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توالي يابي نسل جديد و كاربرد آن در تشخيص 
بيماري‌هاي ژنتيك

چيكده
در ده��ه اخي��ر با ظه��ور تكنول��وژي توالي يابي نس��ل 
 ،)Next Generation Sequencing, NGS( جدي��د
تواليي‌ابي ژن‌ها و تشخيص بيماري‌هاي ژنتكيي وارد عرصه 
جديدي ش��ده است. ب��ا استفاده از اي��ن تكنكي اين امكان 
فراه��م گردي��ده تا در خصوص تش��خيص عل��ت ژنتكيي 
بس��ياري از بيماري‌ه��ا و سندروم‌ه��ا از جمله اختلالات و 
ناهنجاري‌ه��اي مادرزادي كه قب�ال بواسطه محدوديت‌هاي 
تكن‌كيهاي مورد استفاده تحت عنوان “با علل نامعلوم "بيان 
مي‌گرديد، مش��خص ش��ود. در واقع تكنول��وژي NGS از 
كيسري روش‌ها متشكل از آماده سازي اوليه و قطعه قطعه 
ك��ردن نمونه ژنوم مورد مطالعه، توالي يابي، تصوير برداري 
و مرئي سازي، سرهم كردن قطعات توالي يابي شده و آناليز 
داده‌ها مي‌باش��د. از كاربردهاي اين روش نوين مي‌توان به 
بهبود چشمگير در تشخيص بيماري‌هاي ژنتكيي، تشخيص 
ژنتكيي پيش از لان��ه گزيني، فارماكوژنومكيس، اپي ژنتكي 
و ش��ناسايي تنوعات ساختاري در ژنوم اشاره نمود. در اين 
نوش��تار ضمن معرفي تكنكي NGS، اهميت و كاربرد روز 
افزون آن در تشخيص مولكولي بيماري‌هاي ژنتكيي به طور 

اجمالي بررسي مي‌شود.
واژه‌ه��اي كليدي: توالي يابي نس��ل جديد، تش��خيص 

بيماري‌هاي ژنتكيي، تعيين توالي ژنوم

مقدمه
در ده��ه 1970، سنگ��ر و همك��اران و همچنين ماكس��ام 
و گيلب��رت روش‌هاي��ي ب��راي توالي ياب��ي DNA توسط 
تكن‌كيه��اي خاتمه زنجيره و تكه تكه ش��دن ارائه دادند. در 
اي��ن بين به سبب اينك‌ه روش سنگر، نياز به دست ورزي و 
استفاده كمتر از مواد شيميايي سمي و راديو ايزوتوپ نسبت 
به روش ماكس��ام و گيلبرت داش��ت، به عنوان روش تعيين 
توالي اصلي انتخاب ش��د و اين امر علم زيس��ت شناسي را 
متحول نمود )1(. اما وجود معايبي در روش‌هاي توالي يابي 
نس��ل اول از جمله محدوديت‌هاي داخلي در توان عملياتي، 
مقي��اس پذيري، سرعت و تفيك��ك پذيري و هزينه‌ها سبب 
كندشدن دسترسي محققان به اطلاعات اساسي مورد نياز شده 
بود. لذا براي غلبه بر اين موانع و همچنين نياز رو به رشد به 
توال��ي يابي ژنوم فردي به ص��ورت سريع، كم هزينه و دقيق 
لزوم تغيير از روش سنتي تعيين توالي سنگر به سمت استفاده 
 ”)NGS (1از تكنول��وژي جديد يا “توالي يابي نس��ل جديد
وجود داش��ت. اين فن آوري اساسا روكي��ردي متفاوت در 
توالي يابي است كه تا كنون منجر به كشفيات متعددي شده و 

تحولي بزرگ در علوم ژنومكي پديد آورده است. 
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1-  Next Generation Sequencing
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اين تكنكي همچنين به عنوان روش سنگر خودكار و يا توالي 
يابي انب��وه موازي )MPS(1 در سال 2004 معرفي ش��د )2(. در 
واقع اين واقعيت كه رمزگش��ايي ژنوم انس��ان سرنخ‌هاي مهمي 
درباره ژنتكي بيماري‌ها و همچنين توسعه پيشگيري تخصصي تر 
را فراهم مي‌نمايد، استراتژي‌هاي تش��خيصي و درماني را در دهه 
گذشته به طور گسترده‌اي معطوف استفاده از تعيين توالي و نقشه 

برداري ژنومي كرده است )3(. 

1-چگونگي عملكرد توالي يابي نسل جديد
نس��ل جديد توالي يابي سه بهبود عمده نس��بت به نسل قبلي 
 ،DNA دارد: 1( به جاي نياز به ش��بيه س��ازي باكتريايي قطعات
مبتني بر تهيه كتابخانه‌هاي NGS در كي سيستم مستقل از سلول 
مي‌باشد، 2( در آن ميليون‌ها واكنش توالي يابي به موازات هم انجام 

مي‌شوند و 3( خروجي تعيين توالي به طور مستقيم و بدون نياز به 
الكتروفورز نمايان مي‌شود )4(.  به طور كلي اين نوع توالي يابي در 
سه مرحله انجام مي‌شود. در مرحله اول نمونه ژنومي )DNA يا 
cDNA2( به كتابخانه‌اي از قطعات كوچك تقسيم مي‌شود و در 

ادامه آداپتورها )اليگونوكلئوتيدهاي مصنوعي با توالي شناخته شده( 
ب��ر انتهاي اين قطعات متصل خواهد ش��د. سپس اين كتابخانه‌ها 
تكثير ش��ده تا ب��راي توالي يابي آماده ش��وند )5(. مرحله دوم كه 
تعيين توالي و تصوير برداري مي‌باش��د، بر مبناي ساخته ش��دن و 
توليد قطعات است و طي آن هر كدام از قطعات كتابخانه به عنوان 
كي واحد ژنومي الگو عمل كرده و رش��ته‌هاي جديدي را ايجاد 
ميك‌نند. در حال حاضر انواع مختلفي از تعيين توالي نس��ل جديد 
توسط كمپاني‌هاي ژنومكيس عرضه شده است. در جدول شماره 

1 تعدادي از روش‌هاي مزبور با روش سنگر مقايسه شده‌اند. 

 1-  Massive Parallel Sequencing
2-  Complementary DNA

جدول 1. مقايسه انواع روش‌هاي تعيين توالي در توالي يابي نسل جديد

PacbioIon TorrentIlluminaSOLiDsangerدستگاه

روش
 DNA همانند سازي

 Single-molecule in(
)real-time

سيستم شناسايي نيمه 
رسانا

سنتز با رنگ‌هاي پايان دهنده 
خاتمه زنجيراتصال و امولسيون PCRولي برگشت پذير

به طور متوسططول توالي شناسايي شونده
3Kbp

200bp50-250bp20+50 900-35400+50 ياbp

جايگزينيدرج يا حذف بازهادرج يا حذف بازهانوع جهش تشخيصي
درج يا حذفجابجايي بازهايA-Tبازها

بازها

87%)در حالت read length(دقت
)accuracy 99/9%99/9%98%98%99%)در حالت

مجموعه توالي‌هاي شناسايي 
1/2N/A تا 1/4 ميلياردتا 3 ميلياردتا 5 ميليون35000-75000شده در هر اجرا

2 ساعت30 دقيقه تا 2 ساعتزمان هر اجرا
1 تا 10روز

)بسته به دستگاه توالي خوان 
و طول توالي(

20دقيقه تا 3 ساعت1 تا 2 هفته

2400 دلار0/13 دلار0/05 تا 0/15 دلار1دلار2 دلارهزينه توالي يابي هر ميليون باز

خواندن بلند ترين توالي مزايا
عملكرد خواندن توالي بالا، تجهيزات ارزان تر سرعتسرعت

هزينه، دقت
هزينه كمتر براي خواندن 

هر باز

خواندن توالي به 
صورت تكي 

پركاربرد براي بسياري 
از نرم افزارها

عملكرد پايين در دقت بالامعايب
تجهيزات بسيار گرانخطاهاي هموپليمرتجهيزات بسيار گران

آهسته تر از روش‌هاي 
ديگر، طولاني شدن زمان 
خواندن، طولاني شدن 

پلت فرم

هزينه‌هاي بالا  
غير قابل انجام براي 
پروژه‌هاي توالي‌هاي 

بلند
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فرآيند توالي يابي طي كي چرخه شس��ت و شو و مجاور 
شدن قطعات حاصله با مجموعه‌اي از نوكلئوتيد‌هاي شناخته 
ش��ده كه به ترتيب توالي قرار مي‌گيرند، دنبال مي‌ش��ود. در 
حالي كه اين نوكلئوتيدها به دنبال كيديگر متصل مي‌شوند 
تا دنباله‌اي را ايجاد كنند، توالي مذكور به صورت ديجيتالي 
ثبت ش��ده كه اين مكانيس��م ش��ناسايي اطلاعات توالي بنا 
ب��ه نوع تكني��ك مي‌تواند براساس تغيي��رات pH و يا نور 

فلورسانس باشد )6(.
 در مرحله سوم تحليل داده‌ها صورت مي‌پذيرد. داده‌هاي 
توال��ي خام بايد تح��ت چند مرحله تجزي��ه و تحليل قرار 
گيرند ك��ه اين تجزيه و تحليل داده‌ها ش��امل حذف توالي 

آداپت��ور و توالي‌هاي كم يكفيت، و نقش��ه برداري از داده‌‌ها 
ب��ا استفاده از كي ژنوم مرجع ش��ناخته ش��ده )توالي يابي 
مج��دد( و ي��ا در غياب ژن��وم مرجع )توال��ي يابي جديد( 
مي‌‌باش��ند. تجزيه و تحليل بعدي ش��امل طيف گسترده‌اي 
از ارزيابي‌ه��اي بيوانفورماتكيي از جمله تنوع ژنتكيي براي 
تش��خيص 1SNPه��ا و Indels2 )درج يا ح��ذف بازها(، 
تشخيص ژن جديد و يا عناصر تنظيمي، ارزيابي سطح بيان 
ژن، ش��ناسايي جهش در سلولهاي سوماتكي و جنس��ي را 
شامل ش��ود كه ممكن است به تش��خيص بيماري ژنتكيي 
منج��ر گردد )7(. مراحل انجام تكنكي NGS در ش��كل 1 

نشان داده شده است.

1-  Single Nucleotide Polymorphism
2-  Small insertion/deletions

شكل 1. شماي كلي از مراحل انجام توالي يابي نسل جديد
مرحله اول تشيكل كتابخانه ژنومي، مرحله دوم تعيين توالي و تصويربرداري بر مبناي سنتز و مرحله سوم تجزيه و تحليل 

داده ها.
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 2-انواع توالي يابي‌هاي نسل جديد
از زمان ابداع و معرفي توالي يابي نس��ل جديد تاكنون 
پيشرفت‌هاي زيادي در خصوص كارايي، سرعت و بازده 
روش مزبور صورت گرفته كه منجر به معرفي انواعي از 

اين روش شده است. 
)WGS( 1توالي يابي كل ژنوم 	-1-3

در اي��ن روش ك��ل توالي ژنومي ي��ك موجود )ژنوم 
هس��ته‌اي به هم��راه DNA ميتوكندريايي در سلول‌هاي 
جانوري و DNA كلروپلاس��ت در سلول‌هاي گياهي( 
توال��ي يابي مي‌گ��ردد. در اين حالت ح��دود هزاران ژن 
فع��ال و نيز ه��زاران توال��ي خاموش به ط��ور همزمان 
بررسي مي‌ش��وند. روش WGS با پوش��ش دهي 98/5 
درص��دي توالي‌ه��اي كد كنن��ده، كي��ي از كارآمدترين 
روش‌ها براي شناسايي جهش‌هاي ژنتكيي است. مطالعه 
همبستگي ژنومGWAS( 2( بر مبناي ريز ارائه از جمله 
پركاربردترين روش‌هاي تش��خيص جهش‌هاي مرتبط با 
بيماري‌هايي مي‌باش��د كه در آن ح��دود 4 ميليون ماركر 
در ه��ر نمونه مورد بررسي قرار مي‌گيرد. با اين حال اين 
رقم در مقابل شناسايي همزمان 3/2 ميليارد جفت باز در 

روش WGS عدد كوچكي محسوب مي‌شود )8(. 
)WES( 3توالي يابي اگزومي 	-2-3

در ح��ال حاض��ر، ماهيت درصد كم��ي از توالي ژنوم 
انس��ان مشخص ش��ده است )>10%( و اطلاعات باليني 
محدودي را مي‌توان بلافاصل��ه از توالي ژنوم كامل كي 
بيمار به دست آورد. بنابراين، براي محققان باليني مقرون به 
صرفه تر است كه فقط توالي اگزوني )2% از ژنوم نواحي 
رمزگ��ذار پروتئين و يا اگزون اس��ت(، مندليوم )نواحي 
مربوط به 2993 ژن كد كننده بيماري‌هاي شناخته شده( 
و ي��ا قطعات ژني بيماري زا را ب��راي غربالگري جهش 

مربوطه در تش��خيص و درمان بيماري هدف قرار دهند. 
از اين روش مي‌توان براي تشخيص مولكولي اختلالات 
مرتبط با گروهي از ژن‌ها استفاده نمود. بدين منظور، نياز 
است تا ژن هدف براي جلوگيري از دخالت ساير نواحي 
باقي مانده از ژنوم، تا ده‌ها يا هزاران بار بيش��تر از ميزان 

آن در ژنوم غني شود )9 و10(. 
توال��ي ياب��ي ك��ل اگزون‌ه��اي ژن��وم )اگ��زوم( در 
تشخيص‌هاي باليني بسيار ارزشمند است و ديدي جامع 
از آرايش ژنتكيي كي بيم��اري ارائه مي‌دهد. با جود آن 
ك��ه اگزون‌ها تنها 2% از كل ژن��وم را به خود اختصاص 
 DNA داده‌اند، اما در حدود 85% از جهش‌هاي مولكول
كه مسبب بسياري از بيماري‌هاي ژنتكيي در انسان است 
را ش��امل مي‌ش��وند )11(. در واقع تعيين توالي اگزومي 
كه اخيرا وارد تحقيقات ژنتكي پزش��كي ش��ده است، تا 
به ح��ال نقش بيش از هزاران ژن را در اختلالات مندلي 
مش��خص كرده است و اين آمار به سرعت در حال رشد 

است )12(. 

مراحل توالي يابي اگزومي
نح��وه انجام توالي يابي اگزوم��ي بدين صورت است 
ك��ه در ابت��دا DNA ژنومي به ص��ورت تصادفي قطعه 
قطعه ش��ده و سپس آداپتورها به كتابخانه حاصله متصل 
مي‌ش��وند. سپس كتابخانه ب��راي توالي‌هاي اگزوني غني 
 DNA يا RNA ش��ده و در مرحل��ه بع��د، قطعات ب��ا
بيوتينيله ش��ده هيبريد ش��ده و به دنب��ال آن تعيين توالي 
 Massive Parallel Sequencing, MPS به صورت گسترده
انج��ام گرفته و در نهاي��ت داده‌هاي حاصل��ه، تجزيه و 
تحليل، نقشه برداري، تنظيم و خوانده مي‌شوند )شكل2( 

 .)13(

1-  Whole Genome Sequencing
2-  Genome-Wide Association
3-  Whole Exome Sequencing
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شكل 2. مراحل انجام توالي يابي اگزومي

1-  SNP array

كاربرد توالي يابي اگزومي
 م��واردي كه در آن توالي يابي اگزومي توصيه مي‌ش��ود 
عبارتن��د از: 1( فنوتيپ‌ه��اي هتروژن )حالت��ي كه در آن 
جه��ش در ژن‌هاي متع��دد به تظاه��رات باليني كيس��ان 
منجر مي‌ش��ود، مانند عقب ماندگي ذهني، تاخير در رشد، 
كوتاهي قد، كارديوميوپاتي، ناشنوايي، اختلالات متابولكي، 
بدشكلي‌هاي پيچيده، بيماري‌هاي عضلاني، نابينايي ارثي، 
بيماري‌ه��اي قلب��ي- عروق��ي و ...، 2( فنوتيپ‌هاي كاملا 
نامش��خص و يا مجموعه‌اي از علائم كه تشخيص افتراقي 
را با مش��كل مواجه ميك‌ند و 3( ژن‌ه��اي بزرگ نظير ژن 

ديستروفين )8(. 
در ش��كل 3 ب��ه عن��وان مثال تش��خيص بيم��اري زالي 
)آلبينيس��م( با روش توالي يابي اگزومي نش��ان داده ش��ده 
است. همانگونه كه در ش��كل قسمت a و b ديده مي‌شود، 
علائم مش��اهده ش��ده در فرد مراجعه كننده مشابه فنوتيپ 

معم��ول بيماران مبتلا به آلبينيس��م ن��وع 4 است و لذا اين 
بيم��اري براي فرد تش��خيص داده مي‌ش��ود. ش��جره نامه 
ف��رد مذكور نيز در بخش c نش��ان داده ش��ده است. نقاط 
نشاندار شده در آيديوگرام قسمت d، نشان دهنده نواحي 
هموزيگوت در ژنوم اين فرد هستند كه با استفاده از روش 
آناليز ارائه پلي مورفيس��م‌هاي تك نوكلئوتيدي1 شناسايي 
ش��دند. پس از اين مرحله، نواح��ي هموزيگوت به روش 
توال��ي يابي اگزومي مورد بررسي قرار گرفتند و در نهايت 
دو جهش عامل بيماري آلبينيسم نوع 4 در اين فرد شناسايي 
ش��د. قسمت e كروماتوگرام حاصل از توالي يابي اگزومي 
را براي ژن SLC45A2 و قسمت f كروماتوگرام حاصل 
از توالي يابي اگزومي را براي ژن C6PC3 نشان مي‌دهد 
كه ف��رد براي هر دو حاوي جهش هموزيگوت است. اين 
مث��ال اهميت تكنكي NGS براي تائيد صحت تش��خيص 

بيماري را به خوبي به نشان مي‌دهد )8(. 
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شكل 3. كاربرد كلينيكي توالي يابي اگزومي در تشخيص دو جهش ايجادكننده بيماري آلبينيسم نوع 4

انواع روش‌هاي توالي يابي اگزومي
براي ش��ناسايي جهش‌هاي مرتبط ب��ا بيماري‌هاي ژنتكي 
بر اس��اس توالي يابي اگزومي حداقل ش��ش روش معرفي 
ش��ده است )ش��كل 4(. در روش اول كه روش پيوستگي1 
ناميده مي‌ش��ود، تمامي افراد مبتلاي خان��واده تعيين توالي 
شده و از لحاظ تنوعات مشابه مورد بررسي قرار مي‌گيرند. 
به علاوه مي‌توان محت��واي اگزوني اعضاي غير مبتلا را نيز 
تعيي��ن توالي نموده و به اي��ن ترتيب تنوعات غيربيماري زا 
را ش��ناسايي نمود. براي مثال خواه��ر و برادري كه هر دو 
مبتلا هس��تند، داراي 50 درصد مش��ابهت DNA مي‌باشند 
و دانس��تن اين موضوع سبب مي‌شود كه بخشي از تغييرات 

جهش��ي )واريانت هاي( مشكوك حذف شوند )با مشخص 
نمودن واريانت‌هاي مش��ترك و غيرمشترك(. در روش دوم 
ك��ه مبتني بر هموزيگوسيت��ي2 است، فرض بر اين است كه 
فرد مبتلا ب��ه بيماري مغلوب، واريانت‌هاي جهش دار خود 
را از هر دو والد دريافت كرده است. بنابراين واريانت‌هايي 
دنبال مي‌ش��وند كه در والدين به صورت هتروزيگوت و در 

فرد مبتلا به صورت هموزيگوت هستند )14(. 
در روش بع��دي كه استراتژي دو ضربه3 ناميده مي‌ش��ود 
زماني استفاده مي‌ش��ود كه تنها كي فرد در دسترس است و 
ديگر اعضاي خانواده حضور ندارند و تصور مي‌رود بيماري 
حال��ت مغل��وب دارد. در اي��ن حالت مي‌ت��وان توالي يابي 

1-  Linkage strategy
2-  Homozygosity strategy
3-  Double-hit strategy
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اگزومي انجام داده و در نتايج حاصل به دنبال واريانت‌هاي 
هموزيگ��وت و يا واريانت‌ه��اي هتروزيگوت مركب1 بود. 
روش چه��ارم ك��ه استراتژي همپوش��ان2 ناميده مي‌ش��ود، 
زماني م��ورد استفاده قرار مي‌گيرد ك��ه چندين فرد مبتلاي 
غير خويش��اوند با فنوتيپ كيس��ان مراجعه مي‌نمايند. اين 
روش ب��ه خصوص در م��ورد بيماري‌هايي كه حالت غالب 
دارن��د مورد استفاده قرار مي‌گيرد. در مواردي كه بيماري به 
ش��دت هتروژن است و نيز در مواردي كه بيماري به شدت 

تك گير است، روش پنجم كه استراتژي de novo ناميده 
مي‌ش��ود مورد استفاده قرار مي‌گيرد. در اين حالت به دنبال 
واريانت‌ه��اي جديد در مجموعه اطلاعات حاصل از توالي 

يابي اگزومي فرد هستيم. 
ب��ر  مبتن��ي  استرات��ژي  نهاي��ت روش شش��م ك��ه  در 
ژن‌ه��اي كانديد ناميده مي‌ش��ود، ب��ه دنب��ال واريانت‌هاي 
 ش��ناخته ش��ده از بيم��اري در نتيج��ه تعيي��ن توال��ي فرد

 مي‌باشيم )14(. 

1-   Compound Heterozygous Variants
2-  Overlap Strategy

WES شكل 4. روش‌هاي شناسايي جهش‌هاي مرتبط با بيماري بر اساس

)a( روش پيوستگ��ي ك��ه در آن تمام��ي اف��راد مبتلاي 
خانواده تعيين توالي ش��ده و از لحاظ تنوعات مشابه مورد 
بررسي قرار مي‌گيرن��د. )b( روش مبتني بر هموزيگوسيتي 
ك��ه در آن ف��رض ب��ر اين است ك��ه فرد مبتلا ب��ه بيماري 
مغل��وب، واريانت‌ه��اي جهش دار خ��ود را از هر دو والد 
درياف��ت كرده اس��ت. )c( استرات��ژي دو ضربه، اين روش 
زماني استفاده مي‌ش��ود كه تنها ي��ك فرد در دسترس است 

و ديگ��ر اعضاي خان��واده حضور ندارن��د و تصور مي‌رود 
بيماري حالت مغلوب دارد. )d( استراتژي همپوش��ان، اين 
روش زمان��ي م��ورد استفاده قرار مي‌گيرد ك��ه چندين فرد 
 مبتلاي غيرخويش��اوند با فنوتيپ كيسان مراجعه مي‌نمايند.

 )e( استرات��ژي de novo؛ در اي��ن حال��ت ب��ه دنب��ال 
 WES واريانت‌هاي جديد در مجموعه اطلاعات حاصل از
فرد هس��تيم. )f( استراتژي مبتني ب��ر ژن‌هاي كانديد كه در 
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آن به دنبال واريانت‌هاي ش��ناخته شده از بيماري در نتيجه 
تعيين توالي فرد مي‌باشيم.

لازم ب��ه ذكر است كه با وجود اين كه تعيين توالي اگزوم 
همه نواحي كد كننده پروتئين در ژنوم انس��ان را پوش��ش 
مي‌ده��د، اي��ن روش در تش��خيص جهش‌ه��اي دخيل در 
وراثت سه آلل��ي، اثرات اپي ژنتكيي، تغييرات تعداد كپي و 
برخي نقاط كور ژنوم مانند مناطق بس��يار تكراري و مناطق 

غني از GC داراي محدوديت‌هايي است )8(.  
توالي يابي هدفمند1 	-3-3

گرچ��ه امروزه توالي يابي كل ژنوم و توالي يابي اگزوني 
به راحتي قابل انجام هستند، اما در بسياري از موارد بيماري 
توالي يابي هدفمند ارجحيت پيدا ميك‌ند. چرا كه تواليي‌ابي 
هدفمن��د از لحاظ زماني و هزينه مق��رون به صرفه بوده و 
نواحي بيش��تري از نقاط ژنومي مدنظر را پوشش مي‌دهد. 
بر اين اساس پانل‌هاي )مجموعه هاي( اختصاصي هزاران 
ناحيه ژنومي كه نق��اط داغ جهش در بيماري‌هاي مختلف 
هستند طراحي ش��ده‌اند. اين پانل‌ها تنها كي ناحيه خاص 
ژنومي را تحت پوش��ش قرار مي‌دهند. به علاوه پانل‌ها را 
مي‌توان براساس نياز محقق يا پزش��ك به طور اختصاصي 
طراح��ي كرد و مورد استفاده قرار داد. امروزه براي بررسي 
بيماري‌ه��اي متعدد مانن��د انواع بيماري‌ه��اي متابولكي از 
جمل��ه بيماري‌هاي ذخي��ره ليزوزوم��ي، رتينوپيگمنتوزوم، 
ناش��نوايي غيرسندرومي، ميوكارديوپاتي‌ها و انواع سرطان، 
پانل‌ه��اي اختصاصي طراحي ش��ده است )8(. روز به روز 
ليس��ت پانل‌ها در حال گس��ترش اس��ت و در حال حاضر 
تقريبا براي تمامي ژن‌ها و بيماري‌هاي شناخته شده ژنتكيي 
حداقل كي پانل ژني معرفي شده و در دسترس مي‌باشد. 

RNA توالي يابي 	-4-3
ب��ا توج��ه ب��ه اينك‌��ه توالي ياب��ي ك��ل RNA سلولي 
)رونوش��ت‌هاي سلولي( امكان تصويريابي از محتواي ژني 
سل��ول را به خوبي فراه��م مي‌نماي��د، از اهميت كاربردي 
بالاي��ي برخ��وردار اس��ت. در توالي ياب��ي RNA، قبل از 

ساخ��ت كتابخانه NGS، كل محتواي RNA سلول خارج 
شده و به cDNA تبديل مي‌شود. اين روش در واقع براي 
‌RNA، mRNAهاي كوچك، ‌RNAهاي غيركدشونده و 

يا مكيرو ‌RNAها قابل انجام است )8(. 
توالي يابي DNA ميتوكندريايي 	-5-3

تعداد تكرارهاي DNA ميتوكندريايي بس��يار متغير بوده 
و گمان بر اين است كه اين امر با وقوع اختلالات بس��ياري 
از جمله سرطان در ارتباط باشد. روش‌هاي سنتي شمارش 
اي��ن تعداد تكرارها اكث��را با PCR همراه ب��وده، اما اخيرا 
تكن‌كيه��اي جديدي بر پايه روش‌ه��اي توالي يابي تعداد 
تكراره��اي mtDNA2 و همچني��ن تهي��ه پروفايل بياني، 
ايجاد و گس��ترش يافته‌اند. در اين راستا ارزيابي محتويات 
mtDNA توسط توالي يابي اگزوم براي تش��خيص دقيق 
اخت�اللات ميتوكندريايي به كار برده ش��ده است. علاوه بر 
اين، توالي يابي DNAميتوكندريايي توسط روش‌هاي نوين 
مي‌تواند اطلاعات سودمندي را در مورد ارتباط جهش‌هاي 
mtDNA با پروفايل بياني ژن در مس��يرهاي سلولي سنتز 
mtDNA و تاثيرگذاري مستقيم و يا غير مستقيم داروهاي 

ضدسرطان در اختيار محققان قرار دهد )15(.

4-كاربرد توالي يابي نسل جديد
تكني��ك NGS را مي‌توان براي هر ارگانيس��م از جمله 
باكتري ها، گياهان، حيوانات، انس��ان و غيره استفاده نمود. 
منب��ع DNA مي‌توان��د DNA ژنوم��ي )در تعيين توالي 
 DNA) –(RNA توالي ياب��ي( مكم��ل DNA ،)ژن��وم
متيل��ه ب��راي توالي يابي اپ��ي ژنتكي(، يا توال��ي خاصي از 
DNA، مانن��د محل‌هاي اتصال عوامل رونويس��ي3 )توالي 
ياب��ي ChIP( باش��د )16(. اين روش به طور گس��ترده‌اي 
مورد بررسي و به طور فزاينده‌اي در بس��ياري از زمينه‌هاي 
تحقيقات��ي اعم��ال مي‌ش��ود )17(. در ادام��ه تع��دادي از 
 كاربرده��اي اين تكنكي در زمينه‌هاي مختلف مورد بررسي 

قرار مي‌گيرند.

1-  Targeted sequencing
2-  Mitochondrial DNA
3-  Chromatin Immunoprecipitation Sequencing
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شناس��ايي جهش‌ه��اي مرتبط ب��ا بيماري‌هاي  	-1-4
ژنتكيي

روش NGS ب��ه طور كل��ي مي‌تواند ب��راي توالي يابي 
ژن‌ه��اي بس��يار ب��زرگ و همچني��ن ژن‌ه��اي كوچك تر 
بيماري‌ه��اي ژنتكيي مورد استفاده قرار گيرد و تمام نواحي 
اگزون��ي و توالي‌ه��اي هم��راه آن را پوش��ش دهن��د. اين 
پوش��ش دهي گسترده حس��اسيت تشخيص جهش را بيش 
از روش‌ه��اي فعلي، ك��ه اغل��ب از روش غربالگري مانند 
1SSCP استفاده مي‌ش��د، بهبود داده است. در حال حاضر 
اختلالات تك ژني بسياري توسط روش مذكور توالي يابي 
و ش��ناسايي ش��ده‌اند. از جمله اين م��وارد مي‌توان به انواع 
ناش��نوايي، نابينايي، بيماري‌هاي ارث��ي پوست، بيماري‌هاي 
قلبي – عروقي و غيره اش��اره نمود. با اين حال ظرفيت اين 
سيس��تم براي تواليي‌ابي بس��ياري از ژن‌ها به صورت تكي 

بسيار بالا و به نظر مي‌رسد تقريبا نامحدود باشد )18(.
تشخيص و درمان سرطان 	-2-4

در حال حاضر انواع مختلف��ي از جهش‌هايي سوماتكيي 
 MPS تقريب��ا در تمامي سرطان‌ها ظاهر مي‌ش��وند. تكنكي
مي‌توان��د به ط��ور همزمان اطلاعات تغيي��رات تعداد كپي، 
جهش‌هاي متوالي و همجوشي ژن‌ها را در هر نقطه از ژنوم 
كه در ارتباط با پيش��رفت بدخيمي است، ارائه كند. در عين 
ح��ال، برخلاف روش ريز ارائه‌ها اي��ن تكنكي محدوديتي 
براي ارزياب��ي تغييرات و انحرافات بزرگ ن��دارد. استفاده 
بالين��ي از توالي يابي م��وازي انبوه، راهي براي ش��ناسايي 
علل بس��ياري از بيماري‌هايي با علت ناشناخته را از طريق 
غربالگ��ري همزمان هزاران نفر از نظ��ر جايگاه جهش‌هاي 
بيم��اري زا و با تعيي��ن توالي نمونه‌ه��اي بيولوژكيي براي 
بررسي ژنومي عوامل عفوني جديد فراهم ميك‌ند. علاوه‌بر 
ارائ��ه اي��ن قابليت‌هاي تش��خيصي كاملا جدي��د، اين نوع 

تواليي‌ابي ممكن اس��ت در آينده جايگزين ارائه‌ها و توالي 
يابي سانگر در برنامه‌هاي كاربردي باليني كه در حال حاضر 
استفاده مي‌شود، باش��د. سرطان كي بيماري بسيار هتروژن 
اس��ت و سلول‌هاي مختلفي در كي تومور ديده مي‌ش��وند. 
ممكن است جهش اصلي كه مسبب بدخيمي است تنها در 
بخش كوچكي از ژنوم سلول ديده شود. بنابراين تشخيص 
آن ني��از ب��ه دقت و تمركز بالايي دارد ك��ه روش‌هاي قبلي 
NGS قادر به چنين تش��خيصي نيستند. با اين حال تكنكي
مي توان��د تغييرات ژنتكي��ي مرتبط با سرطان ك��ه تنها در 
كس��ر كوچكي از سلول‌هاي آزمايش شده رخ مي‌دهند را با 
دقت بالايي اندازه گيري نمايد. اين امر به دليل انبوه سازي 
مستقل و تعيين توالي ميليون‌ها قطعه DNA مختلف از هر 
نمون��ه است كه امكان تش��خيص دقيق توالي نادر را محقق 

مي‌نمايد )19(.
تشخيص ژنتكيي پيش از لانه گزيني 	-3-4

از لان��ه گزين��ي  پي��ش  ژنتكي��ي  منظ��ور تش��خيص  ب��ه 
)PGD(2روش‌هاي متفاوتي مورد استف��اده قرار مي‌گيرند. كه 
از جمل��ه آن‌ها مي‌توان ب��ه مواردي كه در ادامه ذكر مي‌ش��ود 
اش��اره كرد: 1( تكنكي FISH3 يا دورگ��ه سازي درجا توسط 
پروب‌هاي خاص براي تش��خيص آنيوپلوئيدي كه بيشتر براي 
تش��خيص ناهنجاري‌هاي شناخته ش��ده كروموزومي در اوايل 
دوران جنين��ي به كار برده مي‌ش��ود. 2( روش CGH4 يا همان 
هيبريداسيون ژنومي مقايسه‌اي كه روند تشخيصي آن به صورت 
مقايسه بين DNA جنين و DNA طبيعي مي‌باشد. اما معايبي 
چون محدوديت زماني تش��خيص، عدم پوش��ش پروتكل‌‌هاي 
 5IVF ق��وي براي كل ژن��وم و يا وجود پروتكل‌ه��اي ضعيف
 6CGH براي بيوپس��ي و انجماد را نيز در بر دارد، 3( ارائه‌هاي
ني��ز به عن��وان تكنول��وژي بهب��ود يافته براي تش��خيص عدم 
تع��ادل كروموزومي توسعه يافته اس��ت و 4( روش غربالگري 

1-  Single-Strand Conformation Polymorphism
2-  Preimplantation Genetic Diagnosis
3-  Fluorescent In Situ Hybridization
4-  Comparative Genomic Hybridization
5-  In Vitro Fertilization
6-  CGH array
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كروموزومي جامع )CCS(1 كه همراه با PCR براي تشخيص 
دقي��ق تر آنيوپلوئيدي‌ها انجام مي‌ش��ود. اين در حالي است كه 
توالي يابي نسل جديد امكان تشخيص كروموزومي به صورت 
جامع و گس��ترده را فراه��م مي‌سازد.  ام��روزه از NGS براي 
شناسايي آنيوپلوئيدي و بازآرايي‌هاي كروموزومي نامتعادل پس 
از نمونه برداري از بلاستوسيست استفاده مي‌شود. نمونه برداري 
از بلاستوسيت به صورت همزمان چندين سلول را مورد تجزيه 
و تحليل قرار مي‌‌ده��د و محدويت وجود توالي‌هاي پراكنده كه 
منجر به تش��خيص ضعيف در PGD مي‌شوند را در بر نخواهد 

داشت )20(.
ك	اربرد در فارماكوژنومكيس -4-4

واكنش‌هاي دارويي ناخواسته كيي از علل اصلي مرگ و مير 
در بيماري‌ها و سرطان مي‌باش��ند. اگرچه عوامل بسياري در اين 
امر دخيل اند اما تنوع ژنتكيي نقش كليدي در واكنش نامطلوب 
ب��ه دارو و يا در قدرت تاثير دارو ب��ر بيماري و درمان آن بازي 
ميك‌ن��د. تعيين توالي ب��ه روش NGS، امكان ش��ناسايي انواع 
ماركرهاي ژنتكيي دخيل در پاسخ به دارو را تنها در كي آزمون 
مي‌دهد كه اين امر منجر به درمان صحيحي با دارو مي‌شود. اين 
روش به ويژه براي افراد مس��ن و افراد با بيماري‌هاي مزمن كه 
بايد بسياري از داروها را به صورت همزمان مصرف كنند، حائز 

اهميت است )17(.
ك	اربرد در اپي ژنتيك -5-4

تغييرات اپي ژنتكي اصولا تغييرات سوماتكي در ژنوم مي‌باشند 
به اين معني كه پس از لقاح و در طول رشد جنين و در ادامه آن 
پس از تولد رخ مي‌دهند. مشخص شده كه اين تغييرات ارتباط 
مس��تقيمي با پيشرفت برخي از سرطان‌ها و اختلالات مادرزادي 
مانند سندرم سودوهيپوپاراتيروئيديسم، سندرم ب‌كويت ويدمن 
و سندرم راسل سيلور و غيره دارند. سنجش‌هاي باليني معمول 
مي‌توانند تغييرات اپي ژنتكي در ژن‌هاي فرد را نش��ان دهد، اما 
توالي يابي نسل جديد سنجش گسترده‌اي از تغييرات اپي‌ژنتكي 
كه به عنوان علل بيماري خاص ش��ناخته شده اند را امكان‌پذير 
ساخته اس��ت. براي مثال، تعيين توالي بيس��ولفيت اخيرا با اين 
روش ب��راي بررس��ي الگوهاي متيلاسي��ون در سراسر ژنوم در 
سرط��ان خون انجام ش��ده است. همچنين تغييرات هيس��توني 

نيز با استف��اده از روش توالي يابي CHiP به كار گرفته ش��ده 
است)18(.

)SVs( شناسايي تنوعات ساختاري در ژنوم 	-6-4
تنوع��ات ساختاري )SVs(2، ش��امل تنوعات تع��داد تكرار 
)CNVs(3، واژگون��ي و ي��ا ساير بازآرايي‌ه��اي كروموزومي 
مي‌‌شود كه سبب تغيير در تعداد تكرارها نمي‌شوند. شايع ترين 
CNV، پلي مورفيس��م‌ها هس��تند. اما انواع بيم��اري زاي آن‌ها 
امروزه به عنوان كيي از علل اصلي عقب ماندگي ذهني و برخي 
 NGS ديگر از نقايص در هنگام تولد محسوب مي‌شوند. برتري
در اين زمينه نس��بت به ساير روش‌هاي قبلي مثل هيبريداسيون 
ژنومي ارائه‌ها اين است كه اين نسل از تكنولوژي مي‌تواند هر دو 
نوع از بازآرايي‌هاي متعادل و نامتعادل را شناسايي كند. وضوح 
بسيار بالاتر و همبستگي بيشتر ژنوتيپ- فنوتيپ از ديگر مزاياي 

اين روش نسبت به ساير روش‌ها مي‌باشد )17(.
5- مزايا و چالش‌هاي توالي يابي نسل جديد

علاوه ب��ر كاربرد‌هاي اين نس��ل از توالي يابي كه ذكر ش��د، 
مي‌توان به ويژگي‌هايي از جمله پوشش دهي بالا )عمق پوشش 
ده��ي 99x(، نياز به ميزان كم از نمون��ه ژنومي )50ng(، توالي 
يابي ت��ك مرحله اي، مقياس پذيري بس��يار ب��الا، كمي سازي 
خاصيت RNA با يكفيت بس��يار بالا، پروتكل‌هاي آماده سازي 
نمون��ه سريع و مس��تقيم و كاهش زمان و هزينه‌ها اش��اره نمود. 
اي��ن در حال��ي است كه اين روش چالش‌هاي��ي نيز در پيش رو 
دارد ك��ه بزرگتري��ن آن، تجزيه و تحليل داده‌ها مي‌باش��د كه در 
سطح آزمايش‌هاي تحقيقاتي قابل انجام بوده اما در سطح باليني 
هنوز نياز به تسريع استفاده از اين داده‌ها و ترجمه جفت بازهاي 
توال��ي در برنامه‌هاي كاربردي باليني اس��ت. چالش بعدي، زير 
ساخت‌هاي محاسباتي مي‌باشد. در واقع مقدار داده‌هاي اوليه در 
سيستم‌هاي NGS از ظرفيت محاسباتي ترين سيستم‌ها نيز پيشي 
گرفته‌اند. چالش بحث برانگيز ديگر، مس��ائل حقوقي و اخلاقي 
اين روش مي‌‌باشد. پيامدهاي قانوني و اخلاقي تعيين توالي بسيار 
زياد است و تاكنون به طور كامل به آن پرداخته نش��ده است. به 
اشترا‌كگذاري اطلاعات ژنتكيي فرد با كارفرمايان و شركت‌هاي 
بيم��ه آينده نگر ممكن است منجر به تبعيض مبتني بر اطلاعات 

ژنتكيي شود كه مي‌تواند پيامدهاي قانوني داشته باشد )19(.

1-  Comprehensive Chromosome Screening
2-  Structural Variations
3-  Copy Number Variants
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