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ثرترين روش ؤم. است ارثی با وراثت اتوزومی مغلوب خونی های اختلال از گروه يک تالاسمی بتا

تهاجمی جهت بررسی  برداری نمونه .تولد است از پيش برای کاهش اين بيماری ارثی، تشخيص

 پلاسما در جنينی ی آزادDNA .با خطر سقط تقريبی يک درصد برای جنين همراه است جنين

 .است جنين تولد از پيش مولکولی های تشخيص برای ژنتيکی مواد از خوبی بسيار منبع مادر،

(RHDO) Relative Haplotype Dosage Analysis عنوان يک  که بر اساس هاپلوتيپ است، به

بررسی بيماری بتا تالاسمی  اين مطالعه، از هدف. کاربرد در تشخيص پيش از تولد اميدبخش است

در اين . است (RHDO) با آناليز  Next-Generation Sequencing(NGS) از طريق تکنيک

 Amplification Refractory Mutationبا روش( مينور)زوج ناقل بتا تالاسمی  پنج مطالعه

(ARMS-PCR) System- Polymerase chain reaction نسبت به موتاسيونG>A  IVSII-I 

ی بزاق از  باردار و همچنين نمونه سی خون از هر خانمسی 91طی حاملگی . تعيين ژنوتيپ شدند

. ارسال شد NGSايتاليا جهت بررسی با تکنيک  Genomaها به مرکز  نمونه. همسرانشان گرفته شد

با  NGSدست آمده از تکنيک  هنتايج ب. دست آمده با روش تهاجمی مقايسه شد هدر نهايت نتايج ب

های هاپلوتيپی دارای دقت و صحت  لوکبدون نياز به آناليز فرد مبتلا با بررسی ب RHDOآناليز 

طبق پروتکل کشوری برای  Cell-free fetal DNA (cffDNA)نتايج حاصل از . استدرصد  911

دست آمده از زوج های بالا که نسبت به  هی جنينی ب نمونه پنجاز . بيماری بتا تالاسمی تاييد شدند

. جنين مينور بودند دونين نرمال و ج دوجنين مبتلا،  يکبررسی شدند،  IVSII-1 G>A موتاسيون

کننده مثبت و منفی  بينی چنين ارزش پيش درصد بود و هم NGS 911حساسيت و ويژگی تست 

از  در بتا تالاسمی با استفاده NIPDتعيين توالی هدفمند پلاسمای مادری برای . درصد بود 911

افزارهای  با استفاده از نرم انتو می بنابراين. ميسر است RHDOبرای آناليز  SHAPEIT افزار نرم

 .جديد در اين زمينه بدون نياز به اطلاعات ساير اعضای خانواده هاپلوتيپ والدين را تهيه کرد
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 هموگلوبین آن اثر در که است ژنتیکی بیماری نوعی تالاسمی

 ایجاد اختلال آن ساخت در یا داده دست از را خود طبیعی ساختار

 مطلوب طور به بدن اعضا به رسانینتیجه اکسیژن در د،شومی

 اکسیژن دهندهانتقال یک از جزئی هموگلوبین .پذیرد نمی صورت

 پپتید دو زنجیره پلی شامل و است خونی رمزق های سلول در

بتا تالاسمی، که در اثر جهش در ژن  .است بتا و آلفا نام به مختلف

HBB
ترین شود، یکی از رایج ایجاد می 11واقع در کروموزوم  1

بیش از . (.Higgs et al 2012) استژنی در جهان های تکبیماری

اسایی شده است که موتاسیون مختلف بتا تالاسمی تاکنون شن 299

موتاسیون  (.Giardine et al. 2014) استای اکثرا جهش نقطه

IVSII-1 G>A استترین موتاسیون در ایران شایع (Bazi et al. 

 22ها اگر والدین هر دو ناقل این بیماری باشند، برای آن(. 2016

افراد درگیر بیماری بتا . خطر تولد فرزند مبتلا وجود دارد درصد

و همچنین  ی به انتقال مکرر خون و کپسول آهن نیاز دارندتالاسم

  های بنیادی و ژندرمان نهایی در بیماران، نیاز به پیوند سلول

پیشگیری از این بیماری در  .(.Higgs et al 2012) درمانی دارد

، زیرا این استنوزادان، موضوع مهمی برای والدین و دولت 

ست و بار سنگینی را بر روش درمانی برای بیماران دردناک ا

بنابراین، مؤثرترین راهکار در کاهش شیوع . گذارددوش جامعه می

. است 2(PND) از تولد پیشاین بیماری ژنتیکی، تشخیص مناسب 

های  با این حال، تشخیص سنتی قبل از تولد، که شامل روش

گیری از پرزهای کوریونی تهاجمی مانند آمنیوسنتز و نمونه

(CVS)3 دهدر سقط جنین را افزایش میاست، خط (Akolekar et 

al. 2015; Han et al. 2014 .)تالاسمی در  تشخیص پیش از تولد

عنوان یک برنامه پیشگیری و درمان  آغاز و به 1002ایران از سال 

 .Abolghasemi et al) اجرا شد 1001ملی تالاسمی در سال 

در در پلاسمای مادری  (cffDNA) جنین DNA کشف (.2007

نقش بسیار مهمی  4(NIPD) تشخیص غیر تهاجمی قبل از تولد

 DNA از کلدرصد  19این قطعات حدود  (.Lo et al. 1997) دارد

 .Barrett et al) دهند می را در خون مادر تشکیل (cfDNA) سلول

                                                           
1
 Hemoglobin  

2
 Prenatal diagnosis  

3
 Chorionic villus sampling 

4
 Non-invasive prenatal diagnosis 

 (NIPT) از تولد پیشهای غیرتهاجمی تست(. 2011
ت جه2

معتبر در  خدمتک ها، در حال حاضر یغربالگری آنیوپلوئیدی

به والدین با   NIPD.یاری از کشورها در سراسر جهان استبس

ای با روش ایمن با  دهد تا گزینه های پر خطر اجازه می حاملگی

جای تشخیص تهاجمی داشته باشند که خطر  نمونه خون مادر به

 (.Verhoef et al. 2016) دهد ابتلا به سقط جنین را کاهش می

NIPD تعیین جنسیت جنین  ینی مختلفی از جملهکاربردهای بال

ژن گروه تعیین آنتی های وابسته به جنس، وضعیتبرای بیماری

 ژنی را داردهای تکو تشخیص برخی بیماری Rhخونی 

(Bustamante-Aragonés et al. 2012) ،با این حال NIPD  مبتنی

، استژنی بسیار چالش برانگیز های تک  برای بیماری  cffDNA بر

های پدری در وراثت ما اغلب محدود به تشخیص جهشا

 Hill)های متفاوتی دارند که زوجین جهش اتوزومی مغلوب، زمانی

et al. 2015) های جدید در وراثت اتوزومی غالب مثل و یا جهش

و  (Gonzalez‐Gonzalez et al. 2008) بیماری هانتیگتون

برای  NIPDچه اگر. باشد می (Chitty et al. 2011) آکندروپلازی

ای درخشان در کاربردهای  ژنی مغلوب، آیندههای تکبیماری

روبرو  فراوانی فنی های دهد، اما هنوز با چالش بالینی نشان می

ترین  توسط پلاسما مادر یکی از مهم cffDNAآلودگی . است

غلبه بر شناسایی نادرست ژنوتیپ مربوط به بیماری جنین ، موانع

در  .ه جهش در هر دو والد یکسان باشدهنگامی ک خصوصاًاست، 

برای  massively parallel sequencingدهه گذشته، استفاده از 

 مسئول برای ژن مسبب genome‐wideصورت  تعیین ژنوتیپ به

اطراف آن   (SNP) های تک نوکلئوتیدی مورفیسم بیماری یا پلی

نین فراهم کرده ج SNPهای جدیدی را برای استنباط آلل امکان

برای اولین بار یک روش مبتنی بر  .Lo et al (2010). است

 relative haplotypeکه آنالیز دوز نسبی هاپلوتیپ 1هاپلوتیپ

dosage (RHDO )شود، جهت بررسی بیماری بتا نامیده می

با همین  .(Lo et al. 2010)د معرفی کر NIPDتالاسمی، از طریق 

ت بررسی سایر دیگری را جه هایپژوهش، دانشمندان رویکرد

DMDژنی همانند بیماریهای تکبیماری
 
  (Xu et al. 2015)  یا

                                                           
5
 Non-invasive prenatal test 

6
 Single nucleotide polymorphisms 

7
 Haplotype based 

8
 Duchenne muscular dystrophy 
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SMAبیماری 
1 (Parks et al. 2017)  و همچنین بیماری

با  (New et al. 2014) (CAH) هایپرپلازی مادرزادی آدرنال

با این حال، در این مطالعات . اجرا کردندتشخیص بالا  کارایی

ه استفاده از سایر اعضای خانواده فرایند ساخت هاپلوتیپ نیاز ب

مثل پروباند و یا تجزیه و تحلیل بیوانفورماتیک پیچیده دارد، که 

پیچیدگی . شودتشخیصی می هایباعث ایجاد مشکلاتی در بررسی

برای  NIPDدو محدودیت در  پرهزینه بودن این تکنیک،فنی و 

 آخرین مطالعه در این زمینه در سال. ژنی است اختلالات تک

 نیاز بههاپلوتیپ جنین بدون  مشخص نمودن با هدف 2910

تواند هزینه تست را که می انجام شد ،اطلاعات مربوط به پروباند

 .Li et al)تر کند کاهش دهد و انجام این تست را کاربردی

بیماری بتا  تشخیص پیش از تولدهدف از این مطالعه  .(2019

آنالیز و  NGSنیک با تکی آزاد جنینی DNAتالاسمی از طریق 

RHDO ،شودبار در ایران انجام میکه برای اولین است . 
 

 ژنتیک آزمایشگاه به تالاسمی که بتا ناقل هایمطالعه زوج این در

 نتایج داشتند و مراجعه 00و  09های در سال دکتر کشاورز رشت

2)ها آن شناسیخون آزمایشات
MCV<80,

3
MCH<27Hb, A2>3) 

A2>3) مورد بود، تالاسمیبتا نظر از ها آن بودن حامل دهنده شانن 

 خون نمونه تالاسمی بتا ناقل زوج 39 از .گرفتند قرار بررسی

زوجی  پنج، شدافراد انجام  این برای تعیین ژنوتیپ و شد گرفته

. شدند بودند، وارد مطالعه HBBدر ژن  IVSII-1که دارای جهش 

شخیص قبل از تولد مراجعه های باردار که جهت تسپس از خانم

نگهدارنده  های مخصوصلیتر خون در لوله میلی 19کردند 

DNAی جنینی نمونهو همچنین ( استرک) ی آزاد پلاسمایی

(CVS یا مایع آمنیوتیک )ی گرفته شد و از همسرانشان نیز نمونه

ها نمونه گرفته هایی که از آنی بارداری خانمهفته. شدبزاق تهیه 

 نامه رضایت باردار هایخانم تمام. ی دهم به بالا بودهشد از هفت

 تاییدیه از کمیته اخلاق دانشگاه علوم پزشکی گیلان دادند و کتبی

ی بررسی کل پروسه .(IR.GUMS.REC.1398.152) شد دریافت

 .قابل رویت است( 1شکل )صورت یک الگوریتم در  به

                                                           
1
 Spinal muscular atrophy  

2
 Mean corpuscular volume 

3
 mean corpuscular hemoglobin 

با تکنیک  ها با رعایت استانداردهای لازم جهت بررسینمونه

NGS  به آزمایشگاهGenoma  جهت بررسی  .شددر ایتالیا ارسال

یابی  صورت توالی ژن در یک پنل به پنجزمان  ها هم برای نمونه

این پنل شامل . انجام گرفت 500Xهدفمند با خوانش بالای 

. است CFTR ،HBB ،(GJB2)CX26  ،(GJB6 )CX30های  ژن

ی این بررسی است روسهدهنده کل پشده نشاندیاگرام ترسیم

 (.1شکل )

ژنومی از خون مادر و بزاق پدر انجام شد، جهت  DNAاستخراج 

 طی دو مرحله ابتدا پلاسما از خون مادر cffDNAاستخراج 

به  g 2299ی اول با مرحله. شدجدا ( Kubota 4000) سانتریفیوژ

 دوگراد انجام شد سپس  درجه سانتی 4دقیقه در دمای  29مدت 

مرحله دوم . ریخته شد 2ویال  و در شدجدا  پلاسما ازیتر لمیلی

گراد  انجام  درجه سانتی 4در دمای دقیقه  12به مدت  g1 999با 

و  جدا نموده را رویی میکرولیتر از مایع 499و در نهایت  شد

گراد  درجه سانتی -29در دمای انتقال داده شد و  2/1ویال  به

ابتدا . انجام شد cffDNAج و سپس از پلاسما استخراذخیره شد 

یابی و در ی ژنومی و سپس تکثیر قطعات و بعد توالیکتابخانه

 جهت تهیه کتابخانه ژنومی. شودنهایت آنالیز اطلاعات انجام می

سونیکیت کردن  با مکانیسم ی ژنومی ابتداgDNA ،DNAبرای 

جهت فسفریله کردن  End repairingو سپس  دشقطعه قطعه 

و ایجاد انتهای  ′3در انتهای   Aضافه کردن نوکلئوتیدو ا 5′ انتهای

آداپتورها  از ،ی بعددر مرحله. گرفتصورت  DNAصاف در 

جهت تهیه کتابخانه ژنومی برای . شد استفادهجهت تکثیر قطعات 

cffDNA با توجه به قطعات کوتاه آن، مرحله قطعه قطعه کردن ،

انجام  size selection، سپس End repairing، پس از شدحذف 

. نددشباز انتخاب  جفت 299باز تا  جفت 199شده قطعات بین 

های مورد نظر و نواحی بالادست و طراحی پروب برای تکثیر ژن

 .انجام شد پایین دست ژن

PCR  یابی با  و در نهایت توالیشد جهت تکثیر قطعات انجام

-150bp  pairedبا پروتکل HiSeqTM 2000 (Illumina) دستگاه

end صورت گرفت. 
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 (.Lo et al. 2019) یتهاجم ریو غ یبا دو روش تهاجم یبتا تالاسم یماریقبل از تولد ب صیتشخ -1شکل 

gDNA, genomic DNA; cffDNA cell‐free fetal DNA; CVS, chorionic villus sampling; RHDO, relative haplotype dosage 
 

برای کنترل کیفی فایل  ،(Row data) ابتدا بعد از دریافت فایل خام

FASTQ افزار از نرمFastQC  که خروجی این مرحله . استفاده شد

HTML های توالی را از چندین منظر افزار خوانش این نرم .است

ها از نظر  افزار فوق خوانش نرمبا . دهد مورد بررسی قرار می

مورد باز در طول خوانش  4یابی هر باز و توزیع کیفیت توالی

بایست بالاتر از کیفیت خوانش بازها می. داده شدبررسی قرار 

دهنده این است که به ازای هر باز این کیفیت نشان. باشد 39عدد 

علاوه بر این موضوع . است 1999در  1احتمال خوانش خطا 

درصد باشد که تغییر در این  22توزیع هر باز باید نزدیک به 

ین موضوع باشد که خوانش دستگاه دهنده ا تواند نشانتوزیع می

ها حذف همراه با خطا بوده است و باید آن ناحیه از تمامی توالی

 .شود

افزار  های کم کیفیت با نرم خوانشTrimming در مرحله 

Trimmomatic  با های  پس از حذف بازها و خوانش. شدحذف

دست آمده برای قسمت بعد مورد استفاده  های به فایل کیفیت پایین

 .گیرد قرار می
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تراز  های خوانده شده به ژنوم مرجع هم در این مرحله خوانش

های نسخه ژنوم شود که شوند و هر خوانش به ژنوم متصل میمی

 hg18دیگر  نسخهو دو  hg38آن  نسخهمختلفی دارد، جدیدترین 

 و (hg19, NCBI37) از ژنوم مرجعدر این مطالعه . است hg19و 

-BWA  Burrows(version 0.7) افزار منر از دستورالعملطبق 

Wheeler Aligner  استفاده شد، خروجی این مرحله فایل.SAM 

جهت مرتب سازی   SAMtools(version 1.2) افزار از نرم. است

فرم  BAM.استفاده شد، فایل  BAMبه فایل  SAMو تبدیل فایل 

 .ها مرتب شده است بوده و بر اساس خوانش SAMی فایل  فشرده

های تکراری  ها معمولا شامل درصدی از خوانش ی خوانش هداد

. کند های ژنتیکی اختلال ایجاد میاست که در روند کشف جهش

 (version 1.93) افزار منظور از بین بردن این خطا از نرم به

PICARD شود های تکراری استفاده می منظور حذف خوانش به. 

شود که در اینجا  اده میافزارهای مختلفی استف در این مرحله از نرم

 افزار  از نرم
GATK  استفاده شد، در این مرحله فایل خروجی از

 BAMوارد شده و فایل  dbSNPو ژنوم انسان و  BAMافزار  نرم

مقایسه شده و در  indelو  SNPبا ژنوم انسان جهت بررسی 

 با برنامه. است VCFنهایت خروجی یک فایل 

(IGV)Integrative Genomics Viewer  تصویر موتاسیون رویت 

 .شد

هایی که در والدین برای Fetal Fraction ،SNPگیری  برای اندازه

بودند، ( 11واقع در کروموزوم )های مختلف هموزیگوت الل

2انتخاب شدند که با فرمول 

( )

p
f

p q







 Pه، شدمحاسبه  

های مربوط به الل جنینی ی تعداد خوانشدهنده نشان

مربوط به عمق خوانش سایر  qو  (fetal‐specific allele)خاص

 .استها الل

های والدین بدون نیاز به اطلاعات سایر  برای ایجاد هاپلوتیپ

ی هدف های گویا در ناحیهSNPابتدا ( پروباند)اعضای خانواده 

با   SHAPEITافزار انتخاب شده، سپس هاپلوتیپ والدین با نرم

 .ایجاد شدند  Genome phase 3 1000استفاده از اطلاعات 

 گیری هاپلوتیپ جنینیهای گویا و نتیجهSNPبندی  دسته

                                                           
1 Genome Analysis Toolkit 

هایی که قبلا انتخاب شدند به دوگروه RHDO  ،SNPبرای آنالیز

برای  .(Lo et al. 2010) شدندبندی طبق گزارش قبلی طبقه

هایی که در SNP ی مادری، ابتدا مشخص کردن الل به ارث رسیده

یگوت بوده و در پدر هموزیگوت بوده انتخاب مادر هتروز

 ,HapI) شوندها به دو گروه تقسیم میSNPسپس این . شوند می

HapII .)SNP هایی که در هاپلوتیپI  مادری قرار دارند و با الل

. شوند بندی می های گروه آلفا طبقهSNPنام  هپدری یکسان هستند ب

رار دارند و با الل مادری ق IIهایی که در هاپلوتیپ SNPدر مقابل 

. شوندبندی میهای گروه بتا طبقهSNPنام  هپدری یکسان هستند، ب

 شوند های آلفا زیاد ارائه میSNPرا به ارث ببرد  HapI اگر جنین

(overrepresentation).  اگر جنینHapII های را به ارث ببرد، الل

به  .(represented) شوندطور مساوی ارائه می به HapI,II بر روی

های گروه SNPرا به ارث ببرد،  HapIIهمین ترتیب، اگر جنین 

به جنین انتقال پیدا  HapIکه اگر  در حالی. شوندبتا بیشتر ارائه می

. شوندطور مساوی ارائه می به HapI,IIهای بر روی کند، الل

گیری  توان با اندازه های به ارث رسیده به جنین را میهاپلوتیپ

allelic imbalance ی وسیله هب (SPRT)Sequential Probability 

Ratio Test محاسبه کرد (Karoui et al. 2006; Lo et al. 2010). 

یا  HapI)بعد از شناسایی هاپلوتیپ به ارث رسیده به جنین 

HapII )شود که در آن هاپلوتیپ به ارث رسیده چک می

پ جنین را توان ژنوتیاز این طریق می. موتاسیون قرار دارد یا خیر

جهت بررسی جهش پدری در زوجینی که جهش . تعیین کرد

با بررسی  متفاوت دارند، جهش پدری در جنینی مستقیماً

شود و موتاسیون مادری از ها خوانده شده بررسی می خوانش

جهت . دشو بررسی می RHDOها با استراتژی طریق هاپلوتیپ

دارند  هایی که جهش یکسانبررسی موتاسیون پدری در زوج

استفاده  RHDOهمانند بررسی جهش مادری از استراتژی 

هایی که در پدر هتروزیگوت و در مادر SNP. شود می

آنالیز  بالاشوند و طبق توضیحات  هموزیگوت هستند انتخاب می

 .دشو می

گرفته شد و  CVS نمونه جنینی، ترجیحاً باردار هایخانم از تمامی

انم باردار تهدیدی جدی برای خ CVSبرداری  چنانچه نمونه

برداری از  شد، نمونه واسطه موقعیت جنین و جفت محسوب می هب

 چهاری جنینی،  نمونه پنجاز . مایع آمنیون جنین صورت گرفت
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بعد  CVSهای نمونه. آمنیون بوده است و یک نمونه CVSنمونه 

منظور  از دریافت، طبق رعایت استاندارهای لازم در زیر لوپ به

به روش  DNAاستخراج . شدندی مادری تمیز از نمونهجداسازی 

Salting-out  طبق پروتکل کشوری برای بتا تالاسمی، . شدانجام

و بررسی ( بررسی مستقیم موتاسیون) ها با دو روش مستقیم نمونه

 ARMS-PCRبا تکنیک ( RFLPبررسی با الگوهای )غیر مستقیم 

 -′5توالی. شددو ویاله انجام 

AAGAAAACATCAAGGGTCCCATAGACTGAT 3′  برای

 -′5و توالی یافته جهش Forwardپرایمر 

AAGAAAACATCAAGGGTCCCATAGACTGAC 3′ 
 -′5نرمال و توالی Forwardبرای پرایمر 

ACCTCACCCTGTGGAGCCAC 3'  برای پرایمرReverse 

 مواد. شدطراحی  (IVSII-1جهت بررسی موتاسیون ) مشترک

 22هر ویال با حجم کلی در  PCRدهنده جهت واکنش  تشکیل

 یک، 10X PCRمیکرولیتر  DNA ،2نانوگرم  29 شاملمیکرولیتر، 

مولار  میلی dNTP  ،12/1 (KBC, cat No. 1100005)مولار میلی

Mgcl2 ،واحد آنزیم  یکپیکومول از هر پرایمر، و  پنجTaq 

DNApolymerase (KBC, cat No. K1111-500 )بوده است. 

دناتوراسیون اولیه به : شدبرنامه زیر انجام سیکل با  32تکثیر در 

گراد به  درجه سانتی 02گراد،  درجه سانتی 02دقیقه در  2مدت 

درجه  12ثانیه و  39گراد  درجه سانتی 21ثانیه،  39مدت 

 Applied Biosystemsدر دستگاه ثانیه 39گراد به مدت  سانتی

SimpliAmp Thermal Cycler به یینها سازی طویل و. انجام شد 

 .گرفت صورت گراد سانتی درجه 12 دمای در دقیقه 2 مدت

. باشند می  Ψβ ،AvaIIβ ،Hinf/β'3الگوهای مورد بررسی شامل 

دست آوردن الگوی همراه موتاسیون در هر فرد  هجهت ب

(Phasing)که زوج فرزند داشته باشند و یا جنینی که  ، در صورتی

غیر این صورت از والدین قبلا مورد بررسی قرار گرفته باشد و در 

کدام در دسترس نباشد از آماری که در  زوج، و در صورتی که هیچ

 . شوداین زمینه وجود دارد استفاده می

 

مطالعه حاضر جهت تشخیص قبل از تولد بیماری بتا تالاسمی در 

طور  هبودند، ب IVSII-1ها ناقل جهش هایی که والدین آنجنین

و پلاسمای خون مادری با استفاده از  CVSهای زمان در نمونه هم

cffDNA  با تکنیکNGS  و آنالیزRHDO  شدانجام. 

DNA ی ژنومی والدین وcffDNA ها استخراج شده و هاپلوتیپ

یابی صورت گرفت و در نهایت بررسی با مشخص شدند و توالی

روش تهاجمی نیز انجام شد و نتایج دو روش با هم مقایسه شدند 

زوجی که انتخاب شدند همگی دارای جهش  پنج(. 1شکل )

دهنده این  یابی نشانبودند، بررسی بعد از توالی IVSII-1یکسان 

 3ناقل موتاسیون بوده و جنین زوج  2 و 1است که جنین زوج 

ی جنینی  نمونه 4سالم بوده است و  2و  4مبتلا بوده و جنین زوج 

سه جنین اول پسر و . ی پنجم آمنیون استبوده و نمونه CVSاول 

نتایج بدست آمده با بررسی (. 1جدول )دو جنین آخر دختر است 

از  در روش تهاجمی بررسی .تایید شدند ARMS-PCRبه روش 

سه گروه کنترل نرمال و ناقل و مبتلا استفاده شده است و در 

همراه  ی والدین بهنهایت کنترل منفی گذاشته شده است و نمونه

دو بار تکرار شده با دو روش تخلیص جداگانه که )ی جنین نمونه

Boiling   وSalting out ) (.2شکل )بررسی شدند  

 

بیماری  تشخیص پیش از تولد مطالعه حاضر یک تحقیق با هدف

آنالیز و  NGSبا تکنیک ی آزاد جنینی DNAبتا تالاسمی از طریق 

RHDO های ترین بیماری بیماری تالاسمی یکی از شایع .است 

 استچنین در منطقه شمال کشور  ژنی در کشور و همتک

ترین  عنوان شایع در این تحقیق به  IVSII-1 G>Aموتاسیون

. موتاسیون در ایران و شمال کشور جهت بررسی انتخاب شد

با این حال، . استدر ایران  درصد 23فراوانی کلی این موتاسیون 

وانی در مناطق شیوع آن در همه مناطق مشابه نیست بالاترین فرا

 .Bazi et al) درصد مشاهده شده است   شمال کشور با فراوانی 

تهاجمی برای بررسی  آزمایش پیش از تولد غیرانجام  (.2016

با تکنیک  های کروموزومی در طی یک دهه گذشته ناهنجاری

NGS های دنیا در حال انجام است در آزمایشگاه. 

یک چالش بزرگ در  ژنی با این روشاما بررسی اختلالات تک

 بدشکلی تشخیص قطعی آکوندروپلازی و. اجرای کلینیکی است

 تحقیقات در دست 2991از سال  NIPD تاناتوفوریک با تکنیک

های معمول بالینی در برای استفاده در روش 2912بوده و در سال 

  نتایج

  بحث
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بسیاری تاکنون  .(.Everett et al 2015) انگلستان تأیید شده است

های با تکنیک ژنیاختلالات تکهت بررسی از مطالعات در ج

  .مختلف انجام شده است

مطالعاتی که با : شودمطالعات در این زمینه به دو دسته تقسیم می

های غیر از انجام شدند و مطالعاتی که با تکنیک NGSتکنیک 

NGS غیر از  های بهتکنیک بر اساس مطالعات تمام. بررسی شدند

NGS، مطالعات در  است و غیر مستقیممستقیم  به دو صورت

 گیرند که اکثراًبررسی قرار می مورد ها مستقیماًمستقیم، جهش

 .دشومی بررسی فقط موتاسیون پدری

 بوده، هاSNPاز طریق بررسی  که مستقیم صورت غیر در بررسی به

 که یدر این روش نیز به ارث رسیدن الل پدری در زوجین

در مطالعاتی که . شود، انجام میدارندموتاسیون متفاوت یا یکسان 

 Xژنی و وابسته به های تکبرای بررسی بیماری NGSبا روش 

سنجش نسبی موتاسیون  اطلاعات با دو روشآنالیز انجام شده، 

relative mutation dosage (RMD) (بررسی مستقیم ) و سنجش

  relative haplotype dosage (RHDO)نسبی میزان هاپلوتیپ

که اساس اینهر دو روش بر . شودانجام می( مستقیم بررسی غیر)

جنین کدام الل مادری را دریافت کرده و به حضور بیشتر آن الل 

 .در پلاسمای مادری بستگی دارد
 

کنترل    و 2، چاهک (رنویم) گوتیدهنده کنترل هتروز نشان 4 و 3دهنده کنترل نرمال، چاهک  نشان 2 و 1چاهک : مربوط به ژل خانواده چهارم ریتصو -2شکل 

 12 و 11چاهک  ،(ناقل -گوتیهتروز) مادر ی نمونه ی نشاندهنده 19 و 0، چاهک (ناقل -گوتیهتروز)پدر ی نمونه ی دهنده نشان 9 و 1مبتلا، چاهک  گوتیهموز

 .است یکنترل منف  1و  12چاهک . است ینیجن ی تکرار نمونه 14و  13، و چاهک (نرمال -گوتیهموز) ینیجن ی نمونه ی دهنده نشان

 

 

 تهاجمی مقایسه نتایج دو روش تهاجمی و غیر -1جدول 
No          Paternal                  Maternal            Gestational age           Fetal genotype       Fetal genotype     sex     Fetal 

genotype                 genotype                                                    Prediction                                                 Fraction 

with cffDNA 

 

   1               IVSII-I/N              IVSII-I/N               13W+3D                      Carrier             IVSII-I/N  )CVS)   Male     14% 

 

   2               IVSII-I/N              IVSII-I/N              14W+2D                       Carrier             IVSII-I/N  )CVS)   Male      16% 

 

   3               IVSII-I/N              IVSII-I/N               13W+5D                   Affected    IVSII-I/  IVSII-I  )CVS)   Male     10% 

 

   4               IVSII-I/N              IVSII-I/N               14W                             Normal            N /N  )CVS)           Female   17% 

 

   5               IVSII-I/N              IVSII-I/N               16W+3D                      Normal             N /N  )AF)             Female    19% 
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RMD  که به نسبت الل نرمال و الل دارای موتاسیون در پلاسمای

که مادر برای یک بیماری با وراثت  مادر بستگی دارد یعنی زمانی

دارای هر دو الل نرمال و موتانت به  ستااتوزومی مغلوب ناقل 

که پدر نیز ناقل جهش باشد،  یک نسبت هست، در صورتی

ترتیب جنین  ژنوتیپ جنین نرمال، ناقل یا مبتلا خواهد شد که به

که در این صورت در  استدر وضعیت نرمال دارای الل نرمال 

پلاسمای مادر نسبت الل نرمال به موتانت بیشتر خواهد شد، در 

عیت ناقل نسبت یک به یک خواهد بود و در وضعیت مبتلا وض

 با اینکه این. نسبت الل موتانت به الل نرمال بیشتر خواهد بود

که برای هر موتاسیون  از آنجایی اماحساسیت بالایی دارد  روش

از . باشد میبر  بر و هزینه، زماناست نیاز به طراحی پروب جداگانه

نسبت هاپلوتیپ والدین در  به بررسی RHDOطرف دیگر روش 

برای انجام این روش به اطلاعات . پردازدپلاسمای مادر می

تواند برای بررسی کل  می RHDO. استهاپلوتیپ والدین نیاز 

یابی هدفمند در تشخیص  ژنوم جنین استفاده شود و یا در توالی

یابی هدفمند از لحاظ هزینه  ها کاربرد داشته باشد که توالی بیماری

صرفه بوده و یک روش مناسب برای کاربرد کلینیکی  ون بهمقر

های ژن هدف و  و میزان ارزان بودن این روش به اندازه پنلاست 

توانند که می)های خوانده شده  طول خوانش و تعداد توالی

های و قیمت پروب( های گویا را پوشش دهند مورفیسم پلی

capture بستگی دارد (Chio et al. 2018.) حاظ تکنیکی، از ل

که از طریق اطلاعات هاپلوتیپ والدین  RHDOپیشرفت آنالیز 

در . ژنی را بهبود بخشید، دقت تشخیص اختلالات تکاست

با این  تعیین هاپلوتیپ والدینبسیاری از مطالعات قبلی جهت 

روش به آنالیز پروباند نیز نیاز بود که این تکنیک برای 

، در این مطالعه به نیستاربردی هایی که فرزند نداشتند ک خانواده

و  SHAPEIT2 افزار ی پروباند نیاز نیست و از طریق نرم نمونه

هاپلوتیپ والدین در اطراف  مستقیماً ژنوم 1000 اطلاعاتی پایگاه

این کار یک گام مهمی در جهت  ه شد،تشخیص داد HBBژن 

 های تک ژنی مبتنی بر یابی به ابزار بالینی در مورد بیماری دست

cffDNA و همچنین این روش جهت تشخیص الل ساخته است ،

حال،  نیبا ا .(Li et al. 2019) باشد موتانت مادری نیز کاربردی می

مادر در  یDNAاز  یادیحضور مقدار ز لیدل موارد، به شتریدر ب

با  نیدر جن یجهش مادر یی، شناساcffDNAبا مقدار سهیمقا

 قیتحق نی، که ما در اRHDOبا روش . پلاسما نسبتاً دشوار است

را  یمنشا مادر تالاسمی‐βآلل  توان یم م،یاز آن استفاده کرد

همچنین بررسی در این مطالعه  .(Lam et al. 2012) داد صیتشخ

هایی که تشخیص مستقیم موتاسیون به بررسی غیر RHDOبا آنالیز 

حذف ژنی و واژگونی و  مانندبرانگیز است، ها چالشآن

 Hui et) استگانه کمک کننده توالی تکراری سه هایموتاسیون

al. 2017)، تواند انقلاب بزرگی در ژنتیک ایجاد که این مورد می

های شایع  ها را در بیماری توان حذف هکند که با یک تکنیک ب

و آلفا تالاسمی  SMAمهمی مثل دیستروفی عضلانی دوشن و یا 

های  رسی موتاسیونیا بررسی واژگونی در بیماری هموفیلی و یا بر

و  SCAیا  هانتیگتون و و Fragile Xهایی مثل  دینامیک در بیماری

 و صحت بر تواند می همچنین فرایند نوترکیبی. بررسی کرد غیره

های توان با شناسایی جایگاه که می تأثیرگزار باشد، تست کارآیی

 بسیار هایتوالی ولی در. نوترکیبی این مشکل را برطرف کرد

 در هاپلوتیپ بلوک محل انتخاب این امکان وجود ندارد، تکراری

 است مناسب حل راه یک هدف منطقه از بالادست یا دست پایین

(2017; Lo et al. 2019 Parks et al.) در یک مطالعه دانشمندان 

بر اساس  genome-wide genotypingبه بررسی بتا تالاسمی با 

ی پدری و  نمونهدر  SNPهزار  099، ندپرداخت RHDOآنالیز 

 Affymetrix Genome-Wide Humanبا CVSمادری و نمونه 

SNP Array 6.0 system   شدتعیین ژنوتیپ .SNP 2ها در 

هایی که در والدین برای SNPبندی شدند، گروه اول  گروه دسته

هایی که در SNPهای مختلف هموزیگوت بودند، گروه دوم الل

ت بودند، گروه سوم های یکسان هموزیگووالدین برای الل

SNP هایی که در پدر هتروزیگوت و در مادر هموزیگوت بودند

هایی که در پدر هموزیگوت و  SNPانتخاب شدند، گروه چهارم

هایی که در هر دو SNPدر مادر هتروزیگوت بودند، گروه پنجم 

ی پلاسما با روش DNAیابی سپس توالی. نفر هتروزیگوت بودند

PE sequencing 50 bp برای تعیین . جام شدانFetal Fraction  از

SNPجهت بررسی . های گروه اول استفاده شدSNP های پدری

های گروه سوم و جهت بررسی الل مادری به ارث SNPدر جنین، 

های گروه چهارم استفاده شد و با آنالیز SNPرسیده به جنین از 
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RHDO ( گروهHAPI,II  وSNPهای گروه آلفا و بتا ) شدبررسی. 

در این مطالعه به بررسی  .وه سوم و پنجم قابل آنالیز نبودندگر

نیاز بود که در بررسی کیلینیکی این امکان  (CVS) ی جنینینمونه

وجود ندارد، و با این روش الل به ارث رسیده از مادر به جنین 

تشخیص داده شد و جهش پدری که متفاوت از جهش مادری بود 

در . (Lo et al. 2010) مشخص شدبا بررسی مستقیم جهش 

ی ها نیاز به نمونهی حاضر جهت تشخیص هاپلوتیپمطالعه

 .باشدجنینی نمی

تشخیص قبل  جهت در دو خانواده ی دیگر، بررسیدر یک مطالعه

صورت  به cffDNAاز تولد بیماری بتا تالاسمی از طریق 

Targeted Massively Parallel Sequencing   انجام شد، سه

 RHDOمورد اول، فرایند  ؛ی قبلی داشتبه مطالعهمزیت نسبت 

 genome) بخشی از ژنوم، نه کل ژنوم) صورت هدفمند را به

wide)  ایجاد کردند، مورد دوم، توسعه دادن الگوریتم فرایند

RHDO  برایSNPصورت هتروزیگوت  هایی که در هر دو والد به

در  ،ینرود در والد چون ساختار هاپلوتیپ انتظار می. باشد می

ژنی با یک اثر های تکنواحی ژنوم مرتبط با بیماری برای بیماری

های خویشاوندی، قوی و یا در ازدواج (founder effect) سسؤم

مورد سوم، ایجاد هاپلوتیپ والدین . هم باشد خیلی شبیه به

که این )است  digital PCRها با ی ژنومی آنDNAمستقیما از 

ی حاضر با در مطالعه. (Lam et al. 2012) (بر استروش هزینه

ها ایجاد شدند هاپلوتیپ مستقیماً SHAPEIT2 افزار نرماستفاده از 

 . باشدی بالا نمیکه نیازی به هزینه

به بررسی تشخیص قبل از گروهی از دانشمندان  2910در سال 

بدون نیاز به آنالیز  RHDOتولد بیماری بتا تالاسمی از طریق 

با استفاده های والدین در این مطالعه هاپلوتیپ. دپروباند پرداختن

ایجاد ، genomes phase 3 1000و پروژه  SHAPEITافزار از نرم

 .بررسی شد RHDOبه ارث رسیده به جنین با آنالیز  هایالل. شد

بینی مثبت و برای این بررسی، حساسیت و ویژگی و ارزش پیش

 (.Lo et al. 2019) دشدرصد اعلام  199منفی و دقت تست، 

و  استی حاضر نیز بر همین اساس در مطالعه NGSررسی با ب

 .دست آمده با نتایج روش تهاجمی مطابقت داشت هنتایج ب

، در تشخیص اشتباه cffDNAمحدودیت تشخیص قبل از تولد با 

 در ناپدید شدن یک قل در بارداری دو قلویی است و یا عدم

 وجود صورت در ناسبم تشخیصی نتیجه آوردن دست امکان به

 یا در صورت دریافت خون مادر و مادر سوماتیکی در موزاییسم

 باشد گرفته قرار پیوند جراحی عمل تحت بیمار همچنین اگر

(Parks et al. 2017). ی حاضر کم بودن تعداد محدودیت مطالعه

و مشکلات موجود  NGSی بالای تکنیک دلیل هزینه ها بهنمونه

علت نداشتن این  ها به خارج از کشور بهنمونه در رابطه با ارسال

های خام مربوط تکنولوژی در ایران و محدودیت در دریافت فایل

 NGSهای  با توجه به اینکه دستگاه. باشد ، میNGSبه اطلاعات 

های کروموزومی چند محدود جهت بررسی ناهنجاری در ایران هر

ورت پنل و یا ژنی به صهای تکو جهت بررسی بیمار cffDNAبا 

موجود  برای بررسی تعیین ناقلی و یا افراد بیمار، WESتست 

تلاش در جهت بررسی بیشتر تعداد د شو، پیشنهاد میاست

و آنالیز ( عنوان روش گلد استاندارد به) NGSها با تکنیک  نمونه

در جهت ستاپ این تکنیک برای بررسی  RHDOاساس  بر

در ایران  cffDNAبا  Xسته به ژنی و وابهای با وراثت تکبیماری

 . انجام پذیرد

در نتیجه بررسی بتا تالاسمی از طریق خون مادر با مارکرهای 

به روش آنالیز  NGSمورفیسم در قالب هاپلوتیپ با تکنیک پلی

RHDO توان امیدوار بود که در بنابراین می. استپذیر امکان

د، یک های قبل از تولآینده، در بسیاری موارد در تشخیص

تواند در دوران بارداری آسایش مطلوب را  آزمایش خون ساده می

های همراه داشته باشد و جایگزین آزمایش برای خانواده به

 .و آمنیوسنتز باشد CVS تهاجمی سنگین و خطرناک مانند
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