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Performance of Illumina Next Generation Sequencing

[1] The genetic basis of common diseases [2] Haplotype analysis of Apo AI-CIII-AIV gene 
cluster and lipids level: Tehran Lipid and Glucose Study [3] Haplotype frequency 
distribution for 7 microsatellites in chromosome 8 and 11 in relation to the metabolic 
syndrome in four ethnic groups: Tehran Lipid and Glucose Study [4] Allele frequency 
distribution data for D8S1132, D8S1779, D8S514, and D8S1743 in four ethnic groups in 
relation to metabolic syndrome: Tehran Lipid and Glucose Study [5] Revolution of DNA 
sequencing method from the past until today [6] 8q24.3 and 11q25 chromosomal loci 
association with low HDL-C in metabolic syndrome [7] Next-generation DNA sequencing 
[8] Human genome project [9] Accurate multiplex polony sequencing of an evolved 
bacterial genome [10] Next-generation DNA sequencing methods [11] NEXTflex™ 
Bisulfite-Seq Kit - for illumina sequencing [12] Next generation sequencing for clinical 
diagnostics-principles and application to targeted resequencing for hypertrophic 
cardiomyopathy: A paper from the 2009 william beaumont hospital symposium on 
molecular pathology [13] Improved protocols for the illumina genome analyzer 
sequencing system [14] Improved protocols for illumina sequencing [15] A tale of three 
next generation sequencing platforms: Comparison of ion torrent, pacific biosciences and 
illumina MiSeq sequencers [16] Native chromatin preparation and Illumina/Solexa 
library construction [17] Comparison of the illumina genome analyzer and roche 454 GS 
FLX for resequencing of hypertrophic cardiomyopathy-associated genes [18] Rapid 
whole-genome mutational profiling using next-generation sequencing technologies [19] 
The impact of next-generation sequencing technology on genetics [20] TruSeq™ DNA 
PCR-Free

Introduction Nowadays, new methods have been developed to reduce the cost of disease-
related laboratory methods and to achieve the shortest response time, which in a short time, 
determine a large portion of the genome. These methods are known as the next generation 
sequencing techniques. One of the most common application of such as these methods is 
diagnosis of disease. The aim of this study was to investigate the performance of Illumina next 
generation sequencing.
Conclusion With the advanced technology of sequencing the whole genome, determining the 
structural changes of the genes, comprehensive studies of the number of genes, the identification 
of polymorphism, spot mutations and small mutations, the study of the expression of genes, 
and other applications are possible. In this method, first, the whole genome is broken into 
double strand DNA fragments; then, the bumps of fragmentation are converted to the smooth 
end, and adapters are connected to both ends of the components, and the sample pieces of 
the gene are connected to the flow cell with the help of hybridization by the same adapters. In 
the next step, centralized colonies of fragments (clusters) are formed through amplification of 
samples, using the bridge method, which subsequently, could be read. In a chemical reaction, 
the growth inhibitors will be taken by the end of 3’ and a new cycle begins. The mentioned step 
is continued until the sequence of whole cycle of the fragment is detected. The sequences of the 
whole genome are, then, determined with reference sequences, and ultimately the results are 
compared with the panel of genes associated with the disease and the changes are determined. 
Different methods can identify changes in the gene area and, in some cases, with investigating 
the rare changes, the relationship between these changes and the diagnosis of certain diseases 
can be known. 
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  چکيده
ها  های آزمایشگاهی مرتبط با بیماری امروزه برای کاهش هزینه در روشمقدمه: 

 اند که در های جدیدی ابداع شده دهی، روش ترین زمان پاسخ به کوتاه رسیدنو 
ها به نسل  کنند. این روش کوتاه، قسمت بزرگی از ژنوم را تعیین توالی می زمانی

ها  توان در تشخیص بیماری اند. از این روش می جدید تعیین توالی معروف شده
استفاده کرد. هدف مطالعه حاضر بررسی عملکرد نسل جدید تعیین توالی با 

  روش ایلومینا بود.
 تغییرات ساختاری تعیینیابی کل ژنوم،  والیتکنولوژی پیشرفته تبا گیری:  نتیجه
 های جهش، مورفیسم ها، شناسایی پلی های جامع تعداد نسخه ژن ها، بررسی ژن
 های مختلف دیگر ها و کاربرد ، بررسی بیان ژنهای کوچک و جهش ای نقطه

 در روش تعیین توالی ایلومینا ابتدا کل ژنوم به قطعات ژنی .ممکن شده است
 شدن به قطعه های ناشی از قطعه ، پس از آن برآمدگیشده  ستهای شک دورشته

 صورتها به هر دو انتهای قطعات   آداپتور اتصال شوند و انتهای صاف تبدیل می
 ها به سطح فلوسل با کمک  همین آداپتور وسیله بهو قطعات نمونه ژنی  گیرد می

 پل،روش تشکیل  تکثیر نمونه به، سپس با شوند سازی متصل می دورگه
 در سپسشوند و  های حاصل از قطعات (خوشه) ایجاد می ای از کلونی مجموعه

 برداشته و چرخه جدید ۳΄های رشد از انتهای کننده یک واکنش شیمیایی، متوقف
 با کمک یابد، سپس میادامه  تا تعیین توالی کل قطعه شود. این مرحله آغاز می

های مرتبط با  نتایج با پنل ژن و در نهایتتوالی کل ژنوم تعیین  ،توالی مرجع
توان  های متفاوتی می . با روششوند بیماری مقایسه و تغییرات مشخص می

 تغییرات مورد نظر در ناحیه ژنی را شناسایی و در مواردی با بررسی تغییرات نادر
  برد. ها پی به ارتباط این تغییرات و تشخیص برخی بیماری

  مورفیسم ژنوم، جهش، پلی نسل جدید تعیین توالی، ها: کلیدواژه
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  مقدمه
های حاصل در علوم مختلف  رغم پیشرفت در جوامع امروزی علی

ها  خصوصاً در حوزه بهداشت و درمان، ابتلا به بسیاری از بیماری
های گزاف است.  آنها مستلزم صرف هزینههمچنان شایع و درمان 
 ها منشا ژنتیکی داشته و با الگوی توارثی بسیاری از این بیماری

. [1]یابند های مختلف انتقال می خود در افراد خانواده یا در نسل
های  ها مستلزم تحمیل هزینه تشخیص و درمان بیشتر این بیماری

مالی و بار اضافی بر جامعه است. از این رو همواره سعی بر این 
ها  های آزمایشگاهی، عوامل ژنی نظیر جهش بوده توسط ابداع روش

شوند، شناسایی و به پیشگیری و درمان  که باعث ایجاد بیماری می
  بیماری کمک نمایند.

همواره مورد توجه  ۱۹۷۰ل دهه یتعیین توالی ژنتیکی از اوا
مولکولی،  شناسی زیستدانشمندان و محققان علوم زیستی، 

های متنوعی برای  ژنتیک پزشکی، جانوری و گیاهی بوده و روش
ی بسیار یهای ابتدا است. روش شدهابداع و اختراع  این منظور

قطعه از ژن مورد  یکتوانست  گیر و پرهزینه بوده و تنها می وقت
  نظر را در یک آزمایش مورد بررسی قرار دهد.

 .[4-2]گرفت های تعیین توالی سرعت بیشتری در دو دهه اخیر روش
در با استفاده از روش تعیین توالی  ۲۰۰۲برای اولین بار در سال 

ای توسط محققان و دانشمندان کشورهای آمریکا،  قالب پروژه
میلیارد دلار، کل اطلاعات ژنتیکی  ۸انگلیس و ژاپن با صرف هزینه 

  شد. تحلیلو  تعیین توالینفر  ۲
های  ساز پیشرفت ، زمینه۲۰۰۳تکمیل پروژه ژنوم انسان در سال 

نسل جدید  های تعیین ژنوم بوده است. قابل توجه در تکنولوژی
یابی جدیدی که در  های توالی توسط تکنیک لی ژنومتعیین توا

فراهم شوند، این امکان را  نامیده مییابی نسل جدید  توالیمجموع 
یابی  و طی چند روز توالی هزینه کمترکه کل ژنوم انسان با  کند می
را در  یتحول شگرف تعیین توالی نوين یها یتکنولوژ. [6 ,5]شود
 یها ارایه دستورالعمل یتها و ح یبينی، تشخيص بيمار پيش

 یدرمانی ايجاد کرده است که اين قابليت مرهون امکان بررس
  است.متعدد  یها گسترده و همزمان ژن

های  شناخت اساس و کاربردهای وسیع، همچنین مزیت روش
منظور تعیین تغییرات  جدید تعیین توالی، در تحلیل ژنوم به

رو  تا در مقاله پیش داشتکننده بیماری، ما را بر آن  ژنتیکی ایجاد
و اساس آن  (Illumina)به بررسی جزییات روش ایلومینا 

 اكنون همکه  Solexaتوسط شرکت آمریکایی  این روشبپردازیم. 
شركت ایلومیناست، ابداع شده است. این روش به نام  از بخشی

  .[7]نیز شناخته شده است Solexaتعیین توالی 
ها  حاصل سال [8]در پروژه ژنومتعیین توالی ژنوم مرجع انسان 

ها  تلاش گروه زیادی از دانشمندان در سراسر دنیا و صرف میلیون
دلار هزینه بود. پس از پایان پروژه ژنوم، تجربیات زیادی حاصل شد 

وجود آمد و تعیین   و از این رو تغییرات زیادی در روش کار به
وموزومی های کر های مبتنی بر استفاده از کلون توالی از روش

به سمت تعیین توالی کل ژنوم  (BAC clone)مصنوعی باکتریایی
های نوین نیز مبتنی  پیش رفت. تا مدتی بعد از پروژه ژنوم، روش

وسیله الکتروفورز مویرگی بود. اما اکنون  بر تعیین توالی به
سرعت در حال  های نوین تعیین توالی به های موسوم به روش روش
موارد تعیین توالی کل ژنوم یا قسمت  شدن هستند و در تجاری

ها رویکرد جدیدی همراه با  شوند. این روش بزرگی از آن استفاده می
هزینه و زمان کمتر در رسیدن به نتیجه نهایی را ممکن 

  .[7]اند ساخته
چندین روش عمده در تعیین توالی انبوه مورد استفاده قرار 

 توالی ، تعيينSMRT ،Ion Torrentها شامل  گیرد. این روش می
 روش به توالی ، تعيين(Pyrosequencing 454)حرارتی 

 نانوبا  DNAتوالی  تعیین، SOLiDروش  به توالی ايلومينا، تعيين
در این مقاله به توضیح اصول  است. یساز  زنجير ختم منفذ و روش

 .[9]ايلومينا خواهیم پرداخت روش به توالی تعيين عمومی در روش
سال  ۲و ارایه شد و  معرفی ایلومیناگر  سیستم تحلیل ۲۰۰۵در سال 

اندازی شد. در آن زمان   بعد توسط شرکتی با همین نام افتتاح و راه
نمایند. توالی ستند تعیین توان میرا ژنوم انسانی  ۳/۱سالانه تنها 

 HiSeq Xی ایلومینا توالتعیین های  با سیستم سال بعد، ۱۰حدود 
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Ten، نسل یافتژنوم انسانی در سال افزایش  هزار۱۸ این تعداد به .
 نوکلئوتیدی توالی تعیین نوین روش ژنتیکی، جدید تعیین توالی

نوکلئوتیدی  قطعه میلیون صدها بالا سرعت و دقت با که است (DNA or cDNA) نموده و  توالی تعیین صورت همزمان هرا ب
پس از بررسی نماید.  انبوهی از توالی ژنوم مورد نظر را تولید می

عات با ژنوم مرجع تمامی اطلا مطابقت اینآمده و  دست اطلاعات به
 های مورفیسم پلی زا یا های بیماری جهشنواقص اعم از 

ها، حذف و اضافه قطعات نوکلئوتیدی یا  جایی هجاب زا، غیربیماری
را با وضوح بسیار بالا تشخیص  های ژنی نسخهرات تعداد یتغی
 توالینسل گذشته که تعیین توالی های  دهد. بر خلاف روش می

یابی  توالی ،کند تنها یک ژن یا قطعه نوکلئوتیدی را مشخص می
گسترده را  ژنوم یا قطعات وسیع و تمام (NGS) جدید نسل
 تعیین توالیالعاده  صورت همزمان و با سرعت و دقت فوق هب

به یک ابزار رایج و  شدن در حال تبدیل NGSتکنولوژی . نماید می
. قدرت استو پزشکی  شناسی زیستتحقیقات  پرکاربرد در حوزه

کند که  ما را قادر به اکتشافاتی می ،NGSوضوح و تشخیص بالای 
  های قبلی قابل انجام نبود. با تکنولوژی

روش ایلومینا براساس این که برای تعیین توالی قطعات از چه 
شود.  بندی می تقسیم HiSeq 2000 و GA lle، HiScan SQ، GAllxهای  گروه تحت عنوان ۴دستگاه تعیین توالی استفاده شود، به 

است. روش کار در  HiSeq 2000جدیدترین روش در این میان 
ها،  است و تنها در هزینهها بسیار نزدیک به هم  تمامی این روش

مدت زمان رسیدن به نتیجه و برخی نکات تکنیکی دیگر متفاوت 
رود و  است. بسته به نوع هدفی که از تعیین توالی انتظار می

توان از هر کدام از این  همچنین امکاناتی که در اختیار است می
  ها استفاده نمود. روش

زی کتابخانه ژنی، سا مرحله اصلی آماده ۴ها  در تمامی این روش
ها وجه مشترک آنها  ایجاد خوشه ژنی، تعیین توالی و تحلیل داده

است که در مقاله پیش رو هر مرحله با جزییات لازم شرح داده 
 .[10]خواهد شد

 با توالی تعیین جدید نسل هدف مطالعه حاضر، بررسی عملکرد
  ایلومینا بود. روش

  
  سازی کتابخانه ژنی آماده
 تر از تر و ساده بسیار سریع NGSسازی آرشیو برای  آمادهی ها روش

 (Sanger sequencing)مبتنی بر سانجر توالی  روش تعیین
سازی آرشیو شامل قطعات  های آماده دستورالعملهستند. اولین 
، ژل انتخاب اندازه براساس ،RNA یا DNA های تصادفی از نمونه

واکنش  ترشگسهای اختصاصی پلتفورم،  الیگونوکلئوتید اتصال
 این در حالی و چندین مرحله دیگر است. (PCR)ای پلیمراز  زنجیره

نسبت به  ها این تکنیک چشمگیرهای  پیشرفتاست که با 
 ۲تا  ۱به  NGS های زمان لازم برای تولید آرشیو، های سنتی تکنیک

موجود  NGS های اما در برخی دستورالعمل است،رسیده روز 
 ،Nextera XT DNAسازی آرشیو  آماده همچون دستورالعمل

 یافتهدقیقه کاهش ۹۰به کمتر از  ها سازی این آرشیو زمان آماده
 PCR (PCR-Free) بدون نیاز به های علاوه، دستورالعمل بهاست. 

های  توالی تعیینبرای  (Gel-free)ها  های عاری از ژل کیت و
غنی از  چون مناطقمنجر به پوشش بهتر مناطقی  PCR-free صورت به سازی آرشیو های آماده . کیتهستندحساس در دسترس  AT/GC، شود. می هومو پلیمریها و مناطق  پروموتور  

تصادفی کردن  قطعه قطعه ها با آرشیو توالییا  طور کلی کتابخانه به

مین به هشود.  آداپتور آماده می ۵΄یا ۳اتصال ' ژنومی و نمونه
های اتصالی  واکنشواکنش افزودن نشانه شامل ترکیبی از ترتیب 

سازی آرشیو را  یند آمادهآیی فرآکاراست. این مراحل و تقسیمی 
طور کلی مراحلی که برای  . بهدهد طور چشمگیری افزایش می به

مرحله اصلی مد  ۴توان در  تهیه کتابخانه ژنی ضروری است را می
ب) تعمیر  cDNAیا  DNAکردن  قطعه : الف) قطعهنظر گرفت
های انتهایی و افزودن نوکلئوتید آدنین به انتهای زنجیره  برآمدگی

  های لیگاندشده. ها د) انتخاب ژنوم  ج) اتصال آداپتور
با سهولت  منظور افزایش دقت بهدیجیتالی را  (microfluidic) ها، میکروفلوییدیندآبرای پیشبرد این فر روش ایلومینا
سازی  ترکیب کرده تا به سیستم آماده ش خودبه رو استفاده از آن NeoPrep™ )دست یابد.  )که یک آرشیو کامل و خودکار است

 ،داده  ها شانس خطا را کاهش سازی این آرشیو خودکاربودن آماده
یند را آیابی به این فر بازدهی را افزایش و زمان مورد نیاز برای دست

  دهد. کاهش می
  

  کردن ژنوم قطعه الف) قطعه
تر تقسیم  روش ایلومینا ابتدا کل اسیدنوکلئیک به قطعات کوچک در
ای با  شود. این عمل باعث ایجاد قطعات دورشته می

. لازم به ذکر [11] )۲و  ۱های شود (شکل می ۵΄یا ۳΄های برآمدگی
تواند علاوه بر نمونه  است که نمونه ژنی ورودی به این مرحله می

 یا اسیدنوکلئیک PCRژنومی، شامل اولیگونوکلئوتید تکثیرشده با 
دادن  باشد. برای برش (cDNA)شده از روی رونوشت  ساخته

 ۳توان از  شده می قطعه اسیدنوکلئیک ورودی و داشتن نمونه قطعه
پاشی، فراصوت و هضم آنزیمی استفاده کرد. در این مرحله  روش مه

هایی  افتادگی هم که دارای رویهدف تولید تصادفی قطعاتی است 
مشی و سازوکار پیش رو، قطعات مورد  با هم هستند. بسته به خط

  گیرند. باز قرار می جفت۶۰۰تا  ۱۵۰نظر در محدوده اندازه 
پاشی از جریان هوای فشرده استفاده  کردن مه قطعه در روش قطعه

مدت چند دقیقه  شود که از میان محلول آبی اسیدنوکلئیک به می
شود. از معایب این روش این است که امکان از  بور داده میع

دادن حجم نمونه و پتانسیل ایجاد آلودگی در نمونه وجود  دست
دارد. علاوه بر این گستردگی توزیع در اندازه قطعات تولیدی در این 

تر و خاص مورد نیاز است  روش، زمانی که قطعاتی با اندازه کوچک
که براساس روش فراصوت برای  هایی سودمند نیست. دستگاه

روند، در محدوده  های دربسته به کار می کردن در لوله قطعه قطعه
هزار دلار در دسترس است و از بین آنها کواریس ۱۵تا  ۱۰قیمتی 

کردن است که در  قطعه شده برای قطعه هنوز بهترین ابزار ساخته
وتی به شود. این ابزار از انتقال امواج ص ها استفاده می آزمایش
کند  های دربسته حاوی محلول آبی اسیدنوکلئیک استفاده می لوله

های هوایی در اندازه میکرو  که در نتیجه انتقال امواج صوتی، حباب
ها باعث برش فیزیکی  شوند که ایجاد و تخریب این حباب ایجاد می

شود. کواریس توانایی تولید قطعاتی با اندازه  اسیدنوکلئوتید می
. در این [12]را دارد که این عملکرد کاملاً قابل تکرار است قابل تنظیم

ای در معرض امواج اکوستیک قرار گرفته  دورشته نمونه ژنیوسیله 
کردن با امواج اکوستیک  قطعه شود. در روش قطعه قطعه می و قطعه

نیست و جایگاه خاصی برای  نمونه ژنینیازی به دانستن توالی 
 نمونه ژنیهای  علت برای ایجاد کتابخانه همین برش نیاز ندارد و به 

شده و مشخص  تحت شرایط کنترل نمونه ژنیمناسب است. وقتی 
توان اندازه قطعات  گیرد، می در معرض امواج اکوستیک قرار می

دقت انتخاب نمود و زمانی که شرایط دوباره  ایجادشده در انتها را به
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د. این امر دست خواهد آم تکرار شود دوباره همان نتایج به
پذیربودن نتایج است که بسیار هم حایز اهمیت   دهنده تکرار نشان
  است.

  

   

 کتابخانه، کردن همافر )۱( ایلومینا توالی تعیین روش در شده طی مراحل )۱شکل 
 قطعات )۴( پل، روش به ) تکثیر۳( فلوسل، سطح به ژنی نمونه اتصال )۲(

 تولید اتمام )۶( ای، رشته دو های مولکول شدن واسرشته )۵( شده، ای دورشته
 )۹( برداری، عکس مرحله اولین )۸( توالی، تعیین مرحله اولین )۷( ها، خوشه
 چرخه چندین )۱۱( برداری، عکس دوم مرحله )۱۰( توالی، تعیین مرحله دومین
  برداری عکس از حاصل اطلاعات )۱۲( برداری، عکس

  
 تغییراتی به ژنی؛ نمونه قطعات روی ایلومینا روش در شده طی مراحل )٢شکل 
 )٢ ژنومی، DNA )١. شود دقت دهند می رخ ها  آداپتور اتصال از قبل که

 کردن اضافه )٥، Aکردن  اضافه. )٤ ها، پایان تعمیرکردن )٣ کردن، قطعه قطعه
 های دانه با سازی خالص )PCR ،۸ )٧ها،   آداپتور اتصال )٦ ها، آداپتور

  توالی آوردن دست به )١٠ پل، به روش تکثیر )٩ مغناطیسی،
  

توان اندازه قطعات را با دقت قابل توجهی از  با تغییر شرایط می
باز) انتخاب کرد و  کیلوجفت ۵باز تا  جفت۱۰۰اندازه کوچک تا بزرگ (

ها در استفاده از امواج اکوستیک نیازی به دخالت  علاوه بر همه این
همین نکته باعث کاهش آلودگی و تماس مستقیم کاربر نیست که 

شده روی نمونه مورد نظر تحت تاثیر  شود و فرآیندهای انجام می
شرایط دمایی یکسان، بالاترین کیفیت ایجاد قطعات را برای تعیین 

  .[13]کنند توالی تضمین می
کردن نمونه ژن  قطعه در تکنولوژی هضم آنزیمی برای قطعه

طور  ها به ود. یکی از آنزیمش ای از دو آنزیم استفاده می دورشته
نماید و آنزیم  هایی ایجاد می تصادفی در دو رشته نمونه ژنی شکاف

ها را شناسایی و در رشته مقابل برای ایجاد  دیگر جایگاه شکاف
  کند. ای برش ایجاد می شکست دورشته
کردن ژنی، شرایط مناسب  قطعه کارگیری روش قطعه  صرف نظر از به

طور تجربی براساس اندازه اسیدنوکلئیک  باید بهروش مورد استفاده، 
طور  ورودی و همچنین توزیع اندازه قطعات مورد نظر ایجاد شود. به

تر ترجیح داده  تر با دامنه کوچک کلی اندازه قطعات محدود
  .[14 ,13]شود می

  
های انتهایی و افزودن نوکلئوتیدآدنین  ب) تعمیر برآمدگی
  به انتهای زنجیره

های ناشی از  باید برآمدگی نمونه ژنیپس از ایجاد قطعات 
شدن را به انتهاهای صاف تبدیل کرد. برای این منظور از  قطعه قطعه

). این مخلوط ۲شود (شکل ها استفاده می مخلوط تعمیرکننده پایانه
 ۵به  ۳) فعالیت اگزونوکلئازی ۱دهد:  دو فعالیت عمده انجام می

را بر  نمونه ژنیقطعات  ۳های انتهای  وسیله آن برآمدگی که به
های موجود در  ) فعالیت پلیمرازی که توسط آن برآمدگی۲دارد.  می

نمونه تواند  ها می کند. مخلوط تعمیرکننده پایانه را پر می ۵انتهای 
 ۳΄دیده یا ناسازگار یا انتهاهای  آسیب ۵دارای انتهای  ژنی
جه انتهای صاف) تبدیل شده (و در نتی فسفریله ۵زده را به  بیرون

که دارای  T4 (P708L)پلیمراز  ژنینمونه کند. در این مخلوط از
است  ۵به  ۳΄و اگزونوکلئازی  ۳΄به ۵هر دو فعالیت پلیمرازی 



 ۱۵۷ تعیین توالی سریع ـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

Pathobiology Research                                                                                                                                                                   Volume 21, Issue 3, Fall 2018 

باعث  T4نوکلئوتید کیناز  شود. فعالیت پلی استفاده می
شدن  شود. این فسفریله قطعات صاف می ۵شدن انتهای  فسفریله
لازم است  T4لیگاز  نمونه ژنیوسیله  برای ایجاد اتصال به ۵انتهای 

  (اتصال آداپتور به دو سر انتهایی).
ها، از قطعات  برای کنترل فعالیت آنزیمی مخلوط تعمیر پایانه

در فرآیند تهیه کتابخانه شود.  منظور کنترل استفاده می به نمونه ژنی
عنوان الگو، برای گزارش  ای به شده دورشته از این قطعات طراحی

شود.  موفقیت یا شکست یک فعالیت آنزیمی خاص استفاده می
های توالی  شده) در داده اگر یک توالی کنترل (توالی از قبل مشخص

گر این نکته است که مرحله متناظر و  نهایی ظاهر شود، نمایان
آمیز بوده است. اگر در توالی نهایی ظاهر نشود  وط به آن موفقیتمرب

دهد  ای ظاهر شود، نشان می یافته قابل ملاحظه یا با تعداد کاهش
  که مرحله مورد نظر شکست خورده است.

یابی قادر به شناسایی  شده برای کنترل و عیب مرحله در نظرگرفته
اطلاعات تعیین حالت خاصی از شکست است، اما در مواردی که 

اند و محققان قادر به  توالی از یک کتابخانه منشا نگرفته
ارزش است. در این مرحله،  کردن توالی نیستند، بی مشخص
های کوتاه  طور موثری تکه به Ampure Xp های کردن گلوله اضافه

نمونه کند. به این ترتیب که ابتدا  ناخواسته را از کتابخانه حذف می
مغناطیسی متصل  های شود، قطعات به گلوله یقطعه م قطعه ژنی
شوند و با قراردادن در معرض جریان مغناطیسی، قطعات متصل  می

توان  ها به بخشی از ظرف متصل شده و سپس می به گلوله
ها را از قطعات جدا نمود. نمونه ژنی مورد نظر با اتانول  آلودگی
های  ها و تکه وشو داده شده و پس از جداشدن آلودگی شست

از  نمونه ژنیوسیله بافر خاص، قطعات  وشو به ناخواسته با شست
شوند و در انتها قطعات که حالا از  مغناطیسی جدا می های گلوله
 [15]شوند اند به یک صفحه جدید انتقال داده می ها جدا شده دانه

  ).۳(شکل
با انتهای صاف به  نمونه ژنیبرای جلوگیری از اتصال قطعات 

 ۳΄طی واکنش یک تک نوکلئوتیدآدنین به انتهایدیگر قطعات 
شود. تک نوکلئوتیدآدنین به  قطعات دارای انتهای صاف اضافه می

شود و هر دو  آداپتور متصل می ۳΄تک نوکلئوتیدتیمین در انتهای
کنند.  هایی مکمل را برای اتصال آداپتور به قطعه فراهم می برآمدگی

معنی  در این جا به( این روش میزان پایینی از تشکیل کایمر
 تر با ترکیبات متفاوت قطعات حاصل از اتصال چندین قطعه کوچک

  ).۲(شکل [13]کند را تضمین می است)
  

  
  ژنی نمونه قطعات سازی خالص برای شده طی مراحل )٣شکل 

  اتصال آداپتورها ج)
نمونه فرآیند اتصال آداپتور شاخص چندگانه در انتهای قطعات 

سازی به فلوسل آماده  ، قطعات را برای اتصال توسط دورگهژنی
، نمونه ژنی). کلید تعیین توالی تصادفی قطعات ۲کند (شکل می

دهد هر  کردن توالی نوکلئوتیدی کوتاهی است که اجازه می اضافه
برای تعیین توالی متصل شود و در  فلوسلبه یک  نمونه ژنیقطعه 

ثیر آداپتور متصل به قطعات تک برای PCRدهد که  ضمن اجازه می
، به تنهایی رخ دهد. در نهایت توالی نوکلئوتیدی مذکور نمونه ژنی

امکان ضمیمه یا بارکدکردن نمونه قطعات کتابخانه چندگانه را 
دهد که این نمونه قطعات در یک چاهک  کند و اجازه می فراهم می

 تعیین توالی با هم مخلوط شوند.
صورت تجاری  ی انجام این مرحله بههایی برا در حال حاضر کیت

توان بدون دانستن  ها را می آماده و تهیه شده است. این کیت
ها یا اطلاع از این که   چگونگی سازوکار آنها در فرآیند اتصال آداپتور

ها را   راحتی خریداری نمود و آداپتور واقع ساختارشان چیست به به
یافتن به  است دستچه حایز اهمیت  به آنها اضافه نمود. اما آن

دانش تئوری پشت این مراحل است تا بتوان از اشتباهات گزافی که 
جلوگیری کرده و حتی در صورت ممکن است طی کار پیش آید، 

لزوم آداپتورها و آغازگرهای مورد نیاز را خود طراحی نمود (شکل 
۴.(  
  

  
 سرهای از کدام هر به که ژنی نمونه قطعات از یاتیجر با کامل تصویر )٤شکل 
 کنید دقت آداپتورها انتهای آزاد و شل شکل به .شده است متصل آداپتورها ها آن
 قرار آویزان و شل شکل به بعد و متصل هم به کوتاهی توالی در که
 .[20]گیرند می
  

در این جا لازم است در ادامه به ساختار و توالی دو نوع آداپتور 
 با TruSeqپرکاربرد اشاره نمود. این آداپتورها شامل آداپتورهای 

  توالی شاخص هستند.با  TruSeqتوالی عمومی و آداپتورهای 
تواند  هر نوکلئوتیدی می Nنوکلئوتید های توالی شاخص،   در آداپتور

سازند  فرد می رشته منحصربه در کنار هم یک Nنوکلئوتید  ۶باشد. 
فرد در یک کتابخانه خوانده و شناخته  شکل تک و منحصربه که به
ها چگونه به اطراف و  شوند. نکته مهم این است که این توالی می

 فلوسلمتمایل هستند، به چه صورتی به  نمونه ژنیمجاورت قطعه 
  شوند. ها چگونه خوانده می متصل شده و شاخص

شوند دانستن  هنگامی که آداپتورهای مورد نیاز سفارش داده می
روش مناسب ساخت آداپتورها و چگونگی ترادف آنها از اهمیت 

سزایی برخوردار است. توالی عمومی و توالی شاخص هر دو در  به
یک ناحیه بسیار کوتاه تعریف شده و مشخص هستند. توالی 

شکل خاصی روبروی  هب ۵'به  ۳'و توالی شاخص  ۳΄به ۵'عمومی 
  گیرند. هم قرار می
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نوکلئوتید انتها، درست از جایی که به  ۱۲این دو توالی تنها در 
شوند، مکمل هم هستند. در توالی قطعات  قطعات نمونه متصل می

فسفات در انتهای آداپتور توالی ضمیمه و  ۵΄آداپتور به یک گروه
و  تیمینی یدهاهمچنین به یک باند اتصال فسفروتاید بین نوکلئوت

گروه در آداپتور توالی عمومی احتیاج است.  ۳΄انتهایدر  سیتوزین
مورد نظر  نمونه ژنیفسفات برای اتصال آداپتورها به قطعات  ۵'

اتصال بسیار لازم است. دلیل نیاز به باند فسفروتاید نیز ایجاد یک 
در برآمدگی است که مانع جداشدن  سیتوزینقوی بین تیمین و 

های اگزونوکلئازی طی مراحل آزمایش  توسط فعالیت تیمین
در انتهای  تیمینشود. لازم به ذکر است که تک نوکلئوتید می

برآمدگی لازم  ۳'انتهای  برآمدگی برای اتصال مجدد به آدنین در
  است.

در هنگام انجام مراحل آزمایش نیاز به زمان کافی برای واسرشتگی 
فتن آداپتورهایی با گر و اتصال مجدد به یکدیگر و شکل

ای  های دورشته های به الیگوها است. نحوه قرارگیری توالی برآمدگی
آداپتورها در دو سر قطعات در سمت راست و سمت چپ کمی 

توان مشاهده  ها می متفاوت است. با توجه به نحوه قرارگیری توالی
نوکلئوتیدی که در آداپتورها مکمل وجود دارد، در  ۱۲کرد که توالی 

های غیرمکمل  دو رشته توسط یک رشته طولانی از نوکلئوتید هر
   . [14]شود و به همین علت حالت آویزان دارد دنبال می

  لیگاندشدههای  د) انتخاب ژنوم
مورد نظر در حین  نمونه ژنیبرای شناسایی آداپتورهای قطعات 
در  PCRسازی آغازگرها با  تکثیر آغازگرها یا بعد از غنی

 ۱آغازگر  های به نام PCRهای تعیین توالی، از دو آغازگر  آزمایشگاه
طور مستقیم برای  تواند به می ۱آغازگر شود.  استفاده می ۲آغازگر و 
آداپتور  ۳'به  ۵'های توالی عمومی در جهت   باز اول آداپتور ۴۴

متصل  PCRمراحل طراحی شود و بنابراین به مکمل این توالی در 
باز  ۲۴عنوان مکمل معکوس برای  اند بهتو می ۲آغازگر شود.  می

  های توالی ضمیمه خوانده شود.  آداپتور ۵'به  ۳'انتهای 
رشته سنس و  آغازگرها از روی هر دوبا تکثیر  PCRدر روش 

سنس، نیازی به وجود برآمدگی سست بلندتر در محصول  آنتی
دنبال ترکیب مورد  ای به دورشته نمونه ژنینیست و فقط باید در کل 

 ظر بود.ن
شده در یک  شود محصولات متصل زمانی که از روش ژل استفاده می

اند و  شوند و آداپتورهایی که متصل نشده سازی می ژل خالص
کنند و یک  اند را حذف می شده آداپتورهایی که به یکدیگر متصل

اندازه مناسب از کتابخانه تعیین توالی برای تولید خوشه را انتخاب 
 ۲طور مستقل در ژل آگارز  ن منظور هر نمونه بهکنند. برای ای می

های متعدد، برای  شود (در زمان انتقال نمونه درصد جدا می
ها، حداقل یک شیار تهی بین  جلوگیری از آلودگی بین کتابخانه

شود و در اولین و آخرین چاهک از  ها خالی گذاشته می نمونه
ای از ژل که  نطقهشود که به تعیین محل م نشانگر اندازه استفاده می

گذاری روی  کند). انجام مرحله قبل از لکه شود کمک می برداشته می
بسیار مهم است زیرا زمانی که (SyBr Gold)رنگ مخصوص  ژل با
 نمونه ژنیهای دیگری استفاده کرده یا ژل بعد از گذاشتن  از رنگ

تر از نشانگر  بسیار آهسته نمونه ژنیشود،  گذاری می روی آن لکه
کند و این امر موجب جداشدن و برش اندازه  اندازه مهاجرت می

شود. انتخاب باند برای برش بستگی به  اشتباهی از قطعات می
هدف آزمایش دارد، در صورتی که هدف تعیین توالی مجدد کل 

گیری در عرض شیار با یک تیغ  ژنوم است. یک باند از ژل اندازه

باز مرتب  جفت۵۰۰تا  ۴۰۰یز جدا شده و براساس اندازه از جراحی تم
عنوان راهنما استفاده  به نمونه ژنیشود و از نشانگر اندازه  می
گیری در  سازی است، یک باند از ژل اندازه شود. اگر هدف غنی می

عرض شیار با یک تیغ جراحی تمیز جدا شده و براساس اندازه از 
 نمونه ژنیود و از نشانگر اندازه ش باز مرتب می جفت۴۰۰تا  ۳۰۰
تا  ۴۰۰شود. برش یک باند بین  عنوان راهنما استفاده می به
بازی را برای محاسبه  جفت۴۰۰تا  ۳۰۰باز یک اندازه تقریباً  جفت۵۰۰

باز به هر  جفت۱۲۰کند و آداپتورها تقریباً  اندازه آداپتورها ایجاد می
شوند لازم  داده می کنند. هنگامی که قطعات برش قطعه اضافه می

است خواندن طول توالی در نظر گرفته شود. خواندن توالی قبل از 
شود که در نتیجه  های دوگانه می رسیدن به آداپتور باعث خوانش
  .[13]غیرقابل ارجاع به توالی مرجع است

(کیاژن؛  MiniEluteاز کیتسازی هر نمونه از ژل،  منظور خالص به
شود. این کیت ستون چرخش، بافرها و  آلمان) استفاده می

آوری را برای تصفیه مبتنی بر غشا سلیکا، از قطعات  های جمع لوله
گرم  میلی۴۰۰باز و بیشتر از  کیلوجفت۴باز تا  جفت۷۰ نمونه ژنی

وشو در حجم  کند. ستون چرخش برای شست سیلیکا ژل فراهم می
بسیار غلیظ  نمونه ژنیلیتر) طراحی شده و ۱۰خیلی کوچک (کمتر از 

یکپارچه باعث تعیین  pHخص کند. شا را در بازده زمانی بالا آزاد می
شود.  در ستون چرخش می نمونه ژنیبهینه برای اتصال  pHان آس

 MinElute Gel Extractionیستم ای که با س نمونه ژنیقطعات 
های کاربردی  شوند برای استفاده مستقیم در همه برنامه یخالص م

، نمونه ژنیتوالی، تحلیل میکرواَری، اتصال و انتقال شامل تعیین 
و رونویسی در  PCRدارسازی، ریز تزریقی،  تجزیه محدودالاثر، نشان

  .[16]آزمایشگاه است
یک  (کیاژن؛ آلمان) شامل QIAquickو کیت  MinEluteکیت 

از  نمونه ژنیغشای سیلیکا ژل قابل مونتاژ هستند. برای اتصال 
وشو از بافر با نمک پایین یا آب  بافر با نمک بالا و برای شست

بایست  سازی محصول نهایی می منظور خالص شود. به استفاده می
های معدنی،  نمونه ژنی، آغازگرهای اضافی، نوکلئوتید، آنزیم، روغن

  ها حذف شوند. آگارز، اتیدییوم بروماید و سایر ناخالصی
عث شد که محققان از مشکلات و تکنولوژی غشای سیلیکا با

کردند راحت شوند.  های شل و مایع ایجاد می هایی که رزین دردسر
های خاص و افزایش جذب  های اتصال تخصصی برای کاربرد  بافر

سازی  در محدوده اندازه خاصی بهینه نمونه ژنیانتخابی مولکول 
(کیاژن؛  MinElute 96 UF PCRسازی  خالصاند. کیت  شده

  چاهکی را با استفاده از یک قالب تکنولوژی چندآلمان) 
اولترافیلتراسیون برای حالت دستی یا تمام اتوماتیک (با - صفحه

برد. در این روش تصفیه،  سازی) به کار می بیشترین عملکرد خالص
های کوچک مثل آغازگرها، نمک و نوکلئوتیدهای غیرقابل  مولکول

 PCRی که محصولات کنند، در حال غشا عبور میآمیختن از عرض 
مانند و قادر به عبور  باز باشند باقی می جفت۱۰۰تر از  که بزرگ

  ساده  از روش QIAquickو  MinEluteهای  نیستند. در سیستم
شود. بافر اتصال  استفاده می جداسازی-وشو شست-اتصال

های آنزیمی اضافه  یا دیگر واکنش PCRمستقیماً به نمونه 
یا ستون چرخشی  MinElute شود و این مخلوط برای می QIAquick  ای  حفره۸یا نوارQIAquick ای  حفره۹۶های  یا صفحه

  .[16]شود استفاده می
 pHژنی در یک بافر دارای معرف وقتی که قطعه ژل حاوی نمونه 

بهینه برای اتصال  pHتوان  راحتی می مشخص قرار داده شود، به
به قطعه ژل را تعیین کرد. اسیدهای نوکلئیک در شرایط  نمونه ژنی
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شوند به غشای سیلیکا ژل جذب  نمک زیاد که توسط بافر فراهم می
خالص با بافر  نمونه ژنیها شسته و  شوند. سپس ناخالصی می
خالص برای  نمونه ژنیشود و این  نمک یا آب از غشا شسته می کم

توالی آماده است. کیت استفاده در تمام مراحل پس از تعیین 
از تکنولوژی  MinElute 96 UF PCRسازی  خالص

های  در چاهک PCRکند. محصول  اولترافیلتراسیون استفاده می
های  شود. مولکول اولترافیلتراسیون ریخته شده و خلأ اعمال می

نشده از غشا عبور  های متصل کوچک آغازگر، نمک و نوکلئوتید
مانند.  باز باقی می جفت۱۰۰تر از  بزرگ PCRکنند و محصولات  می

مستقیماً از سطح غشا در حجم کم (کمتر  PCRمحصولات خالص 
میکرولیتر در روش اتوماتیک) ۳۰میکرولیتر در روش دستی یا ۲۰از 

شود. از  میبسیار غلیظ  نمونه ژنیاند که منجر به ایجاد  شسته شده
 یا بافری مثل (DMSO)سولفوکساید  متیل آب، دی

  وشو استفاده کرد. توان برای شست می (SSC)سیترات  سدیم سالین
که مولکول  نمونه ژنیبرای تکثیر انتخابی قطعات از  PCRاز فرآیند 

در  نمونه ژنیآداپتور در هر دو پایانشان دارند یا برای افزایش میزان 
 PCRبا معجونی از آغازگرهای  PCRشود. این  کتابخانه استفاده می

و در ضمن  شود مین آداپتورها متصل شده است، انجام که به پایا
شدن  را برای جلوگیری از تحریف PCRهای  باید تعداد چرخه

به هر دو پایانشان متصل شده انجام  برای قطعاتی که آداپتور PCRنمایش کتابخانه کاهش داد و به حداقل رساند. توجه شود که تکثیر 
شود و قطعاتی که تنها یک آداپتور به انتهایشان متصل شده یا  می

ها متصل نشده محصولات فرعی ناشی از عدم  اصلاً آداپتوری به آن
کدام از این دو نوع آخر که گفته  کارآیی واکنش اتصال هستند. هیچ

کرد به این دلیل که ها استفاده  توان برای تولید خوشه شد را نمی
توان به آغازگرهای متصل به سطح  قطعات بدون آداپتور را نمی

دورگه کرد و قطعات دارای یک آداپتور هم تنها در یک انتها  فلوسل
دورگه شوند که در  فلوسلتوانند به آغازگرهای متصل به سطح  می

توانند تشکیل خوشه دهند. باید به این نکته  این صورت هم نمی
یک  را برای اجرای PCRچرخه از  ۱۰داشت که روش ایلومینا توجه 

سازی عملکرد در  منظور بهینه کند. به دستورالعمل کارآمد توصیه می
 انجام PCRتیتراسیون چرخه مقابل تعداد چرخه، ممکن است 

  .[17 ,13]شود
  

 ایجاد خوشه ژنی
 ای بارگذاری صفحه روی به ایجادشده آرشیوخوشه ژنی، برای تولید 

گرفته  را در بر یقطعات ی است وسطح محدوداین صفحه  د.شو می
طور مجزا  . هر قطعه بهکتابخانه الیگو و آداپتورها استمکمل که 

ابند. ی ها گسترش می ها با استفاده از اتصال خوشهشود، و  افزوده می
 رسد. شوند نوبت به توالی الگوها می ها کامل می وقتی دسته
منظور اتصال  به نمونه ژنیسازی برای تعیین توالی  هنگام آماده

، دستورالعمل ایلومینا برای فلوسلمحصول تکثیرشده به سطح 
شود. این  استفاده می NaoHاز سود  نمونه ژنیکردن  واسرشته

 فلوسلای به سطح  رشته تک نمونه ژنیدستورالعمل شرایط اتصال 
به روش تشکیل پل را تقویت کند و همچنین تکثیر  را فراهم می

کند. در هنگام طراحی آداپتور باید به این نکته توجه داشت که  می
رشته به سطح فلوسل  نوع طراحی نقش مهمی در اتصال نمونه تک

دارد و این عمل توسط مناطق آداپتورهای توالی عمومی، 
آداپتورهای توالی ضمیمه و پروتئین متصل به فلوسل انجام 

  گیرد. می
پردازیم.  می فلوسلاین جا به توضیح مختصری در مورد ساختار در 

شیار است که هر کدام از  ۸ای دارای  ای شیشه صفحه فلوسل
میلیون خوانش باشند. خطوط ۳۰تا  ۱توانند شامل  شیارها می

ای از نوارهاست که در سطح بالایی و  مربوط به فلوسل حاوی دسته
دربرگیرنده تعداد متعددی تایل و  اند. هر نوار پایینی آن قرار گرفته

های نوکلئوتیدی است.  هر تایل نیز شامل تعداد متعددی از خوشه
توسط آغازگرها پوشیده شده است و در دستگاه  فلوسلسطح 
مدل از آن را در ابتدای مقاله معرفی  ۴گیرد که  یاب قرار می توالی

های فلوسل را  فرم کردیم. شرکت ایلومینا برای تعیین توالی، پلات
ها محتوی تعداد زیادی  دهد. این فلوسل مورد استفاده قرار می

طور  به ازای هر نوار هستند. به لاین، نوار به ازای هر لاین و تایل
 ۳خط همراه با  ۴دارای  NextSeq 500های سیستم  مثال فلوسل

تایل واجد صدها  ۸۶۴نوار در بالا و پایین هر خط و درمجموع 
ی با فلوسلدارای  HiSeq2000مدل و  ی هستندا الگوی خوشه

سطح قابل استفاده است و  ۲طراحی متفاوت است که دارای 
  .شود. ری از نمونه در آن بارگذاری میمقادیر بیشت

و مرحله تولید  فلوسلمنظور اتصال قطعات دارای آداپتور به  به
توسط الیگونوکلئوتیدهایی (آغازگرها) پوشیده  فلوسلخوشه، سطح 

. اند دار شده نشان P5و  P7های  رنگشده است. این الیگوها توسط 
، این آغازگرهای متصل به سطح فلوسلدر مرحله اتصال قطعات به 

شده به انتهای قطعات با یکدیگر دورگه شده و  و آداپتورهای اضافه
شوند. سپس این قطعات توسط پلیمراز  باعث اتصال قطعات می Tag در ادامه  آنهاشوند و در نتیجه قطعات مکمل  سازی می همانند

 شوند که این قطعات ایجاد می فلوسلآغازگرهای متصل به سطح 
متصل هستند. قطعات الگو و  فلوسلایجادشده کاملاً به سطح 

شوند؛  شده توسط ماده فرمامید از هم جدا می سازی قطعات همانند
ای وجود خواهند  اولیه نمونه ژنیدر این موقعیت مکمل قطعات 

  متصل هستند. فلوسلداشت که کاملاً به سطح 
رسد. در این  می فیکاسیون به روش پل حال نوبت به مرحله آمپلی

کردن نوکلئوتیدها، قطعات  مرحله با ایجاد چرخه دمایی و اضافه
شوند. در این مرحله همان  سازی می مکمل متصل به سطح همانند

وجود  فلوسلهایی متصل به سطح  صورت خوشه قطعات اولیه به
خواهند داشت. در چرخه اول قطعات مکمل از انتهای آزاد خود که 

های مکمل متصل به سطح   دار است به آغازگر اندارای آداپتور نش
افتد. سپس در  شوند که در دمای اتصال اتفاق می وصل می فلوسل

شود. پس از  سازی می دمای گسترش از روی این قطعات همانند
شدن با فورمامید و انجام این چرخه در حدود  مرحله واسرشته

 فلوسلمتصل به سطح  نمونه ژنیهایی از قطعات  بار، خوشه۳۲
وجود خواهد داشت که از آنها برای مرحله تعیین توالی استفاده 

  .[19 ,18 ,15 ,10]خواهد شد
  

  ها و تحلیل داده تعیین توالی
ها  گیرد، خوشه ها صورت می در مرحله تعیین توالی که روی خوشه

دار  های نشان فسفات نوکلئوتیدتری دئوکسی وسیله دی به (ddNTPs) شوند که در هر مرحله با توجه به  گسترش داده می
علت ساختاری که  شود. به توالی، یکی از آنها متصل می

ها دارند، ادامه تولید توالی بلوکه  فسفات نوکلئوتیدتری دئوکسی دی
ساز فرآهم   شود و فرصت کافی برای قرائت توسط لیزر و آشکار می
ده دوباره تکرار کنن شود. سپس این مراحل با برداشت بلوک می
  ).۵(شکل [19]خوانده شودشود تا تمام توالی  می

  

مستقیم رو  نمونه ژنیدر هنگام قرائت توالی قطعات، توالی واقعی 
برای  ۱شدن آغازگر با خوانش (قرائت) شماره  به جلو است و خوانده
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تعیین توالی آداپتور توالی عمومی لازم است. البته این امر در 
کند. خواندن  شود صدق نمی متصل می فلوسلبخش پروتئین که به 

شونده اساساً همان  های با انتهای جهت دو آغازگر برای خوانش
  شده است که تنها در جهت مخالف خواندن است. روش گفته

  

سادگی به همه  چندگانه بههای  شاخص خوانش آغازگر برای نمونه
شود و سپس خواندن  باز متصل می جفت۶های قبل از بارکد  توالی

تواند  طوری که هر خوشه می گیرد، به یکی پس از دیگری صورت می
شناخته  فلوسلفرد با یک شیار، در  عنوان یک نمونه منحصربه به

 نمونه ژنیتا شاخص آداپتور  ۱۲شود. بنابراین باید برای اتصال، 
نمونه  ۸وجود داشته باشد و هر کدام از آنها به یک ردیف شامل 

کند که  کردن کتابخانه، ایلومینا توصیه می اضافه شوند. زمان ضمیمه
ای که در یک حوضچه مشترک ترکیب شده، در همان ردیف  نمونه

مرتب شود. هر ستون باید شامل شاخص مشترک باشد و پس از 
ان مشخص، بافر اتصال اضافه افزودن مخلوط اتصال و گذشت زم

شود. برای جداکردن  شود که باعث توقف فرآیند اتصال می می
  .[12]شود های مغناطیسی استفاده می ها، از دانه قطعات از ناخالصی

 ژنی نمونه واقعی توالی قطعات، توالی قرائت هنگام در
 خوانش با آغازگر شدن خوانده و است جلو به رو مستقیم
 لازم عمومی توالی آداپتور توالی تعیین برای ۱ شماره (قرائت)

 متصل فلوسل به که پروتئین بخش در امر این البته است.
 با های خوانش آغازگر برای دو خواندن کند. نمی صدق شود می

 تنها که است شده گفته روش همان اساساً  شونده جهت انتهای
  است. خواندن مخالف جهت در

  

مستقیم رو  نمونه ژنیدر هنگام قرائت توالی قطعات، توالی واقعی 
برای  ۱شدن آغازگر با خوانش (قرائت) شماره  به جلو است و خوانده

تعیین توالی آداپتور توالی عمومی لازم است. البته این امر در 
کند. خواندن  شود صدق نمی متصل می فلوسلبخش پروتئین که به 

شونده اساساً همان  های با انتهای جهت دو آغازگر برای خوانش
  شده است که تنها در جهت مخالف خواندن است. روش گفته

سادگی به همه  های چندگانه به شاخص خوانش آغازگر برای نمونه
شود و سپس خواندن  باز متصل می جفت۶های قبل از بارکد  توالی

ند توا طوری که هر خوشه می گیرد، به یکی پس از دیگری صورت می
شناخته  فلوسلفرد با یک شیار، در  عنوان یک نمونه منحصربه به

 نمونه ژنیتا شاخص آداپتور  ۱۲شود. بنابراین باید برای اتصال، 
نمونه  ۸وجود داشته باشد و هر کدام از آنها به یک ردیف شامل 

کند که  کردن کتابخانه، ایلومینا توصیه می اضافه شوند. زمان ضمیمه
یک حوضچه مشترک ترکیب شده، در همان ردیف  ای که در نمونه

مرتب شود. هر ستون باید شامل شاخص مشترک باشد و پس از 
افزودن مخلوط اتصال و گذشت زمان مشخص، بافر اتصال اضافه 

شود. برای جداکردن  شود که باعث توقف فرآیند اتصال می می
  .[12]شود های مغناطیسی استفاده می ها، از دانه قطعات از ناخالصی

کردن و  پس از تعیین توالی قطعات نکته مهم، مرحله تنظیم
 نمونه ژنیشده براساس توالی اصلی  کردن قطعات خوانده مرتب

شکل صحیح کنار  عبارتی مانند یک پازل، قطعات کوچک به است. به
 نمونه ژنیشوند و تصویر اصلی که همان توالی کلی  هم چیده می

شده، قطعات پازل از  شود. با توجه به مثال زده است ساخته می
شوند که  روی برخی تشابهات بین قطعات، کنار هم قرار داده می

کند. در توالی کلی  هم صدق می نمونه ژنیاین موضوع در مورد 
های تکراری هستند و  برخی نقاط وجود دارد که توالی نمونه ژنی
های دو سر هر  مناطق و خوانش توانند با کمک این محققان می

دست آورند و قطعات متوالی را  را به نمونه ژنیقطعه، توالی کلی 
با توسعه و پیشرفت روزافزون دانش شکل درست مرتب نمایند.  به

های تشخیصی جدید  بیوتکنولوژی، همچنین استفاده از تکنولوژی
در زمینه ژنتیک پزشکی و پیشرفت سریع دانش  ،در این رشته

یابی، درخواست برای   های جدید توالی تیک در زمینه روشژن
این در حالی است که  .یابی رشد چشمگیری داشته است توالی

تر و  تر، ارزان های سریع تحلیلژنومی، نیاز به  DNA حجم یا مقدار
  تری دارد. دقیق

  

  
 دو و یک خوانش با توالی تعیین )٤ توالی، تعیین برای آغازگر اتصال )٣ تکثیر، )٢ سازی، دورگه )١ )٥ شکل
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 گیری نتیجه
 تغییرات تعیین امکان ژنوم، کل یابی توالی پیشرفته تکنولوژی
 شناسایی ها، ژن نسخه تعداد جامع های بررسی ،ها ژن ساختاری

 شناسایی ها، ژن بیان بررسی ای، نقطه های جهش و مورفیسم پلی
 پذیر نموده امکان رامختلف دیگر  های کاربرد و کوچک های جهش
 تکاملی، خیرات و ذهنی ناتوانی همچون مواردی است.

 متابولیک های بیماری ارثی، های ارثی، نابینایی های  ناشنوایی
 های معلولیت استخوانی، و اسکلتی سیستم های بیماری ارثی،

ژنتیک  های بیماری مرکزی، اعصاب سیستم های بیماری حرکتی،
، اه آریتمیمثل  قلب یژنتیک های بیماری ،)ژنودرماتوزها( پوست
 انعقادی، اختلالات و خونی های بیماری ارثی، های سرطان
 ،ریز درون غدد ژنتیک های  بیماری ایمنی، نقص اختلالات
 و عملکرد ژنتیک بیماری گوارش، دستگاه ژنتیک های بیماری
 اختلالات تنفسی، دستگاه ژنتیک های بیماری کلیه، ساختار
 ژنتیک های بررسی ناباروری، و نازایی ،مثل تولید دستگاه ژنتیک
 خویشاوند های زوج در نناقلی وضعیت تعیین گزینی، لانه از قبل
 تشخیص و پذیری آسیب تعیین و بارداری از پس یا ازدواج از قبل

 و قلبی اختلالات ها، (سرطان پیشگیری قابل های بیماری زودرس
 به که هستند اختلالاتی از )غیره و داروها به حساسیت عروقی،
 قرار بررسی مورد ژنوم کل یا ژن تعدادی بررسی با و NGS روش
 پیشرفته های سیستم نیازند تکنولوژی این حال، این با د.گیرن می

 سازی ذخیره قابلیت و اطلاعات سریع پردازش بیوانفورماتیک
 اگرچه است. زیاد بسیار های هزینه صرف و بالا حجم با ها داده

 تعیین جدید نسل تجهیزات خرید توانایی موسسات از بسیاری
 های داده تفسیر و تحلیل و تجزیه توانایی اما هستند، دارا را توالی
 تفسیر در مهارت و کسب آموزش این راستا در لذا ندارند. را بالینی
  شود. می محسوب حیاتی امری ها داده

های ریاست محترم  نگارندگان مقاله از حمایت: تشکر و قدردانی
پژوهشکده غدد و متابولیزم دانشگاه علوم پزشکی شهید بهشتی، 

این تحقیق کمال تشکر و قدردانی جناب آقای دکتر عزیزی در انجام 
  دارند.

  .: موردی از سوی نویسندگان گزارش نشده استتاییدیه اخلاقی
  .: موردی از سوی نویسندگان گزارش نشده استتضاد منافع

(نویسنده اول)، نگارنده  دانشپور السادات مریم سهم نویسندگان:
مسجودی  %)؛ ساجده٢٠مقدمه/پژوهشگر اصلی/تحلیلگر آماری (

 غفاری نسیم%)؛ ٢٠شناس/نگارنده بحث ( (نویسنده دوم)، روش
(نویسنده سوم)، نگارنده مقدمه/پژوهشگر اصلی/نگارنده بحث 

(نویسنده چهارم)، نگارنده مقدمه/پژوهشگر  مرضیه رئیسی%)؛ ٢٠(
(نویسنده پنجم)،  محمدصادق فلاح%)؛ ٢٠کمکی/نگارنده بحث (

  %)٢٠شناس/تحلیلگر آماری ( روش
 : موردی از سوی نویسندگان گزارش نشده است.منابع مالی

  
 .King RA, Rotter JI, Motulsky AG. The genetic basis of common diseases. Oxford: Oxford university press; 2002. 2- Daneshpour MS, Faam B, Mansournia MA, Hedayati M, Halalkhor S, Mesbah-Namin SA, et al. Haplotype analysis of Apo AI-CIII-AIV gene cluster and lipids level: Tehran Lipid and Glucose Study. Endocrine. 2012;41(1):103-10. 3- Daneshpour MS, Hosseinzadeh N, Zarkesh M, Azizi F. Haplotype frequency distribution for 7 microsatellites in chromosome 8 and 11 in relation to the metabolic syndrome in four ethnic groups: Tehran Lipid and Glucose Study. Gene. 2012;495(1):62-4 -1 منابع

4- Daneshpour MS, Alfadhli S, Houshmand M, Zeinali S, Hedayati M, Zarkesh M, et al. Allele frequency distribution data for D8S1132, D8S1779, D8S514, and D8S1743 in four ethnic groups in relation to metabolic syndrome: Tehran Lipid and Glucose Study. Biochem Genet. 2009;47(9-10):680-7. 5- Daneshpour MS, Fallah MS, Eshraghi P. Revolution of DNA sequencing method from the past until today. Modares J Med Sci. 2014;16(4):1-13. [Persian] 6- Daneshpour MS, Rebai A, Houshmand M, Alfadhli S, Zeinali S, Hedayati M, et al. 8q24.3 and 11q25 chromosomal loci association with low HDL-C in metabolic syndrome. Eur J Clin Invest. 2011;41(10):1105-12. 7- Shendure J, Ji H. Next-generation DNA sequencing. Nat Biotechnol. 2008;26(10):1135-45. 8- Sawicki MP, Samara G, Hurwitz M, Passaro E Jr. Human genome project. Am J Surg. 1993;165(2):258-64. 9- Shendure J, Porreca GJ, Reppas NB, Lin X, McCutcheon JP, Rosenbaum AM, et al. Accurate multiplex polony sequencing of an evolved bacterial genome. Science. 2005;309(5741):1728-32. 10- Mardis ER. Next-generation DNA sequencing methods. Annu Rev Genomics Hum Genet. 2008;9:387-402. 11- Bioo Scientific. NEXTflex™ Bisulfite-Seq Kit - for illumina sequencing [Internet]. Vienna: Medibena; 2011 [cited 2016 Dec 19]. Available from: http://www.medibena.at/nextflex-bisulfite-seq.html. 12- Voelkerding KV, Dames S, Durtschi JD. Next generation sequencing for clinical diagnostics-principles and application to targeted resequencing for hypertrophic cardiomyopathy: A paper from the 2009 william beaumont hospital symposium on molecular pathology. J Mol Diagn. 2010;12(5):539-51. 13- Quail MA, Swerdlow H, Turner DJ. Improved protocols for the illumina genome analyzer sequencing system. Curr Protoc Hum Genet. 2009; Chapter 18: Unit 18.2. 14- Bronner IF, Quail MA, Turner DJ, Swerdlow H. Improved protocols for illumina sequencing. Curr Protoc Hum Genet. 2014;80:18.2.1-42. 15- Quail MA, Smith M, Coupland P, Otto TD, Harris SR, Connor TR, et al. A tale of three next generation sequencing platforms: Comparison of ion torrent, pacific biosciences and illumina MiSeq sequencers. BMC Genomics. 2012;13:341. 16- Cuddapah S, Barski A, Cui K, Schones DE, Wang Z, Wei G, et al. Native chromatin preparation and Illumina/Solexa library construction. Cold Spring Harb Protoc. 2009;2009(6):pdb.prot5237. 17- Dames S, Durtschi J, Geiersbach K, Stephens J, Voelkerding KV. Comparison of the illumina genome analyzer and roche 454 GS FLX for resequencing of hypertrophic cardiomyopathy-associated genes. J Biomol Tech. 2010;21(2):73-80. 18- Smith DR, Quinlan AR, Peckham HE, Makowsky K, Tao W, Woolf B, et al. Rapid whole-genome mutational profiling using next-generation sequencing technologies. Genome Res. 2008;18(10):1638-42. 19- Mardis ER. The impact of next-generation sequencing technology on genetics. Trends Genet. 2008;24(3):133-41. 20- Illumine. TruSeq™ DNA PCR-Free. [Internet] San Diego: illumine; 2013 [cited 2016 Jul 24]. Available from: https://www.illumina.com/documents/products/datasheets/datasheet_truseq_dna_pcr_free_sample_prep.pdf 




