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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 

Ο μη επεμβατικός προγεννητικός έλεγχος (Non Invasive Prenatal Testing-NIPT) βασίζεται στην 

ανίχνευση και την ανάλυση του κυκλοφορούντος ελεύθερου εμβρυικού DNA (circulating cell-

free fetal DNA-ccffDNA), που απομονώνεται από το περιφερικό αίμα της εγκύου. Σήμερα, η 

αλληλούχιση νέας γενιάς (Next Generation Sequencing-NGS) έχει δώσει στον μη επεμβατικό 

προγεννητικό έλεγχο ανταγωνιστικό πλεονέκτημα στην ανίχνευση χρωμοσωμικών ανευπλοειδιών 

στην κλινική πράξη. Η εξέλιξη των τεχνικών της αλληλούχισης νέας γενιάς για τον μη επεμβατικό 

προγεννητικό έλεγχο επιτρέπει την ανίχνευση, εκτός από τις χρωμοσωμικές ανευπλοειδίες, 

χρωμοσωμικών μικροελλείψεων και μικροδιπλασιασμών καθώς και μονογονιδιακών νοσημάτων 

στο έμβρυο. Οι εφαρμογές του ελέγχου ΝΙΡΤ μέσω της αλληλούχισης νέας γενιάς διαρκώς 

αυξάνονται και εξελίσσονται, γιατί εκτός των παραπάνω, ελέγχεται πλέον όλο το γονιδίωμα του 

εμβρύου, το μεταγράφωμα και οι επιγενετικές του τροποποιήσεις, δίνοντας σημαντικές κλινικές 

πληροφορίες για την υγεία του εμβρύου και της μητέρας. Η βελτιστοποίηση των τεχνικών της 

αλληλούχισης νέας γενιάς, εκτός από την αύξηση της ευαισθησίας και της ειδικότητας των 

διαφόρων τεστ μη επεμβατικού προγεννητικού ελέγχου-ΝΙΡΤ που διατίθενται προς επιλογή, έχει 

συμβάλλει στη σημαντική μείωση του κόστους και της ψυχολογικής επιβάρυνσης των γονέων, 

παίζοντας σημαντικό ρόλο στην επιτυχή προγεννητική διάγνωση και στην παρακολούθηση της 

εξέλιξης μίας κύησης. 

Σκοπός της συγκεκριμένης μεταπτυχιακής διπλωματικής εργασίας είναι η διερεύνηση της 

σύγχρονης βιβλιογραφίας στη βιβλιογραφική βάση PUBMED για τον μη επεμβατικό 

προγεννητικό έλεγχο με αλληλούχιση νέας γενιάς. 

 

ΛΕΞΕΙΣ-ΚΛΕΙΔΙΑ: Non-invasive prenatal testing, next generation sequencing, massive-

parallel DNA sequencing, cell-free fetal DNA, aneuploidy screening, ΝΙΡΤ 
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ABSTRACT 

Non Invasive Prenatal Testing-NIPT involves the detection and sequence analysis of the 

circulating cell-free fetal DNA-ccffDNA, isolated from the maternal blood circulation.  

NIPT using Next Generation Sequencing (NGS) allows the detection of chromosomal 

aneuploidies, chromosomal microdeletions, microduplications and monogenic disorders of the 

fetus. In addition, NGS in NIPT can be used to screen the whole fetal and maternal genome, as 

well as the transcriptome and the epigenetic modifications of the fetal and maternal genome. 

Although the improvement of the NGS techniques has increased the sensitivity and specificity of 

NIPT, NIPT is still considered a screening test and not a diagnostic tool. 

Aim of this master’s thesis is a systematic review of the recent bibliography related to next 

generation sequencing-based NIPT. 

 

KEYWORDS: Non-invasive prenatal testing, next generation sequencing, massive-parallel 

DNA sequencing, cell-free fetal DNA, aneuploidy screening, NIPT 
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Α. ΕΙΣΑΓΩΓΗ  

Ο μη επεμβατικός προγεννητικός έλεγχος (Non Invasive Prenatal Testing-NIPT) βασίζεται στη 

χρήση του εμβρυικού γενετικού υλικού (circulating cell-free fetal DNA-ccffDNA) που 

απομονώνεται από το αίμα της εγκύου, για την ανίχνευση συγκεκριμένων γενετικών ανωμαλιών 

κατά την κύηση. Ο έλεγχος NIPT συχνά αναφέρεται και ως cell-free DNA testing, prenatal cell-

free DNA screening (Pös et al., 2019) ή και Non Ιnvasive Prenatal Screening-NIPS (Harraway, 

2017). Επίσης, αναφέρεται και ως μη επεμβατική προγεννητική διάγνωση (Non Ιnvasive Prenatal 

Diagnosis-NIPD. Ο τελευταίος όρος όμως μπορεί να είναι και λίγο παραπλανητικός, γιατί παρά 

την τάχιστη εξέλιξη στην εφαρμογή του μη επεμβατικού προγεννητικού ελέγχου, παραμένει 

ακόμη ένα screening test και όχι διαγνωστική μέθοδος (Kotsopoulou et al., 2015). Διαγνωστική 

αξία έχει στην περίπτωση διάγνωσης μονογονιδιακών νοσημάτων και στον καθορισμό του 

γονοτύπου Rhesus D, γιατί δεν έχουν αναφερθεί ψευδώς θετικά ή αρνητικά αποτελέσματα και δεν 

απαιτείται η επιβεβαίωση με κάποιο τεστ επεμβατικού προγεννητικού ελέγχου (Filoche et al., 

2017), (Shaw et al., 2020).  

Τα τελευταία χρόνια η αλληλούχιση νέας γενιάς έχει φέρει επανάσταση στον τομέα της 

προγεννητικής διάγνωσης, καθώς με την εφαρμογή του μη επεμβατικού προγεννητικού ελέγχου 

είναι δυνατό να ελεγχθεί η γενική κατάσταση και η υγεία ενός εμβρύου, χωρίς να τίθεται σε 

κίνδυνο το ίδιο και η κυοφορούσα (Renga, 2018). Με την ασφάλεια μίας απλής αιμοληψίας και 

την αποφυγή του επεμβατικού ελέγχου που περιλαμβάνει τη λήψη τροφοβλαστικού ιστού ή 

αμνιοπαρακέντηση, μειώνεται κατά πολύ το άγχος και η ψυχολογική καταπόνηση μίας εγκύου 

που είναι υποχρεωμένη να προβεί σε προγεννητικό έλεγχο, λόγω προχωρημένης ηλικίας, 

οικογενειακού κλινικού ιστορικού ή προηγούμενης παθολογικής κύησης (Kotsopoulou et al., 

2015), (Wang et al., 2020). Ο μη επεμβατικός προγεννητικός έλεγχος με αλληλούχιση νέας γενιάς 

αν και αρχικά ήταν αρκετά δαπανηρή μέθοδος προγεννητικού ελέγχου, γεγονός που τον 

καθιστούσε απαγορευτικό, κερδίζει όλο και περισσότερο έδαφος στον τομέα της προγεννητικής 

διάγνωσης (Breveglieri et al., 2019), (Labonté et al., 2019). 
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A.1. ΠΡΟΓΕΝΝΗΤΙΚΗ ΔΙΑΓΝΩΣΗ (ΠΡΟΓΕΝΝΗΤΙΚΟΣ ΈΛΕΓΧΟΣ) 

Η προγεννητική διάγνωση (προγεννητικός έλεγχος) έχει ως στόχο να ελεγχθεί η γενική κατάσταση 

και η υγεία ενός εμβρύου, καθώς οι γενετικές ανωμαλίες ευθύνονται για επιπλοκές της κύησης σε 

ποσοστό 3-5% (Renga, 2018). Οι χρωμοσωμικές ανωμαλίες εμφανίζονται σε συχνότητα 1/150 

γεννήσεις και οι συγγενείς ανωμαλίες παραμένουν η κύρια αιτία θανάτου νεογνών και παιδιών 

(Kochanek et al., 2012). Οι πιο συχνές χρωμοσωμικές ανωμαλίες είναι οι ανευπλοειδίες, οι 

μεταθέσεις, οι διπλασιασμοί και οι ελλείψεις, με την τρισωμία 21 (σύνδρομο Down) να 

εμφανίζεται σε συχνότητα 1/800 γεννήσεις. Η τρισωμία 13 (σύνδρομο Patau) και η τρισωμία 18 

(σύνδρομο Edwards) εμφανίζονται σε εμφανώς μικρότερο ποσοστό γεννήσεων, 1/7500 και 

1/15000, αντίστοιχα. Οι ανευπλοειδίες των φυλετικών χρωμοσωμάτων είναι πιο σπάνιες 

συγκριτικά με τις ανευπλοειδίες των αυτοσωμικών χρωμοσωμάτων. Η πιο συχνή βιώσιμη 

μονοσωμία είναι αυτή του χρωμοσώματος Χ (σύνδρομο Turner) (Renga, 2018). 

Σκοπός της προγεννητικής διάγνωσης είναι η παρακολούθηση της εξέλιξης μίας κύησης, η 

πρόγνωση πιθανών επιπλοκών που θα προκύψουν κατά τη γέννηση, καθώς και η ψυχολογική, 

κοινωνική και οικονομική προετοιμασία των γονέων για την απόκτηση ενός παιδιού με σοβαρά 

προβλήματα υγείας. Έτσι, τους παρέχεται η δυνατότητα της επιλογής διακοπής ή μη της κύησης 

και η γνώση για τις επιπτώσεις σε μελλοντικές κυήσεις (Kotsopoulou et al., 2015). 

Στις δεκαετίες του 1970 και 1980 ο κυριότερος παράγοντας που παρέπεμπε σε προγεννητικό 

έλεγχο ήταν η προχωρημένη ηλικία της μητέρας, ειδικά όταν αυτή ήταν μεγαλύτερη των 35 ετών 

και περιλάμβανε την εφαρμογή του κλασικού καρυοτύπου, όπου ανιχνεύονταν μόνο το 2% των 

χρωμοσωμικών ανωμαλιών (κυρίως τρισωμία 21) (Ferguson‐Smith and Yates, 1984), (Savva et 

al., 2006). Στη δεκαετία του 1990 προστέθηκαν οι βιοχημικές εξετάσεις στο δεύτερο τρίμηνο της 

κύησης, οι οποίες σε συνδυασμό με τον κλασικό καρυότυπο ανίχνευαν χρωμοσωμικές ανωμαλίες 

σε ποσοστό 4% (Benn et al., 2004). Στις αρχές του 2000, στον προγεννητικό έλεγχο κατά το πρώτο 

τρίμηνο της κύησης, προστέθηκε η μέτρηση της αυχενικής διαφάνειας σε συνδυασμό με τα 

επίπεδα των δεικτών PAPP-A και hCG στο αίμα της εγκύου. Αυτό είχε ως αποτέλεσμα την 

ανίχνευση των χρωμοσωμικών ανωμαλιών σε ποσοστό 6% και ειδικά για την τρισωμία 21 αυτή 

να ανιχνεύεται στις εννέα από τις δέκα περιπτώσεις (Syngelaki et al., 2011). 

Η εξέλιξη όμως στον προγεννητικό έλεγχο ήταν αναπόφευκτη, καθώς μετά την ανακάλυψη του 

κυκλοφορούντος ελεύθερου εμβρυικού DNA (circulating cell-free fetal DNA-ccffDNA) στο 
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περιφερικό αίμα της μητέρας, προέκυψε η δυνατότητα εφαρμογής τεχνικών μη επεμβατικού 

προγεννητικού ελέγχου για την ανίχνευση των πιο κοινών ανευπλοειδιών με μεγάλα ποσοστά 

ευαισθησίας και ειδικότητας. 

Σήμερα, η προγεννητική διάγνωση βασίζεται στην εφαρμογή διαφόρων τεχνικών, κάθε μία από 

τις οποίες χαρακτηρίζεται από διαφορετικό βαθμό επεμβατικότητας και χρόνου εφαρμογής κατά 

την κύηση, όπως φαίνεται στον Πίνακα 1 (Kotsopoulou et al., 2015). 

 

Πίνακας 1. Μέθοδοι προγεννητικής διάγνωσης, βαθμός επεμβατικότητας και χρόνος εφαρμογής 

τους κατά την κύηση (Kotsopoulou et al., 2015) 
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Α.1.1. ΠΡΟΓΕΝΝΗΤΙΚΟΣ ΈΛΕΓΧΟΣ 1ου ΤΡΙΜΗΝΟΥ 

Κατά το πρώτο τρίμηνο της κύησης πραγματοποιείται προγεννητικός έλεγχος με σκοπό την 

ανίχνευση χρωμοσωμικών ανωμαλιών του εμβρύου, κυρίως για τα αυτοσωμικά χρωμοσώματα 13, 

18 και 21, καθώς και ανευπλοειδίες των φυλετικών χρωμοσωμάτων. Πραγματοποιείται 

υπερηχογράφημα για τη μέτρηση της αυχενικής διαφάνειας, το αποτέλεσμα του οποίου σε 

συνδυασμό με την ηλικία και τα επίπεδα των δεικτών PAPP-A και hCG στο αίμα της εγκύου 

εκτιμούν την πιθανότητα ανίχνευσης εμβρύων με ανευπλοειδία σε ποσοστό μεγαλύτερο του 90% 

(Samura, 2020). 

 

Α.1.2. ΠΡΟΓΕΝΝΗΤΙΚΟΣ ΈΛΕΓΧΟΣ 2ου ΤΡΙΜΗΝΟΥ 

Κατά το δεύτερο τρίμηνο της κύησης ο έλεγχος περιλαμβάνει το triple test ή το quadruple test και 

τον υπερηχογραφικό έλεγχο του εμβρύου. Το triple test βασίζεται στη μέτρηση στον ορό της 

εγκύου της ελεύθερης β-hCG, της άλφα φετοπρωτεΐνης AFP και της μη συνδεδεμένης 

οιστραδιόλης. Το quadruple test περιλαμβάνει τη μέτρηση των προαναφερθέντων δεικτών και της 

ορμόνης ινχιμπίνη Α. Με το υπερηχογράφημα β΄ επιπέδου, ελέγχεται η ανάπτυξη του εμβρύου, η 

κατάσταση του πλακούντα, του ομφάλιου λώρου και η γενική εικόνα της μήτρας. Ο έλεγχος του 

2ου τριμήνου συμπληρώνει αυτόν του 1ου, γιατί ανιχνεύει ανωμαλίες που τυχόν δεν 

παρατηρήθηκαν κατά τον έλεγχο του 1ου τριμήνου (Samura, 2020). Συγκεντρωτικά, στον Πίνακα 

2 αναφέρεται ο προγεννητικός έλεγχος του 1ου και 2ου τριμήνου και το ποσοστό ανίχνευσης 

(detection rate) της τρισωμίας 21 (σύνδρομο Down) (Wagner et al., 2014). 
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Πίνακας 2. Προγεννητικός έλεγχος του 1ου και 2ου τριμήνου κύησης και ποσοστό ανίχνευσης 

(detection rate) της τρισωμίας 21 (σύνδρομο Down) (Wagner et al., 2014) 

 

 

Α.2. ΕΠΕΜΒΑΤΙΚΟΣ ΠΡΟΓΕΝΝΗΤΙΚΟΣ ΈΛΕΓΧΟΣ 

Ο επεμβατικός προγεννητικός έλεγχος περιλαμβάνει τη λήψη τροφοβλαστικού ιστού που 

πραγματοποιείται κατά την 11η-14η εβδομάδα κύησης, πλεονεκτώντας έναντι της δεύτερης 

επεμβατικής μεθόδου της αμνιοπαρακέντησης που γίνεται κατά τη 16η -20η, σε περίπτωση που 

απαιτείται διακοπή της κύησης (Hultén et al., 2003). Σε οποιαδήποτε επιπλοκή, η 

αμνιοπαρακέντηση μπορεί να πραγματοποιηθεί και μετά την 20η εβδομάδα, γνωρίζοντας όμως ότι 

μετά την 24η εβδομάδα υπάρχει νομικό κώλυμα στη χώρα μας για διακοπή της κύησης για 

οποιοδήποτε λόγο. Κατά την πρώτη επεμβατική μέθοδο η πιθανότητα αποβολής με τη λήψη 

χοριακών λαχνών υπολογίζεται σε 0,5-1% (Mujezinovic and Alfirevic, 2007). Κατά την 

αμνιοπαρακέντηση η πιθανότητα αποβολής υπολογίζεται σε ποσοστό μικρότερο του 0,5% (Tabor 
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and Alfirevic, 2010), (Samura, 2020). Κάποιες μελέτες υποστηρίζουν ότι τα ποσοστά αποβολής 

κατά την εφαρμογή του επεμβατικού ελέγχου, ενδέχεται να είναι κατά πολύ μικρότερα (Akolekar 

et al., 2015). 

Ο επεμβατικός προγεννητικός έλεγχος πραγματοποιείται με τον κλασικό καρυότυπο 

τροφοβλαστικού ιστού ή αμνιακού υγρού, την τεχνική FISH (Fluorescent In Situ Hybridization ή 

Φθορίζων in situ Υβριδισμός), την ταχεία ανίχνευση ανευπλοειδιών των χρωμοσωμάτων 13, 18, 

21, Χ και Y (Quantitative Fluorescent PCR-QF PCR) και την τεχνική του Συγκριτικού 

Γονιδιωματικού Υβριδισμού σε Μικροσυστοιχίες (array Comparative Genomic Hybridization, 

aCGH) ή μοριακός καρυότυπος σε δείγματα αμνιακού υγρού ή τροφοβλαστικού ιστού.  

 

Α.2.1. ΚΛΑΣΙΚΟΣ ΚΑΡΥΟΤΥΠΟΣ 

H κύρια μέθοδος για τη διάγνωση χρωμοσωμικών ανωμαλιών του εμβρύου είναι ο κλασικός 

καρυότυπος σε καλλιέργεια εμβρυικών κυττάρων που λαμβάνονται με αμνιοπαρακέντηση ή λήψη 

χοριακής λάχνης (τροφοβλαστικός ιστός). Ωστόσο, απαιτούνται περίπου 2 εβδομάδες για την 

ολοκλήρωση της εξέτασης (Kotsopoulou et al., 2015). Χαρακτηρίζεται ως gold standard μέθοδος, 

λόγω των εξαιρετικά χαμηλών ποσοστών ψευδώς θετικών ή αρνητικών αποτελεσμάτων (0,01-

0,02%), τα οποία συνήθως οφείλονται σε μητρική επιμειξία, σε μωσαϊκισμό τροφοβλάστης και 

λανθασμένες εργαστηριακές πρακτικές (Ledbetter et al., 1992). Με τον κλασικό καρυότυπο 

ανιχνεύονται ανευπλοειδίες αυτοσωμικών και φυλετικών χρωμοσωμάτων, χρωμοσωμικές 

μεταθέσεις (ισοζυγισμένες και μη) και σύνθετες ανωμαλίες. Μειονέκτημα της μεθόδου είναι ότι 

με την εφαρμογή της είναι δυνατή η ανίχνευση μόνο μεγάλων δομικών ανωμαλιών μεγέθους 5-

10Mb (Soler et al., 2017). 

 

Α.2.2. ΜΕΘΟΔΟΙ ΜΟΡΙΑΚΗΣ ΓΕΝΕΤΙΚΗΣ 

Με την εξέλιξη της τεχνολογίας στη μοριακή γενετική, δόθηκε η δυνατότητα εφαρμογής τεχνικών 

προγεννητικού ελέγχου μεγαλύτερης ακρίβειας και αξιοπιστίας. Οι συγκεκριμένες τεχνικές 

ξεπερνούν την ανάγκη του κλασικού καρυοτύπου για καλλιέργεια των εμβρυικών κυττάρων, με 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
04/08/2024 23:48:16 EEST - 18.116.36.159



14 
 

παράδοση του αποτελέσματος σε σχετικά σύντομο χρόνο και μείωση του άγχους των γονέων σε 

σημαντικό βαθμό (Cirigliano et al., 2004). 

Συγκεκριμένα, ο Φθορίζων in situ Υβριδισμός (Fluorescent In Situ Hybridization-FISH) βασίζεται 

στη χρήση ανιχνευτών (DNA probes) σημασμένων με φθοριοχρώματα, οι οποίοι υβριδίζονται με 

τη συμπληρωματική προς αυτούς αλληλουχία-στόχο DNA στα κύτταρα (Evans et al., 1999). Για 

τον προγεννητικό έλεγχο χρησιμοποιούνται ειδικοί ανιχνευτές για ολόκληρα χρωμοσώματα, 

κυρίως για τα 21, 18, 13, Χ και Υ. Η διακριτική ικανότητα της μεθόδου είναι μεγαλύτερη αυτής 

του καρυοτύπου (<5-10Mb), με τον περιορισμό ότι οι ανιχνευτές που θα χρησιμοποιηθούν θα 

πρέπει να είναι ειδικοί για συγκεκριμένο χρωμόσωμα ή γενετικό τόπο (Vialard et al., 2011). Σε 

περίπτωση αμφίβολου αποτελέσματος απαιτείται επιβεβαίωση με κλασικό καρυότυπο (Evans et 

al., 1999), (Caine et al., 2005). 

Η Quantitative Fluorescent PCR-QF PCR είναι μία μέθοδος που χρησιμοποιείται για την ταχεία 

ανίχνευση των πιο κοινών ανευπλοειδιών των χρωμοσωμάτων 21, 18, 13, Χ και Υ. Ο αριθμός των 

ανευπλοειδιών που ανιχνεύονται είναι μικρός, αποτελούν όμως το 80% των κλινικά σημαντικών 

χρωμοσωμικών ανωμαλιών που διαγιγνώσκονται στην προγεννητική περίοδο σε βιολογικά 

δείγματα αμνιακού υγρού, τροφοβλαστικού ιστού, εμβρυικού αίματος ή προϊόντος αποβολής. 

Στόχος της τεχνικής είναι η ενίσχυση ειδικών για κάθε χρωμόσωμα πολυμορφικών DNA 

αλληλουχιών–STRs δείκτες (Short Tandem Repeats), οι οποίοι ενισχύονται με τη χρήση 

φθοριζόντων εκκινητών. Οι ενισχυμένοι STRs δείκτες οπτικοποιούνται και ποσοτικοποιούνται 

σαν κορυφές (peak areas) κατά την ηλεκτροφόρηση σε αυτόματους DNA αναλυτές. Η QF PCR 

πλεονεκτεί έναντι του κλασικού καρυοτύπου, λόγω ότι απαιτείται μικρότερη αρχική ποσότητα 

εμβρυικού βιολογικού υλικού και μπορεί να εφαρμοστεί σε δείγματα που λαμβάνονται από τη 12η 

-34η εβδομάδα, χωρίς να επηρεάζεται η αξιοπιστία της. Σαφώς πρόκειται για μία πιο οικονομική 

και αυτοματοποιημένη μέθοδο καθώς στους DNA αναλυτές μπορεί να αναλυθεί ταυτόχρονα 

μεγάλος αριθμός δειγμάτων, συγκριτικά με τη μέθοδο FISH και τον καρυότυπο (Hultén et al., 

2003). Επιπλέον, δίνεται η δυνατότητα ελέγχου ξεχωριστά των μονοζυγωτικών και διζυγωτικών 

εμβρύων. Επίσης, στο ίδιο βιολογικό δείγμα μπορεί να πραγματοποιηθεί έλεγχος φορείας για 

συχνά μονογονιδιακά νοσήματα, όπως πχ η μετάλλαξη ΔF508 στο γονίδιο CFTR υπεύθυνο για 

την κυστική ίνωση. Μειονέκτημα της QF PCR είναι η μειωμένη ικανότητα ανίχνευσης 

μωσαϊκισμού και δομικών χρωμοσωμικών ανωμαλιών (αναστροφές, μεταθέσεις, 
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μικροδιπλασιασμοί, μικροελλείμματα, μικροενθέσεις) και ότι το αποτέλεσμα απαιτείται να 

επιβεβαιωθεί με κλασικό καρυότυπο (Shaffer and Bui, 2007). 

Ο Συγκριτικός Γενωμικός Υβριδισμός σε Μικροσυστοιχίες (array Comparative Genomic 

Hybridization, aCGH) χαρακτηρίζεται από υψηλή διακριτική ικανότητα για τον εντοπισμό εκτός 

από χρωμοσωμικές ανευπλοειδίες, ελλειμμάτων ή διπλασιασμών χρωμοσωμικού υλικού (Copy 

Number Variations-CNVs) σε ένα βιολογικό δείγμα (Benn et al., 2013). H μέθοδος στηρίζεται 

στην αρχή του ανταγωνιστικού υβριδισμού των νουκλεικών οξέων και εκμεταλλεύεται την 

τεχνολογία μικροεκτύπωσης ολιγονουκλεοτιδικών ανιχνευτών σε slides γυαλιού 

(μικροσυστοιχίες DNA), αλλά και τις δυνατότητες ανάλυσης των δεδομένων με προγράμματα 

βιοπληροφορικής. Ονομάζεται και μοριακός καρυότυπος, καθώς όπως και ο κλασικός καρυότυπος 

ανιχνεύει ελλείμματα και διπλασιασμούς χρωμοσωμικών τμημάτων αλλά με μεγαλύτερη 

διακριτική ικανότητα, γεφυρώνοντας το διαγνωστικό χάσμα μεταξύ της κλασικής και μοριακής 

γενετικής (Dugoff et al., 2016). Πιο συγκεκριμένα, ο μοριακός καρυότυπος ανιχνεύει 

χρωμοσωμικές ανευπλοειδίες, CNVs (ακόμη και μεγέθους 8-10Kb), μεταθέσεις και αναστροφές 

(όταν συνυπάρχει ποσοτική αλλαγή) και χρωμοσωμικά θραύσματα. Μειονέκτημα της μεθόδου 

είναι ότι δε μπορεί να ανιχνεύσει σημειακές αλλαγές στην αλληλουχία ενός γονιδίου, μικρές 

ενθέσεις και ελλείψεις νουκλεοτιδίων, νουκλεοτιδικές επεκτάσεις, ισοζυγισμένες μεταθέσεις και 

μικρό ποσοστό μωσαϊκισμού (Dugoff et al., 2016). 

Οι εξελιγμένες μέθοδοι επεμβατικού προγεννητικού ελέγχου έχουν το πλεονέκτημα του υψηλού 

βαθμού ανάλυσης των χρωμοσωμάτων, πολλές φορές όμως δίνουν κάποια αποτελέσματα 

άγνωστης κλινικής σημασίας, αυξάνοντας έτσι το άγχος των γονέων για την απόκτηση ενός υγιούς 

παιδιού (Kotsopoulou et al., 2015). 

 

Β. ΜΗ ΕΠΕΜΒΑΤΙΚΟΣ ΠΡΟΓΕΝΝΗΤΙΚΟΣ ΈΛΕΓΧΟΣ-ΝΙΡΤ 

To 1948 στο άρθρο των Mandel and Metais, αναφέρθηκαν οι πρώτες ενδείξεις για τα 

κυκλοφορούντα νουκλεινικά οξέα στο περιφερικό αίμα (cell free-cfDNA) (Mandel and Metais, 

1948). Πολύ αργότερα προέκυψαν διάφορες μελέτες επιστημονικών ομάδων σχετικά με την 

ταυτοποίηση και την απομόνωση εμβρυικών κυττάρων από το μητρικό περιφερικό αίμα (Bianchi 

et al., 1997), (Mavrou et al., 1998) με κυριότερη αυτή της ερευνητικής ομάδας του Lo το 1997, 

όπου για πρώτη φορά ανακοινώθηκε, η παρουσία και η απομόνωση κυκλοφορούντος ελεύθερου 
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εμβρυικού DNA (circulating cell-free fetal DNA-ccffDNA). Το απομονωθέν ccffDNA 

ενισχύθηκε με τη μέθοδο της PCR για την ταυτοποίηση μίας περιοχής στο χρωμόσωμα Υ, σε 

γυναίκες που κυοφορούσαν άρρενα έμβρυα (Dennis Lo et al., 1997). 

Έτσι, ξεκίνησε και η ιδέα της εφαρμογής του μη επεμβατικού προγεννητικού ελέγχου (Non 

Invasive Prenatal Testing-NIPT). Το ccffDNA απελευθερώνεται από τον τροφοβλαστικό ιστό που 

δομεί τον πλακούντα και ο λόγος της συγκέντρωσής του προς τη συγκέντρωση του ολικού cell 

free-cfDNA στο περιφερικό αίμα της μητέρας αναφέρεται ως εμβρυικό κλάσμα «fetal fraction». 

Στην Εικόνα 1 απεικονίζεται η προέλευση του ccffDNA στη μητρική κυκλοφορία (Pös et al., 

2019). 

Αρχικές μελέτες υπολόγιζαν με τη μέθοδο της Ποσοτικής Αλυσιδωτής Αντίδρασης Πολυμεράσης 

σε Πραγματικό Χρόνο (Quantitative Real Time PCR-qPCR) το ccffDNA στο αίμα της μητέρας 

σε ποσοστό 3-6% και μάλιστα σε μεγαλύτερη συγκέντρωση στο πλάσμα συγκριτικά με τον ορό 

(Y. M.Dennis Lo et al., 1998). Στην κυκλοφορία της εγκύου βρίσκονται κύτταρα προερχόμενα 

από το έμβρυο, όπως λευκά και ερυθρά αιμοσφαίρια, από τα οποία επίσης μπορεί να απομονωθεί 

το DNA του εμβρύου. Ωστόσο, το ccffDNA ανιχνεύεται σε μεγαλύτερο ποσοστό στη μητρική 

κυκλοφορία (Lo, 2000). Αργότερα, βρέθηκε ότι μπορεί να φθάνει και το 10-16% του συνολικού 

cell free-cfDNA που ανιχνεύεται στο αίμα της εγκύου (Lun et al., 2008), (Levy and Norwitz, 

2013), (Suzumori et al., 2016). 

H κυκλοφορία του ccffDNA στο αίμα της μητέρας ξεκινά από την 4η εβδομάδα κύησης και τα 

επίπεδά του αυξάνονται κατά την εξέλιξη της (Illanes et al., 2007), (Kinnings et al., 2015). Σε 

σύντομο χρονικό διάστημα, ακόμη και 2 ώρες μετά τη γέννηση, τα επίπεδα ανίχνευσης του 

ccffDNA πρακτικά μηδενίζονται, οπότε δεν υπάρχει κίνδυνος ανίχνευσης του σε επόμενες 

κυήσεις και η πιθανότητα σύγχυσης των αποτελεσμάτων (Y. M. Dennis Lo et al., 1998), (Dennis 

Lo et al., 1999), (Smid et al., 2003). 

Τα θραύσματα του ccffDNA είναι μικρότερα των 200bp (περίπου 143-150bp) (Chan et al., 2004), 

κατά πολύ μικρότερα από το cfDNA της μητέρας (400-500bp) (Li et al., 2004), γεγονός που 

λαμβάνεται υπόψη για τη μεταξύ τους διάκριση κατά την απομόνωση και ανάλυση τους (Chan et 

al., 2006), (Chim et al., 2008). 

 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
04/08/2024 23:48:16 EEST - 18.116.36.159



17 
 

 

Εικόνα 1. Προέλευση του ccffDNA στη μητρική κυκλοφορία (Pös et al., 2019) 

 

Σήμερα, η κύρια μέθοδος που εφαρμόζεται για την ενίσχυση και ταυτοποίηση των ccffDNA 

θραυσμάτων είναι η αλληλούχιση νέας γενιάς (Next Generation Sequencing-NGS), κατά την 

οποία ανιχνεύονται και προσδιορίζονται μονονουκλεοτιδικοί πολυμορφισμοί (Single Nucleotide 

Polymorphisms-SNPs), συγκεκριμένες αλληλουχίες και επιγενετικοί δείκτες κατά μήκος του 

γονιδιώματος (Yu et al., 2014), (Samura, 2020). 

Η συγκέντρωση του ccffDNA στο αίμα της μητέρας επηρεάζεται από την χρονική εξέλιξη της 

κύησης αλλά και από διάφορους παράγοντες, όπως το βάρος της εγκύου (Vora et al., 2012), η 

λήψη αντιπηκτικής αγωγής (Palomaki et al., 2011), η ύπαρξη ανευπλοειδιών στη μητέρα ή το 

έμβρυο (Fan et al., 2008), (Poon et al., 2013), (Zhou et al., 2015), η δίδυμη κύηση (Bischoff et al., 

2005) και αποτελεί καθοριστικό παράγοντα για τον επιτυχή έλεγχο ΝΙΡΤ με αλληλούχιση νέας 
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γενιάς (Attilakos et al., 2011). Ακόμη και το χρονικό διάστημα που μεσολαβεί μεταξύ της 

αιμοληψίας και της απομόνωσης του ccffDNA είναι κρίσιμης σημασίας. Για το λόγο αυτό το 

μητρικό αίμα αναμειγνύεται με φορμαλδεϋδη, ώστε να αποφευχθεί η λύση των κυττάρων και ο 

κατακερματισμός του ccffDNA από τη δράση των DNA νουκλεασών (Zhang et al., 2008). 

 

Β.1. ΑΛΛΗΛΟΥΧΙΣΗ ΝΕΑΣ ΓΕΝΙΑΣ-NEXT GENERATION SEQUENCING 

Η αλληλούχιση του DNA έχει παίξει σημαντικό ρόλο στην κατανόηση της βιολογίας του 

ανθρώπου και μετέπειτα στην κλινική διάγνωση (Koboldt et al., 2013). H αλληλούχιση πρώτης 

γενιάς (Sanger sequencing) αναπτύχθηκε για πρώτη φορά από τον Fred Sanger το 1977 και 

εφαρμόσθηκε για δεκαετίες στην έρευνα και την κλινική γενετική (Sanger et al., 1973), (Sanger 

and Coulson, 1975). Τρεις δεκαετίες αργότερα, η ανάπτυξη της τεχνολογίας έδωσε γέννηση στην 

αλληλούχιση δεύτερης και τρίτης γενιάς (Grumbt et al., 2013). Από το 2001, ο χρόνος και το 

κόστος αλληλούχισης έχουν μειωθεί δραματικά λόγω των εξελιγμένων δυνατοτήτων των νέων 

πλατφορμών Next Generation Sequencing-NGS (Mardis, 2014), (Fernandez-Cuesta et al., 2015). 

Η αλληλούχιση νέας γενιάς είναι γνωστή ως Next Generation Sequencing-NGS ή μαζική 

παράλληλη αλληλούχιση (Massive Parallel Sequencing-MPS) ή Deep Sequencing και δίνει 

σήμερα τη δυνατότητα παράλληλου χειρισμού μεγάλου αριθμού δειγμάτων (high-throughput 

DNA sequencing). Με την εφαρμογή της τεχνολογίας αυτής αναλύονται εκατομμύρια ή ακόμη 

και δισεκατομμύρια αλληλουχίες DNA ταυτόχρονα. Έτσι, είναι δυνατό να αλληλουχηθεί 

ολόκληρο το ανθρώπινο γονιδίωμα (Talkowski et al., 2012), συγκεκριμένες περιοχές αυτού, όπως 

εξόνια (de Ligt et al., 2012) ή συγκεκριμένα γονίδια και ομάδες γονιδίων, το μεταγράφωμα κα. 

(Ong et al., 2013). Είναι προφανές ότι με την αλληλούχιση νέας γενιάς προκύπτει ένας τεράστιος 

όγκος δεδομένων διαθέσιμος προς επεξεργασία, ώστε να είναι εφικτή πλέον η εφαρμογή της 

Εξατομικευμένης Ιατρικής (Behjati and Tarpey, 2013), (Hoadley et al., 2018). 

Στη μοριακή διαγνωστική χρησιμοποιούνται διάφορες Next Generation Sequencing-NGS 

πλατφόρμες ανάλογα με τις ανάγκες του κάθε εργαστηρίου, οι οποίες διαθέτουν συγκεκριμένα 

τεχνικά χαρακτηριστικά. Τα χαρακτηριστικά καθορίζονται από τη μέθοδο αλληλούχισης που 

εφαρμόζεται. Οι μέθοδοι αλληλούχισης νέας γενιάς είναι η αλληλούχιση με σύνθεση (sequencing 

by synthesis), η πυροαλληλούχιση (pyrosequencing), η αλληλούχιση με αντίδραση λιγάσης 
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(sequencing by ligation) και η αλληλούχιση μέσω ανίχνευσης ιόντων υδρογόνου (ion 

semiconductor sequencing) (Mardis, 2008), (Breveglieri et al., 2019). 

Ανεξάρτητα από τη μέθοδο στην οποία βασίζεται η αλληλούχιση, όλες οι NGS πλατφόρμες έχουν 

κοινές εργαστηριακές διαδικασίες. Αρχικά γίνεται η δημιουργία βιβλιοθήκης των θραυσμάτων 

DNA που προκύπτουν με χημικές ή ενζυμικές κατεργασίες (library preparation). Στα άκρα των 

θραυσμάτων συνδέονται με αντίδραση λιγάσης ειδικές αλληλουχίες (adaptors) που χρησιμεύουν 

για την ενίσχυση του γονιδιώματος (genome enrichment), την αναγνώριση του κάθε δείγματος και 

την αλληλούχιση (Breveglieri et al., 2019). Κατά την ενίσχυση προκύπτουν συστάδες (clusters) 

των πολλαπλασιασμένων θραυσμάτων, η κάθε μία προερχόμενη από τη βιβλιοθήκη ενός 

θραύσματος. Οι προαναφερθείσες μέθοδοι NGS έχουν ως αποτέλεσμα να δημιουργούν και να 

αναλύουν «short read» αλληλουχίες, συνήθως μεγέθους 600bp. Για το λόγο αυτό κατά το NGS 

παράγονται εκατομμύρια ή ακόμη και δισεκατομμύρια αλληλουχίες DNA ταυτόχρονα, οι οποίες 

στη συνέχεια θα ενωθούν για να αναλυθούν από το κατάλληλο υπολογιστικό πρόγραμμα. Επειδή 

κάθε θραύσμα DNA αλληλουχείται πολλές φορές προκύπτει όλο και περισσότερο αξιόπιστο 

αποτέλεσμα και έτσι δικαιολογείται και η ονομασία του Next Generation Sequencing-NGS ως 

«deep sequencing». Στο τέλος της αλληλούχισης γίνεται ταυτοποίηση και ανάλυση όλων των 

reads που παράχθηκαν, στοιχίζοντας τα (alignment) με την αλληλουχία του γονιδιώματος 

αναφοράς (ανθρώπινο DNA) (Oliver et al., 2015). Η ανάλυση γίνεται με την εφαρμογή 

πολύπλοκων βιοστατιστικών εργαλείων, όπου γίνεται αξιολόγηση παραμέτρων που 

χαρακτηρίζουν την απόδοση και την αξιοπιστία της πειραματικής διαδικασίας (Behjati and 

Tarpey, 2013), (Breveglieri et al., 2019). 

To κύριο πλεονέκτημα της αλληλούχισης νέας γενιάς συγκριτικά με την τεχνολογία της 

αλληλούχισης πρώτης γενιάς (Sanger sequencing) είναι η παράλληλη αλληλούχιση πολλαπλών 

δειγμάτων (το κάθε ένα διακρίνεται με συγκεκριμένη barcode αλληλουχία που συνδέεται με το 

DNA) με εξαιρετικά μεγάλη ακρίβεια. Η ταχύτητα με την οποία πραγματοποιείται η συγκεκριμένη 

διαδικασία είναι μεγάλη και το κόστος αλληλούχισης αρκετά χαμηλό εάν συγκριθεί με το Sanger 

sequencing (Goodwin et al., 2016). Είναι γνωστό ότι η πρώτη αλληλούχιση του ανθρώπινου 

γονιδιώματος διήρκησε περίπου 10 χρόνια και κόστισε σχεδόν 3 δις δολάρια σε αντίθεση με τα 

σημερινά δεδομένα όπου με το NGS το ανθρώπινο γονιδίωμα αλληλουχείται σε 1-2 ημέρες με 

κόστος μικρότερο των 1000 δολαρίων (Schwarze et al., 2020). 
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Η τεχνολογία της μαζικής παράλληλης αλληλούχισης εξελίσσεται διαρκώς για την κάλυψη των 

αναγκών και των κενών που προκύπτουν από την εφαρμογή της. Νέες πλατφόρμες NGS έχουν 

κατασκευασθεί κατά τις οποίες πραγματοποιείται πλέον η αλληλούχιση τρίτης γενιάς (3rd 

generation sequencing). Αποκαλείται και Single-Molecule Real-Time Sequencing (SMRT) κατά 

την οποία γίνεται αλληλούχιση μορίων DNA σε πραγματικό χρόνο, χωρίς να απαιτείται η 

ενίσχυσή τους. Πρόκειται για την εξέλιξη προς την αλληλούχιση «long read» αλληλουχιών. Έτσι, 

μειώνεται η πιθανότητα δημιουργίας μεταλλάξεων κατά την ενίσχυση, γεγονός που δίνει συχνά 

λανθασμένα αποτελέσματα με την τρέχουσα τεχνολογία (Mccarthy, 2010), (Ferrarini et al., 2013), 

(Berlin et al., 2015). 

Σήμερα η τεχνολογία του NGS εφαρμόζεται ευρέως στη διάγνωση και την πρόγνωση μίας 

πληθώρας γενετικά καθορισμένων και μη ασθενειών όπως οι ανοσολογικές διαταραχές, η 

ογκολογία και η επιλογή εξατομικευμένης θεραπείας, οι μολυσματικές λοιμώξεις, για 

επιδημιολογικές μελέτες και στον μη επεμβατικό προγεννητικό έλεγχο (Gwinn et al., 2019), 

(Gutowska-Ding et al., 2020). 

 

Β.2. O ΜΗ ΕΠΕΜΒΑΤΙΚΟΣ ΠΡΟΓΕΝΝΗΤΙΚΟΣ ΈΛΕΓΧΟΣ ΜΕ ΑΛΛΗΛΟΥΧΙΣΗ 

ΝΕΑΣ ΓΕΝΙΑΣ ΣΤΗΝ ΚΛΙΝΙΚΗ ΠΡΑΞΗ 

Για πρώτη φορά το 2008, πραγματοποιήθηκε μη επεμβατικός προγεννητικός έλεγχος με 

αλληλούχιση νέας γενιάς για την ανίχνευση της τρισωμίας 21 (σύνδρομο Down), βασιζόμενος 

στην ανίχνευση και τη γενετική ανάλυση του ccffDNA στο μητρικό αίμα και έχοντας ως 

πρόκληση το γεγονός της νουκλεοτιδικής ομολογίας κατά 50% μεταξύ του ccffDNA και του 

cfDNA της μητέρας (Fan et al., 2008). Η εφαρμογή κρίθηκε επιτυχής (Chiu et al., 2008). 

Επόμενη μελέτη των Palomaki et al. επιβεβαίωσε ότι η μέθοδος της αλληλούχισης νέας γενιάς για 

τον μη επεμβατικό προγεννητικό έλεγχο ανιχνεύει με σχεδόν 100% ειδικότητα και ευαισθησία 

την τρισωμία 21 σε κυήσεις υψηλού κινδύνου, με οικογενειακό κλινικό ιστορικό, με προχωρημένη 

ηλικία της μητέρας και υπερηχογραφικά ευρήματα (Palomaki et al., 2011). Στη συνέχεια η ίδια 

ερευνητική ομάδα υποστήριξε ότι ταυτόχρονα με την τρισωμία 21, ανιχνεύεται και η τρισωμία 18 

(σύνδρομο Edwards) με 99% ευαισθησία και ψευδώς θετικά αποτελέσματα σε ποσοστό 0,28%, 

καθώς και η τρισωμία 13 (σύνδρομο Patau) με 91,7% ευαισθησία και ψευδώς θετικά 
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αποτελέσματα σε ποσοστό 0,97%. Η εκτίμηση της συνολικής απόδοσης της μεθόδου ήταν για τα 

τρία σύνδρομα που αναφέρθηκαν 98,9% και με ποσοστό ψευδώς θετικού αποτελέσματος 1,4% 

(Palomaki et al., 2012). 

Παρόμοιες μελέτες πραγματοποιήθηκαν από αρκετές ερευνητικές ομάδες καταλήγοντας όλες σε 

παρόμοια ποσοστά εκτίμησης της απόδοσης του μη επεμβατικού προγεννητικού ελέγχου με 

αλληλούχιση νέας γενιάς. Ιδιαίτερης σημασίας είναι η μελέτη της ερευνητικής ομάδας του 

Κύπρου Νικολαϊδη το 2013. Το συμπέρασμα που προέκυψε ήταν ότι η ανίχνευση και ταυτοποίηση 

του ccffDNA στο μητρικό αίμα, στοχεύοντας σε συγκεκριμένους μονονουκλεοτιδικούς 

πολυμορφισμούς (Single Nucleotide Polymorphisms-SNPs) στα χρωμοσώματα 13, 18, 21, Χ και 

Υ με αλληλούχιση νέας γενιάς σε συνδυασμό με ειδικά αλγοριθμικά εργαλεία, είναι μία αξιόπιστη 

μέθοδος για την ανίχνευση αυτοσωμικών και φυλετικών χρωμοσωμικών ανευπλοειδιών και 

τριπλοειδίας κατά το πρώτο τρίμηνο της κύησης (Nicolaides et al., 2013). 

Σύμφωνα με το Αμερικανικό Κολλέγιο Ιατρικής Γενετικής και Γενωμικής (American College of 

Medical Genetics and Genomics), τη Διεθνή Ένωση για τη Προγεννητική Διάγνωση (International 

Society for Prenatal Diagnosis) και το Αμερικανικό Κολλέγιο Μαιευτήρων-Γυναικολόγων 

(American College of Obstetricians and Gynecologists Committee on Genetics) ο μη επεμβατικός 

προγεννητικός έλεγχος-ΝΙΡΤ με αλληλούχιση νέας γενιάς θα πρέπει να προσφέρεται ως ένα 

screening test σε γυναίκες με αυξημένο κίνδυνο κύησης εμβρύου με χρωμοσωμική ανευπλοειδία, 

από τη 10η εβδομάδα κύησης. Τα κριτήρια που πρέπει να ισχύουν είναι τα ακόλουθα: 

Ηλικία της μητέρας μεγαλύτερη των 35 ετών. Αναθεωρημένη οδηγία προτείνει ο έλεγχος να 

γίνεται ανεξαρτήτως ηλικίας της μητέρας (Rose et al. 2020), 

Υπερηχογραφικά ευρήματα στο έμβρυο που παραπέμπουν στην ύπαρξη χρωμοσωμικών 

ανευπλοειδιών, 

Ιστορικό προηγούμενης κύησης με τρισωμία, 

Παθολογικός βιοχημικός έλεγχος στο πρώτο και δεύτερο τρίμηνο της κύησης,  

Γονείς-φορείς ισοζυγισμένης μετάθεσης τύπου Robertson που προδιαθέτουν για κύηση 

αυξημένου κινδύνου για τρισωμία 13 ή 21 (Gregg et al., 2013), (Benn et al., 2013), (Skotko et al., 

2019). 
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Λόγω του γεγονότος ότι πρόκειται για ένα screening test, θα πρέπει πριν την επιλογή 

πραγματοποίησής του να δίνεται πλήρης ενημέρωση με γενετική συμβουλευτική στους γονείς για 

τις δυνατότητες και τους περιορισμούς που το χαρακτηρίζουν (ανίχνευση συγκεκριμένων 

ανευπλοειδιών και κάποιων συνδρόμων μικροελλείψεων και μικροδιπλασιασμών) (Hill et al., 

2012), (Renga, 2018), (van der Meij et al., 2019). Ο έλεγχος ΝΙΡΤ με αλληλούχιση νέας γενιάς 

ως μέθοδος μπορεί να δώσει ψευδώς θετικό αποτέλεσμα (στο χαμηλό ποσοστό του 0,5% ή και 

μικρότερο) και σε αυτή την περίπτωση θα πρέπει να γίνει επεμβατικός προγεννητικός έλεγχος με 

λήψη τροφοβλαστικού ιστού ή αμνιοπαρακέντηση για επιβεβαίωση του αποτελέσματος 

(Kotsopoulou et al., 2015). Επίσης, οι ενδιαφερόμενοι θα πρέπει να γνωρίζουν ότι κατά τον έλεγχο 

ΝΙΡΤ με αλληλούχιση νέας γενιάς ένα αρνητικό αποτέλεσμα δεν αποτελεί απόδειξη για κύηση 

εμβρύου χωρίς χρωμοσωμικές ανωμαλίες, γιατί υπάρχει και η πιθανότητα ενός ψευδώς αρνητικού 

αποτελέσματος (Chitty, 2021). Επομένως, το αποτέλεσμα του ελέγχου ΝΙΡΤ με αλληλούχιση νέας 

γενιάς θα πρέπει να συνεκτιμάται με το οικογενειακό ιατρικό ιστορικό, τον υπερηχογραφικό 

έλεγχο του εμβρύου, την επιβεβαίωση μονήρους ή δίδυμης κύησης, την εβδομάδα κύησης και την 

απουσία παθολογικών ευρημάτων (van den Berg et al., 2006), (de Jong and de Wert, 2015), 

(Yaron, 2016). Συμπερασματικά, ο έλεγχος ΝΙΡΤ με αλληλούχιση νέας γενιάς παραμένει ένα 

screening test και δεν αντικαθιστά τον επεμβατικό προγεννητικό έλεγχο του οποίου η διαγνωστική 

ακρίβεια είναι αναμφισβήτητη (Benn and Chapman, 2010), (Suciu et al., 2019), (Bawazeer et al., 

2021). 

Οι προαναφερθείσες επιστημονικές ενώσεις έχουν επίσης εκδώσει οδηγίες για τη διαδικασία 

γενετικής συμβουλευτικής που θα πρέπει να ακολουθείται από τους γενετικούς συμβούλους και 

γενικότερα τους επιστήμονες υγείας κατά τη συνεργασία τους με γονείς που επιλέγουν τον μη 

επεμβατικό προγεννητικό έλεγχο με αλληλούχιση νέας γενιάς (Benn et al., 2013), (Gregg et al., 

2013), (Benn et al., 2015). 

 

Β.3. ΤΕΧΝΙΚΕΣ ΑΛΛΗΛΟΥΧΙΣΗΣ ΝΕΑΣ ΓΕΝΙΑΣ ΓΙΑ ΤΟΝ ΜΗ ΕΠΕΜΒΑΤΙΚΟ 

ΠΡΟΓΕΝΝΗΤΙΚΟ ΕΛΕΓΧΟ-ΝΙΡΤ 

Από το 2011 και έπειτα, η συνεχής εξέλιξη της τεχνολογίας της αλληλούχισης νέας γενιάς έχει ως 

αποτέλεσμα να θεωρείται το NGS η κύρια μέθοδος κατά την οποία πραγματοποιείται ο μη 

επεμβατικός προγεννητικός έλεγχος-ΝΙΡΤ. Η αλληλούχιση νέας γενιάς επιλέγεται για τον έλεγχο 
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ΝΙΡΤ τόσο σε υψηλού, όσο και χαμηλού κινδύνου κυήσεις. Το ποσοστό ανίχνευσης των 

τρισωμιών είναι τόσο υψηλό, ώστε μηνιαίως σε αρκετά κέντρα προγεννητικού ελέγχου ανά τον 

κόσμο να έχουν μειωθεί τα ποσοστά επεμβατικού προγεννητικού ελέγχου με λήψη τροφοβλάστης 

κατά 77,2% και με αμνιοπαρακέντηση κατά 52,5% (Maddocks et al., 2009), (Larion et al., 2014), 

(Alberry et al., 2021). 

Αρχικά, ανιχνεύονταν μόνο οι κοινές αυτοσωμικές (τρισωμία 21, 13 και 18) χρωμοσωμικές 

ανευπλοειδίες (Nicolaides et al., 2012), (Palomaki et al., 2012). Στη συνέχεια, ο έλεγχος NIPT με 

NGS ενισχύθηκε με τη δυνατότητα ανίχνευσης του φύλου και φυλετικών χρωμοσωμικών 

ανευπλοειδιών (Samango-Sprouse et al., 2013). Τα πρόσφατα χρόνια, η εξέλιξη της τεχνολογίας 

του NGS έδωσε τη δυνατότητα εκτός των παραπάνω να ανιχνεύονται κατά τον έλεγχο ΝΙΡΤ 

μικροελλείψεις (Wapner et al., 2015), σπάνιες αυτοσωμικές ανευπλοειδίες, ελλείμματα και 

διπλασιασμοί (Manegold-Brauer et al., 2014), (Breveglieri et al., 2019). Σήμερα, δίνεται η 

δυνατότητα ανάλυσης ολόκληρου του εμβρυικού γονιδιώματος κατά τον έλεγχο ΝΙΡΤ με NGS, 

οπότε εκτός των παραπάνω ενισχύεται και η πιθανότητα ανεύρεσης κάποιας γενετικής ανωμαλίας 

που σχετίζεται με σοβαρές επιπλοκές για το έμβρυο (Pertile et al., 2017). 

Οι διευρυμένες δυνατότητες που χαρακτηρίζουν σήμερα τον έλεγχο ΝΙΡΤ οφείλονται στην 

εξελιγμένη τεχνολογία NGS που υλοποιεί τη μαζική παράλληλη αλληλούχιση όλου του 

γονιδιώματος (whole genome Next Generation Sequencing-NGS) (Taneja et al., 2016) και τον 

προσδιορισμό μονονουκλεοτιδικών πολυμορφισμών κατά μήκος αυτού (SNP-based targeted Next 

Generation Sequencing-NGS) (Pergament et al., 2014). Πιο συγκεκριμένα, η κυριότερη τεχνική 

παράμετρος που δίνει στην αλληλούχιση νέας γενιάς εξαιρετικές δυνατότητες ανάλυσης είναι το 

λεγόμενο sequencing depth, το οποίο αναφέρεται στις φορές που ένα νουκλεοτίδιο θα διαβαστεί 

κατά την ανάλυση. Όσο πιο πολλές φορές διαβαστεί ένα νουκλεοτίδιο (deep depth), τόσο 

περισσότερη αξιοπιστία υπάρχει στο αποτέλεσμα που προκύπτει. Η πραγματοποίηση του ελέγχου 

ΝΙΡΤ σε βαθμό όπου πλέον αναλύονται διαφορές στο γονιδίωμα σε επίπεδο νουκλεοτιδίων, είναι 

αποτέλεσμα του αυξημένου sequencing depth, που προέκυψε λόγω της εξέλιξης της τεχνολογίας 

της αλληλούχισης νέας γενιάς (Wong and Lo, 2016). 

Η συνεχής αναβάθμιση της τεχνολογίας της αλληλούχισης νέας γενιάς δίνει διαγνωστική 

δυναμική στον έλεγχο ΝΙΡΤ. Η συμβολή της στη μαζική εφαρμογή του τελευταίου έχει 

επισημανθεί από αρκετές κλινικές μελέτες αξιολόγησης που επιβεβαιώνουν την υψηλή απόδοση 
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του NGS, ώστε δικαίως να θεωρείται η κύρια και πλέον αξιόπιστη μέθοδος πραγματοποίησης του 

ελέγχου ΝΙΡΤ από πολλούς επιστημονικούς οργανισμούς (Benn et al., 2015), (Gregg et al., 2016), 

(Koumbaris et al., 2019). 

Για την πραγματοποίηση του ελέγχου ΝΙΡΤ μέσω NGS, βασική προϋπόθεση είναι η επιτυχής 

απομόνωση του ccffDNA, του οποίου η συγκέντρωση είναι πολύ μικρή (<1 μg/20ml μητρικού 

περιφερικού αίματος) (Jiang et al., 2012), (Boon and Faas, 2013). Για το λόγο αυτό ορίζεται ένα 

επίπεδο cut-off κατά τη μέτρηση του fetal fraction κατά το οποίο τιμές μικρότερες του 4% 

θεωρητικά δε δίνουν αξιόπιστα αποτελέσματα (Norton et al., 2012), (Yu et al., 2014), (Wataganara 

et al., 2016). Η συνήθης πρακτική περιλαμβάνει αρχικά την απομόνωση και ενίσχυση ταυτόχρονα 

του ccffDNA και του μητρικού cfDNA, τη μαζική παράλληλη αλληλούχιση τους σε πλατφόρμες 

NGS και τη σύγκριση αυτών στη συνέχεια με το ανθρώπινο γονιδίωμα αναφοράς (Fan et al., 

2008), (Chiu et al., 2008). Η αλληλούχιση νέας γενιάς και η εφαρμογή της στον μη επεμβατικό 

προγεννητικό έλεγχο-ΝΙΡΤ απεικονίζεται στην Εικόνα 2 (Wong and Lo, 2016). 

Γενικά, όλες οι τεχνικές NGS για τον έλεγχο ΝΙΡΤ ανιχνεύουν και καταγράφουν σε ποσοστά 

αλληλουχίες συγκεκριμένων χρωμοσωμικών θέσεων στο ccffDNA και το μητρικό cfDNA (Fan et 

al., 2008). Σε περίπτωση ανευπλοειδίας τα ποσοστά αυτά διαφέρουν σημαντικά από τα 

αναμενόμενα μίας φυσιολογικής κύησης (Chiu et al., 2008). Με την εφαρμογή συγκεκριμένων 

βιοστατιστικών αλγορίθμων γίνεται ο υπολογισμός και ο χαρακτηρισμός ως στατιστικά 

σημαντικός ή όχι των αποκλίσεων στις μετρήσεις των ποσοστών αυτών. Το πλεονέκτημα της 

εφαρμογής του NGS είναι ότι προκύπτει πολύ περισσότερος όγκος δεδομένων (συγκριτικά με το 

Sanger sequencing) διαθέσιμος προς ανάλυση και έτσι το αποτέλεσμα του ελέγχου NIPT 

χαρακτηρίζεται από μεγαλύτερη αξιοπιστία (Cuckle, 2016), (Hui and Bianchi, 2017). 
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Εικόνα 2. Η μαζική παράλληλη αλληλούχιση (Next Generation Sequencing-NGS) και η 

εφαρμογή της στον μη επεμβατικό προγεννητικό έλεγχο-ΝΙΡΤ (Wong and Lo, 2016) 
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Η αλληλούχιση νέας γενιάς εξελισσόμενη δίνει λύση στις νέες προκλήσεις που προκύπτουν 

διαρκώς στον τομέα του μη επεμβατικού προγεννητικού ελέγχου, όχι μόνο στη δυνατότητα που 

προσφέρει στην κατανόηση των γενετικών ανωμαλιών προγεννητικά, αλλά και στο σχεδιασμό 

νέων τεστ ΝΙΡΤ με NGS (Lo et al., 2010). Μία κύρια πρόκληση στην ταυτοποίηση χρωμοσωμικών 

ανωμαλιών είναι η ανάπτυξη αλγορίθμων που εφαρμόζονται για την ταυτοποίηση και ανάλυση 

εξαιρετικά μεγάλου αριθμού «short read» αλληλουχιών. Οι αλγόριθμοι αυτοί θα πρέπει να είναι 

ταυτόχρονα ακριβείς και αξιόπιστοι προς χρήση στην ανάλυση ενός αποτελέσματος NGS 

(Nepomnyashchaya et al., 2013). Η ανάπτυξη ενός τεστ ΝΙΡΤ με NGS καθορίζεται με βάση την 

ακρίβεια του αποτελέσματος που θα είναι ικανό να δώσει, το κόστος και την αποτελεσματική 

κάλυψη όλο και περισσότερων χρωμοσωμικών αλληλουχιών. Το κόστος εξαρτάται από τη μέθοδο 

NGS, τον διαγνωστικό αλγόριθμο και τον αριθμό των δειγμάτων που αναλύονται ανά run. Για 

οικονομικούς λόγους προτιμώνται οι targeted και οι SNP-based τεχνικές (Nepomnyashchaya et 

al., 2013). 

Οι τεχνικές NGS για τον έλεγχο ΝΙΡΤ βασίζονται σε δύο διαφορετικές προσεγγίσεις: την ποσοτική 

μαζική παράλληλη αλληλούχιση (shotgun ή targeted) για τον προσδιορισμό αλληλουχιών DNA 

και την ποιοτική μαζική παράλληλη αλληλούχιση για τον προσδιορισμό SNPs κατά μήκος του 

γονιδιώματος (Nepomnyashchaya et al., 2013). 

 

Β.3.1. ΠΟΣΟΤΙΚΗ ΜΑΖΙΚΗ ΠΑΡΑΛΛΗΛΗ SHOTGUN ΑΛΛΗΛΟΥΧΙΣΗ 

(QUANTITATIVE MASSIVELY PARALLEL SHOTGUN SEQUENCING-MPSS) ΓΙΑ 

ΈΛΕΓΧΟ ΝΙΡΤ 

Κατά την τεχνική Massively Parallel Shotgun Sequencing-MPSS αναλύονται σε μαζικό όγκο 

(δεκάδες εκατομμύρια) τυχαίες αλληλουχίες DNA μήκους 25-36bp από όλα τα χρωμοσώματα 

(shotgun), σε ένα και μόνο NGS run, δίνοντας τη δυνατότητα ανίχνευσης ανευπλοειδιών στο 

έμβρυο με μία απλή αιμοληψία στη μητέρα (Fan et al., 2008), (Chiu et al., 2008). Δεν απαιτείται 

κατακερματισμός του ccffDNA καθώς τα θραύσματα αυτού υπολογίζονται σε μικρότερα των 

200bp (Boon and Faas, 2013). Αφού γίνει η ενίσχυση και η αλληλούχιση ταυτόχρονα των 

ccffDNA και του μητρικού cfDNA, η νουκλεοτιδική αλληλουχία κάθε θραύσματος συγκρίνεται 

με το ανθρώπινο γονιδίωμα αναφοράς για ταυτοποίηση (Chan and Jiang, 2015). Από τη σύγκριση 

υπολογίζεται μία αναλογία (z-score) της νουκλεοτιδικής αλληλουχίας κάθε θραύσματος προς τις 
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αντίστοιχες αλληλουχίες των χρωμοσωμάτων αναφοράς (Palomaki et al., 2011), (Sehnert et al., 

2011), (Swanson et al., 2013). 

H τεχνική Massively Parallel Shotgun Sequencing- MPSS εφαρμόστηκε για πρώτη φορά το 2008 

σε δύο διαφορετικές πιλοτικές μελέτες των ομάδων των Fan et al. και Chiu et al., όπου και 

καταγράφηκε η ανίχνευση της τρισωμίας 21 με 100% ειδικότητα και ευαισθησία. Κατά την 

εφαρμογή της τεχνικής MPSS αλληλουχήθηκαν εκατομμύρια reads κάθε θραύσματος των 

ccffDNA και του μητρικού cfDNA, τα οποία στη συνέχεια συγκρίθηκαν με το ανθρώπινο 

γονιδίωμα αναφοράς και υπολογίσθηκε η εκπροσώπηση κάθε χρωμοσώματος (Fan et al., 2008), 

(Chiu et al., 2008), (Bianchi et al., 2014). 

Η τεχνική Massively Parallel Shotgun Sequencing- MPSS δίνει γενετική πληροφορία σε τεράστιο 

όγκο κατά μήκος ολόκληρου του γονιδιώματος καθορίζοντας ταυτόχρονα ποια χρωμοσώματα 

βρίσκονται σε πλεονασμό στο έμβρυο (Nepomnyashchaya et al., 2013), (Liao et al., 2014). Στις 

μη εγκυμονούσες γυναίκες με φυσιολογικό καρυότυπο, το 1,3% περίπου των θραυσμάτων 

ccfDNA προέρχονται από το χρωμόσωμα 21, γιατί το χρωμόσωμα 21 αποτελεί περίπου το 1,3% 

του ανθρώπινου γονιδιώματος. Κατά την κύηση, εάν το έμβρυο και η μητέρα έχουν φυσιολογικό 

καρυότυπο, το αναμενόμενο ποσοστό του ccfDNA που προέρχεται από το χρωμόσωμα 21 είναι 

πάλι περίπου 1,3%. Εάν το έμβρυο έχει τρία αντίγραφα του χρωμοσώματος 21, τότε το ccffDNA 

που προέρχεται από το χρωμόσωμα 21, θα βρίσκεται σε μεγαλύτερο ποσοστό στη μητρική 

κυκλοφορία (Samura, 2020). Σε γενικές γραμμές, εάν ο λόγος των αλληλουχιών του κάθε 

χρωμοσώματος που διαβάστηκαν προς τις αλληλουχίες των χρωμοσωμάτων αναφοράς υπερβαίνει 

ένα συγκεκριμένο κατώφλι (threshold), τότε ανιχνεύεται τρισωμία και το αποτέλεσμα 

καταγράφεται ως θετικό ή υψηλού κινδύνου για τρισωμία (Samura, 2020). Αυτού του τύπου οι 

υπολογισμοί αναφέρονται ως «counting» (Kotsopoulou et al., 2015). Στην Εικόνα 3 αποδίδεται 

σχηματικά η εφαρμογή της τεχνικής Massively Parallel Shotgun Sequencing-MPSS για τον μη 

επεμβατικό προγεννητικό έλεγχο-ΝΙΡΤ και την ανίχνευση χρωμοσωμικών ανευπλοειδιών 

(Nepomnyashchaya et al., 2013). 

Η τεχνική MPSS για τον έλεγχο ΝΙΡΤ δε δίνει τη δυνατότητα διάκρισης μεταξύ μητρικού και 

εμβρυικού DNA. Επιπλέον, επειδή οι «counting» τεχνικές ανιχνεύουν ποσοτικές διαφοροποιήσεις 

για την ταυτοποίηση ανευπλοειδιών, η αξιοπιστία του αποτελέσματος κρίνεται από το ποσοστό 

του ccffDNA στη μητρική κυκλοφορία (Levy and Norwitz, 2013). Αυτό το γεγονός αποτελεί 
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αντικειμενικό πρόβλημα για το screening στις πρώτες εβδομάδες της κύησης (Palomaki et al., 

2012), καθώς και στις γυναίκες με υψηλές τιμές BMI, όπου τα εμβρυικά ccffDNA θραύσματα 

είναι αντιστρόφως ανάλογα του βάρους της μητέρας (Fan et al., 2008), (Poon et al., 2013). Για να 

θεωρηθεί η συγκεκριμένη τεχνική αξιόπιστη πρέπει ο αριθμός των reads των αλληλουχιών που 

διαβάζονται κατά το NGS να είναι εξαιρετικά μεγάλος, περίπου 6,3 εκατομμύρια για το 

χρωμόσωμα 21 (Chiu et al., 2008). Παρόμοιες απαιτήσεις υπάρχουν και για τα χρωμοσώματα 13, 

18, Χ και Υ, γεγονός που καθιστά την εξέλιξη της συγκεκριμένης τεχνικής επιτακτική, όχι μόνο 

για την κάλυψη αυτών των χρωμοσωμάτων, αλλά και ολόκληρου του ανθρώπινου γονιδιώματος 

(Lau et al., 2012). Πράγματι, η εξέλιξη της τεχνικής MPSS είναι πλέον υπαρκτή και συνίσταται 

στην ανάπτυξη και εφαρμογή πιο εξειδικευμένων βιοστατιστικών αλγορίθμων που διακρίνουν 

αποτελεσματικά κάθε τύπου εμβρυική ανευπλοειδία (αυτοσωμική ή φυλετική) (Fan and Quake, 

2010), (Nepomnyashchaya et al., 2013). 

Μία καινοτομία που προσφέρει το Massively Parallel Shotgun Sequencing-MPSS στον έλεγχο 

NIPT είναι πλέον οι τεχνικές που βασίζονται σε single-end ή paired-end sequencing. Ειδικά η 

χρήση του paired-end sequencing δίνει πληροφορίες και για το μέγεθος και για τη θέση κάθε 

θραύσματος που ανιχνεύεται και αναλύεται. Αρκετές μελέτες μας πληροφορούν για την επιτυχή 

εφαρμογή της τεχνικής αυτής στα περισσότερα τεστ ΝΙΡΤ με NGS που είναι εμπορικά διαθέσιμα 

σήμερα (Yu et al., 2014) με την πρώτη εξ αυτών να δημοσιεύεται το 2017 (Cirigliano et al., 2017). 

Πρόσφατη μελέτη από τους Borth et al. επιβεβαιώνει την εφαρμογή paired-end NGS sequencing 

για την ανίχνευση των κοινών αυτοσωμικών και φυλετικών ανευπλοειδιών, καθώς και σπάνιων 

αυτοσωμικών ανευπλοειδιών, μικροελλείψεων και μικροδιπλασιασμών. Έτσι, σε έλεγχο ΝΙΡΤ με 

Massively Parallel Shotgun Sequencing-MPSS 13.607 εγκύων στη Γερμανία, 188 περιπτώσεις 

ανευρέθησαν ως υψηλού κινδύνου και επιβεβαιώθηκαν στη συνέχεια, δίνοντας έτσι στη 

συγκεκριμένη τεχνική υψηλά ποσοστά ευαισθησίας και ειδικότητας που αγγίζουν το 99%. 

Επιπλέον, η τεχνική αυτή είχε πολύ χαμηλό ποσοστό αποτυχίας εξαγωγής αποτελέσματος όταν το 

fetal fraction ήταν μικρότερο του 4% (Borth et al., 2021). 
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Εικόνα 3. Σχηματική απεικόνιση της τεχνικής Massively Parallel Shotgun Sequencing-MPSS για 

τον μη επεμβατικό προγεννητικό έλεγχο-ΝΙΡΤ για την ανίχνευση χρωμοσωμικών ανευπλοειδιών 

(Nepomnyashchaya et al., 2013) 

 

Η απόδοση της τεχνικής MPSS έχει αξιολογηθεί από πολλές ακαδημαϊκές ερευνητικές ομάδες 

ελέγχοντας τα τεστ ελέγχου ΝΙΡΤ που έχουν αναπτυχθεί από διάφορες βιοτεχνολογικές εταιρείες 

και εφαρμόζουν την τεχνική αυτή. Όλες οι μελέτες έδειξαν ότι η τεχνική MPSS ξεκάθαρα 

αναγνωρίζει χρωμοσωμικές ανωμαλίες σε ανευπλοειδικά έμβρυα, όπως φαίνεται και στον Πίνακα 

3. Ενδεικτικά αναφέρονται οι μελέτες των Fan et al., 2008 και Chiu et al., 2008, οι οποίες έδειξαν 

τη συμβολή της τεχνικής MPSS στην ανίχνευση ακόμη και μικρών ποσοτικών αλλαγών στις 

αλληλουχίες που αναλύονται κατά μήκος του εμβρυικού και μητρικού γονιδιώματος, με πιο 

απλοποιημένες διαδικασίες, χωρίς να χρειάζεται η δημιουργία βιβλιοθήκης για το ccffDNA (Fan 
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et al., 2008), (Chiu et al., 2008). 

 

Πίνακας 3. Κλινικές μελέτες αξιολόγησης της απόδοσης της εφαρμογής της τεχνικής Massively 

Parallel Shotgun Sequencing-MPSS στον μη επεμβατικό προγεννητικό έλεγχο-ΝΙΡΤ από 

διάφορες ακαδημαϊκές ερευνητικές ομάδες (Nepomnyashchaya et al., 2013) 

 

Σε διάφορες μελέτες που έχουν πραγματοποιηθεί για την αξιολόγηση της τεχνικής MPSS είτε στο 

γενικό πληθυσμό, είτε σε συνδυασμό κυήσεων υψηλού και χαμηλού κινδύνου, προέκυψε ότι η 

συγκεκριμένη τεχνική έχει εξαιρετικά μεγάλη απόδοση στην ανίχνευση της τρισωμίας 21 και σε 

κυήσεις χαμηλού κινδύνου. Έτσι, διαφάνηκε ότι η αλληλούχιση νέας γενιάς για τον έλεγχο ΝΙΡΤ 

μπορεί να αντικαταστήσει κάποια στιγμή τον παραδοσιακό βιοχημικό προγεννητικό έλεγχο (Lau 

et al., 2012), (Fairbrother et al., 2013). Ενδεικτικά, σε μελέτη των Nicolaides et al. ελέγχθηκαν με 

μη επεμβατικό προγεννητικό έλεγχο με την τεχνική MPSS, 1.949 κυήσεις χαμηλού κινδύνου. 

Κατά τη μελέτη αυτή προέκυψε το συμπέρασμα ότι η τεχνική MPSS έχει 100% ευαισθησία και 

ειδικότητα στην ανίχνευση τρισωμιών και στο γενικό πληθυσμό (Nicolaides et al., 2012). 

 

 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
04/08/2024 23:48:16 EEST - 18.116.36.159



31 
 

Β.3.2. ΠΟΣΟΤΙΚΗ ΜΑΖΙΚΗ ΠΑΡΑΛΛΗΛΗ ΣΤΟΧΕΥΜΕΝΗ ΑΛΛΗΛΟΥΧΙΣΗ 

(QUANTITATIVE MASSIVELY PARALLEL TARGETED SEQUENCING-MPΤS) ΓΙΑ 

ΈΛΕΓΧΟ ΝΙΡΤ 

Η διαφορά της τεχνικής Quantitative Massively Parallel Targeted Sequencing-MPΤS από την 

προαναφερθείσα Massively Parallel Shotgun Sequencing-MPSS έγκειται στο γεγονός ότι σε αυτή 

γίνεται αρχικά ενίσχυση (enrichment) και στη συνέχεια μαζική παράλληλη αλληλούχιση (NGS) 

συγκεκριμένων περιοχών των χρωμοσωμάτων 21, 13, 18, Χ και Υ και όχι τυχαίων από όλα τα 

χρωμοσώματα. 

Με τον τρόπο αυτό μειώνεται ο αριθμός των απαιτούμενων reads που πρέπει να αλληλουχηθούν 

μαζικά, περίπου στο 1 εκατομμύριο από τα 6-10 εκατομμύρια reads που απαιτεί η τεχνική MPSS, 

ώστε ο έλεγχος NIPT με αυτή την τεχνική να θεωρείται αξιόπιστος. Μάλιστα, έχει δημοσιευθεί 

μελέτη κατά την οποία διαπιστώθηκε ότι εφαρμόζοντας την τεχνική Quantitative Massively 

Parallel Targeted Sequencing και τη βιοπληροφορική ανάλυση Digital Analysis of Selected 

Regions (DANSR), απαιτήθηκαν μόλις 420.000 reads για κάθε δείγμα για να προκύψει αξιόπιστο 

αποτέλεσμα για τον έλεγχο ΝΙΡΤ (Stokowski et al., 2015). 

Επίσης, το κόστος της τεχνικής αυτής είναι κατά πολύ μειωμένο, καθώς μπορούν να 

αλληλουχηθούν παράλληλα πολλά δείγματα με πολύ μεγαλύτερο sequencing depth συγκριτικά με 

την τεχνική MPSS (Sparks et al., 2013), (Liao et al., 2014). Επιπλέον, η αναβάθμιση της 

τεχνολογίας του NGS δίνει τη δυνατότητα της προσεκτικής επιλογής των αλληλουχιών προς 

ανάλυση κατά το σχεδιασμό των τεστ που χρησιμοποιούν την τεχνική αυτή. Έτσι, μειώνονται 

σημαντικά τα προβλήματα που προκύπτουν κατά την ανάλυση ολόκληρου του γονιδιώματος, 

όπως το %GC και οι επαναλαμβανόμενες αλληλουχίες (Sparks et al., 2012), (Nepomnyashchaya 

et al., 2013). Ωστόσο, στην περίπτωση ύπαρξης ανευπλοειδιών διαφορετικών από αυτές των 

χρωμοσωμάτων 21, 13, 18, Χ και Υ, δεν υπάρχει η δυνατότητα ανίχνευσής τους με την 

Quantitative Massively Parallel Targeted Sequencing τεχνική (Renga, 2018). 

Ενδεικτικά, από μελέτη που διεξήχθη για τον υπολογισμό της ευαισθησίας της τεχνικής 

Quantitative Massively Parallel Targeted Sequencing κατά την εφαρμογή της στον έλεγχο NIPT, 

υπολογίσθηκε ότι η ανίχνευση της τρισωμίας 21 ανέρχεται σε ποσοστό 100% και της τρισωμίας 

18 και τρισωμίας 13 στα 98% και 80%, αντίστοιχα (Ashoor et al., 2013). 
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Αξίζει να αναφερθεί ότι οι δύο προηγούμενες «counting» τεχνικές απαιτούν για την εξαγωγή του 

αποτελέσματος τη χρήση εξειδικευμένων εργαλείων βιοπληροφορικής με μεγάλη υπολογιστική 

ισχύ (Mackie et al., 2017). Για την εξαγωγή του αποτελέσματος λαμβάνεται υπόψη στη 

βιοστατιστική ανάλυση η ηλικία της μητέρας και η εβδομάδα κύησης όπου έγινε η αιμοληψία για 

την απομόνωση του ccffDNA (Sparks et al., 2012). Επιπλέον, απαιτείται οι χειριστές των 

προγραμμάτων αυτών να έχουν μεγάλη εμπειρία για την αξιολόγηση όλων των παραμέτρων που 

πρέπει να ληφθούν υπόψη για την εξαγωγή του αποτελέσματος π.χ. αξιολόγηση του αριθμού των 

reads για κάθε δείκτη, τη συνολική απόδοση του NGS run από τεχνική άποψη και τη διακύμανση 

στην απόδοση ενίσχυσης δεικτών σε κάθε χρωμόσωμα ξεχωριστά (εξαρτάται από τη σύσταση 

GC%) (Fan et al., 2008), (Chiu et al., 2008), (Sparks, Struble, et al., 2012). Σε γενικές γραμμές 

απαιτείται αυστηρός διορθωτικός έλεγχος κατά την ανάλυση ενός αποτελέσματος ελέγχου ΝΙΡΤ, 

καθώς τα ποσοστά ευαισθησίας και ειδικότητας που χαρακτηρίζουν κάθε τεχνική NGS που 

εφαρμόζεται, βασίζονται σε μεγάλο ποσοστό από την εφαρμογή βιοστατιστικών αναλύσεων, οι 

οποίες ανάλογα με το στατιστικό πακέτο που χρησιμοποιείται παρουσιάζουν διάφορες 

διακυμάνσεις (Gil et al., 2015), (Christiaens et al., 2021).  

Στον Πίνακα 4 αναφέρονται μελέτες, όπου στην κάθε μία συμμετείχαν παραπάνω από 100 

γυναίκες με υψηλού κινδύνου κυήσεις, κατά τις οποίες αξιολογήθηκε η απόδοση τεχνικών MPSS 

και MPΤS στον έλεγχο ΝΙΡΤ. Από τη στατιστική ανάλυση προκύπτει ότι συνδυαστικά για τις 

τρισωμίες 21, 18 και 13 οι τεχνικές αυτές ανιχνεύουν αυτή την ανευπλοειδία με ευαισθησία 

99,64% και ειδικότητα 99,96%, με μόλις τρεις περιπτώσεις ψευδώς αρνητικού αποτελέσματος και 

εννέα περιπτώσεις ψευδώς θετικού αποτελέσματος (Liao et al., 2014). 
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Πίνακας 4. Μεγάλης κλίμακας μελέτες για την αξιολόγηση των τεχνικών αλληλούχισης νέας 

γενιάς MPSS και MPΤS για την ανίχνευση της τρισωμίας 21, 18 και 13 κατά τον έλεγχο ΝΙΡΤ 

(Liao et al., 2014) 
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Β.3.3. ΠΟΙΟΤΙΚΗ ΜΕΘΟΔΟΣ ΠΡΟΣΔΙΟΡΙΣΜΟΥ ΜΟΝΟΝΟΥΚΛΕΟΤΙΔΙΚΩΝ 

ΠΟΛΥΜΟΡΦΙΣΜΩΝ ΜΕ ΑΛΛΗΛΟΥΧΙΣΗ ΝΕΑΣ ΓΕΝΙΑΣ (QUALITATIVE SNP-

BASED TARGETED ΝΕΧΤ GENERATION SEQUENCING) ΓΙΑ ΈΛΕΓΧΟ ΝΙΡΤ 

Η ιδέα ενός τεστ μη επεμβατικού προγεννητικού ελέγχου που βασίζεται στην αλληλούχιση του 

γονιδιώματος μέσω NGS για τον ποιοτικό προσδιορισμό μονονουκλεοτιδικών πολυμορφισμών 

(Single Nucleotide Polymorphisms-SNPs) στο ccffDNA του εμβρύου και στο cfDNA της 

μητέρας, προέκυψε από την ερευνητική ομάδα του Dhallan (Dhallan et al., 2007). Στη συνέχεια, 

η συγκεκριμένη τεχνική αναπτύχθηκε και από άλλες ερευνητικές ομάδες, όπου θεωρήθηκε 

εξαιρετικά αποδοτική όσον αφορά την αξιοπιστία του αποτελέσματος NIPT, αλλά και το μειωμένο 

κόστος συγκριτικά με τις «counting» NGS τεχνικές (Sparks et al., 2012), (Hall et al., 2014). 

Επειδή τα SNPs αποτελούν μόνο το 1,6% του ανθρώπινου γονιδιώματος από την αρχή εφαρμογής 

αυτής της μεθόδου ελέγχου ΝΙΡΤ μέσω NGS γίνονταν προσπάθειες αύξησης της απόδοσης της 

με βελτίωση της πολλαπλής ενίσχυσης και της αλληλούχισης με NGS (Liao et al., 2012).  

Δημοσιευμένες μελέτες επιβεβαιώνουν την εξαιρετικά μεγάλη απόδοση της συγκεκριμένης 

τεχνικής όπως αυτή των Nicolaides et al. το 2013, κατά την οποία 242 γυναίκες ελέγχθηκαν για 

τις κοινές αυτοσωμικές και φυλετικές ανευπλοειδίες. Μεταξύ αυτών βρέθηκαν 25 περιπτώσεις 

εμβρύων με τρισωμία 21 με 100% ευαισθησία και 100% ειδικότητα και μηδενικά ψευδώς θετικά 

και αρνητικά αποτελέσματα (Nicolaides et al., 2013). Σε άλλη μελέτη των Zimmerman et al. το 

2012 ελέγχθηκαν 166 έγκυοι με την τεχνική αυτή και επιτυχώς ανιχνεύθηκαν 11 έμβρυα με 

τρισωμία 21, 3 έμβρυα με τρισωμία 18, 2 έμβρυα με τρισωμία 13, δύο με μονοσωμία Χ και άλλα 

δύο 47, ΧΧΥ έμβρυα (Zimmerman et al., 2012). Από την έρευνα προκύπτει ότι ο έλεγχος ΝΙΡΤ 

με NGS βασισμένος στον ποιοτικό προσδιορισμό μονονουκλεοτιδικών πολυμορφισμών κατά 

μήκος του γονιδιώματος του εμβρύου είναι αξιόπιστος για την ανίχνευση κοινών ανευπλοειδιών 

σε ποσοστό μεγαλύτερο του 99% και ψευδώς θετικό αποτέλεσμα της τάξης του 0,1% (Fauzdar, 

2014). 

Η ανίχνευση SNPs στοχευμένα σε συγκεκριμένα χρωμοσώματα δίνει πολύ περισσότερη γενετική 

πληροφορία για το ccffDNA και το cfDNA της μητέρας σε σύγκριση με τις «counting» NGS 

τεχνικές, καθώς επιτυγχάνεται η απόλυτη διάκρισή τους. Κατά τον τρόπο αυτό μπορεί να 

καθοριστεί και η κληρονόμηση ενός SNP από τον πατέρα (Liao et al., 2012), (Skrzypek and Hui, 

2017). Στην περίπτωση όμως της υποβοηθούμενης αναπαραγωγής με δωρεά ωαρίου ή της 
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μεταμόσχευσης οργάνων πριν την κύηση στη μητέρα, η συγκεκριμένη μέθοδος δεν είναι ιδιαίτερα 

αποδοτική (Benn et al., 2013). H ποιοτική μέθοδος προσδιορισμού SNPs με αλληλούχιση νέας 

γενιάς έχει το πλεονέκτημα της ανίχνευσης τριπλοειδίας και μονογονεϊκής δισωμίας, και γενικά 

της διάκρισης μεταξύ φυσιολογικών και παθολογικών εμβρύων βασιζόμενη σε εξελιγμένες 

προσεγγίσεις μελέτης του γονιδιώματος (Levy and Norwitz, 2013), (Nicolaides et al., 2013), 

(Kotsopoulou et al., 2015), (Alberry et al., 2021).  

Αρχικά, κατά την εφαρμογή αυτής της τεχνικής γινόταν η ενίσχυση, αλληλούχιση, ταυτοποίηση 

συγκεκριμένων SNPs με NGS και υπολογισμός alleles ratios για το έμβρυο και τη μητέρα για το 

χρωμόσωμα υπό διερεύνηση. Ωστόσο, δε δύναται με την τεχνική αυτή να ανιχνευθούν πιθανή 

τριπλοειδία και μεταθέσεις (Liao et al., 2010). H συγκεκριμένη τεχνική δεν αξιοποιήθηκε για 

εμπορικούς σκοπούς, ούτε αξιολογήθηκε ποτέ από κλινικές μελέτες (Renga, 2018). 

Στη συνέχεια, η εξέλιξη της τεχνολογίας νέας γενιάς έδωσε στη συγκεκριμένη τεχνική τη 

δυνατότητα να πραγματοποιεί την ενίσχυση, αλληλούχιση, ταυτοποίηση συγκεκριμένων SNPs με 

NGS και την εφαρμογή πολύπλοκων βιοστατιστικών πακέτων ανάλυσης (Bayesian statistics-

Maximum Likelihood estimation) για να δοθεί το αποτέλεσμα σε copy number (αριθμός 

αντιγράφων). Συγκεκριμένα, κατά την τεχνική αυτή γίνεται πολλαπλή ενίσχυση και αλληλούχιση 

περίπου 20.000 SNPs (Kotsopoulou et al., 2015). Η αξιολόγηση του αποτελέσματος γίνεται 

βιοστατιστικά με βάση την υπόθεση ότι το έμβρυο μπορεί να είναι μονοσωμικό, δισωμικό ή 

τρισωμικό (Zimmermann et al., 2012). Ο συγκεκριμένος έλεγχος ΝΙΡΤ μέσω της αλληλούχισης 

νέας γενιάς πλεονεκτεί έναντι όλων των προηγούμενων τεχνικών, γιατί δύναται να ανιχνεύσει 

μονοσωμίες, δισωμίες, τρισωμίες, καθώς και τριπλοειδία με εφαρμογή quality control που 

απορρίπτει πληροφορίες μη στατιστικά σημαντικές από πολλαπλές πολυμορφικές θέσεις 

(Nicolaides et al., 2013). Η ευαισθησία της τεχνικής ξεπερνά το 99% για την ανίχνευση 

ανευπλοειδίας στα χρωμοσώματα 21, 18, 13, Χ και Υ (Fan et al., 2008), (Gregg et al., 2013).  

Στον Πίνακα 5 συγκρίνονται τα ειδικά τεχνικά χαρακτηριστικά και η απόδοση των κυριότερων 

τεστ που είναι εμπορικά διαθέσιμα από βιοτεχνολογικές εταιρείες για τον έλεγχο ΝΙΡΤ με 

αλληλούχιση νέας γενιάς (Kotsopoulou et al., 2015). 
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Πίνακας 5. Σύγκριση των κυριότερων τεστ ελέγχου ΝΙΡΤ με αλληλούχιση νέας γενιάς από 

πολυεθνικές βιοτεχνολογικές εταιρείες (Kotsopoulou et al., 2015) 

 

 

Β.3.4. ΕΠΙΓΕΝΕΤΙΚΗ ΑΝΑΛΥΣΗ ΜΕ ΑΛΛΗΛΟΥΧΙΣΗ ΝΕΑΣ ΓΕΝΙΑΣ ΓΙΑ ΈΛΕΓΧΟ 

ΝΙΡΤ 

Η επιγενετική ανάλυση του γονιδιώματος είναι μία ακόμη τεχνική αλληλούχισης νέας γενιάς για 

τον μη επεμβατικό προγεννητικό έλεγχο. Η μεθυλίωση του DNA είναι ένας επιγενετικός 

μηχανισμός, κατά τον οποίο στο δινουκλεοτίδιο CpG η κυτοσίνη μεθυλιώνεται στον 5' άνθρακα. 

Η μεθυλίωση του DNA σχετίζεται με τη μεταγραφική αποσιώπηση του γονιδιώματος, ειδικά όταν 

συμβαίνει στην περιοχή του υποκινητή ενός γονιδίου (Suzuki and Bird, 2008). Με την εφαρμογή 

του Whole Genome Bisulfite Sequencing (WGBS) σε πλατφόρμες NGS ανιχνεύεται η μεθυλίωση 

ή όχι της κυτοσίνης στο γονιδίωμα. Βασίζεται στη χρήση του sodium bisulfite, το οποίο 

μετατρέπει κάθε μη μεθυλιωμένη κυτοσίνη σε ουρακίλη, ενώ παραμένει άθικτη κάθε μεθυλιωμένη 

κυτοσίνη (Tong et al., 2006). Κατά την αλληλούχιση οι ουρακίλες διαβάζονται ως θυμίνες, ενώ 

οι μεθυλιωμένες κυτοσίνες διαβάζονται ως κυτοσίνες. Στο τέλος της αλληλούχισης εξάγεται το 

συμπέρασμα ποιες κυτοσίνες αρχικά ήταν μεθυλιωμένες ή όχι σε σύγκριση με το γονιδίωμα 

αναφοράς (Wong and Lo, 2016). 

Οι επιγενετικές διαφορές κατά μήκος του γονιδιώματος καθορίζουν τη διαφορετική γονιδιακή 
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έκφραση σε κάθε ιστό, λόγω υπομεθυλίωσης ή υπερμεθυλίωσης και αυτό το γεγονός επιδιώκει να 

διαλευκάνει το Whole Genome Bisulfite Sequencing (WGBS) μέσω NGS (Poon et al., 2002).  

Με το Whole Genome Bisulfite Sequencing (WGBS) μέσω NGS είναι δυνατό να ανιχνευθούν 

διαφορές σε μεθυλιωμένες περιοχές στο ccffDNA και στο DNA της μητέρας σε επίπεδο ανάλυσης 

1Μb, κατά μήκος ολόκληρου του γονιδιώματος (Lun et al., 2013), (Wong and Lo, 2016). Το 

πρότυπο μεθυλίωσης του ccffDNA είναι όμοιο με αυτό του DNA προερχόμενο από κύτταρα του 

πλακούντα, ενώ το πρότυπο μεθυλίωσης του cfDNA της μητέρας είναι ίδιο με αυτό που δίνουν 

κύτταρα της μητρικής κυκλοφορίας (Chan et al., 2006). Το γεγονός αυτό επιβεβαιώνει την 

προέλευση του ccffDNA και ενισχύει την άποψη γιατί μπορεί να χρησιμοποιείται ως βιολογικό 

υλικό μελέτης στον μη επεμβατικό προγεννητικό έλεγχο-NIPT με NGS (Kotsopoulou et al., 2015), 

(Breveglieri et al., 2019). 

Με την εφαρμογή του WGBS κατά τον έλεγχο ΝΙΡΤ έχει παρατηρηθεί ότι αρκετοί επιγενετικοί 

δείκτες διαφέρουν στο ccffDNA και στο DNA της μητέρας (Chim et al., 2005), (Chan et al., 2006), 

όπως και η ύπαρξη συγκεκριμένων μεθυλιώσεων σε ανευπλοειδικά χρωμοσώματα στο έμβρυο 

(Tong, Chiu et al., 2010), (Tong, Jin, et al., 2010). Για παράδειγμα, ο υποκινητής του γονιδίου 

SERPINB5 δεν είναι μεθυλιωμένος σε κύτταρα του πλακούντα, αλλά υπερμεθυλιωμένος στα 

ερυθροκύτταρα της μητέρας (Bellido et al., 2010). Το ογκοκατασταλτικό γονίδιο RASSF1A δεν 

είναι μεθυλιωμένο σε κύτταρα του πλάσματος της μητέρας, αλλά υπερμεθυλιωμένο στον 

πλακούντα (Chan et al., 2006), (Breveglieri et al., 2019). 

Πρόσφατη μελέτη των Gordevicius et al. ενισχύει την εφαρμογή ελέγχου ΝΙΡΤ με επιγενετική 

ανάλυση μέσω NGS, καθώς μπορεί επιτυχώς να διακρίνει τα θραύσματα ccffDNA από το μητρικό 

cfDNA λόγω της διαφορικής μεθυλίωσης τους και να ανιχνεύσει με ακρίβεια 100% την τρισωμία 

21, καθώς τα τρισωμικά έμβρυα έχουν διαφορετικό πρότυπο μεθυλίωσης από τα φυσιολογικά 

(Gordevicius et al., 2020). 

Η κύρια εφαρμογή της επιγενετικής ανάλυσης με NGS κατά τον έλεγχο ΝΙΡΤ είναι ο 

προσδιορισμός του φύλου και η ανίχνευση πιθανών φυλοσύνδετων χρωμοσωμικών ανωμαλιών 

του εμβρύου (Kotsopoulou et al., 2015). Η πρώτη ιδέα για την εφαρμογή του ελέγχου ΝΙΡΤ ήταν 

ο προσδιορισμός του φύλου και ειδικά η ανίχνευση των αρρένων εμβρύων σε περίπτωση φορείας 

από τη μητέρα ενός Χ-φυλοσύνδετου νοσήματος π.χ. μυική δυστροφία Duchenne ή αιμορροφιλία 

(Lo et al., 1990), (Stanghellini et al., 2006), (Breveglieri et al., 2019). Η γνώση του φύλου είναι 
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εξαιρετικής σημασίας σε παθολογικές καταστάσεις, όπως η περίπτωση συγγενούς υπερπλασίας 

των επινεφριδίων, λόγω έλλειψης της 21-υδροξυλάσης (Hill et al., 2011). Γνωρίζοντας από τις 

πρώτες εβδομάδες της κύησης το φύλο του εμβρύου, εάν αυτό είναι θήλυ, αποφεύγεται η 

αρρενοποίηση του εμβρύου με τη χορήγηση στη μητέρα δεξαμεθαζόνης (Shah and Smart, 1996), 

(Hyett et al., 2005), (Nimkarn and New, 2010). 

Ο μη επεμβατικός προγεννητικός έλεγχος δεν είναι τόσο αποδοτικός στον έλεγχο των φυλετικών 

χρωμοσωμάτων, λόγω ότι συχνά προκύπτουν αμφίβολα αποτελέσματα (Ronzoni et al., 2021). 

Ειδικά, η επιγενετική ανάλυση με NGS κατά τον έλεγχο ΝΙΡΤ χαρακτηρίζεται από χαμηλή θετική 

προγνωστική αξία (Positive Predictive Value-PPV) στον έλεγχο των φυλετικών χρωμοσωμάτων 

(Lüthgens et al., 2021). Σε μελέτη των Wang et al. υπολογίσθηκε η συνολική θετική προγνωστική 

αξία στον έλεγχο των φυλετικών χρωμοσωμάτων σε ποσοστό 57,6% στον έλεγχο ΝΙΡΤ με NGS. 

Συγκεκριμένα, υπολογίσθηκε PPV 21,4% για το σύνδρομο Turner (45,X), 75% για το σύνδρομο 

Triplo X (47,XXX), 90,9% για το σύνδρομο Kleinefelter (47,XXY) και 75% για το σύνδρομο 

XYY (47,XYY) (Wang et al., 2020). Για το λόγο αυτό, ο έλεγχος ΝΙΡΤ για ανευπλοειδία 

φυλετικών χρωμοσωμάτων με NGS δε θεωρείται μέχρι στιγμής διαγνωστικός, καθώς απαιτείται 

η επιβεβαίωση ενός θετικού ή υψηλού κινδύνου αποτελέσματος με επεμβατικό προγεννητικό 

έλεγχο (Wang et al., 2020), (Zheng et al., 2020), (Chitty, 2021).  

Πρέπει να τονιστεί ότι το κόστος εφαρμογής του ελέγχου ΝΙΡΤ με επιγενετική ανάλυση μέσω 

NGS είναι σαφώς μικρότερο από αυτό της shotgun ή targeted ποσοτικής μαζικής παράλληλης 

αλληλούχισης, γιατί η συγκεκριμένη τεχνική απαιτεί πολύ φθηνότερο εξοπλισμό και είναι και 

λιγότερο απαιτητική για ακριβά αντιδραστήρια αλληλούχισης (Benn et al., 2013), (Pös et al., 

2019). 

 

Β.3.5. ΑΝΑΛΥΣΗ ΤΟΥ ΜΕΤΑΓΡΑΦΩΜΑΤΟΣ ΜΕ ΑΛΛΗΛΟΥΧΙΣΗ ΝΕΑΣ ΓΕΝΙΑΣ 

ΓΙΑ ΈΛΕΓΧΟ ΝΙΡΤ 

Εκτός από το ccffDNA, υπάρχει και το cell-free fetal RNA στη μητρική κυκλοφορία. H ανάλυση 

του cell-free fetal RNA (prenatal plasma transcriptomic analysis) με αλληλούχιση νέας γενιάς 

προκειμένου να γίνει μη επεμβατικός προγεννητικός έλεγχος-ΝΙΡΤ είναι μία πολύπλοκη 

διαδικασία. Είναι γνωστό ότι το cell-free fetal mRNA που απομονώνεται αντικατοπτρίζει τη 
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μεταγραφική δραστηριότητα, η οποία παρουσιάζει διακυμάνσεις ανάλογα με τον ιστό όπου 

μεταγράφεται ή το χρονικό διάστημα ανάπτυξης του εμβρύου. Αντίθετα, η έκφραση και η 

αλληλουχία του ccffDNA στη μητρική κυκλοφορία είναι σταθερή σε όλη τη διάρκεια της κύησης 

(Poon et al., 2000). Επιπλέον, το RNA δεν είναι τόσο σταθερό στη διαχείρισή του ως βιολογικό 

υλικό και όπως απομονώνεται ως ολικό στη συντριπτική του πλειοψηφία αποτελείται από rRNA. 

Το τελευταίο έχει μικρή διαγνωστική αξία στην περίπτωση του προγεννητικού ελέγχου.  

Ωστόσο, το 2014 από τους Tsui et al. με αλληλούχιση νέας γενιάς (RNA-seq) αναλύθηκε το 

μεταγράφωμα σε cell-free fetal RNA στη μητρική κυκλοφορία. Παρατηρήθηκε ότι με την πρόοδο 

της κύησης αυξάνονται τα αντίγραφα του cell-free fetal RNA (Tsui et al., 2014). Τα 

μεταγραφώματα του cell-free fetal RNA μπορούν να αναλυθούν και να δώσουν πληροφορίες για 

την κατάσταση του εμβρύου (Koh et al., 2014). Για παράδειγμα, μπορεί η συγκεκριμένη τεχνική 

να εφαρμοστεί για την εκτίμηση της πιθανότητας εμφάνισης προεκλαμψίας (Hahn et al., 2011), 

(Oudejans, 2015). 

Η πρόκληση για την εφαρμογή της αλληλούχισης νέας γενιάς για τον έλεγχο ΝΙΡΤ κατά την οποία 

γίνεται ανάλυση του μεταγραφώματος παραμένει ανοιχτή, καθώς πρέπει να ξεπεραστούν 

περιορισμοί, όπως η μειωμένη επαναληψιμότητα, η απαίτηση ελέγχου πολλαπλών δεικτών, τα 

κενά στη βιοστατιστική ανάλυση του μεταγραφώματος, ο μικρός αριθμός περιπτώσεων που έχουν 

ελεγχθεί μέχρι σήμερα και η μικρή ευαισθησία και ειδικότητα της τεχνικής (Liao et al., 2014). 

 

Β.4. ΠΛΕΟΝΕΚΤΗΜΑΤΑ ΤΗΣ ΕΦΑΡΜΟΓΗΣ ΤΗΣ ΑΛΛΗΛΟΥΧΙΣΗΣ ΝΕΑΣ ΓΕΝΙΑΣ 

ΣΤΟΝ ΜΗ ΕΠΕΜΒΑΤΙΚΟ ΠΡΟΓΕΝΝΗΤΙΚΟ ΈΛΕΓΧΟ-ΝΙΡΤ  

Η μεγάλη υπόσχεση του ελέγχου ΝΙΡΤ με αλληλούχιση νέας γενιάς είναι η μείωση σε σημαντικό 

βαθμό του αριθμού των γυναικών που θα προβούν σε επεμβατικό προγεννητικό έλεγχο, ώστε να 

αποφευχθεί ο κίνδυνος αποβολής του εμβρύου. Ήδη από τα πρώτα χρόνια εφαρμογής του ελέγχου 

ΝΙΡΤ με NGS, μελέτες επιβεβαίωναν ότι αν ο προγεννητικός έλεγχος βασίζονταν μόνο στον 

έλεγχο ΝΙΡΤ περίπου 98% των εξετάσεων με επεμβατικό προγεννητικό έλεγχο θα είχαν 

αποφευχθεί (Chiu et al., 2011), (Wong and Lo, 2016). Από τους Warsof et al. πραγματοποιήθηκε 

μία ανασκόπηση διαφόρων μελετών για την επίπτωση της εφαρμογής του ελέγχου ΝΙΡΤ με 

αλληλούχιση νέας γενιάς στις διάφορες μεθόδους επεμβατικού προγεννητικού ελέγχου. Από την 
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ανασκόπηση αυτή προέκυψε ότι η αλληλούχιση NGS έδωσε τη δυνατότητα ευρείας εφαρμογής 

του μη επεμβατικού προγεννητικού ελέγχου, με επακόλουθη τη μείωση της αμνιοπαρακέντησης 

και της λήψης τροφοβλαστικού ιστού κατά 76% και 54%, αντίστοιχα (Warsof et al., 2015). 

Η υψηλή διαγνωστική ακρίβεια στην ανάλυση του γενετικού υλικού που προσφέρεται από τις 

διάφορες τεχνικές αλληλούχισης νέας γενιάς, σε συνδυασμό με την πρώιμη ανίχνευση του 

ccffDNA στη μητρική κυκλοφορία από τις αρχές της κύησης (ήδη στις 4,5 εβδομάδες) δίνουν το 

πλεονέκτημα επιλογής αυτού του τύπου προγεννητικού ελέγχου νωρίτερα από οποιοδήποτε άλλο 

(D’Aversa et al., 2018). Έτσι εγκαίρως, συνήθως τη 10η εβδομάδα της κύησης, ώστε το fetal 

fraction να έχει ικανοποιητική συγκέντρωση, πραγματοποιείται ο έλεγχος NIPT με αξιόπιστα 

αποτελέσματα. Κατά αυτόν τον τρόπο μειώνεται σίγουρα ο αριθμός των γεννήσεων ατόμων με 

χρωμοσωμικές ανωμαλίες (Norton et al, 2013), (Wagner et al., 2014), (Filoche et al., 2017). 

Η αλληλούχιση NGS εξασφαλίζει στον έλεγχο ΝΙΡΤ τόσο υψηλή ευαισθησία (Θετική 

Προγνωστική Αξία, Positive Predictive Value-PPV), όσο και υψηλή ειδικότητα (Αρνητική 

Προγνωστική Αξία, Negative Predictive Value-NPV), ώστε να τον καθιστούν ένα σημαντικό 

εργαλείο στον προγεννητικό έλεγχο και μία ελκυστική εναλλακτική των μεθόδων επεμβατικού 

προγεννητικού ελέγχου (Benn et al., 2013), (Bianchi and Wilkins-Haug, 2014), (Filoche et al., 

2017). Η κλινική απόδοση του ελέγχου ΝΙΡΤ με NGS υπολογίζεται στο 99% για την τρισωμία 21. 

Όσον αφορά τα άλλα σύνδρομα τρισωμίας που ελέγχονται κατά τον έλεγχο ΝΙΡΤ με NGS, η 

ευαισθησία των τεστ κυμαίνεται μεταξύ 91% και 93% για την τρισωμία 18 (Gil et al., 2015). Για 

την τρισωμία 13 η ευαισθησία των τεστ κυμαίνεται μεταξύ 90% και 95% (Taylor-Phillips et al., 

2016), (Filoche et al., 2017). Η θετική προγνωστική αξία για το σύνολο του ελέγχου ΝΙΡΤ με NGS 

κυμαίνεται μεταξύ 45% και 99%, ανάλογα με την τεχνική και την πλατφόρμα NGS (Bianchi and 

Wilkins-Haug, 2014), (Dar et al., 2014), (Taylor-Phillips et al., 2016). 

Από αρκετές μελέτες προκύπτει μία ανωτερότητα στην αξιοπιστία του αποτελέσματος των τεστ 

μη επεμβατικού προγεννητικού ελέγχου-ΝΙΡΤ με NGS συγκριτικά με τα παραδοσιακά 

καθιερωμένα τεστ προγεννητικού ελέγχου (Norton et al., 2016). Ενδεικτικά, σε μελέτη των Farrell 

et al. αναφέρεται ότι ακόμη και το χαμηλότερο ποσοστό θετικής προγνωστικής αξίας των τεστ μη 

επεμβατικού προγεννητικού ελέγχου-ΝΙΡΤ με NGS θεωρείται 10 φορές καλύτερο από αυτό των 

διαφόρων μεθόδων επεμβατικού προγεννητικού ελέγχου (Farrell et al., 2016). Επίσης, σε μελέτη 

μετα-ανάλυσης αναφέρεται ότι οι κοινές εμβρυικές ανευπλοειδίες σε μονήρεις κυήσεις 
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ανιχνεύονται σε ποσοστό 98% με συνδυαστικό ψευδές θετικό αποτέλεσμα της τάξης του 1,3% 

(Gil et al., 2017). Νεότερη μετα-ανάλυση των Pös et al. για τη διαγνωστική ακρίβεια του μη 

επεμβατικού προγεννητικού ελέγχου-ΝΙΡΤ με NGS, βάσει ειδικότητας και ευαισθησίας, δίνει 

παραπλήσια ποσοστά όπως φαίνεται στον Πίνακα 6 (Pös et al., 2019). Υπογραμμίζοντας για άλλη 

μία φορά τη σημαντική συμβολή της αλληλούχισης νέας γενιάς στον επιτυχή μη επεμβατικό 

προγεννητικό έλεγχο ΝΙΡΤ (Pös et al., 2019).  

 

Πίνακας 6. Διαγνωστική ακρίβεια του μη επεμβατικού προγεννητικού ελέγχου-ΝΙΡΤ με NGS, 

βάσει ειδικότητας και ευαισθησίας σε μετα-ανάλυση από Pös et al., 2019 

 

 

Η αλληλούχιση νέας γενιάς είναι η πλέον εξελιγμένη μέθοδος ανάλυσης και ταυτοποίησης του 

γονιδιώματος. Κατά τον τρόπο αυτό προσφέρει στον μη επεμβατικό προγεννητικό έλεγχο-ΝΙΡΤ 

το κυριότερο πλεονέκτημα του που είναι το χαμηλό ποσοστό ψευδώς θετικού αποτελέσματος. 

Ειδικά για τις τρισωμίες 21, 18 και 13 αυτό κυμαίνεται μεταξύ 0,1-0,3% (Lutgendorf et al., 2014), 

(Santorum et al., 2017), (Di Renzo et al., 2019), (Alberry et al., 2021). Ένα ψευδώς θετικό 

αποτέλεσμα δεν οφείλεται σε αδυναμίες των διαφόρων τεχνικών NGS που χρησιμοποιούνται για 

τον έλεγχο ΝΙΡΤ. Αντιθέτως, οφείλεται στην εξαιρετικά μεγάλη ικανότητα της αλληλούχισης νέας 

γενιάς να ανιχνεύει οποιαδήποτε απόκλιση από το γονιδίωμα αναφοράς κατά την ανάλυση του 

fetal fraction (Filoche et al., 2017). Οι κυριότερες αιτίες ενός ψευδούς θετικού αποτελέσματος 

οφείλονται σε όχι συχνά γεγονότα, όπως η ύπαρξη μη διαγνωσμένου όγκου (Amant et al., 2015), 
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μωσαϊκισμού και CNVs στη μητέρα (Wang et al., 2014) και μωσαϊκισμός του πλακούντα (Wang 

et al., 2014), (Renga, 2018), (Koc et al., 2019). 

Στην άτυχη περίπτωση νεοπλασίας (καλοήθης ή κακοήθης) της μητέρας είναι πιθανό να προκύψει 

ένα αμφίβολο ή ψευδώς θετικό αποτέλεσμα, γιατί οι διάφορες τεχνικές NGS για τον έλεγχο ΝΙΡΤ, 

εκτός από το ccffDNA αναλύουν και το cfDNA της μητέρας που μεταξύ άλλων περιλαμβάνει 

αλληλουχίες καρκινικών κυττάρων (Osborne et al., 2013), (Bianchi et al., 2015). Σε μελέτη του 

Hui βρέθηκε ότι μεταξύ 125.426 εγκύων που επέλεξαν το τεστ ΝΙΡΤ με NGS για προγεννητικό 

έλεγχο, για 10 από αυτές προέκυψαν αμφίβολα αποτελέσματα, λόγω της ανίχνευσης σε αυτές 

νεοπλασίας (λέμφωμα, λευχαιμία και ορθοκολικό καρκίνο) (Hui, 2016). Γενικότερα, προτείνεται 

στις γυναίκες που επιλέγουν τον έλεγχο ΝΙΡΤ με NGS, σε περίπτωση που θα βρεθούν θετικές για 

νεοπλασία (όπως καρκίνος του μαστού , καρκίνος των ωοθηκών, μελάνωμα, σάρκωμα, λέμφωμα, 

λευχαιμία, ορθοκολικός καρκίνος) να προχωρούν σε επεμβατικό προγεννητικό έλεγχο 

προκειμένου να είναι αξιόπιστο το αποτέλεσμα για το έμβρυο (Lenaerts et al., 2019). Ενδεχομένως 

στο άμεσο μέλλον, η βελτίωση των μεθόδων υπολογισμού του ακριβούς fetal fraction που 

λαμβάνεται υπόψη στους διάφορους βιοστατιστικούς αλγορίθμους εξαγωγής του αποτελέσματος, 

να μπορεί να κάνει διάκριση μεταξύ αυτού και του cfDNA της μητέρας και των καρκινικών 

κυττάρων της. Έτσι, θα είναι αξιόπιστος και ο χρωμοσωμικός έλεγχος του εμβρύου κατά τον 

έλεγχο ΝΙΡΤ με αλληλούχιση νέας γενιάς (Lenaerts et al., 2019). 

Στο σημείο όμως αυτό πρέπει να τονιστεί ότι το NGS μπορεί να συμβάλλει πάλι σημαντικά στην 

αποφυγή του επεμβατικού προγεννητικού ελέγχου, ακόμη και στην περίπτωση ενός ψευδώς 

θετικού αποτελέσματος. Μελέτη που πραγματοποιήθηκε από τους Zhou et al. το 2017 αναλύοντας 

74 ψευδώς θετικές τρισωμίες που προέκυψαν μετά από έλεγχο ΝΙΡΤ με NGS 112.021 εγκύων, 

έδειξε ότι υπεύθυνη για τα συγκεκριμένα αποτελέσματα ήταν η παρουσία μητρικών CNVs. Κατά 

τη βιοστατιστική ανάλυση όταν αφαιρέθηκαν τα μητρικά CNVs, το γονιδίωμα των εμβρύων 

βρέθηκε απόλυτα φυσιολογικό. Έτσι, εάν πριν η μητέρα προχωρήσει σε επεμβατικό προγεννητικό 

έλεγχο, ελεγχθεί το δικό της γονιδίωμα με NGS, τότε είναι πολύ πιθανό να ανευρεθούν τα δικά 

της CNVs τα οποία δημιουργούν το πρόβλημα κατά την ανάλυση του αποτελέσματος του ΝΙΡΤ 

και να αποφευχθεί η πιθανότητα αποβολής (Zhou et al., 2017). 

Η εξέλιξη της τεχνολογίας του NGS έδωσε στην πορεία των χρόνων πλατφόρμες που λειτουργούν 

με εξαιρετικά μεγάλη ακρίβεια και αναλυτική ικανότητα, χάρη σε αναβαθμισμένα πρωτόκολλα 
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λειτουργίας και χρήσης αναλωσίμων εξαιρετικής ποιότητας, αλλά και την ανάπτυξη εξελιγμένων 

αλγορίθμων για την ανάλυση της αλληλούχισης. Όπως αναφέρθηκε, στα πρώτα τεστ ελέγχου 

ΝΙΡΤ με NGS ανιχνεύονταν μόνο οι κοινές αυτοσωμικές (τρισωμία 21, 13 και 18) χρωμοσωμικές 

ανευπλοειδίες (Nicolaides et al., 2012), (Palomaki et al., 2012). Σήμερα, η αλληλούχιση νέας 

γενιάς δίνει στον έλεγχο ΝΙΡΤ εκτός από τις κοινές αυτοσωμικές και φυλετικές ανευπλοειδίες, τη 

δυνατότητα μελέτης είτε ολόκληρου του γονιδιώματος, είτε στοχευμένων αλληλουχιών στο 

έμβρυο κάνοντας έτσι εφικτή την ανίχνευση μικροελλείψεων, μικροδιπλασιασμών, παθογονικών 

CNVs, σπάνιων αυτοσωμικών τρισωμιών και μονογονιδιακών νοσημάτων. Αυτά τα τεστ μη 

επεμβατικού προγεννητικού ελέγχου-ΝΙΡΤ αναφέρονται στην παγκόσμια αγορά ως «διευρυμένος 

έλεγχος ΝΙΡΤ» και σίγουρα είναι αποτέλεσμα της αλματώδους προόδου στην αύξηση της 

ειδικότητας, ευαισθησίας και των δυνατοτήτων των διαφόρων τεχνικών NGS (Samura, 2020). 

Η επιλογή ενός διευρυμένου ελέγχου ΝΙΡΤ προτείνεται στην περίπτωση όπου ο βασικός έλεγχος 

ΝΙΡΤ με NGS και τα υπερηχογραφικά αποτελέσματα είναι φυσιολογικά, ενώ η ύπαρξη μιας 

μικροέλλειψης ή μικροδιπλασιασμού μπορεί να ευθύνεται για παθολογικό φαινότυπο. Αρκετά 

κληρονομούμενα σύνδρομα που ευθύνονται για νοητική υστέρηση ή μορφολογικές δυσπλασίες, 

οφείλονται στην ύπαρξη μικροελλείψεων ή μικροδιπλασιασμών κατά μήκος του γονιδιώματος 

(Shi et al., 2021).  

Σήμερα, η συντριπτική πλειοψηφία των εταιρειών βιοτεχνολογίας που παράγουν και εφαρμόζουν 

τεστ μη επεμβατικού προγεννητικού ελέγχου-ΝΙΡΤ με NGS συμπεριλαμβάνουν στον έλεγχο για 

τις τρισωμίες 21, 13, 18 και τις ανευπλοειδίες των φυλετικών χρωμοσωμάτων και κάποια 

σύνδρομα μικροελλείψεων, όπως DiGeorge (22q11.2 deletion), Cri-du-chat (5p deletion), Prader-

Willi/Angelman (15q11.2-q13), Wolf-Hirschhorn (terminal 4p deletion), Langer-Giedion (8q24 

deletion), Jacobsen’s (terminal 11q deletion) και 1p36 deletion (Wong and Lo, 2016). Στον Πίνακα 

7 παρατίθενται τα σύνδρομα μικροελλείψεων που ελέγχονται κατά τον μη επεμβατικό 

προγεννητικό έλεγχο-ΝΙΡΤ με NGS, στα διευρυμένα τεστ που προσφέρονται από διάφορες 

βιοτεχνολογικές εταιρείες (Ravitsky et al., 2021). 

Η εφαρμογή βασίζεται στην ιδέα ότι τα χρωμοσώματα κατά την ανάλυσή τους μετά από το NGS 

run μπορεί να χωριστούν σε μικρότερες γονιδιακές υπομονάδες ανάλυσης, τις λεγόμενες «bins», 

όπου η διακριτική ικανότητα ανάλυσης της αλληλουχίας φθάνει το 1 Mb ανά bin και η ανάλυση 

γίνεται όπως και για τα ολόκληρα χρωμοσώματα (Peters et al., 2011), (Jensen et al., 2012), (Yu 
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et al., 2013). Έχει αναφερθεί περίπτωση ελέγχου ΝΙΡΤ με NGS κατά την οποία ανιχνεύθηκε 

μικροέλλειψη στο γονιδίωμα με διακριτική ικανότητα 300kb (Srinivasan et al., 2013). 

Στο σημείο αυτό θα πρέπει να τονιστεί ότι είναι καίριας σημασίας να καθοριστεί ποια σύνδρομα 

μικροελλείψεων θα πρέπει να συμπεριλαμβάνονται στα διευρυμένα τεστ μη επεμβατικού 

προγεννητικού ελέγχου με NGS, γιατί κάποια από αυτά δεν είναι ιδιαίτερα παθολογικά 

(Srinivasan et al., 2013), (Wong and Lo, 2016), (Skrzypek and Hui, 2017). Προς το παρόν, 

αξιολογούνται από πλήθος ερευνών, η ειδικότητα και η ευαισθησία των διαφόρων τεστ 

διευρυμένου ελέγχου ΝΙΡΤ μέσω NGS μέχρι να προταθεί ποια είναι κατάλληλα προς διάθεση στο 

ευρύ καταναλωτικό κοινό (Harraway, 2017), (Familiari et al., 2021). 

Σε μελέτη των Wapner et al. αξιολογήθηκε η ανίχνευση του συνδρόμου DiGeorge (22q11.2 

deletion) σε ποσοστό 97,8%. Σε ποσοστό 100% ανιχνεύθηκαν τα σύνδρομα Cri-du-chat (5p 

deletion), Prader-Willi/Angelman (15q11.2-q13) και 1p36 deletion (Wapner et al., 2015). Επειδή 

η συχνότητα εμφάνισης των συνδρόμων αυτών είναι κατά πολύ μικρότερη από τις αντίστοιχες 

των αυτοσωμικών και φυλετικών χρωμοσωμικών ανωμαλιών που περιλαμβάνονται στα τεστ 

ΝΙΡΤ με NGS, ένα πιθανό θετικό για μικροελλείψεις αποτέλεσμα (ίσως και ψευδώς θετικό) θα 

παραπέμψει την έγκυο σε επεμβατικό προγεννητικό έλεγχο. Στην περίπτωση αυτή ο έλεγχος ΝΙΡΤ 

με NGS χάνει το πλεονέκτημα που έχει ως μη επεμβατική μέθοδος προγεννητικού ελέγχου 

(Harraway, 2017). 
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Πίνακας 7. Σύνδρομα μικροελλείψεων που ελέγχονται κατά τον έλεγχο ΝΙΡΤ με NGS, στα 

διευρυμένα τεστ που προσφέρονται από βιοτεχνολογικές εταιρείες (Ravitsky et al., 2021) 
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Οι προσπάθειες αλληλούχισης ολόκληρου του εμβρυικού γονιδιώματος (Fetal Whole Genome 

Sequencing) κατά τον έλεγχο ΝΙΡΤ με NGS ξεκίνησαν το 2015 στις Ηνωμένες Πολιτείες και 

σήμερα το 10-20% όλων των ελέγχων ΝΙΡΤ με NGS γίνονται κατά την προσέγγιση αυτή. Οι λόγοι 

αλληλούχισης ολόκληρου του εμβρυικού γονιδιώματος μέσω του διευρυμένου ελέγχου ΝΙΡΤ με 

NGS προέκυψαν λόγω της επιτακτικής ανάγκης διάγνωσης γενετικών νοσημάτων που 

επηρεάζουν σοβαρά την υγεία του εμβρύου (Allyse et al., 2015), (Norton, 2016). Αρκετές τεχνικές 

διευρυμένου ελέγχου ΝΙΡΤ με NGS έχουν βελτιωθεί, ώστε να είναι δυνατή η διάγνωση και η 

διευκρίνιση εάν το νόσημα είναι πατρικής ή μητρικής κληρονόμησης. Αυτό βασίζεται στην αρχή 

της αλληλούχισης με Whole Genome Sequencing του γονιδιώματος των γονέων, ταυτόχρονα με 

την ανάλυση του ccffDNA κατά τον έλεγχο ΝΙΡΤ (trio analysis). Ανίχνευση και ταυτοποίηση με 

NGS συγκεκριμένων αλληλουχιών του πατέρα στο μητρικό πλάσμα επιβεβαιώνουν πατρικής 

κληρονόμησης νόσημα (Wong and Lo, 2016). 

Σε μελέτη εφαρμογής Whole Genome Sequencing κατά τον έλεγχο ΝΙΡΤ με NGS όπου 

ελέγχθηκαν τα έμβρυα 10.272 εγκύων σε υψηλού κινδύνου κύηση (αυξημένη μητρική ηλικία, 

οικογενειακό ιστορικό γενετικών ανωμαλιών, παθολογικά υπερηχογραφικά και βιοχημικά 

ευρήματα), βρέθηκαν 554 έμβρυα (5,4%) με θετικό αποτέλεσμα για ανευπλοειδία. Προκύπτει έτσι 

το συμπέρασμα ότι η εφαρμογή του Whole Genome Sequencing κατά τον έλεγχο ΝΙΡΤ με NGS 

σε συνδυασμό με παραμέτρους όπως η ηλικία της μητέρας και ο υπερηχογραφικός έλεγχος μπορεί 

να αυξήσει ακόμη περισσότερο την αξιοπιστία του μη επεμβατικού προγεννητικού ελέγχου με 

αλληλούχιση νέας γενιάς (Ehrich et al., 2017), (Samura, 2020). 

Το Whole Genome Sequencing κατά τον έλεγχο ΝΙΡΤ με NGS, έχει υψηλή απόδοση στην 

ανίχνευση χρωμοσωμικών αναδιατάξεων και CNVs, όπως προκύπτει από διάφορες μελέτες 

(Brewer et al., 2016), (Scocchia et al., 2019), (Chitty, 2021). Ενδεικτικά, αναφέρεται η μελέτη 

των Ye et al. το 2020 κατά την οποία εφαρμόστηκε το Whole Genome Sequencing κατά τον 

έλεγχο ΝΙΡΤ για την ανίχνευση CNVs σε έμβρυα, τα οποία είχαν ήδη ελεγχθεί με επεμβατικό 

προγεννητικό έλεγχο. Τα αποτελέσματα του NGS έδειξαν ότι CNVs μεγέθους μικρότερα των 2Mb 

ανιχνεύθηκαν επιτυχώς με ευαισθησία και ειδικότητα 66,67% και 97,45%, αντίστοιχα. Όταν όμως 

το μέγεθος των CNVs ήταν μεγαλύτερο των 2Mb, τότε η ευαισθησία και ειδικότητα αυξάνονταν 

στα 85,29% και 98,18%, αντίστοιχα, δείχνοντας τη συμβολή της αλληλούχισης νέας γενιάς στην 

ανίχνευση και εμβρυικών CNVs, εκτός από τις κοινές αυτοσωμικές και φυλετικές ανευπλοειδίες 
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(Ye et al., 2021). Επίσης, από την έρευνα των Chen et al. παρατηρήθηκε ότι όταν υπήρχαν υποψίες 

ύπαρξης εμβυικών CNVs έπειτα από έλεγχο ΝΙΡΤ με NGS, το θετικό αποτέλεσμα επιβεβαιώθηκε 

όταν επαναλήφθηκε το τεστ με NGS μεγαλύτερου read depth. Κατά τον τρόπο αυτό αποδεικνύεται 

πώς η αλληλούχιση νέας γενιάς μπορεί να συμβάλλει, λόγω της υψηλής διακριτικής ικανότητάς 

της στην ανάλυση του γονιδιώματος, στην αποτροπή γέννησης παιδιών με γενετικές ανωμαλίες 

(Chen et al., 2021). 

Ο μη επεμβατικός προγεννητικός έλεγχος με αλληλούχιση νέας γενιάς έχει διαγνωστική αξία μόνο 

στον καθορισμό του γονοτύπου Rhesus D και στην περίπτωση διάγνωσης μονογονιδιακών 

νοσημάτων, γιατί δεν έχουν αναφερθεί ψευδώς θετικά ή αρνητικά αποτελέσματα. Έτσι, δεν 

απαιτείται η επιβεβαίωση με κάποιο τεστ επεμβατικού προγεννητικού ελέγχου (Filoche et al., 

2017), (Shaw et al., 2020). 

Η αλληλούχιση νέας γενιάς δίνει τη δυνατότητα του προσδιορισμού του γονοτύπου Rhesus D στο 

ccffDNA του εμβρύου που ελέγχεται κατά τον μη επεμβατικό προγεννητικό έλεγχο, όταν αυτό 

κυοφορείται από Rh-αρνητική μητέρα και έχει ιδιαίτερη αξία για την προφύλαξη ενός Rhesus D 

θετικού εμβρύου με τη χορήγηση στη μητέρα ανοσοσφαιρινών anti-D (Sedrak et al., 2011), 

(Chitty et al., 2014), (Liao et al., 2014). Έτσι, μειώνεται ο κίνδυνος της αποβολής, αιμορραγίας 

και ευαισθητοποίησης που πιθανόν να προέκυπτε από την εφαρμογή κάποιας μεθόδου 

επεμβατικού προγεννητικού ελέγχου (Lo et al., 1998), (Clausen et al., 2014), (Kotsopoulou et al., 

2015). Ο επιτυχής προσδιορισμός του γονοτύπου Rhesus D στο ccffDNA του εμβρύου με 

αλληλούχιση νέας γενιάς έχει αξιολογηθεί από μεγάλης κλίμακας κλινικές δοκιμές και από μία 

συστηματική ανάλυση αυτών από το 2006 έως το 2008, έχει υπολογισθεί η ευαισθησία της 

μεθόδου να κυμαίνεται μεταξύ 99,5-99,8% και η ειδικότητα μεταξύ 94-99,5% (Legler et al., 

2009).  

Επίσης, μέσω της ανάλυσης του ccffDNA κατά τον έλεγχο NIPT χάρη στις εξελιγμένες 

αναλυτικές ικανότητες της αλληλούχισης νέας γενιάς είναι εφικτή τεχνικά η ταυτόχρονη διάγνωση 

πολλών μονογονιδιακών νοσημάτων μετά τη 10η εβδομάδα κύησης (Ferrari et al., 2015), 

(Breveglieri et al., 2019), (Shaw et al., 2020). Βέβαια, τα αποτελέσματα που προκύπτουν θα 

πρέπει να αξιολογούνται με ιδιαίτερη προσοχή, γιατί οι ιδιαιτερότητες της κάθε εξεταζόμενης 

κύησης είναι συγκεκριμένες. Επομένως, η όλη αξιολόγηση στην περίπτωση των μονογονιδιακών 

νοσημάτων θα πρέπει να γίνεται εξατομικευμένα (Wong and Lo, 2016). Για τους παραπάνω 
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λόγους, είναι επιτακτικός ο σωστός σχεδιασμός στρατηγικών ανίχνευσης και διάκρισης μεταξύ 

του φυσιολογικού και παθολογικού αλληλομόρφου κατά την ανάλυση των δεδομένων που 

προκύπτουν από το NGS run για όλα τα τεστ ελέγχου ΝΙΡΤ (Traeger-Synodinos, 2006), (Wong 

and Lo, 2016), (Camunas-Soler et al., 2018). 

Ο επιπλέον έλεγχος για μονογονιδιακά νοσήματα ενδείκνυται όταν υπάρχει κάποια υποψία έπειτα 

από υπερηχογραφικά ευρήματα ή όταν υπάρχει οικογενειακό ιστορικό κάποιου μονογονιδιακού 

νοσήματος ή προηγούμενη κύηση παιδιού με κάποιο μονογονιδιακό νόσημα (Samura, 2020). Με 

βάση την προσέγγιση αυτή ο έλεγχος ΝΙΡΤ με NGS έχει εφαρμοστεί για τη διάγνωση σε έμβρυα 

της νόσου του Huntington, της μυοτονικής δυστροφίας (Amicucci et al., 2000), (Meaney and 

Norbury, 2009) και της δυστονίας πρώιμης έναρξης (González-González et al., 2003). Σε 

εγκυμονούσες που έχουν παρατηρηθεί υπερηχογραφικά σκελετικές δυσπλασίες του εμβρύου, 

εφαρμόζεται ο έλεγχος ΝΙΡΤ με NGS για την ανίχνευση των FGFR3 μεταλλάξεων, ώστε να γίνει 

διάγνωση της αχονδροπλασίας (Chitty et al., 2011) και της θανατογόνου δυσπλασίας (Chitty et 

al., 2013). 

Κάποια από τα μονογονιδιακά νοσήματα που ανιχνεύονται μέσω του μη επεμβατικού 

προγεννητικού ελέγχου-ΝΙΡΤ με NGS είναι τα Alagille syndrome, Rett syndrome, Schinzel-

Giedion syndrome, Noonan spectrum disorders, FGFR3 chondrodysplasia group, GHARGE 

syndrome, Sotos syndrome 1, Holoprosencephaly, Type 1 collagenopathy, Cornelia de Lange 

syndrome, Bohring-Opitz syndrome, Craniosynostosis syndromes, Type 2 collagenopathy, ενώ ο 

κατάλογος αυτών συνεχώς ενημερώνεται χάρη στη συνεχή αναβάθμιση και την αυξημένη 

απόδοση των διαφόρων τεχνικών αλληλούχισης νέας γενιάς για το σκοπό αυτό (Shaw et al., 2020), 

(Samura, 2020). 

Μέχρι πρόσφατα υπήρχαν αρκετοί περιορισμοί για την εφαρμογή του ελέγχου ΝΙΡΤ με NGS σε 

δίδυμες κυήσεις, λόγω των αμφίβολων αποτελεσμάτων που προέκυπταν. Η κυριότερη παράμετρος 

που μειώνει την απόδοση του τεστ ΝΙΡΤ στη δίδυμη κύηση είναι το χαμηλό fetal fraction στο ένα 

ή και στα δύο έμβρυα, γεγονός που μπορεί να ευθύνεται και για πιθανά ψευδώς αρνητικά 

αποτελέσματα. Το παραπάνω πρόβλημα εντείνεται στα διζυγωτικά έμβρυα, όταν το ένα από αυτά 

είναι φορέας χρωμοσωμικής ανωμαλίας (Canick et al., 2012), (Leung et al., 2013), (Harraway, 

2017). Σήμερα, η αύξηση της αναλυτικής ικανότητας των διαφόρων τεχνικών αλληλούχισης νέας 

γενιάς αυξάνει τη δυνατότητα προσδιορισμού της προέλευσης του fetal fraction του κάθε εμβρύου 
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και του καθορισμού τους ως μονοζυγωτικά ή διζυγωτικά (Leung et al., 2013), (Qu et al., 2013), 

(Alberry et al., 2021). Έτσι, είναι δυνατή η σαφής εξαγωγή αποτελέσματος για το κάθε έμβρυο 

(Wong and Lo, 2016). Σε μελέτη μετα-ανάλυσης υπολογίστηκε το ποσοστό ανίχνευσης της 

τρισωμίας 21 με έλεγχο ΝΙΡΤ μέσω NGS στο 93,7% σε δίδυμη κύηση (Gil et al., 2015). Νεότερα 

δεδομένα υποστηρίζουν ότι ο έλεγχος ΝΙΡΤ με NGS είναι αξιόπιστος και σε περίπτωση αποβολής 

του ενός εμβρύου, αρκεί η εξέταση να γίνεται από τη 14η εβδομάδα κύησης και έπειτα (Benn and 

Rebarber, 2021), (Suciu et al., 2019), (Balaguer et al., 2021). Επίσης, από τη Διεθνή Ένωση για 

τη Προγεννητική Διάγνωση (International Society for Prenatal Diagnosis) συστήνεται η εφαρμογή 

του ελέγχου ΝΙΡΤ με NGS πλέον και σε δίδυμες, αλλά όχι σε πολλαπλές κυήσεις (Palomaki et al., 

2021). 

Σε διάφορες μελέτες έχει βρεθεί το χαμηλό fetal fraction να σχετίζεται με εμφάνιση υπέρτασης 

και διαβήτη στην έγκυο, προεκλαμψίας (Zhong et al., 2002), χαμηλό ρυθμό ανάπτυξης και 

πρόωρη γέννηση του εμβρύου (Scott et al., 2018), (Suciu et al., 2019). Επομένως, το εύρημα 

χαμηλού ποσοστού του fetal fraction κατά την πραγματοποίηση ελέγχου ΝΙΡΤ με NGS μπορεί να 

δώσει το πλεονέκτημα της εντατικής παρακολούθησης μίας υψηλού κινδύνου κύησης που δε 

σχετίζεται αποκλειστικά με χρωμοσωμικές ανωμαλίες (Chitty, 2021), (Scheffer et al., 2021). 

Η τεχνολογία του NGS αποτελεί σήμερα αναπόσπαστο κομμάτι της διαγνωστικής ρουτίνας, 

προσφέροντας το πλεονέκτημα της αξιόπιστης διαχείρισης και ανάλυσης πολλαπλών δειγμάτων 

ταυτόχρονα, σε εξαιρετικά σύντομο χρονικό διάστημα. Σήμερα, οι διάφορες βιοτεχνολογικές 

εταιρείες που πραγματοποιούν τεστ ΝΙΡΤ μέσω NGS, παραδίνουν την έκθεση ελέγχου συνήθως 

μέσα σε 7-10 ημέρες από την ημέρα της αιμοληψίας, μειώνοντας σημαντικά το άγχος της εγκύου 

κατά την αναμονή του αποτελέσματος (Warsof et al., 2015). 

Επιπλέον, η εξέλιξη της τεχνολογίας της αλληλούχισης νέας γενιάς δίνει τη δυνατότητα 

ενεργοποίησης πολλαπλών δικλίδων ασφαλείας κατά την εφαρμογή της. Έτσι, το NGS δίνει το 

πλεονέκτημα στον έλεγχο ΝΙΡΤ της γενετικής ανάλυσης σε πολλαπλά επίπεδα, της ακριβούς 

διάκρισης μητρικού και εμβρυικού γενετικού υλικού και της αποθήκευσης του μεγάλου όγκου της 

πληροφορίας που προκύπτει για χρήση και πιθανή σύγκριση με το αποτέλεσμα μίας επόμενης 

κύησης (Bianchi and Wilkins-Haug, 2014), (McLennan et al., 2016), (Hui and Bianchi, 2017). 
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Β.5. ΠΕΡΙΟΡΙΣΜΟΙ ΤΗΣ ΕΦΑΡΜΟΓΗΣ ΤΗΣ ΑΛΛΗΛΟΥΧΙΣΗΣ ΝΕΑΣ ΓΕΝΙΑΣ ΣΤΟΝ 

ΜΗ ΕΠΕΜΒΑΤΙΚΟ ΠΡΟΓΕΝΝΗΤΙΚΟ ΈΛΕΓΧΟ-ΝΙΡΤ 

Για την πραγματοποίηση του ελέγχου ΝΙΡΤ μέσω NGS απαραίτητη προϋπόθεση είναι η επιτυχής 

απομόνωση του ccffDNA, του οποίου η συγκέντρωση είναι πολύ μικρή (Pareek et al., 2011), 

(Jiang et al., 2012), (Boon and Faas, 2013). Τιμές μικρότερες του 4% θεωρητικά δε δίνουν 

αξιόπιστα αποτελέσματα (Norton et al., 2012), (Yu et al., 2014), (Wataganara et al., 2016), (Hui 

and Bianchi, 2019). 

Οι λόγοι ύπαρξης του fetal fraction σε χαμηλό ποσοστό ποικίλλουν. Χαμηλό ποσοστό του 

ccffDNA πριν τις 20 εβδομάδες κύησης παρατηρείται όταν οι έγκυοι κάνουν χρήση αντιπηκτικής 

αγωγής με ηπαρίνη (Burns et al., 2017), (Grömminger et al., 2015). Το fetal fraction είναι 

χαμηλότερο σε γυναίκες Αφρο-Καραϊβικής προέλευσης συγκριτικά με τις Καυκάσιες, στις 

κυήσεις από εξωσωματική γονιμοποίηση και στις καπνίζουσες (Ashoor et al., 2013). Επίσης, ο 

υψηλός δείκτης ΒΜΙ της μητέρας ευθύνεται για το χαμηλό ποσοστό του ccffDNA στη μητρική 

κυκλοφορία. To χαμηλό fetal fraction οφείλεται στη αυξημένη απόπτωση και νέκρωση των 

κυττάρων του λιπώδους ιστού της υπέρβαρης εγκύου (Hui, 2016) και στην αύξηση του cfDNA 

της μητέρας έναντι αυτού του εμβρύου (Wang et al., 2013), (Serapinas et al., 2020). 

Από διάφορες μελέτες προκύπτει ότι το απομονωθέν fetal fraction είναι μικρότερο στις τρισωμίες 

13, 18, τη μονοσωμία Χ και την τριπλοειδία αυξάνοντας το ρίσκο εξαγωγής ενός αναξιόπιστου 

αποτελέσματος κατά τον έλεγχο ΝΙΡΤ με αλληλούχιση νέας γενιάς (Benn et al., 2015), (Cuckle, 

2017). Το απομονωθέν fetal fraction στις προηγούμενες περιπτώσεις είναι μικρότερο από αυτό 

που υπολογίζεται στην τρισωμία 21, περίπου κατά 15% (Taylor-Phillips et al., 2016). Έτσι 

εξηγείται γιατί η απόδοση των διαφόρων τεχνικών NGS για έλεγχο ΝΙΡΤ είναι μεγαλύτερη στην 

ανίχνευση της τρισωμίας 21 (Samura, 2020). Ωστόσο, η βελτίωση της εργαστηριακής τεχνολογίας 

της αλληλούχισης νέας γενιάς οδηγεί σήμερα πολλές βιοτεχνολογικές εταιρείες παροχής 

υπηρεσιών ΝΙΡΤ, να ανακοινώνουν ότι οι παραπάνω περιπτώσεις ανευπλοειδιών ανιχνεύονται 

πλέον σε παρόμοια ποσοστά με την τρισωμία 21 (Alberry et al., 2021). 

Μελέτες υποστηρίζουν ότι ανεπαρκές ποσοστό fetal fraction συνεπάγεται την αποτυχία εξαγωγής 

αποτελέσματος κατά τον έλεγχο ΝΙΡΤ με NGS, λόγω χαμηλής απόδοσης της τεχνικής NGS 

(Yaron, 2016) ή σε μη επαρκή δεδομένα ανάλυσης (Cuckle, 2016), (Gil et al., 2015). Έτσι, κατά 

τον έλεγχο της απόδοσης των πρωτόκολλων των διαφόρων τεχνικών NGS που εφαρμόζονται για 
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τον έλεγχο ΝΙΡΤ και την επεξεργασία των δεδομένων για την εξαγωγή του αποτελέσματος πρέπει 

να λαμβάνονται πάντα υπόψη το βάρος της εγκύου και η εβδομάδα κύησης (ειδικά όταν είναι 

μικρότερη των 10 εβδομάδων) (Lutgendorf et al., 2014), (Kinnings et al., 2015), (Shree et al., 

2021). Διαφορετικά, το αποτέλεσμα από τον έλεγχο ΝΙΡΤ με NGS μπορεί να είναι αναξιόπιστο 

(Gregg et al., 2013), (Chiu and Lo, 2013), (Shree et al., 2021). 

Σκοπός της εφαρμογής του NGS για τον έλεγχο ΝΙΡΤ είναι η ενίσχυση του γονιδιώματος και η 

αλληλούχιση δισεκατομμυρίων θραυσμάτων ccffDNA, ώστε να ξεπεραστεί ο περιορισμός του 

χαμηλού fetal fraction που δυσχεραίνει γενικά τον έλεγχο ΝΙΡΤ. Παρά ταύτα αναφέρονται 

ποσοστά αποτυχίας εξαγωγής αποτελέσματος που κυμαίνονται μεταξύ 1,6% και 6,4% και 

σχετίζονται με την τεχνική και την πλατφόρμα NGS που χρησιμοποιούνται για τον έλεγχο ΝΙΡΤ 

(Cuckle, 2017), (Benn et al., 2015). Ειδικότερα, οι Massively Parallel Shotgun Sequencing-MPSS 

τεχνικές δίνουν το μικρότερο ποσοστό αποτυχίας εξαγωγής αποτελέσματος (1,58%) και οι 

Quantitative Massively Parallel Targeted Sequencing-MPTS τεχνικές έχουν ποσοστό αποτυχίας 

3,56%. Το υψηλότερο δε ποσοστό αποτυχίας παράδοσης αποτελέσματος χαρακτηρίζει τις SNP-

based τεχνικές που φθάνει το 6,39% (Yaron, 2016). 

Όπως προαναφέρθηκε, η προέλευση του ccffDNA στη μητρική κυκλοφορία είναι ο πλακούντας 

(Flori et al., 2004). Θα μπορούσε έτσι να ειπωθεί ότι ο όρος «cell-free fetal DNA» θα ήταν πιο 

ακριβής εάν αντικαθίσταντο από τον όρο «cell-free placental DNA» (Neofytou, 2020). Σε περίπου 

2% των κυήσεων, η κυτταρογενετική σύνθεση του πλακούντα δεν ταιριάζει απόλυτα με αυτή του 

εμβρύου λόγω του φαινομένου του μωσαϊκισμού στον πλακούντα (Confined Placental 

Mosaicism-CPM) (Malvestiti et al., 2015). Ο μωσαϊκισμός που παρατηρείται στο γονιδίωμα του 

εμβρύου αναφέρεται ως αληθής εμβρυικός μωσαϊκισμός (True Fetal Mosaicism-TFM) και 

εμφανίζεται πιο σπάνια από τον CPM. 

Στα πρώτα χρόνια εφαρμογής της αλληλούχισης νέας γενιάς στον έλεγχο ΝΙΡΤ όπου οι διάφορες 

τεχνικές NGS για τον έλεγχο ΝΙΡΤ δεν χαρακτηρίζονταν από υψηλά ποσοστά ειδικότητας και 

ευαισθησίας, η ύπαρξη μωσαϊκισμού στο έμβρυο ή στον πλακούντα ευθύνονταν σε πολλές 

περιπτώσεις για ψευδώς αρνητικά ή ψευδώς θετικά ή αμφίβολα αποτελέσματα (Grati et al., 2014). 

Σήμερα, οι διάφορες εξελιγμένες τεχνικές NGS για τον έλεγχο ΝΙΡΤ ανιχνεύουν τον μωσαϊκισμό 

κατά την ανάλυση των δεδομένων, δεν έχουν όμως τη δυνατότητα καθορισμού της προέλευσής 

του. Στην περίπτωση αυτή το αποτέλεσμα πρέπει να επιβεβαιωθεί με κάποια μέθοδο επεμβατικού 
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προγεννητικού ελέγχου, λαμβάνοντας όμως υπόψη ότι η λήψη τροφοβλαστικού ιστού πιθανόν να 

δώσει το ίδιο αμφίβολο αποτέλεσμα (Grati et al., 2014). Για το λόγο αυτό δίνονται κατευθυντήριες 

οδηγίες διαχείρισης τέτοιων περιστατικών, ώστε η επιλογή της επεμβατικής μεθόδου με λήψη 

τροφοβλαστικού ιστού ή αμνιοπαρακέντηση να γίνει σε συνδυασμό με τα υπερηχογραφικά και 

βιοχημικά αποτελέσματα (Mardy and Norton, 2021). 

Επίσης, όλες οι τεχνικές NGS για τον έλεγχο ΝΙΡΤ ανιχνεύουν μία ανευπλοειδία αλλά δεν είναι 

δυνατό από τον έλεγχο αυτό να προσδιοριστεί εάν πρόκειται για ένα επιπλέον χρωμόσωμα π.χ. 

του 21 ή μία μετάθεση τύπου Robertson που περιλαμβάνει το χρωμόσωμα 21 ή εάν πρόκειται για 

μωσαϊκισμό (Chitty and Bianchi, 2013). Και στην περίπτωση αυτή επιβάλλεται επεμβατικός 

προγεννητικός έλεγχος, συνήθως κυτταρογενετική ανάλυση, για επιβεβαίωση του αποτελέσματος 

πρώτα και έπειτα για γνώση της προέλευσης του προβλήματος, ώστε να είναι δυνατή η 

αντιμετώπιση επόμενων κυήσεων (Kotsopoulou et al., 2015), (Neofytou, 2020).  

 

Β.6. ΠΡΟΒΛΗΜΑΤΙΣΜΟΙ ΓΙΑ ΤΗΝ ΕΦΑΡΜΟΓΗ ΤΟΥ ΜΗ ΕΠΕΜΒΑΤΙΚΟΥ 

ΠΡΟΓΕΝΝΗΤΙΚΟΥ ΕΛΕΓΧΟΥ-ΝΙΡΤ ΜΕ NGS  

Ο μη επεμβατικός προγεννητικός έλεγχος-ΝΙΡΤ με NGS ανέδειξε αρκετούς προβληματισμούς 

από τα αρχικά στάδια ανακάλυψης και εφαρμογής του (Norton et al., 2013). Λόγω της σχετικά 

χαμηλής ευαισθησίας και ειδικότητας του ελέγχου ΝΙΡΤ με NGS κατά τα πρώτα χρόνια 

εφαρμογής του, δεν ήταν δυνατό να διευκρινιστεί εάν θα εφαρμόζονταν ανεξάρτητα ή σε 

συνδυασμό με τις υπάρχουσες μεθόδους επεμβατικού προγεννητικού ελέγχου. Για το λόγο αυτό 

κρίθηκε απαραίτητος ο καθορισμός κατευθυντήριων οδηγιών και συστάσεων από τις διεθνείς 

επιστημονικές ενώσεις σχετικά με τις νέες τεχνικές προγεννητικού ελέγχου που σχετίζονται με 

την αλληλούχιση νέας γενιάς (Sayres et al., 2011), (Skotko et al., 2019), (Chitty, 2021). 

Πολλές χώρες με προηγμένα συστήματα υγειονομικής περίθαλψης αναγνωρίζουν ότι το κόστος 

για την ιατροφαρμακευτική κάλυψη των ατόμων με γενετικά σύνδρομα είναι εξαιρετικά μεγάλο. 

Ήδη, οι οικονομολόγοι της υγείας προτείνουν την ενσωμάτωση του ελέγχου ΝΙΡΤ με NGS στην 

κλινική πράξη (διεξαγωγή της εξέτασης και γενετική συμβουλευτική) και την κάλυψη του 

οικονομικού κόστους από το κράτος. Ελοχεύει όμως ο κίνδυνος της αύξησης των θεραπευτικών 

αποβολών και η απώλεια της ατομικής ελευθερίας για επιλογή γέννησης ενός παιδιού με όποιο 
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γενετικό σύνδρομο το χαρακτηρίζει (De Groot-Van Der Mooren et al., 2021). 

Όλα τα διαθέσιμα τεστ ΝΙΡΤ με NGS που διατίθενται σήμερα είναι αποτέλεσμα πολυετούς 

έρευνας στην αλληλούχιση νέας γενιάς, στην οποία έχουν δαπανηθεί υπέρογκα ποσά ανά τον 

κόσμο. Πολυεθνικές βιοτεχνολογικές εταιρείες κατέχουν πατέντες τεστ ελέγχου ΝΙΡΤ με NGS, 

με αποτέλεσμα το κόστος διεξαγωγής μίας τέτοιας εξέτασης να είναι ακόμη υψηλό και για 

κάποιους ίσως απαγορευτικό (Filoche et al., 2017), (Hodgson and McClaren, 2018), (Labonté et 

al., 2019). Οι υπηρεσίες marketing των κατασκευαστικών εταιρειών προωθούν το προϊόν στους 

επαγγελματίες υγείας και ενημερώνουν το καταναλωτικό κοινό μέσω των μέσων μαζικής 

ενημέρωσης, στην ουσία όμως μικρή είναι η κατανόηση από όλους των δυνατοτήτων, των 

περιορισμών και της διαγνωστικής απόδοσης των διαφόρων τεχνικών ελέγχου ΝΙΡΤ με NGS 

(Benn et al., 2013), (Löwy, 2022). Επομένως, καθίσταται αναγκαίος ο καθορισμός ενός νομικού 

πλαισίου ελέγχου της λειτουργίας, των κριτηρίων παραγωγής αντιδραστηρίων και της προσφοράς 

υπηρεσιών ελέγχου ΝΙΡΤ με NGS (Bianchi, 2006), (Benn et al., 2013), (Labonté et al., 2019).  

Το Αμερικανικό Κολλέγιο Ιατρικής Γενετικής και Γενωμικής (American College of Medical 

Genetics and Genomics, ACMG) προτείνει τη συμμόρφωση των εταιρειών που προσφέρουν 

υπηρεσίες ελέγχου ΝΙΡΤ με NGS με τις διεθνείς οδηγίες και συστάσεις για τη λειτουργία των 

εργαστηρίων Γενετικής. Όπως και για όλες τις μεθόδους και τεχνικές Μοριακής Διαγνωστικής θα 

πρέπει να πληρούνται οι προϋποθέσεις εσωτερικού και εξωτερικού ποιοτικού ελέγχου και 

διαπίστευσης των εργαστηρίων. Έλεγχοι quality control πρέπει να εφαρμόζονται σε όλες τις 

φάσεις διεξαγωγής της εξέτασης, όπως για παράδειγμα ο έλεγχος της απόδοσης της κάθε τεχνικής 

σε διαφορετικές συγκεντρώσεις ccffDNA και σε διαφορετικές ηλικιακές ομάδες των μητέρων 

(Kotsopoulou et al., 2015). 

Επίσης, από τον παραπάνω φορέα προτείνεται στην έκθεση του αποτελέσματος από τον έλεγχο 

ΝΙΡΤ με NGS να αναγράφεται το ποσοστό του fetal fraction, τους λόγους για τους οποίους 

προκύπτει ένα αμφίβολο ή αδύνατο αποτέλεσμα και το είδος της στατιστικής ανάλυσης του NGS 

run που χρησιμοποιείται για τον σκοπό αυτό (Skotko et al., 2019). Σε έλεγχο που 

πραγματοποιήθηκε σε βιοτεχνολογικές εταιρείες που προσφέρουν υπηρεσίες ελέγχου ΝΙΡΤ με 

NGS, προέκυψε ότι δεν υφίσταται απόλυτη συμμόρφωση με τις οδηγίες του ACMG και το γεγονός 

αυτό μόνο ανησυχία προκαλεί, ειδικά όταν δεν διευκρινίζονται πχ η θετική και η αρνητική 

προγνωστική αξία αυτών των τεστ (Skotko et al., 2019). Ωστόσο, οι εν λόγω εταιρείες απαντούν 
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ότι δεν είναι υποχρεωμένες να ακολουθούν τις οδηγίες του ACMG, καθώς θεωρούν ότι ο ρυθμός 

της εξέλιξης της τεχνολογίας της αλληλούχισης νέας γενιάς είναι τόσο γρήγορος, ώστε δεν είναι 

δυνατό να συμβαδίζουν με τις οδηγίες αυτές (Skotko et al., 2019). 

Με τις τεχνικές ελέγχου ΝΙΡΤ με NGS εκτός από το ccffDNA αναλύεται και το ccfDNA που 

προέρχεται από πιθανή νεοπλασία (καλοήθης ή κακοήθης) στη μητέρα (Bianchi et al., 2015). 

Πλήθος επιστημονικών συζητήσεων σχετικά με τον τρόπο διαχείρισης τέτοιων καταστάσεων έχει 

προκύψει την τελευταία δεκαετία, με αρκετά συγκρουόμενα επιχειρήματα υπέρ και κατά της 

ανακοίνωσης στη μητέρα ενός παθολογικού για την ίδια αποτέλεσμα (Benn et al., 2019). Οι 

υπέρμαχοι της αξιοποίησης των πλεονεκτημάτων του ελέγχου ΝΙΡΤ με NGS, ακόμη και στην 

ανίχνευση νεοπλασίας, υποστηρίζουν τη διαχείριση του θέματος από ομάδα ειδικών που θα 

βοηθήσουν στη γνωστοποίηση, κατανόηση και αξιοποίηση του αποτελέσματος από τη μητέρα, 

βάσει διεθνώς αναγνωρισμένων κατευθυντήριων οδηγιών και συστάσεων από επιστημονικές 

ομάδες (Chitty, 2021), (Scott et al., 2021). 

Ένας ακόμη προβληματισμός για την εφαρμογή του ελέγχου ΝΙΡΤ με NGS είναι η χρήση του για 

την επιλογή του φύλου του παιδιού, ειδικά σε χώρες όπου υπάρχει ανισορροπία στα ποσοστά 

γέννησης θηλέων και αρρένων νεογνών (Bowman-Smart et al., 2020). Παρά το γεγονός ότι η 

επιλογή του φύλου απαγορεύεται από το νόμο σε πολλές χώρες, δεν είναι δύσκολο να 

πραγματοποιηθεί μία αιμοληψία, να σταλεί το δείγμα σε κάποια εταιρεία που προσφέρει 

υπηρεσίες μη επεμβατικού προγεννητικού ελέγχου με NGS και να παραληφθεί το αποτέλεσμα 

ιδιωτικά. Επομένως, για έναν ακόμη λόγο επιβάλλεται να θεσπιστούν κριτήρια εφαρμογής των 

τεστ ΝΙΡΤ με NGS από τις διάφορες εταιρείες, ώστε να μη συμβάλλουν στην προώθηση της 

παράνομης συμπεριφοράς, ειδικά σε χώρες που απαγορεύεται η επιλογή του φύλου (Kotsopoulou 

et al., 2015). Για το λόγο αυτό, επιστημονικές εταιρείες όπως οι European Society of Human 

Genetics και American Society of Human Genetics προτείνουν ο μη επεμβατικός προγεννητικός 

έλεγχος με NGS να μην περιλαμβάνει τον έλεγχο των φυλετικών χρωμοσωμάτων (Dondorp et al., 

2015), (Suciu et al., 2019), (Kozlowski et al., 2019). 
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Γ. ΣΥΖΗΤΗΣΗ-ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ 

Την τελευταία δεκαπενταετία οι διάφορες τεχνικές αλληλούχισης νέας γενιάς για τον μη 

επεμβατικό προγεννητικό έλεγχο έχουν κερδίσει ένα μεγάλο ενδιαφέρον στο πεδίο της Μοριακής 

Διαγνωστικής και ειδικά στη Μοριακή Ιατρική. Η αλληλούχιση νέας γενιάς δίνει τη δυνατότητα 

της ανάλυσης του εμβρυικού ccffDNA με υψηλή διακριτική ικανότητα, χάρη στις εξελιγμένες 

πλατφόρμες NGS με δυνατότητες αυξημένου sequencing depth και την εφαρμογή σύγχρονων 

βιοστατιστικών αλγορίθμων δίνοντας πλέον πολλές και χρήσιμες πληροφορίες για το γονιδίωμα 

που ελέγχεται (Ravitsky et al., 2021). 

Εκτός από τις ανευπλοειδίες των χρωμοσωμάτων 21, 13 και 18 που ελέγχονταν αρχικά κατά τον 

μη επεμβατικό προγεννητικό έλεγχο με αλληλούχιση νέας γενιάς, σήμερα οι προσφερόμενες 

δυνατότητες στον τομέα του προγεννητικού ελέγχου έχουν αναβαθμιστεί. Πλέον είναι διαθέσιμα 

από τις διάφορες βιοτεχνολογικές εταιρείες σχεδιασμού και προσφοράς υπηρεσιών μη 

επεμβατικού προγεννητικού ελέγχου με αλληλούχιση νέας γενιάς νέα διευρυμένα τεστ ελέγχου 

ΝΙΡΤ με NGS. Αυτά προσφέρουν εκτός από την ανίχνευση και ταυτοποίηση των κοινών 

τρισωμιών 21, 18 και 13, τον καθορισμό του φύλου και τον έλεγχο για ανευπλοειδίες των 

φυλετικών χρωμοσωμάτων και κάποια σύνδρομα μικροελλείψεων. Σήμερα, είναι δυνατή η 

αλληλούχιση ολόκληρου του εμβρυικού γονιδιώματος, βάσει της οποίας είναι εφικτή η 

ταυτοποίηση ακόμη και σπάνιων γενετικών ανωμαλιών του εμβρύου (Scocchia et al., 2019), 

(Chitty, 2021). Επιπλέον, δίνεται η δυνατότητα εξαγωγής ακόμη πιο σύνθετων αποτελεσμάτων, 

όπως πχ για επιγενετικά χαρακτηριστικά και το μεταγράφωμα του εμβρύου (Breveglieri et al., 

2019). 

Πρέπει ωστόσο να λαμβάνεται πάντα υπόψη ότι η θετική προγνωστική αξία του ελέγχου ΝΙΡΤ με 

αλληλούχιση νέας γενιάς είναι υψηλή μόνο για τον έλεγχο των χρωμοσωμάτων 21, 13 και 18 

(Wang et al., 2020). Το γεγονός αυτό οφείλεται στο ότι η τεχνολογία της αλληλούχισης νέας 

γενιάς είναι εξαιρετικά πολύπλοκη, αλλά και ότι η απόδοση του συγκεκριμένου ελέγχου 

επηρεάζεται όχι μόνο από τεχνικά χαρακτηριστικά αλλά και από πληθώρα βιολογικών 

παραγόντων που αφορούν το έμβρυο και τη μητέρα (Breveglieri et al., 2019), (Familiari et al., 

2021). Οι βιολογικοί αυτοί παράγοντες μπορεί να αφορούν το ποσοστό του fetal fraction, ύπαρξη 

CNVs στο έμβρυο, καθώς και το υψηλό ΒΜΙ, αυτοάνοσα νοσήματα, νεοπλασία και μωσαϊκισμός 

στη μητέρα (Filoche et al., 2017), (Renga, 2018), (Koc et al., 2019), (Chen et al., 2021).  
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Τα αποτελέσματα του ελέγχου ΝΙΡΤ με NGS βασίζονται στον έλεγχο του ccffDNA που 

προέρχεται από τον τροφοβλαστικό ιστό του πλακούντα και η προέλευση του ccffDNA πολλές 

φορές δεν αντικατοπτρίζει την ακριβή σύσταση του εμβρυικού DNA. Την τελευταία δεκαετία 

πολλές μελέτες επιβεβαιώνουν ότι η ύπαρξη μωσαϊκισμού στον πλακούντα ευθύνεται για ψευδώς 

θετικά και ψευδώς αρνητικά ή αμφίβολα αποτελέσματα κατά τον έλεγχο ΝΙΡΤ με NGS, τα οποία 

παραπέμπουν στην ολοκλήρωση του προγεννητικού ελέγχου με κάποια επεμβατική μέθοδο 

προγεννητικής διάγνωσης (Grati et al., 2014). Για τους παραπάνω λόγους γίνεται  εύκολα 

αντιληπτό ότι η ερμηνεία των αποτελεσμάτων του ελέγχου ΝΙΡΤ με NGS αποτελεί μία πρόκληση, 

γιατί απαιτεί μεγάλη εμπειρία του εξειδικευμένου σε βιοστατιστικές αναλύσεις προσωπικού που 

εμπλέκεται στη διαδικασία (Samura, 2020), (Mardy and Norton, 2021). 

Προς όφελος των ενδιαφερόμενων, εντατικές είναι οι προσπάθειες για την αύξηση της απόδοσης 

και της αξιοπιστίας (υψηλή ειδικότητα και ευαισθησία) των τεχνικών NGS συμβάλλοντας στη 

μείωση του ποσοστού των αμφίβολων αποτελεσμάτων και γενικότερα των περιορισμών που 

χαρακτηρίζουν τον έλεγχο ΝΙΡΤ (Strom et al., 2017), (Pös et al., 2019). Έτσι, θα είναι σημαντικά 

μειωμένος ο αριθμός των ελέγχων επιβεβαίωσης με μεθόδους επεμβατικού προγεννητικού 

ελέγχου, εξασφαλίζοντας την ολοκλήρωση της κύησης χωρίς επιπλοκές (Breveglieri et al., 2019), 

(Pös et al., 2019). Ήδη, μελέτες αξιολόγησης διαφόρων τεστ ελέγχου ΝΙΡΤ με NGS εκτιμούν την 

απόδοση του συγκεκριμένου ελέγχου για τις τρισωμίες 21, 18 και 13 να είναι εξαιρετικά υψηλή 

(σχεδόν 100% ευαισθησία και ειδικότητα) και με πολύ χαμηλό ποσοστό ψευδώς θετικών 

αποτελεσμάτων της τάξης του 0,1-0,3% (Santorum et al., 2017), (Di Renzo et al., 2019), (Alberry 

et al., 2021). 

Επίσης, στην περίπτωση της επιλογής του διευρυμένου ελέγχου ΝΙΡΤ με αλληλούχιση νέας 

γενιάς, αυτή θα πρέπει να γίνεται κατόπιν προσεκτικής έρευνας από τους γονείς, γιατί ο κίνδυνος 

ψευδώς θετικών ή ψευδώς αρνητικών ή αμφίβολων αποτελεσμάτων αυξάνεται με τον όγκο της 

πληροφορίας που θα προκύπτει. Αν και η εποχή της ενημέρωσης είναι πραγματικότητα, 

διαπιστώνεται στην καθημερινή πράξη ότι οι μέλλοντες γονείς δεν είναι εξοικειωμένοι με τις 

επιλογές που προσφέρονται για τον προγεννητικό έλεγχο. Πολύ δε περισσότερο όταν καλούνται 

να επιλέξουν κάποια συγκεκριμένη εξέταση προγεννητικής διάγνωσης και έρχονται αντιμέτωποι 

με όρους όπως το γονιδίωμα, χρωμοσωμικές ανευπλοειδίες, μικροελλείψεις και αλληλούχιση νέας 

γενιάς (Labonté et al., 2019), (Suciu et al., 2019). Τα πλεονεκτήματα του μη επεμβατικού 
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προγεννητικού ελέγχου με αλληλούχιση νέας γενιάς διαφαίνονται μόνο σε συνδυασμό με την 

παροχή γενετικής συμβουλευτικής, πριν και μετά την επιλογή του συγκεκριμένου τεστ, κατά την 

οποία οι ενδιαφερόμενοι ενημερώνονται διεξοδικά για τις δυνατότητες και τους περιορισμούς του 

ελέγχου ΝΙΡΤ (Gregg et al., 2013), (Samura, 2020). 

Ο μη επεμβατικός προγεννητικός έλεγχος με αλληλούχιση νέας γενιάς θεωρείται μέχρι στιγμής 

ένα screening test. Δίνεται ως επιλογή και έχει μειώσει σε σημαντικό βαθμό τις περιπτώσεις 

επεμβατικού προγεννητικού ελέγχου και τις αποβολές εμβρύων που μπορεί να προκύψουν από 

αυτόν (Neofytou, 2020). Ο έλεγχος ΝΙΡΤ με NGS έχει διαγνωστική ισχύ και δεν απαιτεί την 

επιβεβαίωση του αποτελέσματος μόνο στην περίπτωση ταυτοποίησης μονογονιδιακών 

νοσημάτων και του ελέγχου του γονοτύπου Rhesus D, καθώς τα παραπάνω βασίζονται στον 

προσδιορισμό συγκεκριμένων απλοτύπων και δεν έχουν καταγραφεί ποτέ ψευδώς θετικά ή 

αρνητικά ή αμφίβολα αποτελέσματα (Chitty et al., 2014), (Pös et al., 2019), (Shaw et al., 2020). 

Στο εγγύς μέλλον αναμένεται, εκτός από τις προαναφερθείσες δυνατότητες του μη επεμβατικού 

προγεννητικού ελέγχου με αλληλούχιση νέας γενιάς, να προκύψει η δυνατότητα δημιουργίας 

panel εξετάσεων, ακόμη και για σπάνια γενετικά σύνδρομα, που θα ελέγχουν το έμβρυο, καθώς 

και στην εφαρμογή ελάχιστα επεμβατικών θεραπευτικών μεθόδων του εμβρύου (πχ με εφαρμογή 

gene editing μεθόδων) (Kotsopoulou et al., 2015), (Ravitsky et al., 2021). 

Με την εξέλιξη της τεχνολογίας της αλληλούχισης νέας γενιάς, η παροχή των σημερινών τεστ 

ελέγχου ΝΙΡΤ γίνεται όλο και φθηνότερη και ενδεχομένως να γίνει συγκρίσιμη με τα διάφορα 

τεστ επεμβατικού προγεννητικού ελέγχου. Αρκετές έρευνες έχουν πραγματοποιηθεί και άλλες 

είναι σε εξέλιξη για την ανάπτυξη ενός ευρύτερου σχήματος προγεννητικού ελέγχου που θα 

περιλαμβάνει τον βασικό προγεννητικό έλεγχο του πρώτου τριμήνου και τον έλεγχο ΝΙΡΤ με 

αλληλούχιση νέας γενιάς από τις αρχές της κύησης. Προβλέπεται το συγκεκριμένο σχήμα να είναι 

ικανοποιητικό για τη διάγνωση οποιουδήποτε προβλήματος του εμβρύου, παρακάμπτοντας έτσι 

την εφαρμογή του επεμβατικού προγεννητικού ελέγχου. Κατά τον τρόπο αυτό ο μη επεμβατικός 

προγεννητικός έλεγχος με αλληλούχιση νέας γενιάς μπορεί να εξελιχθεί σε ένα διαγνωστικό τεστ 

παθολογικών κυήσεων (Kotsopoulou et al., 2015), (Wong and Lo, 2016), (Ravitsky et al., 2021). 
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