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چکیده �
مقاومت دارویی یکی از موانع اصلی درمان موفق سرطان 
و یکی از مهم ترین عوامل مرگ و میــر افراد مبتلا می باشد. 
در دهه اخیر با گســترش تکنولوژی و ظهور تکنیک های با 
خروجی بالا گام های بلنــدی در جهت تعیین پروفایل ژنی 
بافت های سرطانی، شناسایی بیومارکرها برای پیش آگهی و 
پیش بینی نتیجه درمان و کمک به درمان موثرتر برداشــته 
شده است. نظر به اهمیت کاربرد علم ژنتیک در توسعه علم 
پزشــکی و ارتقاء رویکردهای درمانــی، در این مقاله ضمن 
معرفی تکنولوژی میکرو آرایه و اهمیت آن در شناسایی گروه 
ژن های عملکردی مؤثر در بروز مقاومت دارویی، به اهمیت 
روش های متاآنالیز و سیستم بیولوژی نیز پرداخته می شود. 
ادغام متاآنالیز داده های میکرواری با سیستم بیولوژی منجر 
می گردد تا علاوه بر دستیابی به یافته های قابل اطمینان تر 
بــه لحاظ آماری، تصویر واقعی تری از روند حوادث ســلولی 
به ویژه در ســلول های سرطانی به دســت آوریم. گسترش 
اطلاعات در زمینه علل ژنتیکی و مکانیســم های ســلولی 
مقاومت دارویی سرطان، می توانند در طراحی استراتژی های 

درمانی جدید با نرخ مقاومت کمتر سودمند باشد.
کلمات کلیدی: مقاومت دارویی، ســرطان، میکرو آرایه، 

پروفایل ژنی

مقدمه �
امروزه، علی رغم پیشرفت های چشمگیر در حوزه پزشکی 
و درمان ســرطان با اســتفاده از شــیمی درمانی، مقاومت 
دارویی یکــی از مهم ترین و بزرگ تریــن موانع در معالجه 
و کنترل طولانی مدت برخی از ســرطان ها اســت. علیرغم 
پژوهش های بسیار در زمینه سرطان، همچنان این موضوع 
نامشخص اســت که چرا نحوه پاســخ دهی بیماران با یک 
نوع سرطان مشــخص به درمان با داروهای شیمی درمانی 
یکسان، متفاوت است!؟ در بعضی افراد بهبودی کامل حاصل 
می شــود، بعضی به صورت موقتی به درمان پاسخ می دهند 
و برخی اصلًا درمان نمی شــوند! به نظر می رسد که عوامل 
مولکولی مختلفی نظیر متفاوت بودن زمینه ژنتیکی بیماران، 
تغییرات ژنتیکی سلول های سرطانی )برای مثال ناهنجاری 
ژنتیکی یــا اختلال تنظیمی در ژن هــای درگیر در فرآیند 
مرگ ســلولی یا بیان غیر نرمال انتقال دهنده های غشایی 
وابســته به ATP(، تغییرات اپی ژنتیکی و همچنین عوامل 
محیطی تومور، همگی در شــکل گیــری حکایت پیچیده 
مقاومت بـه داروهای شیمی درمانی )حتی در دفعات اولیه 

استفاده( نقش دارند ]1[.
در ســال های اخیــر، گســترش اطلاعات و پیشــرفت 
 )high throughput( تکنولوژی هــای با خروجــی بــالا
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منجر به تولید حجم بی ســابقه بالایی از داده های زیســتی 
در سطوح متفاوت ژنومیک و ترنســکریپتومیک )داده های 
امُیکس( شده اســت. داده های تولید شده در سطح ژنومی 
شــامل داده هــای مربوط بــه تغییرات تعــداد کُپی ژن ها، 
تغییرات الگوی متیلاسیون ژن ها و داده های مرتبط با انواع 
موتاسیون ها شامل موتاسیون های نقطه ای و موتاسیون های 
حذف و اضافه می باشــند. در سطح ترنســکریپتومیک هم 
حجــم انبوه داده های بیان ژنــی و بیان miRNA موجود 
می باشــند]2،۳[. این ســیل عظیم از داده ها منجر به درک 
بهتر ما از ســرطان های بدخیم و شناسایی عوامل ژنتیکی و 
مکانیسم های درگیر در بروز مقاومت دارویی گردیده است. 
بدین ترتیب، دسترســی به این مجموعه داده وسیع ژنوم و 
کشف روش های تحلیل این داده ها فرصت بی نظیری برای 
پیش بینی صحیح عملکرد ژن در حجم وســیع و در شرایط 
مختلف و نیز کشــف ویژگی های ســلولی جدید از دیدگاه 

سیستمی برای محققان بیولوژیست فراهم می کند.
از  اســتفاده  بــا  ســرطان  ژنــی  پروفایــل  تعییــن 
تکنولوژی های جدید شــامل روش های مبتنــی بر تعیین 
 ،)Microarray( ریــز آرایــه ،)sequencing( توالــی
بیوانفورماتیک و بررسی آن ها جهت شناسایی بیومارکرهای 
ژنتیکی حیاتی درگیر در تکامــل مقاومت دارویی می تواند 
جهــت پیش آگهی، پیش بینی نتیجه درمان و اســتفاده از 
پروتکل هــای درمانی اختصاصی و کارآمدتر مفید باشــد و 
برای کاهش مرگ و میر ناشی از سرطان و افزایش بهبودی 
با کمترین میزان بازگشــت مجدد بیماری از اهمیت زیادی 

برخوردار است ]4،5[.
 )Next generation sequencing( تکنیک توالی یابی نسل بعدی
روشــی جذاب برای مطالعات ترانسکریپتومی سراسر ژنومی 
)genome-wide transcriptomic s tudies( اســت. 
پروژه ژنومی سرطان )TCGA( که در قالب پایگاه داده در 
دسترس پژوهشــگران قرار گرفته، بیش از 20000 سرطان 
اولیه را به صورت مولکولی مورد بررســی قرار داده اســت. 
این پروژه فرصتــی منحصر به فرد را مهیا کرده تا بتوان در 

مقیاس وســیع، جنبه های مختلف سرطان را هم در سطح 
بالینی و هم در سطح مولکولی، مورد بررسی قرار داد ]۶[.

علاوه بر آن، در بین تکنولوژی های بسیار پیشرفته اخیر، 
میکــرواری DNA به میــزان قابل توجهــی در تحقیقات 
ســرطان مورد اســتفاده قرار می گیرد. برخلاف روش های 
ژنتیکی قبلـی، کـه تنهـا مطالعه یک ژن را میـسر می نمود، 
این روش در یـک تحـول شـگرف دانشمندان را قادر ساخت 
که در یک لحظه بیان هـــزاران ژن را به طور همزمان تحت 

مطالعه داشته باشند.
پروتئین ها واحدهای عملکـــردی ســـلول هستند و در 
اغلب مــوارد تغییر نابجای بیان آن ها منجر به بروز مقاومت 
دارویی و عدم پاسخ به درمان می گردد. پروتئین ها از طریق 
ترجمه mRNA های اختـصاصی خود کـه از روی ژن های 
مربوطه رونویسی شده اند در سلول تولید می شوند. میـــزان 
mRNA  رونویســی شــده از یک ژن، با مقــدار پروتئین 
ساخته شـــده از آن ژن در سیتوپلاســـم ســـلول رابطـه 
 mRNA مـستقیم دارد. بنـابراین بـــا اندازه گیری مقدار
رونویســی شــده از یک ژن می توان به طور غیر مســتقیم 
بیـــان آن ژن و میـزان پـروتئین مربوطـه را محاسبه کرد. 
تکنولوژی DNA میکرواری که بـــرای اولـین بـار در سال 
1۹۹۶ توســـط Schena ارائه شد طی ســالیان متمادی 
فرصتی ارزشمند را بـرای محققان فـراهم آورده تـا بتوانند 
با اندازه گیری میزان mRNA تولیدی در هـــر سـلول در 
یک زمان مشخص بیان اختصاصی ژن ها را سنجیده و مورد 
بررسی یا مقایسه قرار دهند ]۷[. برای مثال بررسی سطوح 
بیانی ژن ها در نمونه های بافتی یا خونی بیمار یا ســالم و یا 
مقایســه پروفایل بیانی افراد پاســخ دهنده به یک پروتکل 

دارویی در برابر افراد مقاوم به دارو.
در روش میکرواری DNA از چندین صفحه آزمایش مختلف 
به نام چیپ1 اســتفاده می شود که در آن ها پروب هایی به طور 
منظم تعبیه شده است. در یک آزمایش میکرواری نمونه های از 
DNA مکمل یا RNA مکمل اســتخراج شده از نمونه مورد 
نظر، به پروب هیبرید می شود و میزان فراوانی هر هیبریداسیون 

1-chip 
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در نمونه به وســیله آشکار ســازی اتوماتیک فلورسانت کمی 
سازی می شود. با توجه به انبوه داده های حاصـــله و ضـرورت 
تحلیـــل درســت آن ها، علم تحلیل این داده ها خود جزء جدا 
نـشدنی و عمده این مطالعات گردیده است. یک پروفایل بیان 
ژنی اغلب بیانگر یک بردار از مقدار عددی اســت. سطوح بیانی 
داده نرمال سازی شده با مقادیر نزدیک صفر نشان دهنده این 
اســت که هیچ تغییری در سطح بیان پروب ها صورت نگرفته 
است در حالی که اعداد مثبت و منفی به ترتیب بیانگر افزایش 
و کاهش ســطح بیان است. بعد از نرمال سازی فیلتر بیشتری 
قرار داده می شود مانند حذف پروب هایی که سطوح بیان آن ها 

در شرایط متنوع معنی دار نیستند.
برای مقایســه پروفایل های بیانی جفــت ژن ها از روش های 
متنوعی همچون فاصله اقلیدســی و آنالیزهــای آماری مانند 
آنالیــز آمــاری LIMMA، آزمون تــی )T-Tes t( و آزمون 
من-ویتنی )Mann-Whitney Tes t( بر روی لیســت ژنی 
اســتفاده می گردد ]۸[. با این کار با تفاوت معنی دار ســطوح 
بیان ژن ها در بین دو یا تعداد بیشــتری از شرایط مختلف مثل 
یــک حالت بیماری خــاص در مقابل حالت نرمال و شــرایط 
غیر بیمار مشــخص می شود. برای مثال نشــان داده شده که 
افزایــش بیان ژن HER2 با مقاومت دارویی به تاموکســیفن 
در بیماران مبتلا به سرطان پستان مرتبط است و بیمارانی که 
بیان ژن هــای HER2، HER1 و HER3 در آن ها افزایش 
یافته نرخ حیات پایین تری دارند. در مطالعه ای دیگر با استفاده 
از روش cDNA microarray و آنالیــز RNA تداخل گر، 
علل ژنتیکی مقاومت به دوکسوروبیسین در سرطان سینه مورد 
بررســی گرفت. دوکسوروبیســین نوعی آنتی بیوتیک از گروه 
آنتراسیکلین ها، یکی از داروهای شیمی درمانی مورد استفاده در 
چندین سرطان مختلف است اما در برخی موارد، جمعیت های 
تحت درمان با مقاومت دارویی ســلول ها مواجه می شــوند. در 
این مطالعه محققان توانســتند ژن هایی را غربالگری کنند که 
میزان حساســیت به داروی دوکسوروبیســن را در سلول های 
تومورزای سرطان سینه تنظیم می کنند. این ژن ها، با دو مسیر 
تکثیر ســلولی و نیز توقف چرخه سلولی پس از قرار گرفتن در 
معرض دوکسوروبیسین مرتبط بودند. پژوهشگران دریافتند که 
استفاده از داروی دوکسوروبیسین بیان گروه متنوعی از ژن ها را 

به صورت وابســته به زمان تغییر می دهد. آن ها مشاهده کردند 
که پروفایل بیانی القا شــده توســط داروی دوکسوروبیسن در 
سلول های سرطان ســینه که به دارو مقاومت نشان می دادند 
متفاوت از ســلول هایی بود که دارو روی آن ها اثر گذار بود. در 
نهایت پیشــنهاد گردید که ژن های القا شــده توسط دارو، که 
به طور مثبت یا منفی پاســخ سلول به دارو را تنظیم می کنند، 
می توانند در رویکردهای درمانی جدیدتر مورد هدف قرار گیرند 

.]5[
علاوه بــر رویکرد شناســایی ژن هایی با بیــان متفاوت در 
حالت های مختلف بیولوژیکی، رویکرد دیگر شناسایی ژن هایی 
اســت که به طور متفاوتی هم بیان هستند )مانند یک گروه از 
ژن ها که با هم در بافت پاســخ دهنده به درمان بیان می شوند 
امــا در بافت تومــوری مقاوم به درمان هم بیان نیســتند( که 
ممکن اســت بیانگر سیستم تنظیمی باشــد که بافت توموری 
تخریب یا متوقف شده است. شبکه هایی که با این روش از داده 
میکرواری ایجاد می شــوند اغلب به عنوان شبکه های هم بیانی 
ژن مطــرح می شــوند و کمک می کنند به شناســایی ژن ها و 
گروه هایی از ژن ها که الگوهای بیان مشابهی را در بین شرایط 
تجربی متفاوت نشان می دهند. قالب های شبکه ای امکان کشف 
تغییرات ارتباطات شبکه رونویســی را در حالت های بیماری، 
شناسایی ژن هایی که عضوی از یک مسیر مشابه یا تحت کنترل 
برنامه تنظیم رونویسی مشــابهی در عملکرد ویژه ای از سلول 
می باشند و یا با هم تشــکیل کمپلکس پروتئینی می دهند را 
فراهم می کنــد. هدف نهایی این مطالعات تعیین بیومارکرها و 
هدف های درمانی خاصی برای هر زیر گونه از سرطان است ]۹[. 
پایگاه داده Oncomine حاوی هــزاران داده میکرواری های 
مختلف اســت که در طیف وســیعی از انواع ســرطان ها مورد 

آزمایش قرار گرفته اند ]10[.
همزمان بــا تکامل تکنولوژی میکرواری روش های متاآنالیز 
تلاش دارد تا با جمــع آوری و تجزیه و تحلیل مجموعه ای از 
داده پژوهشــی که دارای هدف مشترکی هستند پیش بینی 
قوی تــر و قابل اعتمادتری را نســبت به آن ها که بر اســاس 
مجموعه داده های تنها ســاخته می شــوند ایجــاد می کند. 
بدیهی اســت در روش های متاآنالیز با ترکیب داده های بیانی 
چند مطالعــه، به علت تعداد بالاتر نمونه هــا، دامنه تغییرات 
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و احتمالات کمتر می شــود و معنــی داری یافته های آماری 
افزایش می یابد. GEO و Array Express پایگاه های داده 
مناسبی هستند که مجموعه داده های خام و نیز پردازش شده 
بیان ژن هــا در بافت های مختلف را در دســترس عموم قرار 
می دهنــد. از این رو این دو منبــع بزرگ داده های ژنومیکس 
و ترانس کریپتومیکس اغلب با هدف مقایســه الگوهای بیان 
ژنی در سلول های متفاوت و انجام متاآنالیز مورد استفاده قرار 

گیرند ]11[.
علاوه بر یافتن ژن های تغییر بیان یافته و فاکتورهای پیش بینی 
کننده نتیجه درمان، شناســایی مســیرهای ســیگنال دهی 
شبکه های پروتئینی و تنظیمی درگیر در بروز مقاومت دارویی 
در انتخــاب روش درمانی مطلوب نقش موثــری دارند. از این 
رو، بــا توجه به این که حیات و نحوه فعالیت هر ســلول به بر 
هم کنش های مولکولی درون ســلولی و ارتباطات شــبکه های 
مختلف زیســتی وابسته است امروزه استفاده از زیست شناسی 
سامانه ها )یا سیستم بیولوژی( بسیار کمک کننده خواهد بود. 
هدف سیستم بیولوژی یافتن ارتباط های اجزای یک مکانیسم 
پیچیده تنظیمی، شــبکه ها و بخش های یک سیستم زیستی 
است. بنابراین، سیســتم بیولوژی با پیش بینی ساز و کارهای 
اجزای عملیاتی ســلول و ترســیم گراف ها و شبکه تعامل بین 
پروتئین ها بر اساس مطالعات پژوهشی انجام شده، درک بهتری 
از مسیرهای ســیگنال دهی اختصاصی دخیل در یک فرآیند 
بیولوژیکی مثل مقاومت دارویی، مســیرهای هماهنگ کننده 
و شــبکه های تنظیمی را ارائه می دهد. برخی از پایگاه ها داده 
زیســتی که اغلب برای این منظور مورد استفاده قرار می گیرند 
 VisAnt .می باشند MAPP Gen یا GO،KEGG شامل
و cytoscape نیــز نرم افزارهای تکامل یافته ای هســتند که 
برای تصویرسازی و آنالیز شبکه های زیستی، جهت مدل سازی 
اینترکشن های ژنتیکی، کشف جایگاه اتصال فاکتور رونویسی و 
نقش اینترکشن پروتئین ها به  کاربرده می شوند. به عبارت دیگر 
این روش ها، شــکاف موجود میان ژن های منفرد و مکانیســم 
بروز یک اتفاق زیســتی همچون مقاومــت دارویی را از طریق 
)DEGs(2 بررســی ارتباط میان ژن های با بیــان تغییر یافته 

 پر می کنند ]12[.

شکل 1. مراحل انجام متاآنالیز داده های میکرواری و 
تعیین عملکرد ژنی توسط سیستم بیولوژی

با توجه به مطالب ارائه شده، ظهـور تکنولوژی تولید داده ها 
در حجم وسیع را می توان تحولی مهم در تـشخیص و درمـان 
بیماری ها به ویژه ســرطان و پیش بینی نتیجه درمان و علت 
مقاومت به درمان تلقی نمود. فواید بی شــمار بهره مندی از 
این تکنولوژی در تمامی جنبه های مختلف مطالعات سرطان 
از جمله طبقه بندی سرطان، مطالعه مسیرهای بیوشیمیایی 
درگیر، شناســایی اهــداف بالقوه بــرای رویکردهای درمانی 
جدید، مکانیســم های عملکرد داروها و پیش بینی پاســخ به 
داروها به اثبات رســیده اســت. در حال حاضر با توجه با این 
که ژنـوم انسان به طور کامل تعیین توالی شده و در دسترس 
می باشد، بررسی کامـل نـسخه بـرداری در سلول های نرمال 
و ســرطانی و یا سلول های ســرطانی حساس و مقاوم به دارو 
امکان پذیر شده است و هـــمراه بـا تکامل همزمان ابزارهای 
ضــروری انفورماتیک و آنالیز داده ها جهت تبدیل و تفســیر 
آن ها، نحـوه نگـــرش بـه سـرطان دستخوش تحولی شگرف 
گردیده است. از این رو، آنالیز میکرواری نمونه های سرطانی، 
امکان شناسایی ژن های حیاتی که بیشترین ارتباط با مقاومت 
به داروهــای بالینی دارند را فراهم نمــوده و از این اطلاعات 
می توان برای طراحــی رویکردهای درمانی جدیدتر و غلبه بر 

مقاومت دارویی استفاده کرد.

1-Differentially expressed genes
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