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استفاده از توالی  یابی long-read برای روشن کردن 
پیچیدگی های فارماکوژنومیک

گلناز زمانیان 1
 1- کارشناسی ارشد سم شناسی ، دانشگاه  علوم پزشکی تهران ، تهران، ایران
پژوهشگر مرکز تحقیقات پزشکی شخصی آمیتیس

مقدمه
فارماکوژنومیــک )PGx( برای فردی کردن دوزهای دارو 
و در نتیجه بهبود نتایج درمان دارویی بســیار مهم است. 
PGx به فنوتیپ های استنباط شده بر اساس واریانت های 
شــناخته شده در فارماکوژن ها متکی است. با این وجود، 
واریانت ژنتیکی در پاســخ به دارو و فعالیت آنزیم را نمی 
توان با سنجش های ژنتیکی معمول PGx، به دلیل عوامل 
متعدد، توضیح داد. اول، سنجش های ژنوتیپ سازی کنونی 
قادر به شناســایی کامل ســاختار ژنتیکی همه ژن های 
دخیل در پاسخ دارویی نیستند. دوم، مکانیسم اثر دارو و 
یا مسیر متابولیک آن همیشه به طور کامل شناخته نشده 
است. برای ارزیابی اینکه چه بخشی تنوع ژنتیکی است و 
چه بخشی می تواند توسط عوامل دیگر توضیح داده شود، 
ضروری اســت که بتوانیم تمام مولفه های ژنتیکی را که 
باعث پاســخ دارویی متغیر می شوند توضیح دهیم. با این 
حال، این مورد دارای چالش است زیرا اکثر فارماکوژن ها 
حداقل تا حدی در مناطــق پیچیده ژنومی قرار دارند یا 
دارای واریانت های مختلفی مانند تکرارهای پشــت ســر 
هم و ترکیبات هیبریدی شــبه ژن هستند. فن آوری های 
ژنوتیپ ســازی در حــال حاضر بر اســاس ریزآرایه های 
SNV (Single Nucleotide Variant) یا توالی یابی کوتاه 
خوانده می شــوند. هر دو رویکرد در توصیف این مناطق 
پیچیده محدود هســتند، زیرا آنها قــادر به حل و فصل 
مناسب و قابل اعتماد مناطق بسیار همولوگ و شناسایی 
واریانت PGx نیستند. علاوه بر این، با فازبندی هاپلوتیپ 
می تــوان تعیین کرد که آیــا واریته ها روی یک آلل قرار 
دارند یــا روی آلل های متفاوتی قــرار دارند، که به طور 
بالقوه منجر به تفاوت در انتســاب فنوتیپ می شــود. در 
حال حاضــر هاپلوتیپ های PGx بر اســاس عدم تعادل 
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پیونــدی مرحله بندی می شــوند. در حالی که این منجر 
به هاپلوتیپ های دقیق در مقیاس جمعیتی می شــود، اما 
همیشه به فرضیات دقیق در سطح فردی منجر نمی شود. 
تأثیر این چالش ها در عمل بالینی زیاد اســت. به عنوان 
مثــال، ژن پیچیده CYP2D6 در متابولیســم 20 تا 30 
درصد داروهای معمول تجویز می شــود و نمی توان آن را 

به طور کامل با توالی یابی کوتاه مشخص کرد.
در ســال های اخیــر، فناوری های توالی یابــی طولانی از 
Oxford Nanopore و PacBio نشان داده اند که می توانند 
مناطق پیچیده ژنومی )دارویی( را مشــخص کنند. برای 
این مناطق، خوانش طولانی و با کیفیت بالا به طور قابل 
توجهی دقت جســتجو انواع را بهبود می بخشد و امکان 

تفکیک دیپلوتیپ های کاملًا فازی را فراهم می کند.
ارزش توالی یابــی طولانی مدت برای اهداف تشــخیصی 
 PacBio بیماری قبلًا نشان داده شده اســت. توالی یابی
نشــان داده شــده اســت که می توانــد CYP2D6 را با 
پوشــش کل مکان ژن در یک خوانش طولانی با کیفیت 
بالا مشــخص کند. اخیراً، توالی یابــی طولانی نیز برای 
ژن های HLA در رابطه با PGx اعمال شــده است. علاوه 
بر این، کاربرد آن در بســیاری از سنجش های تحقیقاتی 
تشخیصی بالینی چالش برانگیز مانند تکرارهای طولانی 
مدت در ژن FMR1 مرتبط با سندرم X شکننده و در ژن 
PKD1 برای شناسایی جهش های مرتبط با بیماری کلیه 
پلی کیســتیک استفاده شده است. در نهایت، توالی یابی، 
مرحله بنــدی هاپلوتیپ را بــدون نیاز بــه رویکردهای 
محاسباتی و یا اطلاعات شجره نامه تسهیل می کند. این 
می تواند در PGx اهمیت بســیار زیادی داشته باشد که 
منجر به پیش بینی های دقیق تر فنوتیپ می شود. ترکیب 
پیچیدگی PGx و فازبندی هاپلوتیپ نشــان می دهد که 
توالی یابی طولانی پتانســیل این را دارد که به طور قابل 
توجهــی توانایی ما در پیش بینــی صحیح فنوتیپ های 
متابولیزه کننده دارو را بهبود بخشد. در این مقاله اثبات 

مفهوم، ما پتانســیل توالی یابی طولانی مدت PacBio را 
برای حــل نواحی پیچیده PGx با اســتفاده از داده های 
توالی یابی موجود ژنوم به خوبی مشخص شــده در نمونه 

مرجع HG002 بطری )GIAB( ارزیابی می کنیم.

نتایج
تعریف داده ها

 HG002 داده های توالی یابی قبلی منتشــر شده از نمونه
GIAB به خوبی مشخص شــده به دست آمد. این داده 
شــامل 6,728,123 خواهش با طول متوسط 13.4 اینچ 
کیلوبایت است که 97.5 درصد از ژنوم با میانگین پوشش 
نقشــه برداری شده 28 برابری را پوشش می دهد )شکل 
 GATK 1(. تقریباً 5 میلیون واریانت ژنتیکی با استفاده از

HaplotypeCaller و DeepVariant شناسایی شد.

دقت و جستجو بالا در جستجو واریانت ها
برای 100 فارماکوژن انتخاب شــده، دقت و یادآوری در 
مقایســه با مجموعه حقیقت معیار GIAB v3.3 تعیین 
و   GATK HaplotypeCaller SNV هــا،  بــرای  شــد. 
DeepVariant به دقت و جســتجو مشابهی بالای 99.8 
درصد دســت یافتند )جــدول 1(. با ایــن حال، تماس 
گیرنده DeepVariant عملکرد بسیار بهتری در تشخیص 
ایندل )٪98 <( در مقایســه با GATK )دقت: ٪94.5 و 
یادآوری: ٪86.1( به دســت آورد. هنگام مقایسه با نتایج 
گسترده ژنوم گزارش شده توسط ونگر و همکاران، دقت 
و یادآوری در تشــخیص واریانت هــای فارماکوژن ها برتر 
اســت. هنگام طبقه بندی نتایج در مناطق پیچیده، دقت 
بالا باقی ماند، با یادآوری و دقت بیش از ٪95 برای همه 
مناطــق برای هر دو indels و SNV. برای تماس گیرنده 
GATK، دقت کمتر بود )٪100-85 در مقایســه با -97

٪100 برای تماس گیرنده DeepVariant(. کاهش دقت 

شکل 1: توزیع طول خوانش
توزیع طول خوانده شده ژنوم در نمونه بطری 

HG002 پس از توالی یابی بر روی پلت فرم دنباله 

علوم زیستی اقیانوس آرام و ساخت توالی اجماع 
دایره ای.
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را می توان به عملکرد پایین تر برای تکرارهای پشــت سر 
هم و هموپلیمرها نسبت داد.

بــرای ارزیابــی دقــت جســتجو SV در فارماکوژن ها، 
جســتجو های SV با معیار SV تعیین شــده برای همه 
SV های بیش از 50 جفت باز مقایســه شد. با این حال، 
مناطق GIAB با اطمینان بالا همه 100 ژن را پوشــش 
نمی دهند. 46 ژن حذف شدند، 12 ژن تا حدی و 42 ژن 
به طور کامل با داده های انتخاب شده GIAB همپوشانی 
داشــتند. در مجموع، SV 22 )بیش از 50 جفت باز( در 
54 فارماکوژن در مقایسه با 23 فهرست شده در مجموعه 
معیار شناسایی شد. دو تماس منفی کاذب و یک تماس 
مثبت کاذب در نظر گرفته شــد. با هم، ارزیابی عملکرد 
تشخیص SVs در مناطق PGx منجر به جستجو 91.3٪ 
و دقت ٪94.5 شــد. یادآوری و دقت بالا در فارماکوژن ها 
نشان می دهد که با استفاده از داده های توالی یابی طولانی 

در مقایسه با معیارهای فعلی، دقت از دست نمی رود، در 
حالی که تشخیص انواع پیچیده ژنتیکی را بهبود می بخشد. 

فازبندی هاپلوتیپ و هاپلوبلاک ها
با اســتفاده از واتس هپ، خوانش به صورت مرحله بندی 
شده و بر اساس همه انواع شناسایی شده به هاپلوبلاک ها 
تبدیل شدند. هر هاپلوبلاک یک امتداد توالی کاملًا فازی 
را توصیف می کند کــه امکان توصیف کامل آن ناحیه را 
فراهم می کند که نشــان دهنده یک آلل مادری یا پدری 
اســت. قابل ذکر است که 71.2 درصد از ژنوم را می توان 
بــه 16193 هاپلو بلــوک با طول کل هاپلــو بلوک 2.3 
میلیــارد جفت بــاز و اندازه هاپلو بلــوک میانه 40302 
جفت باز )محدوده: 2.9-1 میلیون جفت باز( تبدیل کرد. 
یــک تمایز واضح در اندازه هاپلوبــلاک بین مناطق بین 
ژنی )میانگین 14960 جفت بــاز( و ویژگی های ژن کد 

جدول 1: عملکرد جستجو واریانت های فارماکوژن ها
Indels SNVs

جستجوی واریانت ها 
 )٪( F1 بازیابی )٪(  دقت )٪(   )٪( F1 بازیابی )٪(  دقت )٪( 

99.88 99.96 99.92 94.47 86.12 90.1 GATK هاپلوتایپ جستجوی

99.84 100 99.92 98.74 98 98.37  )CCS مدل( DeepVariant

شکل 2: وضوح هاپلوبلاک ویژگی های GENCODE. A توزیع طول هاپلوبلاک طبقه بندی شده توسط ویژگی های ژنکد و مناطق بین ژنی، 
همپوشانی با فارماکوژن ها با رنگ قرمز برجسته شده است. B برای هر ویژگی کدکننده پروتئین، درصدی که در مقایسه با طول ویژگی به 
هاپلوبلاک ها تفکیک شد. خط قرمز میانگین طول خوانش را نشان می دهد. اکثر هاپلوبلاک ها بزرگ تر از میانگین طول خوانش هستند، که 

نشان می دهد نه تنها طول خوانش، بلکه تعداد انواع هتروزیگوت برای طول یک هاپلوبلاک تعیین کننده است.
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شکل 3: پیچیدگی فارماکوژن ها و نسبت حل شده در هاپلو بلوک ها در )A( ، فارماکوژن ها و پیچیدگی آنها به درصد پوشش داده شده 
در هاپلو بلوک ها مربوط می شود. در ژن های پررنگ موجود در پاسپورت فارماکوژنومیک در همه جا )U-PGx(. B برای ژن های موجود 

در CPIC دستورالعمل های DPWG، تعداد دستورالعمل های عملی موجود با درصد هر ژنی که به هاپلوک ها تبدیل می شود، ترسیم 
می شود. اقدام پذیر به عنوان دستورالعملی تعریف می شود که تغییر دوز یا تغییر دارو را توصیه می کند. برای هر ژن، درصد حل شده 
در هاپلوبلاک ها در هدر پانل گنجانده شده است. کنسرسیوم اجرای فارماکوژنتیک بالینی CPIC، گروه کاری فارماکوژنتیک هلندی 

 .DPWG
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)میانگین 56743 جفت باز(، شــکل 2A مشــاهده شد. 
اکثریــت قریب به اتفاق ویژگی هــای Gencode به طور 
کامل به هاپلوبلاک ها تبدیل شــدند. به طور خاص، 71 
درصد از تمام ویژگی های کدکننــده پروتئین می توانند 
کاملًا مرحله بندی شوند )90 درصد( و 22 درصد دیگر تا 
حدی مرحله بندی شده اند در حالی که 7 درصد حل نشده 
باقی مانده اند )10≥ درصد مرحله ای(. الگوهای مشــابهی 
برای ســایر ویژگی های Gencode مشــاهده شد. به نظر 
نمی رسد طول خوانش عامل محدود کننده اصلی در حل 
هاپلوتیپ ها باشد زیرا درصد یک ویژگی تحت پوشش در 
 .)2B هاپلوبلوک ها مســتقل از طول ویژگی است )شکل
علاوه بر این، اکثر هاپلوبلاک ها )٪57.7( از میانگین طول 
خوانش فراتر می روند، که نشان می دهد نه طول خوانش، 
بلکه تعداد واریانت های هتروزیگوت و تعداد خوانده شده 
در یک منطقه ژنومی مشخص، عوامل محدود کننده در 

ساخت هاپلوبلاک هستند.

فارماکوژن ها
برای هر یک از 100 فارماکوژن انتخاب شــده، بخشــی 
از ژن هــای واقع در یک منطقه پیچیده تعیین شــد - با 
مجموعه ای که به عنوان مناطق ژنومی تعریف می شــود 
که با تکرارهای قطعه ای )SD( یا تکرار همپوشانی دارند. 
در مجمــوع، 15 فارماکــوژن به عنــوان ٪100 پیچیده 
طبقه بندی شــدند در حالی که هشــت فارماکوژن هیچ 

.)3A یا تکرار نشان ندادند )شکل SDs همپوشانی با
برای هر یک از 100 جایگاه، تقریباً همه انواع را می توان 
با دقت نــام برد )دقت و یــادآوری ٪99.8 <(. فازبندی 
بعدی منجر به هاپلوبلاک هایی با طول متوسط 140473 
جفت باز شــد که در نتیجه اکثریت )73/100( ویژگی ها 
 .)3A به طور کامل به هاپلوبلاک تبدیل شــدند )شــکل
مهم تر از همه، از 15 فارماکوژن طبقه بندی شده به عنوان 
کاملًا پیچیــده، 9 فارماکوژن می تواننــد کاملًا فازبندی 
شــوند، 4 فارماکوژن حداقل 60 درصــد و دو مورد آخر 
 HLA، 35 نمی توانند فازبندی شوند. از ژن های پیچیده
مــورد از 37 به طور کامل برطرف شــدند، دو مورد باقی 
مانده )HLA-DRB5 و HLA-DRB1( به ترتیب %6.4 و 

%67.1 برطرف شدند.
بــا این وجود، چندین فارماکوژن مهــم تنها می توانند تا 
 G6PD، حدی به هاپلوبلاک تبدیل شوند. به عنوان مثال

DPYD و CYP2C19 بــه ترتیــب 0، 55 و 34 درصد 
حل شــدند. از آنجایی که G6PD روی کروموزوم X قرار 
دارد و فرد توالی یابی شــده مذکر اســت، نمی توان مکان 
را بــه دو آلل تبدیل کــرد و در نتیجه 0 درصد مکان در 
 DPYD هاپلوبوک های فازی پوشــانده می شــود. برای
علــت در ترکیبی از طول ژن طولانی )900000~ جفت 
باز( و تعداد کمی از انواع اســت که منجر به کشش های 
بزرگ بدون واریانت های هتروزیگوت می شــود که منجر 
 ،CYP2C19 به شکسته شدن هاپلوبوک ها می شود. برای
بخــش بزرگی در مرکــز ژن وجود دارد کــه برای همه 
انــواع هموزیگوت اســت. به طور خــاص، در کل مکان 
CYP2C19، 52 واریانــت وجود دارد که 33 واریانت آن 
هموزیگوت هستند که منجر به بلوک های فازی تکه تکه 
می شود. با این حال، همانطور که همه مناطق توالی یابی 
شــده اند، هنوز هم می توان با استفاده از دستورالعمل ها 
و فرضیــات مرحله بندی گروه کاری فعلی فارماکوژنتیک 
هلندی )DPWG( و کنسرســیوم اجرای فارماکوژنتیک 
بالینی )CPIC( هاپلوتیپ ها و فنوتیپ ها را اختصاص داد.
برای ارزیابی سودمندی بالینی، دیپلوتیپ ها و فنوتیپ ها 
بر اســاس پانل واریانتی از کنسرسیوم فارماکوژنومیکس 
Ubiquitous (U-PGx) و یک خط لوله که قبلا توســعه 
یافته بود، اختصاص داده شدند. در مجموع 1418 واریانت 
در 10 فارماکوژن کلیدی موجود در پانل شناســایی شد 
کــه از این تعداد 38 واریانت در پانل فنوتیپینگ در نظر 
 CYP3A5، گرفته شــد. انواع مرتبط بالینــی در ژن های
بــرای  شــدند.  شناســایی   VKORC1 و   CYP2D6
 (g.99672916 C > T) rs776746 واریانــت ،CYP3A5
روی هــر دو آلل یافت شــد که منجر به یــک ژنوتیپ 
CYP3A5*3/*3 و یک فنوتیپ متابولیزر ضعیف شــد. 
برای CYP3A5 وضعیت PM غیرقابل اجرا در نظر گرفته 
می شود، زیرا این فنوتیپ رایج ترین فنوتیپ در قفقازی ها 
اســت. برای CYP2D6 و VKORC1 فنوتیپ استنباط 
 ،CYP2D6 شده از واریانت وحشی متفاوت بود. در جایگاه
هــر دو واریانــت rs3892097 (g.42128945 C > T) و 
rs1065852 (g.42130692 G > A) هتروزیگوت بودند. با 
فازبندی، مشخص شد که واریانت ها روی همان آلل قرار 
دارند که منجر به دیپلوتیپ CYP2D6*1/*4 و فنوتیپ 
متابولایزر میانی CYP2D6 (IM) اســت. علاوه بر این، با 
توجه به حضور شبه CYP2D7 غیر عملکردی که بیش از 
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٪90 از توالی خود را با CYP2D6 به اشتراک می گذارد، 
 CYP2D7 مهم اســت که هر واریانت تداخــل خوانش
را بــرای تعیین دقیق هاپلوتیپ هــای CYP2D6 حذف 
کنیم. قرائت ها بــه اندازه کافی طولانــی بودند تا تمایز 
واضحــی بیــن CYP2D6 و CYP2D7 بدون هیچ گونه 
قرائت نقشــه برداری مبهم وجود داشته باشد. همین امر 
بــرای CYP2B6 و CYP2B7P کاذب آن و برای جایگاه 
CYP3A که همه ژن ها همسانی توالی بالا را به اشتراک 
می گذارند، مشــاهده شد. برای VKORC1، یک واریانت 
 (NC_000016.10: g.31093557 G > A) هموزیگــوت 
شناسایی شــد که منجر به ژنوتیپ 1173TT و منجر به 
کاهش فعالیت شد. به طور کلی، این نتایج نشان می دهد 
که طبق دســتورالعمل های اجماع عمومی در دسترس، 
این فــرد نیاز به تنظیــم دوز برای داروهایــی دارد که 

سوبسترای CYP2D6 و VKORC1 هستند.

ارتباط بالینی
در  مطالعــه  ایــن  در  موجــود  ژن   15 مجمــوع،  در 
دستورالعمل های CPIC و/یا DPWG نشان داده شده اند 
که در مجموع 56 و 67 برهمکنش ژن-دارویی به ترتیب 
برای دســتورالعمل های DPWG و CPIC ایجاد می شود 
)شــکل 3(. از این تعــداد 10 ژن )7/66 درصد( به طور 
کامل در هاپلو بلوک های فازی حل شدند. ژن هایی که به 
طور کامل برطرف شــدند در 35 برهمکنش ژن-دارو در 
DPWG و 35 برهمکنش ژن-دارو در CPIC نقش دارند. 
برای ژن های باقی مانده، واریته ها هنوز می توانند با دقت 
شناسایی شــوند، که براساس عملکرد بالینی فعلی که از 
داده های ژنتیکی غیر فازی استفاده می کند، امکان تعیین 

هاپلوتیپ را فراهم می کند.

بحث
در این مطالعه ما نشــان داده ایــم که توالی یابی  طولانی، 
جستجو با کیفیت بالا را در تمام فارماکوژن های منتخب 
ارائه می دهد. در مقایسه با تجزیه و تحلیل گسترده ژنوم، 
نتایــج برای ژن هــای PGx با توجه به دقت جســتجو و 

وضوح هاپلو بلوک های فازی بزرگ تر برتر است. علاوه بر 
این، اکثر فارماکوژن های انتخاب شــده می توانند به طور 

کامل در هاپلو بلوک های مرحله ای حل شوند.
بر اســاس جستجو واریانت به تنهایی، داده های کل ژنوم 
خوانده شــده می تواند برای PGx معمولی مشــابه روش 
استفاده از NGS اســتفاده شود. علاوه بر این، توالی یابی 
طولانی مزیت حل آلل های پدری و مادری را ارائه می دهد. 
با توجه به ماهیت چندشکلی فارماکوژن ها، احتمال اینکه 
یک فرد دارای چندین واریانت در یک فارماکوژن باشــد 
بسیار زیاد اســت و اهمیت فازبندی هاپلوتیپ را افزایش 
می دهد. علاوه بر این، این فراوانی بالای واریانت ها منجر 
به هاپلوبلاک های بزرگ تر برای فارماکوژن ها در مقایسه 

با ویژگی های Gencode شد.
توالی یابــی طولانی از نظر تشــخیص SNV با توالی یابی 
کوتاه قابل مقایســه اســت و از نظر فازبندی هاپلوتیپ و 
SV های پیچیده بهتر عمل می کند. فازبندی هاپلوتیپ به 
طور بالقوه می تواند تفاوت بین فنوتیپ متابولایزر میانی 
اســتنباط شــده )دو واریانت کوتاه کننده در یک آلل( و 
فنوتیپ متابولایزر ضعیــف )دو واریانت کوتاه کننده در 
آلل های مختلف( ایجاد کند. استراتژی های هاپلوتایپینگ 
فعلی PGx از فازبندی محاســباتی استفاده می کنند که 
منجر به مرحله بندی دقیق در مقیاس جمعیتی می شود. 
از آنجایــی که تنظیمات دارو در ســطح فــردی انجام 
می شــود، دقت در مورد مرحله بندی برای یک فرد بسیار 
مهم اســت. در اینجا نشان داده ایم که توالی یابی طولانی 
مدت اکثر فارماکوژن ها را قادر می ســازد تا بدون نیاز به 
داده های شــجره نامه یا فازبندی محاسباتی، به طور کامل 

به هاپلوبوک ها تبدیل شوند.
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توالی یابی طولانی همچنین توصیف کاملی از هر واریانت 
در مکان های انتخابی PGx، از جمله واریانت ها ساختاری 
و نادر ارائه می دهــد، همانطور که با دقت و یادآوری بالا 
برای SNV ها، Indels و SV ها نشــان داده شــده است. 
 )13.4kbp( به عنوان مثال، میانگین طول خوانده شــده
 CYP2D6 (4.4kbp) تقریباً سه برابر بزرگتر از اندازه مکان
است که امکان توصیف کامل مکان و CNV های بالقوه را 
 GATK و DeepVariant فراهم می کند. تفاوت بزرگ بین
برای Indels را می توان با اســتفاده از داده های طولانی 
خوانده شــده PacBio CCS برای آموزش تماس گیرنده 
DeepVariant توضیــح داد. GATK بــا حالــت خطای 
توالی یابی کوتاه به عنوان پایــه، با 100 برابر جایگزینی 
 DeepVariant بیشتر از ایندل طراحی شد. از طرف دیگر
حالت خطــا را از داده های آموزشــی PacBio HiFi یاد 
گرفته است که نسبت ایندل 30 برابر بیشتر از جایگزینی 
دارد. به طور خاص، شناســایی تکرارهای Indels و پشت 
سر هم با استفاده از خوانش طولانی و DeepVariant به 
طور قابل توجهی بهبود یافته اســت. این تفاوت یک بار 
دیگر مزیت افزوده خوانش طولانی را نسبت به توالی یابی 
کوتاه در رابطه با شناســایی واریانت پیچیده برجســته 

می کند.
 PGx در جایگاه های SNV 1418 ،برای فرد مورد مطالعه
بالینی انتخاب شده )10 ژن( شناسایی شد که 94 درصد 
آن ها کاملًا فازی بودند، که نشان دهنده فراوانی واریانت ها 
در فارماکوژن ها اســت. علاوه بر ایــن، ماهیت مرحله ای 
ایــن داده ها می تواند به بهبــود درک ما از هاپلوتیپ ها و 
ترکیب هــای مختلف کمک کنــد. بنابراین، فناوری های 
توالی یابی طولانی مدت پتانسیل تغییر دانش ما در مورد 
عوامل ژنتیکی را دارند که در پاســخ دارویی متغیر نقش 

دارند.
قبــل از اجــرای توالی یابــی طولانی در عمــل بالینی، 
ابزارهایی برای کمک به تفســیر مورد نیاز است. چندین 
 PGx گروه برای توســعه چنین ابزارهای ترجمه ای برای
تلاش کرده اند. بــا این حال، هنوز محدودیت هایی برای 
ایــن ابزار وجــود دارد. اولا، آنها اغلب طیف وســیعی از 
واریانت های شناخته شده و هاپلوتیپ های مرتبط با آنها 
را پوشــش می دهند. با این حــال، برای هر *-هاپلوتیپ 
تأثیر بالینی مشخص نیست، بنابراین گاهی اوقات منجر 
به هاپلوتایپی می شود که اثر آن ناشناخته است و اجرای 

آن را در عمل بالینی دشوار می کند. ثانیا، ابزارها همیشه 
نتیجه یکسانی را برای یک فرد ارائه نمی دهند، که نشان 
می دهد مفروضاتی که این ابزارها بر اساس آن ها هستند 
قابل مقایسه نیســتند. برای اینکه فقط هاپلوتیپ*های 
مرتبــط بالینی را در تجزیه و تحلیــل خود لحاظ کنیم، 
تحلیــل خود را از ابزار بالینی بــه پانل واریانت ها تعریف 
شده توسط کنسرسیوم U-PGx محدود کرده ایم. با این 
حال، باید توجه داشــت که این امر منجر به حذف اکثر 
واریانت هــا در همه جایگاه های PGx می شــود، به دلیل 
این واقعیت که هنوز دانــش کافی در مورد عملکرد این 

واریانت ها وجود ندارد.
برای نشــان دادن تأثیر خوانش طولانی بر PGx بالینی، 
 DPWG نتایج توالی یابی را در چارچوب دستورالعمل های
و CPIC ارزیابی کرده ایم. بر اســاس واریانت های ژنتیکی 
مشاهده شده در فرد مورد مطالعه، دستورالعمل ها تنظیم 
دارو یــا دوز را برای 22 دارو توصیه می کند. از بین تمام 
 DPWG تداخلات ژن-دارو در دستورالعمل ها )53 برای
و 54 بــرای CPIC( اکثریت قریب به اتفاق )35 برای هر 
دو( با یک ژن پیچیده )جزئــی( مرتبط بود که می تواند 
به طور کامل در یک هاپلوبلاک حل شــود. همانطور که 
در این مطالعه نشــان دادیــم، توالی یابی طولانی قادر به 
حل این پیچیدگی ها و ســاختن هاپلو بلوک های بزرگ 
اســت که امکان جســتجو هاپلوتیپ دقیق تری را فراهم 
می کند. پانل های SNV و توالی یابی کوتاه، از سوی دیگر، 
قادر به شناسایی دقیق وتریانت ها هستند، اما در توانایی 
آنها برای حل همه پیچیدگی هــا و در رابطه با فازبندی 

هاپلوتیپ محدود هستند.
با این وجود، لازم به ذکر اســت که همه فارماکوژن ها را 
نمی تــوان به طور کامل برطرف کــرد. دلیل اصلی این 
امر فقدان واریانت های هتروزیگوت برای امکان ســاخت 
هاپلوبلوک بود. این به نوبه خود منجر به شکســته شدن 
هاپلوبوک ها و فارماکوژن ها می شــود کــه نمی توانند به 
طور کامل برطرف شــوند. برای فردی که مطالعه کردیم، 
این اثر به ویژه برای CYP2C19 و DPYD آشکار بود. با 
این حال، شناسایی واریانت هنوز در کل مکان ژنی امکان 
پذیر بود که امــکان تعیین هاپلوتیپ غیر فازی را فراهم 
می کرد. برای این ژن هایی کــه نمی توانند به طور کامل 
حل شوند، روش های هاپلوتیپ مرسوم مبتنی بر داده های 
توالی یابی غیر فازی همچنــان می توانند به کار روند که 
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منجر به پیش بینی هاپلوتیپ و فنوتیپ مطابق با عملکرد 
بالینی فعلی می شــود. علاوه بر این، برای DPYD، ســه 
واریانت از چهار واریانت مرتبط بالینی هنوز مرحله بندی 
شده بودند، که دو تای آن ها در هاپلوبوک یکسان بودند. 
نشــان دهنده عدم فازبندی کامل به این معنا نیست که 
هیچ یک از انواع مربوطه نمی تواند مرحله بندی شــود. از 
آنجایی که پوشــش در تمام فارماکوژن ها کافی بود، این 
عدم فازبندی به دلیل ساختار ژنتیکی فرد ایجاد می شود، 
به دلیل فقدان واریانت های هتروزیگوت در این ناحیه، و 
نه با توالی یابی به خــودی خود، این به راحتی قابل حل 
نیســت. برای فرد دیگری، همین مشکل هاپلوبوک های 
شکسته ممکن است در ژن های دیگر بسته به ژنتیک آنها 
مشاهده شود. در حالی که توالی یابی طولانی مدت برای 
فارماکوژنومیــک بالینی امیدوارکننده به نظر می رســد، 
هزینه ها و زمان چرخش مرتبط با آن در حال حاضر برای 
تشخیص PGx با توان بالقوه بالا بسیار زیاد است. در حال 
حاضر، این باعث می شــود توالی یابی طولانی با آرایه های 
SNV سریع مورد استفاده در PGx بالینی سازگار نباشد. 
با این حال، هزینه های توالی به ســرعت در حال کاهش 
است. علاوه بر این، ژنوتیپ پیشگیرانه محبوب تر می شود 
که باعث می شود زمان چرخش طولانی تر دیگر مسئله ای 

نباشد.
 DNA در این مطالعــه از داده های ژنتیکی یــک نمونه
با کیفیت بالا اســتفاده شــد. در عمــل بالینی، کیفیت 
بالا ممکن اســت همیشه تضمین نشــود. با این وجود، 
کاربردهــای قبلی توالی یابی طولانی مدت در یک محیط 
بالینی یا با استفاده از DNA به دست آمده بالینی منجر 
به نتایج با کیفیت خوبی شده است. علاوه بر این، از سال 
 PacBio بسیار کم DNA 2020 یک گردش کار ورودی
که تنها به 5 اینچ از DNA نیاز دارد، در دســترس بوده 
است. بنابراین انتظار می رود که نتایج توالی یابی با کیفیت 
بالا را بتوان با نمونه های بالینی جمع آوری شــده به طور 

معمول به دست آورد.
دقت و ارزش توالی یابی طولانی قبلًا در کل داده های ژنوم 
بررســی شده است، که ممکن است یک رویکرد هدفمند 
همانطــور که در اینجا ارائه کردیــم غیر ضروری به نظر 
برسد. با این حال، به خوبی ثابت شده است که پیچیدگی 
نواحی فارماکوژنومیک ژنوم، سنجش های فعلی را در حل 
ســاختار ژنتیکی آن هــا به خطر می انــدازد و در نتیجه 

قابلیت اطمینان و کامل بودن ســنجش های فنوتیپی را 
محدود می کند. تفاوت در ساختار ژنتیکی فارماکوژنتیک 
در مقایســه بــا ژن های کدکننــده پروتئیــن عمومی، 
برون یابی مســتقیم از نتایج کل ژنوم را غیرقابل اعتماد 
می کند. مهمتر از همه، آنها حاوی واریانت های بیشتری 
هستند که با هم بر پاســخ دارویی تأثیر می گذارند. این 
تعداد زیاد پلی مورفیســم ها منجر به این فرضیه می شود 
که فارماکوژن ها بــه دلیل فراوانی بیشــتر واریانت های 
هتروزیگوت، آســان تر فازبندی می شــوند، همانطور که 
در مطالعه ما تأیید شــد. در واقع، دقت در فارماکوژن ها 
بیشتر از سایر ژن ها بود، در حالی که خواندن کوتاه دقت 
بسیار پایین تری در تشخیص واریانت های ژنتیکی در این 
مناطق پیچیده دارد. توانایی توالی یابی طولانی مدت برای 
حل فارماکوژن ها قبلًا در مطالعــات توالی یابی هدفمند 
نشان داده شده بود. با این حال، این مطالعه با هدف ارائه 
یک نمای کلی جامــع از کاربرد توالی یابی طولانی مدت 
در حل فارماکوژن های پیچیده و اطلاع رســانی در مورد 

مناطقی بود که همچنان چالش برانگیز هستند.
این مطالعه بــه داده های با کیفیت بــالا از یک موضوع 
محدود شــد و به عنوان اثبات مفهومی برای استفاده از 
توالــی خوانی طولانی در PGx عمل کــرد. علیرغم این 
محدودیت، ما احســاس می کنیم کــه این به عنوان یک 
مطالعه اثبات مفهوم برای بررســی پتانسیل توالی خوانی 
طولانی برای PGx کافی اســت. بر اساس این داده ها در 
مورد دقت فراخوانی و توانایی تجزیه فارماکوژن پیچیده 
بــه هاپلوبوک های فازی، نتیجــه می گیریم که داده های 
توالی یابی طولانی مدت فرصت های خوبی برای روشــن 
کردن مکان هــای پیچیده PGx و فازبنــدی هاپلوتیپ 
ارائه می دهــد در حالی که فراخوانــی دقیق واریانت در 

فارماکوژن های انتخابی حفظ می شود.
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