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توالي یابي نسل جدید و کاربرد آن در تشخیص 
بیماري هاي ژنتیك

چکیده
در ده��ه اخی��ر با ظه��ور تکنول��وژي توالي یابي نس��ل 
 ،)Next Generation Sequencing, NGS( جدی��د
توالي یابي ژن ها و تشخیص بیماري هاي ژنتیکي وارد عرصه 
جدیدي ش��ده است. ب��ا استفاده از ای��ن تکنیک این امکان 
فراه��م گردی��ده تا در خصوص تش��خیص عل��ت ژنتیکي 
بس��یاري از بیماري ه��ا و سندروم ه��ا از جمله اختلالات و 
ناهنجاري ه��اي مادرزادي که قب��لا بواسطه محدودیت هاي 
تکنیک هاي مورد استفاده تحت عنوان “با علل نامعلوم "بیان 
مي گردید، مش��خص ش��ود. در واقع تکنول��وژي NGS از 
یکسري روش ها متشکل از آماده سازي اولیه و قطعه قطعه 
ک��ردن نمونه ژنوم مورد مطالعه، توالي یابي، تصویر برداري 
و مرئي سازي، سرهم کردن قطعات توالي یابي شده و آنالیز 
داده ها مي  باش��د. از کاربردهاي این روش نوین مي  توان به 
بهبود چشمگیر در تشخیص بیماري هاي ژنتیکي، تشخیص 
ژنتیکي پیش از لان��ه گزیني، فارماکوژنومیکس، اپي ژنتیک 
و ش��ناسایي تنوعات ساختاري در ژنوم اشاره نمود. در این 
نوش��تار ضمن معرفي تکنیک NGS، اهمیت و کاربرد روز 
افزون آن در تشخیص مولکولي بیماري هاي ژنتیکي به طور 

اجمالي بررسي مي شود.
واژه  ه��اي کلیدي: توالي یابي نس��ل جدید، تش��خیص 

بیماري هاي ژنتیکي، تعیین توالي ژنوم

مقدمه
در ده��ه 19۷0، سنگ��ر و همک��اران و همچنین ماکس��ام 
و گیلب��رت روش های��ي ب��راي توالي یاب��ي  DNA توسط 
تکنیک ه��اي خاتمه زنجیره و تکه تکه ش��دن ارائه دادند. در 
ای��ن بین به سبب این که روش سنگر، نیاز به دست ورزي و 
استفاده   کمتر از مواد شیمیایي سمي و رادیو ایزوتوپ نسبت 
به روش ماکس��ام و گیلبرت داش��ت، به عنوان روش تعیین 
توالي اصلي انتخاب ش��د و این امر علم زیس��ت شناسي را 
متحول نمود )1(. اما وجود معایبي در روش هاي توالي  یابي 
نس��ل اول از جمله محدودیت  هاي داخلي در توان عملیاتي، 
مقی��اس پذیري، سرعت و تفکی��ک پذیري و هزینه  ها سبب 
کندشدن دسترسي محققان به اطلاعات اساسي مورد نیاز شده 
بود. لذا براي غلبه بر این موانع و همچنین نیاز رو به رشد به 
توال��ي یابي ژنوم فردي به ص��ورت سریع، کم هزینه و دقیق 
لزوم تغییر از روش سنتي تعیین توالي سنگر به سمت استفاده 
 ”)NGS (1از تکنول��وژي جدید یا “توالي یابي نس��ل جدید
وجود داش��ت. این فن  آوري اساسا رویک��ردي متفاوت در 
توالي یابي است که تا کنون منجر به کشفیات متعددي شده و 

تحولي بزرگ در علوم ژنومیک پدید آورده است. 

  نادیا پورمشیر 
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1-  Next Generation Sequencing
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این تکنیک همچنین به عنوان روش سنگر خودکار و یا توالي 
یابي انب��وه موازي )MPS(1 در سال 2004 معرفي ش��د )2(. در 
واقع این واقعیت که رمزگش��ایي ژنوم انس��ان سرنخ  هاي مهمي 
درباره ژنتیک بیماري  ها و همچنین توسعه پیشگیري تخصصي  تر 
را فراهم مي نماید، استراتژي هاي تش��خیصي و درماني را در دهه 
گذشته به طور گسترده اي معطوف استفاده از تعیین توالي و نقشه 

برداري ژنومي کرده  است )3(. 

1-چگونگي عملکرد توالي یابي نسل جدید
نس��ل جدید توالي یابي سه بهبود عمده نس��بت به نسل قبلي 
 ،DNA دارد: 1( به جاي نیاز به ش��بیه س��ازي باکتریایي قطعات
مبتني بر تهیه کتابخانه هاي NGS در یک سیستم مستقل از سلول 
مي باشد، 2( در آن میلیون ها واکنش توالي  یابي به موازات هم انجام 

مي شوند و 3( خروجي تعیین توالي به طور مستقیم و بدون نیاز به 
الکتروفورز نمایان مي  شود )4(.  به طور کلي این نوع توالي یابي در 
سه مرحله انجام مي  شود. در مرحله  اول نمونه ژنومي )DNA یا 
cDNA2( به کتابخانه اي از قطعات کوچک تقسیم مي شود و در 

ادامه آداپتورها )الیگونوکلئوتید هاي مصنوعي با توالي شناخته شده( 
ب��ر انتهاي این قطعات متصل خواهد ش��د. سپس این کتابخانه ها 
تکثیر ش��ده تا ب��راي توالي یابي آماده ش��وند )5(. مرحله دوم که 
تعیین توالي و تصویر برداري مي باش��د، بر مبناي ساخته ش��دن و 
تولید قطعات است و طي آن هر کدام از قطعات کتابخانه به عنوان 
یک واحد ژنومي الگو عمل کرده و رش��ته هاي جدیدي را ایجاد 
مي  کنند. در حال حاضر انواع مختلفي از تعیین توالي نس��ل جدید 
توسط کمپاني هاي ژنومیکس عرضه شده است. در جدول شماره 

1 تعدادي از روش هاي مزبور با روش سنگر مقایسه شده اند. 

 1-  Massive Parallel Sequencing
2-  Complementary DNA

جدول 1. مقایسه انواع روش هاي تعیین توالي در توالي یابي نسل جدید

PacbioIon TorrentIlluminaSOLiDsangerدستگاه

روش
 DNA همانند سازي

 Single-molecule in(
)real-time

سیستم شناسایي نیمه 
رسانا

سنتز با رنگ هاي پایان دهنده 
خاتمه زنجیراتصال و امولسیون PCRولي برگشت پذیر

به طور متوسططول توالي شناسایي شونده
3Kbp

200bp50-250bp20+50 900-35400+50 یاbp

جایگزینيدرج یا حذف بازهادرج یا حذف بازهانوع جهش تشخیصي
درج یا حذفجابجایي بازهايA-Tبازها

بازها

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

مجموعه توالي هاي شناسایي 
1/2N/A تا 1/4 میلیاردتا 3 میلیاردتا 5 میلیون35000-۷5000شده در هر اجرا

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

)بسته به دستگاه توالي خوان 
و طول توالي(

20دقیقه تا 3 ساعت1 تا 2 هفته

2400 دلار0/13 دلار0/05 تا 0/15 دلار1دلار2 دلارهزینه توالي یابي هر میلیون باز

خواندن بلند ترین توالي مزایا
عملکرد خواندن توالي بالا، تجهیزات ارزان تر سرعتسرعت

هزینه، دقت
هزینه کمتر براي خواندن 

هر باز

خواندن توالي به 
صورت تکي 

پرکاربرد براي بسیاري 
از نرم افزارها

عملکرد پایین در دقت بالامعایب
تجهیزات بسیار گرانخطاهاي هموپلیمرتجهیزات بسیار گران

آهسته تر از روش هاي 
دیگر، طولاني شدن زمان 
خواندن، طولاني شدن 

پلت فرم

هزینه هاي بالا  
غیر قابل انجام براي 
پروژه هاي توالي هاي 

بلند
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فرآیند توالي  یابي طي یک چرخه  شس��ت و شو و مجاور 
شدن قطعات حاصله با مجموعه اي از نوکلئوتید هاي شناخته 
ش��ده که به ترتیب توالي قرار مي گیرند، دنبال مي ش��ود. در 
حالي که این نوکلئوتیدها به دنبال یکدیگر متصل مي  شوند 
تا دنباله اي را ایجاد کنند، توالي مذکور به صورت دیجیتالي 
ثبت ش��ده که این مکانیس��م ش��ناسایي اطلاعات توالي بنا 
ب��ه نوع تکنی��ک مي  تواند براساس تغیی��رات pH و یا نور 

فلورسانس باشد )6(.
 در مرحله سوم تحلیل داده ها صورت مي پذیرد. داده هاي 
توال��ي خام باید تح��ت چند مرحله تجزی��ه و تحلیل قرار 
گیرند ک��ه این تجزیه و تحلیل داده ها ش��امل حذف توالي 

آداپت��ور و توالي  هاي کم کیفیت، و نقش��ه برداري از داده  ها 
ب��ا استفاده از یک ژنوم مرجع ش��ناخته ش��ده )توالي یابي 
مج��دد( و ی��ا در غیاب ژن��وم مرجع )توال��ي یابي جدید( 
مي  باش��ند. تجزیه و تحلیل بعدي ش��امل طیف گسترده اي 
از ارزیابي ه��اي بیوانفورماتیکي از جمله تنوع ژنتیکي براي 
تش��خیص 1SNP ه��ا و Indels2 )درج یا ح��ذف بازها(، 
تشخیص ژن جدید و یا عناصر تنظیمي، ارزیابي سطح بیان 
ژن، ش��ناسایي جهش در سلول هاي سوماتیک و جنس��ي را 
شامل ش��ود که ممکن است به تش��خیص بیماري ژنتیکي 
منج��ر گردد )۷(. مراحل انجام تکنیک NGS در ش��کل 1 

نشان داده شده است.

1-  Single Nucleotide Polymorphism
2-  Small insertion/deletions

شکل 1. شماي کلي از مراحل انجام توالي یابي نسل جدید
مرحله اول تشکیل کتابخانه ژنومي، مرحله دوم تعیین توالي و تصویربرداري بر مبناي سنتز و مرحله سوم تجزیه و تحلیل 

داده  ها.
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 2-انواع توالي  یابي  هاي نسل جدید
از زمان ابداع و معرفي توالي یابي نس��ل جدید تاکنون 
پیشرفت هاي زیادي در خصوص کارایي، سرعت و بازده 
روش مزبور صورت گرفته که منجر به معرفي انواعي از 

این روش شده است. 
)WGS( 1توالي  یابي کل ژنوم  -1-3

در ای��ن روش ک��ل توالي ژنومي ی��ک موجود )ژنوم 
هس��ته اي به هم��راه DNA میتوکندریایي در سلول  هاي 
جانوري و DNA کلروپلاس��ت در سلول هاي گیاهي( 
توال��ي  یابي مي گ��ردد. در این حالت ح��دود هزاران ژن 
فع��ال و نیز ه��زاران توال��ي خاموش به ط��ور همزمان 
بررسي مي ش��وند. روش WGS با پوش��ش دهي 98/5 
درص��دي توالي ه��اي کد کنن��ده، یک��ي از کارآمدترین 
روش ها براي شناسایي جهش  هاي ژنتیکي است. مطالعه 
همبستگي ژنومGWAS( 2( بر مبناي ریز ارائه از جمله 
پرکاربردترین روش هاي تش��خیص جهش  هاي مرتبط با 
بیماري هایي مي  باش��د که در آن ح��دود 4 میلیون مارکر 
در ه��ر نمونه مورد بررسي قرار مي  گیرد. با این  حال این 
رقم در مقابل شناسایي همزمان 3/2 میلیارد جفت باز در 

روش WGS عدد کوچکي محسوب مي  شود )8(. 
)WES( 3توالي یابي اگزومي  -2-3

در ح��ال حاض��ر، ماهیت درصد کم��ي از توالي ژنوم 
انس��ان مشخص ش��ده است )>10%( و اطلاعات بالیني 
محدودي را مي توان بلافاصل��ه از توالي ژنوم کامل یک 
بیمار به دست آورد. بنابراین، براي محققان بالیني مقرون به 
صرفه تر است که فقط توالي اگزوني )2% از ژنوم نواحي 
رمزگ��ذار پروتئین و یا اگزون اس��ت(، مندلیوم )نواحي 
مربوط به 2993 ژن کد کننده بیماري هاي شناخته شده( 
و ی��ا قطعات ژني بیماري زا را ب��راي غربالگري جهش 

مربوطه در تش��خیص و درمان بیماري هدف قرار دهند. 
از این روش مي  توان براي تشخیص مولکولي اختلالات 
مرتبط با گروهي از ژن ها استفاده نمود. بدین منظور، نیاز 
است تا ژن هدف براي جلوگیري از دخالت سایر نواحي 
باقي مانده از ژنوم، تا ده ها یا هزاران بار بیش��تر از میزان 

آن در ژنوم غني شود )9 و10(. 
توال��ي  یاب��ي ک��ل اگزون  ه��اي ژن��وم )اگ��زوم( در 
تشخیص هاي بالیني بسیار ارزشمند است و دیدي جامع 
از آرایش ژنتیکي یک بیم��اري ارائه مي دهد. با جود آن 
ک��ه اگزون  ها تنها 2% از کل ژن��وم را به خود اختصاص 
 DNA داده  اند، اما در حدود 85% از جهش هاي مولکول
که مسبب بسیاري از بیماري  هاي ژنتیکي در انسان است 
را ش��امل مي  ش��وند )11(. در واقع تعیین توالي اگزومي 
که اخیرا وارد تحقیقات ژنتیک پزش��کي ش��ده است، تا 
به ح��ال نقش بیش از هزاران ژن را در اختلالات مندلي 
مش��خص کرده است و این آمار به سرعت در حال رشد 

است )12(. 

مراحل توالي یابي اگزومي
نح��وه انجام توالي یابي اگزوم��ي بدین صورت است 
ک��ه در ابت��دا DNA  ژنومي به ص��ورت تصادفي قطعه 
قطعه ش��ده و سپس آداپتور ها به کتابخانه  حاصله متصل 
مي ش��وند. سپس کتابخانه ب��راي توالي هاي اگزوني غني 
  DNA یا RNA ش��ده و در مرحل��ه بع��د، قطعات ب��ا
بیوتینیله ش��ده هیبرید ش��ده و به دنب��ال آن تعیین توالي 
 Massive Parallel Sequencing, MPS به صورت گسترده
انج��ام گرفته و در نهای��ت داده هاي حاصل��ه، تجزیه و 
تحلیل، نقشه برداري، تنظیم و خوانده مي شوند )شکل2( 

 .)13(

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

1-  SNP array

کاربرد توالي یابي اگزومي
 م��واردي که در آن  توالي یابي اگزومي توصیه مي ش��ود 
عبارتن��د از: 1( فنوتیپ ه��اي هتروژن )حالت��ي که در آن 
جه��ش در ژن هاي متع��دد به تظاه��رات بالیني یکس��ان 
منجر مي ش��ود، مانند عقب  ماندگي ذهني، تاخیر در رشد، 
کوتاهي قد، کاردیومیوپاتي، ناشنوایي، اختلالات متابولیک، 
بدشکلي هاي پیچیده، بیماري هاي عضلاني، نابینایي ارثي، 
بیماري ه��اي قلب��ي- عروق��ي و ...، 2( فنوتیپ هاي کاملا 
نامش��خص و یا مجموعه اي از علائم که تشخیص افتراقي 
را با مش��کل مواجه مي کند و 3( ژن  ه��اي بزرگ نظیر ژن 

دیستروفین )8(. 
در ش��کل 3 ب��ه عن��وان مثال تش��خیص بیم��اري زالي 
)آلبینیس��م( با روش توالي یابي اگزومي نش��ان داده ش��ده 
است. همانگونه که در ش��کل قسمت a و b دیده مي شود، 
علائم مش��اهده ش��ده در فرد مراجعه کننده مشابه فنوتیپ 

معم��ول بیماران مبتلا به آلبینیس��م ن��وع 4 است و لذا این 
بیم��اري براي فرد تش��خیص داده مي  ش��ود. ش��جره نامه 
ف��رد مذکور نیز در بخش c نش��ان داده ش��ده است. نقاط 
نشاندار شده در آیدیوگرام قسمت d، نشان دهنده  نواحي 
هموزیگوت در ژنوم این فرد هستند که با استفاده از روش 
آنالیز ارائه پلي  مورفیس��م  هاي تک نوکلئوتیدي1 شناسایي 
ش��دند. پس از این مرحله، نواح��ي هموزیگوت به روش 
توال��ي یابي اگزومي مورد بررسي قرار گرفتند و در نهایت 
دو جهش عامل بیماري آلبینیسم نوع 4 در این فرد شناسایي 
ش��د. قسمت e کروماتوگرام حاصل از توالي یابي اگزومي 
را براي ژن SLC45A2 و قسمت f کروماتوگرام حاصل 
از توالي یابي اگزومي را براي ژن C6PC3 نشان مي  دهد 
که ف��رد براي هر دو حاوي جهش هموزیگوت است. این 
مث��ال اهمیت تکنیک NGS براي تائید صحت تش��خیص 

بیماري را به خوبي به نشان مي دهد )8(. 
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شكل 3. کاربرد کلینیكي توالي  یابي اگزومي در تشخیص دو جهش ایجادکننده  بیماري آلبینیسم نوع 4

انواع روش هاي توالي یابي اگزومي
براي ش��ناسایي جهش هاي مرتبط ب��ا بیماري هاي ژنتیک 
بر اس��اس توالي یابي اگزومي حداقل ش��ش روش معرفي 
ش��ده است )ش��کل 4(. در روش اول که روش پیوستگي1 
نامیده مي ش��ود، تمامي افراد مبتلاي خان��واده تعیین توالي 
شده و از لحاظ تنوعات مشابه مورد بررسي قرار مي گیرند. 
به علاوه مي  توان محت��واي اگزوني اعضاي غیر مبتلا را نیز 
تعیی��ن توالي نموده و به ای��ن ترتیب تنوعات غیربیماري  زا 
را ش��ناسایي نمود. براي مثال خواه��ر و برادري که هر دو 
مبتلا هس��تند، داراي 50 درصد مش��ابهت DNA مي  باشند 
و دانس��تن این موضوع سبب مي  شود که بخشي از تغییرات 

جهش��ي )واریانت هاي( مشکوک حذف شوند )با مشخص 
نمودن واریانت هاي مش��ترک و غیرمشترک(. در روش دوم 
ک��ه مبتني بر هموزیگوسیت��ي2 است، فرض بر این است که 
فرد مبتلا ب��ه بیماري مغلوب، واریانت  هاي جهش  دار خود 
را از هر دو والد دریافت کرده است. بنابراین واریانت هایي 
دنبال مي ش��وند که در والدین به صورت هتروزیگوت و در 

فرد مبتلا به صورت هموزیگوت هستند )14(. 
در روش بع��دي که استراتژي دو ضربه3 نامیده مي ش��ود 
زماني استفاده مي ش��ود که تنها یک فرد در دسترس است و 
دیگر اعضاي خانواده حضور ندارند و تصور مي رود بیماري 
حال��ت مغل��وب دارد. در ای��ن حالت مي ت��وان توالي یابي 

1-  Linkage strategy
2-  Homozygosity strategy
3-  Double-hit strategy
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اگزومي انجام داده و در نتایج حاصل به دنبال واریانت هاي 
هموزیگ��وت و یا واریانت  ه��اي هتروزیگوت مرکب1 بود. 
روش چه��ارم ک��ه استراتژي همپوش��ان2 نامیده مي ش��ود، 
زماني م��ورد استفاده قرار مي گیرد ک��ه چندین فرد مبتلاي 
غیر خویش��اوند با فنوتیپ یکس��ان مراجعه مي  نمایند. این 
روش ب��ه خصوص در م��ورد بیماري هایي که حالت غالب 
دارن��د مورد استفاده قرار مي  گیرد. در مواردي که بیماري به 
ش��دت هتروژن است و نیز در مواردي که بیماري به شدت 

تک گیر است، روش پنجم که استراتژي de novo نامیده 
مي  ش��ود مورد استفاده قرار مي  گیرد. در این حالت به دنبال 
واریانت  ه��اي جدید در مجموعه  اطلاعات حاصل از توالي 

یابي اگزومي فرد هستیم. 
ب��ر  مبتن��ي  استرات��ژي  نهای��ت روش شش��م ک��ه  در 
ژن ه��اي کاندید نامیده مي  ش��ود، ب��ه دنب��ال واریانت هاي 
 ش��ناخته ش��ده از بیم��اري در نتیج��ه تعیی��ن توال��ي فرد

 مي  باشیم )14(. 

1-   Compound Heterozygous Variants
2-  Overlap Strategy

WES شکل 4. روش  هاي شناسایي جهش  هاي مرتبط با بیماري بر اساس

)a( روش پیوستگ��ي ک��ه در آن تمام��ي اف��راد مبتلاي 
خانواده تعیین توالي ش��ده و از لحاظ تنوعات مشابه مورد 
بررسي قرار مي گیرن��د. )b( روش مبتني بر هموزیگوسیتي 
ک��ه در آن ف��رض ب��ر این است ک��ه فرد مبتلا ب��ه بیماري 
مغل��وب، واریانت ه��اي جهش  دار خ��ود را از هر دو والد 
دریاف��ت کرده اس��ت. )c( استرات��ژي دو ضربه، این روش 
زماني استفاده مي ش��ود که تنها ی��ک فرد در دسترس است 

و دیگ��ر اعضاي خان��واده حضور ندارن��د و تصور مي رود 
بیماري حالت مغلوب دارد. )d( استراتژي همپوش��ان، این 
روش زمان��ي م��ورد استفاده قرار مي گیرد ک��ه چندین فرد 
 مبتلاي غیرخویش��اوند با فنوتیپ یکسان مراجعه مي  نمایند.

 )e( استرات��ژي de novo؛ در ای��ن حال��ت ب��ه دنب��ال 
 WES واریانت هاي جدید در مجموعه  اطلاعات حاصل از
فرد هس��تیم. )f( استراتژي مبتني ب��ر ژن هاي کاندید که در 
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آن به دنبال واریانت هاي ش��ناخته شده از بیماري در نتیجه 
تعیین توالي فرد مي  باشیم.

لازم ب��ه ذکر است که با وجود این  که تعیین توالي اگزوم 
همه نواحي کد کننده پروتئین در ژنوم انس��ان را پوش��ش 
مي  ده��د، ای��ن روش در تش��خیص جهش  ه��اي دخیل در 
وراثت سه آلل��ي، اثرات اپي  ژنتیکي، تغییرات تعداد کپي و 
برخي نقاط کور ژنوم مانند مناطق بس��یار تکراري و مناطق 

غني از GC داراي محدودیت هایي است )8(.  
توالي  یابي هدفمند1  -3-3

گرچ��ه امروزه توالي  یابي کل ژنوم و توالي  یابي اگزوني 
به راحتي قابل انجام هستند، اما در بسیاري از موارد بیماري 
توالي  یابي هدفمند ارجحیت پیدا مي کند. چرا که توالي یابي 
هدفمن��د از لحاظ زماني و هزینه مق��رون به صرفه بوده و 
نواحي بیش��تري از نقاط ژنومي مدنظر را پوشش مي دهد. 
بر این اساس پانل هاي )مجموعه هاي( اختصاصي هزاران 
ناحیه ژنومي که نق��اط داغ جهش در بیماري هاي مختلف 
هستند طراحي ش��ده اند. این پانل ها تنها یک ناحیه خاص 
ژنومي را تحت پوش��ش قرار مي دهند. به علاوه پانل  ها را 
مي توان براساس نیاز محقق یا پزش��ک به طور اختصاصي 
طراح��ي کرد و مورد استفاده قرار داد. امروزه براي بررسي 
بیماري ه��اي متعدد مانن��د انواع بیماري ه��اي متابولیک از 
جمل��ه بیماري  هاي ذخی��ره لیزوزوم��ي، رتینوپیگمنتوزوم، 
ناش��نوایي غیرسندرومي، میوکاردیوپاتي  ها و انواع سرطان، 
پانل  ه��اي اختصاصي طراحي ش��ده است )8(. روز به روز 
لیس��ت پانل ها در حال گس��ترش اس��ت و در حال حاضر 
تقریبا براي تمامي ژن ها و بیماري هاي شناخته شده ژنتیکي 
حداقل یک پانل ژني معرفي شده و در دسترس مي باشد. 

RNA توالي  یابي  -4-3
ب��ا توج��ه ب��ه این ک��ه توالي  یاب��ي ک��ل RNA سلولي 
)رونوش��ت  هاي سلولي( امکان تصویریابي از محتواي ژني 
سل��ول را به خوبي فراه��م مي نمای��د، از اهمیت کاربردي 
بالای��ي برخ��وردار اس��ت. در توالي  یاب��ي RNA، قبل از 

ساخ��ت کتابخانه NGS، کل محتواي RNA سلول خارج 
شده و به cDNA تبدیل مي  شود. این روش در واقع براي 
RNA، mRNA هاي کوچک، RNA هاي غیرکدشونده و 

یا میکرو RNA ها قابل انجام است )8(. 
توالي یابي DNA میتوکندریایي  -5-3

تعداد تکرار هاي DNA میتوکندریایي بس��یار متغیر بوده 
و گمان بر این است که این امر با وقوع اختلالات بس��یاري 
از جمله سرطان در ارتباط  باشد. روش هاي سنتي شمارش 
ای��ن تعداد تکرارها اکث��را با PCR همراه ب��وده، اما اخیرا 
تکنیک ه��اي جدیدي بر پایه  روش  ه��اي توالي  یابي تعداد 
تکراره��اي mtDNA2 و همچنی��ن تهی��ه  پروفایل بیاني، 
ایجاد و گس��ترش یافته اند. در این راستا ارزیابي محتویات 
mtDNA توسط توالي یابي اگزوم براي تش��خیص دقیق 
اخت��لالات میتوکندریایي به کار برده ش��ده است. علاوه بر 
این، توالي یابي DNA میتوکندریایي توسط روش هاي نوین 
مي تواند اطلاعات سودمندي را در مورد ارتباط جهش هاي 
mtDNA با پروفایل بیاني ژن در مس��یرهاي سلولي سنتز 
mtDNA و تاثیرگذاري مستقیم و یا غیر مستقیم داروهاي 

ضدسرطان در اختیار محققان قرار دهد )15(.

4-کاربرد  توالي یابي نسل جدید
تکنی��ک NGS را مي  توان براي هر ارگانیس��م از جمله 
باکتري  ها، گیاهان، حیوانات، انس��ان و غیره استفاده نمود. 
منب��ع DNA مي  توان��د DNA  ژنوم��ي )در تعیین توالي 
 DNA( –(RNA توالي یاب��ي( مکم��ل  DNA ،)ژن��وم
متیل��ه ب��راي توالي یابي اپ��ي  ژنتیک(، یا توال��ي خاصي از 
DNA، مانن��د محل هاي اتصال عوامل رونویس��ي3 )توالي 
یاب��ي ChIP( باش��د )16(. این روش به طور گس��ترده اي 
مورد بررسي و به طور فزاینده اي در بس��یاري از زمینه هاي 
تحقیقات��ي اعم��ال مي ش��ود )1۷(. در ادام��ه تع��دادي از 
 کاربرده��اي این تکنیک در زمینه هاي مختلف مورد بررسي 

قرار مي  گیرند.

1-  Targeted sequencing
2-  Mitochondrial DNA
3-  Chromatin Immunoprecipitation Sequencing
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شناس��ایي جهش ه��اي مرتبط ب��ا بیماري  هاي   -1-4
ژنتیکي

روش NGS ب��ه طور کل��ي مي تواند ب��راي توالي یابي 
ژن ه��اي بس��یار ب��زرگ و همچنی��ن ژن ه��اي کوچک تر 
بیماري ه��اي ژنتیکي مورد استفاده قرار گیرد و تمام نواحي 
اگزون��ي و توالي ه��اي هم��راه آن را پوش��ش دهن��د. این 
پوش��ش دهي گسترده حس��اسیت تشخیص جهش را بیش 
از روش  ه��اي فعلي، ک��ه اغل��ب از روش غربالگري مانند 
1SSCP استفاده مي  ش��د، بهبود داده است. در حال حاضر 
اختلالات تک ژني بسیاري توسط روش مذکور توالي یابي 
و ش��ناسایي ش��ده اند. از جمله این م��وارد مي توان به انواع 
ناش��نوایي، نابینایي، بیماري هاي ارث��ي پوست، بیماري هاي 
قلبي – عروقي و غیره اش��اره نمود. با این حال ظرفیت این 
سیس��تم براي توالي یابي بس��یاري از ژن ها به صورت تکي 

بسیار بالا و به نظر مي رسد تقریبا نامحدود باشد )18(.
تشخیص و درمان سرطان  -2-4

در حال حاضر انواع مختلف��ي از جهش هایي سوماتیکي 
 MPS تقریب��ا در تمامي سرطان  ها ظاهر مي ش��وند. تکنیک
مي توان��د به ط��ور همزمان اطلاعات تغیی��رات تعداد کپي، 
جهش هاي متوالي و همجوشي ژن  ها را در هر نقطه از ژنوم 
که در ارتباط با پیش��رفت بدخیمي است، ارائه کند. در عین 
ح��ال، برخلاف روش ریز ارائه ها ای��ن تکنیک محدودیتي 
براي ارزیاب��ي تغییرات و انحرافات بزرگ ن��دارد. استفاده 
بالین��ي از توالي یابي م��وازي انبوه، راهي براي ش��ناسایي 
علل بس��یاري از بیماري هایي با علت ناشناخته را از طریق 
غربالگ��ري همزمان هزاران نفر از نظ��ر جایگاه جهش هاي 
بیم��اري زا و با تعیی��ن توالي نمونه ه��اي بیولوژیکي براي 
بررسي ژنومي عوامل عفوني جدید فراهم مي کند. علاوه بر 
ارائ��ه ای��ن قابلیت هاي تش��خیصي کاملا جدی��د، این نوع 

توالي یابي ممکن اس��ت در آینده جایگزین ارائه ها و توالي 
یابي سانگر در برنامه هاي کاربردي بالیني که در حال حاضر 
استفاده مي شود، باش��د. سرطان یک بیماري بسیار هتروژن 
اس��ت و سلول هاي مختلفي در یک تومور دیده مي ش��وند. 
ممکن است جهش اصلي که مسبب بدخیمي است تنها در 
بخش کوچکي از ژنوم سلول دیده شود. بنابراین تشخیص 
آن نی��از ب��ه دقت و تمرکز بالایي دارد ک��ه روش هاي قبلي 
NGS قادر به چنین تش��خیصي نیستند. با این  حال تکنیک
مي  توان��د تغییرات ژنتیک��ي مرتبط با سرطان ک��ه تنها در 
کس��ر کوچکي از سلول  هاي آزمایش شده رخ مي  دهند را با 
دقت بالایي اندازه گیري نماید. این امر به دلیل انبوه  سازي 
مستقل و تعیین توالي میلیون ها قطعه DNA مختلف از هر 
نمون��ه است که امکان تش��خیص دقیق توالي نادر را محقق 

مي  نماید )19(.
تشخیص ژنتیکي پیش از لانه گزیني  -3-4

از لان��ه گزین��ي  پی��ش  ژنتیک��ي  منظ��ور تش��خیص  ب��ه 
)PGD(2روش هاي متفاوتي مورد استف��اده قرار مي گیرند. که 
از جمل��ه  آن ها مي  توان ب��ه مواردي که در ادامه ذکر مي  ش��ود 
اش��اره کرد: 1( تکنیک FISH3 یا دورگ��ه سازي درجا توسط 
پروب  هاي خاص براي تش��خیص آنیوپلوئیدي که بیشتر براي 
تش��خیص ناهنجاري  هاي شناخته ش��ده کروموزومي در اوایل 
دوران جنین��ي به کار برده مي ش��ود. 2( روش CGH4 یا همان 
هیبریداسیون ژنومي مقایسه اي که روند تشخیصي آن به صورت 
مقایسه بین DNA جنین و DNA طبیعي مي باشد. اما معایبي 
چون محدودیت زماني تش��خیص، عدم پوش��ش پروتکل  هاي 
 5IVF ق��وي براي کل ژن��وم و یا وجود پروتکل ه��اي ضعیف
 6CGH براي بیوپس��ي و انجماد را نیز در بر دارد، 3( ارائه هاي
نی��ز به عن��وان تکنول��وژي بهب��ود یافته براي تش��خیص عدم 
تع��ادل کروموزومي توسعه یافته 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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کروموزومي جامع )CCS(1 که همراه با PCR براي تشخیص 
دقی��ق تر آنیوپلوئیدي  ها انجام مي  ش��ود. این در حالي است که 
توالي یابي نسل جدید امکان تشخیص کروموزومي به صورت 
جامع و گس��ترده را فراه��م مي سازد.  ام��روزه از NGS براي 
شناسایي آنیوپلوئیدي و بازآرایي هاي کروموزومي نامتعادل پس 
از نمونه برداري از بلاستوسیست استفاده مي شود. نمونه برداري 
از بلاستوسیت به صورت همزمان چندین سلول را مورد تجزیه 
و تحلیل قرار مي  ده��د و محدویت وجود توالي هاي پراکنده که 
منجر به تش��خیص ضعیف در PGD مي شوند را در بر نخواهد 

داشت )20(.
کاربرد در فارماکوژنومیکس  -4-4

واکنش هاي دارویي ناخواسته یکي از علل اصلي مرگ و میر 
در بیماري ها و سرطان مي  باش��ند. اگرچه عوامل بسیاري در این 
امر دخیل  اند اما تنوع ژنتیکي نقش کلیدي در واکنش نامطلوب 
ب��ه دارو و یا در قدرت تاثیر دارو ب��ر بیماري و درمان آن بازي 
مي کن��د. تعیین توالي ب��ه روش NGS، امکان ش��ناسایي انواع 
مارکر هاي ژنتیکي دخیل در پاسخ به دارو را تنها در یک آزمون 
مي دهد که این امر منجر به درمان صحیحي با دارو مي شود. این 
روش به ویژه براي افراد مس��ن و افراد با بیماري  هاي مزمن که 
باید بسیاري از داروها را به صورت همزمان مصرف کنند، حائز 

اهمیت است )1۷(.
کاربرد در اپي ژنتیك  -5-4

تغییرات اپي  ژنتیک اصولا تغییرات سوماتیک در ژنوم مي باشند 
به این معني که پس از لقاح و در طول رشد جنین و در ادامه آن 
پس از تولد رخ مي دهند. مشخص شده که این تغییرات ارتباط 
مس��تقیمي با پیشرفت برخي از سرطان ها و اختلالات مادرزادي 
مانند سندرم سودوهیپوپاراتیروئیدیسم، سندرم بک ویت ویدمن 
و سندرم راسل سیلور و غیره دارند. سنجش هاي بالیني معمول 
مي توانند تغییرات اپي ژنتیک در ژن  هاي فرد را نش��ان دهد، اما 
توالي یابي نسل جدید سنجش گسترده اي از تغییرات اپي ژنتیک 
که به عنوان علل بیماري خاص ش��ناخته شده  اند را امکان پذیر 
ساخته اس��ت. براي مثال، تعیین توالي بیس��ولفیت اخیرا با این 
روش ب��راي بررس��ي الگوهاي متیلاسی��ون در سراسر ژنوم در 
سرط��ان خون انجام ش��ده است. همچنین تغییرات هیس��توني 

نیز با استف��اده از روش توالي یابي CHiP به کار گرفته ش��ده 
است)18(.

)SVs( شناسایي تنوعات ساختاري در ژنوم  -6-4
تنوع��ات ساختاري )SVs(2، ش��امل تنوعات تع��داد تکرار 
)CNVs(3، واژگون��ي و ی��ا سایر بازآرایي ه��اي کروموزومي 
مي  شود که سبب تغییر در تعداد تکرارها نمي  شوند. شایع ترین 
CNV، پلي مورفیس��م ها هس��تند. اما انواع بیم��اري  زاي آن ها 
امروزه به عنوان یکي از علل اصلي عقب  ماندگي ذهني و برخي 
 NGS دیگر از نقایص در هنگام تولد محسوب مي شوند. برتري
در این زمینه نس��بت به سایر روش هاي قبلي مثل هیبریداسیون 
ژنومي ارائه ها این است که این نسل از تکنولوژي مي  تواند هر دو 
نوع از بازآرایي هاي متعادل و نامتعادل را شناسایي کند. وضوح 
بسیار بالاتر و همبستگي بیشتر ژنوتیپ- فنوتیپ از دیگر مزایاي 

این روش نسبت به سایر روش ها مي باشد )1۷(.
5- مزایا و چالش هاي توالي یابي نسل جدید

علاوه ب��ر کاربرد هاي این نس��ل از توالي یابي که ذکر ش��د، 
مي توان به ویژگي هایي از جمله پوشش دهي بالا )عمق پوشش 
ده��ي 99x(، نیاز به میزان کم از نمون��ه ژنومي )50ng(، توالي 
یابي ت��ک مرحله  اي، مقیاس پذیري بس��یار ب��الا، کمي سازي 
خاصیت RNA با کیفیت بس��یار بالا، پروتکل هاي آماده سازي 
نمون��ه سریع و مس��تقیم و کاهش زمان و هزینه  ها اش��اره نمود. 
ای��ن در حال��ي است که این روش چالش های��ي نیز در پیش رو 
دارد ک��ه بزرگتری��ن آن، تجزیه و تحلیل داده  ها مي  باش��د که در 
سطح آزمایش هاي تحقیقاتي قابل انجام بوده اما در سطح بالیني 
هنوز نیاز به تسریع استفاده از این داده ها و ترجمه جفت بازهاي 
توال��ي در برنامه هاي کاربردي بالیني اس��ت. چالش بعدي، زیر 
ساخت هاي محاسباتي مي باشد. در واقع مقدار داده  هاي اولیه در 
سیستم  هاي NGS از ظرفیت محاسباتي  ترین سیستم  ها نیز پیشي 
گرفته  اند. چالش بحث برانگیز دیگر، مس��ائل حقوقي و اخلاقي 
این روش مي  باشد. پیامد هاي قانوني و اخلاقي تعیین توالي بسیار 
زیاد است و تاکنون به طور کامل به آن پرداخته نش��ده است. به 
اشتراک گذاري اطلاعات ژنتیکي فرد با کارفرمایان و شرکت  هاي 
بیم��ه آینده  نگر ممکن است منجر به تبعیض مبتني بر اطلاعات 

ژنتیکي شود که مي  تواند پیامدهاي قانوني داشته باشد )19(.

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