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بررسی 5 مورد معرفی شده جهت علل کم خونی و تشخیص 
قبل از تولد به آزمایشگاه 

دکتر عبدالرضا افراسیابی   
دکترای علوم آزمایشگاهی و متخصص ژنتیک انسانی

سمانه الطافی   
کارشناس ارشد ژنتیک

زهرا پوریاسین   
کارشناس ارشد ژنتیک

ژاله فرخی زاده   
کارشناس ارشد ژنتیک

مریم حامدی   
کارشناس ارشد ژنتیک

احسان احمدی مرادی   
کارشناس ارشد ژنتیک

چکیده  
سندرم تالاسمی یکی از بیماری های همولیتیک ارثی شناخته 
شده اســت و از نظر طبقه بندی بر اساس شاخص های بالینی، 
هماتولوژیک و یافته های بیوشــیمیایی طبقه بندی می شوند و 
در این راســتا گاها متخصصین و مشاورین را در تفسیر نتایج و 
تصمیم گیری دچار ســردرگمی می کند، بنابراین موقعیت های 
گیج کننده ای ایجاد می کند و نیاز به بررســی و تحلیل عمیق 
آزمایشــگاهی دارد و از نظر غربالگری در جوامع با شــیوع بالا 
نیاز به الگوریتم های تشــخیصی دقیق و خاصی می باشــد که 
به عواملی مانند نژاد، ازدواج های فامیلی، مهاجرت، شــیوع در 
مناطق مستعد مالاریا و دقت تکنیک های آزمایشگاهی بستگی 
دارد. تفســیر دقیق نتایج آزمایشات و تشخیص قطعی ناقلین و 
نتایج مشکوک و حد مرزی پارامترها به دلیل محدودیت امکانات 

تشــخیص فنی و ممنوعیت ختم بارداری به دلایل شــرعی و 
قانونی؛ مشاوره ازدواج زوج های ناقل گاهی برای مشاوران مرکز 

بهداشت و متخصصان هماتولوژی سردرگمی ایجاد می کند.
بســیاری از خانواده ها قادر به پرداخت هزینه ســالانه حدود 
۳۲۰۰ دلار برای کودکان مبتلا به تالاســمی نیستند. بنابراین، 
ایــن بیماری نه تنها خانواده را تحت تأثیــر قرار می دهد، بلکه 
بر بودجه بهداشــتی کشورهای با شیوع بالا نیز تأثیر می گذارد. 
بنابراین پیشــگیری از تولد مــوارد جدید در جوامعی که دارای 
شیوع فراوان می باشــند، در اولویت برنامه های بهداشتی کشور 

قرار دارد.
مشــاوره ژنتیک، غربالگری ناقلین، تشــخیص قبل از تولد و 
ختم بارداری جنین های مبتلا در این برنامه ها گنجانده شــده 

است.
بر این اســاس کمیته علمی تشــخیص پیش از تولد وزارت 
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بهداشت دستورالعملی برای مشــاوران مراکز بهداشتی درمانی 
بــرای شناســایی زوجیــن ناقل پرخطــر و ارجاع ایشــان به 
آزمایشــگاه های مورد تأیید شبکه تشــخیص قبل از تولد صادر 
کرده است و از سوی دیگر با ایجاد برنامه های EQA به ارزیابی 

این آزمایشگاه ها می پردازد.
هدف  

در مطالعه پیش رو چندین مورد چالشی از زوج های مشکوک 
به ناقل مورد بررسی قرار می گیرد، با این امید که به مرور زمان، 
آزمایشگاه های شــبکه در صورت مواجه با چنین موارد چالش 
برانگیــزی این موارد را به کمیته علمی تشــخیص قبل از تولد 
وزارت بهداشــت گزارش دهند. تا با پیگیری و ارزیابی دوره ای 
علایم بالینی و آزمایشگاهی فرزندان این خانواده ها، پس از تولد 
دستورالعمل کمیته مذکور به روز رسانی شود تا علاوه بر رعایت 
اخلاق حرفه ای و ملاحظات قانونی، کمترین میزان مالی و فشار 
عاطفی بر خانواده، جامعه، پزشکان مشاور و آزمایشگاه های ارائه 

دهنده این خدمات وارد  شود.
کلمات کلیدی: افزایش HbA2، تشخیص قبل از تولد، انواع 

تالاسمی

ساختار هموگلوبین  
مهم ترین کار هموگلوبین انتقال گاز بین بافت ها و ریه است.

زنجیره هــای گلوبین با ژن های متفاوت روی کروموزوم ۱۱ و 
۱6 کد گذاری شده و همه آن ها بیش از یک آلل دارند.

ایــن آلل ها در دوران مختلف زندگی جنینی تا تولد و بعد از 
آن با غلظت های مختلف، تغییرات متفاوتی ایجاد می کنند.

بعضی از این تغییرات با جابجایی یک آمینو اسید در اثر جهش 
نقطه ای ایجاد می شوند و در نتیجه هموگلوبین غیرطبیعی ایجاد 
می کنند؛ بنابراین کم خونی های ارثی به دو گروه اصلی تغییرات 
کیفــی qualitative )هموگلوبینوپتــی هــا( و تغییرات کمی 

quantitative )تالاسمی ها( تقسیم بندی می شوند.
تخمین زده می شود؛ ۲۷۰ میلیون نفر ناقل بیماری های ارثی 
کم خونی در جهان زندگی می کننــد و ۴۰۰ هزار مورد جدید 

سالیانه به این موارد اضافه می شوند. )۷و۸(
تالاســمی به عنوان شــایع ترین بیماری های کم خونی ارثی 
مغلــوب Autosomal Recessive به علــت کاهش و یا عدم 
تولید محصولات یکی از دو ژن آلفا یا بتا ایجاد می شود. بنابراین 

کم خونی Quantitative محسوب می شود.
تالاســمی آلفا و بتا شــایع ترین انواع تالاســمی می باشند. 

تالاسمی دلتا و گاما از شیوع کمتری برخوردارند. )۱و۳(

آلفا تالاسمی  
این ســندرم در اثر کاهش و یا عدم سنتز زنجیره آلفا ایجاد 
می شــود که با حذف و یا جهش در یک، دو، سه و یا چهار ژن 

آلفا موجود بر روی کروموزوم ۱6؛ به وجود می آید.
اما در مورد تالاسمی بتا، روی هر کروموزوم یک مجموعه ژن 
قــرار دارد و عملًا در هر ســلول دو مجموعه ژن وجود دارد. در 
صورتی که جهش در ژن بتا موجود در روی یک کروموزوم ایجاد 
شــود و باعث عدم تولید گلوبین شــود ناقل  B0 و اگر جهش 
 B +منجر به کاهش ســنتز گلوبین شود بسته به جایگاه جهش

نامیده می شود.
در ناقلین بتا و آلفا تالاسمی معمولاً با کاهش تولید زنجیره بتا 
و یا آلفا مواجه هستیم و بالانس تولید زنجیره ها مختل می شود. 
در تقربیــا ۹۰% از افراد ناقل آلفا تالاســمی با حذف قســمتی 
کوچــک و یا بزرگ زنجیره مواجه هســتیم؛ در حالی که در بتا 

تالاسمی معمولاً جهش های نقطه ای اتفاق می افتد.
در ناقلین آلفا و بتا، کــم خونی خفیف و بدون علائم بالینی 
می باشد و فقط در موارد حاملگی و یا عفونت و یا اعمال جراحی، 

افراد، دچار کم خونی خفیف تا متوسط می شوند.
فقر آهن و ناقلین تالاسمی از طریق نتایج آزمایش های اولیه 
CBC، قابل تشــخیص افتراقی می باشــند. در فقــر آهن تنها 
هیپوکرومیک و میکروسیتوزیس بدون افزایش شمارش گلبول 
قرمز اتفاق می افتد؛ در صورتی که در ناقلین تالاسمی با افزایش 

شمارش گلبول قرمز روبرو هستیم.
بــا افزایــش HbA2 در آزمایش الکتروفــورز در ناقلین بتا، 

می توان این گروه را از ناقلین آلفا تشخیص افتراقی داد.
پزشکان مشــاور نیز علاوه بر بررسی ایندکس های CBC با 
فرمول های مختلف از جمله ایندکس Mentzer نتایج را بررسی 
کرده و اگر حاصل معادله کمتر از ۱۳ باشد فقر آهن و اگر بیشتر 

باشد به نفع ناقلین تالاسمی قلمداد می کنند.
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کم خونی های میکروســیتیک و هیپوکرومیک در حالت های 
زیر اتفاق می افتد.

۱- متعاقــب بیماری هــای مزمــن کــه با علائــم بالینی و 
آزمایش های فنوتیپی مشخص می شود.

۲- مسمومیت با ســرب در کارگران باطری سازی و صنایع 
چــاپ و کارگران معادن که با ســابقه و مطالعــه بالینی قابل 

تشخیص است.
۳- کــم خونی های فقر آهن و ناقلین تالاســمی آلفا و بتا که 

طبق جدول زیر قابل تشخیص افتراقی می باشند.
LLN:Lower limit Normal
ULN: Upper limit Normal

 جدول شماره )1(: تشخیص افتراقی شایع ترین
 کم خونی های هیپوکرومیک میکروسایتیک

RBC Hb MCV MCH RDW HbA2

فقر آهن      Normal

ناقل 

آلفاتالاسمی

    /ULN N/LLN   N Normal

ناقل بتاتالاسمی  N/LLN   N >3.5

LLN و ULN با توجه به سن و جنسیت و موقعیت جغرافیایی 
نسبت به افراد نرمال سنجیده می شود. 

بایستی توجه داشــت که میزان طبیعی MVC در کودکان 
عبارت است از سن بیمار+ ۷۰

اندازه گیری هــای HbA2 به روش هــای مختلف از جمله 
کروماتوگرافــی ســتونی، HPLC، ایزو الکتریک فوکوســینگ 
صورت می پذیرد ولی دقیق ترین روش کاپیلاری است، بنابراین 
در صورت مشــکوک بودن اندکس های خونی HbA2 حدود ۳ 
نیز مشکوک تلقی می شود و تست های بررسی DNA ضروری 

است.

انواع مختلف تالاسمی ها  
آلفا تالاسمی  

شدت تظاهرات بالینی آلفا تالاسمی به تعداد ژن های معیوب 
بستگی دارد.

1- Silent α Thalassemia

در صورتــی که یکی از چهار ژن آلفا دچار نقص باشــد ناقل 
خاموش آلفا )αα/-α( گفته می شــود. ایــن حالت فاقد علایم 
بالینــی اســت و گاهی با اندکس هــای CBC طبیعی و بدون 
کــم خونی همراه اســت. همچنین ۱ تــا ۲ درصد هموگلوبین 
بارت)Bart-Hb(  در هنگام تولد در الکتروفورز روئیت و پس از 

بالغ شدن گلبول ها ناپدید می گردند.
2-  α Thalassemia Minor

وقتی دو ژن از ژن های آلفا دچار نقص شــده باشد مینور آلفا 
تالاســمی گفته می شــود که این حالت نیز بدون علایم بالینی 
و تنهــا با کم خونی میکروســیتوز همراه اســت. در این حالت 
    9-11g/dl، MCV: 50-70 Fl، MCH: 20-22 pgهموگلوبین بین

و شمارش گلبول های قرمز نرمال یا بالاتر است.
3- α0 Trait  Thalassemia

نقص در دو ژن می تواند به صورت cis و یا Trans  باشد. در 
حالــت cis هر دو نقص در ژن های واقع در روی یک کروموزوم 
)αα/--( ایجاد می شــود و بیشتر در جنوب آسیا بروز دارد. در 
حالــت Trans  نقص در ژن های روی هــر دو کروموزوم ایجاد 
می شود )α-/-α( و بیشتر در آفریقا شایع است. )۲( در این نوع 
  Hb A2ناقل آلفا اندکس های گلبول قرمز شــبیه ناقل بتا ولی
 Hb-Bart %۱5 نرمال و یا اندکی کاهش یافته است. بعلاوه 5 تا
در زمان تولد در الکتروفورز دیده می شــود که با بلوغ گلبول ها 
در الکتروفورز محو شــده و به ندرت بقایایHb H  در لام خون 

محیطی دیده می شود.
4- آلفا تالاسمی متوسط

در بیمــاری Hb-H-diseaseکــه با کم خونی متوســط و 
 ،)--/-α( میکروسیتوز همراه است؛ سه ژن دارای نقص می باشند
رتیکولوسیتوز 5% دیده می شود و بقایای Hb-H با رنگ آمیزی 

برلیانت کریزل بلو در اغلب گلبول های قرمز دیده می شود.
یک نوع Hb-H-disease اکتســابی نیز در ســرطان خون 
میلودیسپلاســتیک ســندرم(M.D.S)  وجود دارد که در لام 

خون محیطی به صورت GolfBody دیده می شود.
  α- Thalassemia X Linked disability syndrome (A.T.RX) در 

این سندرم نادر وابسته به جنس که با حذف قسمت 16p13.3 از 
بازوی کوتاه کروموزوم ۱6 اتفاق می افتد؛ ژن های بسیاری از جمله 
ژن آلفا حذف می شــود و مشکلات فراوانی از جمله بی تحرکی و 

عقب ماندگی ذهنی و دیگر مشکلات ایجاد می کند. )۷(
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5- بیماری  Hydrops Fetalis یا سندرم بارت
در ایــن حالــت هر چهــار ژن آلفــا غیر فعال می شــود و 
هیــچ زنجیــره آلفــا و در نتیجه هیــچ هموگلوبیــن جنینی 
و یــا Hb F تولیــد نمی شــود و در واقــع با آلفا تالاســمی 
مــاژور رو بــه رو هســتیم. این حالــت معمولاً در ســه ماهه 
 دوم بــارداری منجر به ســقط جنیــن می شــود. در بیماری

    Hydrops Fetalitis  که هر ۴ ژن α غیرفعال هستند؛ می توان 
 تزریق گلبول قرمز داخل رحمی انجام داد و جنین در داخل رحم

(Intra uterine Transfusion)  ادامــه حیات دهد؛ ولی این 
افراد تا آخر عمر وابسته به تزریق خون و مبتلا به بیماری های 

قلبی می باشند و عمر کوتاهی دارند.
تشــخیص انواع α تالاسمی و پیش آگهی وضعیت جنین، با 

توجه به دسته بندی آلفا تالاسمی اهمیت دارد.
در بیمــاری آلفا تالاســمی ماژور یا هیدروپــس فتالیس در 
صورت تشــخیص دیرهنگام، خطر حیاتی برای مادر نیز وجود 
دارد. در موارد نادر، اگر نوزاد آلفا تالاســمی ماژور متولد شــود؛ 
نوزاد با مشــکلات فراوان و بدن ورم کرده، چند ســاعت بعد از 

تولد، از بین می رود.
در آزمایش های الکتروفورز خون بند ناف و یا نوزاد تازه متولد 
شده در ناقلین آلفا با دو نقص از چهار ژن، Hb   Bart  می تواند 
حــدود ۱۰-5 درصد و در بیمــاری Hb-H-disease می تواند 
حــدود ۴۰-۲۰ درصــد و در خون بند ناف بیمــار ماژور آلفا و 
یــا هیدروپس فتالیس بیش از ۸۰ درصد باشــد و ۱۰ تا %۲۰ 

هموگلوبین پورتلند دیده می شود. 
توضیحــا در دوران جنینی HbF ترکیبی از دو زنجیره آلفا و 
دو زنجیره گاما گلوبین می باشــد؛ که در صورت کمبود زنجیره 
آلفا، مقادیر اضافــی گاما گلوبین به صورت تترامر Hb-Bart را 

ایجاد می کند.
این هموگلوبین پایداری زیادی ندارد و قبل از ســوییچ شدن 

زنجیره به گاما، قابل تشخیص است.
آزمایش هــای تکمیلی بررســی لام خونــی محیطی نیز در 
شناسایی Hb-H-disease علاوه بر الکتروفورز هموگلوبین و با 
رویت گلبول های قرمز شبیه توپ گلف که حاصل رسوب چهار 
زنجیره گلوبین بتا بوده و با رنگ آمیزی حیاتی قابل تشــخیص 

است؛ کمک کننده می باشد.
Hb-H-disease: بر اثر غیر فعال بودن ســه ژن از چهار ژن 

ایجاد شده که کم خونی همولیتیک متوسط و متنوعی را ایجاد 
می کند.

این افراد که معمولاً دچار هپاتواسپلنومگالی هستند و انتقال 
اکســیژن ضعیفی به بافت ها دارند و ممکن است در الکتروفورز 
از ناحیه Hb-H دیده نشــوند؛ با آزمایش های بررسی لام خون 
محیطی و رنگ آمیزی حیاتی و آزمایش های مولکولی تشخیص 
داده می شــوند و گلبول های قرمز این افراد همانند افراد مبتلا 
به فاویسم "G6.PD" مســتعد لیز شدن در صورت مواجهه با 
داروهای اکســید کننده می باشد. در صورت کم خونی شدید و 
بزرگ شدن طحال، برداشتن طحال ممکن است ضروری باشد.

 non deletioned در افــرادی که نقص زنجیره به صــورت 
)غیر حذفی( می باشد؛ کم خونی شدیدتر است.

  Hb-Hاز جملــه کم خونی های  Hb Cons tant Spring  
غیــر حذفی بوده و بعضی از مبتلایان هموزیگوت نیاز به تزریق 

خون دارند. 
بررســی کم خونی آلفا تالاســمی از نظر ایجاد شرایط بهبود 
کیفیت زندگی مبتلایان و نیز در ازدواج های زوجین و تشخیص 
افتراقی بین آلفا و بتاتالاســمی و تعییــن وضعیت جنین مؤثر 

است.
در بحث های بعدی موارد اهمیت تشخیص تالاسمی آلفا 

ذکر خواهد شد.
در برنامه کشوری، در صورت تشخیص قطعی هموزیگوت 
Hb Cons tant spring که از نوع جهش نقطه ای اســت؛ 
والدین می توانند برای ســقط درمانی درخواست بدهند. به 
نظر می رســد همکاران محترم کمیته کشوری منظور سقط 
درمانــی Hb H-Cons tant spring (Hb-H-CS)بــوده 
است. که در این موارد جنین مبتلا دو مورد حذف ژن و یک 

مورد نقطه ای CS باشد.
در موارد بررســی شده از بین داوطلبین ازدواج مراجعه 
کننده به آزمایشــگاه، افراد بــا فنوتیپ و ژنوتیپ متنوعی 
دیده می شوند. مثلًا در پرونده زوج شماره ۳ این گزارش، 
آقا هموزیگوت Hb Cons tant Spring می باشد که نیاز 
به تزریق خون ندارد. در این گونه موارد، مشــاوره و سابقه 
خانوادگی نقش به ســزایی در اینکــه زوج نیاز به ارجاع 
جهت تشــخیص قبل از تولد دارند یا خیر، بســیار کمک 

کننده است.
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جدول شماره )2(: تشخیص انواع آلفا تالاسمی )13(

سندرم های بتاتالاسمی  
در بتاتالاســمی بیماری با توجه به تعداد و نوع نقص ژن، 
یعنیβ0 یا +β و یــا همراهی با هموگلوبینوپاتی های دیگر 
مثــل β0/βS /βE  و یا همراهی با نقــص در ژن های آلفا، 
می تواند علائم متفاوتی ایجاد کند. نقص در سنتز رنجیره بتا 
منجر به افزایش رسوب زنجیره آلفا در سلول های تولید کننده 
  Apoptosis رده اریتروبلاســت ها شــده و همچنین باعث 
)روند فیزیولوژیک مرگ ســلول در مغز استخوان( و همولیز 

شده و کم خونی ایجاد می کند.
  Minor-Thalassemia

در این حالت فرد ناقل، بدون علائم بالینی و دارای ضعف 
خفیف بوده و از نظر ژنوتیپ β0/β و یا +β/β می باشــد که 
در شــرایط عفونت های شدید و حاملگی ممکن است با کم 

خونی شدیدتری مواجه شود.
   β /Thalasemmia Intermedia

این نوع تالاســمی که با علائم کم خونی متوســط همراه 
اســت؛ از نظر ژنوتیپ می توانــد +β+ /β و یا β+/β0 بوده و 
یا گاهی همراه با آلفا تالاســمی اتفــاق افتد. این افراد غالباً 
به تزریق خــون نیاز ندارند و علائم کم خونی ایشــان بین 
۲ تا 6 ســالگی بروز می کند. گر چه نیاز به تزریق خون در 
این افراد وجود ندارد ولی مشــکلات بالینی شامل تأخیر در 
رشد و مشکلات استخوان، هیپرتروفی مغز استخوان، تغییر 
اســتخوان چهره، پوکی اســتخوان که منجر به شکستگی 
پاتولوژیــک اســتخوان های دراز می شــود؛ ســنگ صفرا، 
مشــکلات نورولوژیک، زخم قوزک پا، آمبولی ریه و ســکته 
مغزی و لخته عروق شــکم از عوارض شایع در مبتلایان به 

این نوع تالاسمی می باشد.

  Major/β-Thalassemia
این کم خونی شدید دارای علائم متفاوتی در افراد مختلف 
می باشد. در اکثر مواقع، علائم کم خونی و عوارض آن، قبل 
از ۹ ماهگی بروز کرده و در بعضی مواقع شاید خفیف تر و در 

سنین بالا، با شدت بیشتری بروز نماید.
رنــگ پریدگی، تنگی نفس، کم اشــتهایی و عفونت های 
مکرر، تأخیر در رشــد، ضربان سریع قلب، ورم شکم، یرقان 
و زردی پوســت در این افراد دیده می شود. فیبروز و سیروز 
کبــدی، بیماری های قلبی و آریتمــی از علل اصلی کاهش 
عمر بیماران مبتلا می باشــد. این افراد می توانند؛ با افزایش 
 ســن و تزریــق منظم خــون و مصرف داروهــای آهن زدا 
)Iron chelation ( و پیگیری های بیماری های غدد درون 

ریز زندگی تقریباً معمولی را ادامه دهند.

  Minima Thalassemia
نوعی بتاتالاسمی با فنوتیپ نرمال و بدون علائم کلینیکی 
و تغییــرات مختصر در اندکس ها که با مطالعه خانوادگی و 

آزمایش های ژنتیک قابل تشخیص می باشد. )۲(
کم خونی های ارثی می توانند ناقلین تالاســمی بتا توأمان 
بــه توارث برســند و یا در مواردی کــم خونی های ارثی به 
صورت کیفی با جابجایی آمینو اســیدها ایجاد شــوند که با 
توجه به شکل شــماره ۱ می توان بررسی های لازم را انجام 

داد.

شکل شماره )1(: تحلیل نتایج الکتروفورز هموگلبین 
HbS  موارد غیر طبیعی در ناحیه
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مشاوره ژنتیک و تشخیص قبل از تولد  
پیش بینی ابتلا به بتا تالاســمی بســتگی به تشــخیص 
ناقلیــن پرخطــر و ردیابــی ژن مربوطــه در مرحلــه اول 
تشــخیص قبــل از تولــد دارد. در مرحله اول، تشــخیص 
جهش هــای افراد ناقــل داوطلــب ازدواج، در زمان قبل از 
تولــد، از آنجایی اهمیت دارد؛ که بتوان تشــخیص قبل از 
 ،DNA تولد را انجام داد. اکنون روش های تهاجمی بررسی
 یعنــی از طریق نمونــه گیری از پرزهــای جفتی جنین یا  
حــدود  در   C.V.S(Chorionic Villus Sampling) 
هفته ۱۱ تا ۱۳ و یا از طریق آمینوســنتز از هفته ۱5 تا ۱۸ 
امکان پذیر اســت. مطالعاتی در جریان اســت که با ردیابی 
 نقص هــای ژن پدر و مادر و بررســی روی نمونه خون مادر 
)Cell Free DNA( تشــخیص قبــل از تولــد بــا روش 

غیرتهاجمی امکان پذیر می باشد.

مواد و روش ها  
ایــن مقاله بر روی تعدادی از داوطلبین معرفی شــده از 
مراکز بهداشــتی اســتان فارس به آزمایشــگاه عضو شبکه 
تشــخیص قبل از تولد شــیراز، صورت گرفته است. بدیهی 
 MCH، MCV اســت که در مراکز مشاوره با بررسی نتایج
و HbA2، زوجیــن پر خطر با توجه بــه الگوریتم مصوبات 
کمیته کشوری برای تشــخیص پیش از تولد به آزمایشگاه 

معرفی می شوند.
زوجیــن با فرم شــماره ۳، حــاوی نتایــج آزمایش های 
اندکس های خونی شامل CBC و الکتروفورز، به آزمایشگاه 
مورد تأیید معرفی می شــوند. پس از تکمیل فرم اطلاعات، 
رضایــت نامه و همچنیــن احراز هویــت، خونگیری انجام 
شــده و پس از اســتخراجDNA ، با توجه بــه پارامترهای 
اندکس های خونی و درخواست پزشک مشاور، آزمایش های 
مولکولی انجام می شــود. در خصوص افراد مشکوک به آلفا 
تالاسمی حذف های شــایع با متدهایGap-PCR  بررسی 
می شــود. جهت بررســی جهش های نقطه ای احتمالی در 
زنجیره های آلفا از روشSequencing  اســتفاده می شود. 
 همچنیــن در صورت نیاز آلفا MLPA با اســتفاده از کیت

(SALSA MLPA Probmix P140)  برای بررسی حذف 
و اضافه شــدگی احتمالی در ژن، انجام می گیرد. دســتگاه

3500 DX  3130 و XL مدل های  Genetic Analyzer
جهت خوانش محصولات Sequencing و MLPA استفاده 

می گردد.
در خصوص زوجین مشــکوک به بتا تالاســمی به روش 
 Sequencing مستقیم، ردیابی جهش های نقطه ای به روش
انجــام می گیرد. در صورت عــدم موفقیت در تعیین جهش 
نقطــه ای، به منظور ردیابی حذف هــا روش  B-MLPA با 
کمک کیــت)SALSA MLPA Probmix P102( مورد 
  Genetic Analyzerقرار می گیــرد. دســتگاه اســتفاده 
مدل های XL 3130 و  DX 3500جهت خوانش محصولات 
Sequencing و MLPA مورد اســتفاده قرار می گیرند. در 
صورتی که یکی از زوجین قطعاً ناقل بتا باشــد و فرد مقابل 
مشــکوک به کم خونی باشد؛ فرد مشکوک نیز مورد بررسی 

کامل آزمایش های مولکولی بتا قرار می گیرد.
توضیحا در خصوص زوجین معرفی شده برای مرحله اول، 
این مرکز به صورت متقابل آلفای ایشان را نیز مورد بررسی 
قــرار می دهد و نتایج بــرای پیگیری های بعــدی به مراکز 

بهداشتی ارسال می گردد.
در صورت معرفــی خانواده ای جهت انجــام مرحله دوم 
تشخیص قبل از تولد با داشتن فرم شماره ۲ از سوی مراکز 
بهداشت، نمونه گیری از جنین در هفته ۱۱ تا ۱۳ بارداری، 
به صــورت CVS )پرزهای جفتی جنینــی( و یا در موارد 
مراجعــه دیرهنگام یعنی در حدود هفته ۱5 بارداری با اخذ 
تعهد نامه، به صورت آمنیوســنتز، در مراکز مربوطه صورت 
می گیرد. شــایان ذکر اســت؛ پزشــک نمونه گیر در هر دو 
صورت، رضایت نامه ای مبنی بر وجود احتمال ۱ تا ۲ درصد 
ســقط جنین در حین و بعد از نمونه گیــری را از زوجین 

دریافت می کند.
آزمایشــگاه با توجه به تشــخیص جهش در مرحله اول 
نسبت به ردیابی جهش ها و حذف های یافت شده در مرحله 
اول، وضعیت جنین را مورد بررســی و گزارش قرار می دهد. 
جهــت حصول اطمینان از نظر عدم آلودگی نمونه مادری و 

جنین روش QF-PCR انجام می گیرد.
غربالگری نوزادان در اوایل تولد به منظور تشخیص، درمان 
و مدیریت بیماری های ژنتیک ارثی در بیشتر کشورها انجام 
می شــود. در این صورت با تشــخیص زود هنــگام و تحت 
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نظر گرفتن این نوزادان و درمان مؤثر از ابتدای تشــخیص 
و بدون تأخیر از غیر قابل برگشــت بــودن زندگی طبیعی 
نــوزادان می توان جلوگیری کرد. این غربالگری بیماری های 
متابولیک را شــامل می شود. این غربالگری ها در بسیاری از 
کشــورها به صورت کامل و در برخی از کشورها به صورت 
محدود صورت می گیرد. در خصوص زوج ناقلین پر خطر در 
صورت تشخیص بیمار بودن جنین به پزشکی قانونی جهت 

سقط درمانی ارجاع داده می شوند. 
گر چه غربالگری هــای دیگر برای ردیابــی بیماری های 
متابولیــک و کمبود آنزیــم G6PD پــس از تولد صورت 
می گیرد. کامل شــدن مقادیر اجــزای هموگلوبین نوزادان 

معمولاً تا یک سالگی طول می کشد.

مشاوره ژنتیک  
  M.C.Hو  M.C.Vبــا عنایت بــه مقادیــر پارامترهــای
پیشــنهادی کمیته تشخیص قبل از تولد، زوج های پر خطر 
از طــرف مراکز بهداشــتی و متخصصین خون شناســی و 

مشاورین ازدواج، معرفی می شوند.
در خصوص افراد با اندکس های مشکوک به بتا تالاسمی 
با روش مســتقیم توالی یابی )Sequencing( و در صورت 
نیاز B-MLPA نسبت به شناسایی جهش ها و یا حذف های 
احتمالی ژن اقدام می شــود و نتایج بررسی ژن برای مراکز 
بهداشتی ارســال و در صورت نیاز به P.N.D با فرم شماره 
۲ به منظور نمونه گیری از جنین و بررســی وضعیت جنین 
مجدداً به آزمایشگاه ارجاع داده می شوند و به منظور ردیابی 
مرحله دوم با ارائه گواهی به مراکز بهداشتی معرفی می شوند.

در خصوص افراد با اندکس های مشکوک به آلفا تالاسمی 
نیز پس از بررســی اولیه حذف های شــایع و نیــز با انجام 
آزمایش توالی یابــی ژن و ردیابی جهش های نقطه ای یا در 
مواردی با روش   α-MLPA  نسبت به شناسایی حذف های 
تاثیرگذار اقدام می شــود. سپس پیشنهاد انجام مرحله دوم 
تشــخیص قبل از تولد و یا عــدم نیاز به مرحله دوم، با ارائه 

گواهی به مراکز بهداشتی اعلام می گردد.
بــا اینکه بســیاری از حذف ها در ژن آلفــا بی خطر بوده 
و بعضــی می توانند باعث ابتــلا جنین به Hb-H گردند که 

فنوتیپ نامشــخصی  دارند و لزوماً همه آن ها نیاز به تزریق 
خون ندارنــد و از طرفی محدودیت ســقط درمانی از نظر 

شرعی - قانونی وجود دارد.
پزشــکان مشــاوره و آزمایشگاه ها در پیشــنهاد به انجام 
آزمایش های قبــل از تولد و یا عدم نیاز دچار ســردرگمی 
می باشــند. در این گونه موارد این مرکز ضمن هشــدار به 
امکان تولد جنین با کم خونی خفیف تا متوســط زا گزارش 
نموده و تصمیم را به عهده مشــاورین و مراکز بهداشــتی و 

متخصصین خون شناس واگذار می نماید.
با اینکه بســیاری از حذف ها در آلفا تالاســمی بی خطر 
و براســاس جداولی که اســتاد دکتر گل افشان در مقالات 
گذشــته این نشریه به صورت مبســوط ارائه داده اند؛ جنین 
دچار کم خونــی Hb-H می گردند و گاها حذف هایی که با 
جهش های °B وجود دارند نیاز به تزریق خون دارند. با عنایت 
به مصوبات کمیته کشوری و محدودیت های شرعی و قوانین 
پزشــکی قانونی در رابطه با عدم صدور مجوز سقط درمانی 
باعث ســردرگمی پیشنهاد تشخیص قبل از تولد با توجه به 
عدم توانایی پیش بینی در فنوتیپ آینده جنین، مشــکلات 

قانونی برای مشاورین مراکز بهداشتی ایجاد می شود.
گاها در مقالات و گزارش هــا به صورت های موردی، نیاز 
به تزریق خون در افرادHb-H-disease  مطرح می شــود 
ولی به خاطر مسائل شرعی، پزشک مشاور و آزمایشگاه های 
ژنتیک، بــا محدودیت هایی مواجه هســتند که با قطعیت 
نمی توانند پیشــنهاد تشخیص قبل از تولد و یا مجوز سقط 
درمانی را صادر کننــد. در حالی که، در صورت تولد جنین 
وابســته به تزریق خون و شکایت والدین در بین راهروهای 
مراجع قضایی ممکن است با احکام غیر علمی و کارشناسی 

محکوم گردند.

چشم اندازها و امیدها  
مطالعاتی در حال انجام است که با روش های غیر تهاجمی 
 NIPT (Noninvasive Prenatal Tes ting) جملــه  از 
جنین های مبتلا به بیماری های تک ژنی از جمله تالاسمی، 
شناســایی و در این صــورت، خطر ســقط جنین در روش 

تهاجمی حذف می شود.
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چالش ها  
در گزارش زیر چند مورد چالشــی معرفی شــده به این 

مرکز مورد بررسی قرار می گیرد:
در پروتکل های کمیته کشــوری تالاســمی که با نظر اساتید 
بالینی و متخصصین ژنتیک ابلاغ شده؛ گاهی ابهاماتی وجود دارد 
که امید است در آینده با مطالعه و گزارش بیشتر همکاران بتوان 
با اطمینان بیشتر پاســخگوی زوجین باشیم. بیشترین اهمیت 
تشــخیص هموگلوبینوپاتی به منظور تشــخیص قبل از تولد و 

جلوگیری از تولد نوزادهای وابسته به تزریق خون می باشد.
 CBC بر اساس پروتکل های موجود زوجین با پارامترهای
و الکتروفورز مورد پایــش قرار گرفته و کم خطر و پر خطر 
بودن آن ها بر اساس این پارامترها در نظر گرفته شده و برای 
تشخیص قبل از تولد معرفی می شوند. موارد زیر نمونه های 

از پیچیدگی های تشخیص آورده شده است.

زوجین شماره 1   
 MCV:59.8 و MCH:18.1 خانــم به عنوان ناقل بتا و آقا بــا
و RBC بــالا معرفی شــده اند )جدول شــماره ۳(. جهش خانم 
IVS-I-5 تشــخیص قطعی داده شده و طبق پروتکل داخلی این 
مرکز، علیرغم نرمال بودن HbA2 آقا، ســکانس بتا برای ایشــان 
انجام شــده و نرمال می باشد و چون در ژن آلفا نیز حذف و جهش 
نقطه ای دیده نشده؛ MPLA β انجام گرفت و حذف بزرگ در ژن 
بتا کشــف شد که زوج برای مرحله ۲ تشخیص قبل از تولد معرفی 
  β MLPA، HbA2  شدند. در این مورد اگر بدون توجه به نرمال بودن
صورت نمی گرفت، در هــر حاملگی ۲5%  امکان تولد فرزند بیمار 

وجود داشت.

شکل )2(: جهش حذفی بزرگ در ژن بتا گلوبین به 
صورت هتروزیگوت در آقای زوج 1

زوجین شماره 2  
 خانــم بــا MCH،  MCVو Hb پاییــن، HbH:0.7 و

 Hb bart:2.3 و HbS:18.6 و آقا با MCV و  MCHپایین 
وHb  بالا و هر دو با HbA2 نرمال معرفی شــدند )جدول 

شماره ۳(. 
 Alpha MLPA در آزمایش هــای ژنتیک، خانــم از نظر
 Poly یا( TSaudi نرمال بود اما دارای جهش های هموزیگوت
A1( در ژن آلفا و هتروزیگوت Hb S در ژن بتا تشــخیص 
داده شــد. آقا از نظر ســکانس بتا و نیز از نظر سکانس آلفا 
نرمال ولی دارای حذف  (α-α3.7/αα)  تشــخیص داده شد. 
احتمــال تولد فرزند با کم خونی خفیف تا متوســط وجود 
دارد ولی چون در دســتورالعمل کشــوری حتی در صورت 
تولد جنین با کم خونی متوسط سقط درمانی از نظر پزشک 
قانونی مورد سؤال است عدم نیاز به PND داده شد. ولی به 
والدین در این خصوص اطلاع رســانی شد که تولد فرزندی 
با کم خونی متوسط تا شدید وجود دارد و تصمیم تشخیص 

قبل از تولد به عهده خودشان است.

شکل )3(: تشخیص جهش Poly A1 به صورت 
هوموزیگوت در تعیین توالی ژن آلفا گلوبین خانم 

زوج 2

زوجین شماره 3  
در پروتــکل کشــوری در جنین هــای دارای جهش های 
نقطــه ای شــانس دریافت خون در متولدیــن وجود دارد و 

می توان اقدام به سقط درمانی نمود.
در ایــن مــورد آقــا در الکتروفورز HbCS:4.6 داشــته 
 و بــا Hb:12.7 مراجعه و در بررســی ژن آلفا هموزیگوت

 Hb Cons tant Spring می باشــد )جــدول شــماره ۳( 
و می توانســته به خواســت والدین ســقط درمانی شــود. 
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نقش مشــاورین مرکز بهداشــت و آزمایشگاه های ژنتیک و 
هماتولوژیســت ها در  این موارد و تصمیم گیری چالشــی 
اســت که قانونا می توان پیشنهاد قبل از تولد داده شود و از 
نظر پزشک قانونی در صورت هموزیگوت بودن مجوز سقط 
درمانی دریافت می کنند ولی دیدن این موارد از نظر اخلاق 
حرفه ای تصمیم گیری ســختی را به دنبال دارد. گر چه در 
مبتلایــان Hb Cons tant Spring (Hb H-CS) نیــاز به 
تزریــق مکرر و طولانی مدت خون وجود دارد و پیشــنهاد 

سقط درمانی منطقی و عملی است.

شکل )4(: تشخیص جهش Hb CS به صورت 
هموزیگوت در تعیین توالی ژن آلفا گلوبین آقای 

زوج 3

زوجین شماره 4  
خانم با پارامترهای مشکوک به بتاتالاسمی و آقا مشکوک 
 HbA2به آلفاتالاسمی معرفی شده اند. جالب اینکه خانم با
بالا، در بررســی ســکانس و MLPA بتا هیچ گونه جهش 
نقطه ای و حذف نداشته است. موارد مشابه در دیگر زوجین 

نیز وجود داشته است )جدول شماره ۳(.
در مطالعات صورت گرفته دو حالت در این گونه بیماران 

امکان وقوع دارد. 
الــف(  Allele drop during PCRکــه در این حالت 
می تواند یــک SNP و حذف کوچک با آلــل جهش یافته 
جفت شــده باشد. که در خصوص این بیماران دوبار مراحل 
تکرار شد. در بررسی این پرونده چون آقا از نظر بتا تالاسمی 

نرمال بود عدم نیاز به تشخیص قبل از تولد گواهی شد.
ب( یک ژن دیگر در بروز میکروســیتیک هیپوکرومیک 
ژن هــای  مثــلًا  اســت؛  درگیــر   HbA2 افزایــش  و 

کــه   SUPT5H,GTF2E2,GATA1,ASH1L,KLF1
روی بــازوی بلند کروموزوم ۱۹ یــک جهش اتفاق می افتد 
و ایــن جهش ها روی این ژن ها قادرند بیان ژن بتا را درگیر 
 کــرده و ID محــل را تحــت تأثیر قــرار داده و این حالت

 beta thalassemia like phenotype  را ایجــاد کنــد. 
)۸،۹،۱۰،۱۱،۱۲( .S tOP codon

آزمایش های تکمیلی co-segregation tes t  روی سایر 
افراد خانواده و مطالعه فنوتیپ مشــترک افراد با فرد مورد 
 P.N.D نظــر اهمیت فراوانی دارد. در این مورد نیاز به عدم

اطلاع رسانی شد.

 زوجین شماره 5  
بر اســاس پروتکل کشــوری و مشــاهدات مــوردی، در 
 بعضــی از زوجین، یکی دارای نقــص در ژن آلفا به صورت

   Triple Alpha و دیگری دارای یک جهش β0 می باشند. 
در این موارد، نمونه گیری از جنین پیشنهاد می شود. در این 
زوج آقا به طور مشــترک دارای جهش  Triple Alphaدر 
ژن آلفــا و نیز دارای یک جهش β0 می باشــد در حالی که 
هموگلوبین نرمال داشــته و خود بــرای ازدواج اقدام نموده 

است )جدول شماره ۳(.
در مواردی هم که به صورت تالاسمی متوسط بروز کرده 
سردرگمی پیشــنهاد PND برای مراکز ژنتیک و پزشکان 

مشاور وجود دارد و فنوتیپ شبیه تالاسمی متوسط دارند.
در نهایت امید اســت با گزارش هــای به روز موارد جدید 
توسط همکاران و مراکز بهداشتی با توجه به تنوع ژنوتیپ و 
فنوتیپ سندرم های تالاسمی از تولد موارد جدید نیازمند به 
دریافت خون جلوگیری شود و کمیته کشوری بر اساس این 

گزارش ها راهکارهایی ارائه دهد.
در این مرکز در مشاورات ژنتیک در صورتی که مواردی 
شــبیه زوجین شــماره ۳ و 5 مراجعه نمایند و فرزند 
وابسته به تزریق خون داشته باشند پیشنهاد تشخیص 
قبل از تولد برای جنین بعدی داده می شــود. ولی در 
صورتیکه فاقد فرزند باشــند توصیه می شود که انتظار 
تولد فرزندی با کم خونی خفیف تا متوســط را داشته 
 باشند و در این صورت برای فرزند بعدی جهت تشخیص 

قبل از تولد مراجعه نمایند.
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زوج شماره 1زوج شماره 2زوج شماره 3زوج شماره 4زوج شماره 5

خانم: ۱۲,6
آقا: ۱۲,۸

خانم: ۱۳,۳
آقا: ۱۴,۸

خانم: ۱۰,۴
آقا: ۱۲,۷

خانم: ۹,۱
آقا: ۱۷,۱

خانم: ۱۱,۲
آقا:۱۲,۳

Hb

خانم: ۲5,۹
آقا: ۱۳,۳

خانم: ۲۳,۷
آقا: ۲۲,۷

خانم: ۱۹
آقا: ۲۲,۳

خانم: ۱۴,5
آقا: ۲6,۳

خانم: ۱۷,۸
آقا: ۱۸,۱

MCH

خانم: ۷۸,۴
آقا: 6۲,۲

خانم: ۷6,6
آقا:۷۴,۷

خانم: 65,6
آقا: ۷6

خانم: ۴۷,۹
آقا: ۷۷,۷

خانم:6۰,5
آقا:5۹,۸

MCV

خانم: ۳,۱
آقا: 5,۷

خانم: 5,۷
آقا: ۲,۷

خانم: ۴,۱
آقا: ۱,۲

خانم: ۲,۴
آقا: ۲,۴

خانم: 5
آقا: ۲,۹

Hb A2

آقا:
Hb CS:4.6

Hb variant:0.4

خانم:
Hb H: 0.7

Hb Bart: 2.3
Hb A: 76.0
Hb S:18.6

Hb Variant

خانم: دارای جهش حذفی 
۳/۷ به صورت هتروزیگوت 
در ژن آلفا گلوبین و فاقد 
جهش در ژن بتا گلوبین

 IVSII-1 آقا: دارای جهش
به صورت هتروزیگوت در 
ژن بتا گلوبین و جهش 

Triple Alpha  به صورت 
هتروزیگوت در ژن آلفا 

گلوبین

خانم: با داشتن فنوتیپ 
ناقل بتا، فاقد جهش در 
ژن بتا گلوبین و نیز فاقد 
جهش حذفی شایع در ژن 

آلفا گلوبین

آقا: دارای جهش جهش 
حذف ۳/۷  به صورت 
هموزیگوت در ژن آلفا 

گلوبین

 IVSI-I خانم: دارای جهش
به صورت هتروزیگوت در 
ژن بتاگلوبین و جهش  

 Hb Cons tant Spring
به صورت هتروزیگوت در ژن 

آلفا گلوبین
آقا: دارای جهش   

 Hb Cons tant Spring
به صورت هموزیگوت در ژن 

آلفا گلوبین

خانم: دارای جهش HbS به 
صورت هتروزیگوت و جهش 
TSuidi به صورت هموزیگوت 

در ژن آلفا گلوبین

آقا: دارای جهش حذف  ۳,۷ 
هتروزیگوت در ژن آلفا 

گلوبین

  IVSI-5 خانم: دارای جهش
به صورت هتروزیگوت

آقا: دارای جهش حذف بزرگ 
در ژن بتا گلوبین به صورت 

هتروزیگوت
Genotyping

جدول شماره )3(
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