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Ανασκόπηση

ΠΕΡΙΛΗΨΗ
Η παρουσία των εμβρυϊκών κυττάρων στο αίμα εγκύων γυναικών 

αποδείχθηκε για πρώτη φορά, με τη χρήση χρώσης για την εμβρυϊ-
κή αιμοσφαιρίνη, το 1957 από τον Kleihauer, καθώς και το 1959 από 
τον Douglas. Σε αντίθεση με τη μέχρι πρότινος αντίληψη πως ο πλα-
κούντας είναι ένας αδιαπέραστος φραγμός μεταξύ μητέρας και εμ-
βρύου, πολλές μελέτες έχουν δείξει πλέον ότι εμβρυϊκά κύτταρα και 
νουκλεϊκά οξέα κυκλοφορούν ελεύθερα στο αίμα της μητέρας. Τα εμ-
βρυϊκά κύτταρα είναι πολύ σπάνια στην κυκλοφορία της μητέρας και 
είναι ιδιαίτερα σημαντικό να κατανοήσουμε τον ακριβή αριθμό τους. 
Υπάρχουν μελέτες που υποστηρίζουν πως ο αριθμός των εμβρυϊκών 
κυττάρων που κυκλοφορούν στο αίμα της μητέρας μεταβάλλεται με 
την ηλικία της κύησης, αλλά και με κάθε διαφορετική εγκυμοσύνη.

Σήμερα έχουν απομονωθεί πέντε τύποι εμβρυϊκών κυττάρων στο 
αίμα της εγκύου: τα τροφοβλαστικά κύτταρα, τα λεμφοκύτταρα, τα 
κοκκιοκύτταρα, τα εμπύρηνα ερυθρά, τα προγεννητικά κύτταρα, κα-
θώς και ελεύθερο εμβρυϊκό DNA. Αυτά τα κύτταρα θα μπορούσαν 
ίσως να χρησιμοποιηθούν για προγεννητικό έλεγχο. Υπάρχουν όμως 
ακόμη σημαντικές τεχνικές δυσκολίες ώστε να επιτευχθεί με ακρίβεια 
προγεννητική διάγνωση.

Όροι ευρετηρίου: προγεννητική διάγνωση, εμβρυϊκά κύτταρα, ελεύθε-
ρο DNA.

ΙΣΤΟΡΙΚΗ ΑΝΑΔΡΟΜΗ ΑΝΕΥΡΕΣΗΣ ΕΜΒΡΥΪΚΩΝ ΚΥΤΤΑΡΩΝ 
ΣΤΟ ΜΗΤΡΙΚΟ ΑΙΜΑ

Το 1893 ο Schmorl αναγνώρισε τροφοβλάστες στους πνεύμονες γυ-
ναικών που είχαν πεθάνει λόγω εκλαμψίας, αλλά όχι και σε γυναίκες 
που πέθαναν από άλλα αίτια. Αποδείξεις για την ύπαρξη εμβρυϊκών 
κυττάρων στη μητρική κυκλοφορία παρουσιάσθηκε για πρώτη φορά 
από τον Douglas και συνεργάτες το 19591. O Kleihauer βρήκε εμβρυ-
ϊκά κύτταρα στην κυκλοφορία της μητέρας χρησιμοποιώντας χρώση 
για εμβρυϊκή αιμοσφαιρίνη2. To 1964 ο Clayton και συνεργάτες χρη-
σιμοποιώντας χρώση για εμβρυϊκή αιμοσφαιρίνη, ανακοίνωσαν την 
παρουσία ανώριμων ερυθρών αιμοσφαιρίων σε αυξανόμενο αριθμό 
ανάλογα με την πρόοδο της εγκυμοσύνης. Το 1969 ο Walknowska και 
συνεργάτες βρήκαν XY μεταφάσεις στο μητρικό αίμα εγκύων με άρ-
ρενα έμβρυα και θετικά για Y χρωματίνη κύτταρα στο μητρικό αίμα 
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εγκύων με άρρενα έμβρυα3,4,5. To 1970 με την ανα-
κάλυψη των τεχνικών διαχωρισμού κυττάρων, έγι-
νε δυνατός ο διαχωρισμός και χαρακτηρισμός των 
εμβρυϊκών κυττάρων. Η πρώτη ερευνητική ομάδα 
που χρησιμοποίησε PCR (αλυσιδωτή αντίδραση πο-
λυμεράσης) και απέδειξε ότι τα εμβρυϊκά κύτταρα 
υπάρχουν πραγματικά στο μητρικό αίμα, ήταν ο Lo 
και συνεργάτες6. Το 1990 η Bianchi ήταν η πρώτη 
που πραγματοποίησε εμπλουτισμό ειδικά για εμβρυ-
ϊκά κύτταρα και ανάλυση με PCR7. Όλες οι έρευνες 
έως τώρα συμφωνούν πως τα εμβρυϊκά κύτταρα στο 
μητρικό αίμα είναι σπάνια, συγκεκριμένα υπάρχουν 
1 με 6 κύτταρα ανά ml μητρικού αίματος8. Αυτό το 
γεγονός αποτελεί πραγματικά πρόκληση για την 
εύρεση αυτών των κυττάρων. Έχουν αναφερθεί 
αρκετά πρωτόκολλα έως τώρα για τον εμπλουτισμό 
και το διαχωρισμό αυτών των κυττάρων. Σε γενικές 
γραμμές για να επιτευχθεί αυτός ο εμπλουτισμός 
των εμβρυϊκών κυττάρων στο μητρικό αίμα χρησιμο-
ποιήθηκε φυγοκέντρηση, χωρίς όμως να επιτευχθεί 
καθαρό δείγμα λόγω της παρουσίας μητρικών κυτ-
τάρων. Έχουν χρησιμοποιηθεί κατά καιρούς ειδικοί 
δείκτες είτε με διαχωρισμό κυττάρων με φλουροσκε-
ΐνη (FACS), είτε με μαγνητικό διαχωρισμό κυττάρων 
(MACS) για απομόνωση αυτών των κυττάρων και 
στη συνέχεια προσθήκη ειδικών δεικτών ώστε να 
επιβεβαιωθεί η ταυτότητα αυτών των κυττάρων. Τε-
λευταία άρχισε η χρησιμοποίηση της PCR, FISH και 
της κυτταρογενετικής ανάλυσης.

Ο ΑΡΙΘΜΟΣ ΚΑΙ ΤΟ ΕΙΔΟΣ ΤΩΝ ΕΜΒΡΥΪΚΩΝ 
ΚΥΤΤΑΡΩΝ ΣΤΟ ΜΗΤΡΙΚΟ ΑΙΜΑ

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 εμβρυϊκά κύτταρα και εμβρυϊκό γενε-
τικό υλικό κυκλοφορεί στο μητρικό αίμα. Μελετητές 
κατόρθωσαν να επιβεβαιώσουν την παρουσία του 
Υ χρωμοσώματος στο μητρικό αίμα από την έκτη 
εβδομάδα κύησης9,10. Τα δεδομένα ήταν ακριβή όσον 

αφορά στην ηλικία της κύησης, αφού οι κυήσεις που 
χρησιμοποιήθηκαν στην έρευνα ήταν κυήσεις που 
προέκυψαν με τεχνητή γονιμοποίηση.

Έως σήμερα έχουν περιγραφεί/απομονωθεί πέ-
ντε τύποι εμβρυϊκών κυττάρων στο μητρικό αίμα: οι 
τροφοβλάστες, τα λεμφοκύτταρα, τα κοκκιοκύτταρα, 
τα εμπύρηνα ερυθρά και τα προγεννητικά κύτταρα11. 
Αυτοί οι τύποι κυττάρων θα μπορούσαν να χρησιμο-
ποιηθούν υπό κατάλληλες προϋποθέσεις για προγεν-
νητικό έλεγχο. Πρόσφατα ανακοινώθηκε και η πα-
ρουσία ελεύθερου εμβρυϊκού DNA σε ανιχνεύσιμες 
ποσότητες, κάτι το οποίο ίσως θα μπορούσε να δώσει 
λύσεις στη μη επεμβατική προγεννητική διάγνωση.

Είναι πολύ σημαντικό να κατανοήσουμε τον ακρι-
βή αριθμό των εμβρυϊκών κυττάρων στο μητρικό αί-
μα, καθώς είναι πολύ σπάνια. Όλες οι μελέτες κατα-
λήγουν στο συμπέρασμα πως ο αριθμός είναι πολύ 
μικρός ανά ml μητρικού αίματος12. Η συχνότητα των 
εμβρυϊκών εμπύρηνων ερυθρών στο μητρικό αίμα 
υπολογίζεται να είναι 1 με 10 κύτταρα ανά ml μη-
τρικού αίματος13. Άρα περίπου 20 εμπύρηνα ερυθρά 
κύτταρα υπολογίζεται να ανευρίσκονται σε 20 ml μη-
τρικού αίματος. Αυτό το γεγονός καθιστά επιτακτική 
την ανάγκη να καθοριστεί με όσο το δυνατό μεγαλύ-
τερη ακρίβεια ο αριθμός των κυττάρων αυτών, αλλά 
και η ιδανικότερη στιγμή για αιμοληψία. 

Σαφέστατα η λήψη αίματος στις αρχικές εβδομά-
δες κύησης είναι πιο επιθυμητή ώστε να επιτευχθεί 
ταχύτερα η προγεννητική διάγνωση, αλλά είναι επί-
σης σημαντικό να ανευρεθεί ικανοποιητικός αριθμός 
κυττάρων. Δεδομένα από μελέτες συμφωνούν πως ο 
αριθμός των εμβρυϊκών κυττάρων στο μητρικό αίμα 
αυξάνει όσο προχωράει η εγκυμοσύνη8,14. Ένα ακό-
μη σημαντικό πρόβλημα που αντιμετωπίζουν οι ερευ-
νητές είναι ο καθορισμός ειδικών δεικτών (markers) 
που θα επιτρέψουν τον διαχωρισμό και την απομό-
νωση των εμβρυϊκών κυττάρων με όσο το δυνατό 
μεγαλύτερη ακρίβεια. Ένα τρίτο πρόβλημα είναι το 
γεγονός πως κάποια εμβρυϊκά κύτταρα μπορεί να 
παραμείνουν στη μητρική κυκλοφορία για αρκετά 
χρόνια μετά τον τοκετό, έως και 27 χρόνια, κάτι που 

Πίνακας 117. Ευαισθησία και ποσοστό κυττάρων με πυρήνες με τρία σήματα σε φυσιολογικές κυήσεις και σε 
χρωμοσωμικές ανωμαλίες

Δείκτης:          για το χρωμόσωμα 21                            το χρωμόσωμα 18                           το χρωμόσωμα 13 
          Τρισωμία 21	 Φυσιολογικό	 Τρισωμία 18	 Φυσιολογικό	 Τρισωμία 13	 Φυσιολογικό
Όριο	 N=36	 N=142	 N=24	 N=1342	 N=10	 N=142
>=3%	 35 (97%)	 19 (13%)	 23 (96%)	 23 (16%)	 10 (100%)	 32 (22,5%)
>=4%	 30 (83%)	 4 (2,8%)	 20 (83%)	 9 (6%)	 8 (80%)	 7 (5%)
>=5%	 22 (61%)	 0	 13 (54%)	 0	 5 (50%)	 0
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για πρώτη φορά περιγράφηκε από τη Bianchi και συ-
νεργάτες15. 

Κάποιες μελέτες δείχνουν ότι ο αριθμός των κυτ-
τάρων και του εμβρυϊκού DNA στο μητρικό αίμα δεν 
μεταβάλλεται μόνο με την εβδομάδα κύησης, αλλά 
είναι διαφορετικός σε διαφορετικές εγκυμοσύνες14. 
Είναι είδη γνωστό πως ο αριθμός τους αυξάνει σε:

• Εμβρυϊκές ανευπλοειδίες
• Προεκλαμψία
• Πρόωρο τοκετό
• Στιφρό πλακούντα
• Υπερέμεση κύησης
• Υδράμνιο
Πιθανά αίτια του αυξημένου αριθμού εμβρυϊκών 

κυττάρων σε αυτές τις καταστάσεις μπορεί να είναι 
βλάβες που πλακουντιακού φραγμού, λόγω αγγεια-
κών διαταραχών ή λόγω ανάπτυξης οιδήματος στις 
χοριακές λάχνες. Ακόμη και η αμφίχειρη εξέταση 
πριν από την αιμοληψία μπορεί να προκαλέσει είσο-
δο εμβρυϊκών κυττάρων στο μητρικό αίμα16.

Σε μία μελέτη ο Al-Mufti και συνεργάτες χρησιμο-
ποίησαν αίμα από γυναίκες που πρόκειται να έχουν 
CVS. Πραγματοποίησε τριπλή φυγοκέντρηση και 
επιπολασμό με αντίσωμα CD71, ΜACS και FISH, 
ώστε να υπολογίσει τον ακριβή αριθμό των εμπύ-
ρηνων ερυθρών με πυρήνες που είχαν τρία σήματα. 
Συγκρίνοντας τα ευρήματά του βρήκε πως πυρήνες 
με τρία σινιάλα υπήρχαν στο 5% των εμπλουτισμέ-
νων κυττάρων του 60% των περιπτώσεων Down και 
σε καμία από τις φυσιολογικές εγκυμοσύνες. Τα ευ-
ρήματα αυτά ήταν ανάλογα με τα αποτελέσματα του 
προγεννητικού ορμονικού ελέγχου του δευτέρου τρι-
μήνου. Τοποθετώντας σαν όριο το 3% των πυρήνων 
με τρία σήματα, η ευαισθησία για Down ήταν 97% 
και το ψευδώς θετικό ποσοστό ήταν 13%. Τα αρνητι-
κά σήματα για την εμβρυϊκή αιμοσφαιρίνη ήταν 3% 
(πίνακας 1).

Αυτή η συσχέτιση μεταξύ χρωμοσωμικών ανωμα-
λιών και αυξημένων αριθμών εμβρυϊκών κυττάρων 
και DNA στο μητρικό αίμα θα μπορούσε να χρησιμο-
ποιηθεί σαν μία ακόμη μέθοδος προγεννητικού ελέγ-
χου (screening). Φυσικά οι τεχνικές που πρέπει να 
χρησιμοποιηθούν για το σκοπό αυτό είναι πολυπλο-
κότερες από αυτές που χρησιμοποιούμε σήμερα για 
τον ορμονικό προγεννητικό έλεγχο. Ο Νικολαΐδης 
προτείνει πως ίσως θα μπορούσε να γίνεται FISH 
στο μητρικό αίμα που έχει υποστεί επεξεργασία για 
ανεύρεση εμβρυϊκών κυττάρων στις γυναίκες υψη-
λού κινδύνου για τρισωμίες, αφού πρώτα οι γυναίκες 
αυτές επιλεγούν από το γενικό πληθυσμό με τη ση-
μερινή μέθοδο προγεννητικού ελέγχου (συνδυασμός 
μητρικής ηλικίας, αυχενικής διαφάνειας, b-hCG και 
ΡΑΡΡ-Α)17. Ακολουθώντας αυτή την τεχνική θα μπο-

ρούσε να μειωθεί στο 1% από το γενικό πληθυσμό το 
ποσοστό που έχει ένδειξη για CVS (γυναίκες με 3% 
θετικών σημάτων για τρισωμία και γυναίκες χωρίς 
θετικά σινιάλα για εμβρυϊκή αιμοσφαιρίνη) έναντι 
του 5% που ισχύει με τα σημερινά τεστ.

ΤΡΟΦΟΒΛΑΣΤΕΣ
Η ανάπτυξη του πλακούντα μπορεί να οδηγήσει σε 

δύο περιοχές στις οποίες δυνητικά μπορεί να υπάρ-
ξει εμβρυομητρική επαφή. Οι κυτταροτροφοβλάστες 
διεισδύοντας στον φθαρτό και το μυομήτριο έρχονται 
σε άμεση επαφή με μητρικούς ιστούς, σχηματίζοντας 
την ενδοαγγειακή κυτταροτροφοβλάστη. Κατά συνέ-
πεια τα κύτταρα που αποκολλώνται από το στρώμα 
της κυτταροτροφοβλάστης μπορεί να περάσουν στη 
μητρική κυκλοφορία18. Οι τροφοβλάστες ήταν τα 
πρώτα κύτταρα που αναγνωρίσθηκαν στη μητρική 
κυκλοφορία, λόγω του μεγέθους τους, της χαρακτη-
ριστικής μορφολογίας τους και της επαφής τους με 
το μητρικό αίμα19. Παίζουν αποφασιστικό ρόλο στην 
ανάπτυξη του πλακούντα. Οι συγκυτιοτροφοβλάστες 
είναι πολυπυρηνικά κύτταρα που ανευρίσκονται 
στις πλακουντιακές λάχνες και βρίσκονται σε άμεση 
επαφή με μητρικό ιστό. Αυτά τα κύτταρα μπορεί να 
μεταφερθούν μέσω της κάτω κοίλης φλέβας στους 
πνεύμονες, όπου και παγιδεύονται μέσα στα πνευ-
μονικά τριχοειδή και τελικά καταστρέφονται. Εντού-
τοις είναι δυνατό μερικά τροφοβλαστικά κύτταρα να 
διαφύγουν στην περιφερική κυκλοφορία, από όπου 
μπορεί να απομονωθούν και να καλλιεργηθούν18. Οι 
κυτταροτροφοβλάστες είναι μονοπύρηνα κύτταρα 
που εισβάλλουν στη μήτρα και τις σπειροειδείς αρτη-
ρίες και μπορεί να καταλήξουν στην κυκλοφορία της 
μητέρας. Αυτή η εμβρυομητρική κυκλοφορία μπορεί 
να είναι ένα γεγονός σε μία φυσιολογική εγκυμοσύ-
νη, η οποία επηρεάζεται από παράγοντες που αυ-
ξάνουν αυτή την κυκλοφορία, όπως: προεκλαμψία, 
εκλαμψία, δακτυλική αποκόλληση πλακούντα, προ-
χωρημένη εγκυμοσύνη και λοχεία18. 

Μία από τις χαρακτηριστικές διαφορές των τρο-
φοβλαστών είναι η έκφρασή τους με τις κυτταροκε-
ρατίνες, ενώ όλα τα αιμοποιητικά κύτταρα όπως και 
τα ενδοθηλιακά κύτταρα των αγγείων είναι αρνητι-
κά για κυτταροκερατίνη. Το 1984 απομονώθηκαν 
για πρώτη φορά τροφοβλάστες από το μητρικό αίμα 
σε διάφορα στάδια της κύησης. Ο διαχωρισμός έγι-
νε με τη χρήση μονοκλωνικού αντισώματος έναντι 
Η31520,21. Οι μελέτες κατέληξαν πως πέντε ήταν ειδι-
κά για τον εμβρυϊκό ιστό. Μετά την έκθεση του μη-
τρικού αίματος στα δύο από τα πέντε μονοκλωνικά 
αντισώματα, έγινε PCR στα απομονωμένα αντισώ-
ματα για την ανίχνευση Y σειρών. Το φύλο του εμ-
βρύου αναγνωρίσθηκε σωστά στα 7 από τα 7 άρρενα 
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και στα 6 από τα 7 θήλυ. Ο Bruch και συνεργάτες 
χρησιμοποίησαν μονοκλωνικά αντισώματα (GB17, 
GB21 και GB25) έναντι των συγκυτιοτροφοβλαστών, 
αλλά και έναντι μαζί των συγκυτιοτροφοβλαστών 
και των τροφοβλαστών (GB25). Μετά από κυτταρο-
μετρία ροής τα κύτταρα υποβλήθηκαν σε PCR για 
τις σειρές Y και βρήκαν το Y σήμα σε δύο από τα 
τρία δείγματα. Χρησιμοποιώντας κύτταρα που προ-
έκυψαν μετά από ανοσομαγνητικό διαχωρισμό και 
κυτταρομετρία ροής ο Cacehux και συνεργάτες22 ανί-
χνευσαν 47ΧΧΥ κύτταρα με FISH. Από τους 1.387 
πυρήνες, οι 14 (1%) έδειξαν δύο ειδικά για Υ σή-
ματα και 45 (3,24%) πυρήνες είχαν ένα ειδικό για 
το Υ σήμα. Εναλλακτικά, τα τροφοβλαστικά κύτταρα 
μπορεί να αναγνωρισθούν με υβριδισμό με ειδικούς 
δείκτες προς το HLA-G m-RNA, το οποίο είναι ένα 
μη πολυμορφικό αντιγόνο μέγιστης ιστοσυμβατότη-
τας, ειδικό για τον πλακουντιακό ιστό. Πρόσφατα ο 
Vona και συνεργάτες ανακοίνωσαν μία πρωτοπορι-
ακή μέθοδο στηριζόμενη στο διαχωρισμό των κυττά-
ρων με βάση το μέγεθός τους (ISET) από μεικτούς 
πληθυσμούς κυττάρων. Αυτή η προσέγγιση φάνηκε 
να είναι ικανοποιητική για την απομόνωση τροφο-
βλαστών από το μητρικό αίμα. Mετά από ISET οι 
τροφοβλάστες απομονώνονται με διατομή με λέιζερ 
με βάση τα κυτταρομορφολογικά και ανοσοϊστοχημι-
κά χαρακτηριστικά τους23.

Εντούτοις υπάρχουν κάποια σημαντικά μειονε-
κτήματα τα οποία καθιστούν δυσχερή τη χρήση των 
τροφοβλαστών στην προγεννητική διάγνωση. Αρ-
χικά, πολύ μικρός αριθμός κυττάρων υπάρχουν στο 
πρώτο τρίμηνο, όταν και θα ήταν ιδανική στιγμή για 
προγεννητική διάγνωση. Δεύτερον, τα περισσότε-
ρα τροφοβλαστικά κύτταρα που απελευθερώνονται 
στη μητρική κυκλοφορία παγιδεύονται άμεσα και 
καταστρέφονται στους πνεύμονες και μόνο μικρός 
αριθμός παραμένει στην περιφερική κυκλοφορία. 
Τρίτον, είναι γνωστό από την εμπειρία με τη CVS 
ότι στο 1% των συγκυτιοτροφοβλαστών υπάρχει το 
φαινόμενο του μωσαϊκισμού, με αποτέλεσμα ο καρυ-
ότυπος του πλακούντα να διαφέρει από του εμβρύου. 
Τέταρτον, οι συγκυτιοτροφοβλάστες είναι πολυπύ-
ρηνα κύτταρα, κάτι που κάνει δύσκολη τη χρήση της 
FISH. Τέλος, για να πραγματοποιηθεί μαγνητικός 
διαχωρισμός ή κυτταρομετρία ροής με ενδοπυρηνι-
κά αντισώματα θα πρέπει να επιτευχθεί δίοδος μέσω 
των κυτταρικών μεμβρανών με μονοκλωνικά αντισώ-
ματα. Η ανάπτυξη αυτών των αντισωμάτων για ει-
δικά αντισώματα της επιφάνειας της τροφοβλάστης 
δεν είναι ακόμη εφικτή. Σε κάποιες αρχικές ανακοι-
νώσεις για απομόνωση τροφοβλαστών αποδείχθηκε 
τελικά πως μητρικά λεμφοκύτταρα ήταν αυτά που 
απορρόφησαν τους παράγοντες της τροφοβλάστης. 

Μερικοί ερευνητές εντούτοις κατόρθωσαν να ανα-
καλύψουν σειρές του Υ χρωμοσώματος με PCR και 
FISH σε απομονωμένα τροφοβλαστικά κύτταρα του 
μητρικού αίματος24,25.

ΛΕΜΦΟΚΥΤΤΑΡΑ
Aπό τις αρχές του 1970 αρκετές μελέτες ανέφεραν 

την παρουσία ανδρικών μεταφάσεων σε καλλιέργει-
ες περιφερικού αίματος γυναικών που ήταν έγκυες 
σε άρρενα έμβρυα. Ούτε η συγκυτιοτροφοβλάστη, 
ούτε η κυτταροτροφοβλάστη εκφράζουν πατρικής 
προέλευσης HLA-A,B ή DR αντιγόνα. Σε αντίθεση, 
τα εμβρυϊκά λεμφοκύτταρα εκφράζουν πολυμορφικά 
αντιγόνα HLA κλάσης I και ΙΙ από τις 12 εβδομάδες 
κύησης. Κατά τη διάρκεια της κύησης οι πρωτοτόκες 
μπορεί να αναπτύξουν αντιανθρώπινα αντισώματα 
έναντι των λεμφοκυτταρικών αντιγόνων HLA, τα 
οποία δρουν έναντι των πατρικών HLA αντιγόνων 
που μεταφέρονται από το έμβρυο18.

O Ηerzenberg και οι συνεργάτες χρησιμοποίησαν 
τεχνικές κυτταρομετρίας ροής για να εμπλουτίσουν 
την παρουσία των πατρικά κληρονομούμενων αν-
θρώπινων λεμφοκυτταρικών αντιγόνων24,26. Tα ζευ-
γάρια που εξετάσθηκαν ήταν αυτά στα οποία ο πα-
τέρας αλλά όχι η μητέρα ήταν θετικά HLA-A2. Για 
να απομονωθούν τα λεμφοκύτταρα από το μητρικό 
αίμα αρχικά έγινε διαχωρισμός με Ficoll-Hypaque 
και μετά με φλουροσκεΐνη για τα θετικά για HLA-
A2 κύτταρα. Τα θετικά στη φλουροσκεΐνη κύτταρα 
μετρήθηκαν οπτικά με βάση την παρουσία ή όχι της 
Υ χρωματίνης. Από τις 12 κυήσεις που οδήγησαν σε 
άρρενα νεογνά, οι πέντε έδειξαν κύτταρα θετικά για 
χρωματίνη Υ (εύρος 0,3% έως 1,6% των απομονω-
μένων κυττάρων). Οι επτά μητέρες γέννησαν νεογνά 
των οποίων τα λεμφοκύτταρα δεν αντέδρασαν με τον 
αντιορό αντί-HLA-A2 και κανένα δεν έδειξε κύττα-
ρα θετικά στη Υ χρωματίνη. Αργότερα αποδείχθηκε 
πως τα λεμφοκύτταρα μπορούν να απομονωθούν με 
τεχνικές μοριακής βιολογίας16. O Yeoh και συνεργά-
τες χρησιμοποίησαν κυτταρομετρία στο μητρικό αί-
μα για να διαχωρίσουν τα κύτταρα που χαρακτηρίζο-
νταν για πατρικά και κατά συνέπεια εμβρυϊκά HLA 
αντιγόνα. Η PCR έδειξε πατρικά και κατά συνέπεια 
εμβρυϊκά αλληλόμορφα HLA στο μητρικό αίμα27.

Η αναγνώριση των κυττάρων που περιείχαν το Υ 
χρωμόσωμα ήταν μία μέθοδος κατά την οποία αν-
δρικά κύτταρα, υποτίθεται εμβρυϊκά, διαχωρίζονταν 
από το μητρικό αίμα28. Επίσης, χρησιμοποιήθηκε 
η συμβατική καρυοτυπική ανάλυση και η κινακρί-
νη για το Υ χρωμόσωμα φλουροσκεΐνη για να ανα-
γνωρισθούν εμβολικά εμβρυϊκά λευκοκύτταρα. Στη 
συμβατική καρυοτυπική ανάλυση τα λεμφοκύτταρα 
ενεργοποιούνται προς διαίρεση με ένα μιτογόνο 



ΕΛΛΗΝΙΚΗ ΜΑΙΕΥΤΙΚΗ & ΓΥΝΑΙΚΟΛΟΓΙΑ

357

και κύκλος διαίρεσης σταματά στη μετάφαση με την 
προσθήκη κολχικίνης. Τα χρωμοσώματα χρωματί-
ζονται με Giemsa και εξετάζονται με μεγέθυνση. 
Ανδρικές μιτώσεις βρέθηκαν στο μητρικό αίμα από 
την όγδοη εβδομάδα κύησης. Αυτές οι μιτώσεις προ-
φανώς προέρχονται από εμβρυϊκά λεμφοκύτταρα, 
λόγω της μορφολογίας τους και της απάντησής τους 
στα μιτογόνα. Παρόλο που οι κυτταροτροφοβλάστες 
μπορεί να διαιρεθούν και να διαφοροποιηθούν, ούτε 
αυτοί ούτε οι συγκυτιοτροφοβλάστες απαντούν στα 
μιτογόνα18. Η κινακρίνη συνδέει την πυρηνική χρω-
ματίνη στη μεσόφαση και μετάφαση δίνοντας σήμα 
φλουροσκεΐνης στο Yq12 στο μακρύ σκέλος του Υ 
χρωμοσώματος. Σε αντίθεση με τη συμβατική καρυ-
οτυπική ανάλυση, μπορούν να εξετασθούν μεγάλοι 
αριθμοί κυττάρων. Εντούτοις, μόνο ένα ποσοστό (με-
ταξύ 30% με 50%) των ανδρικών λευκοκυττάρων σε 
μεσόφαση είναι θετικά στη φλουροσκεΐνη. Επίσης, η 
φλουροσκεΐνη των αυτοσωμάτων και η απουσία της 
φλουροσκεΐνης στα λεμφοκύτταρα από φυσιολογι-
κούς άρρενες θεωρούνται πηγές λάθους18.

Η απομόνωση των εμβρυϊκών λευκοκυττάρων δεν 
έγινε ευρέως διαδεδομένη, αρχικά επειδή η κυττα-
ρική επιφάνεια των εμβρυϊκών λεμφοκυττάρων δεν 
διαφέρει από αυτή των μητρικών. Οι στρατηγικές δι-
αχωρισμού που στηρίζονται στις διαφορές των HLA 
δεν μπορούν να λειτουργήσουν όταν συνυπάρχουν 
πατρικά και μητρικά αντιγόνα HLA. Δεύτερον, αυτή 
η προσέγγιση υστερεί στο γεγονός πως τα λεμφοκύτ-
ταρα που απομονώνονται δεν αντιδρούν στα μιτογό-
να ώστε να παραχθούν οι κατάλληλες μεσοφάσεις για 
καρυοτυπική ανάλυση. Τρίτον, άλλο ένα πιθανό πρό-
βλημα είναι ότι σε μερικές περιπτώσεις τα εμβρυϊκά 
λεμφοκύτταρα μπορεί να παραμείνουν στη μητρική 
κυκλοφορία για χρόνια μετά την εγκυμοσύνη24,25. H 
Βianchi και συνεργάτες πραγματοποίησαν κυττα-
ρομετρία ροής με βάση ειδικούς δείκτες (markers) 
στα αρχέγονα κύτταρα και βρήκαν σχετικές με το Υ 
χρωμόσωμα σειρές σε έξι από τις οχτώ μη έγκυες γυ-
ναίκες που είχαν τεκνοποιήσει άρρενα νεογνά στο 
παρελθόν, από 6 μήνες έως 27 χρόνια29. Το γεγονός 
αυτό επιβεβαίωσε τα ευρήματα του Schroder και συ-
νεργατών, ο οποίοι δύο δεκαετίες πριν παρουσίασαν 
την ύπαρξη ανδρικών λεμφοκυττάρων στο μητρικό 
αίμα τον πρώτο χρόνο μετά τη γέννηση άρρενος. Τα 
κύτταρα που παρέμειναν ήταν είτε λεμφοειδή, είτε 
μυελοειδή αρχέγονα κύτταρα, τα οποία εκφράζουν 
το CD34 ή το CD34 και το CD38 μαζί. Σε μια γυ-
ναίκα βρέθηκαν ανδρικά CD+ κύτταρα. Οι γυναί-
κες που μελετήθηκαν ήταν υγιείς, χωρίς ιστορικό 
μεταγγίσεων. Η μελέτη οδήγησε στην υπόθεση πως 
η φυσιολογική εγκυμοσύνη μπορεί να οδηγήσει σε 
κατάσταση μικροχειμαιρισμού σε μία γυναίκα29. Ο 

Nelson το 1996 υπέθεσε πως ο μικροχειμαιρισμός 
των εμβρυϊκών κυττάρων παίζει κάποιο ρόλο στην 
αυξημένη συχνότητα των αυτοάνοσων που συμβαί-
νει στις γυναίκες όταν περάσει η ηλικία γονιμότη-
τας. Αυτή η υπόθεση αργότερα εξετάσθηκε σε μία 
τυφλή μελέτη, η οποία έδειξε στατιστικά σημαντικά 
αυξημένη ποσότητα ανδρικού (πιθανώς εμβρυϊκού) 
DNA στο περιφερικό αίμα γυναικών που έπασχαν 
από σκληρόδερμα, σε σύγκριση με τις φυσιολογικές 
αδελφές τους ή το δείγμα ελέγχου30. Αυτά τα δεδομέ-
να υποδηλώνουν πως ο εμβρυϊκός μικροχειμαιρισμός 
που προκύπτει από την κύηση και τον τοκετό παίζει 
κάποιο ρόλο στην παθογένεση του σκληροδέρματος. 
Προφανώς, κατά τη διάρκεια της εμβρυομητρικής 
μετάγγισης που συμβαίνει την ώρα του τοκετού με-
ταφέρονται και κάποια εμβρυϊκά κύτταρα με αναπα-
ραγωγική δυνατότητα. Αυτά τα κύτταρα μπορεί να 
μεταναστεύσουν στα λεμφοποιητικά όργανα και να 
αναπαραχθούν όταν υπάρχει αντιγονική ομοιότητα 
μεταξύ εμβρύου και μητέρας. Η απάντηση του ξενι-
στή μπορεί να οδηγήσει στην ανάπτυξη αυτοάνοσης 
νόσου. Αυτός είναι ο λόγος για τον οποίο η παραμο-
νή εμβρυϊκών κυττάρων μετά τον τοκετό μπορεί να 
σχετίζεται αιτιολογικά με αυτοάνοσες διαταραχές, 
οι οποίες έχουν μεγαλύτερη συχνότητα σε γυναίκες 
που έχουν περάσει την αναπαραγωγική τους ηλικία.

ΚΟΚΚΙΟΚΥΤΤΑΡΑ
Από όλα τα κύτταρα που έχουν έως τώρα μελε-

τηθεί, τα κοκκιοκύτταρα είναι αυτά τα οποία έχουν 
μελετηθεί λιγότερο. Το 1975 ο Zilliacus και συνερ-
γάτες υπολόγισαν πως τα εμβρυϊκά κοκκιοκύτταρα 
αποτελούσαν το 0,02% έως το 0,04% των μονοπύρη-
νων κυττάρων στα δείγματα αίματος από 19 εγκύ-
ους που βρίσκονταν στο δεύτερο και τρίτο τρίμηνο 
της κύησής τους31. Ο Wessman το 1992 χρησιμοποι-
ώντας τεχνικές in situ υβριδισμού έδειξε υβριδισμό 
σε ένα δείκτη για το Υ χρωμόσωμα στο 0,26% των 
μητρικών μονοπύρηνων κυττάρων. Χρησιμοποίησε 
Ficoll-Paque για φυγοκέντρηση μεταβλητής πυκνό-
τητας και στη συνέχεια FISH με ειδικό δείκτη για το 
Υ χρωμόσωμα που αναγνωρίζει το ετεροχρωματικό 
Υq. Κύτταρα ειδικά για το Υ χρωμόσωμα βρέθηκαν 
σε οκτώ γυναίκες, επτά από τις οποίες γέννησαν 
άρρενα νεογνά. Η Bianchi περιέγραψε μία μέθοδο 
η οποία επέτρεπε τον εμπλουτισμό των εμβρυϊκών 
κοκκιοκυττάρων, τα οποία είχαν απομονωθεί με 
συνδυασμό μονοκλωνικών αντισωμάτων αντί-CD71, 
αντιγλυαιμοφορίνης Α και αντί-CD36 αντισωμά-
των23. Εντούτοις, το πρόβλημα της παραμονής των 
κυττάρων αυτών στο μητρικό αίμα μετά τον τοκετό 
και για μεγάλο χρονικό διάστημα αποτέλεσε τροχο-
πέδη για τη χρήση αυτών των μεθόδων25.
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ΕΜΒΡΥΪΚΑ ΑΡΧΕΓΟΝΑ ΠΡΟΓΕΝΝΗΤΙΚΑ
 ΚΥΤΤΑΡΑ

Πρόσφατα αποδείχθηκε η παρουσία στη μητρική 
κυκλοφορία των εμβρυϊκών αιμοποιητικών κυττάρων 
που εκφράζουν το επιφανειακό αντιγόνο CD3432. 
Κάτω από κατάλληλες συνθήκες καλλιέργειας ο πλη-
θυσμός των κυττάρων μπορεί να πολλαπλασιασθεί, 
εξασφαλίζοντας υλικό για επιπλέον γεννητική ανά-
λυση33. Αυτό που προκύπτει από τις διάφορες μελέ-
τες είναι πως ο αριθμός των εμβρυϊκών κυττάρων 
στη μητρική κυκλοφορία αυξάνει όσο η εγκυμοσύνη 
προχωράει. Έχει παρατηρηθεί διπλασιασμός στο 
μέσο αριθμό των εμβρυϊκών CD34+ κυττάρων από 
το πρώτο έως το δεύτερο τρίμηνο της κύησης. Κατά 
συνέπεια η λήψη αίματος μετά τη δωδέκατη εβδομά-
δα της κύησης θα πρέπει να αυξάνει την πιθανότητα 
ανεύρεσης των εμβρυϊκών κυττάρων στο μητρικό αί-
μα. Μία άλλη προσέγγιση θα ήταν να γίνεται η λήψη 
αίματος από τη μητέρα σε δύο διαφορετικές χρονικές 
στιγμές, μία στο πρώτο τρίμηνο και μία στο δεύτερο, 
ώστε να αυξηθεί η πιθανότητα ανεύρεσης των κυττά-
ρων αυτών. Ο Greta και οι συνεργάτες του εξέτασαν 
την παρουσία των εμβρυϊκών CD34+ κυττάρων σε 
30 δείγματα έγκυων γυναικών με άρρενα έμβρυα. Η 
εφαρμογή της τριπλούς βαθμίδωσης φυγοκέντρισης, 
μαγνητικού διαχωρισμού και αναγνώριση των κυττά-
ρων αυτών με FISH και nested PCR έκαναν εφικτή 
τη μελέτη των CD34+ κυττάρων σε κάθε δείγμα αί-
ματος χωριστά σε κάθε τρίμηνο34. Ανδρικά εμβρυϊκά 
κύτταρα ανιχνεύτηκαν στα οκτώ από τα δέκα δείγ-
ματα αίματος του πρώτου τριμήνου, στα εννέα από 
τα εννέα του δευτέρου τριμήνου και στα δέκα από τα 
έντεκα του τρίτου τριμήνου. Ο αριθμός των εμβρυϊ-
κών CD34+ κυττάρων σε 10ml μητρικού αίματος αυ-
ξήθηκε δύο φορές από το πρώτο στο δεύτερο τρίμηνο 
και μειώθηκε κατά τον ίδιο βαθμό στο τρίτο τρίμηνο 
(3/6/3 κύτταρα αντίστοιχα). Έχουν δημοσιευθεί διά-
φορες μελέτες όσον αφορά στην επιτυχία της in vitro 
καλλιέργειας για τον πολλαπλασιασμό των εμβρυϊ-
κών προγεννητικών κυττάρων που απομονώνονται 
από τη μητρική κυκλοφορία. Κάτω από κατάλληλες 
προϋποθέσεις αυτά τα κύτταρα καλλιεργούνται και 
όχι μόνο είναι πιο πολλά στο εμβρυϊκό αίμα, αλλά 
και πολλαπλασιάζονται γρηγορότερα από αυτά που 
έχουν προέλευση από ενήλικα35. Η επάλειψη των θε-
τικών κλασμάτων σε ημιστέρεο μέσο μεθυλσελουλό-
ζης ή σε υγρή καλλιέργεια οδήγησε σε βελτίωση της 
διάγνωσης του φύλου και στην αύξηση των προσλαμ-
βανόμενων κυττάρων για μελέτη. Στη μελέτη του 
Gietta παρατηρήθηκε με τη βοήθεια της FISH μετά 
από υγρή καλλιέργεια αύξηση 2,4 φορές των CD34+ 
κυττάρων36.

Το μεγαλύτερο μειονέκτημα στη χρήση αυτών 

των προγεννητικών κυττάρων για ανάλυση είναι το 
ότι ένας μικρός αριθμός κυττάρων (1 με 2 κύτταρα 
ανά 20ml μητρικού αίματος) φαίνεται πως παραμέ-
νει από μία εγκυμοσύνη στην επόμενη36. Ένα δεύ-
τερο σοβαρό πρόβλημα είναι η έλλειψη των ειδικών 
δεικτών(markers) για τα CD34+ κύτταρα. Ο έλεγχος 
του φύλου με FISH ή PCR είναι δυνατός στην περί-
πτωση που το έμβρυο είναι άρρεν. Εντούτοις, αυτή 
η προσέγγιση δεν δίνει ικανοποιητική λύση, διότι τα 
CD+ κύτταρα από θηλυκά έμβρυα δεν μπορούν να 
αναγνωρισθούν από μητρικά CD34+ κύτταρα.

ΕΛΕΥΘΕΡΟ DNA
Για πολύ μεγάλο χρονικό διάστημα υπήρχε άγνοια 

όσον αφορά στη δυνατότητα χρήσης του εμβρυϊκού 
DNA που κυκλοφορεί στο αίμα της μητέρας. Αυτό το 
γεγονός άλλαξε από τη στιγμή που ανακαλύφθηκαν 
μέσα στο πλάσμα καρκινοπαθών εξωκυτταρικά τμή-
ματα DNA37. Στηριζόμενος σε αυτή την ανακάλυψη ο 
Lo και συνεργάτες εξέτασαν την πιθανότητα ύπαρ-
ξης του φαινομένου αυτού στην εγκυμοσύνη. Απέ-
δειξε την παρουσία μεγάλων ποσοτήτων εμβρυϊκού 
DNA (3,4% έως 6,2%) στο ολικό DNA του μητρικού 
πλάσματος, με το μέσο όρο της συγκέντρωσης του 
εμβρυϊκού DNA να αυξάνει κατά 12 φορές στη διάρ-
κεια της κύησης38. Από την παρουσία μεγάλων ποσο-
τήτων τμημάτων DNA του Υ χρωμοσώματος φάνηκε 
πως η συγκέντρωση του ελεύθερου εμβρυϊκού DNA 
είναι πολύ μεγαλύτερη από τη συγκέντρωση των εμ-
βρυϊκών κυττάρων στο μητρικό αίμα. Σύμφωνα με 
τον Lo δεν βρέθηκε ανδρικό DNA στο πλάσμα της 
μητέρας όταν η τρέχουσα εγκυμοσύνη ήταν θηλέος 
και η προηγούμενη κύηση ήταν άρρενος. Αυτό ση-
μαίνει πως μάλλον το εμβρυϊκό DNA δεν παραμένει 
για πολύ καιρό στο μητρικό αίμα.

Αναμφισβήτητα η ανακάλυψη του εμβρυϊκού γεν-
νητικού υλικού στο μητρικό αίμα θα μπορούσε να 
δώσει νέες προοπτικές στην εξέλιξη των μη επεμβα-
τικών μεθόδων προγεννητικού ελέγχου. Μία πιθανή 
εξήγηση του φαινομένου είναι πιθανώς η συνεχής 
διέλευση εμβρυϊκών κυττάρων διαμέσου του πλα-
κούντα με συνακόλουθη καταστροφή τους από το 
ανοσολογικό σύστημα της μητέρας, με αποτέλεσμα 
την παραμονή μόνο DNA στο πλάσμα. Μια άλλη πι-
θανή εξήγηση είναι η συνεχής αναδιαμόρφωση της 
εμβρυομητρικής επιφάνειας του πλακούντα, με συ-
νεχή κυτταρόλυση και απελευθέρωση του εμβρυϊκού 
DNA στη μητρική κυκλοφορία. Τέλος, μπορεί να 
συμβαίνει απόπτωση των εμβρυϊκών κυττάρων λόγω 
ανάπτυξης39. 

H απάντηση στο ερώτημα εάν τα κύτταρα που 
αποπίπτουν αποτελούν την κύρια πηγή του εμβρυϊ-
κού DNA στο μητρικό αίμα την έδωσε ο Zhong και 
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συνεργάτες40. O τελευταίος μελέτησε δείγματα αίμα-
τος από διάφορες έγκυες γυναίκες με φυσιολογικές 
και παθολογικές κυήσεις αρρένων εμβρύων. Στα 
ίδια δείγματα καταμέτρησε τα εμβρυϊκά κύτταρα στο 
αίμα της μητέρας με τη χρήση της FISH με ειδικά για 
Χ και Υ σωμάτια, αλλά και με τη χρήση της PCR και 
στη συνέχεια μέτρησε τα επίπεδα του κυτταρικού 
DNA. Δεν φάνηκε να υπάρχει κάποια ποσοτική σχέ-
ση μεταξύ εμβρυϊκών κυττάρων και εμβρυϊκού DNA 
στις φυσιολογικές εγκυμοσύνες, στις κυήσεις με προ-
εκλαμψία ή στις κυήσεις που κατέληξαν σε πρόωρο 
τοκετό. Έτσι λοιπόν, λόγω του ότι τα εμβρυϊκά κύτ-
ταρα είναι πολύ σπάνια, θεωρείται απίθανο να ευθύ-
νονται για τον όγκο του ελεύθερου εμβρυϊκού DNA 
στο μητρικό αίμα. Η Bianchi προσπάθησε να απα-
ντήσει στο ερώτημα εάν τα κύτταρα που αποπίπτουν 
κατά την αιμοληψία μπορούν να λύονται και να απε-
λευθερώνουν το γεννητικό τους υλικό και επίσης εάν 
οι κυττοκίνες και τα μητρικά κύτταρα ανοσίας μπορεί 
να καταστρέφουν τα εμβρυϊκά ερυθροκύτταρα και 
να απελευθερώνεται έτσι το εμβρυϊκό DNA41. Έτσι 
λοιπόν μέτρησε την ποσότητα του Υ χρωμοσωμικού 
DNA σαν δείκτη ποσοτικό του εμβρυϊκού DNA και 
τη β αιμοσφαιρίνη σαν ποσοτικό δείκτη του ολικού 
(μητρικό και εμβρυϊκό) DNA στο αίμα της μητέρας. 
Στις μετρήσεις που πραγματοποιήθηκαν στο πρώτο 
και τρίτο τρίμηνο και στις επαναληπτικές μετά από 
24 ώρες από την πρώτη αιμοληψία δεν βρέθηκε κά-
ποια αύξηση στην ποσότητα του εμβρυϊκού DNA.

Ο πλακούντας είναι ίσως λογικά η πηγή του ελεύ-
θερου εμβρυϊκού DNA, λόγω του μεγέθους του και 
της άφθονης κυτταρικής δραστηριότητας. Πολλα-
πλές μελέτες έχουν επιβεβαιώσει την ποσοτική σχέ-
ση μεταξύ του ελεύθερου DNA στο μητρικό αίμα και 
την πρόοδο της κύησης και πως ο πλακούντας είναι 
η κύρια πηγή του DNA42,43. Μετρώντας το εμβρυϊ-
κό DNA στο αίμα της μητέρας βρέθηκε πως σχεδόν 
όλη η ποσότητα του ελεύθερου DNA εξαφανίζεται 
από την κυκλοφορία λεχωίδος δύο ώρες μετά τον το-
κετό44. Ίσως η πιο τρανή απόδειξη έρχεται από το 
γεγονός πως πλακουντιακό mRNA ανευρίσκεται 
στο μητρικό αίμα45. Παρόλο που η πηγή προέλευσης 
του ελεύθερου DNA και RNA στο αίμα της μητέρας 
δεν είναι βέβαιη, υπάρχουν ισχυρές ενδείξεις ότι τα 
νουκλεϊκά οξέα προέρχονται από την αποδόμηση 
της τροφοβλάστης. Επιπλέον, η παρουσία της RNA 
τρανσκριπτάσης για την χοριογοναδοτροπίνη και το 
πλακουντιακό λακτογόνο αποδεικνύει πως τουλά-
χιστον εν μέρει υπάρχει πλακουντιακή συμμετοχή 
στην προέλευση του DNA46. Είναι επίσης σημαντικό 
πως εμβρυϊκό DNA έχει βρεθεί και σε άλλα μητρικά 
υγρά, όπως το αμνιακό υγρό, το μητρικό εγκεφαλο-
νωτιαίο υγρό αλλά και το μητρικό περιτοναϊκό υγρό41. 

Η συγκέντρωση του ελεύθερου εμβρυϊκού DNA στο 
αμνιακό υγρό είναι περίπου 200 φορές μεγαλύτερη 
από αυτή στο μητρικό αίμα. Αυτό το γεγονός οδήγη-
σε στην υπόθεση της απευθείας μεταφοράς μοριδίων 
DNA διαμέσου του πλακούντα ή των μεμβρανών. 

Μπορεί η απομόνωση του εμβρυϊκού DNA να 
είναι τεχνολογικά πιο εύκολη από την απομόνωση 
εμβρυϊκών κυττάρων. Το ελεύθερο εμβρυϊκό DNA 
αυξάνει κατά τη διάρκεια της κύησης και έχει υπο-
λογισθεί πως αντιστοιχεί στο 3,4% έως στο 6,2% του 
ολικού DNA του μητρικού αίματος23. Επιπλέον, το 
εμβρυϊκό DNA εξαφανίζεται από την κυκλοφορία 
σε δύο ώρες μετά τον τοκετό46 και έχει μέσο όρο ζω-
ής 16,3 λεπτά (από 4 έως 30 λεπτά)44. Επιπλέον, εκτός 
από σειρές DNA έχουν βρεθεί και σειρές RNA στη 
μητρική κυκλοφορία, σε ποσότητες αρκετά σταθε-
ρές, που παραμένουν για τουλάχιστον 24 ώρες επει-
δή προστατεύονται από αποδόμηση λόγω σύνδεσής 
τους με ειδικά μορίδια47. Η εμβρυομητρική αναλογία 
είναι 970 και 775 φορές υψηλότερη για το εξωκυττα-
ρικό DNA σε σχέση με την αναλογία εμβρυϊκών και 
μητρικών κυττάρων σε κυήσεις πρώτου και τρίτου 
τριμήνου αντίστοιχα23. Υπολογισμοί δείχνουν πως 
το εμβρυϊκό DNA απελευθερώνεται με μέσο ρυθμό 
2,24 έως 100.000 σωματίδια ανά λεπτό και πως το εμ-
βρυϊκό DNA στο μητρικό αίμα μπορεί να ανευρεθεί 
από την 32η ημέρα κύησης41,48. 

Κάποιοι συγγραφείς όπως ο Invernizzi49 και ο 
Lambert50 απέδειξαν την παρουσία ανδρικού γενε-
τικού υλικού στο πλάσμα 22% και 36% αντίστοιχα 
γυναικών που γέννησαν άρρενα νεογνά χρόνια πριν. 
Αναφέρουν πως τα εμβρυϊκά κύτταρα που παραμέ-
νουν στο μητρικό αίμα μετά τον τοκετό μπορεί να 
«μολύνουν» το αίμα, με αποτέλεσμα την παραμονή 
και εμβρυϊκού DNA. Η πιο πιθανή ερμηνεία αυτών 
των αποτελεσμάτων είναι πως οι συγκεκριμένοι με-
λετητές προχώρησαν σε μία μόνο φυγοκέντρηση του 
μητρικού αίματος και όχι σε δύο, με αποτέλεσμα τον 
ανεπαρκή διαχωρισμό των κυττάρων από το πλάσμα 
και την τελική ανίχνευση DNA που προέρχεται από 
εμβρυϊκά προγεννητικά κύτταρα και λευκοκύττα-
ρα51.

Η ικανότητα μέτρησης του εμβρυϊκού ελεύθερου 
DNA στο μητρικό αίμα οδήγησε σε κάποιες κλινικές 
εφαρμογές. Έχουν αναφερθεί μελέτες προσδιορι-
σμού του φύλου24 και της ομάδας RhD του εμβρύου52 
για φυλοσύνδετα νοσήματα, αχονδροπλασία24, μυ-
οτονική δυστροφία24 και πατρικά κληρονομούμενη 
χρωμοσωμική ανευπλοειδία24,52. Έχουν αναφερθεί 
νέες προοπτικές για την ανάπτυξη μη επεμβατικής 
προγεννητικής διάγνωσης για αυτοσωματικά υπο-
λειπόμενα νοσήματα, όπως συγγενή υπερπλασία 
επινεφριδίων, β θαλασσαιμία και κυστική ίνωση53,54. 
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Ο προσδιορισμός του εμβρυϊκού RhD στηριζόμενος 
στην ανάλυση του DNA έχει αποκτήσει τέτοια ακρί-
βεια που είδη χρησιμοποιείται στην κλινική πράξη55. 
Ο Honda και συνεργάτες42 χρησιμοποιώντας συμβα-
τική PCR, απέδειξαν ανίχνευση 40 αρρένων εμβρύ-
ων στις 7 εβδομάδες κύησης με ευαισθησία 100%. 
Επίσης χρησιμοποιώντας real time PCR πέτυχαν ευ-
αισθησία 100% στις 5 εβδομάδες κύησης. Η Bianchi 
υποστηρίζει ότι σε εγκύους με έμβρυο με τρισωμία 21 
η συγκέντρωση του εμβρυϊκού DNA είναι διπλάσια 
απ’ ότι σε φυσιολογικές κυήσεις41. Επίσης χρησιμο-
ποίησε τις μετρήσεις του εμβρυϊκού DNA στο τετρα-
πλό τεστ του δευτέρου τριμήνου και έδειξε πως με ένα 
ψευδώς θετικό ποσοστό 5%, το ποσοστό ανίχνευσης 
του συνδρόμου DOWN, αυξήθηκε από 81% σε 86%. 
Πιθανώς ο ποσοτικός προσδιορισμός εμβρυϊκού 
DNA θα μπορούσε να χρησιμοποιηθεί σαν μέσο προ-
γεννητικού τεστ. Άλλη χρήση θα μπορούσε να είναι η 
πρόληψη της προεκλαμψίας. Πολλές μελέτες έδειξαν 
αύξηση έως και 5 φορές στην ποσότητα του εμβρυϊκού 
DNA σε δείγματα αίματος από γυναίκες με συμπτώ-
ματα προεκλαμψίας56,57. Τα αυξημένα επίπεδα του 
εμβρυϊκού DNA στο μητρικό αίμα θα μπορούσαν να 
αποτελέσουν δείκτη και για την πρόληψη του πρόω-
ρου τοκετού. Σύμφωνα με τον Leung και συνεργάτες58 
η αύξηση του εμβρυϊκού DNA στο μητρικό αίμα, που 
συμβαίνει σε φυσιολογικές κυήσεις59 και που αυξάνει 
απότομα μετά τις 32 εβδομάδες κύησης, μπορεί να 
υποδηλώνει αλλαγές που προμηνύουν πρόωρο τοκε-
τό. Βρήκε πως υπάρχουν σημαντικά αυξημένες ποσό-
τητες εμβρυϊκού DNA σε γυναίκες που είχαν πρόωρο 
τοκετό πριν από τις 34 εβδομάδες κύησης. Τα επίπεδα 
του εμβρυϊκού DNA αυξάνονται επίσης σε προδρομι-
κό πλακούντα60, υπερέμεση61, αλλά όχι και σε κυήσεις 
με υπολειπόμενη ανάπτυξη του εμβρύου62.

Παρά τις διαφαινόμενες πολλαπλές δυνατότητες 
χρήσης της ανίχνευσης του εμβρυϊκού DNA, η πα-
ρουσία του ανάμεσα στο μητρικό DNA περιορίζει τη 
χρήση του μόνο σε περιπτώσεις που το έμβρυο είναι 
άρρεν. Αποτελεί μεγάλο μειονέκτημα το γεγονός πως 
μητέρα και έμβρυο έχουν περίπου το 50% του γεννη-
τικού τους υλικού ίδιο. Κατά συνέπεια είναι δυνατό 
να ανιχνευτούν μόνο τμήματα του DNA που κληρονο-
μούνται από τον πατέρα. Η παρουσία εμβρυϊκού RNA 
στο μητρικό αίμα έχει είδη αποδειχθεί63,64. Παραδό-
ξως το mRNA εμβρυϊκής προέλευσης φαίνεται πως 
είναι αρκετά σταθερό. Ίσως η αξιόπιστη ανίχνευσή 
του να βοηθήσει μελλοντικά στον εμβρυϊκό γονιδιακό 
έλεγχο.

ΕΜΠΥΡΗΝΑ ΕΜΒΡΥΪΚΑ ΚΥΤΤΑΡΑ ΚΑΙ 
ΤΕΧΝΙΚΕΣ ΔΥΣΚΟΛΙΕΣ

Ίσως το καλύτερα περιγραφόμενο εμβρυϊκό κύτ-

ταρο στο μητρικό αίμα είναι ο ερυθροβλάστης, ένα 
εμπύρηνο ερυθρό αιμοσφαίριο που ταξιδεύει από 
την εμβρυϊκή στη μητρική κυκλοφορία. Στην τεχνική 
Kleihauer-Betke, η έκπλυση με οξύ της αιμοσφαιρίνης 
της μητέρας καθιστά τα μητρικά ερυθρά αιμοσφαίρια 
ασταθή. Τα μεγαλύτερα εμβρυϊκά αιμοσφαίρια, τα 
οποία περιέχουν εμβρυϊκή αιμοσφαιρίνη, είναι στα-
θερά στην τεχνική αυτή και παραμένουν ξεκάθαρα 
χρωματισμένα. Με αυτή την τεχνική επιτεύχθηκε ανί-
χνευση εμβρυϊκών ερυθρών στο περιφερικό μητρικό 
αίμα από την 8η εβδομάδα κύησης18. Τα εμπύρηνα 
εμβρυϊκά ερυθρά κύτταρα (Nabs) και οι προγεννήτο-
ρές τους έχουν κερδίσει την ερευνητική προσοχή σαν 
κύτταρα στόχος για ανίχνευση, λόγω του ότι: είναι 
μονοκύτταρα, είναι άφθονα στο πρώτο τρίμηνο στην 
εμβρυϊκή κυκλοφορία όταν και αρχίζει η αιμοποίηση 
στο λεκιθικό ασκό, είναι διαφοροποιημένα, εκφράζο-
ντας ειδικά αντιγόνα όπως οι υποδοχείς της τρανσφε-
ρίνης, παράγουν μοναδικές αλύσους αιμοσφαιρίνης 
όπως η ζ και η γ και τέλος έχουν μικρό χρόνο ζωής. 
Τα εμπύρηνα εμβρυϊκά ερυθρά περιέχουν μεγάλη πο-
σότητα από πυρηνικά γονίδια. Εάν η εμβρυομητρική 
μετάγγιση αντανακλά το εμβρυϊκό αίμα, τότε η ανα-
λογία ανάμεσα στα ερυθρά προς τα λευκά αιμοσφαί-
ρια είναι 1.000 προς 1. Έως τώρα δεν έχει αναφερ-
θεί περίπτωση παραμονής εμπύρηνων εμβρυϊκών 
ερυθρών σε επόμενη εγκυμοσύνη. Γενικά μπορεί να 
ειπωθεί πως τα εμπύρηνα εμβρυϊκά ερυθρά έχουν 
χαρακτηριστική μορφολογία του πυρήνα, σχήμα, 
θετική χρώση γ σφαιρίνης στο κυτταρόπλασμα, πε-
ριφερική φωτεινότητα του κυτταροπλάσματος, που 
τα κάνει να ξεχωρίζουν από τα μητρικά κύτταρα65.

Tα Nabs είναι πολύ σπάνια στο αίμα της μητέρας. 
Προκειμένου να χρησιμοποιηθούν για ανίχνευση 
εμβρυϊκών χρωμοσωμικών ανωμαλιών, θα πρέπει 
πρώτα να γίνει κάποιου είδους εμπλουτισμός τους. 
Έχουν αναπτυχθεί δύο μέθοδοι προσέγγισης: ο «θε-
τικός» διαχωρισμός των Nabs και η «αρνητική» απο-
μάκρυνση των ανεπιθύμητων μητρικών κυττάρων. 
Κάποιες μέθοδοι διαχωρισμού συνδυάζουν και τις 
δύο τεχνικές. Κάθε μία από αυτές τις μεθόδους πα-
ρουσιάζει πλεονεκτήματα και μειονεκτήματα όσον 
αφορά στην απομόνωση των κυττάρων, στο κόστος, 
στην ευκολία και στον απαιτούμενο χρόνο. Σημαντι-
κός παράγοντας είναι αφενός η απομόνωση των κυτ-
τάρων (ακριβής αριθμός) και αφετέρου η καθαρότη-
τα (ποσοστό των εμβρυϊκών κυττάρων σε σχέση με 
τα μητρικά στο εμπλουτισμένο δείγμα). Έχουν ανα-
φερθεί πολλές μέθοδοι διαχωρισμού των εμβρυϊκών 
κυττάρων από το μητρικό αίμα όπως: η βαθμίδωση 
πυκνότητας, η αναστολή της ανθρακικής ανυδράσης, 
ο μαγνητικός διαχωρισμός, ο ανοσομαγνητικός δια-
χωρισμός, η κυτταρομετρία ροής και οι μικροχειρι-
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σμοί σε κάθε κύτταρο χωριστά30.
Οι περισσότεροι ερευνητές ξεκινούν με 20 έως 

40ml μητρικού φλεβικού αίματος. Ένας αρχικός 
εμπλουτισμός επιτρέπει την απομάκρυνση των μη-
τρικών απύρηνων ερυθρών αιμοσφαιρίων, είτε με 
βαθμίδωση πυκνότητας, είτε με έκθεση σε λυτικούς 
εξουδετερωτές (buffers). Ο διαχωρισμός με πυκνό-
τητα ροής στηρίζεται σε συγκέντρωση των μητρικών 
και των εμβρυϊκών κυττάρων σε διαφορετικά διαλύ-
ματα με βάση τα χαρακτηριστικά πυκνότητάς τους66. 
Επιπλέον, «κάθαρσή» του μπορεί να πραγματοποι-
ηθεί με διάφορες τεχνικές διαχωρισμού, κυρίως με 
μαγνητικό διαχωρισμό (MACS)67,68,69 ή με κυτταρο-
μετρία ροής (FACS)70. Με τη FACS τα δεσμευμένα 
εμβρυϊκά κύτταρα σε συζευγμένα αντισώματα φλου-
ροσκεΐνης διαχωρίζονται με κυτταρομετρία ροής. 
Στη MACS τα μητρικά κύτταρα απομακρύνονται δια 
της αντίδρασής τους με ειδικά αντισώματα έναντι μη 
εμβρυϊκών αντιγόνων, με ή χωρίς επιπλέον εμπλου-
τισμό των εμβρυϊκών κυττάρων με αντισώματα ένα-
ντι εμβρυϊκών δεικτών69. Η γεννητική ανάλυση των 
απομονωμένων κυττάρων στηρίζεται σε δύο τεχνι-
κές, τον in situ υβριδισμό με φλουροσκεΐνη (FISH) 
με ειδικούς χρωμοσωμικούς δείκτες και αλυσιδωτή 
αντίδραση πολυμέρασης (PCR). Η FISH βρήκε με-
γάλη εφαρμογή, λόγω του ότι δεν απαιτείται ο δια-
χωρισμός του κυττάρου. Έτσι λοιπόν, οι κυριότερες 
χρωμοσωμικές ανωμαλίες όπως τριπλοειδίες, αυτο-
σωματικές τρισωμίες και φυλετικές χρωμοσωμικές 
ανωμαλίες μπορεί να ανιχνευτούν30. Η χρήση της 
PCR έπαιξε επίσης σημαντικό ρόλο, καθώς ο μικρός 
αριθμός των εμπύρηνων εμβρυϊκών κυττάρων έπαψε 
να αποτελεί ανασταλτικό παράγοντα. Αρχικά χρη-
σιμοποιήθηκε PCR για το Υ χρωμόσωμα, ώστε να 
αποδειχθεί η παρουσία των πατρικά κληρονομούμε-
νων εμβρυϊκών γονιδίων στο αίμα της μητέρας6,7. Στη 
συνέχεια η PCR χρησιμοποιήθηκε για να αποδειχθεί 
η παρουσία πατρικά κληρονομούμενων εμβρυϊκών 
γονιδίων, τα οποία δεν υπήρχαν στη μητέρα, όπως με-
ταλλάξεις της β σφαιρίνης, το Rh D, C, HLA DR30. 

Η Bianchi και συνεργάτες ήταν οι πρώτοι που επι-
κεντρώθηκαν στα εμπύρηνα εμβρυϊκά ερυθρά αιμο-
σφαίρια71. Σε περιπτώσεις τρισωμίας 21 ο αριθμός 
των κυττάρων αυτών φαίνεται πως αυξάνει13 και η συ-
χνότητά τους είναι περίπου 1 με 10 κύτταρα ανά ml13. 
Ο Hamada και συνεργάτες72 χρησιμοποίησαν και τη 
FISH και την PCR ώστε να υπολογίσουν τον ακριβή 
αριθμό των εμβρυϊκών ερυθρών στο μητρικό αίμα. 
Και με τις δύο αυτές τεχνικές μετρήθηκαν λιγότερα 
από 1 εμβρυϊκό κύτταρο στα 10.000 εμπύρηνα μητρι-
κά σε τελειόμηνες κυήσεις. Λόγω του μικρού αριθμού 
τους, τα εμπύρηνα εμβρυϊκά ερυθρά αιμοσφαίρια θα 
πρέπει να απομονωθούν από τα υπόλοιπα κύτταρα με 

συνδυασμό τεχνικών διαχωρισμού όπως η βαθμίδωση 
πυκνότητας, η FACS, o MACS και η κυτταρομετρία 
δυναμικού. Υπάρχουν ανακοινώσεις επιτυχημένης 
προγεννητικής διάγνωσης εμβρυϊκών ανευπλοειδιών 
και μονογονιδιακών κληρονομούμενων παθήσεων, 
βασιζόμενες στην ανάλυση των εμβρυϊκών NRBC73,74. 
Οι μέθοδοι που έχουν ανακοινωθεί είναι αρκετά πο-
λύπλοκες και απαιτούν μεγάλη προσπάθεια. Στις με-
λέτες όπου χρησιμοποιήθηκε η FACS πραγματοποι-
ήθηκε διαχωρισμός και εμπλουτισμός των κυττάρων 
αυτών με ειδικούς δείκτες αντισώματα, τα οποία ανα-
γνωρίζουν επιλεκτικούς επιφανειακούς κυτταρικούς ή 
ενδοκυτταρικούς δείκτες73. H MACS στηρίχθηκε στην 
παγίδευση σε μαγνητική επιφάνεια κυττάρων που 
έχουν επισημανθεί με σύμπλεγμα σιδήρου-αντισώμα-
τος67. Η Bianchi και ο Holzgreve ήταν πρωτοπόροι σε 
αυτές τις τεχνικές. Για την επίτευξη της απομόνωσης 
των εμπύρηνων ερυθρών έχουν δημιουργηθεί διάφο-
ρα ειδικά αντισώματα. Οι ερυθροβλάστες αναγνωρί-
ζονται με τη χρήση του anti-CD 71 αντισώματος, το 
οποίο αναγνωρίζει τους υποδοχείς της τρανσφερί-
νης75, αλλά δυστυχώς αναγνωρίζει και άλλα εμπύρηνα 
ερυθρά κύτταρα, καθώς και κάποια κύτταρα της μητέ-
ρας και κατά συνέπεια απομονώνεται μείγμα εμβρυ-
ϊκών και μη εμβρυϊκών κυττάρων. Επιπλέον, μόνο οι 
μισοί περίπου από τους ερυθροβλάστες στο μητρικό 
αίμα είναι εμβρυϊκής προέλευσης76. Η αντί-γ σφαιρί-
νη έχει επίσης χρησιμοποιηθεί, αλλά υπάρχει επιμό-
λυνση με μητρικά εμπύρηνα κύτταρα. Παρόλο που τα 
αντισώματα που αναγνωρίζουν τις εμβρυϊκές αλυσί-
δες ζ και ε είναι ειδικά για τα εμβρυϊκά κύτταρα, η 
έκφραση αυτών των μοριδίων των σφαιρινών μειώνε-
ται δραματικά καθώς η κύηση προχωράει. Ειδικά η 
έκφραση του γονιδίου που κωδικοποιεί τη ζ σφαιρίνη 
μειώνεται σημαντικά μετά την 7η εβδομάδα κύησης 
και παρόλο που η έκφραση του γονιδίου που κωδικο-
ποιεί την ε σφαιρίνη μειώνεται αργότερα, είναι πα-
ρούσα μόνο στα μισά εμβρυϊκά εμπύρηνα ερυθρά στις 
11 με 12 εβδομάδες κύησης και χάνεται μετά την 15η 
εβδομάδα77. Άλλοι δείκτες που έχουν χρησιμοποιηθεί 
για την απομόνωση των NRBC είναι ο CD36 υποδο-
χέας της θρομβοσπονδίνης78, γλυκοφορίνης Α66 και 
εμβρυϊκής αιμοσφαιρίνης79. Ασθενείς με συγκεκριμέ-
νες αιμοσφαιρινοπάθειες μπορεί να παρουσιάσουν 
παραμονή της εμβρυϊκής αιμοσφαιρίνης. Σε φορείς β 
θαλασσαιμίας βρέθηκε αυξημένος αριθμός γ θετικών 
κυττάρων80,20.

            
ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑ

Σήμερα η προγεννητική διάγνωση των χρωμοσωμι-
κών ανωμαλιών γίνεται με επεμβατικές μεθόδους, οι 
οποίες έχουν κάποιο κίνδυνο αποβολής. Αυτός είναι 
και ο λόγος που η ένδειξη για λήψη χοριακής λάχνης 
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ή αμνιοπαρακέντηση περιορίζεται σε συγκεκριμένες 
ομάδες υψηλού κινδύνου σύμφωνα με τα σημερινά 
τεστ ανίχνευσης (screening tests). Αυτά τα τεστ δεν 
έχουν 100% ευαισθησία. Όλα αυτά κάνουν επιτα-
κτική την ανάγκη για την ανάπτυξη μη επεμβατικών 
μεθόδων για προγεννητική διάγνωση. Μια εναλλακτι-
κή μέθοδος θα ήταν ο διαχωρισμός και η γονιδιακή 
ανάλυση των σπάνιων αυτών εμβρυϊκών κυττάρων 
από το μητρικό αίμα. Εάν η προγεννητική διάγνωση 
γίνει εφικτή χωρίς χρήση επεμβατικής μεθόδου, τότε 
θα μπορούσε να χρησιμοποιηθεί για όλες τις έγκυες 
γυναίκες χωρίς να υπάρχει κίνδυνος για το έμβρυο.

Summary
Daniilidis A, Kouzi-Koliakou K
The presence of fetal cells in maternal blood. What do we 
know today?
Helen Obstet Gynecol 19(4):353-365, 2007

Evidence for the presence of fetal cells in maternal 
circulation was first presented in 1959 by Douglas 
et al. Kleihauer et al. (1957) found fetal cells in the 
blood of pregnant women by using a stain for fetal 
haemoglobin. In contrast to the traditional knowledge 
that placenta is an impermeable barrier which prevents 
any kind of communication between maternal and fetal 
blood, multiple studies have already showed that intact 
fetal cells and fetal nucleic acids circulate freely within 
maternal blood. Fetal cells in maternal blood are 
very rare and a major issue is to understand the true 
number of fetal cells present in maternal circulation. 
Numerous reports suggest deferent numbers of fetal 
cells and DNA not only in various gestational ages but 
also in deferent pregnancies.

To date five types of fetal cells have been iso-
lated/detected from maternal blood: trophoblasts, 
lymphocytes, granulocytes, nucleated erythrocytes, 
progenitor cells and also free fetal DNA. These cell 
types could potentially be used for prenatal diagnosis. 
However there are some drawbacks which prevent us 
from being optimistic for the use of these cells for ac-
curate prenatal diagnosis.

Key words: prenatal diagnosis, fetal cells, free DNA.
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