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خلاصه
در حـال حاضـر هیچ درمان تایید شـده‌ای برای سـندرم 
شـوگرن اولیـه وجـود نـدارد. ایـن بیمـاری عمدتـاً زنان 
توسـعه  مشـکل  می‌دهـد.  قـرار  تاثیـر  تحـت  را  بالـغ 
درمان‌هـای موثـر تـا حـدودی بـه دلیـل ناهمگونـی در 
تظاهـرات بالینـی و پاتوفیزیولـوژی بیماری اسـت. یافتن 
خصوصیـات مولکولـی مشـترک در میـان زیـر گروه‌های 
بیمـاران می‌توانـد باعث بهبـود درک ما از علـت بیماری 
شـده و توسـعه درمان‌هـای هدفمنـد را تسـهیل کنـد. 
ایـن مطالعـه کوهـورت مقطعـی، یـک طبقه‌بنـدی  در 
مولکولـی بـرای بیمـاران مبتلا بـه سـندرم شـوگرن را 
گـزارش می‌کنیـم. ایـن طبقه‌بنـدی بـر اسـاس پروفایل 
مولتـی امیکـس نمونه‌هـای خـون از یـک گـروه اروپایی 
متشـکل از بیـش از 300 بیمـار و تعداد یکسـانی از افراد 
سـالم بـا پراکندگـی سـن و جنس مشـابه، ایجاد شـد. با 
اسـتفاده از داده‌هـای رونویسـی، ژنومـی، اپـی ژنتیکـی، 
بیـان سـیتوکین و فلوسـایتومتری، همراه بـا پارامترهای 
بالینـی، ما چهار گروه از بیماران را با الگوهای مشـخصی 
از اختلالات ایمنـی شناسـایی کردیـم. بیومارکرهایـی 
کـه مـا شناسـایی کردیـم می‌تواننـد در آینـده توسـط 
یادگیـری ماشـین بـرای دسـته‌بندی بیمـاران در زیـر 
ارزیابـی  امـکان  و  شـوند  اسـتفاده  مختلـف  گروه‌هـای 
مجـدد پاسـخ‌ها بـه درمان‌هـا در کارآزمایی‌هـای بالینـی 

کنند. فراهـم  را 
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کـه بیشـتر، زنـان بالـغ را تحـت تاثیـر قـرار مـی دهـد 

طبقه‌بندی مولکولی جدید برای هدایت 

استراتژی‌های پزشکی دقیق در سندرم شوگرن اولیه

فاطمه محمدی پور 1

1-کارشناسی بیوتکنولوژی، دانشگاه الزهرا، تهران، ایران
پژوهشگر مرکز تحقیقات پزشکی شخصی آمیتیس ژن



5

و هنـوز درمـان خاصـی نـدارد. اگرچـه درگیـری غـدد 
بزاقـی و اشـکی علامـت بـارز ایـن بیمـاری اسـت، در 
طـول پیشـرفت pSS، اندام هـا و سیسـتم‌های مختلفی 
سیسـتم  کبـد،  کلیه‌هـا،  ریه‌هـا،  مفاصـل،  جملـه  از 
عصبـی و اسـکلتی عضلانـی نیز می‌توانند درگیر شـوند. 
بنابرایـن، طیـف بالینی بیماری شـامل غـده‌ی درون‌ریز 
بـا  شـدید  سیسـتمیک  اختلال  یـک  تـا  خوش‌خیـم 
ناهمگنـی علائـم قابـل توجه و عـوارض پراکنـده متغیر 
اسـت. تشـخیص pSS بر اسـاس ترکیبی از پارامترهای 
بالینـی، سـرولوژیکی، بافت‌شناسـی و عملکـردی اسـت 
کـه اغلب تنهـا در مراحـل پایانی بیمـاری، یعنی زمانی 
کـه اختلال عملکـرد غدد و علائم به شـدت بـر کیفیت 
زندگـی کلـی بیمـار تأثیر می‌گـذارد، صـورت می‌گیرد. 
علاوه بـر این، یـک پنجـم بیمـاران pSS ممکن اسـت 
درگیـری انـدام مرکـزی بـا آسـیب بالقـوه شـدید اندام 
انتهایـی را نشـان دهنـد و پنـج درصـد از بیمـاران نیـز 
 pSS .ممکن اسـت به لنفـوم غیر هوچکین مبتلا شـوند
یکـی از معدود بیماری‌های اولیه اسـت کـه خودایمنی، 
توسـعه سـرطان و عفونت‌هـا را بـه هـم مرتبـط می‌کند 
و بینـش منحصربه‌فـردی را در مـورد بسـیاری از علـوم 
پایـه و حوزه‌هـای پزشـکی بالینـی ارائـه می‌دهـد. بـا 
ایـن حـال، پاتوژنـز بیمـاری مبهـم باقـی مانـده اسـت. 
 pSS بـه طـور خـاص، دانـش محـدود از انـواع بیمـاری
موجـود مسـلماً بزرگتریـن مانـع بـرای بهبود تشـخیص 
بیمـاران و شناسـایی زیرمجموعه‌هـای بیمـاران با توجه 
بـه طبقـه بنـدی اولیـه و درمان شـخصی شـده اسـت. 
نشـان   PRECISESADS IMI JU پـروژه  در  اخیـراً 
سیسـتمیک  خودایمنـی  بیماری‌هـای  کـه  شـد  داده 
یـا  پیچیـده  مولکولـی  فنوتیـپ  یـک  و  متنـوع  طیـف 
همپوشـانی را بـا چهـار خوشـه شناسـایی شـده نشـان 
 «inflammatory»، می‌دهنـد که نشـان‌دهنده الگوهـای
«lymphoid»، «interferon» و «healthy-like» هستند. 
کـه هـر کـدام شـامل تمـام تشـخیص هـا مـی شـود 
و  سـرولوژیکی  بالینـی،  ژنتیکـی،  ویژگی‌هـای  بـا  و 
ژن‌هـای  آن‌هـا  از  بسـیاری  می‌شـود.  تعریـف  سـلولی 
مشـترک دارنـد و بیـان بیـش از حـد ژن‌هـای القایـی 
اینترفـرون )IFN( معـروف بـه امضای IFN در بسـیاری 
از ایـن بیماران مشـاهده می شـود. چنیـن بیماری‌های 
متعـددی  محیطـی  عوامـل  تاثیـر  تحـت  خودایمنـی 

هسـتند، بنابرایـن تغییـر قابـل توجهی در سـیر طبیعی 
خـود در مـورد شـروع، انتشـار و شـعله‌ور شـدن آن‌هـا 

نشـان می‌دهنـد.
ایجـاد یـک طبقه‌بنـدی  بـه منظـور  مطالعـه‌ی حاضـر 
مولکولـی دقیـق از بیمـاران مبتلا به pSS به دسـته‌های‌ 
همگن‌تر)صـرف نظـر از فنوتیـپ بیمـاری، فعالیـت یـا 
درمـان آن‌هـا( انجام شـد. در اینجـا ما در مـورد پروفایل 
بـا  مقایسـه  در   pSS بیمـار   304 یکپارچـه  مولکولـی 
330 داوطلـب سـالم همسـان )HV( بـه دسـت آمـده 
توسـط داده‌هـای مولتـی امیکـس با تـوان بـالا در پروژه 
می‌کنیـم  گـزارش  را    PRECISESADS IMI JU
)ژنتیـک، اپـی ژنومیـک، ترانسـکریپتومیک، همـراه بـا 
داده‌هـای فلوسـایتومتری، سـیتوکین‌های مالتی پلکس، 
و همچنیـن سـرولوژی کلاسـیک و داده‌هـای بالینـی(. 
در ایـن مطالعـه چهـار گـروه از بیمـاران را بـا الگوهـای 
مشـخصی از اختلالات سیسـتم ایمنی شناسـایی شـد. 
خوشـهC3 1 ،(C1) و C4 IFN بالایـی را نشـان می‌دهـد 
کـه منعکس‌کننـده درگیـری پاتولوژیـک مسـیر IFN با 
 IFN ژن II و I نـوع IFN غنی‌سـازی‌های مختلـف ژن
اسـت. C1 دارای قوی‌تریـن امضـای IFN بـا غنی‌سـازی 
 C4 متوسـط( و( C3 در مقایسـه بـا II و نـوع I ژن نـوع
 II نـوع  ژن  غنی‌سـازی  دارای   C4 اسـت.  تـر(  )پاییـن 
 C3 اسـت، در حالـی کـه C3 و معـادل I بیشـتر از نـوع
دارای ترکیـب مخالف اسـت. C2 دارای یک بیان ضعیف 
IFN نـوع I و نـوع II بـدون مشـخصات قابـل تشـخیص 
 C1، C3 اسـت. ما بیشـتر HV آشـکار دیگری نسـبت به
و C4 را بـا اسـتفاده از داده‌های مولتـی امیکس و بالینی 
مشـخص کردیـم. بیمـاران C1 شـیوع بالایـی از SNPها 
 B درگیری جزء سـلول C3 را نشـان می‌دهنـد، بیمـاران
برجسـته‌تر از سـایر خوشـه‌ها و عمدتـاً افزایـش فراوانـی 

سـلول‌های B در خـون هسـتند.
التهابـی  خصوصیـات  دارای   C4 بیمـاران  مقابـل،  در 
هسـتند که توسـط مونوسـیت‌ها و نوتروفیل‌ها و وضعیت 
الگوریتم‌هـای  می‌شـود.  هدایـت  نابجـا  متیلاسـیون 
مشـتق شـده از یادگیری ماشینی، 4 خوشـه را بر اساس 
بیومارکرهـای مختلـف متمایـز می‌کننـد کـه می‌تواننـد 
بـه راحتـی در یـک مـدل ترکیبـی بـرای طبقـه بنـدی 
بیمـاران در آزمایشـات بالینی اسـتفاده شـوند. این مدل 
ترکیبـی بـا اسـتفاده از یـک گـروه اولیـه مسـتقل از 37 
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بیمـار pSS تاییـد شـده اسـت. در نتیجه، ایـن کار درک 
روشـنی از ناهمگنـی pSS ارائـه می‌کنـد، و امضاهـای 
مرتبـط بالینـی و ایمنـی را بـرای هدایت اسـتراتژی‌های 
پزشـکی دقیـق ارائـه می‌کنـد. تصمیم‌گیـری مبنـی این 
طبقـه بنـدی بیمـاران بلافاصلـه بـرای ارزیابـی مجـدد 
اعمـال  بالینـی  کارآزمایی‌هـای  در  درمانـی  پاسـخ‌های 

شـوند. می 

 نتایج
شناسایی چهار خوشه مولکولی عملکردی از 

pSS بیماران
مقطعـی  مطالعـه  در  کـه  مـا  اولیـه  مطالعـه  جمعیـت 
 382 شـامل  کردنـد  نـام  ثبـت   PRECISESADS
بیمـار pSS بـود. پـس از کنتـرل کیفیـت کامـل و تایید 
تشـخیص )هـر بیمـار بایـد آنتی‌بـادی ضـد SSA/Ro یا 
سـیالادنیت لنفوسـیتی کانونـی را بـا امتیـاز تمرکـز ≤1 
بیمـار  ارائـه می‌کـرد(، 78  مربـع  کانـون در میلی‌متـر 
حـذف شـدند. ویژگی‌هـای بیمـاران در جـدول 1 ارائـه 
شـده اسـت. بـرای خوشـه بنـدی 304 نمونـه باقیمانده، 
داده‌هـای ترنسـکریپتومیکس بـا یک رویکرد قـوی نیمه 
نظارتـی کـه قبلاً بـرای سـرطان پسـتان اعمـال شـده 
بـود، آنالیـز شـد. نمونه‌هـا بـه یـک مجموعـه کشـف و 

یـک مجموعـه اعتبـار سـنجی تقسـیم شـدند کـه 75٪ 
و ٪25 از قطعـات را نشـان می‌دهـد. مجموعـه اکتشـاف 
بـرای خوشـه‌ای از بیمـاران در چهـار گـروه، همانطـور 
 )1a کـه در مجموعـه اعتبارسـنجی تاییـد شـد )شـکل
اجـازه داد. هنگامـی کـه دو مـکان ادغام شـدند، خوشـه 
 (C2) 2 شـامل 101 بیمـار )٪33.2(، خوشـه (C1) 1
77 بیمــار )٪25.3(، خوشــه3 (C3)  بیمــار )28.9٪( 
مرحلــه  بــود.   )12.5%( نفــر    (C4)  4 و خوشــه 
ــه ای از 257 ژن  ــاب زیرمجموع ــکان انتخ ــارت ام نظ
ــاران را  ــه از بیم ــه 4 خوش ــد ک ــم می‌کن ــر را فراه برت
ــود:  ــاژول تقســیم می‌ش ــه م ــه س ــد و ب ــز می‌کن متمای
M.c (132) ژن. و  M.b (20) ژن   M.a (105) ژن، 

از  یــک  هــر  تفســیر  بــرای  غنی‌ســازی  آنالیــز 
ــه  ــت، ک ــرار گرف ــتفاده ق ــورد اس ــی م ــای ژن ماژول‌ه
در   IFN، M.b دهــی  ســیگنال  در   M.a داد  نشــان 
ــت‌های  ــاوی و M.c در رونوش ــان لنف ــیرهای دودم مس
 ،C1 .دودمــان التهابــی و میلوئیــدی غنــی شــده اســت
و تــا حــدی کمتــر، C3، بیــان بیــش از حــد مــاژول ژن 
M.a را نشــان داد، در حالــی کــه C3 بیــان بیــش از حــد 
M.b را نیــز نشــان داد و C4 بیــان بیــش از حــد قــوی 
M.c را نشــان داد )شــکل 1a(. از آنجایــی کــه C2 هیــچ 
ــان  ــل تشــخیص آشــکاری نداشــت، داوطلب الگــوی قاب
ســالم )HV( بــه فاصلــه چهــار خوشــه مولکولــی 
 .)1b )شــکل  شــدند  داده  اختصــاص  مرکزهــا  تــا 
هنگامی که در جمعیت بیمار پیش‌بینی شد، HV یک 
 C2 خوشه جداگانه تشکیل نمی‌داد، بلکه عمدتاً با
مطابقت داشت )به ترتیب ٪0.5، 93، ٪4 و 2.5٪ 
HV با C3، C2، C1 و C4 ادغام شدند(. این 
بدان معنی است که امضای ترنسکریپشنال 
C2 حداقل در سطح خون متفاوت 
از HV نیست. جالب توجه است، 
داده‌های ما با مشاهدات قبلی 
یک گروه بیمار مشابه سالم 
که در یک جمعیت تلفیقی 
از 7 بیماری خودایمنی 
مختلف شناسایی شده 
بود، مطابقت دارد.
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.)pSS( و ویژگی‌های بیمار با سندرم شوگرن اولیه )HV( جدول 1 - داوطلبان سالم

HV (N = 330) pSS Discovery
(N = 227)

 pSS Validation
(N = 77)pSS All (N = 304)

دموگرافی
n33022777304سن

Mean ± SD53.294 ± 10.99858.524 ± 13.44058.039 ± 13.55458.401 ± 13.448

n33022777304جنسیت

n (%)302 (91.52)211 (92.95)71 (92.21)282 (92.76)زن

)BMI > =30( چاقیn238210874292

n (%)24 (7.27)30 (13.76)3 (4.05)33 (11.30)بله

n33022777304نژاد

n (%)2 (0.61)1 (0.44)1 (1.30)2 (0.66)آسیایی

سیاه 
پوست/

آفریقایی 
آمریکایی

n (%)--1 (1.30)1 (0.33)

قفقازی/
سفید

n (%)328 (99.39)224 (98.68)74 (96.10)298 (98.03)

n (%)-2 (0.88)1 (1.30)3 (0.99)باقی

معیارهای تشخیصی
n-8227109امتیاز تمرکز < 1

n (%)-73 (89.02)24 (88.89)97 (88.99)بله

n-22777304ضد SSA مثبت

n (%)-205 (90.30)69 (89.61)274 (90.13)بله

فعالیت بیماری
n-22577302مدت بیماری، سال

 SD 8.101 ± 9.62010.866 ± 7.53511.094 ± 10.788-میانگین

)PGA*( فعالیت بیماریn-22=1175286

 SD 19.488 ± 20.98425.465 ± 18.97624.840 ± 25.687-میانگین

ESSDAI (**)n-13360193

 SD 5.388 ± 5.4954.684 ± 5.3584.850 ± 4.609-میانگین

 ESSPRI (**)n-10644150

 SD 2.405 ± 2.6484.998 ± 2.2864.568 ± 5.176-میانگین

n: تعداد بیماران با اطلاعات موجود.
)*( PGA: ارزیابی کلی پزشک.

)**( در یک مطالعه فرعی جمع آوری شده است.
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شکل 1: توزیع الگوی مولکولی توسط 4 خوشه از بیماران pSS با مسیرهای متعارف مختلف نشان داده شده است.
a( نقشه حرارتی برای 304 بیمار pSS )مجموعه کشف: 227، مجموعه اعتبارسنجی: 77( انجام شد که توزیع ترنسکریپتوم ژن را در 4 خوشه نشان می‌دهد. در ستون‌ها، بیماران 
با انتساب خوشه‌ای و در ردیف‌ها ژن‌ها بر اساس ماژول‌های عملکردی گروه‌بندی می‌شوند. هر زیر مجموعه از بیماران )مجموعه کشف در سمت چپ و مجموعه اعتبار سنجی در 
سمت راست( به طور جداگانه ارائه می‌شود. قرمز نشان دهنده بیان بیش از حد و آبی نشان دهنده کم بیانی است. تفسیر در بالای شکل نشان می‌دهد: هر یک از گروه‌های درمانی 
برای هر فرد )AM: ضد مالاریا، STED: استروئیدها و IMS: سرکوبگرهای ایمنی، قرمز نشان دهنده بیماران تحت درمان و خاکستری نشان دهنده بیماران بدون درمان(، سن 
 )سطوح زرد تا سبز(. با زرد برای بیماران جوان‌تر و سبز تیره برای بیماران مسن‌تر(، جنسیت )قرمز نشان‌دهنده زن و خاکستری نشان‌دهنده مرد(، ANTISSAPOS: آنتی‌بادی ضد
SSA/Ro، FOCUSSCOREPOS: امتیاز تمرکز ≤1 کانون در میلی‌متر مربع )قرمز نشان‌دهنده امتیاز تمرکز از ≤1 کانون/mm2 و خاکستری نشان دهنده امتیاز تمرکز کمتر از 

1 کانون/mm2 است. b( نمودار پراکندگی دو جزء اول PCA )که برای 304 بیمار pSS و HV 330 انجام شد( که خوشه‌های مشخصی را در ژن امضا نشان می‌دهد. HV )نقطه 
خاکستری( با خوشه C2 )نقطه زرد( اشتباه گرفته می‌شود. c 20 مسیر متعارف مهم برای هر خوشه. نمودارهای رادار بر اساس log (p-value)- )آزمون دقیق فیشر( مرتبط با 

مهم‌ترین مسیرهای هر خوشه نشان داده می‌شوند. C1 )صورتی(، C3 )سبز(، C4 )آبی(.
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ســپس ارزیابی کردیم که آیا متغیرهــای کمکی مانند 
درمان‌های سیســتمیک می‌توانند خوشه‌بندی مبتنی بر 
ترنســکریپتوم را هدایت کنند یا خیر. در واقع، نیمی از 
بیمــاران pSS در زمان ویزیت با داروهــای ضد مالاریا، 
سرکوب‌کننده‌های ایمنی یا استروئیدها تحت درمان قرار 
گرفتند که از نظر آماری تفاوت معنی‌داری در توزیع بین 
چهار خوشــه وجود داشت )p-value برای ضد مالاریا به 
ترتیب 0.002 بود، 0.001 > برای ســرکوب کننده‌های 
ایمنی و اســتروئیدها( )جدول 2(. در مقایسه با 3 خوشه 
دیگر، نسبت بیشتری از بیماران تحت درمان با داروهای 
ضد مالاریا در C2 و نســبت بیشتری از بیماران دریافت 
 C4 کننده ســرکوب‌کننده‌های ایمنی یا استروئیدها در
مشــاهده شــد. مهمتر از همه، آنالیز حساسیت بیماران 
تحت درمان در مقابل بیماران درمان نشده در هر خوشه 

هیچ تاثیری از درمان ها بر توزیع خوشه نشان نداد.

 pSS خوشه‌های  عملکردی  مسیر  دقیق  آنالیز 
فردی

برای بررســی فرآیندهای مولکولی و عملکرد بیولوژیکی 
 ،pSS آنهــا در زیربنای هــر یک از خوشــه‌های بیماران
امضاهای ژن‌های بیان شــده متفاوت )DEG( در مقایسه 
با HV با اســتفاده از Limma در 4 خوشــه ارزیابی شد. 
متعاقباً از آنالیز مســیر هوشــمندی )IPA( برای تعیین 
 p مســیرهای متعــارف بی‌نظــم قابل‌توجهی بــا مقدار
تنظیم‌شده بنجامینی-هوخبرگ  (FDR) ≥ 0.05 و تغییر 
برابر مطلق 1.5 ≤ (FC) اســتفاده شــد. در نتیجه، 284 
 C4 و 1686 درجه در C3 درجه در C1، 301 درجــه در

معنی‌دار بود.
 HV در مقایســه با C2 در DEG از آنجایــی که هیــچ
مشاهده نشد، تنها C1، C3 و C4 از نظر عملکردی تفسیر 
شــدند. 20 مسیر متعارف مهم در هر امضای DEG ارائه 
شده‌اند و مســیرهای مربوط به پاسخ‌های ایمونولوژیکی 
 1c غنی‌شــده‌تر به‌عنوان نمودارهای راداری در شــکل
گزارش شــده‌اند. در حالی که هر 3 خوشــه در ژن‌های 
دخیل در پاســخ‌های ضدویروســی و ضدباکتریایی غنی 
شــده بودند که نشــان‌دهنده یک پروفایل فعال‌سازی با 
 IFN عمدتاً با مسیرهای مرتبط با C1 ،واسطه ذاتی است
از جمله ســیگنال‌دهی IFN، نقش گیرنده‌های تشخیص 
الگو برای باکتری‌ها و ویروس‌ها و تنظیم کننده اینترفرون 

غنی شــد. فعال ســازی فاکتور )IRF( قابل توجه، C3 و 
C4 بیشتر با تغییرات در شــبکه‌های بیولوژیکی مرتبط 
با ایمنی تطبیقی ​​مشــخص شــدند. به طور خاص، فعال 
شدن قابل توجه مسیرهای متعارف مربوط به فعال سازی 
ســلول B مانند سیگنال دهی گیرنده سلول B، و توسعه 
ســلول B در C3 مشاهده شــد. علاوه بر این، آنالیزهای 
مقایســه‌ای شواهدی برای تنظیم بالا سیگنالینگ IL7 و 
فعال ســازی LXR/RXR در C3 در مقایسه با C1 ارائه 

کردند.
 DEG اندوتیپ با بیشترین تعداد C4 ،جالب توجه اســت
در مقایســه با HV با مســیرهای متعارف بسیار ناهمگن 
بود. آنالیز مســیر ابتکاری فعال شدن مسیرهای مربوط 
به لنفوســیت‌های T و B را تایید کرد که منعکس کننده 
فعال ســازی Th1 و Th2، ســیگنال دهی گیرنده سلول 
B، همراه با علائم التهابی برجســته اســت که به ویژه با 
 IL-10 و IL-6( سیگنال دهی ســیتوکین مرتبط است

.)STAT-3 مسیر ،IL-15 سیگنالینگ، تولید
آنالیز بیشــتر تنظیم کننده بالادســتی فعال شدن قابل 
 CpG را در هر ســه خوشــه، و همچنین IFN-α توجه
ODN در C3 و LPS، IFNγ، TNF-α، و IL-4 در C4 را 
پیش‌بینی کرد، که فعالیت سلول B و پاسخ‌های التهابی 
را به ترتیب در C3، C3 و C4 برجسته‌تر کرد. در حالی که 
C2 هیچ DEG را در مقایسه با HV نشان نداد، 14 ژن در 
بیماران C2 به طور متفاوتی برای آنتی‌بادی‌های SSA در 
 DEG 2 مثبت بیان شد در حالی که تنها HV مقایسه با
 C2 منفی یافت شــد. این بیماران C2 SSA در بیماران
مثبت SSA با غنی‌سازی قابل‌توجهی در ژن‌های مرتبط 
 IFI44، IFI44L، IFI6، از جمله HV در مقایسه با IFN با
 IFIFT1، IFIT3، ISG15، MX1، OAS3، SERPING1

و SIGLEC1 مشخص شدند.
برای مشــخص کردن بیشــتر تنوع خوشه‌ای بیماران در 
ســطح مولکولی، ما از مجموعه مدولار رونوشــت خون 
کــه اخیراً بــر روی طیــف گســترده‌ای از بیماری‌ها و 
وضعیت‌های پاتولوژیک ایجاد شده است، استفاده کردیم. 
مورد دوم شــامل 382 ماژول ترنســکریپتوم بر اســاس 
الگوهای بیان مشترک ژن در 16 بیماری و 985 پروفایل 
رونوشــت منحصر به فرد اســت. باز هم، هیچ تجمعی به 
طور متفاوت در C2 یافت نشــد که پروفایل سالم مانند 
 IFN ایــن بیماران را تأیید کند، در حالی که یک امضای
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جدول 2 آنالیز توصیفی پارامترهای بالینی توسط خوشه سندرم شوگرن اولیه.

C1 (n = 101)C2 (n = 77)C3 (n = 88)C4 (n = 38)p-value

n101778838سن و سال

 SD 14.7900.10 ± 12.03263.105 ± 13.68857.250 ± 13.70558.805 ± 57.327میانگین

n101778838جنسیت

n (%)96 (95.05)71 (92.21)81 (92.05)34 (89.47)0.70زن

n101768837سن شروع، سال

 SD 16.0530.071 ± 12.68751.739 ± 14.53247.606 ± 14.47550.428 ± 45.663میانگین

n101768837مدت بیماری، سال

 SD 8.520.02994 ± 7.21012.625 ± 7.33610.183 ± 8.9218.965 ± 12.247میانگین

فعالیت بیماری 
)*PGA(

n94718536

 SD 20.6460.092 ± 18.76631.556 ± 17.69823.212 ± 20.53522.718 ± 27.245میانگین

ESSDAIn70524427

 SD 6.8280.10 ± 4.0176.370 ± 4.5944.227 ± 5.9593.731 ± 5.029میانگین

ESSPRIn56433021

 SD 1.8030.87 ± 2.7034.937 ± 2.4295.300 ± 2.4605.031 ± 4.833میانگین

n98778638آرتروز

n (%)39 (39.80)18 (23.38)20 (23.26)12 (31.58)0.016گذشته

حال 
حاضر 

n (%)2 (2.04)3 (3.90)4 (4.65)5 (13.16)

n96292114امتیاز تمرکز < 1

n (%)39 (40.63)28 (96.55)17 (80.95)12 (85.71)0.4بله

n101778838ضد SSA مثبت

n (%)99 (99.00)56 (72.72)87 (98.86)31 (81.57)<0.001بله

n100778638

n (%)61 (61.00)12 (15.58)39 (45.35)11 (28.95)<0.001بله

n

(%) nبله

n97738638هیپرگاماگلوبولینمی

n (%)23 (23.71)8 (10.96)9 (10.47)3 (7.89)<0.001گذشته

حال 
حاضر 

n (%)44 (45.36)10 (13.70)41 (47.67)7 (18.42)
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جدول 2 آنالیز توصیفی پارامترهای بالینی توسط خوشه سندرم شوگرن اولیه.

شاخص‌های التهابی 
غیرطبیعی

n100778738

n (%)28 (28.00)13 (16.88)20 (22.99)12 (31.58)0.003گذشته

حال 
حاضر 

n (%)35 (35.00)11 (14.29)22 (25.29)10 (26.32)

 C3 کاهش سطحn93748235

n (%)13 (13.98)5 (6.76)11 (13.41)4 (11.43)0.8گذشته

حال 
حاضر 

n (%)7 (7.53)4 (5.41)5 (6.10)3 (8.57)

C4 کاهش سطحn93748235

n (%)13 (13.98)3 (4.05)9 (10.98)4 (11.43)0.10گذشته

حال 
حاضر 

n (%)10 (10.75)3 (4.05)3 (3.66)4 (11.43)

n98778838کراتینین غیر طبیعی

n (%)10 (10.20)4 (5.19)-2 (5.26)0.009گذشته

حال 
حاضر 

n (%)5 (5.10)2 (2.60)7 (7.95)6 (15.79)

n65585625nپروتئینوری

در حد 
متوسط

n (%)5 (7.69)2 (3.45)1 (1.79)3 (12.00)0.093

—n (%)5 (7.69)—3 (5.36)گذشته

استفاده کنونی از 
داروهای ضد مالاریا

n101778838

n (%)33 (32.67)42 (54.55)24 (27.27)15 (39.47)0.002بله

استفاده فعلی از 
داروهای سرکوب 

کننده ایمنی
n101778838

n (%)17 (16.83)14 (18.18)7 (7.95)15 (39.47)<0.001بله

استفاده کنونی از 
استروئیدها

n101778838n

n (%)23 (22.77)14 (18.18)10 (11.36)23 (60.53)<0.001بله

n: تعداد بیماران با اطلاعات موجود،
.PGA:  Physician Global Assessment)*(

آزمون‌های آماری انجام‌شده: آزمون کای‌دو استقلال برای متغیر طبقه‌بندی و آزمون کروسکال-والیس برای متغیر ادامه.
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تنظیم‌شده بالا در C1، C3 و C4 غالب بود )شکل 2(. در 
C4، ماژول‌های القا شده شامل ژن‌های مرتبط با التهاب 
و نوتروفیل‌ها هستند. به عنوان بالاترین فنوتیپ التهابی، 
C4 با هیپرسیتوکینمی/هیپرکموکینمی مشاهده شده در 
ماژول ها (M13.16، M15.84، M16.80) همراه اســت 
که با تنظیم مثبت مــاژول مرتبط با TNF (M16.47) و 
کاهش میزان ماژول مرتبط با TGFβ (M16.65) )شکل 
2(. برخی از ماژول‌ها کمتر بیان شده بودند، مانند آن‌هایی 
 (M12.7، M11.1، M13.28، که با هر دو سنتز پروتئین
(M14.80، سلول‌های B (M13.27، M12.8) و سلول‌های 
T (M15) مرتبط هستند. ژن‌هایی که عمدتاً در C1 بیان 
 A33،( می‌شوند نیز در پاســخ‌های التهابی و نوتروفیل‌ها
A35(، به موازات امضای ســلول‌های B و T تنظیم‌شده 
پاییــن دخیل بودند. عــاوه بر ایــن، ماژول‌های فرعی 
مجزا که در جهت‌هــای مخالف بیان می‌شــوند، امکان 
تمایــز عملکردی C1 و C3 را فراهــم می‌کنند. بیماران 
از C3 بیــان کمتر قابل توجهــی از ماژول‌های مربوط به 
گلبول‌های قرمز (M9.2، M11.3 ؛A37) و سیتوکین ها / 
کموکاین ها (M15.84، M13.16 ؛A35) و افزایش بیان 

در برخی از سلول‌های B را نشان دادند. 

IFN امضاهای
مطابق با ادبیات، غنی‌ترین مسیری که به طور قابل‌توجهی 
تایید شــده است که در هر سه خوشه تنظیم شده است، 
مسیر سیگنالینگ IFN بود )شکل 2(. در SLE، چیچه و 
همکاران. قبلًا ســه ماژول مشروح IFN (M1.2، M3.4 و 
M5.12( را از داده‌های رونوشت خون محیطی شناسایی 
کرده‌اند که برای هر ماژول یک آستانه فعال‌سازی متمایز 
وجود دارد. ژن‌های درون ماژول M1.2 توسط IFNα القا 
 M3.4 و M1.2 می‌شوند، در حالی که سایر ژن‌های هر دو
توســط IFNβ تنظیم می‌شــوند، که مربــوط به امضای 
IFN نوع I اســت. ژن‌هــای M5.12 به تنهایی توســط 
 IFNγ ضعیف القا می‌شــوند، اما توســط IFNβ و IFNα
مشخص‌کننده امضای IFN نوع II تنظیم می‌شوند. علاوه 
بر این، ترنســکریپتوم متعلق به M3.4 و M5.12 تنها به 
طور کامل توســط ترکیبی از IFNهای نوع I و نوع II القا 
شدند. کیرو و همکاران مشــاهدات مشابهی انجام داد و 
ژن‌هایی را شناســایی کرد که ترجیحاً توســط IFNα یا 
IFNγ12 القا می‌شوند. سپس امتیازهای z مختلف بر این 
اســاس برای مشخص کردن بیشتر امضای IFN مشاهده 
شده در خوشه‌های مختلف محاسبه شد )شکل 3(. تمام 
IFN z-نمرات تا حدی در C2 در مقایسه با HV افزایش 

الگوهای  از مهم‌ترین  آمد، یکی  به دست   BloodGen3Module R بسته  با  نقشه حرارتی که  را متمایز می‌کند. هر   pSS ماژول‌های مختلف، چهار خوشه  فراوانی  الگوهای  شکل 2: 
 ،IFN نشان می‌دهد. . این الگوها با ماژول‌های مرتبط با )HV( را در مقایسه با 330 داوطلب سالم pSS (C1: 101، C2: 77، C3: 88، و C4: 38) متمایزکننده چهار خوشه 304 بیمار
نوتروفیل ها، التهاب، سیتوکین ها/کموکاین ها، سنتز پروتئین، گلبول‌های قرمز، مونوسیت ها، سلول‌های B و سلول‌های T مطابقت دارند. ستون‌های این نقشه حرارتی مربوط به 
خوشه‌ها هستند. هر ردیف مربوط به یکی از ماژول‌های مرتبط با الگو است. برای هر ماژول، درصد افزایش ژن )از 0 تا 100( و ژن کاهش یافته )از 0 تا 100( محاسبه شد. یک نقطه 
قرمز روی نقشه حرارتی نشان‌دهنده افزایش فراوانی رونوشت‌های متشکل از یک ماژول معین برای یک خوشه معین است. یک نقطه آبی نشان دهنده کاهش فراوانی رونوشت ها 

است. عدم وجود رنگ نشان دهنده عدم تغییر است.
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شکل 3: 4 خوشه pSS امضای معمولی IFN را مطابق با امتیازهای z مدولار IFN نشان می‌دهند. آنالیز امتیاز IFN برای 304 بیمار pSS و 330 داوطلب سالم )HV( انجام شد. تقسیم 
مجدد نمونه‌ها از 4 خوشه pSS با توجه به مشخص‌ترین امتیازات z ماژول IFN نشان داده شده است. ژن‌های )IFI44، IFI44L، IFIT1 و MX1( ماژول M1.2 (a) توسط IFNα القا می‌شوند، 
در‌حالی‌که ژن‌های M1.2 و M3.4 (b) (ZBP1، IFIH1، EIF2AK2، PARP9 و GBP4( توسط IFNβ تنظیم می‌شوند. )c( ژن‌ها )PSMB9، NCOA7، TAP1، ISG20 و SP140( از ماژول 
M5.12 به تنهایی توسط IFNα و IFNβ ضعیف القا می‌شوند در حالی که توسط IFNγ تنظیم می‌شوند. علاوه بر این، رونوشت‌های متعلق به M3.4 و M5.12 تنها به طور کامل توسط 

ترکیبی از IFNs نوع I و نوع II القا شدند. ماژول‌های دیگر ژن‌هایی را که ترجیحاً توسط IFNα (IFIT1، IFI44 و EIF2AK2) (d( یا IRF1، GBP1) IFNγ و SERPING1( القا می‌شوند 
شناسایی کردند)e(. نتایج آزمون مجموع رتبه ویلکاکسون جفتی دو دم نشان داده شده است. نمودارها میانه را با نوارهای خطا نشان می‌دهند که محدوده بین چارکی را نشان می‌دهد.

یافت. در راستای ســیگنال قوی مشاهده شده، بیماران 
C1 بالاتریــن نمرات نوع I و II را داشــتند. جالب توجه 
 C4 بالاتری نســبت به I نوع IFN امتیاز C3 اســت که
داشــت اما این 2 خوشــه برای نمره IFN نوع II تفاوتی 
نداشتند. آنالیز بالادست C4 DEG IFNγ را به عنوان یک 
تنظیم کننده مهم پیش بینی کرد که نشان می‌دهد فعال 

سازی IFN نوع II در C4 برجسته بود.

آنالیز مطالعه ارتباط ژنومی
ما بررســی کردیم که آیــا خوشــه‌ها تفاوت‌هایی را در 
 pSS مشــارکت ژنتیکی آلل‌های خطر شــناخته شده با
نشان می‌دهند. حتی در گروه متوسط ​​​​از بیماران تجزیه و 

تحلیل شده )pSS 304 و HV 330(، ما به طور واضح )با 
سیگنال‌های سطح معنی‌داری گسترده ژنوم (10-8 × 5> 
35 پلی مورفیســم تک نوکلئوتیدی )SNPs( در C1 در 
مقایســه با تنها شش در C3 شناسایی کردیم. و یکی در 
C4 )شــکل 4a(. جالب توجه است که هیچ غنی سازی 
قابل توجهی در C2 یافت نشد. SNP 35 ارزیابی شده در 
 HLA-DQB1،( در ژن‌های مرتبط با سیستم ایمنی C1
 ،)HLA-DQA1، HLA-DRA، HLA-C، HLA-G
انتقال ســیگنال )NOTCH4(، زیست‌شناســی رشدی 
)POU5F1(، یافت می‌شــوند. بیــان ژن )DDX39B( یا 
چرخه سلولی )TUBB(. وجود چنین پیوندهای ژنتیکی 
قابــل توجهی قبلًا در خوشــه‌هایی از بیمــاران بیماری 
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خودایمنی سیستمیک که مســیر بیماری مولکولی آنها 
مســیر IFN نوع I است، مشاهده شــده است. علاوه بر 
این، ارتباط قــوی SNPها با ژن‌های HLA کلاس II در 
بیماران SLE با سطح بالایی از آنتی‌بادی‌ها گزارش شد. 
یــک SNP (rs2734583) با C1 و C3 مشــترک بود و با 
 ،DDX39B ،مرتبط است. شایان ذکر است DDX39 ژن
پروتئین کدگذاری شــده توسط این ژن، برای جلوگیری 
از تشــکیل dsRNA در طول عفونت ویروس آنفولانزای 
A مورد نیاز اســت و در نتیجه از فعال شــدن سیســتم 
IFN نــوع I جلوگیری مــی کند. پنــج SNP دیگر در 
 HLA-DQA، HLA-DRA (2 SNP)، عبارتنــد از C3
 C4 که در SNP (rs2247056) تنها .HCG23 و BTNL2
یافت شــد، همچنین با C1 مشترک است، در اینترون 1 
 SLE قــرار دارد و قبلًا با خطر ابتلا به LINC02571 ژن

مرتبط بود.
عدم تعادل پیوندی یک ارتباط غیر تصادفی از آلل‌ها در 
جایگاه‌های مختلف در یک جمعیت معین اســت. هنگام 
آنالیز عدم تعادل پیوندی )شکل 4b( در 35 جایگاه‌های 
SNP شناسایی شــده در C1 و واقع در کروموزوم 6 )از 
پایه 29809362 تا 32681631(، سه SNP به شدت در 
مکان  HLA-DQA1 (rs919,29,29,29,2927rs)مرتبط 
 HLA-DRA| HLA-DQA1 در لوکوس SNP بودند. پنج
 (rs7195، rs1041885، rs3129890، rs9269043،
 HCG27| لوکــوس  در   SNP ســه  و   rs7749057)
 .HLA-C  (rs3130473، rs2394895 و rs3130467)
دو منطقــه دیگر حاوی SNPهای مرتبط قوی هســتند. 

لوکــوس NOTCH4|C6orf10 دارای پنج SNP مرتبط 
 rs3130347، rs204991، rs3132935، rs7751896،(
 DDR1 لوکــوس   IER3 | همچنیــن  و   rs9268220)
 (rs3094122، rs6911628، rs3094112، rs2517576،

(rs3095151 را ارائه کرد.

آنالیز متیلاسیون
آنالیز متیلاســیون با بنجامینی هوچبرگ FDR < 0.1 و 
ΔBeta مطلق 0.075 < انجام شد. تنها دو موقعیت متیله 
متفاوت )DMPs( مربوط به دو ژن در C2 یافت شد. آن 
DMPها با 3 خوشــه دیگر مشترک بودند )شکل 5a( و 
در ساحل TSS1500 ژن NLRC5 و در UTR‹5 ژن کد 
کننده MX1، دو ژن درگیر در امضای IFN، قرار داشتند. 
NLRC5 از طریــق مهار فعال شــدن NF-kappa-B و 
تنظیم منفی مسیرهای ســیگنالینگ نوع I IFN نقشی 
در پاسخ ســیتوکین و ایمنی ضد ویروسی ایفا می کند. 
MX1 یک GTPase دینامیک ناشی از IFN را با فعالیت 
ضد ویروسی کد می کند که به عنوان یک نشانگر زیستی 
قابل اجرا بالینی برای شناســایی IFN نوع I سیستمیک 

در pSS19 پیشنهاد شده است.
DMP 145 مربــوط بــه 87 ژن و DMP 96 مربوط به 
56 ژن بــه ترتیب در C1 و C3 یافت شــد، در حالی که 
وضعیت متیلاســیون نابجا بــا DMP 8445 مربوط به 
3636 ژن C4 را مشخص می کند )شکل 5a(. به منظور 
آزمایــش اینکه آیــا نقص متیلاســیون در C4 با درمان 
اســتروئیدی مرتبط اســت، ما 9 بیمار درمان نشده را با 

شکل 4: تجزیه و تحلیل ارتباط ژنومی خوشه ای )GWAS(. آنالیز  GWAS با استفاده از Plink، یک مجموعه ابزار آنالیز انجمن کل ژنوم منبع باز، با استفاده از رگرسیون لجستیک 
برای (C4: 38 و C1: 101، C2: 77، C3: 88) pSS 304 و 330 داوطلب سالم )HV( و هر خوشه با HV مقایسه شد. یک نمودار منهتن برای هر خوشه نشان داده شده است. b آنالیز عدم 
تعادل پیوند در جایگاه‌های SNP 35 شناسایی‌شده در C1 و واقع در کروموزوم 6 از پایه 29809362 تا پایه 32681631. ضریب همبستگی R2 و نقشه حرارتی عدم تعادل پیوند به 

ترتیب با بسته‌بندی Plink و oncofunco R به دست آمدند. قوی ترین ارتباط بین SNP ها مشروح شده است.
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17 بیمار تحت درمان مقایسه کردیم. هیچ CpG با مقدار 
p تنظیم شده بنجامینی-هوشبرگ FDR < 0.1 به طور 
متفاوت در بیماران درمان شــده در مقایســه با بیماران 
درمان نشــده متیله نشــد. یک هیپومتیلاسیون جهانی 
 C1، برای همه خوشــه ها مشاهده شد )٪89.6 در CpG
٪100 در C2، 67.7٪ در C3 و ٪80.4 در C4(. از آنجــا 
که متیلاســیون DNA از نظر عملکردی مهم در نواحی 
 DMP رخ می دهد، توزیع CpG20 پروموتــر و در جزایر
در مناطق مختلف ژنومی مورد بررسی قرار گرفت )شکل 
 C3 در ناحیه پروموتر در DMPs 5(. نمایش بالاتری ازb
(٪36.4) و C1 (33.1٪) در مقایسه با C4 (29.1٪) یافت 
شد. نتیجه نمایش کمتر DMPs در مناطق بین ژنی برای 
C3 (8.8٪) در مقایسه با C1 (22.8٪) و C4 (23.1٪) بود. 
برای به دست آوردن بینش در مورد این الگو، ما پروب‌ها 
را بر اســاس جزایر CpG تقسیم کردیم. سواحل )مناطق 

تا 2 کیلوبایت از جزیره CpG(، قفســه ها )مناطق از 2 تا 
4 کیلوبایت از جزیــره CpG( و دریای آزاد )بقیه ژنوم(. 
٪21.8 از DMPs برای C3 در جزایر CpG در مقابل 6.9 

و ٪7.4 برای C1 و C4، به ترتیب قرار داشتند.
برای شناســایی قوی‌تریــن و قابــل توجه‌ترین علامت 
ژن‌هــای هیپو و هیپر متیله، بــرش ΔBeta را در 0.15 
 13 DMP ،های هیپومتیلهCpG ثابت کردیم. با توجه به
در C1، 17 در C3 و 1194 در C4 یافت شد که به ترتیب 
مربوط به 10، 11 و 761 ژن هیپومتیله اســت. پنج ژن 
با DMPهای هیپومتیله در این 3 خوشــه مشترک بودند 
)IFI44L، IFIT1، MX1، PARP9 و PLSCR1( )شکل 
5c(، که مربوط به ژن‌هایی است که برهمکنش‌های قوی 
 HV 6(. این ژن ها در مقایسه باd ارائه می‌دهند )شــکل
به طور قابل توجهی در C2 هیپومتیله شدند. قابل توجه، 
 HLA-A، DDX60، CMPK2، IFITM1( 5 ژن اضافی

شکل 5: تجزیه و تحلیل متیلاسیون امضای قوی IFN در C1 و C3 را تأیید می‌کند و وضعیت متیلاسیون نابجا را در C4 نشان می‌دهد. آنالیز  متیلاسیون خون کامل برای 226 بیمار 
(C4: 26 و ،C1: 81، C2: 57، C3: 62) pSS و 175 داوطلب سالم )HV( انجام شد که مقایسه‌های زوجی بین هر خوشه و HV انجام دادند. یک نمودار ون که همپوشانی سایت‌ها و ژن‌های 

 TSS ،1 اگزون (IGR)، 5’UTR، بین ژنی ،UTR›3 ،در مناطق مختلف ژنومی )بدنه ژنی DMP مطلق 0.075 < نشان می‌دهد. توزیع ΔBeta متیله‌شده متفاوت را بین 4 خوشه با CpG

 IFN مطلق 0.15 < بین سه خوشه ΔBeta هیپومتیله و ژن‌ها را با CpG نمودار ون که همپوشانی c قفسه، ساحل و باز دریا ،CpG به جزیره CpG ؛ و با توجه به تراکمTSS 200 1500 و
.)f. 0.15، FC ≥ 1.5 .با قطع اطمینان 0.4 هیپومتیله شده است STRING توسط تجزیه و تحلیل C3 و C1 شبکه تعامل 10 ژن مشترک IFN نشان می‌دهد. امضای
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و NLRC5( برای C1 و C3 مشــترک بودند و همچنین 
به شــدت با ژن‌های قبلی مرتبط بودند، و امضای IFN را 
در این دو خوشــه تقویت می کردند )شکل 5e(. این 10 
ژن رایج هیپومتیله در پاسخ‌های دفاعی به ویروس نقش 

دارند و توسط IFN21 القا می شوند.
756 ژن هیپومتیلــه باقی مانده در C4 عمدتاً با مســیر 
 CpG دگرانولاســیون نوتروفیل مرتبط بودند. با توجه به
 C4 41 مربوط بــه 25 ژن تنها در DMP ،هایپــر متیله
یافت شــد. این ژن‌ها عمدتــاً در انتقــال ZAP-70 به 
 CD3 سیناپس ایمونولوژیک، فسفوریلاسیون زنجیره‌های
از جمله زتا، فعال‌سازی پلاکت‌ها، سیگنال‌دهی و تجمع، 

هموستاز و سیگنال‌دهی PD-1 نقش دارند.

با ترکیب آنالیزهای رونویســی )FC≥ 1.5( و متیلومیک 
)ΔBeta مطلق 0.15 <(، ترنســکریپتوم 8، 8 و 126 ژن 
بــه ترتیب در ارتباط با کاهش وضعیت متیلاســیون در 
C1، C3 و C4 افزایش یافتند. 5 ژن مشــترک هیپومتیله 
شــده قبلی که در ســیگنال دهی IFN دخیــل بودند 
نیز در ســطوح رونویسی در 3 خوشــه بیان شده بودند. 
بیان بیش از حد رونوشت به شــدت با هیپومتیلاسیون 
 C4 و بــه میــزان کمتر در C3 (8/11) و C1 (8/10) در
(126/761) همــراه بود. از بیــن 126 ژن از C4، 21 ژن 
در دگرانولاســیون نوتروفیل نقش داشتند که مطابق با 
Reactome Pathway Database22 )شــکل 5f( مرتبط 
ترین مســیرها را تشــکیل می دهد. تنها 6/25 رونوشت 
در ارتباط با افزایش وضعیت متیلاسیون ژن‌های آنها در 
 CD247، CD3G، CDC25B،( این خوشــه سرکوب شد

.)CXCR6، TBC1D4، UBASH3A

آنالیز فلوسایتومتری
همانطــور کــه تغییــرات قابــل توجهــی در الگوهای 
لکوسیت‌های خون محیطی قبلًا شرح داده شده است، ما 
سپس ترکیب زیر مجموعه‌های لکوسیتی را در خوشه‌های 
مختلف بررســی کردیم. )شکل 6a&b(. در C2، فرکانس 
و اعــداد مطلق مشــابه HV در تمام زیــر مجموعه‌های 
مختلف تحلیل‌شده بودند. افزایش در فرکانس مونوسیت 
ها و لنفوسیت ها C3 را مشــخص می‌کند، در ارتباط با 
افزایش قابل توجه فرکانس سلول‌های B. در همان زمان، 

یک لنفوپنی که عمدتاً بر ســلول‌های T تأثیر می گذارد 
در C1 یافت شــد. در نهایت، متمایزترین خوشه از نظر 
توزیع و تعداد مطلق ســلول ها C4 است. به طور خاص، 
C4 بــا درصدهای بالاتر و اعداد مطلــق PMN )به ویژه 
نوتروفیل‌ها( در خون محیطی در مقایســه با سایر خوشه 
ها و HV مشــخص شــد. برعکس، درصد لنفوســیت‌ها 
)ســلول‌های B و T( و مونوسیت‌ها در C4 در مقایسه با 
گروه شاهد یا سایر خوشه‌ها به طور قابل توجهی کاهش 
یافــت. در نهایت، فرکانس‌های پایین‌تــر و اعداد مطلق 

بازوفیل‌ها و DCها نیز در این خوشه یافت شد.
سپس یک آنالیز دقیق از زیرجمعیت‌های سلولی مختلف 
انجام شد. اول، مونوسیت‌ها یک جمعیت سلولی ناهمگن 
را از نظر فنوتیپ و عملکرد نشان می‌دهند. بر اساس بیان 
CD14 و CD16، 3 زیر مجموعه مونوســیتی را می‌توان 
 ،(CD14++CD16–) تعریف کرد که شــامل کلاســیک
کلاســیک  غیــر  و   (CD14++CD16+) متوســط ​​
(++CD14+CD16) می‌شــود. مونوسیت‌های کلاسیک 
برای پاســخ التهابی اولیه حیاتی هســتند، می‌توانند به 
ماکروفاژهــا در بافت تمایز پیدا کنند و به بیماری مزمن 
کمک کنند. مونوســیت‌های میانی سلول‌های فاگوسیتی 
بســیار بالایی هســتند که ســطوح بالایــی از ROS و 
مونوســیت‌های  تولیــد می‌کنند.  التهابی  واســطه‌های 
غیر کلاســیک به طور گســترده‌ای به عنوان ضد التهاب 
تلقی می شــوند، زیرا هموستاز عروقی را حفظ می‌کنند 
و اولین خط دفاعی را در شناســایی و پاکســازی پاتوژن 
ها تشــکیل می‌دهند. جالب توجه است، فراوانی و تعداد 
مطلق مونوســیت‌های میانی در C1 و C3 افزایش یافت 
در حالی که فراوانی مونوســیت‌های کلاسیک در مقایسه 
با 2 مورد دیگر کاهش یافت و زیرمجموعه غیرکلاسیک 
به طور قابل توجهی در C4 در راســتای پاســخ التهابی 

مشاهده‌شده در این‌ خوشه‌های مختلف کاهش یافت. 
دوم، ســلول‌های NK با بیان CD56 و فقدان کمپلکس 
CD3-TCR تعریف می شــوند. علاوه بر این، بر اســاس 
سطوح بیان CD16 و CD56، آنها در دو زیر مجموعه طبقه 
 .CD56loCD16hi و CD56hiCD16lo :بندی می شوند
زیرمجموعه ســلول NK اخیر، سمیت سلولی طبیعی و 
وابســته به آنتی بادی را واسطه می‌کند و سطوح بالایی 
از پرفورین و افزایش کشــتار را نشان می‌دهد. در مقابل، 
ســلول‌های CD56hiCD16lo NK بــا ســطوح پایین 
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پرفورین مشــخص می‌شــوند و در درجه اول برای تولید 
ســیتوکین از جمله IFN26،27 تخصصی هستند. بر این 
اساس، فرکانس سلول‌های CD56hiCD16lo NK بیش 
از CD56loCD16hi در C4، C1، C3 و به میزان کمتری 
در C2 افزایــش یافت. این ممکن اســت تا حدی تنظیم 
بالا سیتوکین ها و مسیرهای اینترفرون را در خوشه‌های 
بیماری توضیح دهد. اگرچه تصور می‌شود که سلول‌های 
دندریتیک پلاسماســیتوئید )pDCs( نمایانگر سلول‌های 
اصلــی تولیدکننده IFNα هســتند، هیــچ تفاوتی بین 
خوشــه‌ها مشاهده نشــد و کاهش آنها در خون محیطی 

بیماران pSS در مقایسه با HV28 تأیید شد.

آنالیز سیتوکین
ما متعاقبــاً ارزیابی کردیم که آیا خوشــه‌های pSS نیز 
تفاوت‌هایــی را در پارامترهــای سیســتمیک التهــاب، 
مانند ســیتوکین‌ها، کموکاین‌ها و ســایر عوامل محلول 
 IFNγ 6(. پروتئین القا شده باc نشــان می‌دهند )شــکل
 TNFα و CCL8/MCP-2 و همچنین (CXCL10/IP-10)
در C1 و C3، یعنی دو خوشــه اصلــی مرتبط با امضای 

 ،IL-1 RII ،قــوی، افزایش یافتند. در همــان زمان IFN
،IL-1 گیرنده طعمه برای ســیتوکین متعلق به خانواده 
 در C1 و C3 تنظیــم شــد. بــه طور کلــی، C1 تا حد 
زیــادی در CXCL13/BLC، IL-6 و IL-1RA غنــی 
شــد. ســطوح MMP-8، یک پروتئاز که عمدتاً توسط 
 C4 در HV نوتروفیــل ها بیان می شــود، متفــاوت از
نبــود اما در خوشــه‌های دیگر کمتر بود. توجه داشــته 
CXCL10/ باشــید، بســیاری از ســایتوکاین‌ها ماننــد

در   GDF15 و   IP-10، CXCL13/BLC، BAFF
همه خوشــه‌ها از جمله C2 در مقایســه با HV افزایش 
 یافته‌اند. بــا این حال، هیچ تفاوتی بین خوشــه‌ها برای
 CRP، Fas Ligand، CCL13/MCP-4، CCL4/MIP-

 1β، CCL17/TARCو TGFβ یافت نشد.
برای تأیید اینکه بیماران دارای امضای فعال IFN دارای 
IFN نوع I در گردش هستند، ما سطوح IFNα در پلاسما 
را با اســتفاده از فناوری آرایه تــک مولکولی Simoa در 
بیماران pSS و HV اندازه‌گیری کردیم. ســطح متوسط ​​

 530 و   fg/ml )177-1744(  807 پلاســما  در   IFNα
)fg/ml )106-1033 در C1 و C3 بــود، در حالــی که 

 C1:( آنالیز فلوسایتومتری برای 283 بیمار .)HV( شکل 6: توزیع زیر مجموعه سلولی در خون و سیتوکین‌ها، کموکاین‌ها و واسطه‌های التهابی در سرم در 4 خوشه و داوطلبان سالم
(C4: 36 و ،C2: 71، C3: 80 ،96 و HV 309 انجام شد. 2 نقشه حرارتی توزیع میانگین زیرمجموعه‌های سلول‌های خونی را در فرکانس )٪100-0( و در اعداد مطلق )در هر میکرولیتر 

خون( در 4 خوشه و HV ارزیابی شده توسط فلوسایتومتری نشان می‌دهد. ستون‌ها خوشه‌ها و HV را نشان می دهند و ردیف ها زیر مجموعه‌های مختلف سلول هستند. ستاره به این 
معنی است که خوشه )یا HV( از نظر آماری با بقیه متفاوت است. b داده‌های فلوسایتومتری نشان داده شده توسط نمودارهای میله‌ای نسبت انواع سلول در هر خوشه. c واسطه‌های 
سرمی برای 192 بیمار pSS (C1: 67، C2:48، C3: 61، C4:16) و HV 171 مورد تجزیه و تحلیل قرار گرفت. توزیع بیمار و HV با توجه به هر متغیر تجزیه و تحلیل شده در روش ها 
توضیح داده شده است.CXCL13/BLC، FAS Ligand، GDF-15، CXCL10/IP-10، CCL8/MCP-2، CCL13/MCP-4، CCL4/MIP-1β، MMP-8، CCL17/TARC، IL-1 RII، TNF- RI  و 
IL1-RA با استفاده از سیستم Luminex اندازه گیری و به صورت pg/ml بیان شدند. محلول MMP-2، CRP، TNFα، IL-6، BAFF، و TGFβ با روش ایمونواسی آنزیم ساندویچ کمی اندازه 

گیری شد و به صورت pg/ml بیان شد. سطوح غلظت سیتوکین یا کموکاین برای هر خوشه با HV مقایسه شد. اهمیت آماری با استفاده از یک آنالیز واریانس یک طرفه و به دنبال 
آن آزمون توکی پس از آن تعیین می شود. اهمیت بین خوشه و HV به صورت گلوله ای از کوچک )غیر معنی دار( تا بزرگ )معنی دار( نشان داده می شود. جهت ارتباط به عنوان 

z-score نشان داده می شود که در آن گلوله قرمز به سمت بالا تنظیم می شود و گلوله آبی پایین تنظیم می شود.
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ســطوح در گردش در سایر خوشــه‌ها و HV نزدیک به 
 IFNα حد پایین اندازه‌گیری بود. جالب توجه اســت که
در ســرم با دو ماژول ترنسکریپتوم IFN (M1.2 و ماژول 
IFNα( که در شــکل 3 توضیح داده شده است، به ویژه 
در C1 و به میزان کمتر در C3 همبستگی مثبت داشت، 
که تایید کننده امضای IFN نوع I مشــاهده شده در این 
 C2 بیماران اســت. نکته قابل توجه، نیمی از بیماران در
ضد مالاریــا دریافت کردند و مطالعات قبلی نیز نشــان 
داده اند که اســتفاده از هیدروکســی کلروکین می‌تواند 
سطح گردش خون نوع I29,30 و نوع II31,32 را کاهش 
دهد. IFN z-scores. IFNα در سرم با ESSDAI ارتباط 
نداشت. اما سطوح بالاتر IFNα سرم با حوزه‌های خونی و 

بیولوژیکی ESSDAI مرتبط بود.

علائم بالینی و ویژگی‌های سرولوژیکی
ســابقه پزشــکی بیمــار و ویژگی‌های بیماری شــامل 
 pSS پارامترهای بالینی و ســرولوژیکی برای 304 بیمار
جمع آوری شــد. بیماران از C2 در مقایسه با بیماران از 

سایر خوشه ها، مدت زمان بیماری کمتری داشتند.
اگرچه ارزیابی جهانی پزشک )PGA( برای کل جمعیت 
جمــع‌آوری شــد، ESSDAI و ESSPRI فقط در مراکز 
خبره )بارســلونا، برســت، کوردوبا، ژنــو، هانوفر، لوون، 
میلانو، پورتو و ســگد( در زیر مجموعه‌ای از 193 و 150 

مورد ارزیابی قرار گرفتند.
کمتریــن میانگیــن نمــره ESSDAI در C2 و بالاترین 
میانگین نمرات ESSDAI و PGA در C4 مشــاهده شد 
)جدول 2، شکل 7a( اما از نظر آماری تفاوت معنی داری 
بین 4 خوشــه وجود نداشــت. هیچ تفــاوت واضحی در 
اجزای ESSDAI و یا در معیارهای عینی خشــکی چشم 
و بزاق بین 4 خوشــه مشاهده نشــد. علاوه بر این، هیچ 
تفــاوت معنی‌داری برای نمره جهانی ESSPRI و 3مولفه 
آن )یعنی خشــکی، درد و خســتگی( وجود نداشت، به 
 ESSPRI که نمرات SSA مثبــت C2 جــز بین بیماران
 SSA در مقایســه با بیماران (001/0p-value) پایین‌تری

منفی گزارش کردند.
آرتریــت  توزیــع  در  داری  معنــی  آمــاری  تفــاوت 
ســابقه  میــزان   ،(p-value= 0.016) شــده  گــزارش 
کرونر  عــروق  بیمــاری   ،)p-value= 0.028( ســرطان
)p-value= 0.002( و بیمــاری انســدادی مزمــن ریه 

)p-value = 016(. بین چهار خوشــه مشــاهده شــد. 
همچنیــن بیمــاران C4 علائم بالینی شــدیدتری را در 

مقایسه با سه خوشه دیگر گزارش کردند.
برخی از ویژگی‌های ســرولوژیکی در 4 خوشــه تفاوت 
 p-value( معنــی داری داشــتند، هیپرگاماگلوبولینمی
0.001>( )جــدول 2(، آنتی بادی‌های آنتی ژن هســته 
ای قابل اســتخراج )ENA) (p-value <0.001(، وجود 
ها  بادی  اتوآنتــی   anti-SSA52/anti-SSA60 ســرمی 
(p-value <0.001) و زنجیره‌هــای ســبک آزاد کاپــا و 
 (cFLC) (p-value <0.001) لامبــدا با گــردش بالاتــر
)شــکل 7b .(C1 و C3 بــا ســطوح بالاتــری از ایــن 
پارامترها در مقایســه با C2 و C4 همــراه بودند. علاوه 
بــر این، C2 و C4 در بیمــاران مبتلا به تظاهرات غددی 
بیماری که در غیاب آنتی‌بادی‌هــای ضد SSA با امتیاز 
تمرکز مثبت ارزیابی شــده‌اند، غنی شــدند )جدول 2(.

 (p-value <0.001) علاوه بر این، سطوح فاکتور روماتوئید 
و ســطوح کســر مکمل C4 (p-value = 0.003) از نظر 
آماری بین چهار خوشــه متفــاوت بود. C1 بــا فاکتور 
روماتوئیــد بالاتر و کاهش ســطح کســر C4 مکمل در 
مقایســه با خوشه‌های دیگر مشخص شــد. در حالی که 
 C1 را در dsDNA برخــی از بیماران آنتی بادی‌های ضد
و C3 و آنتــی بادی‌های ضد CCP را در C4 ارائه کردند، 
تقریباً هیچ یک از این آنتــی بادی‌های اتوآنتی بادی در 

سایر خوشه ها وجود نداشت.

پیش‌بینی عضویت بیمــار در هر یک از چهار 
خوشه

سپس از طریق رویکردهای یادگیری ماشینی، یک مدل 
ترکیبی ایجاد کردیم که می‌تواند با توجه به تعداد کمی 
از متغیرها، پیش‌بینی کند که هر بیمار به کدام یک از 4 
خوشه تعلق دارد. مدل ترکیبی پیشنهادی با یک رویکرد 
2 مرحله‌ای برای تخصیص بیماران به خوشــه درســت 
ساخته شــد. مجموعه نهایی ویژگی‌های انتخاب شده از 
10 ژن بــرای مدل پیش بینــی C4 )مرحله اول( و 31 
ژن برای مدل طبقــه بندی C1، C2 و C3 )مرحله دوم( 
تشکیل شــده است. توزیع بین خوشــه‌های بیان نرمال 
شــده تبدیل تثبیت کننده واریانس )vst( برای همه این 
رونوشت‌ها در شــکل تکمیلی 11 نشان داده شده است. 
مجموعه اعتبارسنجی )شکل 1 و جدول 1( برای آموزش 
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شکل 7: فعالیت بیماری و توزیع سرولوژیکی در 4 خوشه. a) Essdai جمع آوری شده برای 193 بیمار PSS (C1: 70 ، C2: 52 ، C3: 44 ، C4: 27) ، PGA جمع آوری شده برای 286 
بیمار PSS (C1: 94 ، C2: 71 ، C3: 85 ، C4: 36) و توزیع شده برای 150 بیمار PSS (C1: 56، C2: 43 ، C3: 30 ، C4: 21) توزیع در 4 خوشه نشان داده شده است. نتایج آزمون مجموع 
رتبه ویلکاکسون جفتی Two-tailed نشان داده شده است.  b( بارپلات نسبت هیپرگاماگلوبولینمی گذشته )نارنجی روشن( یا فعلی )نارنجی( (C1: 97، C2: 73، C3: 86، C4: 38) را در 
 ، )SSA (RO-60 آنتی بادی‌های ضد ، SSA (RO-52) آنتی بادی‌های ضد ، SSA آنتی بادی‌های آنتی ژن هسته ای قابل استخراج ، آنتی بادی‌های ضد )c .هر خوشه نشان می دهد
آنتی بادی‌های ضد SSB ، فاکتور روماتوئید برای 304 بیمار PSS انجام شد (C1: 101 ، C2: 77 ، C3: 88 ، C4: 38) و HV 330 و در سرم ، در همان مرکز ، با استفاده از یک ایمونوآنیزر 
شیمیایی خودکار )IDS-ISYS( اندازه گیری می شوند. بارپلت ها نسبت سطح غلظت را در هر خوشه نشان می دهد )سیاه: منفی ، صورتی روشن: کم ، نارنجی: متوسط ​​، قرمز: 
بلند و قرمز تیره: زیاد(. از توربیدیمتری برای فاکتور روماتوئید )RF(، کسری مکمل C3C و C4 تعیین شده و زنجیره‌های نور آزاد استفاده شد. اهمیت آماری با آزمون جمع دو برابر 
Wilcoxon-Rank دو دم دو دم تعیین می شود. توطئه ها با میله‌های خطا که نشان دهنده دامنه interquartile است، میانه را نشان می‌دهد. توزیع بیمار و HV با توجه به PGA و 

پارامترهای بیولوژیکی متغیر تجزیه و تحلیل در روش ها توضیح داده شده است.

به دلیــل ناهمگونی بیماران C4 pSS در این مجموعه، و 
مدل ترکیبی ســپس بر روی مجموعه کشــف اجرا شد. 
دقت مدل بــرای مرحله اول و دوم به ترتیب %95.15 با 
%99.12 و %95.57 بود. ماتریس سردرگمی، تحلیل تابع 

متمایــز مربوطه، و احتمال تعلق به یکی از 4 خوشــه به 
ترتیب در شکل 8a و b، نشان داده شده است.

ما از یک گروه اولیه مستقل از 37 بیمار pSS برای تعمیم 
 C1 ،مدل ترکیبی اســتفاده کردیم. پــس از پیش بینی
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 C3 7 ،)16.2%( بیمار C2 6 ،)43.2%( شــامل 16 بیمار
بیمــار )%18.9( و C4 8 بیمــار )%21.6( بود. آنالیز تابع 
متمایــز مربوطه و احتمال تعلق یــک بیمار به یکی از 4 
خوشــه به ترتیب در شــکل 8c و داده‌های تکمیلی 10 
نشــان داده شده است. ســپس از فهرست حداقل 257 
امضای ژن متمایز که قبلًا در شــکل 1a انتخاب شــده 
بود برای ایجاد یک نقشــه حرارتی بــا پیش بینی ایجاد 
شده توســط مدل ترکیبی اســتفاده کردیم. خوشه‌های 
مشاهده‌شده دارای مشخصات مشــابهی با آنهایی بودند 
که در مجموعه کشــف شناسایی شده بودند و دوباره در 
مجموعه اعتبارسنجی مشاهده شدند )شکل 1a(، که یک 
بار دیگر مدل خوشه‌بندی را تایید می‌کند. علاوه بر این، 
بیماران پیش‌بینی‌شده توزیعی از امضاهای IFN را نشان 
دادند مطابق با امضای خوشــه‌های شناسایی‌شده )شکل 
3(. در مجموع، این مشــاهدات اعتبار مدل ترکیبی ما را 

تقویت می کند.
در نهایــت، بــرای اینکه مدل ما بتوانــد گروه‌های دیگر 
بیماران را پردازش کند، یــک تابع درون یابی مبتنی بر 
شش ژن را اجرا می‌کنیم که بیان ثابتی را در هر 4 خوشه 
و HV ارائه می‌کند. مــدل ترکیبی در یک ابزار تجزیه و 

تحلیل موجود در مخزن GitHub آزمایشگاه 33 یکپارچه 
شده است.

بحث
در طول دهه گذشته، بسیاری از درمان‌های تعدیل‌کننده 
ایمنی هدفمند برای pSS نتوانسته‌اند در کارآزمایی‌های 
بالینی سودمند باشند. از این رو هنوز هیچ درمان اصلاح 
کننده بیماری برای این بیماری تایید نشده است. ماهیت 
ناهمگن pSS و توســعه غیرخطی آن، همراه با شــعله‌ور 
شــدن فعالیت و بهبودی متعاقب آن همراه با تظاهرات 
بالینــی بســیار ناهمگون، ممکن اســت شکســت‌های 
کارآزمایــی بالینی را توضیح دهــد. در این زمینه، علاقه 
فزاینده ای به شناســایی زیرگروه‌های مشــخص شده از 
بیماران، پیش نیاز عنــوان بیومارکرهای مولکولی پیش 

بینی کننده پاسخ درمانی وجود دارد.
در اینجا در مــورد یک مطالعه پروفایــل مولکولی قابل 
توجهــی که بر روی بیماران pSS انجام شــده اســت را 
بــدون توجه بــه فنوتیپ‌های بالینی گــزارش می‌کنیم. 
مطالعات قبلی در pSS عمدتاً بر درگیری ســیگنالینگ 
IFN تمرکــز دارد. بنابراین، بیمــاران pSS را می‌توان به 

 pSS (C1: ماتریس سردرگمی از مدل ترکیبی در گروه کشف انجام شده برای 227 بیمار a .شکل 8: توسعه یک مدل ترکیبی برای پیش بینی تعلق یک بیمار به یکی از 4 خوشه
C2: 60، C3: 66 ،79، و C4: 22( نشان داده شده است. b آنالیز عملکرد متمایز )DFA( بیماران پیش‌بینی‌شده از گروه کشف، خوشه‌های کاملًا جدا شده را نشان می‌دهد. دو نمای 
مختلف از یک DFA نشان داده شده است. c DFA بیماران پیش‌بینی‌شده از گروه ابتدایی، خوشه‌های کاملًا جدا شده را نشان می‌دهد. دو نمای مختلف از یک DFA نشان داده شده 

است. سی و هفت بیمار pSS از گروه ابتدایی مورد آنالیز قرار گرفتند و به صورت C1: 16، C2: 6، C3: 7 و C4: 8 پیش بینی شدند.
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زیرگروه‌های اینترفــرون منفی، نوع I یا نوع I + II مثبت 
با شــیوع بالاتر ضــد SSA و anti-SSB در میان افرادی 
که فعال‌ســازی IFN بدون ارتباط با فعالیت سیستمیک 
دارند، طبقه‌بندی کرد. گروه دیگری آنالیز خوشــه‌بندی 
 pSS ریزآرایه بیان ژن خون را انجام دادند، که 47 بیمار
را در ســه خوشــه طبقه‌بندی کرد که با IFN و التهاب 
بدون ویژگی‌های بالینی متمایز مشــخص می‌شد. علاوه 
بــر این، چهار زیر گروه از بیمــاران با ویژگی‌های بالینی 
مشابه بر اساس تعداد سلول‌های مطلق در هر میکرولیتر 
خون شناســایی شــدند. در نهایت، یک طبقه بندی بر 
اساس فنوتیپ‌های بالینی بیمار که به صورت پسینی در 
سطح مولکولی مشخص می شود، پیشنهاد شد. این کارها 
مبنای معقولی برای ســاختن یک طبقه بندی مولکولی 
pSS فراهــم می کند. رویکرد یکپارچه ما با اســتفاده از 
ویژگی‌هــای بالینی مولتی امیکــس و بیمار امکان درک 

بیشتر ناهمگونی pSS را فراهم می‌کند.
ما ماژول‌های ترنســکریپتوم را شناســایی کردیم که به 
ما امکان می‌دهــد بیماران pSS را بــدون توجه به نوع 
درمانشان، به چهار دســته مجزا جدا کنیم، که الگوهای 
خاصی از اختلالات سیستم ایمنی را با فعالیت بیماری و 
میانگین علائم گزارش شده توسط بیمار، نمرات مشابه با 
گروه‌های طبیعی مانند ASSESS و UKPSSR منعکس 

می‌کند.
بیماران از C2 نمایه‌ای مانند ســالم نشــان دادند که با 
این وجود شامل بیماران pSS است که سطح مشابهی از 
علائم عینی خشــکی، درد و خستگی را گزارش می‌کنند 
)البته ESSDAI پایین‌تری نســبت به سه خوشه دیگر(. 
C2 همچنین در بیماران مبتلا به تظاهرات بیماری غدد 
بــا امتیاز تمرکز مثبت و بدون آنتی بادی ضد SSA غنی 
شد. خوشه مشــابهی اخیراً بدون افزایش در ماژول‌های 
IFN و حداقل فعالیــت ماژول‌های ژنی مرتبط با التهاب 
توصیف شــد. تمام داده‌های پروفایــل مولکولی گزارش 
شــده در اینجا از نمونه‌های خون به دســت آمده است 
که می تواند بر تفســیر برخی از نتایــج تأثیر بگذارد. به 
عنــوان مثال، کاهش pDCهای خــون محیطی بیماران 
pSS در مقایســه با HV که قبلًا گزارش شــده است، به 
این معنا نیست که pDC در غدد بزاقی غنی شده است و 
این احتمال وجود دارد که محل‌های بافتی ممکن اســت 
منبع مهم IFNα در این افراد باشد. گسترش آن آنالیزها 

بــه غده بزاقی در آینده تصویر کاملــی از پاتوفیزیولوژی 
بیماری به خصوص در C2 ارائه می دهد.

ســه خوشــه دیگر تفاوت‌های قابل توجهی با HV و به 
ویژه امضای ژن برجســته IFN نشان دادند. این یافته‌ها 
به شواهد روبه‌رشد نقش مهم مسیرهای IFN در پاتوژنز 
اختلالات سیســتمیک و اندام خاص از جمله pSS اضافه 
می‌کننــد. در حالی که IFN نوع I به عنوان عوامل اصلی 
 II نوع IFN پیشــنهاد شــده بود، نقش pSS در پاتوژنز
در پاتوژنز بیماری نیز برجسته شده است6،47. نتایج ما 
 IFN در 3 خوشه مبتنی بر IFN نشان می‌دهد که امضای
متفاوت اســت. بیماران C1 بالاترین نمرات IFN نوع I و 
II را داشــتند، C3 امتیاز IFN نوع I بالاتر از C4 داشتند 
و این 2 خوشــه نمرات IFN نوع II مشــابهی داشــتند. 
 IFN عمدتاً توســط فعال سازی C4 IFN بنابراین، امتیاز
نوع II هدایت می شــود. در نتیجه، C1 و C3 با خوشــه 
IFN توصیف شده توسط جیمز و همکاران یکسان بودند، 
 CXCL10/IP-10 همچنین با سطوح بالای پروتئین خون 

مرتبط بود.
 IFNα سطح سرمی ،IFN مطابق با نمرات مشاهده شده
در گــردش با امضای IFN نوع I  )شــکل 3(، به ویژه در 
C1 و به میزان کمتر در C3، همبستگی مثبت داشت. با 
 ESSDAI در سرم با نمره جهانی IFNα این حال، سطوح
همبســتگی نداشــت، اما ســطوح بالاتر IFNα سرم با 

حوزه‌های خونی و بیولوژیکی ESSDAI مرتبط بود.
در حالی کــه IFN عمدتا C1 را هدایت می‌کند، افزایش 
فراوانی لنفوســیت‌های B در خون مرتبط با فعال‌سازی 
قابل‌توجه مسیرهای متعارف مرتبط با فعال‌سازی سلول 
 B و توسعه سلول B مانند سیگنال‌دهی گیرنده سلول ،B
در C3 مشاهده شد. ویژگی‌های اصلی بیولوژیکی مرتبط 
با C3 و همچنین C1 هیپرگاماگلوبولینمی، آنتی‌بادی‌های 
 SSA52/anti-SSA60 ضد هسته‌ای، آنتی‌بادی‌های ضد 
 pSS بالاتر بود که آنچه قبلًا در بیماران cFLC ســرم و
مثبت آنتی‌بادی گزارش شــده بــود را تأیید می‌کند. در 
 II کلاس HLA هــای مرتبط با ژن‌هــای‌SNP ،نهایــت
عمدتــاً در بیماران C1 و C3 گزارش شــده‌اند که دارای 
امضای مثبت IFN و ســطوح بالای اتوآنتی‌بادی هستند، 

همانطور که در SLE16 نشان داده شده است.
بیماران از C4 فنوتیپ بالینی شــدیدتری را نســبت به 
سایرین نشان دادند، با امضای رونویسی التهابی که عمدتاً 
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به ســیگنال دهی سیتوکین از پاسخ فاز حاد مرتبط بود. 
C4 همچنین با لنفوپنی عظیم و سطوح بالای نوتروفیل ها 
مشخص شد. قبلًا نشان داده شده بود که نسبت نوتروفیل 
به لنفوســیت )NLR( با فعالیت بیمــاری در خودایمنی 
سیستمیک ارتباط دارد. در واقع، در مطالعه‌ای بر روی 483 
بیمار بالغ مبتلا به مولتیپل اسکلروزیس، NLR می‌تواند 
بین مولتیپل اســکلروزیس عودکننــده- فروکش‌کننده 
و مولتیپل اســکلروز اولیه پیشــرونده تمایز قائل شود و 
بدتر شــدن ناتوانی را پیش‌بینی کند. مطالعات بیشتری 
در pSS برای ارزیابی اهمیت این نسبت مورد نیاز است.

از آنجایی که چالش اصلی فعلی در کارآزمایی‌های بالینی 
درمان‌های جدید برای pSS، انتخاب بیماران مناسب است، 
ما در اینجا ترکیبی از پارامترهای مولکولی را پیشــنهاد 
می‌کنیم که امکان طبقه‌بندی بیمار بر اساس اندوتیپ‌ها 
را فراهم می‌کند. ســپس ما یک مدل ترکیبی برگرفته از 
یادگیری ماشینی را بر اساس استفاده از تعداد محدودی 
رونوشــت از RNASeq خون کامل و اعتبارســنجی در 
مجموعه داده‌های مستقل از یک مطالعه اولیه pSS ایجاد 
کردیم تا امکان تحلیل مجدد کارآزمایی‌های بالینی قبلی 
و در حــال انجام را فراهم کنیــم. پیش بینی کننده‌های 

پاسخ درمانی را به تصویر می کشد.
این یافته‌ها پیامدهــای قابل‌توجهی برای درمان بیماران 
pSS دارنــد، و منطقی برای موقعیت‌یابــی بهینه دارو و 
ترکیبی از داروها با مکانیسم‌های اثر مکمل ارائه می‌کنند. 
بــه طور خاص، یافته‌های ما یک منطق قوی برای درمان 
بیماران دارای پروفایل C1، C3، یا C4 با مهارکننده‌های 
پاسخ‌های IFN نوع I به تنهایی یا به صورت ترکیبی ارائه 
می‌کند، زیرا از ارتباط سلول‌های B به عنوان اهداف بالقوه 
درمانی در بیماران C3 پشــتیبانی می‌کنند. کارآزمایی‌ها 
 B (rituximab) بــا آنتی‌بادی‌های کاهش‌دهنده ســلول
نتایج امیدوارکننده‌ای را در کاهش فعالیت سیســتمیک 

در pSS51 نشان داده‌اند.
مناطقی که نیاز به بررسی بیشــتر دارند شناسایی شده 
اســت. اولاً، اگرچه امضاهای ژن خوشه‌ای شناسایی‌شده 
مــا برای غلبه بر عدم تعادل در تعداد ســلول‌های خونی 
بــه اندازه کافی قوی هســتند و با طول مــدت بیماری 
 RNA-Seq تجزیه و تحلیل ،C2 مرتبط نیســتند، به جز
از ترکیب نوع سلولی نمونه غافل است. تحقیقات بیشتر با 
استفاده از رویکردهای deconvolution ادامه دارد. دوم، 

از آنجایــی که فرضیه ها از یــک مطالعه مقطعی و یک 
گروه ابتدایی کوچک اســتخراج شــده اند، یافته ها باید 
در گروه‌های طولی تأیید شــوند تا مشخص شود که آیا 
بیماران به صورت طولی در خوشه اولیه خود باقی خواهند 
ماند؟ )صرف نظر از ســطح فعالیت بیماری و درمان‌های 
دریافتــی، یا اینکه آیا درمان ها کاهش فعالیت بیماری با 

اصلاح وسعت و دامنه اختلالات سیگنال دهی ژن(.
 pSS در مجموع، نتایج ما می‌تواند اســتراتژی‌های درمان
را بهبود بخشــد و به یک رویکرد بیمار محور اجازه دهد. 
این پارادایم که قبلًا در زمینه انکولوژی اجرا شــده است، 
احتمال موفقیت آزمایشــی را افزایش می دهد و توسعه 

داروهای کارآمد جدید علیه pSS را تقویت می کند.
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