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Απομόνωση εμπύρηνων εμβρυικών 
ερυθρών αιμοσφαιρίων από το περιφερικό 
αίμα εγκύων, με τη χρήση μαγνητικού 
διαχωρισμού

Περίληψη
Σκοπός: Η απομόνωση εμπύρηνων εμβρυικών ερυθρών αιμοσφαιρίων 
από το περιφερικό αίμα εγκύων γυναικών, η οποία θα μπορούσε να χρη-
σιμοποιηθεί για πρώιμο προγεννητικό έλεγχο. 
Υλικό και μέθοδος: Έγινε λήψη περιφερικού αίματος από 16 έγκυες γυναί-
κες 9 έως 14 εβδομάδων κύησης, χαμηλού κινδύνου για σύνδρομο Down, με 
βάση την ηλικία τους. Ακολούθησε επεξεργασία με βαθμίδωση πυκνότητας, 
λήψη της υπόλευκης στοιβάδας των μονοκυττάρων, επώαση με μονοκλωνικό 
αντίσωμα έναντι της γλυκοφορίνης Α και μαγνητικός διαχωρισμός. Τα εμπύ-
ρηνα ερυθρά αιμοσφαίρια, τόσο μητρικής, όσο και εμβρυικής προέλευσης 
συγκρατούνται από το μαγνήτη. Στη συνέχεια προστίθεται μονοκλωνικό αντί-
σωμα έναντι της γ-αλυσίδας της αιμοσφαιρίνης και ακολουθεί εξέταση και 
καταμέτρηση των θετικών εμπύρηνων εμβρυικών ερυθρών. 
Αποτελέσματα: Ο αριθμός των εμπύρηνων εμβρυικών ερυθρών αιμο-
σφαιρίων που ανιχνεύθηκαν στο οπτικό μικροσκόπιο ήταν από 0 έως 14, 
με μέσο όρο 6. Το ποσοστό ανίχνευσης κυττάρων ήταν 87.5% (14/16). 
Συμπεράσματα: Αναφέρεται επιτυχημένη προγεννητική διάγνωση εμ-
βρυικών ανευπλοειδιών και μονογονιδιακών κληρονομούμενων παθήσε-
ων, όπως επίσης και του φύλου του εμβρύου βασιζόμενη στην ανάλυση 
των εμβρυικών NRBC είτε με FISH είτε με PCR. Ίσως η συσχέτιση των 
χρωμοσωμικών ανωμαλιών και του αυξημένου αριθμού εμβρυικών κυτ-
τάρων στο μητρικό αίμα θα μπορούσε να χρησιμοποιηθεί ως μία ακόμη 
μέθοδος προγεννητικού ελέγχου (screening).

Όροι ευρετηρίου: Μαγνητικός διαχωρισμός, εμπύρηνα ερυθρά, σύνδρο-
μο Down.

ΕΙΣΑΓΩΓΗ
Σε αντίθεση με τη μέχρι πρότινος αντίληψη ότι ο πλακούντας είναι ένα 

αδιαπέραστο φράγμα που εμποδίζει κάθε είδους επικοινωνία μεταξύ μητρι-
κού και εμβρυϊκού αίματος, διάφορες μελέτες έχουν αποδείξει ότι εμβρυϊ-
κά κύτταρα και εμβρυϊκό γεννητικό υλικό κυκλοφορεί στο μητρικό αίμα. 
Το 1893 ο Schmorl αναγνώρισε τροφοβλάστες στους πνεύμονες γυναικών 
που είχαν πεθάνει λόγω εκλαμψίας, αλλά όχι και σε γυναίκες που πέθα-
ναν από άλλα αίτια. Αποδείξεις για την ύπαρξη εμβρυϊκών κυττάρων στην 
μητρική κυκλοφορία παρουσιάσθηκε για πρώτη φορά από τον Douglas και 
συνεργάτες το 1959(1). O Kleihauer, χρησιμοποιώντας χρώση για εμβρυϊκή 
αιμοσφαιρίνη βρήκε εμβρυϊκά κύτταρα στην κυκλοφορία της μητέρας(2). To 
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1964 ο Clayton και συνεργάτες, χρησιμοποιώντας χρώση 
για εμβρυϊκή αιμοσφαιρίνη, ανακοίνωσαν την παρουσία 
ανώριμων ερυθρών αιμοσφαιρίων σε αυξανόμενο αριθ-
μό ανάλογα με την πρόοδο της εγκυμοσύνης. Το 1969 ο 
Walknowska και συνεργάτες βρήκαν ¨XY¨ μεταφάσεις 
στο μητρικό αίμα εγκύων με άρρενα έμβρυα και θετικά 
για Y χρωματίνη κύτταρα στο μητρικό αίμα εγκύων με 
άρρενα έμβρυα(3,4,5). Mε την ανακάλυψη των τεχνικών δια-
χωρισμού κυττάρων τo 1970, έγινε δυνατός ο διαχωρισμός 
και χαρακτηρισμός των εμβρυικών κυττάρων. Η πρώτη 
ερευνητική ομάδα που χρησιμοποίησε PCR ( αλυσιδωτή 
αντίδραση πολυμεράσης) και απέδειξε ότι τα εμβρυϊκά 
κύτταρα υπάρχουν πραγματικά στο μητρικό αίμα, ήταν ο 
Lo και συνεργάτες(6). Το 1990, η Bianchi ήταν η πρώτη που 
πραγματοποίησε εμπλουτισμό ειδικά για εμβρυικά κύτ-
ταρα και ανάλυση με PCR(7). Όλες οι έρευνες έως τώρα 
συμφωνούν πως τα εμβρυϊκά κύτταρα στο μητρικό αίμα 
είναι σπάνια, συγκεκριμένα υπάρχουν 1 με 6 κύτταρα ανά 
ml μητρικού αίματος(8). Αυτό το γεγονός αποτελεί πραγ-
ματικά πρόκληση για την εύρεση αυτών των κυττάρων. 
Έχουν αναφερθεί αρκετά πρωτόκολλα έως τώρα για τον 
εμπλουτισμό και το διαχωρισμό αυτών των κυττάρων. Eι-
δικοί δείκτες έχουν χρησιμοποιηθεί είτε για διαχωρισμό 
κυττάρων με κυτταρομετρία ροής (FACS), ή με μαγνητικό 
διαχωρισμό (MACS) για απομόνωση αυτών των κυττά-
ρων. Τελευταία άρχισε η χρησιμοποίηση της PCR, FISH 
και της κυτταρογεννητικής ανάλυσης.

Είναι πολύ σημαντικό να προσδιορίσουμε τον ακριβή 
αριθμό των εμβρυϊκών κυττάρων στο μητρικό αίμα καθώς 
αυτά είναι πολύ σπάνια. Όλες οι μελέτες καταλήγουν στο 
συμπέρασμα πως ο αριθμός είναι πολύ μικρός(9). Αυτό το 
γεγονός καθιστά επιτακτική την ανάγκη να καθορισθεί με 
όσο το δυνατό μεγαλύτερη ακρίβεια ο αριθμός των κυττά-
ρων αυτών, αλλά και την ιδανικότερη στιγμή για αιμολη-
ψία. Σαφέστατα η λήψη αίματος στις αρχικές εβδομάδες 

κύησης είναι πιο επιθυμητή ώστε να επιτευχθεί πρώιμη 
προγεννητική διάγνωση, αλλά είναι επίσης σημαντικό να 
ανεβρεθεί ικανοποιητικός αριθμός κυττάρων. Δεδομένα 
από μελέτες συμφωνούν πως ο αριθμός των εμβρυϊκών 
κυττάρων στο μητρικό αίμα αυξάνει όσο προχωράει η 
εγκυμοσύνη(7,9,11). Ένα ακόμη σημαντικό πρόβλημα που 
αντιμετωπίζουν οι ερευνητές είναι ο καθορισμός ειδικών 
δεικτών (markers) που θα επιτρέψουν τον διαχωρισμό 
και απομόνωση των εμβρυικών κυττάρων με όσο το δυ-
νατό μεγαλύτερη ακρίβεια. Ένα τρίτο πρόβλημα είναι το 
γεγονός πως κάποια εμβρυϊκά κύτταρα μπορεί να παρα-
μείνουν στην μητρική κυκλοφορία για αρκετά χρόνια μετά 
τον τοκετό, έως και 27 χρόνια, κάτι που για πρώτη φορά 
περιγράφηκε από την Bianchi και συνεργάτες(12). 

Μελέτες δείχνουν ότι ο αριθμός των κυττάρων και η 
παρουσία του εμβρυϊκού DNA στο μητρικό αίμα δεν με-
ταβάλλεται μόνο με την εβδομάδα κύησης αλλά διαφέ-
ρει και ανά κύηση(11). Είναι είδη γνωστό πως ο αριθμός 
τους αυξάνει σε εμβρυϊκές ανευπλοειδίες, προεκλαμ-
ψία, πρόωρο τοκετό, στιφρό πλακούντα, υπερέμεση κύ-
ησης και υδράμνιο(11,12,13). Πιθανά αίτια του αυξημένου 
αριθμού εμβρυϊκών κυττάρων σε αυτές τις καταστάσεις 
μπορεί να είναι βλάβες που πλακουντιακού φραγμού, 
λόγω αγγειακών διαταραχών ή λόγω ανάπτυξης οιδή-
ματος στις χοριακές λάχνες. Ακόμη και η αμφίχειρη 
εξέταση, πριν από την αιμοληψία μπορεί να προκαλέ-
σει είσοδο εμβρυϊκών κυττάρων στο μητρικό αίμα(13).

Έως σήμερα έχουν περιγραφεί / απομονωθεί πέντε 
τύποι εμβρυϊκών κυττάρων στο μητρικό αίμα: οι τροφο-
βλάστες, τα λεμφοκύτταρα, τα κοκκιοκύτταρα, τα εμπύ-
ρηνα ερυθρά και τα προγεννητικά κύτταρα(13). Αυτοί 
οι τύποι κυττάρων θα μπορούσαν να χρησιμοποιηθούν 
υπό κατάλληλες προϋποθέσεις για προγεννητικό έλεγ-
χο. Πρόσφατα ανακοινώθηκε και η παρουσία ελεύθε-
ρου εμβρυϊκού DNA σε ανιχνεύσιμες ποσότητες κάτι 

Εικόνα 1α. Τρεις προερυθροβλάστες απομονωμένοι 
από το μητρικό αίμα με χρώση MAY-GRUNWALD-
GIMSA x 1000.

Εικόνα 1β. Ένας προερυθροβλάστης και ένας μικρό-
τερος ώριμος νορμοβλάστης απομονωμένος από το μητρι-
κό αίμα με χρώση MAY-GRUNWALD-GIMSA x 1000.



το οποίο ίσως θα μπορούσε να δώσει λύσεις στην μη 
επεμβατική προγεννητική διάγνωση. 

Εμείς, στη μελέτη μας, προσανατολισθήκαμε στην 
ανεύρεση εμπύρηνων ερυθρών αιμοσφαιρίων εμβρυϊ-
κής προέλευσης. Αυτό διότι, από τα διάφορα είδη των 
προαναφερθέντων κυττάρων έχει πλέον αποδειχθεί 
πως τα καταλληλότερα για μελέτη είναι τα εμπύρηνα 
ερυθρά αιμοσφαίρια αφού: α) είναι μονοπύρηνα, β) 
κυκλοφορούν σε ανιχνεύσιμες ποσότητες από το πρώτο 
τρίμηνο, γ) είναι καλά διαφοροποιημένα(19). Βέβαια  
υπάρχουν πολλά προβλήματα διαχωρισμού και ανα-
γνώρισής τους που πρέπει να αντιμετωπισθούν όπως 
ότι: 1) έχουν μικρό χρόνο ζωής, 2) ο αριθμός τους στο 
αίμα είναι περιορισμένος, 3) σύγχρονη παρουσία στο 
αίμα της μητέρας και εμπύρηνων ερυθρών μητρικών 
αιμοσφαιρίων.
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Εικόνα 2α. Ερυθρά αιμοσφαίρια μετά από χρώση με 
το αντίσωμα για τη Glycophorin A μετά από (MACS) 
x 1000.

Εικόνα 2β. Ερυθρά αιμοσφαίρια μετά από χρώση με 
το αντίσωμα για τη Glycophorin A μετά από (MACS) 
x 1000.

Εικόνα 3α. Εμπύρηνα ερυθρά αιμοσφαίρια μετά από 
απομόνωση από το μητρικό αίμα με χρώση με αντίσω-
μα για την αλυσίδα γ της αιμοσφαιρίνης x 1000.

Εικόνα 3β. Εμπύρηνα ερυθρά αιμοσφαίρια μετά από 
απομόνωση από το μητρικό αίμα με χρώση με αντίσω-
μα για την αλυσίδα γ της αιμοσφαιρίνης x 1000.

Εικόνα 3γ. Εμπύρηνα ερυθρά αιμοσφαίρια μετά από 
απομόνωση από το μητρικό αίμα με χρώση με αντίσω-
μα για την αλυσίδα γ της αιμοσφαιρίνης x 1000.
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Στόχος της μελέτης μας ήταν η απομόνωση και η ταυ-
τοποίηση των σπάνιων αυτών εμβρυϊκών κυττάρων και 
συγκεκριμένα των εμπύρηνων εμβρυϊκών ερυθρών αι-
μοσφαιρίων με σκοπό αυτά μελλοντικά να χρησιμοποι-
ηθούν για προγεννητικό έλεγχο.

ΜΕΘΟΔΟΙ ΚΑΙ ΥΛΙΚΑ
Για την πραγματοποίηση του πειράματος γίνεται λήψη 

20ml φλεβικού περιφερικού αίματος από 16 έγκυες γυναί-
κες μεταξύ 9ης και 14ης εβδομάδας της κύησης χαμηλού 
κινδύνου για σύνδρομο DOWN, σύμφωνα με την ηλικία 
τους, καθώς και από 6 γυναίκες που δεν ήταν έγκυες και 
δεν είχαν ιστορικό κύησης στο παρελθόν . Αρχικά το 
αίμα τοποθετείται σε σωλήνα με EDTA. Στη συνέχεια 
προστίθεται RPMI και γίνεται βαθμίδωση της πυκνότη-
τας με Histopaque 1119 και παραλαμβάνεται η υπόλευ-
κη στιβάδα των μονοκυττάρων η οποία περιέχει κύτταρα 
της λευκής σειράς (μονοκύτταρα και λεμφοκύτταρα) και 
εμπύρηνα ερυθρά αιμοσφαίρια. Τα κύτταρα κάθε φορά 
ξεπλένονται με διάλυμα PBS. 

Ακολουθεί επώαση των κυττάρων με μονοκλωνικό 
αντίσωμα έναντι της γλυκοφορίνης Α, (DakoCytomation, 
IGg1,kappa) για 30 min. η οποία αποτελεί δείκτη της ερυ-
θράς σειράς. Μετά από συστηματική έκπλυση τα κύτταρα 
επωάζονται με anti-mouse αντίσωμα (Gerlinde Kisker), 
για 20 min το οποίο είναι συνδεδεμένο με μαγνητικά 
σφαιρίδια (ΜΑCS) και στη συνέχεια διαχωρίζονται με τη 
βοήθεια μαγνήτη, ο οποίος τοποθετείται στην περιφέρεια 
του σωλήνα. Η διαδικασία διαχωρισμού με τη βοήθεια 
του μαγνήτη επαναλαμβάνεται ακόμη μια φορά. Μόνο τα 
εμπύρηνα ερυθρά αιμοσφαίρια, τόσο μητρικής, όσο και 

εμβρυϊκής προέλευσης συγκρατούνται από το μαγνήτη, 
ενώ τα υπόλοιπα κύτταρα απομακρύνονται. Ακολουθεί 
προσθήκη παραφορμαλδεϋδης 2% για την μονιμοποίηση 
των κυττάρων και προσθήκη 3% Η2Ο2 για την καταστρο-
φή της ενδογενούς υπεροξειδάσης των ερυθρών αιμο-
σφαιρίων. Στη συνέχεια προστίθεται μονοκλωνικό αντί-
σωμα έναντι της γ-αλυσίδας της αιμοσφαιρίνης (Kortex). 
Τα κύτταρα επωάζονται για 20 min ακολουθεί πλύση με 
διάλυμα PBS.

Στη συνέχεια παραλαμβάνονται σε αντικειμενοφόρους 
πλάκες όπου διαδοχικά προστίθεται βιοτίνη, αβιδίνη-υπε-
ροξειδάση, DAB και ακολουθεί αφυδάτωση σε ανιούσες 
συγκεντρώσεις διαλύματα αλκοόλης-ξυλόλης. Οι αντικει-
μενοφόρες πλάκες εξετάζονται προσεκτικά κάτω από το 
οπτικό μικροσκόπιο για την ανεύρεση θετικών ως προς τη 
χρήση του αντισώματος εμπύρηνων ερυθρών αιμοσφαιρί-
ων και με βάση τα μορφολογικά τους χαρακτηριστικά.

ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 
Στη μελέτη μας συμμετείχαν 16 έγκυες γυναίκες χαμηλού 

κινδύνου για σύνδρομο DOWN με βάση την ηλικία τους. Οι 
εγκυμοσύνες ήταν μεταξύ της 9ης έως της 14ης εβδομάδας. 
Ο μέσος όρος ηλικίας των εγκύων ήταν 28, ενώ ο μέσος όρος 
εβδομάδας της κύησης ήταν 11. Ο αριθμός των εμπύρηνων 
εμβρυϊκών ερυθρών κυττάρων που ανιχνεύθηκαν στο οπτικό 
μικροσκόπιο ήταν από 0 έως 14, με μέσο όρο 6. Το ποσοστό 
ανίχνευσης κυττάρων ήταν 87.5% (14/16). Στην ομάδα ελέγ-
χου των έξι γυναικών που δεν ήταν έγκυες αλλά και δεν εί-
χαν ιστορικό εγκυμοσύνης στο παρελθόν δεν βρέθηκαν θετι-
κά εμπύρηνα ερυθρά κύτταρα. Τα αποτελέσματα φαίνονται 
αναλυτικά στον πίνακα 1.

Πίνακας 1. Αποτελέσματα μετρήσεων των εμπύρηνων εμβρυϊκών κυττάρων στο δείγμα περιφερικού αίματος 
εγκύων γυναικών.

Περιστατικό	 Αριθμός εμπύρηνων	 Εβδομάδα κύησης	 Ηλικία εγκύου
		  εμβρυϊκών ερυθρών
1	 8	 12	 30
2	 4	 13	 32
3	 5	 14	 28
4	 3	 14	 21
5	 6	 10	 25
6	 4	 9	 26
7	 2	 10	 25
8	 1	 12	 29
9	 0	 10	 33
10	 12	 9	 30
11	 9	 13	 28
12	 11	 10	 34
13	 6	 9	 31
14	 14	 11	 27
15	 4	 10	 29
16	 0	 12	 22



ΣΥΖΗΤΗΣΗ
Στόχος της μελέτης μας ήταν να μπορέσουμε να 

απομονώσουμε και να καταδείξουμε την παρουσία των 
εμπύρηνων εμβρυϊκών ερυθρών αιμοσφαιρίων στην κυ-
κλοφορία της μητέρας.

Λαμβάνοντας υπόψη τα βιβλιογραφικά δεδομένα, 
επινοήσαμε τη δική μας μέθοδο διαχωρισμού. Έγιναν 
αιμοληψίες από εγκύους 9-14 εβδομάδων και χρησιμο-
ποιήσαμε 20ml περιφερικού αίματος από κάθε γυναίκα. 
Στο πρώτο βήμα πραγματοποιήθηκε βαθμίδωση πυκνό-
τητας με Histopaque- 1119. Συγκριτικές μελέτες έχουν 
δείξει πως χρησιμοποιώντας μόνο του το Histopaque-
1119 και όχι συνδυασμούς Histopaque 1077 και 1119 ή 
1110, αφενός παρέχεται η δυνατότητα λήψης μόνο 20, 
και όχι 40ml, περιφερικού αίματος και αφετέρου απο-
μονώνονται 2,1 φορές περισσότερα εμπύρηνα ερυθρά. 
Τα παραπάνω αποδείχθηκαν σε πρόσφατη μελέτη από 
τον Osama Samura και συνεργάτες(20).

Μετά το διαχωρισμό των εμπύρηνων κυττάρων προ-
χωρήσαμε σε επώαση των κυττάρων για 30 λεπτά με το 
μονοκλωνικό αντίσωμα (mouse anti human) έναντι της 
γλυκοφορίνης A σε θερμοκρασία 37oC. Σύμφωνα με τη 
νεότερη βιβλιογραφία το αντίσωμα αυτό υπερέχει φα-
νερά έναντι άλλων αντισωμάτων όπως το anti- CD45, 
anti CD-36, anti- CD 45, anti- CD71, HAE 9 και anti-I 
όσον αφορά την καθαρότητα του λαμβανόμενου πλη-
θυσμού(21).

Τη φάση των εμπύρηνων κυττάρων στη συνέχεια την 
περάσαμε μέσα από στήλη η οποία περιέχει το δεύτερο 
αντίσωμα συνδεδεμένο με μαγνητικά σφαιρίδια. Στην 
περιφέρεια της στήλης υπήρχε ένας ισχυρός μαγνήτης 
ο οποίος κατακράτησε τα συνδεδεμένα με τη γλυκο-
φορίνη κύτταρα. Τα τελευταία αποτελούν τα εμπύρη-
να ερυθρά αιμοσφαίρια, δεδομένου ότι η γλυκοφορίνη 
αποτελεί δείκτη της ερυθράς σειράς. Και η μέθοδος 
FACS όπως και η MACS έχουν χρησιμοποιηθεί ευρέως 
με επιτυχία διεθνώς. Η μέθοδος FACS απαιτεί εξειδι-
κευμένο εργαστηριακό εξοπλισμό, ενώ η MACS είναι 
σαφώς ευκολότερη σαν μέθοδος, απαιτεί πιο φθηνότε-
ρο εξοπλισμό και συγκριτικά παρουσιάζει μικρότερη 
επιμόλυνση των πληθυσμών των εμβρυϊκών κυττάρων 
από άλλα κύτταρα(22).

Το γεγονός ότι ανάμεσα στα εμβρυικά εμπύρηνα 
ερυθρά ανευρίσκονται και μητρικά εμπύρηνα ερυθρά(23) 
μας οδήγησε στο να προχωρήσουμε και σε δεύτερο δια-
χωρισμό ώστε να απομονώσουμε τα εμβρυϊκά κύτταρα. 
Αυτό επιτεύχθηκε με την επίστρωση των εμπύρηνων 
ερυθρών σε αντικειμενοφόρο πλάκα και την επώασή 
τους με το μονοκλωνικό αντίσωμα έναντι της γ αλυ-
σίδας της αιμοσφαιρίνης. Τα θετικά αντιδρώντα στο 
αντίσωμα έναντι της γ αλυσίδας κύτταρα αποτελούν 
πλέον με βεβαιότητα εμπύρηνα ερυθρά του εμβρύου. Η 
εμβρυϊκή αιμοσφαιρίνη είναι η κυρίαρχη κυτταροπλα-

σματική πρωτεΐνη, η οποία ανευρίσκεται στα εμβρυϊκά 
ερυθροκύτταρα μετά τις 7 εβδομάδες κύησης. Παρόλο 
που η εγκυμοσύνη ενεργοποιεί την σύνθεση μικρής πο-
σότητας εμβρυικής αιμοσφαιρίνης στη μητέρα, η ποσό-
τητα της αλυσίδας γ που παράγεται ανά κύτταρο είναι 
πολύ μεγαλύτερη στο έμβρυο. 

Συγκριτικές μελέτες για την παραγωγή ε και ζ 
αλυσίδων της εμβρυϊκής αιμοσφαιρίνης έδειξαν ότι 
υπάρχει απότομη πτώση της ανίχνευσης αυτών των 
αλυσίδων μετά τις 13 και 14 εβδομάδες κύησης ακό-
μη και σε χρωμοσωμικές ανωμαλίες. Αντίθετα, υπάρ-
χει σημαντική αύξηση της ποσοτικής ανίχνευσης για 
την αλυσίδα γ στο πρώτο τρίμηνο και μικρή σταδια-
κή πτώση στο δεύτερο σε φυσιολογικά έμβρυα, ενώ 
υπάρχει συνεχής αύξηση σε χρωμοσωμικές ανωμα-
λίες. Φαίνεται λοιπόν ότι η χρήση του μονοκλωνικού 
αντισώματος της αλυσίδας γ αναγνωρίζει μεγαλύτερο 
αριθμό εμπύρηνων εμβρυϊκών κυττάρων, δίνοντας 
τη δυνατότητα να αναγνωρίζονται ευκολότερα(24). Οι 
αντικειμενοφόρες πλάκες εξετάζονται προσεκτικά 
κάτω από το οπτικό μικροσκόπιο για την ανεύρεση 
εμπύρηνων ερυθρών αιμοσφαιρίων. Εξετάσαμε τα 
κύτταρα με βάση τα μορφολογικά χαρακτηριστικά των 
εμπύρηνων εμβρυϊκών ερυθρών: το στρογγυλό πυρή-
να, το μεγάλο μέγεθος του κυττάρου, το χαρακτηρι-
στικά χρωματισμένο κυτταρόπλασμα και περιφερική 
φωτεινότητα του κυτταροπλάσματος(19,25,26). Ακολούθη-
σε καταμέτρηση των κυττάρων για κάθε περίπτωση. 
Βιβλιογραφικά αναφέρεται πως η συχνότητα των εμ-
βρυϊκών εμπύρηνων ερυθρών στο μητρικό αίμα υπο-
λογίζεται να είναι 1 με 10 κύτταρα ανά ml μητρικού 
αίματος(10) και πως η συχνότητα είναι ένα εμπύρηνο 
εμβρυϊκό ερυθρό ανά 106 με 107 μητρικά κύτταρα στο 
περιφερικό αίμα της μητέρας(22,27). Άρα περίπου 10-20 
εμπύρηνα ερυθρά κύτταρα υπολογίζεται να ανευρί-
σκονται σε 20ml μητρικού αίματος. Ο μέσος αριθμός 
6, των εμπύρηνων εμβρυϊκών κυττάρων που βρέθηκαν 
στη μελέτη μας , έρχεται σε συμφωνία με τους περισ-
σότερους μελετητές είτε χρησιμοποίησαν μαγνητικό 
διαχωρισμό είτε κυτταρομετρία ροής(8,28-31). Υπάρχουν 
ανακοινώσεις επιτυχημένης προγεννητικής διάγνωσης 
εμβρυϊκών ανευπλοειδιών και μονογονιδιακών κλη-
ρονομούμενων παθήσεων, όπως επίσης και του φύλου 
του εμβρύου βασιζόμενης στην ανάλυση των εμβρυϊ-
κών NRBC είτε με FISH είτε με PCR(32-37). Οι μέθοδοι 
που έχουν ανακοινωθεί είναι αρκετά πολύπλοκες και 
απαιτούν μεγάλη προσπάθεια, τα ποσοστά επιτυχημέ-
νης προγεννητικής διάγνωσης κυμαίνονται μεταξύ του 
68% και του 92 % ενώ, υπάρχουν επίσης και ψευδώς 
θετικά αποτελέσματα στο 3 έως 15% των περιστατι-
κών (9,33,38-42). Τα αποτελέσματα αυτά επιβεβαιώθηκαν 
μεαμνιοπαρακέντηση και CVS.

Ίσως η συσχέτιση μεταξύ χρωμοσωμικών ανωμαλι-
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ών και αυξημένων αριθμών εμβρυϊκών κυττάρων και 
DNA στο μητρικό αίμα(17) θα μπορούσε να χρησιμοποι-
ηθεί σαν μία ακόμη μέθοδος προγεννητικού ελέγχου 
(screening). Εφαρμογή μεθόδου FISH στο μητρικό αίμα 
που έχει υποστεί επεξεργασία για ανεύρεση εμβρυϊκών 
κυττάρων, στις γυναίκες που έχουν επιλεγεί από τον γε-
νικό πληθυσμό με τη σημερινή μέθοδο προγεννητικού 
ελέγχου (συνδυασμός μητρικής ηλικίας, αυχενικής δια-
φάνειας, b-hCG και ΡΑΡΡ-Α)(14) θα μπορούσε να μειώ-
σει το ποσοστό των γυναικών που έχει ένδειξη για CVS 
(γυναίκες με θετικά σήματα για τρισωμία) έναντι του 
5% που ισχύει με τα σημερινά τεστ.

Συμπερασματικά δεν έχει ακόμη καθορισθεί με 
ακρίβεια εάν ο έλεγχος των εμβρυϊκών κυττάρων στο 
αίμα της μητέρας θα αποτελέσει στο μέλλον ασφαλή μέ-
θοδο για προγεννητικό έλεγχο ή screening τεστ μεγάλης 
ευαισθησίας και ειδικότητας. Η τεχνολογική πρόοδος 
μας επιτρέπει να βλέπουμε το μέλλον του μη επεμβατι-
κού προγεννητικού ελέγχου με αισιοδοξία.

Summary
Daniilidis A, Kouzi-Koliakou K, Klearxou N, Tsiagias N, 
Mavromichali M, Karagiannis V
Isolation of nucleated fetal red cells from maternal blood, 
with magnetic activated cell sorting
Hellen Obstet Gynecol 18(3):238-245, 2006

Aim: The isolation of nucleated fetal erythrocytes from 
maternal blood. 
Material and method: We have used 20 mls of maternal 
blood from 16 pregnant women with gestational age 9 
to 14 weeks. The pregnant women had a low risk for 
Down syndrome according to their age. After gradient 
centrifugation with histopaque 1119 and removal of the 
mononuclear cell layer wε have performed magnetic cell 
sorting twice by using the glycophorin A antibody and 
secondary antibody conjugated with magnetic beads. 
The positive cells have been held on the magnet and 
were maternal and fetal red cells. We have then added 
on the positive cells the monoclonal antibody for γ-chain 
and the fetal nucleated erythrocytes have been measured 
under light microscope.
Results: The number of fetal erythrocytes we have 
counted was between 0 and 14, with mean number of 6. 
We have managed to find these cells on the 14 out of 16 
cases (87.5%). 
Conclusions: There are a lot of publications of successful 
prenatal diagnosis with FISH or PCR with fetal erythrocytes. 
Maybe the fact that their number is increased in cases of 
aneuploidy means that their absolute number could be 
used as another screening test.

 
Key words: Magnetic activated cell sorting, nucleated 

erythrocytes, Down syndrome. 
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