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Περίληψη 

 

Η μη επεμβατική προγεννητική διάγνωση πραγματοποιείται με εμβρυϊκό 

υλικό που συλλέγεται με απλή αιμοληψία από το μητρικό πλάσμα χωρίς τον κίνδυνο 

αποβολών που ενέχουν μέθοδοι όπως η αμνιοπαρακέντηση και η λήψη χοριακών 

λαχνών. Το υλικό που συλλέγεται μπορεί να είναι εμβρυϊκά κύτταρα, ελεύθερο 

εμβρυϊκό DNA ή εμβρυϊκό mRNA.  

Τύποι εμβρυϊκών κυττάρων που συναντώνται στη μητρική κυκλοφορία είναι 

τα τροφοβλαστικά, τα λευκοκύτταρα, τα εμπύρηνα ερυθροκύτταρα και διάφορα 

αιμοποιητικά βλαστικά κύτταρα όπως μεσεγχυματικά (HMCs) και CD34+.  

Τα εμπύρηνα ερυθροκύτταρα αποτελούν τον πιο σημαντικό κυτταρικό τύπο 

για χρήση στη μη επεμβατική προγεννητική διάγνωση. Δεδομένης της χαμηλής τους 

συγκέντρωσης στη μητρική κυκλοφορία, μελετήθηκαν διάφορες μέθοδοι 

εμπλουτισμού στις οποίες περιλαμβάνονται η φυγοκέντρηση διαβαθμισμένης 

πυκνότητας και η κυτταρομετρία ροής (FACS, MACS) με χρήση αντισωμάτων για 

αντιγόνα επιφάνειας των κυττάρων. Ωστόσο, οι δυσκολίες που συναντώνται τόσο 

στην απομόνωσή τους όσο και στη μετέπειτα ανάλυσή τους με FISH και PCR δεν 

επέτρεψαν τη ευρεία χρήση τους στη μη επεμβατική προγεννητική διάγνωση σήμερα. 

Οι έρευνες έχουν στραφεί προς τη χρήση αρχέγονων εμβρυϊκών 

ερυθροβλαστών για την επαγωγή πολυδύναμων βλαστικών κυττάρων, με στόχο 

αφενός την καλλιέργειά τους ώστε να αυξηθεί ο αριθμός των διαθέσιμων κυττάρων 

για προγεννητική διάγνωση και αφετέρου τη διαφοροποίησή τους  για κυτταρική 

θεραπεία. 

Το ελεύθερο εμβρυϊκό DNA χρησιμοποιείται σήμερα για προσδιορισμό 

φύλου, Rhesus και μονογονιδιακών ασθενειών σε κάποιες περιπτώσεις. Η τεχνολογία 

της ψηφιακής PCR αναμένεται να ανοίξει το δρόμο προς τη διάγνωση ανευπλοειδιών 

αλλά και μονογονιδιακών ασθενειών σε κάθε περίπτωση ανεξάρτητα από ομοιότητα 

μεταλλάξεων μεταξύ μητέρας-πατέρα. Τέλος η μέθοδος ανοσοκαθίζησης με 

αντισώματα για μεθυλιωμένο DNA, σε συνδυασμό με ποσοτική PCR πραγματικού 

χρόνου και τη βιοπληροφορική, έχει προοπτική να εφαρμοστεί στη μη επεμβατική 

προγεννητική διάγνωση των κυριότερων ανευπλοειδιών χάρη στην υψηλή 

ευαισθησία και ειδικότητά της (100%). 
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Εισαγωγή 

 

Ο προγεννητικός έλεγχος είναι ένα σύνολο εξετάσεων που 

πραγματοποιούνται με σκοπό να διαπιστωθεί η υγεία του εμβρύου πριν τον τοκετό. 

Διακρίνεται σε επεμβατικό και μη επεμβατικό ανάλογα με την επιρροή που ασκείται 

στο έμβρυο κατά τη λήψη του εμβρυϊκού υλικού. Το υλικό που συλλέγεται ελέγχεται 

με FISH ή καρυότυπο για χρωμοσωμικές ανωμαλίες και PCR όταν πρόκειται για 

ασθένειες που οφείλονται σε μεταλλάξεις γονιδίων.  

Σε επεμβατικό προγεννητικό έλεγχο υποβάλλονται οι μέλλουσες μητέρες όταν 

α) είναι φορείς σοβαρών φυλοσύνδετων ασθενειών όπως της αιμοφιλίας, β) είναι άνω 

των 35 ετών, γ) στην οικογένεια υπάρχουν νοσήματα που οφείλονται σε 

χρωμοσωμικές ανωμαλίες, δ) υπάρχει υποψία για αιμοσφαιρινοπάθεια, κυστική 

ίνωση ή κληρονομικά μεταβολικά νοσήματα, ή ε) οι γονείς ή/και το έμβρυο έχουν 

εκτεθεί σε μεταλλαξιγόνους παράγοντες. 

Μέθοδοι επεμβατικού προγεννητικού ελέγχου αποτελούν η 

αμνιοπαρακέντρηση, η λήψη χοριακών λαχνών και η ομφαλοκέντηση. Η 

αμνιοπαρακέντρηση είναι μια διαδικασία κατά την οποία λαμβάνονται, 

καλλιεργούνται και ελέγχονται ζωντανά κύτταρα αμνιακού υγρού. Πραγματοποιείται 

μετά τη 15
η
 εβδομάδα της κύησης, συνήθως 17

η
 με 18

η
, όταν το άμνιο (εσωτερική 

μεμβράνη που περιβάλλει το έμβρυο) έχει ενωθεί με το χόριο (εξωτερική μεμβράνη) 

έτσι ώστε ο κίνδυνος αποβολής να είναι μικρότερος. Η εφαρμογή της ξεκίνησε από 

το 1968. 

Αργότερα, το 1984, η λήψη χοριακών λαχνών αποδείχθηκε εναλλακτική 

μέθοδος προγεννητικού ελέγχου πρώτου τριμήνου, το ίδιο ασφαλής με την 

αμνιοπαρακέντηση (Kuliev et al., 1993). Η μέθοδος αυτή εφαρμόζεται κατά την 11
η
 

με 14
η
 εβδομάδα, δίνοντας τη δυνατότητα γρηγορότερης διάγνωσης σε σχέση με την 

αμνιοπαρακέντηση και επιτρέποντας πρώιμη και ασφαλέστερη διακοπή της 

εγκυμοσύνης.  

Μειονέκτημα των παραπάνω επεμβατικών μεθόδων είναι ο κίνδυνος 

αποβολής του εμβρύου που αγγίζει το 1% (Mujezinovic and Alfirevic, 2007).  
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Στο Ηνωμένο Βασίλειο την περίοδο 2002-2003, από τις ~700.000 έγκυες 

γυναίκες, γύρω στις 30.000 υποβλήθηκαν σε αμνιοπαρακέντηση και 8.000 σε λήψη 

χοριακών λαχνών, που είχαν ως αποτέλεσμα 460 αποβολές υγιών εμβρύων (Human 

Genetics Commission, 2004).  

Δεδομένου του κινδύνου αποβολής που ενέχουν αυτές οι διαδικασίες, όταν 

πρόκειται για έλεγχο ανευπλοειδιών χρησιμοποιούνται πρώτα κάποιοι screening 

δείκτες που καθορίζουν ποιά περιστατικά έχουν υψηλό κίνδυνο γέννησης παιδιού με 

χρωμοσωμική ανωμαλία και αυτά μόνο υποβάλλονται σε αμνιοπαρακέντηση ή λήψη 

χοριακών λαχνών. 

Το υπερηχογράφημα που πραγματοποιείται κατά το 1
ο
 τρίμηνο της κύησης     

(εβδομάδα 11
η
 – 13

η
 + 6 ημέρες) αποτελεί μια μη επεμβατική μέθοδο προγεννητικού 

ελέγχου που δείχνει πιθανότητα γέννησης παιδιού με χρωμοσωμικές ανωμαλίες και 

άλλες συγγενείς ανωμαλίες.  

Στο υπερηχογράφημα αυτό είναι δυνατό να ελεγχθούν η αυχενική διαφάνεια, 

η παρουσία ή όχι ρινικού οστού, η ροή του φλεβώδους πόρου, η ανεπάρκεια 

τριγλώχινος, η καρδιακή συχνότητα, το κεφαλοουραίο μήκος (CRL) και άλλα. 

Συγκεκριμένα, η αυχενική διαφάνεια (ΝΤ-Nuchal Translucency) σε 

συνδυασμό με την ηλικία της μητέρας δίνει τη δυνατότητα ανίχνευσης εμβρύων με 

τρισωμία 21 σε ποσοστό 77% με ποσοστό ψευδώς θετικών (FPR-False Positive Rate) 

5% (Snijders et al., 1998). Το ποσοστό αυτό μπορεί να φτάσει το 90% (FPR: 5%) αν 

συνεκτιμηθούν η μέτρηση της β- χοριακής (β-hCG) και της PAPP-A (Pregnancy 

Associated Plasma Protein A) στον ορό του αίματος της μητέρας (Cicero et al., 

2006). Έχει βρεθεί ότι σε περιπτώσεις τρισωμίας 21 η ελεύθερη β-hCG είναι 

αυξημένη ενώ η PAPP-A μειωμένη (Nicolaides et al., 2005).   

Απουσία του ρινικού οστού έχει βρεθεί σε 65% των εμβρύων με τρισωμία 21 

και σε 1% των φυσιολογικών εμβρύων (Cicero et al., 2001), ενώ ανεπάρκεια 

τριγλώχινος έχει εντοπιστεί σε 62% εμβρύων με τρισωμία 21 και 8% των 

φυσιολογικών (Faiola et al, 2005).  

Ο συνδυασμός αυχενικής διαφάνειας με βιοχημικούς δείκτες έχει 

χρησιμοποιηθεί για διάγνωση και άλλων ανευπλοειδιών όπως της τρισωμίας 18 και 

13 και του συνδρόμου Turner.  
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Επιπλέον αύξηση στην καρδιακή συχνότητα του εμβρύου και ολοπροσεγκεφαλία 

έχουν συσχετιστεί με κίνδυνο για τρισωμία 13, ενώ μείωση στην καρδιακή συχνότητα 

και στο κεφαλοουραίο μήκος με τρισωμία 18 (Nicolaides et al., 2005). 

Ωστόσο κανένας υπερηχογραφικός ή βιοχημικός δείκτης δεν αποτελεί 

διάγνωση. Στόχος της έρευνας είναι η η εύρεση ασφαλέστερων τεχνικών 

προγεννητικού ελέγχου με όσο το δυνατόν μεγαλύτερη ευαισθησία και ειδικότητα 

αλλά και εφικτές από οικονομικής πλευράς. 

Τα τελευταία χρόνια έχει σημειωθεί μεγάλη πρόοδος στον μη επεμβατικό 

προγεννητικό με τη χρήση εμβρυϊκού υλικού που κυκλοφορεί στο μητρικό αίμα. 

Εμβρυϊκά κύτταρα και νουκλεϊκά οξέα αποτέλεσαν αντικείμενο μελέτης για 

διάγνωση φύλου, Rhesus, μονογονιδιακών ασθενειών και ανευπλοειδιών. 

 Σκοπός της παρούσης διπλωματικής είναι να παρουσιάσει τις νέες εξελίξεις 

στη μη επεμβατική προγεννητική διάγνωση μέσω μιας ανασκόπησης στους βασικούς 

σταθμούς της έρευνας που οδήγησαν σε ό,τι έχει επιτευχθεί μέχρι σήμερα. 
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1. Εμβρυϊκά κύτταρα 

 

1.1 Τροφοβλαστικά 

 

Η παρουσία τροφοβλαστικών κυττάρων στη μητρική κυκλοφορία είναι 

γνωστή από το 1893 όταν ο  Γερμανός παθολόγος Schmorl ταυτοποίησε 

τροφοβλαστικά κύτταρα σε παθολογοανατομικά παρασκευάσματα από πνεύμονες 

εγκύων που πέθαναν από προεκλαμψία. Αργότερα, το 1959 οι Douglas et al., 

εντόπισαν τροφοβλάστες στο μητρικό αίμα χρησιμοποιώντας οπτικό μικροσκόπιο. 

Ωστόσο ο περιορισμένος αριθμός τροφοβλαστών που υπάρχουν φυσιολογικά στη 

μητρική κυκλοφορία καθιστά δύσκολη την επαναληψιμότητα αυτών των ευρημάτων. 

Η χρήση τροφοβλαστικών κυττάρων στη μη επεμβατική προγεννητική 

διάγνωση  είναι περιορισμένη εξαιτίας των χαρακτηριστικών γνωρισμάτων τους. Σε 

αυτά συγκαταλέγονται τα εξής : 

 Τα τροφοβλαστικά είναι μεγάλα πολυπύρηνα κύτταρα που παγιδεύονται 

στους πνεύμονες  και απομακρύνονται γρήγορα από τη μητρική κυκλοφορία 

(Benirschke K. et al., 1994). Το γνώρισμα αυτό καθιστά δύσκολη την 

εφαρμογή της τεχνικής FISH για διάγνωση χρωμοσωμικών ανωμαλιών. 

 Ο αριθμός τους στη μητρική κυκλοφορία είναι περιορισμένος. 

 Υπάρχει έλλειψη ειδικών αντισωμάτων για την ανίχνευσή τους (Bertero et al., 

1988; Covone et al., 1988). 

 Τέλος το φαινόμενο μωσαϊσμού του πλακούντα (ο καρυότυπος από το 1% των 

κυττάρων του πλακούντα διαφέρει από αυτόν του εμβρύου) που μπορεί να 

δημιουργήσει προβλήματα στη σωστή προγεννητική διάγνωση (Henderson et 

al., 1996; Goldberg and Wohlferd, 1997).  

 

Εφαρμογές 

 

Μικρός αριθμός ερευνητών έχει χρησιμοποιήσει τα τροφοβλαστικά κύτταρα 

ως πηγή εμβρυϊκού κυττάρων στη μητρική κυκλοφορία ενώ υπάρχουν αναφορές μη 

επιτυχημένης απομόνωσής τους. Στον Πίνακα 1 παρατίθενται οι ανάλογες εφαρμογές. 

όπου φαίνεται ότι τα ποσοστά επιτυχούς διάγνωσης φύλου σε κάποιες περιπτώσεις 

δεν ξεπερνούν το 39%. 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
19/04/2024 05:51:29 EEST - 18.223.149.170



9 

 

Πίνακας 1. Εφαρμογές χρήσης τροφοβλαστικών κυττάρων στη μη επεμβατική 

διάγνωση. 

Αναφορά Μέθοδος απομόνωσης Διάγνωση 

Mueller et al., 
1990 

Μονοκλωνικά αντισώματα (mAb) 
από ποντικό 

Επιτυχής διάγνωση φύλου σε 
12/13 (PCR-Y) 

Bruch et al., 
1991 

Αποτυχία απομόνωσης μετά από 
χρήση μονοκλωνικών αντισωμάτων 

GB17, GB21 και GB25 

_ 

Cacheux et al., 
1992 

Αντισώματα GB25 και GB17 Διάγνωση εμβρύου με 
τρισωμία 47,ΧΥΥ με FISH  

Hawes et al., 
1994 

Μίγμα mAbs  Επιτυχής εντοπισμός  
μετάλλαξης στην εμβρυική β 

αιμοσφαιρίνη 

Durrant et al., 
1996 

Μονοκλωνικό αντίσωμα (mAb) Επιτυχής διάγνωση φύλου σε 
ποσοστό 39% 

 

 

Διατραχηλική Απομόνωση Τροφοβλαστικών Κυττάρων 

 

Σήμερα η χρήση τροφοβλαστικών κυττάρων από την μητρική κυκλοφορία δεν 

ενδείκνυται. Ωστόσο μεγάλη πρόοδος έχει σημειωθεί στη διατραχηλική απομόνωση 

τροφοβλαστικών κυττάρων και στη μετέπειτα χρήση τους στη μη επεμβατική 

προγεννητική διάγνωση.   

Πρόκειται για ελάχιστα επεμβατικές μεθόδους που πραγματοποιούνται κατά 

το 1
ο
 τρίμηνο της κύησης (6-14 εβδομάδες), ακόμα και 5

η
 εβδομάδα (Cioni et al., 

2005) και περιλαμβάνουν αναρρόφηση τραχηλικής βλέννης, επιχρίσματα τραχήλου, 

πλύσεις τραχήλου και ενδομητρίου (Imudia et al., 2010).  

Τα ποσοστά ανίχνευσης τροφοβλαστικών κυττάρων στο δείγμα που 

λαμβάνεται διατραχηλικά (TCC-TransCervical Cells) εξαρτώνται από την ηλικία 

κύησης, τη μέθοδο συλλογής, τη μεταβλητότητα του χειριστή, την ευαισθησία 

ανίχνευσης και την κατάσταση της εγκυμοσύνης και ποικίλλουν από 40-90%. Στον 

Πίνακα 2 αναφέρονται μέθοδοι διακολπικής λήψης κυττάρων και τα αντίστοιχα 

ποσοστά % ανίχνευσης εμβρυϊκών κυττάρων στο σύνολο του δείγματος (TCC). 
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Πίνακας 2. Σύγκριση των διαφορετικών μεθόδων διατραχηλικής λήψης  

κυττάρων (Imudia et al., 2010) 

Μέθοδος Περιγραφή % TCC 

δείγματος με 

εμβρυϊκά 

κύτταρα 

Αναφορές 

Antenatal cell 

extractor 

Ξέπλυμα ενδοτραχηλικού 

καναλιού με φυσιολογικό 

ορό για ανάκτηση εμβρυικών 

κυττάρων 

50% Goldberg et al., 
1980; Rhine et al., 

1975, 1977 

Διατραχηλικό 

επίχρισμα με 

βουρτσάκι 

Τοποθετείται ενδοτραχηλικά 

βουρτσάκι 2-3 cm, 

περιστρέφεται 3600 και 

κατόπιν αποσύρεται για να 
ληφθεί τραχηλική βλέννη  

96,7%                                                                      

23,9%*                                     

95% 

Cioni et al., 2005; 
Fejgin et al., 2001; 
Imudia et al., 2009 

Αναρρόφηση με 

Pipelle De Cornier 

and Aspiracath 

Εισαγωγή της Pipelle ή του 

Aspiracath στον τράχηλο για 

αναρρόφηση βλέννης από το 

τραχηλικό κανάλι πριν από 

διακοπή κύησης μετά από 

επιλογή 

50% Katz-Jaffe et al., 
2005 

Ενδοτραχηλικό 

ξέπλυμα 

Εφαρμογή ενός ελαστικού 

πλαστικού καθετήρα 

συνδεδεμένου με σύριγγα 10 

cc στον ενδοτράχηλο ο 

οποίος πλένεται και το 

περιεχόμενο αναρροφάται 

αμέσως πίσω για ανάκτηση 

κυτταρικού περιεχομένου 

83,3%                                                             

50%                                     

59,2% 

Bulmer et al.,  2003; 

ErgIn et al., 2001; 

Fang et al., 2005; 

Bahado-Singh et al., 

1995 

Ενδομητρικό 

ξέπλυμα με ή χωρίς 

υπερηχογραφική 

καθοδήγηση 

Λεπτός εύκαμπτος πλαστικός 

καθετήρας συνδεδεμένος με 

σύριγγα 10 cc εισάγεται στη 

μήτρα διαμέσου του 

τραχήλου, γίνεται έκχυση 5 
cc φυσιολογικού ορού και 

προσεκτική αναρρόφηση του 

περιεχομένου 

84,8%                                                             

82%                                     

92,3% με 

υπερηχογραφική 

καθοδήγηση 

Cioni et al., 2005; 

ErgIn et al., 2001; 

Bussani et al., 2007 

 

Από τον Πίνακα 2 φαίνεται ότι καλύτερα ποσοστά απομόνωσης εμβρυϊκών 

κυττάρων επιτυγχάνονται με χρήση τραχηλικού επιχρίσματος με βουρτσάκι και 

ξέπλυμα ενδομητρίου υπό υπερηχογραφική καθοδήγηση. 

Μετά την απομόνωσή τους τα δείγματα μπορούν να υποστούν ή όχι 

επεξεργασία με βλεννολυτικά για πέψη της βλέννης και ευκολότερη αναγνώριση των 

κυττάρων στο μικροσκόπιο. Η περαιτέρω ανάλυση των κυττάρων περιλαμβάνει Α) 

είτε χρώση με ανοσοϊστοχημεία για αναγνώριση των τροφοβλαστικών κυττάρων 

(Εικόνα 1) Β) είτε μικροχειρισμούς ή Leiser για απομόνωση των εμβρυϊκών 

κυττάρων και εφαρμογή FISH ή PCR.  
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Εικόνα 1. HLA-G θετικό κυτοτροφοβλαστικό κύτταρο σε διατραχηλικό δείγμα. Η 

αντικειμενοφόρος ετοιμάστηκε όπως περιγράφεται από τους Imudia et al. (2009) από 

δείγμα που λήφθηκε κατά το 1
ο
 τρίμηνο της εγκυμοσύνης. Χρησιμοποιήθηκε 

μονοκλωνικό αντίσωμα G233 ενάντια στο HLA-G και δεύτερο αντίσωμα συζευγμένο 

με υπεροξειδάση για την παραγωγή καφέ χρώματος γύρω από το κυτοτροφοβλαστικό 

κύτταρο. Counterstaining με αιματοξυλίνη αποκαλύπτει τον πυρήνα του κυττάρου 

(μπλε). Μπάρα : 20 μm. (Imudia et al., 2010) 

 

 

Α) Ανοσοϊστοχημεία 

Η αναγνώριση τροφοβλαστικών κυττάρων με ανοσοϊστοχημεία είναι χρήσιμη 

στη διάγνωση έκτοπης κύησης (Εctopic Pregnancy) και κατεστραμμένου ωαρίου 

(Blighted Ovum). Έχει βρεθεί ότι μετά από λήψη με βουρτσάκι ανιχνεύονται 4 φορές 

(P<0.001) περισσότερα τροφοβλαστικά σε EP και BO σε σχέση με τις φυσιολογικές 

όπου η αναλογία είναι 1/2000. ( Imudia et al., 2009). Η ευαισθησία της μεθόδου στη 

διάκριση των κυήσεων είναι 93% ενώ η ειδικότητα 95%. 

Β) Γενετική Ανάλυση με FISH και PCR 

Η επιτυχής διάγνωση φύλου μετά από απομόνωση τροφοβλαστικών κυττάρων 

με πλύση ενδομητρίου (IUL-Intrauterine Lavage) αγγίζει το 91% με εφαρμογή διπλής 

FISH,  και το 95,5% με PCR (Bussani et al., 2002). 

Η διατραχηλική λήψη εμβρυϊκών κυττάρων (TCC sampling) έχει εφαρμοσθεί 

επιτυχώς στον προσδιορισμό Rhesus του εμβρύου σε μητέρες με Rh(D)- αρνητικό 

(Adinolfi et al., 1997), όπως επίσης και σε screening για θαλασσαιμία και 

δρεπανοκυττατική αναιμία (Adinolfi et al., 1997).  
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Τέλος, η QF-PCR έχει χρησιμοποιηθεί για διάγνωση ανευπλοειδιών (13, 18, 

21, Χ και Υ) από τους Bussani et al. (2007) οι οποίοι απομόνωσαν εμβρυϊκά κύτταρα 

μετά από πλύση ενδομητρίου (IUL). 

Η υπάρχουσα βιβλιογραφία για τη χρήση των κυττάρων από διατραχηλική 

απομόνωση (TCC- TransCervical-Cell) στη μη επεμβατική προγεννητική διάγνωση 

είναι σε πειραματικό στάδιο. Τα δεδομένα όμως δείχνουν ότι με την βελτίωση και την 

τυποποίηση των εργαστηριακών τεχνικών υπάρχει μια άριστη δυνατότητα να 

εξελιχθεί σε χρήσιμο εργαλείο τόσο για γενετική διάγνωση όσο και για την έκβαση 

της εγκυμοσύνης. 

 

1.2 Λευκοκύτταρα 

 

Παρόλο που ο Schmorl ανακάλυψε την παρουσία τροφοβλαστών στη μητρική 

κυκλοφορία σχεδόν έναν αιώνα πριν, η χρήση εμβρυικών κυττάρων στην 

προγεννητική διάγνωση δεν ήταν εφικτή έως το 1969 όταν οι Walknowska et al. 

παρατήρησαν κύτταρα με 46, ΧΥ καρυότυπο σε καλλιέργειες λεμφοκυττάρων από 21 

έγκυες γυναίκες, 19 από τις οποίες γέννησαν επιτυχώς αγοράκια. Η παρατήρηση αυτή 

επιβεβαιώθηκε στις αρχές του 1970 και από άλλους ερευνητές που απέδειξαν την 

παρουσία Υ χρωματίνης εντός κυττάρων στη μητρική κυκλοφορία εγκύων γυναικών 

που κυοφορούσαν αρσενικά έμβρυα (Schroder and De la Chapelle, 1972; Grosset et 

al., 1974). Ωστόσο χρειάζεται να αναλυθούν εκατοντάδες μητρικά κύτταρα για να 

αναφερθεί η παρουσία μερικών απλά εμβρυικών κυττάρων στη μητρική κυκλοφορία, 

μια εντατική εργαστηριακή διαδικασία.  

Συνεπώς, στις παραπάνω μελέτες ήταν αναγκαίο να χρησιμοποιηθούν μέθοδοι 

εμπλουτισμού των εμβρυικών κυττάρων για ανίχνευσή τους. Στις μεθόδους αυτές 

περιλαμβάνονται η χρήση νάιλον-μάλλινης στήλης και η επιλεκτική καλλιέργεια 

κυττάρων. 

Οι Herzenberg et al. (1979) και Iverson et al. (1981) ήταν οι πρώτοι που 

χρησιμοποίησαν διαχωρισμό κυττάρων με κυτταρομετρία ροής βασισμένο σε 

φθορισμό (FACS-Fluorescence Activated Cell Sorting) για να εμπλουτίσουν επιτυχώς 

εμβρυικά λευκοκύτταρα από μητρική κυκλοφορία  (Εικόνα 2).  Στη μέθοδο αυτή 

χρησιμοποιούνται αντισώματα συνδεδεμένα με χρωστική που αναγνωρίζουν ειδικά 

πατρικά αντιγόνα ιστοσυμβατότητας στην επιφάνεια των λευκοκυττάρων.  

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
19/04/2024 05:51:29 EEST - 18.223.149.170



13 

 

Στη συνέχεια ο διαχωρισμός επιτυγχάνεται βάσει συστήματος που εντοπίζει τα 

κύτταρα που φθορίζουν.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 2. Μέθοδος διαχωρισμού κυττάρων βασισμένη σε φθορισμό- FACS 

(Fluorescence Activated Cell Sorting). Τα κύτταρα αναμειγνύονται με αντισώματα 

ειδικά για αντιγόνα της επιφάνειας των επιθυμητών κυττάρων. Τα αντισώματα είναι 

συνδεδεμένα με φθορίζουσα χρωστική βάσει της οποίας επιτυγχάνεται ο διαχωρισμός 

των κυττάρων με κυτταρομετρία ροής. 

 

Η ομάδα αυτή έδειξε μια σημαντική συσχέτιση μεταξύ αρσενικών εμβρύων και 

ανθρώπινου λευκοκυτταρικού αντιγόνου ΗLA-A2 με ανίχνευση Υ χρωμοσώματος σε 

flow-sorted κύτταρα.  

Η μέθοδος αυτή, η οποία απαιτεί προσδιορισμό των HLA αντιγόνων του 

πατέρα, επιβεβαιώθηκε σε μεταγενέστερη μελέτη με χρήση PCR κατά την οποία 

πολλαπλασιάστηκαν ειδικές για το Υ χρωμόσωμα αλληλουχίες μετά από flow-sorting 

βασισμένο σε πατρικούς HLA πολυμορφισμούς (Sargent et al., 1994).  

Ωστόσο άλλες ομάδες ερευνητών είχαν περιορισμένη επιτυχία εφαρμόζοντας 

την ίδια μέθοδο, ακόμα μετά από επιλογή με μονοκλωνικά αντισώματα βασισμένη σε 

αρκετές HLA διαφορές. Για παράδειγμα μια έρευνα βρήκε μόνο 18 HLA 

πληροφοριακά ζευγάρια μεταξύ 78 που ελέγχθηκαν (Tharapel et al., 1993). 

Τα εμβρυικά λευκοκύτταρα έχουν την ικανότητα να πολλαπλασιάζονται in 

vitro, γεγονός που προκάλεσε ενδιαφέρον για τη χρήση τους στον προγεννητικό 

έλεγχο. 
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Ωστόσο η ιδιότητά τους αυτή δείχνει ότι θα μπορούσαν να πολλαπλασιάζονται και in 

vivo  σε διάφορα μητρικά όργανα, κάτι που θα οδηγούσε σε λανθασμένες διαγνώσεις 

σε περιπτώσεις που οι γυναίκες είχαν γεννήσει τουλάχιστον μια φορά στο παρελθόν.  

Το βασικότερο μειονέκτημα των εμβρυϊκών λευκοκυττάρων είναι η μεγάλη 

διάρκεια ζωής τους. Οι Schroder et al. (1974) υπολόγισαν ότι εμβρυικά 

λευκοκύτταρα μπορούν να εντοπιστούν στη μητρική κυκλοφορία ακόμα και μετά από 

1 χρόνο μετά τη γέννα. Το τελευταίο προσδιορίστηκε μετά από διέγερση 

λευκοκυττάρων με μιτογόνα προκειμένου εντοπίσουν Υ χρωματίνη σε γυναίκα που 

είχε γεννήσει αγόρι. Η παρατήρηση αυτή επιβεβαιώθηκε και από άλλους επιστήμονες 

οι οποίοι έδειξαν ότι σε κάποιες περιπτώσεις λευκοκύτταρα είναι δυνατόν να 

εντοπιστούν μετά το πέρας 5 ακόμα και 6 ετών από τη γέννα (Τ lymphocytes-CD 3+, 

4+, 5+) (Ciaranfi et al., 1977; Hsieh et al., 1993; Liou et al., 1994). 

Αξίζει να αναφερθεί ότι εμβρυικά πρόδρομα κύτταρα CD34+ και CD38+ έχουν 

αναγνωριστεί με τη μέθοδο εμπλουτισμού FACS και η παρουσία τους στη μητρική 

κυκλοφορία έχει επιβεβαιωθεί και 27 χρόνια μετά τη γέννα (Bianchi et al., 1996). 

 Όλες αυτές οι έρευνες δείχνουν ότι τα λευκοκύτταρα δεν προτιμούνται για 

διαχωρισμό και διάγνωση. Κατά την μελέτη εμβρυικών κυττάρων μητρικής 

κυκλοφορίας για προγεννητική διάγνωση πρέπει να χρησιμοποιούνται κυτταρικοί 

τύποι με μικρή διάρκεια ζωής. 

 

1.3 Εμβρυϊκά ερυθροκύτταρα/ εμπύρηνα ερυθρά αιμοσφαίρια (NRBCs) 

 

Η παρουσία ανώριμων ερυθροκυττάρων στη μητρική κυκλοφορία δείχθηκε 

για πρώτη φορά από τους Kleihauer et al. (1957) με χρήση μιας νέας μεθόδου 

χρώσης. Τα NRBCs (Nucleated Red Blood Cells) είναι μονοπύρηνα και σχετικά καλά 

διαφοροποιημένα κύτταρα.  Μπορούν να ανιχνευτούν νωρίς στην εγκυμοσύνη καθώς 

είναι από τις πρώτες αιμοποιητικές σειρές που σχηματίζονται κατά την εμβρυική 

ανάπτυξη και είναι άφθονα στην εμβρυική κυκλοφορία από την αρχή της κύησης 

(Ganshirt et al., 1994). Το σημαντικότερο πλεονέκτημα που έχουν  σε αντίθεση με τα 

λευκοκύτταρα είναι η μικρή διάρκεια ζωής τους (25-35 ημέρες) (Pearson et al., 

1967).  
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Αυτό οφείλεται στην περιορισμένη πολλαπλασιαστική  ικανότητά τους, κάτι που 

καθιστά αδύνατη την παραμονή τους στο μητρικό πλάσμα καθ’ όλη τη διάρκεια της 

κύησης. Τα χαρακτηριστικά αυτά έκριναν κατάλληλη τη χρήση των NRBCs στη μη 

επεμβατική προγεννητική διάγνωση. 

 

Αριθμός εμβρυικών κυττάρων στη μητρική κυκλοφορία 

 

Η απομόνωση εμβρυικών κυττάρων από τη μητρική κυκλοφορία παρουσιάζει 

σημαντικές προκλήσεις, δεδομένου ότι ο αριθμός αυτών των κυττάρων είναι πολύ 

περιορισμένος. Υπολογίζεται ότι η συχνότητα των εμβρυικών κυττάρων στο μητρικό 

αίμα ποικίλλει από 1 στα 10
5
 - 10

9
 με μεγαλύτερη τιμή 1 στα 10

4
 προς το τέλος της 

κύησης (Ganshirt-Ahlert et al., 1990; Price et al., 1991). Ωστόσο οι αριθμοί αυτοί 

είναι δυνατόν να αυξηθούν σε κάποιες περιπτώσεις.   

 Οι Clayton et al. (1964) ήταν η πρώτη ερευνητική ομάδα που παρατήρησε ότι 

η συχνότητα των NRBCs αυξάνεται όταν υπάρχει α). Rhesus ασυμβατότητα, κάτι που 

επιβεβαιώθηκε μεταγενέστερα και από τους Nelson et al. (1998), β). μετά την 

αμνιοπαρακέντηση αλλά και γ). με τον τερματισμό της κύησης. 

Αργότερα άλλοι ερευνητές συσχέτισαν την αύξηση στον αριθμό εμβρυικών 

κυττάρων που ανακτώνται, με ανευπλοειδία στο έμβρυο (Bianchi et al., 1997; 

Ganshirt et al., 1994). Αυτό πιθανώς οφείλεται  στην δομή του πλακούντα σε 

εγκυμοσύνες με ανευπλοειδικό έμβρυο (Rochelson et al., 1990; Kuhlmann et al., 

1990). Επίσης μπορεί να σχετίζεται με το μέγεθος των ερυθροκυττάρων που διαφέρει 

από το αντίστοιχο σε περιστατικά κυτογενετικά φυσιολογικά της ίδιας ηλικίας 

κύησης (Sipes et al., 1991).  

Τέλος ο αριθμός των εμβρυικών κυττάρων αυξάνεται  στην προεκλαμψία και 

πιθανώς στην πολλαπλή κύηση,  σε επιπλοκές όπως ο διαβήτης ή η αιμορραγία και σε 

αυτοάνοσα όπως το σκληρόδερμα (Nelson et al., 1998). 
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1.3.1 Μέθοδοι εμπλουτισμού εμβρυϊκών κυττάρων και Εφαρμογές 

 

Ο περιορισμένος αριθμός των εμβρυϊκών NRBCs στη μητρική κυκλοφορία 

έκρινε απαραίτητη την εύρεση και χρήση μεθόδων εμπλουτισμού προκειμένου να 

απομονωθεί επαρκής ποσότητα κυττάρων για περαιτέρω γενετικές αναλύσεις. Στις 

μεθόδους αυτές περιλαμβάνονται : 

 

Πίνακας 3. Μέθοδοι εμπλουτισμού εμβρυϊκών κυττάρων 

 Φυγοκέντρηση διαβαθμισμένης πυκνότητας 

 FACS (Fluorescence Activated Cell-Sorting) 

 MACS (Magnetic Cell Sorting) 

 Μέθοδος βασισμένη στη λεκτίνη 

 Επιλεκτική λύση ερυθροκυττάρων 

 Διαχωρισμός ροής βασισμένος στη χαρακτηριστικά φορτισμένη 

πυκνότητα της επιφάνειας των κυττάρων (charge flow 

separation-CFS) 

 

Από τις παραπάνω μεθόδους η επιλεκτική λύση ερυθροκυττάρων δεν 

επιτεύχθηκε, ενώ ο διαχωρισμός ροής βασισμένος στη χαρακτηριστικά φορτισμένη 

πυκνότητα της επιφάνειας των κυττάρων δεν χρησιμοποιείται.  

Σύμφωνα με τους Wachtel et al., (1996,1998) με την τελευταία μέθοδο 

ανακτήθηκαν 2000 NRBCs/ 20 ml δείγματος, από τα οποία μόνο το 30% ήταν 

εμβρυϊκά. Επίσης η ομάδα αυτή πέτυχε προσδιορισμό φύλου με τα απομονωθέντα 

κύτταρα σε 4/6 άρρενα εφαρμόζοντας PCR για ενίσχυση αλληλουχιών του Υ 

χρωμοσώματος. 

 

Φυγοκέντρηση διαβαθμισμένης πυκνότητας 

 

Για την αποτελεσματική απομόνωση των NRBCs πολύ σημαντικό βήμα είναι 

η απομάκρυνση των υπόλοιπων τύπων κυττάρων του αίματος. Ήδη από τις αρχές του 

1990 χρησιμοποιήθηκε ως μέθοδος διαχωρισμού η φυγοκέντρηση σε διαλύματα με 

διάφορες πυκνότητες.  
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Εικόνα 3. Διαχωρισμός συστατικών αίματος με χρήση Ficoll. Μετά τη 

φυγοκέντρηση, τα κύτταρα διαχωρίζονται με βάση την πυκνότητά τους και 

σχηματίζουν στρώματα. Τα ερυθροκύτταρα που έχουν μεγαλύτερη πυκνότητα από τα 

λεμφοκύτταρα παρατηρούνται κάτω από το στρώμα της Ficoll ενώ τα λεμφοκύτταρα 

πάνω αυτό. Έτσι μπορεί να γίνει απομόνωση του επιθυμητού κυτταρικού τύπου. 

(Fuss et al., 2009)  

 

Το 1993 οι Bhat et al., έδειξαν ότι επιτυγχάνεται 25 φορές καλύτερη 

απομόνωση NRBCs με χρήση διαλύματος τριπλής πυκνότητας. Αργότερα οι 

Takabayashi  et al. (1995) χρησιμοποίησαν ασυνεχή διαλύματα Percoll (1,075 g/ml 

και 1,085 g/ml) για να επιτευχθεί καλύτερος διαχωρισμός. Στη συνέχεια με χρώση 

May-Giemsa υπολόγισαν τον αριθμό απομονωθέντων NRBCs σε 4,1 ΝRBC/δείγμα, 

ενώ πέτυχαν διάγνωση φύλου σε 10/11 περιπτώσεις (ποσοστό 90%). Εκτός από την 

Percoll έχει χρησιμοποιηθεί και η Ficoll 1119 στο διαχωρισμό κυττάρων με 

φυγοκέντρηση (Troeger et al., 1999; Prieto et al., 2001). 

Το 2000 οι Samura et al., χρησιμοποιώντας διάλυμα πυκνότητας 1,119 g/ml 

απομόνωσαν διπλάσιο αριθμό NRBCs από τον αντίστοιχο με χρήση διαλύματος με 

πυκνότητα 1,090 g/ml.  

Το αποτέλεσμα αυτό ερμηνεύεται από το γεγονός ότι τα NRBCs είναι πυκνότερα από 

λευκοκύτταρα (Voullarie et al., 2001) και επομένως καλύτερος διαχωρισμός 

επιτυγχάνεται με μεγαλύτερης πυκνότητας διαλύματα.  

Η φυγοκέντρηση διαβαθμισμένης πυκνότητας χρησιμοποιείται ως πρώτο 

βήμα στα περισσότερα πρωτόκολλα εμπλουτισμού. Ωστόσο σε αυτή τη διαδικασία 

είναι δυνατόν να χαθεί ένα ποσοστό 3-4% των επιθυμητών κυττάρων (Oosterwijk et 

al., 1998). 
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Μέθοδος FACS (Fluorescent Activated Cell Sorting) 

   

Η μέθοδος FACS (Εικόνα 2) εφαρμόσθηκε αρχικά στον εμπλουτισμό 

λευκοκυττάρων (Herzenberg et al., 1979; Iverson et al., 1981). Το 1990 οι Bianchi et 

al. επέκτειναν τη χρήση της μεθόδου και στα NRBC χρησιμοποιώντας ένα 

μονοκλωνικό αντίσωμα ενάντια στον υποδοχέα της τρανσφερίνης (CD71) που 

εκφράζεται σημαντικά στους ερυθροβλάστες. Μετά την απομόνωση χρησιμοποίησαν 

PCR για να ενισχύσουν αλληλουχίες του Υ χρωμοσώματος και πέτυχαν 

προσδιορισμό φύλου σε ποσοστό 75%. 

Από τότε ανάλογες μελέτες έχουν επιβεβαιώσει τη δυνατότητα αυτή 

χρησιμοποιώντας διάφορα μονοκλωνικά αντισώματα αλλά και τεχνικές 

εμπλουτισμού (Price et al., 1991; Wachtel et al., 1991; Von Koskull et al., 1995). Οι 

Price et al., (1991) ήταν οι πρώτοι που ανέφεραν διάγνωση τρισωμίας 21 με 

εφαρμογή της FISH σε NRBCs που απομονώθηκαν από τη μητρική κυκλοφορία Η 

ομάδα αυτή χρησιμοποίησε συγκεκριμένη χρώση για γ-αιμογλοβίνη που υπάρχει 

μόνο στα εμβρυικά NRBCs. 

Η καθαρότητα των ανακτώμενων NRBCs βελτιώθηκε αργότερα με χρήση 

μονοκλωνικών αντισωμάτων ενάντια στη γ- αιμοσφαιρίνη (DeMaria et al., 1996; 

Sekizawa et al., 1999).  

 

Μέθοδος MACS (MAgnetic Cell Sorting) 

 

O διαχωρισμός κυττάρων με μαγνητισμό βασίζεται στη χρήση ειδικών 

αντισωμάτων συνδεδεμένων με μαγνητικά σωματίδια. Τα αντισώματα συνδέονται με 

τα αντιγόνα της επιφάνειας των επιθυμητών κυττάρων και στη συνέχεια τα κύτταρα 

είτε κατακρατούνται σε στήλη με χρήση μαγνήτη και λαμβάνονται μετά από ξέπλυμα 

είτε έλκονται από μαγνήτη στον πυθμένα και επιλέγονται μετά από αφαίρεση του 

υπερκείμενου (Εικόνα 4).  
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Εικόνα 4. Μέθοδος εμπλουτισμού MACS (Magnetic Cell Sorting). Η μέθοδος 

βασίζεται στη χρήση ειδικών αντισωμάτων συνδεδεμένων με μαγνητικά σωματίδια. 

Τα κύτταρα στα οποία συνδέθηκαν τα αντισώματα επιλέγονται με τη βοήθεια 

μαγνήτη είτε με κατακράτηση στη στήλη και ξέπλυμα είτε με προσκόλλησή τους 

στον πυθμένα και αφαίρεση του υπερκείμενου ώστε να παραμείνουν μόνο τα 

επιθυμητά κύτταρα. (proimmune.com) 

 

Το 1990 οι Miltenyi et al. εφάρμοσαν πρώτη φορά αυτή την τεχνική 

χρησιμοποιώντας αντίσωμα για τον CD71. Αργότερα οι Ganshirt-Ahlert et al. 

πραγματοποίησαν συνδυασμό διαβαθμισμένης φυγοκέντρησης πυκνότητας με MACS 

και FISH για διάγνωση τρισωμίας 21 και 18 (Ganshirt-Ahlert et al., 1993). 

 Εκτός από αντίσωμα για τον CD71, έχουν χρησιμοποιηθεί αντισώματα και για 

άλλα αντιγόνα επιφάνειας των ερυθροκυττάρων όπως η γλυκοφορίνη Α (GPA) 

(Bigbee et al., 1994) και ο CD45.  Οι Busch et al., (1994) μάλιστα εφάρμοσαν διπλή 

MACS, χρησιμοποιώντας αρχικά αντίσωμα για το CD45 και στη συνέχεια για το 

CD71.  

Επίσης έχει χρησιμοποιηθεί συνδυασμός φυγοκέντρησης με FACS που 

ακολουθούνται από MACS (Sekizawa et al., 1999). Με τα απομονωθέντα κύτταρα 

επιτεύχθηκε προσδιορισμός φύλου και Rhesus του εμβρύου. 

Οι επιτυχημένες αυτές προσπάθειες στον εμπλουτισμό των NRBC και τον 

προσδιορισμό ανωμαλιών στο έμβρυο δείχνουν την δυνατότητα χρήσης των NRBC 

στον μη επεμβατικό προγεννητικό έλεγχο. 
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Στα βασικά πλεονεκτήματα της μεθόδου αυτής συγκαταλέγονται το γεγονός ότι 

είναι γρήγορη και έχει χαμηλό κόστος. Επίσης μπορεί να πραγματοποιηθεί στα 

περισσότερα εργαστήρια χωρίς εξειδικευμένο προσωπικό ενώ δεν απαιτεί υψηλό 

κόστος συντήρησης (Ho et al., 2003).  

Τα μειονεκτήματα της μεθόδου σχετίζονται με την καθαρότητα των NRBCs 

που ανακτώνται αλλά και με την απώλεια κυττάρων σε ποσοστό 10-20% είτε λόγω 

κατακράτησης στη στήλη είτε κατά τη διάρκεια των πλύσεων (Oosterwijk et al., 

1998; Babochkina et al., 2005) 

 

Σύγκριση μεθόδων MACS-FACS και εφαρμογές 

 

Μεταξύ 1995-1999 πραγματοποιήθηκε στις Ηνωμένες Πολιτείες Αμερικής 

μεγάλης κλίμακας έρευνα στην οποία συμμετείχαν 9 ακαδημαϊκά κέντρα (8 σε 

USA,1 στη Σουηδία).  

Η έρευνα αυτή χρηματοδοτήθηκε από το NIFTY (National Institute of Child 

Health and Human Development Fetal Cell  Isolation Study) με σκοπό να 

εκτιμηθεί η ακρίβεια των κυτογενετικών μεθόδων στον προσδιορισμό φύλου και 

ανευπλοειδιών σε εμβρυϊκά NRBCs που εμπλουτίστηκαν με FACS ή MACS. Η 

ακρίβεια των μεθόδων καθορίσθηκε μετά από σύγκριση με τα αποτελέσματα από 

αμνιοπαρακέντηση και λήψη χοριακών λαχνών. 

Εξετάστηκαν 2700 δείγματα αίματος από γυναίκες >35 ετών ή γυναίκες των 

οποίων το υπερηχογράφημα ή οι βιοχημικοί έλεγχοι έδειξαν ρίσκο κυοφορίας παιδιού 

με ανευπλοειδία.  

Η ευαισθησία εντοπισμού εμβρυϊκών κυττάρων με χρήση FACS 

υπολογίστηκε 13% ενώ με χρήση MACS 44%. Ωστόσο υψηλότερη καθαρότητα σε 

NRBC επιτεύχθηκε χρησιμοποιώντας FACS (αντίσωμα για την γ- αιμογλοβίνη) 

παρόλο που ο συνολικός αριθμός NRBC ήταν μικρότερος σε σχέση με αυτόν μετά 

από MACS.  

Συνολικά όμως η μέθοδος MACS θεωρήθηκε αποτελεσματικότερη σε σχέση 

με τη FACS  
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To ποσοστό ανίχνευσης ανευπλοειδιών ήταν 74,4% (δ.ε 95%, 76%,99%), όχι 

ικανοποιητικό για άμεση εφαρμογή στον μη επεμβατικό προγεννητικό έλεγχο, ενώ το 

ποσοστό των ψευδώς θετικών αποτελεσμάτων στη διάγνωση φύλου ήταν 11,1% (δ.ε. 

95%, 6,1%, 16,1%)  (Bianchi et al., 2002). 

Η μελέτη αυτή έδειξε ότι ο διαχωρισμός των NRBCs που βασίζεται στη 

χρήση ειδικών για αυτά αντισωμάτων (FACS και MACS) είναι σχετικά 

περιορισμένος. 

 

Μέθοδος βασισμένη στη λεκτίνη 

 

Τα NRBCs, εκφράζουν σε υψηλό βαθμό γαλακτόζη. Βάσει αυτής της 

ιδιότητας μπορούν να δεσμευτούν επιλεκτικά σε ένα υπόστρωμα επικαλυμμένο με 

πολυμερές που περιέχει γαλακτόζη μέσω soybean agglutinin (SBA), μια λεκτίνη 

ειδική για γαλακτόζη.   

Οι Kitagawa et al. (2002) εφαρμόζοντας τη μέθοδο αυτή εντόπισαν από 1 έως 

μερικές εκατοντάδες NRBCs (mean+/-SD, 7.8+/-8.5) σε 2.3 ml από δείγματα 

περιφερικού αίματος στο 96% των εγκύων γυναικών. Αξίζει να αναφερθεί ότι  

προηγήθηκε φυγοκέντρηση με διάλυμα Ficoll, κάτι που αποτελεί πρώτο βήμα στα 

περισσότερα πρωτόκολλα απομόνωσης εμβρυϊκών κυττάρων από μητρικό αίμα. 

Στη συνέχεια επιτεύχθηκε ακριβής προσδιορισμός του Υ χρωμοσώματος με 

FISH σε όλες τις εγκυμοσύνες με άρρεν. Τέλος υπολογίστηκε ότι περισσότερα από το 

ήμισυ των NRBCs που απομονώθηκαν ήταν εμβρυϊκά. 

Οι  Babochkina et al. (2005) σύγκριναν τη μέθοδο της λεκτίνης με τη μέθοδο 

MACS και έδειξαν ότι με την πρώτη μέθοδο ανακτώνται 8 φορές μεγαλύτερος 

αριθμός ερυθροβλαστών οι οποίοι έχουν καλύτερη μορφολογία για αναγνώριση 

(May-Gruenwald Giemsa -MGG ) και περαιτέρω ανάλυση. Ωστόσο η μεγάλη 

πρόσμειξη με μητρικά κύτταρα καθιστά χρονοβόρα την αναγνώριση των επιθυμητών 

κυττάρων. 
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Ταυτόχρονος εντοπισμός με αντισώματα για εμβρυϊκά κύτταρα και FISH  

 

Ορισμένες ομάδες ερευνητών προκειμένου να διευκολύνουν τη διαδικασία 

αναγνώρισης των εμβρυϊκών κυττάρων σε δείγματα με πολλά μητρικά 

χρησιμοποίησαν μετά το  διαχωρισμό με φυγοκέντρηση ή/και MACS, ειδικά  

φθορίζοντα αντισώματα για την εμβρυϊκή αιμοσφαιρίνη, UCH-γ και στη συνέχεια 

εφάρμοσαν FISH για τα χρωμοσώματα Χ και Υ. Έτσι κατά τον έλεγχο των 

αποτελεσμάτων εντόπισαν και αξιολόγησαν μόνο τα φθορίζοντα κύτταρα (Zheng et 

al., 1993; Ferguson-Smith et al., 1994). 

Οι  Yang et al. (2000) χρησιμοποίησαν συνδυασμό μεθόδων εμπλουτισμού 

NRBCs (Τριπλής πυκνότητας διάλυμα- MACS CD-45- MACS CD-71- cytospin 

φυγοκέντρηση- Κ-Β (Kleihaur-Betke) χρώση- αντι- GPA- FISH)  αλλά και ειδική 

χρώση για εμβρυϊκά κύτταρα και απομόνωσαν κατά μέσο όρο 13,7 +/- 6,2 NRBC ανά 

20 ml. Επίσης υπολόγισαν ότι μεγαλύτερος αριθμός NRBCs απομονώνεται μεταξύ 

12η-18η εβδομάδας κύησης. Τέλος η ευαισθησία προσδιορισμού φύλου σε αρσενικά 

έμβρυα βρέθηκε ίση με 100% ενώ η ειδικότητα ίση με 97,1%. Τα αντίστοιχα 

ποσοστά για θήλυ έμβρυα βρέθηκαν ίσα με 91,7% και 100%. 

 

Αυτόματος αναλυτής εικόνας  

 

Δεδομένου ότι η καθαρότητα δειγμάτων μετά από εμπλουτισμό είναι χαμηλή 

και η διαδικασία του screening για εντοπισμό των εμβρυϊκών κυττάρων είναι 

χρονοβόρα υπάρχει ανάγκη για χρήση αυτοματοποιημένων συστημάτων. Τα 

συστήματα αυτά θα πρέπει να περιλαμβάνουν σαρωτή μεσολαβούμενο από laser ή 

μια charge-couple device (CCD) με υπολογιστή για λήψη εικόνων και σύστημα 

ανάλυσης για μέτρηση κουκίδων. 

 Τα ζητούμενα κύτταρα θα αναγνωρίζονται από αλγόριθμο με βάση το σχήμα 

και διάφορα μορφολογικά χαρακτηριστικά, θα επισημαίνονται και θα ακολουθεί 

έλεγχος από το επιστημονικό προσωπικό (Sekizawa et al., 2007). 
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1.3.2. Ex Vivo Καλλιέργεια Εμβρυϊκών Κυττάρων μητρικής κυκλοφορίας  

 

Μια άλλη προσέγγιση θα μπορούσε να είναι η καλλιέργεια των NRBCs. Αν 

συνέβαινε επιλεκτικός πολλαπλασιασμός των NRBCs in vitro, το εμβρυϊκό γενετικό 

υλικό θα μπορούσε να «ενισχυθεί» και να χρησιμοποιηθεί στον μη επεμβατικό 

προγεννητικό έλεγχο. Έχει αναφερθεί ότι οι καλλιέργειες των εμβρυϊκών αρχέγονων 

αιμοποιητικών κυττάρων είναι πιο ευαίσθητες στην ερυθροποιητίνη σε σχέση με 

άλλες καλλιέργειες που περιέχουν κύτταρα ενηλίκων (Valerio et al., 1996; Saknan et 

al., 2002). Οι Lo et al. (1994) ήταν οι πρώτοι που καλλιέργησαν μονοπύρηνα 

κύτταρα και απομόνωσαν εμβρυϊκά προγονικά ερυθροειδή κύτταρα από το 

περιφερικό αίμα εγκύων γυναικών. 

Μεταγενέστερα και άλλοι ερευνητές καλλιέργησαν επιτυχώς μονάδες που 

σχηματίζουν αποικίες, όπως επίσης και ερυθροειδή, από εμβρυϊκά προγονικά 

αιμοποιητικά προερχόμενα από εμπλουτισμό μητρικού αίματος (Valerio et al., 1996).          

Ωστόσο άλλοι επιστήμονες έδειξαν ότι οι αποικίες ερυθροειδών που ανακτώνταν 

μετά την καλλιέργεια  ήταν από μητρικά πρόδρομα κύτταρα και όχι εμβρυϊκά                           

(Chen et al., 1998; Han et al., 1999 & 2001). Τα αρχικά επιτυχή αποτελέσματα δεν 

επαναλήφθηκαν και έτσι ο επιλεκτικός πολλαπλασιασμός εμβρυϊκών προγονικών 

αιμοποιητικών σε σχέση με τα μητρικά δεν επιτεύχθηκε (Bohmer et al., 2001; 

Campagnoli et al., 2002).  

Ο Πίνακας 4 συνοψίζει όλες τις ερευνητικές ομάδες που ασχολήθηκαν με την 

απομόνωση και ex vivo καλλιέργεια εμβρυϊκών κυττάρων από τη μητρική 

κυκλοφορία. 
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Πίνακας 4. Ex Vivo Καλλιέργεια Εμβρυϊκών Κυττάρων Από Τη Μητρική 

Κυκλοφορία Για Μη Επεμβατική Προγεννητική Διάγνωση. 

Αναφορές Κυτταρικός τύπος Εφαρμογή 

Lo et al. [1994]  Erythroid cells FISH 

Valerio et al. [1996]  BFU-E, CFU-E  PCR, FISH, 

HbF 

Little et al. [1997] CD34+ cells FISH 

Valerio et al. [1997]   BFU-E, CFU-E, CFU-

GEMM  

FISH 

Chen et al. [1998]   BFU-E, CFU-E PCR, FISH, 
HbF 

Han et al. [1999]  CD71/GPA+ cells  PCR, HbF 

Bohmer et al. [1999]  Nucleated red cells FISH 

Jansen et al. [2000]  CD34+ cells   FISH 

Valerio et al. [2000]   Erythroid cells FISH 

Huber et al. [2000]  Erythroid cells PCR, FISH, 
HPLC 

Tutschek et al. [2000]   BFU-E, CFU-GM  PCR 

Coata et al. [2001]  CD34+ cells PCR, FISH 

Han et al. [2001] Erythroid cells PCR, HbF 

Campagnoli et al. [2002]  CD34+ cells FISH 

Zimmermann et al. [2002]  Erythroid cells PCR 

Manotaya et al. [2002]  CD34+ cells PCR, FISH 

Gussin et al. [2002]   Endothelial precursor 

cells 

FISH 

Bohmer et al. [2002]  Nucleated red cells PCR, FISH 

Donoghue et al. [2003]  Foetal MSC FISH 

 

 

1.3.3 Τα εμβρυϊκά NRBCs στο μη επεμβατικό προγεννητικό έλεγχο σήμερα 

 

Η χρήση των εμβρυϊκών NRBCs στη μη επεμβατική προγεννητική διάγνωση 

παραμένει σε πειραματικό επίπεδο. Ένα από τα πιο κοινά πρωτόκολλα απομόνωσης 

εμβρυϊκών NRBCs περιλαμβάνει φυγοκέντρηση διαβαθμισμένης πυκνότητας, 2 

διαδοχικές MACS με αντισώματα πρώτα για τον CD45+ και στη συνέχεια για τη 

γλυκοφορίνη Α, ανοσοϊστοχημεία με ειδικά αντισώματα για να εντοπιστούν τα 

εμβρυϊκά κύτταρα, και τέλος απομόνωση αυτών των κυττάρων με μικροχειρισμούς 

για γενετική ανάλυσή τους (Εικόνα 5). 
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Εικόνα 5. Στο παραπάνω σχήμα εικονίζεται ένα από τα πιο κοινά πρωτόκολλα 

απομόνωσης εμβρυϊκών NRBCs από τη μητρική κυκλοφορία. PBMC Peripheral 

Blood Mononuclear Cell, WBC White Blood Cell, NRBC Nucleated Red Blood Cell 

MACS Magnetic Activated Cell Sorting. (Rosatelli & Saba, 2009) 

 

Πλέον έχει καθιερωθεί η χρήση αντισωμάτων για εμβρυονικές αλυσίδες 

αιμοσφαιρίνης (ε, ζ ή γ) μετά τον εμπλουτισμό των NRBCs με οποιαδήποτε από τις 

μεθόδους που έχουν αναφερθεί (φυγοκέντρηση, FACS, MACS), ούτως ώστε να 

διευκολύνεται η αναγνώριση και η απομόνωσή τους με laser για να ακολουθήσει 

γενετικός έλεγχος. Στην Εικόνα 6 παρουσιάζεται το αποτέλεσμα που λαμβάνεται 

μετά τη χρήση αντισωμάτων συνδεδεμένων με φθορίζουσα χρωστική για εντοπισμό 

εμβρυϊκών κυττάρων. 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 6. Ερυθροβλάστες εμπλουτισμένοι από μητρικό αίμα και επεξεργασμένοι με  

αντίσωμα για την ε- αιμοσφαιρίνη συνδεδεμένο με FITC. Οι πυρήνες έχουν 

χρωματιστεί μπλε με χρήση DAPI (Rosatelli & Saba, 2009) . 
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Παρά τη μεγάλη πρόοδο που έχει σημειωθεί στην απομόνωση NRBCs από τη 

μητρική κυκλοφορία, η πρόσμιξη με κύτταρα μητρικής προέλευσης παραμένει ως 

πρόβλημα. Προκειμένου να δοθεί λύση σε αυτό πολλές ερευνητικές ομάδες έχουν 

στραφεί στην εύρεση νέων αντιγόνων επιφάνειας που να υπάρχουν αποκλειστικά 

στους εμβρυϊκούς ερυθροβλάστες. 

 

1.3.4 Περιορισμοί στη χρήση εμβρυϊκών NRBCs  

  

Παρόλο που η παρουσία των εμβρυϊκών NRBC είναι καλά ορισμένη και 

αποτελούν τον καλύτερο στόχο για μη επεμβατικό προγεννητικό έλεγχο, ο 

εντοπισμός τους παραμένει δύσκολος εξαιτίας του περιορισμένου αριθμού τους.   

Αξίζει να αναφερθεί ότι οι Hamada et al. (1993),  χρειάστηκε να ελέγξουν 

144.000 πυρήνες από κύτταρα που απομόνωσαν από μητρικό αίμα για να βρουν με 

την τεχνική FISH ένα μόνο εμβρυϊκό κύτταρο με DNA που υβριδίζεται στο Υ 

χρωμόσωμα. Μια άλλη ερευνητική ομάδα υπολόγισε ότι η συχνότητα εμβρυϊκών 

κυττάρων σε αίμα εγκύων με έμβρυα 46,ΧΥ είναι κατά μέσο όρο 1 κύτταρο/ ml 

μητρικού αίματος (Bianchi et al., 1997).  

Ένας ακόμη περιορισμός στη χρήση των NRBCs είναι η προέλευσή τους. 

Αναμφίβολα, μερικά NRBCs ακόμα και μετά τον εμπλουτισμό, είναι μητρικής 

προέλευσης (Hamada et al., 1995; Slunga-Tallberg et al., 1995,1996). Οι Troeger et 

al. (1999) έδειξαν ότι μόνο το ήμισυ των NRBCs στη μητρική κυκλοφορία είναι 

εμβρυϊκής προέλευσης. Επίσης οι De Graff et al. (1999) χρησιμοποίησαν την 

εμβρυική αιμοσφαιρίνη για να διαχωρίσουν τα μητρικά από τα εμβρυϊκά NRBCs και 

παρατήρησαν ότι 20% των HbF θετικών NRBCs εξακολουθούν να είναι μητρικής 

προέλευσης.  

Αυτά τα ευρήματα προτείνουν ότι για αξιόπιστη κλινική εφαρμογή των 

εμβρυϊκών κυττάρων στο μη επεμβατικό προγεννητικό έλεγχο θα πρέπει να ελέγχεται 

η προέλευση κάθε κυττάρου με μικροχειρισμούς.  

Σε μεταγενέστερη έρευνα δείχθηκε ότι το 43% των εμβρυϊκών NRBCs που 

συλλέγονται από το μητρικό αίμα είναι αποπτωτικά και επομένως όχι κατάλληλα για 

FISH αφού το μέγεθος του πυρήνα τους είναι μειωμένο (Sekizawa et al., 2000).  

Η απόπτωση προκαλείται από το γεγονός ότι τα επίπεδα οξυγόνου στο μητρικό 

αίμα είναι υψηλά.  
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Δεδομένου ότι τα σήματα του FISH δεν εντοπίζονται εντός του πυρήνα απαιτείται 

αλλαγή στη μέθοδο FISH για NRBCs με πολύ συμπυκνωμένο πυρήνα. 

Στη μη επεμβατική προγεννητική διάγνωση από εμβρυϊκά κύτταρα 

χρησιμοποιείται η Single Cell PCR, δυνατότητα που δόθηκε χάρη στην τυχαία PEP- 

Primer Extension Preamplification ολόκληρου του γονιδιώματος. Με τη μέθοδο αυτή 

έχει επιτευχθεί διάγνωση μονογονιδιακών ασθενειών όπως η μυϊκή δυστροφία 

Duchenne (Sekizawa et al., 1996) και η orthinine trancarbamylase ανεπάρκεια 

(Watanabe et al., 1998). 

Ωστόσο χρειάζονται περισσότεροι από 100 κύκλοι χρειάζονται για να βρεθεί η 

προέλευση του κυττάρου όπως επίσης και οι αλλαγές στο DNA που οδηγούν σε μία ή 

σε περισσότερες μονογονιδιακές ασθένειες (Sekizawa et al., 2007).  

Επιπλέον απαιτείται έλεγχος πολλών κύτταρων με PCR για να αποφευχθούν 

λανθασμένες διαγνώσεις εξαιτίας του allele drop out- αποτυχίας ενίσχυσης ενός εκ 

των δύο αλληλομόρφων (συμβαίνει όταν η αρχική ποσότητα DNA είναι μικρή), 

αποτυχίας της PCR και επιμολύνσεων.  

Χαρακτηριστικό παράδειγμα των προβλημάτων που συναντώνται ακόμα και 

σήμερα στη χρήση εμβρυϊκών εμπύρηνων ερυθροκυττάρων αποτελεί πρόσφατη 

έρευνα για διάγνωση β-θαλασσαιμίας. Στην έρευνα αυτή από τα 224 κύτταρα που 

απομονώθηκαν από το μητρικό πλάσμα μόνο 22 ήταν εμβρυϊκά, 26 ήταν μητρικά και 

80 άγνωστης προέλευσης εξαιτίας μη πολλαπλασιασμού του ενός αλληλομόρφου        

(ADO) ή ομοζυγωτίας. Η χαμηλή ευαισθησία της PCR οφείλεται τόσο στην πτωχή 

ποιότητα των απομονωθέντων κυττάρων όσο και στο μεγάλο μέγεθος του γονιδίου 

της β μεσογειακής αναιμίας (Kolialexi et al., 2007). 

Επομένως υπάρχουν ακόμα  κάποιοι περιορισμοί στη χρήση των εμβρυϊκών 

εμπύρηνων ερυθροκυττάρων στην κλινική πράξη. 

 

1.3.5 Μελλοντική Προοπτική- Καλλιέργεια Αρχέγονων ερυθροβλαστών και  

δημιουργία Πολυδύναμων Βλαστικών Κυττάρων  

 

Οι αρχέγονοι εμβρυϊκοί ερυθροβλάστες (pFEs- primitive Fetal Erythroblasts) 

θεωρούνται καλός υποψήφιος για μη επεμβατική διάγνωση νωρίς στο πρώτο τρίμηνο. 

Όμως η φύση τους, οι ιδιότητες και οι χειρισμοί τους προκειμένου να προσφέρουν 

αξιόλογους αριθμούς κυττάρων για γενετικές αναλύσεις παραμένουν μια πρόκληση. 
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Οι Huang et al., (2011) προτείνουν νέες προσεγγίσεις ούτως ώστε να ξεπεραστούν τα 

προβλήματα και να αξιοποιηθεί η χρήση των pFEs στη μη επεμβατική προγεννητική 

διάγνωση. Οι τελευταίες περιλαμβάνουν : 

1. Εμπλουτισμό του αριθμού των pFEs με μικροχειρισμούς  και καλλιέργεια σε 

μικροσταγόνες.  

2. Κατανόηση της διαδικασίας ωρίμανσης των pFEs κατά την οποία συμβαίνει 

συμπύκνωση του πυρήνα τους. 

3. Επέκταση της καλλιέργειάς  τους με χρήση μιτογόνων (φυτοαιμαγλουτινίνη, 

κoνκαναβαλίνη-Α, pokeweed mitogen).  

4. Παρεμπόδιση της διαδικασίας συμπύκνωσης του πυρήνα με αναστολείς της 

δεακετυλάσης των ιστονών (HDAC).  

5. Επαναπρογραμματισμός των κυττάρων ώστε να δημιουργηθούν Πολυδύναμα 

Βλαστικά Κύτταρα (iPSCs-induced Pluripotent Stem Cells) με την τεχνική 

Μεταφοράς πυρήνα σε σωματικά κύτταρα (Somatic Cell Nuclear Transfer).  

Με την τελευταία τεχνική μεταφέρονται σε διαφοροποιημένα σωματικά 

κύτταρα με τη βοήθεια κυρίως ιών, 4 γονίδια, τα oct4, sox2, c-myc και klf4 

(Takahashi et al., 2007). Έτσι αλλάζει το μεταγραφικό τους προφίλ και 

μετατρέπονται σε πολυδύναμα κύτταρα που έχουν ικανότητα πολλαπλασιασμού και 

διαφοροποίησης προς συγκεκριμένους κυτταρικούς τύπους.  

Τα γονίδια αυτά αποτελούν ένα σύστημα με τρανσποζόνια που μπορεί να 

απομακρυνθεί μετά την εγκαθίδρυση της πολυδυναμικότητας (Woltjen et al., 2009).  

Η αποτελεσματικότητα της μεθόδου μπορεί να ενισχυθεί έως και 200 φορές 

με χρήση μικρών μορίων όπως τα SB431542 και PD0325901 που μπλοκάρουν τα 

μονοπάτια TGF και MARK/ERK  (Lin et al., 2009).  

Εκτός από ιούς, για τη μεταφορά των γονιδίων έχουν χρησιμοποιηθεί και 

πλασμίδια με χαμηλή όμως αποτελεσματικότητα (Okita et al., 2010). Επίσης επαγωγή 

PSCs έχει επιτευχθεί και με απευθείας μεταφορά mRNA που κωδικοποιεί για 

μεταγραφικούς παράγοντες (Yakobov et al., 2010), αλλά και απευθείας μεταφορά 

πρωτεϊνών (Kim et al., 2009; Zhou et al., 2009). 

Εμβρυϊκά κύτταρα από αμνιακό υγρό και χοριακές λάχνες έχουν επιτυχώς 

επαναπρογραμματιστεί (Ye et al., 2010), τα οποία στη συνέχεια θα μπορούσαν να 

διαφοροποιηθούν σε επιθυμητούς ιστούς και να επιτευχθεί θεραπεία του εμβρύου όσο 

είναι μέσα στη μήτρα αλλά και μετά τη γέννηση.  
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Επαναπρογραμματισμός έχει επιτευχθεί και σε μεσεγχυματικά (HMCs), Τ 

λεμφοκύτταρα και μυελογενή αλλά όχι σε ερυθροειδή (Staerk et al., 2010). 

Στη μη επεμβατική προγεννητική διάγνωση εμβρυϊκά κύτταρα (pFEs) που 

απομονώνονται από το μητρικό αίμα θα μπορούσαν να επαναπρογραμματιστούν 

προσφέροντας δύο βασικά πλεονεκτήματα :  

1). αύξηση του αριθμού των εμβρυϊκών κυττάρων που προσφέρονται για 

γενετική ανάλυση, λύνοντας το πρόβλημα του περιορισμένου αριθμού κυττάρων που 

απομονώνονται και 2). διαφοροποίηση των καλλιεργούμενων κυττάρων προς 

επιθυμητούς ιστούς και θεραπεία του εμβρύου όταν αυτό κρίνεται απαραίτητο 

(Εικόνα 7).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 7. Σχηματική αναπαράσταση ανθρώπινων επαγόμενων πολυδύναμων 

βλαστικών κυττάρων (hiPSCs- human induced Pluripotent Stem Cells) 

προερχόμενους από αρχέγονους εμβρυϊκούς ερυθροβλάστες (pFEs- primitive Fetal 

Erythroblasts) χρησιμοποιώντας πολυδύναμα γονίδια και μικρά μόρια. VPA: Valproic 

acid; TSA: Trichostatin A; 5-aza: 5-azacytidine. (Huang et al., 2011) 

 

Τα εμβρυϊκά κύτταρα που υπάρχουν στη μητρική κυκλοφορία εξακολουθούν 

να αποτελούν ιδανικό στόχο για μη επεμβατική προγεννητική διάγνωση (NIPD- Non 

Invasive Prenatal Diagnosis) παρά τις δυσκολίες που συναντώνται στην απομόνωσή 

τους και το διαχωρισμό από τα μητρικά, στην εφαρμογή των τεχνικών FISH και PCR 

αλλά και στην καλλιέργειά τους.  

Βασικό πλεονέκτημά τους σε σχέση με το εμβρυϊκό DNA που κυκλοφορεί 

στο αίμα της μητέρας είναι ότι διαθέτουν ένα πλήρες αντίγραφο του εμβρυϊκού 

γονιδιώματος.  
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Οι έρευνες για τη χρήση τους στην NIPD συνεχίζονται. Η μελέτη της φύσης 

και των ιδιοτήτων της αρχικής ερυθροποίησης στον άνθρωπο, θα μπορούσε να δώσει 

περισσότερες γνώσεις για αυτό το φαινόμενο και να βοηθήσει στην επίλυση των 

παραπάνω προβλημάτων και στην αξιοποίηση των εμβρυϊκών ερυθροβλαστών στην 

μη επεμβατική προγεννητική διάγνωση.  
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2. Εμβρυϊκά Νουκλεϊκά Οξέα 

 

Στο μητρικό αίμα εκτός από εμβρυϊκά κύτταρα κυκλοφορούν και εμβρυϊκά 

νουκλεϊκά οξέα, DNA και mRNA. Πρώτοι οι  Mandel and Metais (1948) ανέφεραν 

την ύπαρξη ελεύθερου DNA στο αίμα (cfDNA- cell free DNA), η οποία αρχικά 

συσχετίστηκε με την παρουσία όγκων (Leon et al., 1977). Θεωρήθηκε ότι ο θάνατος 

των καρκινικών κυττάρων ευθύνεται για την απελευθέρωση ελεύθερου DNA στο 

πλάσμα (Fournie  et al., 1995; Giacona et al., 1998). 

Ελεύθερο εμβρυϊκό DNA (cffDNA- cell free fetal DNA) εντοπίστηκε για 

πρώτη φορά στο πλάσμα εγκύων γυναικών από τους Lo et al. το 1997 μετά από 

ενίσχυση αλληλουχιών του Υ χρωμοσώματος με PCR.  

Τρία χρόνια αργότερα, οι Poon et al. (2000) απέδειξαν την παρουσία και 

ελεύθερου εμβρυϊκού mRNA στο μητρικό πλάσμα. Το mRNA αυτό προέρχεται από 

γονίδια που εκφράζονται αποκλειστικά στον πλακούντα (Ng et al., 2003) και ο 

χρόνος ημιζωής του έχει υπολογιστεί σε 14 λεπτά  (Chiu et al., 2006).  

Επίσης έχει αποδειχθεί ότι τα μόρια RNA είναι εξαιρετικά σταθερά στο 

μητρικό πλάσμα (Tsui et al., 2002), λόγω της ένωσής τους με συγκεκριμένο τρόπο 

(Ng et al., 2002) κάτι που τα προστατεύει ενάντια στην αποικοδόμησή τους από τις 

RNAάσες του πλάσματος (Hsselmann et al., 2001).   

 

2.1 Ελεύθερο εμβρυϊκό DNA (cffDNA) 

2.1.1 Γενικά χαρακτηριστικά 

 

Οι Lo et al. (1998) απέδειξαν ότι το ελεύθερο εμβρυϊκό DNA (cffDNA-cell free 

fetal DNA) αποτελεί το 3-6% του συνολικού DNA που κυκλοφορεί στο μητρικό πλάσμα 

ενώ η ποσότητά του αυξάνεται με την πρόοδο της εγκυμοσύνης. Πρόσφατες έρευνες με 

τη χρήση microfluidic ψηφιακής PCR έδειξαν ότι το cffDNA υπάρχει σε μεγαλύτερες 

συγκεντρώσεις που μπορεί να φθάσουν σε ποσοστό μεγαλύτερο του 10-20% του 

συνολικού DNA (Lun et al., 2008).  

Το cffDNA (cell free fetal DNA) αποτελείται από μικρά κομμάτια DNA 

(τεμαχισμένο) και όχι από ολόκληρα χρωμοσώματα. Από αυτά τα τμήματα DNA, 80% 

έχουν μέγεθος < 193 bp (Chan et al., 2004).  
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Μπορεί να ανιχνευτεί  από την 4
η
 εβδομάδα της κύησης, ωστόσο αξιόπιστα από 

την 7
η
 και μετά, ενώ η συγκέντρωσή του αυξάνεται με την πρόοδο της εγκυμοσύνης από 

16 εμβρυικά γενώματα/ml (πρώτο τρίμηνο) στα 80 εμβρυικά γενώματα/ml στο τρίτο 

τρίμηνο (Birtch et al., 2005) με μια αιχμή τις τελευταίες 8 εβδομάδες (Lo et al., 1998b, 

Birch et al., 2005).  

Σε αντίθεση με τα εμβρυϊκά κύτταρα, το εμβρυϊκό DNA απομακρύνεται γρήγορα 

από τη μητρική κυκλοφορία με χρόνο ημιζωής 16,3 λεπτά, ενώ δεν εντοπίζεται μετά από 

2 ώρες απ’ τον τοκετό (Lo et al., 1999c). Ωστόσο οι Wataganara et al.(2004α) 

υποστηρίζουν ότι μπορεί να ανιχνευτεί και κάποιες ημέρες μετά τη λήξη μιας 

εγκυμοσύνης. Η απομάκρυνση του εμβρυϊκού DNA γίνεται πιθανώς με συμμετοχή 

ηπατικού-νεφρικού συστήματος (Botezatu et al. 2000). 

 

 Προέλευση εμβρυϊκού DNA 

 

Υπάρχουν τρεις εκδοχές για την προέλευση του εμβρυϊκού DNA από τις οποίες 

επικρατέστερη είναι η 3
η
. 

Η πρώτη άποψη υποστηρίζει ότι το ελεύθερο εμβρυϊκό DNA προέρχεται από 

απόπτωση εμβρυϊκών κυττάρων που κυκλοφορούν σε μητρική κυκλοφορία 

(Holdenrieder et al.,2005). Η ποσότητα όμως των NRBCs σε σχέση με το cffDNA είναι 

μικρότερη γεγονός που δείχνει ότι δεν υπάρχει άμεση συσχέτιση μεταξύ εμβρυϊκών 

NRBCs με ελεύθερο εμβρυϊκό DNA (Lo et al., 1998). Επίσης σε γυναίκες με πρόωρο 

τοκετό, υπάρχει αυξημένη ποσότητα cffDNA (Leung et al., 1998) αλλά όχι και NRBCs 

(Hoesli et al., 2002). Επομένως τα εμβρυϊκά κύτταρα της μητρικής κυκλοφορίας δεν 

μπορεί να αποτελούν την κύρια πηγή εμβρυϊκού DNA. 

Η δεύτερη άποψη υποστηρίζει ότι το cffDNA μεταφέρεται διαμέσου του 

πλακούντα (Sekizawa et al., 2003). Ωστόσο ισχύει ότι η συγκέντρωση cffDNA στη 

μητρική κυκλοφορία είναι πολύ μεγαλύτερη από ότι τη συγκέντρωση μητρικού DNA 

στο ομφαλικό πλάσμα. Αντίθετα, η συγκέντρωση του ελεύθερου μητρικού DNA στο 

εμβρυϊκό αίμα δεν επηρεάζεται από προεκλαμψία που σχετίζεται με τροφοβλαστική 

βλάβη και αυξημένα επίπεδα εμβρυϊκού DNA στο πλάσμα εγκύων γυναικών. Οι 

παρατηρήσεις αυτές δείχνουν μια άνιση μεταφορά cffDNA από την εμβρυϊκή στη 

μητρική κυκλοφορία (Lo et al., 1999; Sekizawa et al., 2003; 2004).  
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Η επικρατέστερη άποψη υποστηρίζει ότι το cffDNA προέρχεται από λύση 

κυττάρων πλακούντα. Στον πλακούντα, τα τροφοβλαστικά κύτταρα των χοριακών 

λαχνών συνορεύουν με τα τμήματα μεταξύ των λαχνών που γεμίζουν με μητρικό αίμα. 

Στην προεκλαμψία, ανεπαρκής εισβολή αυτών των εξωχοριακών τροφοβλαστών  

προκαλεί υποξία στα τροφοβλαστικά κύτταρα των χοριακών λαχνών με αποτέλεσμα να 

υφίσταται απόπτωση (Loke et al., 1997).  

Επομένως τα δομικά και λειτουργικά χαρακτηριστικά του πλακούντα είναι 

κυρίως υπεύθυνα για τις υψηλές συγκεντρώσεις cffDNA στο μητρικό πλάσμα (Tjoa et 

al., 2006). Αυτό εξηγεί και την υψηλή ποσότητα εμβρυϊκού DNA που ανιχνεύεται σε 

περιπτώσεις προεκλαμψίας και ενδομήτριας καθυστέρησης ανάπτυξης (Ishihara et al., 

2002). 

 

Συγκέντρωση του cffDNA ως δείκτης ασθενειών που σχετίζονται με εγκυμοσύνη 

και ανευπλοειδιών 

 

Η συγκέντρωση του cffDNA ποικίλλει από περιστατικό σε περιστατικό ενώ έχει βρεθεί 

ότι μπορεί να αυξηθεί σε περιπτώσεις όπου υπάρχει πιθανότητα για επιπλοκές στην 

κύηση ή/και χρωμοσωμικές ανωμαλίες στο έμβρυο. Πιο συγκεκριμένα αυξημένη 

συγκέντρωση cffDNA έχει παρατηρηθεί σε περιστατικά με : 

1. Προεκλαμψία (Lo et al., 1999b; Leung TN et al., 2001; Swinkels DW et al., 

2002; Levine RJ et al., 2004 ) 

2. Πρόωρο τοκετό (Leung TN et al., 1998, Farina et al., 2005) 

3. Ιδιοπαθές πολυϋδράμνιο (Zhong XY et al., 2000) 

4. Hyperemesis gravidarum (Sekizawa A. et al., 2001) 

5. Διεισδυτικό πλακούντα  (Sekizawa A. et al., 2002) 

6. Εμβρυο-μητρική αιμορραγία (Lau TK et al., 2002) 

7. Ανευπλοειδίες όπως τρισωμίες 21 και 13 αλλά όχι στην 18.(Lo et al., 1999a; 

Wataganara T. et al., 2003).  

Η αυξημένη συγκέντρωση ελεύθερου εμβρυϊκού DNA αποτελεί απλά ένα δείκτη και 

όχι διάγνωση μιας πάθησης που είναι το ζητούμενο. 
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2.1.2 Μέθοδοι εμπλουτισμού του ελεύθερου εμβρυϊκού DNA 

 

Οι βασικές δυσκολίες που συναντώνται στην ανίχνευση του εμβρυϊκού DNA είναι : 

1. Η σχετικά χαμηλή συγκέντρωσή του, που όμως είναι υψηλότερη από την 

αντίστοιχη των εμβρυϊκών κυττάρων. 

2. Η συνολική του ποσότητα η οποία ποικίλλει ανάλογα με το περιστατικό. 

3. Η αναλογία του προς το μητρικό cell free DNA που είναι 1:20. 

4. Το γεγονός ότι το έμβρυο κληρονομεί το μισό γενετικό του υλικό από τη 

μητέρα του. 

Για τους παραπάνω λόγους κρίθηκε απαραίτητο να εφαρμοσθούν μέθοδοι με τις 

οποίες θα αυξάνεται το ποσοστό του cffDNA που απομονώνεται σε σχέση με το 

μητρικό. Σε αυτές περιλαμβάνονται :  

1. Η ηλεκτροφόρηση του δείγματος σε gel αγαρόζης και η επιλογή των 

τμημάτων που έχουν μέγεθος μικρότερο από 300bp τα οποία αντιστοιχούν στο 

εμβρυϊκό DNA. Με αυτό τον τρόπο το cffDNA που απομονώνεται από το 

μητρικό πλάσμα μπορεί να εμπλουτιστεί σε τέτοιο βαθμό ώστε να αποτελεί το 

70% του συνολικού ελεύθερου DNA του δείγματος (Li et al., 2004b).  

Η διαδικασία αυτή προηγείται της γενετικής ανάλυσης του cffDNA με PCR ή 

φασματογράφο μάζας και βοηθά στη λήψη καλύτερων αποτελεσμάτων με τις 

αναφερθείσες τεχνικές.   

2. Η χρήση φορμαλδεΰδης, που θεωρείται ότι σταθεροποιεί τα μητρικά 

λευκοκύτταρα και έτσι αποτρέπει την απελευθέρωση επιπλέον μητρικού DNA 
(Dhallan et al., 2004). Ωστόσο οι απόψεις για τη χρήση της είναι 

αντιτιθέμενες καθώς ο εμπλουτισμός που επιτυγχάνεται παρουσιάζει μεγάλη 

διακύμανση από 5% έως 96% του συνολικού ελεύθερου DNA (Benachi et al., 

2005).  Επιπλέον η επαναληψιμότητα του δημοσιευμένου πρωτοκόλλου έχει 

τεθεί υπό αμφισβήτηση από αρκετούς ερευνητές (Chinnapapagari et al., 2005; 

Chung et al., 2005) 

3. Τέλος, η ψηφιακή επιλογή νουκλεϊκών οξέων βάσει του μεγέθους τους 

(Digital Nucleic Acid Size Selection-NASS) που αξιοποιεί το γεγονός ότι τα 

εμβρυϊκά μόρια DNA είναι μικρότερα σε μέγεθος από τα μητρικά (Chan et 

al., 2004).  
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Η μέθοδος αυτή  περιλαμβάνει την εκτέλεση διπλής (Duplex) PCR για την 

ανάλυση κάθε DNA μορίου. Οι αρχές της τεχνικής παρουσιάζονται στην 

Εικόνα 8. Συμπερασματικά η παρουσία ενός μικρού μορίου DNA 

υποδηλώνεται όταν δεν εντοπίζεται το μεγάλο προϊόν της αντίδρασης PCR. 

Δεδομένου ότι το εμβρυϊκό DNA είναι μικρότερο από το μητρικό, θα 

εκπροσωπείται περισσότερο στη δεξαμενή μορίων DNA με το μικρό προϊόν. 

 Έτσι, εστιάζοντας μόνο στα μικρού μεγέθους τμήματα DNA, θα μπορεί να 

ληφθεί ένα πιο αποτελεσματικό κλάσμα εμβρυϊκού DNA για περαιτέρω 

ανάλυση. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 8. Digital NASS. Η ψηφιακή PCR (Digital PCR) πραγματοποιείται 

χρησιμοποιώντας 2 Forward και 1 Reverse primers που έχουν σχεδιαστεί έτσι ώστε 

να παράγουν 1 μικρό αμπλικόνιο (X,Y) που επικαλύπτεται με ένα μεγάλο αμπλικόνιο 

(L). Όταν ένα μονό μόριο DNA είναι τόσο μεγάλο όσο το μεγάλο αμπλικόνιο τότε 

στο πηγαδάκι της αντίδρασης παράγονται και το μεγάλο αλλά και το μικρό προϊόν 

της PCR (L, X, Y). Όταν όμως το μόριο DNA είναι μικρότερο από το μεγάλο 

αμπλικόνιο τότε παράγεται μόνο το μικρό προϊόν της PCR (X, Y). Η παρουσία του 

μεγάλου ή/και του μικρού αμπλικονίου μπορεί να προσδιορισθεί με τη χρήση probes 

που υβριδίζονται με τα προϊόντα της PCR ή εκκινητών επέκτασης (extension 

primers). (Lun et al., 2008) 

 

 

2.1.3 Μάρτυρες εμβρυϊκού DNA 

 

Είναι γνωστό ότι το εμβρυϊκό DNA βρίσκεται σε μια δεξαμενή όπου 

κυριαρχεί μητρικό DNA. Επομένως πολύ σημαντικό είναι να ελέγχεται η προέλευση 

του απομονωμένου DNA πριν αναλυθεί.  
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Για το σκοπό αυτό μεγάλο κομμάτι της έρευνας έχει στραφεί στην εύρεση μαρτύρων 

εμβρυϊκού DNA. Οι μάρτυρες αυτοί λειτουργούν είτε ως διαγνωστικά τεστ από μόνοι 

τους είτε ως απόδειξη παρουσίας εμβρυϊκού DNA στο ληφθέν δείγμα. Ειδικά το 

τελευταίο εξυπηρετεί την αποφυγή ψευδώς αρνητικών αποτελεσμάτων που 

προκαλούνται εξαιτίας πολύ μικρής ποσότητας απομονωμένου εμβρυϊκού DNA ή 

προβλημάτων στις διαδικασίες απομόνωσης.  

Ως μάρτυρες εμβρυϊκού DNA μπορούν να χρησιμοποιηθούν πατρικώς 

κληρονομούμενοι πολυμορφισμοί οι οποίοι όμως απουσιάζουν από το DNA της 

μητέρας. Οι πολυμορφισμοί αυτοί δεν είναι απαραίτητο να συνδέονται με 

συγκεκριμένες ασθένειες. Σε αυτούς ανήκουν οι μονονουκλεοτιδικοί πολυμορφισμοί 

(SNPs-Single Nucleotide Polymorphisms) ή Μεταλλάξεις σημείου και οι μικρές 

τυχαίες επαναλήψεις (STRs-Short Tandem Repeats). 

Οι μονονουκλοετιδικοί πολυμορφισμοί (SNPs) έχουν χρησιμοποιηθεί ως 

εργαλείο για τον εντοπισμό εμβρυϊκού DNA (Li et al., 2006, Dhallan et al., 2007). 

Ωστόσο υπάρχουν περιορισμοί στη χρήση τους καθώς απαιτείται η ύπαρξη 

πληροφοριακών SNPs, δηλαδή πατρικών πολυμορφισμών που απουσιάζουν από το 

μητρικό DNA. Επιπλέον, η μέθοδος αυτή βασίζεται σε εκλεκτικό εμπλουτισμό του 

cffDNA που ακολουθείται από ανάλυση με εξαιρετικά ευαίσθητη τεχνική όπως ο 

φασματογράφος μάζας. Αυτό είναι απαραίτητο αφού μητρικό και εμβρυϊκό DNA 

διαφέρουν σε ένα ζεύγος βάσεων κάτι που αποτελεί πρόκληση για να διακριθεί.  

Οι μικρές τυχαίες επαναλήψεις (STRs) παρουσιάζουν μεγάλη ποικιλομορφία, 

έτσι ώστε οι περισσότεροι άνθρωποι παρουσιάζουν συνήθως 2 αλληλόμορφα, 

κληρονομούμενα ένα από κάθε γονέα, με διαφορετικό αριθμό επαναλήψεων. Έτσι το 

πατρικώς κληρονομούμενο αλληλόμορφο θα διαφέρει από το μητρικό και μετά την 

ενίσχυση με PCR θα προκύπτουν 2 μεγάλα προϊόντα, που αντιστοιχεί στα μητρικά 

αλληλόμορφα και ένα μικρό που αντιστοιχεί στο πατρικό.   

Η τεχνική αυτή χρησιμοποιήθηκε πρώτη φορά από τους Pertl et al. (2000) και 

αναπτύχθηκε περαιτέρω από τους  Liu et al., 2007, οι οποίοι χρησιμοποίησαν real 

time PCR για την αυτόματη ανίχνευση των διαφορετικών STR περιοχών. Ωστόσο η 

τεχνική αυτή δεν έχει βελτιστοποιηθεί για κλινική χρήση, ενώ η ευαισθησία και η 

ειδικότητά της δεν έχουν ακόμα καθορισθεί.  
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Μια άλλη μέθοδος διάκρισης του εμβρυϊκού από το μητρικό DNA είναι οι 

διαφορές στην έκφραση των γονιδίων. Επιγενετικές αλλαγές, κυρίως μεθυλίωση 

συγκεκριμένων γονιδίων, που επηρεάζουν τη μεταγραφή τους, όπως και προϊόντα 

γονιδίων (mRNA και πρωτεΐνες) που εκφράζονται αποκλειστικά στον πλακούντα 

μπορούν να χρησιμεύσουν ως δείκτες εμβρυϊκού υλικού.  

Η μεθυλίωση συγκεκριμένων γονιδίων διαφέρει μεταξύ μητρικού και 

εμβρυικού DNA (Chim et al., 2005; Chan et al., 2006b). Για παράδειγμα γονίδια που 

είναι σημαντικά για την αύξηση και την ανάπτυξη μπορεί να είναι μεθυλιωμένα 

(σιωπηλά) στους ενήλικες, αλλά μη μεθυλιωμένα και ενεργά στο αναπτυσσόμενο 

έμβρυο. Αυτό αποδείχθηκε από τους Chim et al., (2005) με τη χρήση μετατροπής με 

δισουλφίδιο (μετατροπή κυτοσίνης σε ουρακίλη) στο DNA και PCR ειδική για 

μεθυλιωμένο DNA με ειδικούς εκκινητές. Η ομάδα αυτή καθιέρωσε το 

υπομεθυλιωμένο στον πλακούντα γονίδιο SERPINB5 ως τον πρώτο καθολικό 

μάρτυρα εμβρυϊκού DNA. 

mRNA προερχόμενο αποκλειστικά από γονίδια που εκφράζονται στον 

πλακούντα ή στο έμβρυο έχει χρησιμοποιηθεί από κάποιες ερευνητικές ομάδες στη 

μη επεμβατική προγεννητική διάγνωση (Oudejans et al., 2003; Go et al., 2004; Tsui 

et al., 2004; Tsui & Lo, 2006), αλλά η χρήση εμβρυϊκών πρωτεϊνών είναι ακόμη σε 

πολύ αρχικό στάδιο έρευνας (Avent et al., 2008).  

 

2.1.4 Κλινικές Εφαρμογές 

 

Το cffDNA μπορεί να χρησιμοποιηθεί στις ακόλουθες περιπτώσεις: 

1. Στον προσδιορισμό φύλου στην περίπτωση που υπάρχει κίνδυνος για 

φυλοσύνδετες ασθένειες. 

2. Στον προσδιορισμό Rhesus όταν η μητέρα είναι Rhesus(-). 

3. Στην διάγνωση μονογονιδιακών ασθενειών όταν οι γονείς φέρουν παθολογικά 

αλληλόμορφα. 

4. Στη διάγνωση ανευπλοειδιών όταν η ηλικία της μητέρας είναι προχωρημένη, σε 

γυναίκες με πολλές αποβολές ή όταν υπάρχει ιστορικό γέννησης παιδιού με 

κάποια χρωμοσωμική ανωμαλία. 
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 Προσδιορισμός φύλου 

 

Ο προσδιορισμός φύλου του εμβρύου από cffDNA μητρικού πλάσματος 

επιτεύχθηκε για πρώτη φορά από τους Lo et al. (1998). Έκτοτε πολλοί επιστήμονες 

προσδιόρισαν το φύλο του εμβρύου ενισχύοντας με PCR διάφορες περιοχές του Υ 

χρωμοσώματος SRY (Galbiati et al., 2005), DYS (DYS1,DYS14) (Honda et al., 

2002; Zimmermann et al., 2005; Deng et al., 2006), DYZ (DYZ1,DYZ3)     (Honda et 

al., 2001) and DAZ (Stanghellini et al., 2006), ZFY (Lun et al., 2008) και την  

αμυλογενίνη (Dong-ling et al., 2008). 

Οι αρχές της μη επεμβατικής προγεννητικής διάγνωσης (NIPD) φύλου 

χρησιμοποιώντας cffDNA μπορούν να εφαρμοσθούν σε οποιαδήποτε φυλοσύνδετη 

ασθένεια. Ο Πίνακας 5 παρουσιάζει το σύνολο των ασθενειών για τις οποίες 

πραγματοποιήθηκε  NIPD με χρήση cffDNA από το μητρικό πλάσμα (Costa et al., 

2002). Σε αυτές αξίζει να προστεθούν ενδοκρινολογικές ασθένειες όπως η συγγενής 

υπερπλασία των επινεφριδίων (Chitty et al., 2007). Ο προσδιορισμός φύλου σε αυτή 

την περίπτωση είναι πολύ σημαντικός καθώς στην περίπτωση που το έμβρυο είναι 

θήλυ θα πρέπει να χορηγηθούν στη μητέρα κορτικοστεροειδή για να αποφευχθεί 

ανδροποίηση του θήλεος. 

 

Πίνακας 5. Φυλοσύνδετες ασθένειες για τις οποίες εφαρμόστηκε η μη επεμβατική 

προγεννητική διάγνωση με απομόνωση εμβρυϊκού DNA από μητρικό πλάσμα (Costa 

et al., 2002). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ασθένειες Αριθμός περιπτώσεων 

Hemophilia 39 

Muscular dystrophy 31 

X-linked mental 

retardation 

8 

Adrenoleukodystrophy  7 

Alport’s syndrome  7 

X-linked severe 

immunodeficiency  

6 

Retinitis pigmentosa  6 

X-linked hydrocephalus  5 

Anhidrotic ectodermal 

dysplasia  

4 

Hunter’s syndrome 3 

Menkes’ syndrome 3 

Lesch–Nyhan syndrome  2 

Άλλες   10 
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Οι δύο πιο αντιπροσωπευτικές μελέτες σχετικές με αυτήν την κλινική 

εφαρμογή περιλαμβάνουν μια Ιταλική (Galbiati et al., 2005) και μια Ιαπωνική έρευνα 

(Sekizawa et al., 2001).  

Στην πρώτη μετά από ενίσχυση της SRY αλληλουχίας η ακρίβεια 

προσδιορισμού φύλου υπολογίστηκε σε 99,4% (1o τρίμηνο), 97,8% (2
ο
 τρίμηνο) και 

100% (3
ο
 τρίμηνο), ενώ αποτυχία διάγνωσης φύλου παρατηρήθηκε σε 7/246 

αρσενικά (Galbiati et al., 2005).  

Στη δεύτερη έρευνα ο προσδιορισμός φύλου έγινε με ενίσχυση της DYS14 

αλληλουχίας από 7
η
-16

η
 εβδομάδα της κύησης και έδειξε ευαισθησία 97,2%, 

ειδικότητα 100% ειδικότητα, θετική προβλεπτική αξία 100% και αρνητική 

προβλεπτική αξία 97,5% (Sekizawa et al., 2001).   

Στο Ηνωμένο Βασίλειο (UK) πραγματοποιήθηκε μια προοπτική μελέτη όπου 

καταγράφηκαν περιστατικά προγεννητικού ελέγχου για 3 χρόνια, από 1/4/2006 έως 

31/3/2009 (Hill et al., 2011). Στο διάστημα αυτό μόνο το 32,9% των ζευγαριών 

υποβλήθηκε σε επεμβατικό προγεννητικό έλεγχο. Η μη επεμβατική προγεννητική 

διάγνωση φύλου πραγματοποιήθηκε με ενίσχυση των αλληλουχιών  DYS14 ή SRY  

χρησιμοποιώντας real-time PCR σε cffDNA που απομονώθηκε από μητρικό πλάσμα. 

Τα αποτελέσματα της NIPD συγκρίθηκαν με αυτά από υπερηχογράφημα, από 

επεμβατικό προγεννητικό έλεγχο (ό,που πραγματοποιήθηκε) ή από το φύλο μετά τη 

γέννηση. 

 Στα πρώτα 135 περιστατικά συμφωνία βρέθηκε στο 96.3% (95% CI 91.6–

98.8%). Στα επόμενα 511 ζευγάρια, έγινε αλλαγή των κριτηρίων αναφοράς και η 

συμφωνία μεταξύ των αποτελεσμάτων έφτασε το 99.5% (95% CI 98.2–99.9%).  

Η έρευνα αυτή δείχνει ότι ο προσδιορισμός φύλου με χρήση cffDNA είναι 

εξαιρετικά ακριβής όταν γίνεται σε National Health Service laboratories με αυστηρά 

κριτήρια αναφοράς (Hill et al., 2011). Πολύ σημαντική είναι η χρήση μαρτύρων 

εμβρυϊκού DNA διαφορετικών από αλληλουχίες του Υ χρωμοσώματος ώστε να 

αποφεύγονται ψευδώς αρνητικά αποτελέσματα που οφείλονται σε μικρή ποσότητα 

απομονωμένου DNA ή αποτυχία απομόνωσής του. 

Η χρήση του cffDNA χρησιμοποιείται σήμερα στην κλινική πράξη και έχει 

αποδειχθεί πιο αποτελεσματική μέθοδος από το υπερηχογράφημα στη διάγνωση 

φύλου στο 1ο τρίμηνο (Avent & Chitty, 2006). 
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Προσδιορισμός Rhesus 

 

Ο προσδιορισμός Rhesus του εμβρύου από cffDNA μητρικού πλάσματος 

επιτεύχθηκε για πρώτη φορά από τους Lo et al. (1998) και τους  Faas BH et al. 

(1998). Έγινε δεκτό σαν κλινικό τεστ από τη British National Blood Service ήδη από 

το 2001 (Finning et al., 2002).  

Τα αντιγόνα του συστήματος Rhesus κωδικοποιούνται από ένα ζευγάρι 

γονιδίων στο 1
ο
 χρωμόσωμα, το RHD και το RHCE. Η δομή τους παρουσιάζεται 

στην Εικόνα 10.  

Στο λευκό πληθυσμό , σχεδόν όλα τα D αρνητικά περιστατικά είναι ομόζυγα 

για έλλειψη του RHD και μέρος από τα Rh boxes (Wagner and Flegel, 2000). 

Επομένως ο Rh αρνητικός φαινότυπος προκύπτει από την ολοκληρωτική απουσία της 

RhD πρωτεΐνης από την επιφάνεια των ερυθροκυττάρων (Εικόνα 10).  

Στους Αφρικάνους μόνο το 18% των D αρνητικών είναι ομόζυγοι για την 

παραπάνω έλλειψη. Σε γενικές γραμμές 66% των D αρνητικών Αφρικανών έχουν ένα 

μη ενεργό γονίδιο RHD, γνωστό ως RHDψ (Singleton et al., 2000). Επιπλέον 15% 

των D αρνητικών έχουν ένα υβριδικό γονίδιο, το RHD-CE-D
s
, που περιλαμβάνει 

κάποια εξόνια ή τμήματα αυτών από τα γονίδια RHD και RHCE (Faas et al., 1997; 

Daniels et al., 1998). Τόσο το RHDψ όσο και το  RHD-CE-D
s 
δεν παράγουν επιτόπια 

του D (Εικόνα 9).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 9. Διάγραμμα των Rh γονιδίων. Παρουσιάζονται 5 απλότυποι, δύο παράγουν 

D (D+) και τρεις δεν παράγουν (D-). (Copyright © John Wiley and Sons, Ltd) 
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Βάσει αυτών των πληθυσμιακών διαφορών στη δομή των γονιδίων που 

προκαλούν τον RhD αρνητικό φαινότυπο, ενισχύονται τα ανάλογα εξόνια για την 

αποφυγή ψευδώς θετικών αποτελεσμάτων. Επίσης τα ψευδώς αρνητικά 

αποτελέσματα αποφεύγονται με τη παράλληλη χρήση δεικτών εμβρυϊκού DNA όπως 

αλληλουχίες στο Υ χρωμόσωμα (SRY) (Minon et al., 2008) , ο RASSF1A (Chan et 

al., 2006) και ο CCR5 (Finning et al., 2008).  

Στον Πίνακα 6 παρουσιάζονται οι τρεις πιο πρόσφατες μελέτες μεγάλης 

κλίμακας σχετικά με τη χρήση του cffDNA στη μη επεμβατική προγεννητική 

διάγνωση. Οι Finning et al. (2008) προσδιόρισαν με ακρίβεια 95,7% το φαινότυπο 

Rhesus ενισχύοντας τα εξόνια 5 και 7 του RHD χρησιμοποιώντας ως μάρτυρα 

εμβρυϊκού DNA το γονίδιο CCR5. Οι Minon et al. (2008) άγγιξαν το 99,8% στον 

προσδιορισμό Rhesus ενισχύοντας τα εξόνια 4, 5 και 10 του RHD με μάρτυρα 

εμβρυϊκού DNA την αλληλουχία SRY. 

 

Πίνακας 6. Σύνοψη των πιο πρόσφατων μελετών μεγάλης κλίμακας για την 

εφαρμογή της μη επεμβατικής προγεννητικής διάγνωσης με χρήση cffDNA στον 

προσδιορισμό Rhesus (RhD) σε έγκυες γυναίκες RhD- αρνητικού. 

*Λόγος των σωστά θετικών αποτελεσμάτων και σωστά αρνητικών αποτελεσμάτων 

αποκλείοντας αποτελέσματα που δεν λήφθηκαν ή μη ολοκληρωμένα αποτελέσματα . 
**Τα ψευδώς αρνητικά αποτελέσματα είναι η κύρια αιτία ανησυχίας, καθώς έλλειψη anti-D 

θεραπείας θέτει το έμβρυο σε ρίσκο για HDN (Haemolytic Disease οf the Newborn). Τα 

ψευδώς θετικά αποτελέσματα δεν έχουν κλινικές ανησυχιές, καθώς οι γυναίκες που έλαβαν 
anti-D χωρίς να χρειάζεται φθάνουν των 40% των RhD-αρνητικών κύησεων. 

 

Τέλος οι Rouillac-Le Sciellour et al. (2007) πέτυχαν προσδιορισμό RhD σε 

ποσοστό 99,3% χρησιμοποιώντας ένα Free DNA Fetal Kit RhD. Οι επιστήμονες 

αυτοί ανέφεραν ότι αν αυτά τα αποτελέσματα είχαν εφαρμοσθεί σαν οδηγός για λήψη 

θεραπείας, μόνο 2% θα είχαν λάβει θεραπεία χωρίς να το χρειάζονται σε αντίθεση με 

το 38% που λαμβάνουν χωρίς να γίνει έλεγχος γενοτύπου. 

 

Αναφορά Τοποθεσία Αριθμός Ακρίβεια*(%) Ψευδώς αρνητικά ** 

Finning et al. (2008) UK 1997 95,7 3 δείγματα 

Minon et al. (2008) Βέλγιο 563 99,8 0 δείγματα 

Rouillac-Le Sciellour  

et al. (2007) 
Γαλλία 300 99,3 0 δείγματα 
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Χαρακτηριστικό παράδειγμα χρήσης μάρτυρα εμβρυϊκού DNA στην αποφυγή 

ψευδώς αρνητικών αποτελεσμάτων εξαιτίας μη απομόνωσης επαρκούς ποσότητας 

εμβρυϊκού DNA αποτελεί ο υπερμεθυλιωμένος στον πλακούντα RASSF1A (Chan et 

al., 2006). Στη μελέτη αυτή πραγματοποιείται real-time PCR για ενίσχυση 2 περιοχών 

στα εξόνια 7 και 10 του RHD, του RASSF1A, της ακτίνης-β και του SRY. Επιπλέον 

χρησιμοποιούνται ένζυμα περιορισμού που πέπτουν ειδικά το μη μεθυλιωμένο DNA, 

δηλαδή το μητρικό στη συγκεκριμένη περίπτωση, έτσι ώστε να παραμένει για 

περαιτέρω ανάλυση μόνο το εμβρυϊκό. Εντοπισμός του RASSF1A με PCR μετά την 

πέψη με τα ένζυμα περιορισμού πιστοποιεί την επιτυχή απομόνωση εμβρυϊκού DNA. 

Η πραγματοποίηση της πέψης μη μεθυλιωμένου DNA ελέγχεται με γονίδιο αναφοράς 

την ακτίνη β. Έτσι γίνεται διπλός έλεγχος για την αποφυγή ψευδώς αρνητικών 

αποτελεσμάτων. 

Οι έρευνες σχετικά με τη χρήση του cffDNA στην NIPD συνεχίζονται με 

άριστα αποτελέσματα. Αξίζει να αναφερθεί η πρόσφατη μελέτη των Amaral et al. 

(2011) οι οποίοι χρησιμοποιώντας PCR πραγματικού χρόνου για ενίσχυση των 

εξονίων 4, 5 και 10 του RHD και μάρτυρες εμβρυϊκού DNA τους SRY και CCR5 

προσδιόρισαν με ακρίβεια 100% το Rhesus στη Νοτιοανατολική Βραζιλία όπου 

υπάρχει μείγμα εθνικοτήτων. 
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Διάγνωση Μονογονιδιακών Νοσημάτων 

 

Η μη επεμβατική προγεννητική διάγνωση μονογονιδιακών ασθενειών με 

χρήση cffDNA βασίζεται στον εντοπισμό πατρικών αλληλουχιών διαφορετικών 

από αυτές της μητέρας και προκύπτει εξ αποκλεισμού των παθολογικών που 

συνδέονται με την ασθένεια. Στις αλληλουχίες αυτές μπορεί να ανήκουν είτε 

παθολογικά αλληλόμορφα είτε πολυμορφισμοί που συνδέονται με μια ασθένεια. Η 

πολλαπλή φθορίζουσα PCR έχει χρησιμοποιηθεί για τον εντοπισμό πατρικών 

πολυμορφισμών (STRs) δείχνοντας ακρίβεια εντοπισμού του εμβρυϊκού DNA 100% 

(Dong-Ling et al., 2008).  

Στην περίπτωση επικρατούς (κληρονομούμενης από τον πατέρα) ή 

υπολειπόμενης αυτοσωμικής ασθένειας (πατρική μετάλλαξη διαφορετική από τη 

μητρική), εντοπισμός του φυσιολογικού πατρικού αλληλομόρφου ή ενός 

πολυμορφισμού που δεν συνδέεται με την ασθένεια υποδηλώνει υγιές έμβρυο. Με 

τον τρόπο αυτό έχουν διαγνωσθεί πλήθος μονογονιδιακών ασθενειών (Πίνακας 7). 

 

Πίνακας 7. Ερευνητικές ομάδες που πέτυχαν μη επεμβατική προγεννητική διάγνωση 

μονογονιδιακών ασθενειών με χρήση cffDNA και αντίστοιχες ασθένειες που 

διαγνώσθηκαν. Περιλαμβάνονται εργασίες που δημοσιεύτηκαν έως και το 2007. 

(Wright & Burton, 2009) 

 

Ασθένειες  Αναφορά  

Αιμοσφαιρινοπάθειες 

β-θαλασσαιμία 
Chiu et al., 2002b, Fucharoen et al., 

2003  β-θαλασσαιμία 
δρεπανοκυτταρική αναιμία 

Hb Lepore Lazaros et al., 2006  
Κυστική ίνωση  

Gonzalez-Gonzalez et al., 2002; 
Nasis et al., 2004  

Νόσος Huntigton's  
Gonzalez-Gonzalez  

et al., 2003  

Αχονδροπλασία  
Saito et al., 2000; Li et al., 

2004a,2007a  
Μυοτονική δυστροφία  (Amicucci et al., 2000)  

Συγγενής υπερπλασία των επινεφριδίων  
(Chiu et al., 2002a)  

(Rijnders et al., 2001; Bartha et al., 

2003)  
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Διάγνωση θαλασσαιμίας 

Το ελεύθερο εμβρυικό DNA έχει χρησιμοποιηθεί για τον εντοπισμό πατρικώς 

κληρονομούμενων μεταλλάξεων που προκαλούν β-θαλασσαιμία (Chiu et al., 2002b, 

Fucharoen et al., 2003) και στην περίπτωση που η μητέρα είχε διαφορετική 

μετάλλαξη για β-θαλασσαιμία αλλά και σε αυτή όπου είχε μετάλλαξη για 

δρεπανοκυτταρική αναιμία που οδηγεί σε δρεπανοκυτταρική β θαλασσαιμία. Επίσης 

έχει επιτευχθεί εντοπισμός πατρικώς κληρονομούμενων μεταλλάξεων για Hb Lepore 

(Lazaros et al., 2006).  

Οι Li et al. (2005) σε έρευνά τους εντόπισαν πατρικώς κληρονομούμενες 

μεταλλάξεις σε έμβρυα με κίνδυνο για β- θαλασσαιμία συνδυάζοντας μια μέθοδο 

εμπλουτισμού με 2 μεθόδους γενετικής ανάλυσης. Συγκεκριμένα εμπλούτισαν το 

εμβρυϊκό DNA με ηλεκτροφόρηση σε gel αγαρόζης και στη συνέχεια το ανέλυσαν με 

peptid nucleid acid clamp PCR (PNA), η οποία επιλεκτικά καταστέλλει τον 

πολλαπλασιασμό των μητρικών αλληλομόρφων, και με PCR πραγματικού χρόνου για 

ειδικά αλληλόμορφα για ανίχνευση της μετάλλαξης. Η ευαισθησία και η ειδικότητα 

της μεθόδου για ανίχνευση 4 μεταλλάξεων Μεσογειακής αναιμίας (IVSI-1, IVSI-6, 

IVSI-110 και κωδικόνιο 39) σε 32 δείγματα ήταν αντίστοιχα 100% και 93,8%. 

Σε πιο πρόσφατη έρευνά τους χρησιμοποιούν την ίδια μέθοδο εμπλουτισμού 

του εμβρυϊκού DNA αλλά τη συνδυάζουν με MALDI-TOFF (Matrix-Assisted Laser 

Desorption/Ionization-Time Of Flight) φασματογράφο μάζας, ένα σύστημα που 

ανιχνεύει με υψηλή ευαισθησία  την παρουσία γνωστών και άγνωστων μεταλλάξεων 

(Li et al., 2009). Με τη μέθοδο αυτή δεν προκαλείται καταστολή στο μητρικό 

γενετικό υλικό ενώ η διάγνωση προκύπτει εξ αποκλεισμού του πατρικού 

μεταλλαγμένου αλληλομόρφου. 

Ο φασματογράφος μάζας αρχικά αναπτύχθηκε για την ανάλυση πρωτεϊνών 

και πεπτιδίων. Αργότερα η χρήση του επεκτάθηκε και στην ανάλυση DNA. Η 

προσέγγιση αυτή περιλαμβάνει PCR, αντίδραση επέκτασης βάσης (base extension 

reaction) και MALDI-TOFF MS ανάλυση. Στην αντίδραση επέκτασης προστίθεται 

εκκινητής επέκτασης σχεδιασμένος από το ομογενές (homogenous) MassEXTEND 

(hME) λογισμικό. Κάθε προϊόν επέκτασης έχει συγκεκριμένο μοριακό μέγεθος, 

δίνοντας διαφορετικό σήμα μετά από MALDI-TOFF MS ανάλυση (Zhong & 

Holzgreve, 2009 )(Εικόνα 10). 
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Εικόνα 10. MALDI-TOF MS στην NIPD μονογονιδιακών νοσημάτων. Α. Δύο 

περιπτώσεις αυτοσωμικών κληρονομούμενων ασθενειών. Β. Δύο μέθοδοι : hME και 

SABER. Γ. Σύστημα MALDI-TOF MS. Δ. Προϊόντα επέκτασης ειδικά για τα 

αλληλόμορφα (μεταλλαγμένο ή/και φυσιολογικό) που εντοπίζονται με MALDI-TOF 

MS. (Zhong & Holzgreve, 2009)  

 

Οι Ding et al., (2008), προκειμένου να αυξήσουν την ευαισθησία ανίχνευσης 

της μειονότητας εμβρυϊκού DNA στη δεξαμενή του μητρικού DNA, τροποποίησαν το 

πρωτόκολλο του hME και ανέπτυξαν μια μέθοδο επέκτασης βάσης για ένα 

αλληλόμορφο (single allele base extension reaction-SABER) που ακολουθείται από 

MALDI-TOFF φασματογράφο μάζας (Εικόνα 11). Σε αντίθεση με την hME που 

περιλαμβάνει την επέκταση βάσης τόσο του μεταλλαγμένου όσο και του 

φυσιολογικού αλληλομόρφου η SABER επεκτείνει μόνο τα εμβρυϊκά αλληλόμορφα 

που φέρουν τη συγκεκριμένη μετάλλαξη (Ding et al., 2006; Li et al., 2006). 

Η μέθοδος αυτή έχει χρησιμοποιηθεί για την επιτυχή διάγνωση των 

κυριότερων μεταλλάξεων β θαλασσαιμίας [CD 41/42 -CTTT, IVS2 654 (C→T), nt-

28 (A→G), και CD17 (A→T)] σε 11/12 περιπτώσεις (Ding et al., 2004) αλλά και σε 

2 περιστατικά με αχονδροπλασία (Li et al., 2007).   
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Παρά τα πλεονεκτήματα που παρουσιάζει η τεχνολογία αυτή, για να 

εφαρμοσθεί στην κλινική πράξη απαιτείται να δοκιμασθεί σε μεγαλύτερα δείγματα, 

αλλά ακόμα και αν αυτό πραγματοποιηθεί το υψηλό κόστος πραγματοποίησής της 

καθιστά δύσκολη τη χρήση της σε διαγνώσεις ρουτίνας. 

Μια ακόμη μέθοδος για NIPD β θαλασσαιμίας που περιγράφηκε πρόσφατα 

είναι γνωστή ως APEX (Arrayed Primer EXtension). Πρόκειται για ένα σύστημα 

ανίχνευσης μεταλλάξεων που βασίζεται στη συνδυασμένη χρήση της τεχνολογίας των 

microchip και της μεθόδου single nucleotide base extension method. 

Χρησιμοποιήθηκε από τους Papasavva et al., (2008) για τον εντοπισμό πατρικών 

μεταλλάξεων β-θαλασσαιμίας και σχετικών με τη β αιμοσφαιρίνη SNPs, σε cffDNA 

που απομονώθηκε από μητρικό πλάσμα. Η δυνατότητα ανάλυσης πολυμορφισμών 

που σχετίζονται με το μεταλλαγμένο αλληλόμορφο επεκτείνει την εφαρμογή της 

NIPD και σε ζευγάρια με ίδιο μεταλλαγμένο αλληλόμορφο αλλά και στην περίπτωση 

της δρεπανοκυτταρικής αναιμίας. Η τελευταία έχει διαγνωσθεί επιτυχώς 

χρησιμοποιώντας εμβρυϊκά κύτταρα προερχόμενα από τη μητρική κυκλοφορία 

(Cheung et al., 1996), αλλά όχι με cffDNA αφού προκαλείται από 2 πανομοιότυπα 

αντίγραφα μιας σημειακής μετάλλαξης και δεν μπορεί να καθορισθεί η προέλευση 

του DNA που αναλύεται. 

 

Διάγνωση κυστικής ίνωσης 

Η κυστική ίνωση προκαλείται από μεταλλάξεις στο γονίδιο CFTR που 

βρίσκεται στο χρωμόσωμα 4 και κωδικοποιεί για ένα κανάλι ιόντων σημαντικό για 

την παραγωγή βλέννης. Δεδομένου ότι περισσότερες από 1000 μεταλλάξεις έχουν 

συσχετιστεί με κυστική ίνωση, ειδικές πατρικώς κληρονομούμενες μεταλλάξεις που 

όμως απουσιάζουν από το μητρικό γονιδίωμα έχουν ανιχνευτεί χρησιμοποιώντας 

cffDNA (Gonzalez-Gonzalez et al., 2002; Nasis et al., 2004). 

Οι τελευταίες εξελίξεις στην NIPD της κυστικής ίνωσης περιλαμβάνουν τη 

χρήση της τεχνικής SNaPshot. Με αυτήν ενισχύονται με PCR πατρικοί 

πολυμορφισμοί (μεταλλάξεις σημείου) και τα αποτελέσματα αναλύονται σε 

ηλεκτροφερόγραμμα. Προϋπόθεση για την εφαρμογή της είναι η πατρική μετάλλαξη 

να διαφέρει από τη μητρική. Οι συγγραφείς αναφέρουν ότι η τεχνική αυτή είναι 

εύκολη, γρήγορη, με χαμηλό κόστος και κατάλληλη για μελλοντική κλινική 

εφαρμογή στη διάγνωση της κυστικής ίνωσης   (Bustamante-Aragones et al., 2008). 
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Διάγνωση νόσου Huntigton’s 

Η Νόσος Huntington’s είναι αυτοσωμική επικρατής νευρολογική ασθένεια 

που εμφανίζεται σε μεγαλύτερη ηλικία.  

Προκαλείται από αύξηση του αριθμού των επαναλήψεων CAG (>36) 3 ζεύγη 

νουκλεοτιδίων στο HD γονίδιο (χρωμόσωμα 4).  Χρησιμοποιώντας cffDNA έχει 

επιτευχθεί ανίχνευση 37 επαναλήψεων που όμως κληροδοτήθηκαν από τον πατέρα 

(Gonzalez-Gonzalez et al., 2003). 

Ο απευθείας προσδιορισμός του αριθμού των επαναλήψεων CAG στο γονίδιο 

ΙΤ-15 (4p16.3) δεν είναι πάντα πληροφοριακός. Ταυτόχρονη ανάλυση 

πληροφοριακών STRs δίνει πιο ασφαλή αποτελέσματα στην NIPD  της νόσου 

Huntigton’s και θα μπορούσε να εφαρμοστεί στην κλινική πράξη και για άλλες 

ασθένειες (Gonzalez-Gonzalez et al., 2008). 

 

Διάγνωση αχονδροπλασίας 

Η αχονδροπλασία είναι μια επικρατής μορφή νανισμού που προκαλείται από 

σημειακές μεταλλάξεις στο γονίδιο FGFR3 (χρωμόσωμα 4) που συμμετέχει στην 

ανάπτυξη των χόνδρων. Μία συγκεκριμένη μετάλλαξη που ευθύνεται για 

περισσότερο από το 98% των περιπτώσεων έχει ανιχνευθεί με cffDNA  (Saito et al., 

2000; Li et al., 2004a,2007a). 

 

Διάγνωση μυοτονικής δυστροφίας 

Η μυοτονική δυστροφία είναι μια επικρατής μορφή μυϊκής δυστροφίας 

όψιμης εμφάνισης που προκαλείται από αύξηση στον αριθμό των αντιγράφων (50-

5000) μιας αλληλουχίας τριών νουκλεοτιδίων στο γονίδιο DMPK (χρωμόσωμα 19) το 

οποίο σχετίζεται με σκελετικούς μύες. Με χρήση cffDNA έχει ανιχνευτεί πατρικώς 

κληρονομούμενη επέκταση 70 επαναλήψεων  (Amicucci et al., 2000). 

 

Διάγνωση συγγενούς υπερπλασίας των επινεφριδίων 

Η εκ γενετής υπερπλασία των επινεφριδίων (ανεπάρκεια 21-υδροξυλάσης) 

είναι μια υπολειπόμενη αυτοσωμική ασθένεια που έχει ως αποτέλεσμα αυξημένη 

παραγωγή ανδρογόνων. Προκαλείται από διάφορες μεταλλάξεις στο γονίδιο CYP21 

(χρωμόσωμα 6).  
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Μία στρατηγική NIPD περιλαμβάνει την ανίχνευση του φυσιολογικού 

πατρικού αλληλομόρφου σε εγκυμοσύνες υψηλού κινδύνου χρησιμοποιώντας 

πολυμορφικές περιοχές STRs που σχετίζονται με το γονίδιο (Chiu et al., 2002a). Μια 

εναλλακτική επιλογή που απορρέει από το γεγονός ότι η ασθένεια αυτή προκαλεί 

στειρότητα σε θηλυκά άτομα αλλά δεν έχει καμιά επίδραση σε αρσενικά, είναι ο 

προσδιορισμός του φύλου με χρήση cffDNA για να διακριθούν εγκυμοσύνες με 

ρίσκο (Rijnders et al., 2001; Bartha et al., 2003) ούτως ώστε τα θηλυκά να λάβουν 

ανάλογη θεραπεία με στεροειδείς ορμόνες. 

 

Ψηφιακή PCR- Σχετική Δόση Μετάλλαξης 

 

Στην ψηφιακή PCR το DNA αραιώνεται σε συγκεντρώσεις κατά μέσο όρο 

μικρότερες του ενός μορίου ανά πηγαδάκι και αναλύεται σε εκατοντάδες έως χιλιάδες 

αντίγραφα (Vogelstein et al., 1999). Κάποια πηγαδάκια θα είναι θετικά ενώ άλλα 

αρνητικά για το αμπλικόνιο στόχο. Δεδομένου ότι τα περισσότερα πηγαδάκια 

περιέχουν μόνο ένα μόριο DNA, η μέτρηση των θετικών επιτρέπει την 

ποσοτικοποίηση του αυθεντικού DNA.  

Η χρήση της Ψηφιακής PCR στην NIPD μονογονιδιακών ασθενειών θα 

μπορούσε να ανοίξει το δρόμο σε περιπτώσεις όπου οι γονείς φέρουν τις ίδιες 

μεταλλάξεις. Εκτός από την ενίσχυση αποκλειστικά πατρικών αλληλομόρφων που 

φέρουν τη μετάλλαξη, είναι εφικτή η σύγκριση των σχετικών ποσοτήτων του 

μεταλλαγμένου και του φυσιολογικού αλληλομόρφου στο μητρικό πλάσμα, έτσι ώστε 

να μπορεί να προσδιορισθεί η κληρονομούμενη δόση του μεταλλαγμένου 

αλληλομόρφου (Εικόνα 11). 

Η προσέγγιση αυτή είναι γνωστή ως Σχετική Δόση της Μετάλλαξης (RMD-

Relative Mutation Dosage) (Lun et al., 2008; Zimmermann et al., 2008).  Αν το 

έμβρυο δεν έχει κληρονομήσει τη μετάλλαξη, τότε αναμένεται μια μειωμένη 

αντιπροσώπευση του μεταλλαγμένου αλληλομόρφου. Αν το έμβρυο είναι ομόζυγο 

για τη μετάλλαξη, αναμένεται μια υπερ- αντιπροσώπευση του μεταλλαγμένου 

αλληλομόρφου ενώ αν το έμβρυο είναι ετερόζυγο για τη μετάλλαξη τότε τα δύο 

αλληλόμορφα θα αντιπροσωπεύονται εξίσου (Εικόνα 12). 
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Εικόνα 11. Πιθανό διάγραμμα για τη διάγνωση μονογονιδιακών ασθενειών απευθείας από 

ελεύθερο εμβρυϊκό DNA με Ψηφιακή PCR. Στην περίπτωση αυτή θα πρέπει να 

χρησιμοποιηθούν αντιδράσεις PCR ειδικές για το μητρικό αλληλόμορφο με τη μετάλλαξη 

(a). a). Αν το έμβρυο δεν έχει τη μητρική μετάλλαξη μόνο το μητρικό μεταλλαγμένο 
αλληλόμορφο θα εντοπιστεί και η αναλογία του προς το υγιές αλληλόμορφο ή κάποια άλλη 

χρωμοσωμική θέση θα μπορεί να υπολογιστεί. b). Αν το έμβρυο είναι φορέας της μητρικής 

μετάλλαξης, τότε η αναλογία a:B αναμένεται αυξημένη. c). Με τον ίδιο τρόπο επηρεάζεται η 
αναλογία αυτή όταν το έμβρυο πάσχει από την ασθένεια φέροντας 2 διαφορετικές 

μεταλλάξεις. d). Στην περίπτωση που το έμβρυο είναι ομόζυγο για τη μητρική μετάλλαξη 

αναμένεται μια ακόμη μεγαλύτερη αύξηση στην αναλογία a:B.   (Zimmermann et al., 2008)  

 

Μειονέκτημα αυτής της μεθόδου είναι ότι χρειάζονται πολλοί κύκλοι PCR 

όταν το δείγμα περιέχει μικρή ποσότητα εμβρυϊκού DNA. Ωστόσο η Σχετική Δόση 

της μετάλλαξης (RMD) μπορεί να συνδυαστεί με Ψηφιακή επιλογή νουκλεϊκών 

οξέων βάσει μεγέθους (NASS) ώστε να πολλαπλασιαστούν τα μικρού μεγέθους 

τμήματα DNA και κατόπιν να ενισχυθούν περαιτέρω. 

Οι Lun et al., (2008) χρησιμοποίησαν ψηφιακή RMD ανάλυση του μητρικού 

πλάσματος για να προσδιορίσουν την κληρονόμηση από το έμβρυο ε- αιμοσφαιρίνης 

και μεταλλάξεων β-θαλασσαιμίας σε μητέρες ετερόζυγες για CD 41/42 και HbE 

G→A. Το ποσοστό επιτυχούς διάγνωσης ήταν 5/10 δείγματα. Σε 4 δείγματα δεν 

επιτεύχθηκε ενίσχυση των υπό μελέτη περιοχών εξαιτίας χαμηλής συγκέντρωσης 

DNA ενώ σε 1 η διάγνωση ήταν λανθασμένη.  

Ωστόσο η τελειοποίηση αυτής της τεχνικής μπορεί να οδηγήσει στη χρήση 

της ως κλινικό διαγνωστικό τεστ ρουτίνας για την μη επεμβατική προγεννητική 

διάγνωση μονογονιδιακών ασθενειών με cffDNA χωρίς περιορισμούς. 
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Διάγνωση ανευπλοειδιών 

 

Η χρήση του cffDNA στην NIPD ανευπλοειδιών παραμένει μια πρόκληση 

καθώς απαιτεί εντοπισμό, ποσοτικοποίηση και προσδιορισμό της χρωμοσωμικής 

προέλευσης μόνο του εμβρυϊκού τεμαχισμένου DNA που κυκλοφορεί στο μητρικό 

πλάσμα. Αντίθετα, τα εμβρυϊκά κύτταρα μετά τον εντοπισμό και την απομόνωσή 

τους, μπορούν να χρησιμοποιηθούν με μεγαλύτερη ασφάλεια στη διάγνωση 

ανευπλοειδιών αφού περιέχουν το σύνολο των χρωμοσωμάτων. 

Παρά τις δυσκολίες που ενέχει η NIPD ανευπλοειδιών, πολλές ερευνητικές 

ομάδες έχουν ασχοληθεί με αυτήν με αρκετά καλά αποτελέσματα. Χρειάζονται όμως 

πολλές μελέτες προκειμένου να τελειοποιηθούν οι τεχνικές και να εφαρμοσθεί στην 

κλινική πράξη η NIPD ανευπλοειδιών. 

 

Α. Ψηφιακή PCR  

 

Το εμβρυϊκό συνυπάρχει με το μητρικό DNA στο πλάσμα του αίματος της 

μητέρας. Επομένως, ένα έμβρυο με τρισωμία 21, σε σύγκριση με ένα ευπλοειδικό, 

προσθέτει επιπλέον ποσότητες από ακολουθίες του χρωμοσώματος 21 σε απόλυτη 

αναλογία με τη συγκέντρωση του εμβρυϊκού DNA.  

Για παράδειγμα, ένα δείγμα μητρικού πλάσματος από ευπλοειδική 

εγκυμοσύνη που περιλαμβάνει 100 ισοδύναμα γενώματος (genome-equivalents) 

(GE)/ml συνολικού DNA με 10 GE/ml DNA εμβρυϊκής προέλευσης (δεδομένου ότι η 

τυπική μέση συγκέντρωση εμβρυϊκού DNA για το 1
ο
 και 2

ο
 τρίμηνο της εγκυμοσύνης 

είναι 10%, Lun et al., 2008) θα έπρεπε να περιλαμβάνει συνολικά 200 αντίγραφα 

(180 μητρικά + 20 εμβρυϊκά) ακολουθιών του χρωμοσώματος 21 ανά ml μητρικού 

πλάσματος.  

Για μια εγκυμοσύνη με τρισωμικό έμβρυο ως προς το 21
ο
 χρωμόσωμα κάθε 

εμβρυϊκό θα συνεισέφερε 3 αντίγραφα του χρωμοσώματος 21, που θα οδηγούσε σε 

210 αντίγραφα/ml (180 μητρικά + 30 εμβρυϊκά) ακολουθιών χρωμοσώματος 21 στο 

μητρικό πλάσμα. 
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Επομένως, όταν η συγκέντρωση εμβρυϊκού DNA είναι 10%, η ποσότητα των 

αλληλουχιών που προέρχονται από το χρωμόσωμα 21 θα είναι 1,05 φορές 

μεγαλύτερη από αυτή μιας ευπλοειδικής εγκυμοσύνης. Αυτός ο βαθμός ποσοτικής 

διαφοράς είναι δύσκολος να διακριθεί αξιόπιστα με ποσοτική φθορίζουσα PCR (Pohl 

et al., 2004). 

 

Α.1 Ψηφιακή PCR- Σχετική Χρωμοσωμική Δόση 

 

Για το σκοπό αυτό χρησιμοποιήθηκε ψηφιακή PCR για ένα αμπλικόνιο που 

βρίσκεται στο χρωμόσωμα 21 και ένα άλλο σε διαφορετικό χρωμόσωμα, που 

θεωρείται χρωμόσωμα αναφοράς (Lo et al., 2007; Fan et al., 2007). Οι σχετικές 

ποσότητες των δύο αμπλικονίων συγκρίθηκαν με μία στρατηγική που ονομάστηκε 

Σχετική Χρωμοσωμική Δόση (digital relative chromosome dosage-RCD) (Lo et 

al., 2007). Η στρατηρική αυτή παρουσιάζεται σχηματικά στην εικόνα 12Α και 12Β. 

 Παρόλο που στα έμβρυα με τρισωμία 21 αναμένεται υπερ-αντιπροσώπευση 

του αμπλικονίου του χρωμοσώματος 21, ο βαθμός αυτής εξαρτάται από τη 

συγκέντρωση του εμβρυϊκού DNA και επομένως είναι μικρότερος  σε χαμηλές 

συγκεντρώσεις cffDNA. Για το λόγο αυτό απαιτείται μεγαλύτερος αριθμός 

αναλυσεων ψηφιακής PCR για να εξασφαλιστεί στατιστική σημαντικότητα και να 

προσδιοριστεί με βεβαιότητα η παρουσία ή  απουσία επιπλέον αντιγράφου του 

χρωμοσώματος 21 (Lo et al., 2007; Fan et al., 2007).  

Χρήση της παραπάνω μεθόδου έδειξε ότι η NIPD τρισωμίας 21 πέτυχε σε 

97% των περιπτώσεων μετά από εφαρμογή 7680 PCR αναλύσεις όταν το δείγμα 

περιείχε 25% εμβρυϊκό DNA (Lo et al., 2007).  

Μια ακόμα ομάδα επιστημόνων που επιβεβαίωσαν χρήση ψηφιακής PCR 

εντοπισμό υπερ-αντιπροσώπευσης του χρωμοσώματος 21 σε περιπτώσεις τρισωμίας 

21 ήταν οι Fan et al. (2007), με μίγματα από DNA διαφόρων κυτταρικών τύπων. Οι 

ερευνητές αυτοί υποστήριξαν ότι η εφαρμογή της μεθόδου δεν περιορίζεται μόνο σε 

περιπτώσεις ετερόζυγων εμβρύων και δεν επηρεάζεται από το φύλο του εμβρύου. 

Τέλος διαθέτει ικανότητα εντοπισμού σημάτων παρουσία μωσαϊκών και μητρικού 

DNA. 
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Εικόνα 12. (Α) Σχηματική αναπαράσταση της μεθόδου που χρησιμοποίησαν οι Fan 

& Quake για τον προσδιορισμό τρισωμίας 21 με ψηφιακή PCR. Η PCR 

πραγματοποιήθηκε με χρήση εκκινητών και TaqMan ανιχνευτές για θέσεις στα 

χρωμοσώματα 21 και 12. Μετρήθηκαν οι θετικές αντιδράσεις για κάθε περιοχή και 

υπολογίστηκε η αναλογία. Στις περιπτώσεις τρισωμίας 21, αναμένεται αναλογία της 

τάξης του 1,5 ενώ στις ευπλοειδικές η αντίστοιχη αναλογία θα είναι 1. (Β) Πιθανό 

σχήμα για την ανίχνευση εμβρυϊκής αναευπλοειδίας απευθείας από το ελεύθερο DNA 

του μητρικού πλάσματος με χρήση ψηφιακής PCR. Όμοια με τον τρόπο που ήδη 

περιγράφηκε πραγματοποιείται PCR με χρήση ειδικών εκκινητών και TaqMan 

ανιχνευτές για θέσεις στα χρωμοσώματα Α και Β. Μετρώνται οι θετικές αντιδράσεις 

για κάθε περίπτωση και υπολογίζεται η αναλογία. Στις περιπτώσεις τρισωμίας για το 

χρωμόσωμα Β, αναμένεται μια αναλογία μεγαλύτερη του 1, ενώ σε ευπλοειδικές η 

τελευταία θα είναι 1. (Zimmermann et al., 2008)  
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Α.2 Ψηφιακή PCR – Χρωμοσωμική Δόση μετά από ενίσχυση ειδικά 

μεθυλιωμένης περιοχής εμβρυϊκού DNA  

 

Η τεχνολογία της ψηφιακής PCR μπορεί να χρησιμοποιηθεί για να ενισχύσει 

περιοχές με συγκεκριμένο πρότυπο μεθυλίωσης, σε μια διαδικασία όπου προηγείται 

αντίδραση πέψης του μη μεθυλιωμένου μητρικού DNA για να παραμείνει μόνο το 

μεθυλιωμένο εμβρυϊκό. Στη συνέχεια το αποτέλεσμα της PCR συγκρίνεται με το 

αντίστοιχο από ενίσχυση περιοχής σε άλλο χρωμόσωμα αναφοράς προκειμένου να 

υπολογιστεί η Χρωμοσωμική Δόση και να γίνει διάγνωση ανευπλοειδιών. Η 

προσέγγιση αυτή είναι γνωστή ως Χρωμοσωμική Δόση που βασίζεται στην 

Επιγενετική (Epigenetic Genetic Chromosome Dosage Approach- EGG). 

Μια μελέτη στην οποία εφαρμόστηκε η προσέγγιση αυτή διέγνωσε με 

ευαισθησία 88,9% και ειδικότητα 96,3%  9 τρισωμίες 18 σε αρσενικά έμβρυα (Mann-

Whitney test,       P = 0.029). Η περιοχή του χρωμοσώματος 18 που ενισχύθηκε ήταν 

το γονίδιο VAPA- APCDD1, το οποίο είναι μεθυλιωμένο στο εμβρυϊκό αλλά όχι στο 

μητρικό DNA το οποίο μετά την απομόνωση απομακρύνθηκε με τη διαδικασία της 

πέψης. Η αναλογία του γονιδίου VAPA- APCDD1 προς την περιοχή ZFY βρέθηκε 

μεγαλύτερη σε όλες τις τρισωμίες που διαγνώσθηκαν (Tsui et al., 2010). 

Μια ακόμα μελέτη που χρησιμοποίησε την προσέγγιση της Χρωμοσωμικής 

δόσης με ενίσχυση ειδικά μεθυλιωμένων περιοχών εμβρυϊκού DNA διέγνωσε με 

ακρίβεια 96,5% 5 περιστατικά τρισωμίας 21 σε σύνολο 29 εμβρύων. Από τα 24 

έμβρυα που διαγνώσθηκαν ως φυσιολογικά στο 1 από αυτά η διάγνωση ήταν 

λανθασμένη. Ενισχύθηκε το γονίδιο HLCS (holocarboxylase synthetase) που 

βρίσκεται στο χρωμόσωμα 21 και είναι μεθυλιωμένο μόνο στο εμβρυϊκό DNA,  και 

υπολογίστηκε η αναλογία του ως προς περιοχή ZFY (Tong et al., 2010). 

Η χρήση της ψηφιακής PCR στη μη επεμβατική προγεννητική διάγνωση 

ανευπλοειδιών βρίσκεται ακόμα σε πειραματικό στάδιο και απαιτούνται πολλές 

έρευνες προκειμένου να βελτιωθούν τα πρωτόκολλα εφαρμογής της και  να αυξηθούν 

τα επίπεδα ευαισθησίας και ειδικότητάς της. 

 

 

 

 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
19/04/2024 05:51:29 EEST - 18.223.149.170



54 

 

Β. Αναλογία μονονουκλεοτιδικών πολυμορφισμών σε γονίδια με διαφορετικό 

πρότυπο μεθυλίωσης μεταξύ μητέρας εμβρύου  

 

Το διαφορετικό πρότυπο μεθυλίωσης μεταξύ μητρικού και εμβρυϊκού DNA 

έχει αξιοποιηθεί με διάφορους τρόπους ως εργαλείο για το διαχωρισμό και την 

περαιτέρω ανάλυση μόνο του εμβρυϊκού DNA. Μέχρι σήμερα έχουν προσδιορισθεί 

πλήθος γονιδίων που είναι διαφορετικά μεθυλιωμένα μεταξύ μητέρας-εμβρύου όπως 

το SERPINB5, το RASSF1A και πολλά άλλα που εντοπίζονται τόσο στο χρωμόσωμα 

21 (Old et al., 2007; Chim et al., 2008) όσο και στα υπόλοιπα χρωμοσώματα.  

Το γονίδιο SERPINB5, γνωστό και ως maspin, εντοπίζεται στο χρωμόσωμα 

18 και είναι υπομεθυλιωμένο στον πλακούντα και υπερμεθυλιωμένο στα μητρικά 

κύτταρα αίματος, γεγονός που τον καθιέρωσε ως τον πρώτο καθολικό μάρτυρα 

εμβρυϊκού DNA (Chim et al., 2005). 

Επιπλέον το SERPINB5 έχει δώσει μια αξιόπιστη ευκαιρία για εφαρμογή 

αυτού του διαφορετικού προτύπου μεθυλίωσης στην μη επεμβατική διάγνωση της 

τρισωμίας 18 (Tong et al., 2006). Με τη χρήση μετατροπής με δισουλφίδιο, όπου οι 

μη μεθυλιωμένες κυτοσίνες μετατρέπονται σε ουρακίλη, και PCR με ειδικούς 

εκκινητές για μεθυλιωμένο DNA, είναι εφικτή η ενίσχυση μόνο των επιθυμητών 

τμημάτων DNA (Εικόνα 13).  

Στη συνέχεια με τον προσδιορισμό της αναλογίας αλληλομόρφων με 

διαφορετικούς πολυμορφισμούς SNPs, μπορεί να γίνει διάγνωση τρισωμίας 18 σε 

ετερόζυγα έμβρυα. Η μέθοδος αυτή είναι γνωστή ως Αναλογία SNPs σε ειδικά 

μεθυλιωμένο DNA (Epigenetic SNP allelic ratio)  και πραγματοποιείται με ειδική 

PCR.  

Η μέθοδος αυτή μπορεί να εφαρμοσθεί μόνο όταν το έμβρυο να είναι 

ετερόζυγο για τον πολυμορφισμό στο SERPINB5 γονίδιο. Ένα ακόμα μειονέκτημα 

αυτής της προσέγγισης είναι ότι τα αντιδραστήρια που χρησιμοποιούνται για τη 

μετατροπή με χρήση δισουλφδίου, προκαλούν αποικοδόμηση του DNA μειώνοντας 

έτσι το DNA στόχο για περαιτέρω ανάλυση. Επίσης από την τελευταία διαδικασία 

προκαλούνται αλλαγές στην αλληλουχία του DNA.  
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Εικόνα 13. Διαδικασία μετατροπής με χρήση δισουλφιδίου και PCR ειδικής για 

μεθυλιωμένο DNA. Με τη διαδικασία αυτή όλες οι μη μεθυλιωμένες κυτοσίνες 

μετατρέπονται σε ουρακίλη. Στη συνέχεια με χρήση ειδικών εκκινητών 

μεθυλιωμένων ή μη επιτυγχάνεται η ενίσχυση των επιθυμητών τμημάτων DNA με 

ειδική PCR.   currentprotocols.com 

 

Προκειμένου να αποφευχθούν οι αρνητικές συνέπειες της μετατροπής με 

χρήση δισουλφιδίου που σχετίζονται με αλλαγή στην αλληλουχία του DNA και 

αποικοδόμησή του, η τεχνική αυτή αντικαταστάθηκε από κάποιους ερευνητές με τη 

χρήση ειδικών ενζύμων περιορισμού που πέπτουν το υπομεθυλιωμένο DNA 

αφήνοντας το υπερμεθυλιωμένο ανέπαφο για περαιτέρω επεξεργασία με PCR 

(Εικόνα 14). 

Με την εφαρμογή αυτής της τεχνικής ο RASSF1A καθιερώθηκε ως μάρτυρας 

εμβρυϊκού DNA (Chan et al., 2006).  Το γονίδιο αυτό όπως έχει ήδη αναφερθεί  

χρησιμοποιήθηκε στον προσδιορισμό Rhesus για την αποφυγή ψευδώς αρνητικών  

αποτελεσμάτων που οφείλονται σε μικρή ποσότητα απομονωμένου DNA ή/και 

προβλήματα στη διαδικασία απομόνωσής του (Chiu et al., 2007). 
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Εικόνα 14. Διάγραμμα που παρουσιάζει της διαφορές μεταξύ της (Α) της bisulphite 

conversion και (Β) της χρήσης ενζύμων περιορισμού στην πέψη μη μεθυλιωμένου 

DNA. Τα μαύρα lollopops αντιπροσωπεύουν μεθυλιωμένες και τα άσπρα μη 

μεθυλιωμένες κυτοσίνες.  Hung et al. 2008 

 

Ωστόσο, η προσέγγιση αυτή θέτει τον περιορισμό το υπό μελέτη γονίδιο να 

είναι υπερμεθυλιωμένο στον πλακούντα σε σχέση με μητρικά κύτταρα και επιπλέον 

να υπάρχουν ανάλογες θέσεις κοπής που να αναγνωρίζονται από ειδικά ένζυμα 

περιορισμού. 

 

Γ. Μαζική Παράλληλη Αλληλούχιση (Massive parallel sequencing) 

 

Δεδομένου ότι το ελεύθερο DNA του μητρικού πλάσματος είναι τεμαχισμένο 

για την ενίσχυσή του θα μπορούσε να χρησιμοποιηθεί μια μέθοδος ανεξάρτητη μιας 

συγκεκριμένης θέσης σε αντίθεση με εφαρμογή ειδικής PCR. Έτσι ένα αντίγραφο για 

παράδειγμα του χρωμοσώματος 21 θα μετράται πολλές φορές και όχι μόνο μια όπως 

με τις μεθόδους που ενισχύουν συγκεκριμένες θέσεις στα χρωμοσώματα (Εικόνα 15) 

(Chiu et al., 2009). 

Oι Chiu et al. (2008) και οι Fan et al., (2007) έδειξαν τη χρήση της μαζικής 

παράλληλης αλληλούχισης DNA από μητρικό πλάσμα για NIPD τρισωμίας 21 σε 

Illumina’s Genome Analyzer platform (Bentley et al., 2008).  

Στη μέθοδο αυτή προσδιορίζεται η αλληλουχία ενός μικρού τμήματος στο ένα άκρο 

κάθε μορίου DNA και ευθυγραμμίζεται (align) με τη βοήθεια υπολογιστή στο 

ανθρώπινο γονιδίωμα για να προσδιορισθεί η χρωμοσωμική του προέλευση (Εικόνα 

16).   
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Εικόνα 15. Σχηματική αναπαράσταση των μεθόδων που χρησιμοποιούν ενίσχυση 

συγκεκριμένων αλληλουχιών στο γονιδίωμα (locus specific) και αυτών που 

ανεξάρτητες από τη θέση (locus independent). (a) Με τη χρήση αυτής της μεθόδου 

χρειάζεται να μετρηθούν 5 αντίγραφα συγκεκριμένης θέσης στο 21
ο
 χρωμόσωμα για 

να αποτελούν ένα σύνολο των 5. (b) Με τη μέθοδο αυτή 5 αντίγραφα από 

οποιεσδήποτε περιοχές στο 21
ο
 χρωμόσωμα θα μπορούσαν δυνητικά να αποτελούν 

ένα σύνολο των 5.  (Chiu et al., 2009)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 

Εικόνα 16. Διάγνωση εμβρυϊκής τρισωμίας 21 με μαζική παράλληλη αλληλούχιση. 

Σε αυτή την προσέγγιση, γίνεται αλληλούχιση ενός τυχαίου αντιπροσωπευτικού 

μέρους των DNA μορίων του μητρικού πλάσματος. Στη συνέχεια η χρωμοσωμική 

προέλευση κάθε αλληλουχίας αναγνωρίζεται με μεθόδους βιοπληροφορικής. (Chiu et 

al., 2009) 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
19/04/2024 05:51:29 EEST - 18.223.149.170



58 

 

 

Οι Fan et al., (2008), χρησιμοποίησαν shotgun sequencing για προσδιορισμό 

ανευπλοειδιών από το ελεύθερο DNA του μητρικού πλάσματος. Για κάθε ασθενή 

πραγματοποιήθηκαν 5 εκατομμύρια αναγνώσεις αλληλουχιών. Η πυκνότητα των 

αναγνώσεων για κάθε χρωμόσωμα συγκρίθηκε με την αντίστοιχη που λαμβάνεται 

από φυσιολογικό δείγμα γενωμικού DNA και βρέθηκε ότι στην περίπτωση τρισωμίας 

21, οι προερχόμενες από αυτό αλληλουχίες ήταν 4-18% περισσότερες από αυτές στις 

δισωμικές περιπτώσεις. 

Πλεονεκτήματα αυτής της τεχνικής αποτελούν η επιτυχημένη διάγνωση των 

βασικών τρισωμιών, 13, 18 και 21, το γεγονός ότι είναι ανεξάρτητη από την ύπαρξη 

πολυμορφισμών και μπορεί να εφαρμοσθεί σε όλες τις εγκυμοσύνες και τέλος ότι έχει 

τη δυνατότητα να ανιχνεύσει μη ισοζυγισμένες μεταθέσεις. 

Βασικό μειονέκτημά της όμως είναι το υψηλό της κόστος και ο μεγάλος 

αριθμός δεδομένων που αναλύονται και ερμηνεύονται. Με τη σημερινή μορφή δεν 

είναι εφικτή η υιοθέτησή της σε έλεγχο ρουτίνας (throughput screening). 

 

 

2.2 Εμβρυϊκό mRNA- Διάγνωση Ανευπλοειδιών 

 

Όπως έχει ήδη αναφερθεί, τα μόρια RNA αντιπροσωπεύουν έναν από τους 

μάρτυρες εμβρυϊκού γενετικού υλικού και μπορούν να αποτελέσουν στόχο προς 

ενίσχυση για περαιτέρω ανάλυση. Ένα ανάλογο γονίδιο για το οποίο το mRNA στο 

μητρικό πλάσμα έχει αποδειχθεί ότι είναι αποκλειστικά εμβρυϊκής προέλευσης είναι 

το placenta-specific 4 (PLAC4) (Lo et al., 2007). Το γονίδιο αυτό εντοπίζεται στο 

χρωμόσωμα 21. Δεδομένης της θέσης του, το mRNA που προκύπτει από τη 

μεταγραφή του έχει χρησιμοποιηθεί στην NIPD τρισωμίας 21 με τη μέθοδο 

Αναλογίας μονονουκλεοτιδικών πολυμορφισμών (SNP- allelic ratio) (Lo et al., 

2007). 

Με τη μέθοδο αυτή υπολογίζεται η αναλογία αλληλομόρφων με διαφορετικές 

μεταλλάξεις σημείου. Πιο συγκεκριμένα, το mRNA μετά την απομόνωσή του από το 

μητρικό πλάσμα υφίσταται αντίστροφη PCR, αντίδραση επέκτασης βάσης και 

ανάλυση των αποτελεσμάτων με φασματογράφο μάζας. 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
19/04/2024 05:51:29 EEST - 18.223.149.170



59 

 

 Στην περίπτωση εμβρύου ετερόζυγου για τον συγκεκριμένο πολυμορφισμό, 

λαμβάνονται 2 ισοϋψείς κορυφές (αναλογία 1:1) όταν πρόκειται για φυσιολογική 

κύηση και 2 κορυφές, η μια διπλάσια της άλλης (αναλογία 2:1) όταν το έμβρυο 

πάσχει από τρισωμία 21 (Εικόνα 17). 

Η ευαισθησία της μεθόδου RNA-SNP-allelic ratio στη διάγνωση τρισωμίας 

από cffDNA μητρικού πλάσματος υπολογίστηκε στο 90%, ενώ η ειδικότητά της  στο 

96,5% (Lo et al., 2007).  

Βασικό μειονέκτημα της μεθόδου είναι ότι μπορεί να εφαρμοσθεί μόνο σε 

περιπτώσεις που το έμβρυο είναι ετερόζυγο για τον υπό εξέταση πολυμορφισμό. 

Αυτό προϋποθέτει ότι οι γονείς θα διαθέτουν διαφορετικά SNPs στο γονίδιο PLAC4. 

Έτσι η κλινική εφαρμογή της μεθόδου είναι περιορισμένη. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 17. Μέθοδος RNA-SNP allelic ratio σε ετερόζυγα έμβρυα και MS (mass 

spectrometry). Το RNA μετά την απομόνωσή του υφίσταται RT-PCR, αντίδραση 

επέκτασης βάσης και ανάλυση των αποτελεσμάτων σε φασματογράφο μάζας. Στην 

περίπτωση φυσιολογικής κύησης λαμβάνονται 2 ισοϋψείς κορυφές   (αναλογία 1:1) 

ενώ στην περίπτωση τρισωμίας 21 λαμβάνονται 2 κορυφές, η μια διπλάσια της άλλης 

(αναλογία 2:1). (Lo et al. 2007) 
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Σε πρόσφατη έρευνα για τη χρήση του mRNA στην NIPD τρισωμίας 21, 

εξετάστηκαν 153 δείγματα μητρικού πλάσματος γυναικών που κυοφορούσαν 

φυσιολογικά έμβρυα και έμβρυα με τρισωμία 21 (Tsui et al., 2010). Για τα δείγματα 

στα οποία το έμβρυο ήταν ετερόζυγο για τον υπό μελέτη SNP πολυμορφισμό, 

μετρήθηκε η αναλογία των αλληλομόρφων τόσο με συμβατικές μεθόδους 

(φασματογράφο μάζας-MS), όσο και με ψηφιακές (ψηφιακή PCR). Για εγκυμοσύνες 

με έμβρυα ομόζυγα για το SNP, υπολογίστηκε και η συνολική συγκέντρωση PLAC4 

mRNA στο μητρικό πλάσμα με PCR πραγματικού χρόνου και ψηφιακή PCR (Tsui et 

al., 2010).   

Με την RNA-SNP προσέγγιση επιτεύχθηκε διάγνωση τρισωμίας 21 με 

ευαισθησία 100% (95% CI, 40.2%–100%), και ειδικότητα 89.7% (95% CI, 78.8%–

96.1%), τόσο με τη χρήση φασματογράφου μάζας (MS) όσο και Ψηφιακής PCR. 

Στην προσέγγιση με ποσοτικό προσδιορισμό του mRNA, οι περιοχές κάτω 

από τις ROC καμπύλες ήταν 0,859 0.859 (95% CI, 0.741– 0.903) και 0.833 (95% CI, 

0.770–0.923).  

Τα αποτελέσματα της μελέτης αυτής δείχνουν ότι η ποσοτικοποίηση του 

PLAC4 mRNA θα μπορούσε να χρησιμοποιηθεί σε συνέργεια με την μέθοδο 

αναλογίας SNPs για να αυξήσει τον αριθμό των περιστατικών στα οποία μπορεί να 

εφαρμοσθεί NIPD τρισωμίας 21, ώστε να μην περιλαμβάνονται μόνο περιπτώσεις με 

ετερόζυγα έμβρυα. 

Βασικό πλεονέκτημα της χρήσης RNA μητρικού πλάσματος στην NIPD είναι 

η ύπαρξη μιας ενδογενούς διαδικασίας πολλαπλασιασμού με την οποία ένα γονίδιο 

μεταγράφεται σε πολλαπλά αντίγραφα mRNA. Ένα ακόμα πλεονέκτημα είναι ότι τα 

μόρια RNA μπορούν να εντοπιστούν εύκολα με αντίστροφη PCR ή άλλες διαδικασίες 

πολλαπλασιασμού (Lo et al., 2007).   
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Τελευταίες εξελίξεις στη μη επεμβατική προγεννητική διάγνωση ανευπλοειδιών 

 

Οι τεχνικές που αναφέρθηκαν ενέχουν πολλούς περιορισμούς ως προς την 

κλινική εφαρμογή τους σε όλες τις εγκυμοσύνες, όπως για παράδειγμα η εξάρτηση 

από την ύπαρξη ετεροζυγωτίας και διαφορετικών πολυμορφισμών. Επιπλέον μπορεί 

να απαιτούν συγκεκριμένο πρότυπο μεθυλίωσης ή/και συγκεκριμένες θέσεις κοπής 

από ένζυμα περιορισμού, μπορεί να προκαλούν αλλαγές στην αλληλουχία του DNA 

και αποικοδόμησή του, ή να έχουν υψηλό κόστος. Επιπρόσθετα, καμία από όσες 

αναφέρθηκαν δεν έχει ευαισθησία και ειδικότητα ανίχνευσης ανευπλοειδιών 100%. 

Πρόσφατα μια νέα τεχνική γνωστή ως Ανοσοκαθίζηση Μεθυλιωμένου DNA 

(MeDiP- methylated DNA immunoprecipitation) (Rakyan et al., 2008; Papageorgiou 

et al., 2009), άνοιξε το δρόμο για τη NIPD ανευπλοειδιών με απόλυτη ευαισθησία και 

ειδικότητα, και με δυνατότητα εφαρμογής από κάθε εργαστήριο και για όλες τις 

εγκυμοσύνες χωρίς περιορισμούς (Papageorgiou et al., 2011).  

 Η MeDiP χρησιμοποιεί ένα αντίσωμα ειδικό για την 5- μεθυλ-κυτιδίνη για να 

εντοπίσει τις μεθυλιωμένες περιοχές και έτσι να εμπλουτίσει το ειδικά μεθυλιωμένο 

εμβρυϊκό DNA (Weber et al., 2005).  

Οι Papageorgiou et al., (2009) χρησιμοποίησαν αυτή την τεχνική για να 

ερευνήσουν  το πρότυπο μεθυλίωσης των χρωμοσωμάτων 13, 18, 21, Χ και Υ, όπου 

εντόπισαν περισσότερες από 2000 διαφορετικά μεθυλιωμένες περιοχές (DMRs) 

μεταξύ εμβρύου-μητέρας. Επιπλέον απέδειξαν ότι αυτή η μέθοδος μπορεί να 

χρησιμοποιηθεί αποτελεσματικά και ως μέθοδος εμπλουτισμού του ελεύθερου 

εμβρυϊκού DNA. 

Σε μεταγενέστερη έρευνά τους οι Papageorgiou et al., (2011) χρησιμοποίησαν 

την παραπάνω μέθοδο σε συνδυασμό με ποσοτική φθορίζουσα PCR και με 

βιοπληροφορική για την επιτυχή διάγνωση τρισωμίας 21.  

Η αρχική υπόθεση ήταν ότι  θα μπορούσε να επιτευχθεί διαχωρισμός των 

φυσιολογικών από τις τρισωμικές κυήσεις συγκρίνοντας τις τιμές που θα 

λαμβάνονταν με χρήση επιλεγμένων, και όχι μίας μόνο, διαφορετικά μεθυλιωμένων 

περιοχών (DMRs) στο χρωμόσωμα 21.  Η σχηματική αναπαράσταση της 

προσέγγισης αυτής που βασίζεται στο ειδικά μεθυλιωμένο εμβρυϊκό DNA 

παρουσιάζεται στην εικόνα 18. 
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Εικόνα 18. Σχηματική αναπαράσταση της προσέγγισης που βασίζεται στην αναλογία 

εμβρυϊκού μεθυλιωμένου DNA. Ένα έμβρυο με τρισωμία 21 έχει ένα επιπλέον 

αντίγραφο της ειδικά μεθυλιωμένης περιοχής σε σύγκριση με ένα φυσιολογικό 

έμβρυο. O εμπλουτισμός του cffDNA με ειδικό αντίσωμα που ακολουθείται από 

qPCR πραγματικού χρόνου μιας περιοχής ειδικά μεθυλιωμένης στο εμβρυϊκό DNA 

επιτρέπει μια σχετική ποσοτικοποίηση του cffDNA σε τρισωμικές και φυσιολογικές 

πριπτώσεις.   (Papageorgiou et al., 2011)  

 

Το ελεύθερο εμβρυϊκό DNA θα πρέπει να είναι υπερμεθυλιωμένο στις θέσεις που 

εξετάζονται προκειμένου να εξαχθούν συμπεράσματα για τη χρωμοσωμική δόση.   

Αρχικά επέλεξαν ένα υποσύνολο διαφορετικά μεθυλιωμένων περιοχών 

(DMRs-Differentially Methylated Regions) του χρωμοσώματος 21 και υπολόγισαν 

την αναλογία του ειδικά μεθυλιωμένου εμβρυϊκού DNA προς τον μέσο όρο σε 

φυσιολογικές και τρισωμικές περιπτώσεις για κάθε μία από 12 περιοχές σε 20 

τρισωμικές και 20 ευπλοειδικές κυήσεις (Εικόνα 18). 

Η αναλογία αυτή βρέθηκε μεγαλύτερη του 1 όταν επρόκειτο για τρισωμία 

21 και μικρότερη του 1 όταν επρόκειτο για φυσιολογική κύηση. Με τον τρόπο αυτό 

επιτεύχθηκε επιτυχής διάκριση των τρισωμικών από τις ευπλοειδικές κυήσεις. 

Στη συνέχεια, βάσει της στάθμης σημαντικότητας της τιμής κάθε περιοχής, 

δημιουργήθηκε με στατιστικό πρόγραμμα (Wilks’ Lambda) μαθηματικός τύπος με 

ικανότητα πρόβλεψης της τρισωμίας 21: 
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   D = –6,331 + 0,959 XEP4 + 1,188 XEP5 + 0,424 XEP6 + 0,621 XEP7 + 0,028 

XEP8 + 0,387 XEP10 – 0,683 XEP11
 
+ 0,897 XEP12  

όπου D= Discriminating value- Τιμή διαχωρισμού, XEPn= τιμή αναλογίας κάθε 

περιοχής, n= αριθμός διαφορετικά μεθυλιωμένης περιοχής 

 

Αποδείχθηκε ότι όταν η τιμή διαχωρισμού είναι μεγαλύτερη του 0 τότε πρόκειται για 

κύηση με  Τρισωμία 21, ενώ όταν είναι μικρότερη ή ίση του 0, πρόκειται για 

φυσιολογική κύηση.  

Η ισχύς αυτού του τύπου επιβεβαιώθηκε σε 40 τυφλά δείγματα όπου 

προσδιορίστηκαν με ευαισθησία και ειδικότητα 100% όλες οι τρισωμικές 

κυήσεις.  

Η έρευνα των Papageorgiou et al., 2011 αποτελεί τη μοναδική μέχρι 

σήμερα που πέτυχε διάγνωση τρισωμίας 21 με ευαισθησία και ειδικότητα 100%. 

Η μέθοδος που χρησιμοποιήθηκε στη μελέτη αυτή, έχει προοπτική να εφαρμοσθεί 

στη διάγνωση και άλλων σημαντικών ανευπλοειδιών, αν ληφθούν υπόψη τα 

αποτελέσματα προηγούμενης έρευνας σχετικά με τη μεθυλίωση στα χρωμοσώματα 

13, 18, Χ και Υ (Papageorgiou et al., 2009). 

Η τεχνολογία της ανοσοκαθίζησης με αντισώματα σε συνδυασμό με ποσοτική 

PCR πραγματικού χρόνου και βιοπληροφορική είναι ακόμα σε πειραματικό στάδιο. 

Ωστόσο η υψηλή ευαισθησία και ειδικότητά της έχουν ανοίξει το δρόμο προς την 

μελλοντική εφαρμογή της στη μη επεμβατική προγεννητική διάγνωση των 

κυριότερων ανευπλοειδιών με ελεύθερο εμβρυϊκό DNA.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
19/04/2024 05:51:29 EEST - 18.223.149.170



64 

 

Συμπεράσματα 

 

O προγεννητικός έλεγχος αποτελεί αναπόσπαστο τμήμα της καθημερινής 

μαιευτικής πράξης. Για την πραγματοποίηση του όμως απαιτείται ανάλυση 

εμβρυϊκού υλικού που λαμβάνεται με επεμβατικές μεθόδους όπως η 

αμνιοπαρακέντηση και η βιοψία τροφοβλάστης, οι οποίες ενέχουν μικρό αλλά 

υπαρκτό κίνδυνο αποβολής (~1%). Ως εκ τούτου, αναζητούνται συστηματικά μη 

επεμβατικοί τρόποι λήψης εμβρυϊκού υλικού, για να μπορεί να εφαρμοστεί η 

προγεννητική διάγνωση σε όλες τις εγκύους, ανεξαρτήτως ηλικίας ή αντικειμενικού 

κινδύνου που έχουν να αποκτήσουν παιδί με κάποιο γενετικό νόσημα.  

Τα εμβρυϊκά κύτταρα και τα εμβρυϊκά νουκλεϊκά οξέα που απομονώνονται 

από το μητρικό πλάσμα αποτελούν πολύ σημαντικό βήμα προς την κατεύθυνση αυτή. 

Εμβρυϊκά τροφοβλαστικά αλλά και εμπύρηνα ερυθροκύτταρα έχουν χρησιμοποιηθεί 

στη διάγνωση φύλου, θαλασσαιμιών και ανευπλοειδιών. Ωστόσο ο πολύ μικρός 

αριθμός τους στην κυκλοφορία καθιστά δύσκολη την απομόνωσή τους, ακόμα και με 

τη χρήση μεθόδων εμπλουτισμού. Επιπλέον η αποπτωτική φύση των NRBCs 

δημιουργεί προβλήματα στη εφαρμογή της FISH αλλά της single cell PCR. Βασικά 

μειονεκτήματα της τελευταίας μεθόδου αποτελούν η πιθανότητα επιμόλυνσης και το 

φαινόμενο μη πολλαπλασιασμού του ενός αλληλομόρφου (ADO). Επομένως για την 

εφαρμογή της απαιτούνται δείκτες για να προσδιορίζεται η προέλευση του γενετικού 

υλικού και μεγάλος αριθμός κυττάρων για την αποφυγή λανθασμένης διάγνωσης 

εξαιτίας ADO. Το τελευταίο όμως δεν είναι ακόμη εφικτό παρά τις προόδους που 

έχουν γίνει στα πρωτόκολλα απομόνωσης εμβρυϊκών κυττάρων από μητρική 

κυκλοφορία. 

Παρά τις δυσκολίες που αναφέρθηκαν, οι έρευνες για τη χρήση των 

εμβρυϊκών κυττάρων στη μη επεμβατική προγεννητική διάγνωση συνεχίζονται. Η 

χρήση τροφοβλαστικών κυττάρων από διατραχηλική συλλογή είναι σε πειραματικό 

στάδιο αλλά οι επιστήμονες δείχνουν αισιόδοξοι. Επιπλέον η χρήση αρχέγονων  

εμβρυϊκών ερυθροβλαστών για την επαγωγή Πολυδύναμων Βλαστικών Κυττάρων 

που θα καλλιεργηθούν και θα δώσουν μεγαλύτερο αριθμό κυττάρων διαθέσιμων για 

ανάλυση, αποτελεί μια ενδιαφέρουσα προοπτική.  

 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
19/04/2024 05:51:29 EEST - 18.223.149.170



65 

 

Κάτι τέτοιο βρίσκεται σε πολύ πρώιμο στάδιο, καθότι δεν έχει επιτευχθεί 

ακόμα σε εμβρυϊκά κύτταρα μητρικού πλάσματος, αλλά μόνο σε κύτταρα αμνιακού 

υγρού και τροφοβλάστης, αλλά αν επιτευχθεί θα ανοίξει το δρόμο τόσο στη μη 

επεμβατική προγεννητική διάγνωση με εμβρυϊκά κύτταρα όσο και στην κυτταρική 

θεραπεία. 

Αντίθετα από τα εμβρυϊκά κύτταρα, το εμβρυϊκό DNA χρησιμοποιείται ήδη 

στη μη επεμβατική προγεννητική διάγνωση του φύλου, του Rhesus και σε κάποιες 

περιπτώσεις μονογονιδιακών ασθενειών όταν η πατρική μετάλλαξη διαφέρει της 

μητρικής. Η βελτιστοποίηση της ψηφιακής PCR,  θα βοηθήσει στη διάγνωση 

μονογονιδιακών νοσημάτων σε κάθε περίπτωση ανεξαρτήτως ομοιότητας μεταξύ 

πατρικών και μητρικών μεταλλάξεων.  

Τέλος η τεχνολογία της ανοσοκαθίζησης με χρήση αντισωμάτων για 

μεθυλιωμένο DNA, σε συνδυασμό με ποσοτική PCR πραγματικού χρόνου και 

βιοπληροφορική έχει προοπτική να εφαρμοστεί στη μη επεμβατική προγεννητική 

διάγνωση των κυριότερων ανευπλοειδιών χάρη στην υψηλή ευαισθησία και 

ειδικότητά της (100%). 

Οι νέες εξελίξεις στον τομέα της μη επεμβατικής προγεννητικής διάγνωσης 

είναι πιθανό ακόμη και μέσα στα επόμενα 5 έτη να καταστήσουν εφικτή εκτός από τη 

διάγνωση φύλου, Rhesus και μονογονιδιακών ασθενειών, αρχικά τη διάγνωση των 

συχνοτέρων αριθμητικών ανωμαλιών στο αίμα της εγκύου και στη συνέχεια τη 

διάγνωση όλων των χρωμοσωματικών ανωμαλιών. 
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