ویژگی های کلیدی متفاوتی 
را برای خوشــه بندی بیماران به دســت می آوردند، ما در 
مرحله بعد بــه دنبال طبقه بندی مجــدد آنها با در نظر 
گرفتن ترانســکریپتوم و متیلوم DNA هســتیم. به جز 
 IRX ؛ زیرگروه هایk = 2( خوشــه بندی به دو زیر گروه
در مقابل HOXA(، خوشــه بندی مبتنی بر همجوشــی 
شبکه ای شــباهت )SNF( با توجه به معیارهای پایداری 
ارزیابی شــده، پنج زیرگــروه را به عنــوان پایدارترین ها 
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 ویژگی های بیمار، از 

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

نکته مهم این اســت که این IC ها 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 می دادند، 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 
(، IC ها 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 خوشــه بندی، 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( نزدیک ترین همســایه-k از طبقه بندی کننــده
مدل سازی شده روی گروه کشف 61 نوزاد، پنج برچسب 
کلاس )IC1-5( بــه 23 مورد دیگر اختصاص داده شــد 
که پروفایل های متیلاســیون DNA خاص خوشــه ای و 
همچنین شریک همجوشــی را خلاصه می کرد. توزیع ها 
علاوه بر این، EFS روند مشــابهی را نشان داد و نوزادان 
IC2 ضعیف تریــن EFS را نشــان دادنــد. در مجموع، 
خوشه بندی بدون نظارت دوگانه ما، پنج آی سی مرتبط 
با پیش آگهی را در ALL نوزاد KMT2A-r شناســایی 

کرد.

غنی سازی تفاضلی امضاهای توسعه ای ICها را 
تعریف می کند

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

ها در سراســر ژنوم و همچنین درون ژن ها و جایگاه های 
پروموتر نشان داد که نشان می دهد مجموعه های کوچکی 
از مکان هــای هدف اختصاصی IC، به جــای تفاوت های 
شــدید ژنومی، متمایز می شوند. متیلوم های 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، ژن های نشانگر مبتنی بر بیان برای هر 
خوشه شناســایی شدند که بر اساس وضعیت متیلاسیون 
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.ALL نوزادان KMT2A-r شکل 1: خوشه بندی ادغام کننده دوگانه
الف( هیت مپ جامع دوگانه از KMT2A-r نوزادان ALL. بالا: ویژگی های بالینی آسیب شناختی گروه کشف 61 نوزاد. دندروگرام از خوشه بندی اجماع است و فاصله نمونه تا نمونه 
را نشان می دهد. میانه: نقشه حرارتی بیان ژن های نشانگر خوشه ای. 100 ژن مارکر بالا یا کاهش قابل توجهی برای هر یک از پنج IC گنجانده شد. پایین: هیت مپ متیلاسیون 
پروب های نشانگر خوشه ای. 100 پروب مارکر به طور قابل توجهی یا هیپومتیله برای هر یک از پنج IC گنجانده شد. علائم اعداد (#) دو مورد را با B/M MPAL نشان می دهد. سیستم 

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

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

د( تحلیل مخاطرات متناسب کاکس چند متغیره برای EFS. IC ها و فاکتورهای پیش آگهی بالینی شناخته شده، و همچنین پروتکل های 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 می دهد. مقادیر
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دیفرانسیل محدودتر شد. در نتیجه، 38، 32، و 73 ژن به 
 IC4 و ،IC2، IC3 ترتیب به عنوان ژن های 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 می کند، کــه از نظر فیزیولوژیکی در 
پیش ســازهای خونساز بیان نمی شــود اما گزارش شده 
است که مسئول محلی سازی داخل مغز استخوان و بقای 
سلول های ALL اســت. علاوه بر این، نشانگرهای کلیدی 
خونساز و دودمان B، از جمله CD34، MME )رمزکننده 
CD10( و DNTT، در بین ژن های نشانگر دوگانه اومیکس 
یافت شدند )شکل 2d(، که نشان می دهد IC های مختلف 
وضعیت های رشــدی متفاوتی نســبت به سلول B دارند. 
دودمان. در واقع، ژن های نشــانگر رشدی سلول B به طور 

متغیر بین ICها بیان و متیله شدند.
برای حل بیشــتر مراحل رشــد خوشــه ای خاص، ما از 
مارکرهای نوع ســلولی B-Lineage تعریف شده توسط 
یک مطالعه ترنســکریپتوم تک سلولی کبد جنین انسان 
و ارزیابی غنی ســازی 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 غنی ســازی امضای
منفــی و MME مثبــت این زیر گروه مطابقت داشــت 
)شــکل 2d(. مقایســه با توالی یابی RNA منتشر شده و 
 B مجموعــه داده های آرایه متیلاســیون اجداد ســلول
طبیعی، وضعیت بالغ تر 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 می کند. اگرچه بیان مشــترک مارکرهای 
 ALL میلوئید و تغییر اصل و نســب معمــولاً در درمان
نوزادان KMT2A-r مشــاهده می شــود، بیان امضاهای 

دودمان میلوئیدی بین ICها تفاوت معنی داری 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 می کند. برای پرداختن به این موضوع، ما اهداف 
مثبت IRX1 و HOXA9 را با آنالیز شبکه ای از داده های 
بیان ژن بیمار اســتخراج کردیم، که سپس بر روی یک 
اطلس رونویســی ارگانوژنز اولیه )شکل 3d( پیش بینی 
شــد. طرح ریزی فعالیت های تک ســلولی رگولون های 
 IRX1 نشــان داد که فعالیت رگولون HOXA9 و IRX1
به وضــوح در بخش های پیش ســاز هماتو-اندوتلیال و 
سلول های اندوتلیال غنی شده است، در حالی که تنظیم 
HOXA9 در هیچ نوع ســلول خاصی غنی نشــده است 
)شکل 3e(. بر این اســاس، امضای سلول های 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 تقویت کننده های 
اندوتلیال در زیرگروه IRX و تقویت کننده های پیش ساز 
 .)3g، h شــکل( HOXA لنفاوی هیپومتیله در زیرگروه
در مجموع، فعالیت های مشخصه ای از دودمان B و رشد 
 ALL اولیه هماتو-اندوتلیال، مراحل رشد خوشه ای خاص

نوزاد را تعریف می کنند.

IC های  در  ژنومی  تغییرات  متمایز  انداز  چشم 
KMT2A-r نوزاد ALL

 ALL برای توصیف بیشتر اســاس مولکولی زیرگروه های
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( ژن های 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 گزارش های 
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شکل 2: مقایسه یکپارچه ترانسکریپتوم و متیلوم DNA در ALL نوزاد.
الف و ب( پراکندگی یکپارچه تفاوت های بیان متضاد را با تفاوت های متیلاسیون DNA در IC2 )الف( و IC4 )ب( ترسیم می کند. ژن ها و پروب هایی که تفاوت های قابل توجهی در 

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

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 می دهد. سبیل از کوچکترین تا بزرگترین مقادیر در IQR × 1.5 از لولاهای جعبه گسترش می یابد.



60

.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 می کند. 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( غنی سازی خوشه ای 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 

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

و( آنالیز غنی سازی امضاهای سلول های 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 می شود و نقاط منفرد در %1 پراکنده ترین مناطق کرت رسم می شوند. 100 ناحیه تحت تیپ های IRX و HOXA به طور قابل توجهی به رنگ های بنفش و قهوه ای نشان داده شده اند. 
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 ورودی های CODEX یا ENCODE پایگاه 

داده های LOLA Core نشان داده شده است.

یبل
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قبلی 8،12 سازگار بود که بار جهشی پایین ALL نوزاد را 
تأیید می کند. 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 جهش ها و CNAهای شناسایی شده توسط 
WES و Deep Seq، ژن های مسیر گیرنده تیروزین کیناز- 
 .)4aاغلب تغییر می کردند )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 کننده ترین ژن هــا بودند. به 
طور کلــی، 44 مورد از 61 مــورد )٪72( دارای حداقل 
یک جهش در مســیر RTK-RAS بودند. در مقایســه با 
RTK- فرکانس های گزارش شده قبلی جهش های مسیر

RAS در ALL نوزاد )%47-43( 8،12 فرکانس 1.5 برابر 
بالاتر ما را می توان 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( جهش های مســیر RTK-RAS مشــخص 
شــد. به طور قابل توجهی، مشــخص شد که IC2 تعداد 
قابل توجهی جهش های مســیر RTK-RAS را نسبت به 
ســایر IC ها 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 پایین دســت RAS به طور 
قابل توجهــی در IC2 تنظیــم مثبت شــدند و IC2 را از 
زیرگروه IRX دیگر IC1 متمایز می کردند. شــایان ذکر 
اســت، اگرچه نه مثبت بودن ســاده جهش های مســیر 

RTK-RAS و نــه وقوع همزمــان جهش های FLT3 و 
RAS بــه طور قابل توجهی با میزان بقا مرتبط نبود، پس 
RTK- از طبقه بندی بر اســاس تعداد جهش های مسیر

 RTK در هــر مورد، نوزادان بــا جهش های ≤3 در RAS
مسیر -RAS در مقایسه با نوزادان بدون جهش در مسیر 
RTK-RAS به طور قابل توجهی بدتر EFS را نشــان داد 
)log-rank P = 0.028؛ شکل 4d(، که اهمیت تشخیص 
 ALL دقیق تنوع ســاب کلونال را برای طبقه بندی خطر
 IC2 نوزادان برجســته می کند. 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، VAF ها را در عــود افزایش دادند، که 
نشــان دهنده ســهم این جهش ها در عود در این مورد 
اســت، اگرچه اهمیت جهش های RTK-RAS به عنوان 

محرک های عود باید با یک گروه بزرگ تر ارزیابی شود.
خوشه دیگری با چشــم انداز جهش متمایز IC4 بود که 
فرکانس قابــل توجهی بالاتــری از CNA ها و یا جهش 
در تنظیــم کننده های 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 
جهش های 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) بهره برداری کردیم. با ســاخت 
و اســتفاده از یک طبقه بندی کننــده KNN مبتنی بر 
بیان، به 31 نوزاد برچسب های IC اختصاص داده شد که 
الگوهای بیان خاص خوشــه ای و توزیع مشخصه شرکای 
همجوشــی را خلاصه می کرد. باز هم نشان داده شد که 
IC2 دارای فرکانــس قابل توجهی بالاتری از جهش های 
مســیر RTK-RAS نسبت به ســایر IC ها است، اگرچه 
تعداد جهش های 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 کم تر از آن قدردانی شــده است، و IC2 با پیش آگهی 
ضعیف را با بار قابل توجهی از ساب کلون های جهش یافته 

RTK-RAS مشخص کرد.



62

.KMT2A-r نوزاد ALL شکل 4: چشم انداز جهشی زیر گروه های
جهش های ژنی و CNA در زیر گروه های مختلف لوسمی نوزادان KMT2A-r. علائم اعداد (#) دو مورد را با B/M MPAL نشان می دهد. b VAF های جهش های مسیر RTK-RAS با عمق 
دنباله شناسایی شدند. VAF 0.1 با یک خط افقی چین نشان داده می شود. نمودارهای جعبه ای میانه و چارک اول/سوم را نشان می دهند. 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 می دهند. مقدار 
P کلی از آزمون کروسکال-والیس است. مقادیر P برای مقایسه های خوشه ای زوجی از آزمون مجموع رتبه ای 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 IC1(، 1.2 × 10-3 (IC2 در مقابل IC3(، 7.0 × 10-4 )IC2 در مقابل IC4( و (IC5) 10-10  × 1.2. آنالیز بقا بر اساس تعداد جهش های 

.RTK-RAS مسیر
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به طور مســتقیم سوئیچ   KMT2A ادغام های 
IRX/HOXA را برای القای فنوتیپ های بدخیم 

مختلف کنترل می کنند.
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 مکانیسم های تنظیمی سطح سلولی 
محور IRX/HOXA، در مرحله بعد توالی یابی RNA تک 
 IC2 (MLL_96_073) سلولی را روی یک مورد مثبت در
انجام دادیم. از نمونه خون محیطی تشخیصی با محتوای 
سلول های لوســمی 95 درصد، سلول های 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 ســلول های 2004، ٪4.4 از ســلول های دوگانه مثبت( 
سلول ها باید برای وجود واقعی آنها بیشتر مورد بررسی قرار 
گیرند. آنالیز غنی سازی در سطح تک سلولی، خوشه هایی 
از سلول ها را با غنی سازی افتراقی امضاهای رشدی سلول 
B نشــان داد )شکل 5d(، که نشــان می دهد بلاست های 
لوسمیک از یک بیمار منفرد حاوی ناهمگنی قابل توجهی 
اســت که رشد طبیعی را به سمت دودمان سلول B تقلید 
می کند. با شناسایی امضاهای مارکر خوشه، به هر خوشه 
یک مرحله رشــدی مربوطه اختصاص داده شــد )شکل 
5e(. پیش بینی نزدیک ترین همسایه و استنتاج شبه زمان 
بر اساس اجداد ســلول های B کبد جنین، سلسله مراتب 
رشــدی را در بلاست های لوســمی تأیید کرد، جایی که 
ســلول های لوسمی بیان متوالی نشانگرهای رشدی شبیه 
پیش سازهای سلول B طبیعی را نشان دادند، در حالی که 
بیان نابجا زودهنگام و/یا طولانی مدت را نیز نشــان دادند. 
سایر تنظیم کننده های توســعه با در نظر گرفتن خوشه 
HSC/MPP بــه عنوان یک جمعیت ســلول های بنیادی 
 HOXA9 تک مثبت LSC سلول های ،)LSC( لوســمیک
تنظیم مثبت قابل توجهی در امضای سلول های لنفوئیدی 
تکثیر یافته و همچنین ژن های چرخه سلولی نشان دادند 
)شــکل 5f(، که LSC های تک مثبت IRX1 را به عنوان 
 LSC های تک مثبت مشخص می کند. جمعیت LSC یک
 HOXA9 ســاکن به همین ترتیب، یک مورد تک مثبت
(MLL_96_015) تمایز سلسله مراتبی را در بلاست های 

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 می دهد که سوئیچ مولکولی 
IRX/HOXA به شــدت در ســطح تک ســلولی کنترل 
می شود و با فنوتیپ های مختلف سلول های بنیادی مرتبط 
IRX/ است، در مرحله بعد بررسی کردیم که آیا دوگانگی
HOXA مســتقیماً توســط انکوپروتئین های همجوشی 
KMT2A کنترل می شــود. 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، قابل توجه، در رده ســلولی نوع 
 KMT2A، ســیگنال های تراشــه های ،IRX (PER-785)
H3K4me3، H3K27ac، و RNA پلیمــراز II در جایگاه 
ژن IRX1 بسیار غنی شده بودند، اما در جایگاه خوشه ای 
 .HOXA غیرقابل شناسایی بودند، و بالعکس در HOXA
خطوط ســلولی نوع (PER-784 و PER-494)، مطابق با 

پروفایل های 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 می کند. 
نشــان می دهد کــه KMT2A-AFF1 پتانســیل ایجاد 
مســتقیم برنامه هــای IRX و HOXA را دارد. با تعریف 
تقویت کننده ها به عنــوان جایگاه های H3K27ac مثبت 
و H3K4me3 کــم یا منفــی، تقویت کننده هــا به طور 
قابل توجهــی با بیــان بالاتر ژن های هدف همبســتگی 
داشــتند، جایی که تقویت کننده هــای نوع HOXA در 
 B جایگاه های متعهدتر مربوط به تمایز/فعال سازی سلول
در مقایسه با تقویت کننده های نوع IRX غنی تر شدند. در 
مجموع، این مشاهدات نشان می دهد که همجوشی های 
KMT2A، به ویــژه KMT2A-AFF1، ظرفیت انتخاب 
و فعــال کردن برنامــه IRX یــا HOXA را دارند و در 
 B-ALL نهایت باعث ایجاد فنوتیپ های مختلف رشدی

می شوند.
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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. خوشه ها با روش لوون شناسایی شدند. 
ج( مقادیر بیان عادی IRX1 و HOXA9 را در سلول های 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 سلول های لوسمی از MLL_96_073. امضاهای مارکر برای خوشه های 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 رده های سلولی نوزاد HOXA و IRX شکل 6: چشم انداز کروماتین مختلف زیرگروه های
پروفیل های تراشه ای ،KMT2A، H3K4me3، H3K27ac و RNA پلیمراز II (RNAP2) در جایگاه های MEIS1، HOXA و IRX1. پروفایل های توالی یابی RNA نیز به تصویر کشیده شده است.
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شکل 7: پتانسیل شروع کننده لوسمی نوع IRX در رشد سلول های B زودتر از پتانسیل نوع HOXA از بین می رود.
الف( طرح کلی شماتیک سنجش تبدیل CB در شرایط آزمایشگاهی. HSPCهای CB مرتب شدند، با KMT2A-Aff1 انتقال داده شدند و روی سلول های استرومای MS-5 تحت 

شرایط لنفاوی کشت داده شدند. 

 IRX و نوع HOXA (PER-494) های تبدیل شده. رده های 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. آزمایش ها به طور مستقل سه بار تکرار شدند و نتایج نماینده نشان داده شده است. داده های منبع به عنوان یک فایل داده منبع 

ارائه می شوند.

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

در نهایت، از آنجایی کــه پروفایل های مولکولی بیماران 
و رده های ســلولی به طور مداوم بلوغ دودمان B متمایز 
ALL نوزادان نوع IRX و نوع HOXA را نشان می داد، ما 
پرســیدیم که آیا سلول های مبدا نقشی در تصمیم گیری 
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 می شود 
)شــکل 7a(. در هفته 6، هر چهار محفظه ســلول های 
بنیــادی و پیش ســاز خونســاز )HSPC( بــه فنوتیپ 
B-ALL با +CD34-CD19 و بیان متغیر CD10 )شکل 
7b(، از جمله از CD10+ CLP های اصلی تبدیل شــدند. 
به طرز جالبی، بلاست های لوسمی IRX1 مثبت فقط از 
HSC ها یا MPP ها پدید آمدند، در حالی که بلاست های 
HOXA9 مثبت از هر چهــار بخش HSPC پدید آمدند 
)شــکل 7c(. ایــن نتایج نشــان می دهد که پتانســیل 
لوسموژنیک نوع IRX زودتر از پتانسیل نوع HOXA در 

مسیر رشــد لنفوئیدی از دست می رود و سلول های مبدا 
را به عنوان یک عامل کلیدی در تصمیم گیری سرنوشت 
IRX/HOXA توسط همجوشــی های KMT2A دخیل 

می دانند.

بحث
ایــن مطالعه پاتوبیولوژی مولکولــی ناهمگن ALL نوزاد 
KMT2A-r را با اســتفاده از یک رویکــرد کاملًا بدون 
نظــارت و یکپارچــه مولتی اومیکس نشــان می دهد. از 
آنجایی کــه انواع ســرطان ها از رویکردهای ادغام کننده 
اومیکس برای کشــف زیرگروه های بیماری جدید مرتبط 
بالینی بهره مند شــده اند، خوشــه بندی 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 قابل توجهی با پیش آگهی بیمار از آنجایی که
شــباهت های ثابت و مکمل بیمار به بیمار را در لایه های 
اومیکس متعدد شناسایی می کند، به احتمال زیاد رویکرد 
خوشــه بندی مبتنی بر SNF ما با موفقیت شباهت های 
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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می شود. روش تشــخیص جهش با میانگین عمق توالی 
~ 1000. از آنجایــی که ALL نوزاد به ویژه با جهش های 
ساب کلونال RTK-RAS غنی شده است و نتایج ما سهم 
بالقوه تنوع ســاب کلونال را در میزان عود بالاتر نشــان 
RTK- می دهد، تشخیص دقیق جهش های 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 ســلول های مختلف منشــاء 
زیرگروه هــای ALL نوزادان ارائه می دهد. با اســتفاده از 
مجموعه های پیچیده ژنی مشــتق شــده از اطلس های 
ســلولی تکاملی، تجزیه و تحلیل ما ضعیف ترین توســعه 
خونســاز و B لنف ســازی IC2 با پیش آگهی ضعیف و 
امضاهای هماتو-اندوتلیال  همچنین غنی سازی مشترک 
اولیــه در زیرگروه (IC2 و IC1) IRX را نشــان داد. این 
نتایج همراه بــا عدم حضــور تقویت کننده های دودمان 
سلولی B در یک رده ســلولی زیرگروه IRX، سلول های 
نابالغ تر منشــأ زیرگروه IRX را در مقایســه با زیرگروه 
HOXA نشــان می دهد. در واقع، لوسمی نوع IRX برای 
تبدیل CB توســط KMT2A-Aff1، بر خلاف زیرگروه 
HOXA، که می تواند از LMPP یا CLP ناشــی شــود، 
به HSCs/MPP های 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 سنجش های گزارشگر افزایش می دهد، 
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/MPP های کبد جنین ممکن اســت 
کاندیدهای امیدوارکننده تری باشــند. مســتعد ابتلا به 

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

می شــوند: زیرگروه IRX و زیرگــروه HOXA. ولین بار 
توســط ترنتین و همکارانش به عنــوان نوزادان مبتلا به 
ALL مبتنــی بر KMT2A-AFF1 فاقد بیان مشــخصه 
ژن های HOXA شناســایی شــد. در طول دهه گذشته، 
چندین مطالعــه پروفایل بیان ژن این زیرگروه IRX کم 
HOXA را در ALL نــوزادان KMT2A-AFF1 تأییــد 
کرده اند و میزان عود بالاتر آن نیز گزارش شده است. در 
واقع، خوشه بندی 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، خوشه بندی ادغام کننده 
 IC1( را بــه دو زیر گروه مجزا IRX مــا زیرگروه omics
و IC2( با پیش آگهی های بســیار متمایز، که تا به امروز 
هرگز شــرح داده نشــده اند، تفکیک کرد. مشخص ترین 
ویژگی هــای ژنومی IC2 با پیــش آگهی ضعیف، فراوانی 
100 درصدی جهش های مسیر RTK-RAS و ناهمگنی 
آشکار درون نمونه با بار بالای زیرکلون های جهش یافته 
RTK-RAS اســت. اخیراً Ma و همکاران. نشان داده اند 
که کلون مؤســس عــود در B-ALL اطفال اغلب از یک 
ساب کلون کوچک در هنگام تشــخیص منشأ می گیرد 
و جهش های مســیر RAS ساب کلونال با VAFهای کم 
%2 می توانند 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 کلون های جهش یافته از طریق درمان شکسته 
شود و منجر به عود شــود. در واقع، توالی یابی 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 کرده اند. با این حال، ناپدید شــدن 
جهش های RTK-RAS در زمان عود نیز گزارش شــده 
RTK- است. علاوه بر این، مطابق با بار بالای جهش های
RAS، مســیرهای MAPK و ERK پایین دست RAS به 
طور قابل توجهی در IC2 نســبت بــه IC1 تنظیم مثبت 
شدند، که نشان دهنده کاربرد بالقوه داروهای هدف گیری، 
مانند مهارکننده های MEK، برای این زیرگروه کشــنده 
 RTK-RAS اســت. مهمتر از همه، کشف این بار جهش
بســیار بالا در IC2 و همچنین فراوانی بالاتر جهش های 
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 
همبستگی های قابل توجهی را بین پروفایل های 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 غنی سازی متغیری از امضاهای پیش ساز 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 قابلیت های 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 می کند، ترجیح آموزنده 
KMT2A-MLLT3 را برای بلوغ دودمان B نشان می دهد. 
 ،DNA علاوه بر این، دو مطالعه اخیر پروفایل متیلاسیون

پروفایل های 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) ،عــلاوه بر این
MLLT3 نمایه مشخصی از تغییرات ژنتیکی همکاری با 
CNAهای مکرر و جهش در PAX5 و تنظیم کننده های 
چرخه ســلولی )CDKN2A/B و CCND3( را نشان داد 
 KMT که نشان دهنده 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 می دهد، که توسط مناظر جهشی متمایز، مراحل 
متناظر تمایز طبیعی متوقف شــده و ســلول های بالقوه 
منشأ نشان داده می شــود. 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 استراتژی های درمانی بالقوه ای که 
این مسیر را هدف قرار می دهند، استدلال می کند، اگرچه 

مطالعات پیش بالینی بیشتر ضروری است.
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