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Πρόλογος 
 

Ο προγεννητικός έλεγχος αποτελεί αναπόσπαστο κομμάτι της καθημερινής 

μαιευτικής πράξης και προσφέρεται σε τακτά χρονικά διαστήματα καθ’ όλη τη διάρκεια της 

εγκυμοσύνης ώστε να διασφαλιστεί η υγεία του εμβρύου και της μητέρας. Για την 

πραγματοποίησή του απαιτείται η ανάλυση εμβρυϊκού γενετικού υλικού που λαμβάνεται με 

επεμβατικές μεθόδους όπως η αμνιοπαρακέντηση και η βιοψία τροφοβλάστης και 

εφαρμόζεται για τη διάγνωση ανευπλοειδίας του εμβρύου. Οι τεχνικές όμως αυτές έχουν 

μικρό αλλά υπαρκτό κίνδυνο αποβολής (~1%). Για το λόγο υπήρχε μεγάλο ενδιαφέρον η 

ανακάλυψη μη επεμβατικών τρόπων λήψης εμβρυικού γενετικού υλικού έτσι ώστε η 

προγεννητική διάγνωση να μπορεί να εφαρμοστεί σε όλες τις εγκύους, ανεξαρτήτως ηλικίας 

ή αντικειμενικού κινδύνου να αποκτήσουν παιδί με κάποιο γενετικό νόσημα. Η ανακάλυψη 

ελεύθερου εμβρυϊκού DNA (cffDNA) στην κυκλοφορία της μητέρας, επέτρεψε την ανάπτυξη 

μη επεμβατικών προγεννητικών ελέγχων (Non Invasive Prenetal Testing, NIPT) και σήμερα 

η ανάπτυξη μεθόδων και τεχνολογιών για τη βέλτιστη αξιοποίηση και ενίσχυση του cffDNA, 

αποτελεί το βασικό τομέα έρευνας. 
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Προγεννητικός Έλεγχος 
 

Ο προγεννητικός έλεγχος πραγματοποιείται σε εγκυμοσύνες υψηλού κινδύνου για 

διαταραχές, όπως χρωμοσωματικές ανευπλοειδίες, ανωμαλίες του νευρικού σωλήνα, συγγενή 

καρδιακή νόσο, αυτοσωματικές υπολειπόμενες διαταραχές κ.α.. Έχει εκτιμηθεί ότι υπάρχει 

πιθανότητα περίπου 2-3% να γεννηθεί ένα παιδί με συγγενή γενετική διαταραχή και το 

ποσοστό κινδύνου αυξάνεται όταν υπάρχει οικογενειακό ιστορικό για κάποια  διαταραχή 

(Teeuw et al., 2010). Η εφαρμογή του προγεννητικού ελέγχου στην κλινική πράξη 

περιλαμβάνει επεμβατικές τεχνικές, όπως δειγματοληψία χοριακών λαχνών (CVS) και 

αμνιοπαρακέντηση, σε γυναίκες με εγκυμοσύνες υψηλού κινδύνου. Παρά το υψηλό ποσοστό 

επιτυχίας των τρεχουσών προσεγγίσεων που εφαρμόζονται στον προγεννητικό έλεγχο 

(ποσοστό ανίχνευσης 80-90%), η εξέλιξη των διαγνωστικών εργαλείων προγεννητικού 

ελέγχου θα μπορούσαν να βελτιώσουν περαιτέρω την ειδικότητα και την ευαισθησία των 

διαγνωστικών ελέγχων καθώς και να μειώσουν τον αριθμό των γυναικών που υποβάλλονται 

σε επεμβατικές διαγνωστικές εξετάσεις μειώνοντας την πιθανότητα αποβολής του εμβρύου 

και λοιπών πιθανών επιπλοκών στην κύηση. 

 

Ορισμοί 
 

Η αξιοπιστία μίας μεθόδου προγεννητικού ελέγχου αντικατοπτρίζεται από τις τιμές 

διαφόρων δεικτών, όπως είναι το ποσοστό ανίχνευσης (Detection Rate, DR), το ποσοστό 

ψευδώς θετικών αποτελεσμάτων (False Positive Rate, FR), το θετικό ποσοστό ελέγχου 

(Screen Positive Rate, SPR) καθώς και ο δείκτης πιθανότητας θετικού αποτελέσματος (Odds 

of A Positive Result, OAPR). Ο δείκτης DR αναφέρεται στην ευαισθησία της διαγνωστικής 

μεθόδου και ως εκ τούτου προσδιορίζει τον αριθμό των κυήσεων με παθολογικά ευρήματα 

στο σύνολο των κυήσεων που ελέγχθηκαν. Ο δείκτης FR αφορά των αριθμό κυήσεων που 

διαγνώσθηκαν ως παθολογικές ενώ στην πραγματικότητα είναι φυσιολογικές. Ο δείκτης SPR 

περιλαμβάνει τα ψευδώς θετικά και τα αληθώς θετικά αποτελέσματα και αντικατοπτρίζει την 



 

πιθανότητα μία κύηση να βρεθεί πάνω από το όριο κινδύνου και να χαρακτηριστεί ως 

υψηλού κινδύνου και  στη συνέχεια να υποβληθεί σε προγεννητικό έλεγχο (McEwan, 

Godfrey and Wilkins, 2012). Η επίτευξη χαμηλών τιμών FPR’s / SPR’s είναι απαραίτητη 

ώστε να μειωθεί ο αριθμός των κυήσεων που υποβάλλονται άσκοπα σε επεμβατικές τεχνικές 

προγεννητικού ελέγχου όπως είναι η λήψη χοριακών λαχνών και η αμνιοπαρακέντηση. Ο 

δείκτης OAPR αναφέρεται στην πιθανότητα οι κυήσεις υψηλού κινδύνου μετά τον 

προγεννητικό έλεγχο να χαρακτηριστούν ως παθολογικές (Wald, 2008). Ο θετικός 

προγνωστικός δείκτης (Positive Predictive Value, PPV) και ο αρνητικός προγνωστικός 

δείκτης (Negative Predictive Value, NPV) επίσης μπορούν να χρησιμοποιηθούν για να 

αξιολογηθεί η αξιοπιστία ενός διαγνωστικού ελέγχου. Οι PPV και NPV αναφέρονται στην 

αναλογία των θετικών και αρνητικών αποτελεσμάτων τα οποία είναι πραγματικά θετικά και 

αρνητικά αντίστοιχα, με υψηλές τιμές των δεικτών να υποδεικνύουν αυξημένη ακρίβεια 

(Pencina et al., 2008). Παρόλα αυτά, οι PPV και NPV εξαρτώνται από τον επιπολασμό του 

«θετικού» αποτελέσματος, για παράδειγμα των εμβρύων με Τρισωμία 21 στον γενικό 

πληθυσμό. 

 

Προγεννητικός έλεγχος για ανευπλοειδίες 
 

Ιστορική αναδρομή και τρέχουσες πρακτικές προγεννητικού ελέγχου για 

ανευπλοειδίες στο έμβρυο. 
 

Πριν την ανάπτυξη των υπερήχων, ο προγεννητικός έλεγχος μπορούσε θεωρητικά να 

γίνει με ακτινογραφικές μεθόδους, με τους γνωστούς κινδύνους της ακτινοβολίας, σε σχετικά 

προχωρημένη ηλικία κύησης και δίνοντας κυρίως πληροφορίες για τη σκελετική διάπλαση 

του εμβρύου. H ανάπτυξη της υπερηχογραφίας έχει δώσει τις τελευταίες δεκαετίες μεγάλη 

ώθηση στον προγεννητικό έλεγχο, που γίνεται τώρα με αυξημένη αξιοπιστία. 

Το 1866, ο Langdon Down παρατήρησε ότι οι ασθενείς με τρισωμία 21 έχουν ένα 

κοινό χαρακτηριστικό: το δέρμα τους υπολείπεται σε ελαστικότητα, δίνοντας την εντύπωση 



 

ότι έχει πολύ μεγαλύτερη επιφάνεια σε σχέση με το σώμα και το επίπεδο πρόσωπο με τη 

μικρή μύτη. Το 1990 έγινε αντιληπτό ότι η περίσσεια δέρματος των ασθενών με σύνδρομο 

Down μπορεί να ανιχνευθεί υπερηχογραφικά ως αύξηση του πάχους της αυχενικής 

διαφάνειας, κατά τον τρίτο μήνα της ενδομήτριας ζωής. Το πάχος της εμβρυϊκής αυχενικής 

διαφάνειας στο υπερηχογράφημα της 11ης-13ης +6 εβδομάδας κύησης μπορεί να συνδυαστεί 

με την ηλικία της μητέρας, ώστε να παρέχει μια αποτελεσματική μέθοδο διαλογής 

πληθυσμού για τρισωμία 21. Για ένα ποσοστό επεμβατικού ελέγχου της τάξης του 5%, 

περίπου το 75% των τρισωματικών κυήσεων μπορούν να ανιχνευθούν. Επιπλέον, όταν 

λαμβάνονται υπόψη η ελεύθερη β-hCG και η σχετιζόμενη με την κύηση πρωτεΐνη-Α του 

πλάσματος (ΡΑΡΡ-Α) στον ορό της μητέρας κατά την 11η-13η+6 εβδομάδα, το ποσοστό 

ανίχνευσης των χρωμοσωματικών ανωμαλιών είναι 85–90%. Το 2001 βρέθηκε ότι στο 60–

70% των εμβρύων με τρισωμία 21, το ρινικό οστό δεν είναι ορατό στο υπερηχογράφημα της 

11ης-13ης +6 εβδομάδας. Επιπλέον, βρέθηκε ότι η εξέταση του ρινικού οστού κατά το 

υπερηχογράφημα του πρώτου τριμήνου, σε συνδυασμό με τους βιοχημικούς δείκτες, μπορεί 

να αυξήσει το ποσοστό ανίχνευσης σε περισσότερο από 95%. Επιπρόσθετα, η αυξημένη 

αυχενική διαφάνεια, εκτός από τον ρόλο της στην εκτίμηση του κινδύνου για τρισωμία 21, 

μπορεί να ανιχνεύσει ένα σημαντικό τμήμα άλλων χρωμοσωματικών ανωμαλιών και 

σχετίζεται με μείζονες ανωμαλίες της καρδιάς και των μεγάλων αγγείων, καθώς και με ένα 

ευρύ φάσμα γενετικών συνδρόμων. Άλλα οφέλη της υπερηχογραφικής εξέτασης της 11ης-13ης 

+6 εβδομάδας περιλαμβάνουν την επιβεβαίωση της βιωσιμότητας του εμβρύου, τον ακριβή 

υπολογισμό της ηλικίας κύησης, την πρώιμη ανίχνευση μειζόνων εμβρυϊκών ανωμαλιών και 

τη διάγνωση των πολύδυμων κυήσεων. Ο πρώιμος έλεγχος παρέχει επίσης αξιόπιστο 

καθορισμό της χοριονικότητας, η οποία είναι ο βασικός καθοριστικός παράγοντας της 

έκβασης των πολύδυμων κυήσεων. 

Ο έλεγχος (screening) για χρωμοσωματικές ανωμαλίες, με συνδυασμό της εμβρυϊκής 

αυχενικής διαφάνειας και της μητρικής ηλικίας, στηρίζεται κυρίως σε δύο παρατηρήσεις που 

έγιναν πριν από 100 και πλέον χρόνια. Η πρώτη παρατήρηση έγινε από τον Dr. Langdon 

Down, ο οποίος, το 1866, ανέφερε ότι το δέρμα των προσβεβλημένων ατόμων φαίνεται να 



 

είναι πολύ μεγάλο για το σώμα τους. Η δεύτερη παρατήρηση έγινε από τους Frazer και 

Mitchell το 1876, οι οποίοι παρατήρησαν μία συσχέτιση μεταξύ της τρισωμίας 21 και της 

προχωρημένης ηλικίας της μητέρας. Τώρα είναι γνωστό ότι το επιπλέον δέρμα των εμβρύων 

με σύνδρομο Down μπορεί να απεικονιστεί υπερηχογραφικά σαν αυξημένη αυχενική 

διαφάνειας (Εικόνα 1), κατά τους πρώτους τρεις μήνες της ενδομήτριας ζωής. Επιπλέον, η 

αυξημένη αυχενική διαφάνεια στις 10-14 εβδομάδες της κύησης είναι μία συχνή φαινοτυπική 

έκφραση πολλών χρωμοσωματικών βλαβών, καρδιακών ανωμαλιών και γενετικών 

συνδρόμων. 

 

 

Εικόνα 1. Υπέρηχος αυχενικής διαφάνειας 

 

Ως ανευπλεοειδία ορίζεται η απόκλιση από τον φυσιολογικό αριθμό χρωμοσωμάτων 

και οδηγεί σε νοσηρότητα ή/και θνησιμότητα. Χρωμοσωματικές ανωμαλίες ανιχνεύονται σε 

1 στις 160 γεννήσεις και οι τρισωμίες των χρωμοσωμάτων 21 (Down Syndrome), 18 

(Edwards syndrome) και 13 (Patau syndrome) αποτελούν την πλειοψηφία των ανευπλοειδιών 

στις γεννήσεις, πέραν των φυλετικών χρωμοσωμάτων (Nussbaum et al., 2007; Driscoll and 

Gross, 2009). Το σύνδρομο Down αποτελεί την πιο συχνή ανευπλοειδία που συναντάται στα 



 

έμβρυα με συχνότητα εμφάνισης 1 στις 800 γεννήσεις (Ehrich et al., 2011). Παρόλα αυτά ο 

κίνδυνος τρισωμίας 21 σχετίζεται με την ηλικία της μητέρας και αυξάνεται εκθετικά από την 

ηλικία των 35 χρόνων και φτάνοντας σε ποσοστό 1 στις 35 γεννήσεις για μητέρες άνω των 46 

χρόνων (Morris, Mutton and Alberman, 2002).  

Οι Snijders et al συνδύασαν δεδομένα από μελέτες στο δεύτερο τρίμηνο της κύησης, 

μετά από αμνιοπαρακέντηση και στο πρώτο τρίμηνο, μετά από λήψη χοριακών λαχνών, για 

να υπολογίσουν την επίπτωση μιας ευρείας ποικιλίας χρωμοσωματικών βλαβών, σε 

διαφορετικές ηλικίες κυήσεως, σε συσχέτιση με τη συχνότητα των τρισωμιών σε νεογνά που 

γεννιούνται ζωντανά. Ο κίνδυνος από τη μητρική ηλικία και από την ηλικία της κυήσεως 

υπολογίστηκε πολλαπλασιάζοντας την επίπτωση της τρισωμίας 21 για τις συγκεκριμένες 

ηλικίες της μητέρας σε νεογνά που γεννήθηκαν ζωντανά και τη σχετική συχνότητα σε μια 

δεδομένη ηλικία κυήσεως (Εικόνα 2). Για κάθε χρωμοσωματική βλάβη, είναι δυνατό να 

υπολογιστεί ο ρυθμός της ενδομήτριας θνησιμότητας (Πίνακας 1, Πίνακας 2) από τις 

διαφορές στην επίπτωση στις 40 εβδομάδες και στην επίπτωση της χρωμοσωματικής βλάβης 

σε μια δεδομένη ηλικία κυήσεως. Για παράδειγμα, στην τρισωμία 21, εάν η επίπτωση σε 40 

εβδομάδες είναι 1, η επίπτωση στις 16 και 12 εβδομάδες είναι 1,46 και 1,69 αντίστοιχα. Ο 

ρυθμός της ενδομήτριας θνησιμότητας μεταξύ 16 και 40 εβδομάδων είναι 32% (1,46 - 1/1,46) 

και μεταξύ 12 και 40 εβδομάδων είναι 41% (1,69 - 1/1,69). 



 

 

Εικόνα 2. Εκτίμηση του κινδύνου απόκτησης εμβρύου με Σύνδρομο Down σε συνάρτηση με την ηλικία της μητέρας. 
Το ποσοστό κινδύνου αυξάνεται σταδιακά περίπου μέχρι την ηλικία των 34 χρόνων και στη συνέχεια  σημειώνεται 
εκθετική αύξηση, με τις γυναίκες κοντά στα 50 να έχουν ρίσκο >3%. (Morris, Mutton and Alberman, 2002). 

 

Πίνακας 1. Υπολογισθείς κίνδυνος για τρισωμίες 21, 18 και 13 σε σχέση με την ηλικία της μητέρας και την ηλικία της 
κυήσεως.  

 

Πίνακας 2. Πιθανότητες για ενδομήτριο θάνατο σε έμβρυα με χρωμοσωματικές ανωμαλίες. 

 



 

Η μητρική ηλικία με DR<35% ως μοναδικός προγνωστικός δείκτης, είχε ως 

αποτέλεσμα πολλά παθολογικά έμβρυα να διαφύγουν του διαγνωστικού ελέγχου καθώς και 

μεγάλος αριθμός φυσιολογικών εμβρύων να εκτεθούν σε επεμβατικές τεχνικές αυξάνοντας το 

ρίσκο αποβολής του κυήματος (Haddow et al., 1992). Μεταξύ 1989 και 2008, το ποσοστό 

των μητέρων ηλικίας 35 ετών και άνω αυξήθηκε από 9% έως 20%, αντίστοιχα, 

πραγματοποιώντας τον έλεγχο μόνο με βάση την ηλικία της μητέρας μη βιώσιμη. Η σταδιακή 

εισαγωγή διαφόρων βιοχημικών και υπερηχογραφικών δεικτών από τις αρχές της δεκαετίας 

του 1980 έχει βελτιώσει σημαντικά την ευαισθησία και αξιοπιστία των σημερινών πρακτικών 

προγεννητικού ελέγχου έως περίπου 95%. (Rozenberg et al., 2006; Ehrich et al., 2011) 

(Εικόνα 3. Απεικόνιση των σημαντικότερων χρονικών σημείων στην εξέλιξη του 

προγεννητικού ελέγχου για το σύνδρομο Down (Sillence et al., 2013). 

 

Εικόνα 3. Απεικόνιση των σημαντικότερων χρονικών σημείων στην εξέλιξη του προγεννητικού ελέγχου για το 
σύνδρομο Down (Sillence et al., 2013). 

 

Στην εικόνα 3 αποτυπώνονται τα χρονικά σημεία που ανακαλύφθηκαν διάφοροι 

βιοχημικοί δείκτες που χρησιμοποιούνται ακόμα και σήμερα για τον προγεννητικό έλεγχο της 

ανευπλοειδίας όπως είναι η Α-εμβρυική πρωτεΐνη (alpha-fetoprotein, AFP), η β-χοριακή 

γοναδοτροπίνη (Beta- human chorionic gonadotropin, β-hCG), η Α-ινχιμπίνη (Inhibin A) και 

η πρωτεΐνη πλάσματος Α σχετιζόμενη με την εγκυμοσύνη (pregnancy associated plasma 

protein A, PAPP-A) καθώς και η εισαγωγή ποικίλων προγνωστικών ελέγχων. Το πιο 



 

διαδεδομένο προγνωστικό τεστ πρώτου τριμήνου, συνδυάζει την ηλικία της μητέρας, την 

μέτρηση της αυχενικής διαφάνειας και τους δείκτες PAPP-A και β-hCG. 

Η αυχενική διαφάνεια αποτελεί τον πιο ζωτικής σημασίας υπερηχογραφικό δείκτη σε 

σχέση με όλους τους δείκτες στον προγνωστικό προγεννητικό έλεγχο για ανευπλοειδίες. Η 

αυχενική διαφάνεια αφορά στην μέτρηση του πάχους του υποδόριου υγρού πίσω από τον 

αυχένα του εμβρύου και πραγματοποιείται μεταξύ 11 και 14 εβδομάδων κύησης. Όλα τα 

έμβρυα εμφανίζουν αυχενική διαφάνεια το μέγεθος της οποίας αυξάνει φυσιολογικά με την 

ηλικία κύησης. Κάθε κύηση χαρακτηρίζεται από ένα βασικό κίνδυνο (a priori)  το έμβρυο να 

φέρει κάποια χρωμοσωματική ανωμαλία ο οποίος εξαρτάται από την ηλικία της μητέρας και 

της κύησης. Η μέτρηση της αυχενικής διαφάνειας ενός εμβρύου με δεδομένο κεφαλουραίο 

μήκος, εκφράζει μια πιθανότητα η οποία πολλαπλασιαζόμενη με τον βασικό κίνδυνο, δίνει 

τον νέο κίνδυνο (Souka et al., 1998). Επομένως όσο μεγαλύτερη είναι η τιμή της αυχενικής 

διαφάνειας, τόσο μεγαλώνει και ο κίνδυνος το έμβρυο να φέρει χρωμοσωματικές και/ ή 

δομικές ανωμαλίες (Souka et al., 2005). Σύμφωνα με την μελέτη των Nicolaides et al. (1992), 

η αυχενική διαφάνεια NT≥3 μεταξύ 10ης-14ης εβδομάδας κύησης, είναι σημαντικός δείκτης 

ότι το έμβρυο μπορεί να φέρει χρωμοσωματικές ανωμαλίες. Για τιμές NT≥3 ο κίνδυνος 

μπορεί να αυξάνεται περισσότερο από δέκα φορές ενώ για NT<3 ο κίνδυνος του εμβρύου να 

φέρει χρωμοσωματικές ανωμαλίες μειώνεται έως και 3 φορές (Nicolaides et al., 1992). Η 

αυχενική διαφάνεια παραμένει ένας σημαντικός δείκτης για την εκτίμηση του κινδύνου το 

έμβρυο να φέρει ανευπλοειδίες. Παρόλα αυτά, σήμερα στην καθημερινή κλινική πράξη, 

εφαρμόζεται πεπεμβατικός προγεννητικός έλεγχος για τιμές NT≥3,5mm ή για τιμή πάνω από 

1 στα 150 όσον αφορά το συνδυαστικό τεστ (Lichtenbelt et al., 2015). Το συνδυαστικό τεστ 

του πρώτου τριμήνου εισήχθη το 1997 και συνδυάζει την αυχενική διαφάνεια, την ηλικία της 

μητέρας και τους βιοχημικούς δείκτες  fβ-hCG και PAPP-A (Wald and Hackshaw, 1997) 

(Εικόνα 3). Μελέτες έχουν δείξει ότι το συνδυαστικό τεστ του πρώτου τριμήνου μπορεί να 

ανιχνεύσει περίπου το 85-90% των περιπτώσεων εμβρύων με σύνδρομο Down με 5% ψευδώς 

θετικά αποτελέσματα (FPR) (Spencer and Nicolaides, 2003; Nicolaides et al., 2005; Jaques et 

al., 2007; Valinen et al., 2007). Για τον υπολογισμό του συνολικού κινδύνου ανευπλοειδίας 



 

του εμβρύου απαιτείται ο διαγνωστικός έλεγχος πρώτου και δευτέρου τριμήνου. Σε 

συνάρτηση με την ηλικία της μητέρας, ελέγχονται η αυχενική διαφάνεια του εμβρύου και τα 

επίπεδα της  PAPP-A στον ορό μεταξύ 10+3 και 13+6 εβδομάδων κύησης, ενώ το διάστημα 

μεταξύ 15ης και 18ης εβδομάδας κύησης συνυπολογίζονται τα επίπεδα στον ορό των  AFP, fβ-

hCG, ελεύθερης οιστραδιόλης (uE3) και Inhibin A (Benn, 2002). Ο συνδυασμός των τεστ 

πρώτου και δευτέρου τριμήνου αυξάνει την ευαισθησία και ταυτόχρονα μειώνει το FPR αλλά 

υπάρχει προβληματισμός αν οι γυναίκες που στο τεστ πρώτου τριμήνου εμφανίζουν υψηλό 

ποσοστό κινδύνου θα πρέπει να περιμένουν μέχρι να πραγματοποιηθεί ο έλεγχος του 

δευτέρου τριμήνου προτού υποβληθούν σε επεμβατικό προγεννητικό έλεγχο. Οι γυναίκες που 

εμφανίζουν υψηλό ποσοστό κινδύνου στον έλεγχο του πρώτου τριμήνου,  υποβάλλονται σε 

επεμβατικό προγεννητικό έλεγχο (λήψη χοριακών λαχνών, Chorionic Villi Sampling, CVS) 

ενώ σε γυναίκες με μέτριο/χαμηλό ποσοστό κινδύνου πραγματοποιείται ο διαγνωστικός 

έλεγχος δευτέρου τριμήνου. Αν το ποσοστό κινδύνου βρεθεί υψηλό, τότε υποβάλλονται σε 

αμνιοπαρακέντηση για προγεννητικό έλεγχο (Nicolaides, 2011). 

 

Ανάπτυξη των υπερηχογραφικών δεικτών 
 

Ο  υπέρηχος κατά την κύηση πραγματοποιείται κυρίως για τον προσδιορισμό της 

βιωσιμότητας, της ηλικίας κύησης και του αριθμού των εμβρύων, αλλά χρησιμοποιείται 

επίσης ως εργαλείο για την ανίχνευση σοβαρών δομικές ανωμαλίες (Blaas, 2014). Η 

υπερηχογραφική απεικόνιση παίζει σημαντικό ρόλο στην προγεννητική εξέταση και 

αντικατέστησε τον ορολογικό έλεγχο για τον εντοπισμό ανωμαλιών του νευρικού σωλήνα. 

Υπάρχει πληθώρα μελετών για τη συνεισφορά της υπερηχογραφικής απεικόνισης στην 

εκτίμηση κινδύνου ανευπλοειδίας του εμβρύου κατά το πρώτο και δεύτερο τρίμηνο της 

κύησης (Benacerraf, Frigoletto and Cramer, 1987; Stoll et al., 1993; Hill, 1996; Nyberg and 

Souter, 2001; Rozenberg et al., 2006; Kagan et al., 2009; Abele et al., 2015). Η αύξηση του 

πάχους του υποδόριου υγρού πίσω από τον αυχένα του εμβρύου ήταν ο πρώτος 

υπερηχογραφικός δείκτης για το σύνδρομο Down και ο μοναδικός που συγκαταλέγεται στο 



 

συνδυαστικό προγνωστικό τεστ (Εικόνα 3). Η αυξημένη αυχενική διαφάνεια μπορεί να 

αποτελέσει δείκτη και για άλλες χρωμοσωματικές ανωμαλίες όπως στα σύνδρομα Edwards 

(T18) και Patau (T13) (Cicero et al., 2003). Επιπλέον, η μέτρηση της αυχενικής διαφάνειας 

σχετίζεται με ποικίλες παθολογικές καταστάσεις του εμβρύου, όπως ανωμαλίες της καρδιάς 

(Hyett et al., 1997), δυσπλασίες και γενετικά σύνδρομα (Souka et al., 1998). Πέραν της 

αυχενικής διαφάνειας, έχουν αξιολογηθεί και άλλοι υπερηχογραφικοί δείκτες για τον 

προγεννητικό υπερηχογραφικό έλεγχο της τρισωμίας 21 (Stressig et al., 2011; McEwan, 

Godfrey and Wilkins, 2012; Blaas, 2014). Στον έλεγχο του πρώτου τρίμηνου, παρατηρείται 

απουσία του ρινικού οστού στο 60-70% των εμβρύων με τρισωμία 21 και στο 2% των 

φυσιολογικών εμβρύων, ενώ ανιχνεύονται ανωμαλίες της ροής στο φλεβώδη πόρο στο 80% 

των εμβρύων με τρισωμία 21 και στο 5% των φυσιολογικών εμβρύων. Άλλοι 

υπερηχογραφικοί δείκτες όπως ο εξόμφαλος, η μεγακύστη, και η μονήρης ομφαλική αρτηρία 

είναι υψηλότερη στα έμβρυα με τρισωμία 21 σε σχέση με τα φυσιολογικά έμβρυα. Όπως 

προέκυψε από τις μελέτες, ο συνδυασμός των παραπάνω δεικτών με την ηλικία της μητέρας 

είχε ως αποτέλεσμα την οριακή βελτίωση  του DR περίπου στο 33% σε σχέση μόνο με την 

ηλικία της μητέρα που είναι DR 29% (Stressig et al., 2011). Στην Εικόνα 4 απεικονίζονται τα 

ποσοστά ανίχνευσης των υπερηχογραφικών δεικτών παράλληλα με την αυχενική διαφάνεια. 

Παρόλα αυτά, κάποιοι από τους δείκτες εμφανίζουν διαφορές μεταξύ των φυλών οπότε θα 

πρέπει η επιλογή των υπερηχογραφικών δεικτών να προσαρμόζεται στον πληθυσμό ελέγχου. 

Για παράδειγμα, η ατελής ανάπτυξη του ρινικού οστού παρατηρείται μόνο στο 1-3% των 

φυσιολογικών κυήσεων στον έλεγχο πρώτου τριμήνου ενώ στον Αφρικανικό πληθυσμό το 

ποσοστό ανέρχεται στο 10% (McEwan, Godfrey and Wilkins, 2012). 

 



 

 

Εικόνα 4. Η επίπτωση των υπερηχογραφικών χαρακτηριστικών στα έμβρυα με ευπλοειδία (μαύρο), T21 (μπλε), T18 
(πράσινο) και T13 (πορτοκαλί) (Nicolaides, 2011). (CRL; crown-rump length). 

 

Στις πρώτες εβδομάδες και κατά τη διάρκεια του τρίτου τριμήνου, γίνεται ο έλεγχος 

του εμβρύου με υπερηχογράφημα ανάπτυξης – Doppler, εξέταση που μελετά την ανάπτυξη 

και τη θρέψη του εμβρύου, παρακολουθώντας την ροή του αίματος στα αγγεία και στον 

πλακούντα. Το υπερηχογράφημα αυτό μας δίνει πληροφορίες για τη λειτουργία του 

πλακούντα και την κατάσταση του εμβρύου. Διενεργείται από την 28η εβδομάδα έως και τον 

τοκετό, συνήθως όμως μεταξύ 32ης-34ης εβδομάδας της κύησης. Με το υπερηχογράφημα 3ου 

τριμήνου γίνεται μέτρηση της ποσότητας του αμνιακού υγρού και εκτίμηση των κινήσεων 

του εμβρύου που παρέχουν πληροφορίες για την καλή του κατάσταση. Επιπλέον ελέγχονται 

η θέση και η μορφολογία του πλακούντα. Η εξέταση της ανατομίας του 3ου τριμήνου 

πραγματοποιείται λαμβάνοντας συγκεκριμένες υπερηχογραφικές τομές, όπως αυτές 

καθορίζονται από τα αντίστοιχα πρωτόκολλα του FMF, οι οποίες έχει αποδειχθεί ότι 



 

εμφανίζουν την υψηλότερη ευαισθησία στην ανίχνευση πιθανών ανωμαλιών κατά την 

προχωρημένη αυτή ηλικία της κύησης. 

Αν και γίνεται προσπάθεια να εξετασθούν με λεπτομέρεια όλα τα ανωτέρω 

ανατομικά στοιχεία, το υπερηχογράφημα ανάπτυξης – Doppler δεν είναι το κατάλληλο για να 

εξετασθεί η ανατομία του εμβρύου, γιατί το έμβρυο είναι πλέον μεγάλο και δεν είναι δυνατό 

να απεικονιστεί το ίδιο καθαρά, όπως στο 2ο τρίμηνο. Τέλος, εξετάζονται ο τράχηλος της 

μήτρας και η ροή του αίματος στις μητριαίες αρτηρίες. Με τον τρόπο αυτό μπορεί να 

προσδιοριστεί ο κίνδυνος πρόωρου τοκετού, προεκλαμψίας και υπολειπόμενης σωματικής 

ανάπτυξης του εμβρύου. Στις περιπτώσεις που το έμβρυο έχει την κατάλληλη θέση, γίνεται 

απεικόνισή του με την μέθοδο της τρισδιάστατης (3D και 4D) υπερηχογραφίας. Η συχνότητα 

του καρδιακού παλμού του εμβρύου, οι κινήσεις του και οι συσπάσεις της μήτρας ελέγχονται 

επίσης με το καρδιοτοκογράφημα (NST), το οποίο σε συνδυασμό με το Doppler αποτελούν 

το βιοφυσικό προφίλ του εμβρύου και προσφέρει επιπρόσθετες πληροφορίες για τον πιθανό 

κίνδυνο ενδομήτριου θανάτου (Whitworth et al, 2010; Abramowicz, 2013). 

 

Ανάπτυξη των βιοδεικτών στον ορό/πλάσμα και στα ούρα 
 

Για την επίτευξη υψηλότερης προγνωστικής αξίας, συνδυαστικά με την αυχενική 

διαφάνεια, εκτελούνται εξετάσεις αίματος για την ανίχνευση και την μέτρηση των πρωτεϊνών 

PAPP-A, hCG καθώς και της PLGF. Ο συνδυασμός της αυχενικής διαφάνειας με 

παραμέτρους όπως το ιστορικό της εγκύου (ηλικία εγκύου, ηλικία κυήσεως), λοιπούς 

υπερηχογραφικούς δείκτες, όπως παρουσία ή απουσία ρινικού οστού και τη μέτρηση β-hCG 

και της PAPP-A στον ορό της εγκύου, επιτρέπει τον ασφαλέστερο υπολογισμό μιας τελικής 

συνδυασμένης πιθανότητας για το σύνδρομο Down και τις λοιπές τρισωμίες. Ο συνδυαστικός 

αυτός έλεγχος πρώτου τριμήνου (cFTS) φτάνει σε ποσοστό ανίχνευσης ανωμαλιών το 90% 

και ψευδώς θετικών περίπου 5% (Alfirevic et al, 2017). 



 

PAPP-A: Η ορμόνη PAPP-A (Pregnancy Associated Plasma Protein-A) παράγεται από το 

έμβρυο και από τον πλακούντα κατά τη διάρκεια της εγκυμοσύνης  και απελευθερώνεται 

στην κυκλοφορία του αίματος της μητέρας. Τα χαμηλά επίπεδά της κατά τη διάρκεια του 

πρώτου τριμήνου μπορούν να συσχετιστούν με χρωμοσωματικές ανωμαλίες στο έμβρυο, 

όπως είναι οι τρισωμίες 21, 18 και 13. Επίσης χαμηλά επίπεδα PAPP-A στο αίμα την 8η έως 

14η εβδομάδα της κύησης, μπορούν να υποδηλώνουν αυξημένο κίνδυνο για την ομαλή 

έκβαση της εγκυμοσύνης όπως ενδομήτρια αναστολή της ανάπτυξης, πρόωρο τοκετό, 

προεκλαμψία ή και απώλεια του εμβρύου.  

β-hCG: Η ορμόνη β-χοριακή γοναδοτροπίνη (β-hCG) συντίθεται και εκκρίνεται από τον 

πλακούντα και η μέτρησή της χρησιμοποιείται για την έγκαιρη διάγνωση της εγκυμοσύνης. 

Τα επίπεδά της αυξάνονται γρήγορα στην αρχή της εγκυμοσύνης και στη συνέχεια 

μειώνονται μεταξύ της 10ης και 20ης εβδομάδας. Τα επίπεδα μπορεί να είναι υψηλότερα σε 

μια κύηση εμβρύου με σύνδρομο Down, ενώ συχνά παρατηρούνται χαμηλότερες τιμές από το 

συνηθισμένο σε μια εγκυμοσύνη εμβρύου με τρισωμία 18. Οι τιμές των β-hCG και ΡΑΡΡ-Α 

σε μία κύηση αντιπροσωπεύουν ένα λόγο πιθανότητας ο οποίος πολλαπλασιάζεται με τον a 

priori κίνδυνο ώστε να υπολογιστεί ο νέος κίνδυνος. Όσο υψηλότερα είναι τα επίπεδα της β-

hCG και όσο χαμηλότερα τα επίπεδα της ΡΑΡΡ-Α, τόσο υψηλότερος είναι ο κίνδυνος για 

τρισωμία 21 (Provider Handbook, 2009).  

PLGF: Η πρωτεΐνη PLGF είναι μία πρωτεΐνη, παράγεται κατά κύριο λόγο από τα 

τροφοβλαστικά κύτταρα του πλακούντα και διαδραματίζει πολύ σημαντικό ρόλο στην 

εμβρυογένεση. Τα επίπεδά της αυξάνονται καθώς αυξάνεται η ηλικία κύησης και μειώνονται 

όσο αυξάνεται το μητρικό βάρος. Συνδυαστικά με τις υπόλοιπες εξετάσεις πρώτου τριμήνου 

μπορεί να αποτελέσει σημαντικό παράγοντα ανίχνευσης ανευπολειδίας. Τα ευρήματα 

μελετών  αποδεικνύουν ότι τα επίπεδα της PLGF στον ορό της μητέρας μειώνονται στις 11-

13 εβδομάδες κύησης εμβρύου με σημαντικές χρωμοσωματικές ανωμαλίες (τρισωμία 13, 18, 

21, μονοσωμία Turner). Εκτιμάται ότι η εξέταση μέσω ενός συνδυασμού μητρικής ηλικίας 

και των τριών βιοχημικών δεικτών (PLGF, ΡΑΡΡ-Α και β-hCG) θα αναγνώριζε περίπου το 



 

70% και το 80% των κυήσεων με ανευπλοειδίες (Zaragoza et al, 2009), ενώ ο συνδυαστικός 

έλεγχος με την αυχενική διαφάνεια και την μέτρηση ρινικού οστού καθώς και με προσθήκη 

βιοδεικτών επιπλέον βιοδεικτών μπορεί να ανιχνεύσει το 98% των εμβρύων με τρισωμία 21 

και 95% με τρισωμία 18 και 13 (Carmichael et al, 2017). 

Στο δεύτερο τρίμηνο της κύησης προσδιορίζονται τα επίπεδα τεσσάρων βασικών 

βιοδεικτών: της α-φετοπρωτεΐνης, της ινχιμπίνης Α, της οιστριόλης (Ε3) και της β-χοριακής 

γοναδοτροπίνης.  

Α-φετοπρωτεΐνη: Η α-φετοπρωτεΐνη (AFP) είναι μια πρωτεΐνη που παράγεται κυρίως στο 

ήπαρ του εμβρύου και απελευθερώνεται στον εμβρυϊκό ορό και στο αμνιακό υγρό. Στο τέλος 

του πρώτου τριμήνου απελευθερώνεται στην μητρική κυκλοφορία με τα επίπεδά της να 

αυξάνονται σταθερά μέσα στο δεύτερο τρίμηνο. Αυξημένα επίπεδα της AFP παρατηρούνται 

σε κυήσεις όπου τα έμβρυα παρουσιάζουν ελλείμματα ανοικτού νωτιαίου σωλήνα (ONTDs) 

και ομφαλοκήλη, ενώ είναι μειωμένη στα έμβρυα με σύνδρομο Down. Διαταραχές στα 

επίπεδα της AFP  σχετίζονται με την παρουσία της δισχιδούς ράχης, της ανεγκεφαλίας, της 

ατρησίας οισοφάγου. Η AFP σε συνδυασμό με την β-hCG και την ελεύθερη οιστριόλη 

συνθέτουν το Α-τεστ. 

Ινχιμπίνη Α: Η πρωτεΐνη ινχιμπίνη Α (Dimeric Inhibin-A) παράγεται από τις ωοθήκες και 

τον εμβρυϊκό πλακούντα. Στο πρώτο τρίμηνο της κύησης, τα επίπεδα της πρωτεΐνης 

αυξάνονται ενώ μειώνονται μετά την 10η εβδομάδα της εγκυμοσύνης και παραμένουν 

σταθερά μεταξύ της 15ης και της 20ης εβδομάδας. Αποτελεί πολύ καλό δείκτη για τη 

διάγνωση της τρισωμίας 21 μετά την 13η εβδομάδα, διότι τα επίπεδά της είναι πιο αυξημένα 

σε σχέση με φυσιολογικές κυήσεις. 

Ελεύθερη οιστριόλη: Πρόκειται για μια ορμόνη που παράγεται από τους εμβρυϊκούς αδένες, 

το εμβρυϊκό ήπαρ και τον πλακούντα. Τα επίπεδά της αυξάνονται καθ 'όλη τη διάρκεια της 

κύησης. Σε συνδυασμό με τα επίπεδα ινχιμπίνης Α, β-hCG και AFP μπορεί να ανιχνεύσει την 

παρουσία τρισωμίας 21 στο κύημα. 



 

Επεμβατικές Τεχνικές Προγεννητικού Ελέγχου  
 

 Ο επεμβατικός προγεννητικός έλεγχος διενεργείται με την εφαρμογή επεμβατικών 

τεχνικών με σκοπό τη λήψη δείγματος αμνιακού υγρού, χοριακών λαχνών ή εμβρυικού 

αίματος, με τη χρήση πολύ λεπτής βελόνας. Ο επεμβατικός προγεννητικός έλεγχος 

εφαρμόζεται σε περιπτώσεις κυήσεων με αυξημένο κίνδυνο για χρωμοσωματικές ανωμαλίες, 

γενετικά σύνδρομα ή γονιδιακά νοσήματα όπως η μεσογειακή αναιμία και η κυστική ίνωση. 

 Η λήψη χοριακών λαχνών (CVS) πραγματοποιείται μεταξύ 10ης και 13ης εβδομάδας 

κύησης λόγω υπερηχογραφικών ευρημάτων, οικογενειακού ιστορικού ή/και προχωρημένης 

ηλικίας της μητέρας (άνω του 35ου έτους). Ο κίνδυνος αποβολής κατά την CVS , που 

οφείλεται στην διαδικασία της βιοψίας, υπολογιζόταν περίπου στο 1-2%. Το δείγμα ελέγχεται 

για χρωμοσωματικές ανωμαλίες μέσω της καρυοτυπικής ανάλυσης έπειτα από καλλιέργεια 

του δείγματος. Η ανάλυση των χρωμοσωμάτων μπορεί να γίνει με τον κλασσικό καρυότυπο 

(G-banding). Η πιθανότητα ψευδώς θετικού ή ψευδώς αρνητικού αποτελέσματος της 

γενετικής ανάλυσης, υπόκειται σε περίπτωση αστοχίας λήψης κατάλληλου υλικού ή 

«επιμόλυνσής» του με κύτταρα της μητέρας ή στο φαινόμενο μωσαϊκισμού του πλακούντα, 

το οποίο αναφέρεται στην παρουσία μιας χρωμοσωμικής ανωμαλίας σε ένα μετρήσιμο 

ποσοστό πλακουντιακών κυττάρων που, όμως, δεν ανιχνεύεται στο έμβρυο. Η συχνότητα 

εμφάνισής του κατά την εφαρμογή της μεθόδου υπολογίζεται σε 1-2% των κυήσεων στο 

πρώτο τρίμηνο (Robinson et al, 1997; Redaelli et al, 2005; Goodfellow et al, 2011; 

Nagamatsu et al, 2014). 

 Η αμνιοπαρακέντηση πραγματοποιείται μεταξύ 15ης και 18ης εβδομάδας κύησης όπου 

το αμνιακό υγρό λαμβάνεται διακοιλιακά και τα εμβρυϊκά κύτταρα συλλέγονται εύκολα με 

απλή φυγοκέντρηση. Ο καρυότυπος αποτελεί την μεθοδολογία αναφοράς για την ανίχνευση 

χρωμοσωματικών ανωμαλίων για πάνω από 30 χρόνια (Los et al., 2001; Boormans et al., 

2008). Τα κύτταρα του αμνιακού υγρού αποτελούν ικανοποιητική πηγή εμβρυϊκού DNA 

στην περίπτωση που χρησιμοποιούνται στην προγεννητική διάγνωση μεθοδολογίες που 



 

βασίζονται στην PCR. Η ποσότητα του DNA όμως είναι μικρότερη σε σχέση με αυτή που 

απομονώνεται από τις χοριακές λάχνες. Σημαντικό είναι ότι ο κίνδυνος επιμόλυνσης του 

εμβρυϊκού DNA από μητρικό είναι σχετικά μεγάλος, όταν δεν προηγείται καλλιέργεια των 

εμβρυϊκών κυττάρων. Το DNA που απομονώνεται 10-14 ημέρες μετά από καλλιέργεια των 

αμνιακών κυττάρων είναι περισσότερο και περιορίζει τον κίνδυνο της μητρικής επιμόλυνσης. 

Για το λόγο αυτό εφαρμόζονται εναλλακτικές τεχνικές που προφέρουν αποτελέσματα σε 

συντομότερο χρόνο, όπως η ποσοτική φθορίζουσα PCR (quantitative fluorescent polymerase 

chain reaction, QF-PCR) και η MLPA (multiplex ligation-dependent probe amplification) 

(Choy et al., 2014). 

 Η λήψη σε όλες τις περιπτώσεις κατευθύνεται υπερηχογραφικά ώστε να γίνει με 

ασφάλεια χωρίς να επηρεαστεί η περαιτέρω ανάπτυξη του εμβρύου. Οι ανωτέρω διαδικασίες 

θεωρούνται παρεμβατικές, πραγματοποιούνται σε εξειδικευμένα κέντρα από έμπειρους 

γυναικολόγους, αλλά παρ’ όλα αυτά ενέχουν έναν μικρό αλλά υπαρκτό κίνδυνο ~1-2% 

αποβολής του κυοφορούμενου εμβρύου. 

 

Μη Επεμβατική Προγεννητική Διάγνωση (NIPD) 
 

Η προγεννητική διάγνωση σε εμβρυικό ιστό περιλαμβάνει επεμβατικές τεχνικές για 

τη λήψη του ιστού και ενέχει τον μικρό αλλά υπαρκτό κίνδυνο αποβολής ενώ επιπλέον, κατά 

γενική ομολογία, προκαλεί σωματική και ψυχολογική δυσφορία στην έγκυο. Αυτός είναι και 

ο λόγος που συστηματικά αναζητήθηκαν από την επιστημονική κοινότητα εναλλακτικές 

πηγές εμβρυϊκού DNA, που μπορούν να ληφθούν δυνητικά από όλες τις εγκύους εύκολα και 

ανώδυνα σε οποιοδήποτε στάδιο της εγκυμοσύνης και χωρίς να επηρεάσουν το κύημα.  

 

Κυκλοφορούντα εμβρυϊκά κυττάρα στο περιφερικό αίμα της εγκύου 
 

Ήδη από τη δεκαετία του ‘50, είχε αποδειχτεί ότι εμβρυϊκά κύτταρα περνούν στο 

περιφερικό αίμα της εγκύου. Από το 1997 είναι γνωστή η ύπαρξη αλληλουχιών DNA 



 

εμβρυϊκής προέλευσης στο πλάσμα και στον ορό εγκύων. Οι διαπιστώσεις αυτές 

επιβεβαιώθηκαν στη συνέχεια και από πολλές άλλες επιστημονικές ομάδες και άνοιξαν τον 

δρόμο για την ανάπτυξη της μη επεμβατικής Προγεννητικής Διάγνωσης (Non Invasive 

Prenatal Diagnosis-NIPD). Για πολλά χρόνια το ενδιαφέρον των ερευνητών επικεντρώθηκε 

στην απομόνωση των εμβρυϊκών κυττάρων: τροφοβλαστικών, λεμφοκυττάρων και 

ερυθροβλαστών με τη λογική ότι το κάθε ένα περιέχει ολόκληρο το γονιδίωμα του εμβρύου. 

Τα εμβρυϊκά λεμφοκύτταρα κυκλοφορούν σχεδόν από την 15η εβδομάδα κύησης στην 

μητρική κυκλοφορία, όμως έχουν την ικανότητα να παραμένουν για χρόνια μετά τον τοκετό 

και συνεπώς υπάρχει μεγάλος κίνδυνος λήψης κυττάρων από προηγούμενη εγκυμοσύνη 

(Schroder et al 1974, Ciaranfi et al, 1977, Bianchi et al., 1996). Απομονώνοντας τα κύτταρα 

και αναπτύσσοντας ευαίσθητες μεθόδους γενετικής διάγνωσης, η NIPD γίνεται εφικτός 

στόχος. Παρ’ όλα αυτά, ο αριθμός των εμβρυϊκών κυττάρων είναι περιορισμένος (1:105 -

1:109 μητρικά κύτταρα) και η απομόνωσή τους δύσκολη, χρονοβόρα και ακριβή. Η 

απομόνωση βασίστηκε στη χρήση αντισωμάτων έναντι μεμβρανικών αντιγόνων ενώ 

δοκιμάστηκε και η αποκόλληση των κυττάρων από αντικειμενοφόρες πλάκες με laser με 

βάση τη μορφολογία τους. Η έλλειψη ειδικών αντισωμάτων, η πολυπλοκότητα της 

διαδικασίας απομόνωσης, το κακής ποιότητας γενετικό υλικό στα κύτταρα αυτά 

(αποπτωτικά), σε συνδυασμό με το αυξημένο κόστος οδήγησε σχεδόν στην εγκατάλειψη της 

προσπάθειας και το ενδιαφέρον εστιάστηκε στο ελεύθερο εξωκυτταρικό εμβρυϊκό DNA (cell 

free fetal DNA- cffDNA) στη μητρική κυκλοφορία (Bertero et al., 1988).  

 

Ελεύθερο εμβρυϊκό εξωκυτταρικό DNA στο περιφερικό αίμα της εγκύου 

(cffDNA) 
 

Το 1997, ο Dennis Lo και οι συνεργάτες του, εντόπισαν την παρουσία του ελεύθερου 

εμβρυϊκού DNA στο πλάσμα και στον ορό της μητέρας εφαρμόζοντας την τεχνική της PCR 

για αλληλουχίες του Υ χρωμοσώματος σε δείγματα εγκύων (Lo et al, 1997) ενώ σε επόμενη 

μελέτη το 1998 παρατήρησαν ότι τα επίπεδα του ελεύθερου εμβρυϊκού DNA είναι πολύ 



 

χαμηλά στην αρχή της εγκυμοσύνης και αυξάνονται δραματικά καθώς αυτή εξελίσσεται (Lo 

et al, 1998). Το cffDNA στη μητρική κυκλοφορία προέρχεται από την απόπτωση και 

νέκρωση των συγκυτιοτροφοβλαστικών κυττάρων του πλακούντα. Αυτό αποδεικνύεται από 

την παρουσία επιγενετικών τροποποιήσεων στο DNA του πλάσματος της εγκύου, οι οποίες 

είναι συμβατές με αυτές που παρουσιάζει ο πλακούντας καθώς και από την ανίχνευση του 

cffDNA στη μητρική κυκλοφορία κατά τη δημιουργία του πλακούντα και πριν τη 

διαμόρφωση του εμβρυϊκού κυκλοφοριακού συστήματος. Το cffDNA είναι ανιχνεύσιμο από 

τη 18η μέρα μετά την εμφύτευση του εμβρύου, αποικοδομείται ταχύτατα στο περιφερικό 

αίμα με χρόνο ημιζωής 16.3 min και αποτελείται, σε ποσοστό 80%, από θραύσματα μεγέθους 

μικρότερου από 200 bp (Yu et al, 2014). Το cffDNA συνυπάρχει στο πλάσμα με το ελεύθερο 

DNA της εγκύου (cell free DNA – cffDNA) που φυσιολογικά υπάρχει σαν αποτέλεσμα της 

ομοιόστασης σε κάθε άτομο. Το εμβρυϊκό κλάσμα (FF) έχει θετική συσχέτιση με την ηλικία 

κύησης (αυξάνεται όσο αυξάνονται οι εβδομάδες) και αρνητική με το μητρικό βάρος (όσο 

αυξημένος είναι ο δείκτης μάζας σώματος, τόσο μειώνεται το εμβρυϊκό κλάσμα) (Poon et al, 

2013). Το FF αναφέρεται και υπολογίζεται με real-time qPCR (ποσοτικοποιημένη PCR σε 

πραγματικό χρόνο) (Zimmermann et al, 2005). Ένα ποσοστό περίπου στο 8% είναι 

ικανοποιητικό για τις περισσότερες μεθόδους NIPT με βάση το cffDNA, ενώ μεταξύ 4-8% 

θεωρείται οριακό και η ευαισθησία μειώνεται (Norton et al, 2012). Ποσοστό μικρότερο από 

4% είναι υπεύθυνο για το 0,5%-3% των «no calls», δηλαδή των απαντήσεων χωρίς θετικό ή 

αρνητικό αποτέλεσμα (Norwitz & Levy, 2013; Livergood et al, 2017). Η τροφοδότηση μέσω 

του πλακούντα είναι συνεχής καθ’ όλη τη διάρκεια της κύησης, αποτελεί το 3-6% του ολικού 

cfDNA στο 1o τρίμηνο της κύησης και μπορεί να φθάσει στο ≈10% κατά τη 10η εβδομάδα 

της κύησης. Φαίνεται ότι φυσιολογικά αυξάνεται καθώς εξελίσσεται η εγκυμοσύνη. Μεγάλη 

αύξηση της συγκέντρωσης του cffDNA έχει παρατηρηθεί επίσης σε κυήσεις με έμβρυα που 

φέρουν χρωμοσωματικές ανωμαλίες, καθώς και σε επιπλοκές στην κύηση, όπως η 

προεκλαμψία. 

 



 

 

Η δυσκολία στη γενετική διάγνωση των μονογονιδιακών νοσημάτων και η 

εργαστηριακή προσέγγιση 
 

Το γεγονός ότι στο πλάσμα της εγκύου, το εμβρυϊκό DNA συνυπάρχει με το μητρικό 

και αποτελεί έως το 10% του συνολικού cfDNA, σε συνδυασμό με το γεγονός ότι είναι 

κατακερματισμένο, και ότι το ήμισυ των εμβρυϊκών αλληλομόρφων έχουν μεταβιβαστεί από 

τη μητέρα άρα κατά το ήμισυ όμοιο με το μητρικό, καθιστά τη γενετική διάγνωση του 

εμβρυϊκού γονότυπου ένα εξαιρετικά δύσκολο εγχείρημα γι’ αυτό και αποτελεί, τεχνικά, 

μεγάλη πρόκληση για την επιστημονική κοινότητα. 

 

Αρχική στρατηγική στην NIPD 
 

Α. Στόχευση σε έναν γενετικό τόπο 
 

 Σε πρώτη φάση και για αρκετά χρόνια αναζητήθηκαν, βελτιστοποιήθηκαν και 

εφαρμόστηκαν μεθοδολογίες με στόχο τον εντοπισμό-διαφοροποίηση του εμβρυϊκού DNA 

παρουσία του μητρικού. Αυτό γινόταν στοχεύοντας αλληλουχίες/αλληλόμορφα που έχουν 

κληρονομηθεί από τον πατέρα και απουσιάζουν ή διαφοροποιούνται στη μητέρα όπως 

εντοπισμός: α) αλληλουχιών σε φυλετικά γονίδια στο χρωμόσωμα Υ ή εξωνίων του γονιδίου 

RhesusD σε Rhesus αρνητικές εγκύους αλλά και β) νουκλεοτιδικών παραλλαγών. 

Όλες οι μεθοδολογίες βασίζονταν στην PCR μέσω της οποίας ενισχύονταν ένας ή δύο 

γενετικοί τόποι. Επιλέγονταν μέθοδοι με α) μεγάλη ευαισθησία οι οποίες βελτιστοποιούνταν 

ώστε να μπορούν να ενισχύσουν τις αλληλουχίες-στόχο σε επίπεδο ενός αντιγράφου DNA 

και β) μεγάλη ειδικότητα ώστε να πολλαπλασιάζουν μόνο τις εμβρυϊκές αλληλουχίες 

παρουσία των μητρικών. Το βασικό πρόβλημα κατά την εφαρμογή αυτής της προσέγγισης 

στην NIPD ήταν η αξιολόγηση του αρνητικού αποτελέσματος. Η απουσία προϊόντος από την 

PCR δεν ήταν δυνατό να εξασφαλίσει για παράδειγμα την ύπαρξη ενός RΗD αρνητικού 



 

εμβρύου ή ενός θήλεος εμβρύου ή την απουσία της εμβρυϊκής μετάλλαξης με πατρική 

προέλευση, αφού πολύ απλά θα μπορούσε να μην είχε δουλέψει η ίδια η αντίδραση της PCR 

(συνηθισμένο στην εργαστηριακή πράξη) ή η αναλογία του cffDNA να είναι χαμηλή ή να 

μην απομονώθηκε καν cffDNA λόγω αποτυχίας της ίδιας της διαδικασίας απομόνωσης. Για 

τον λόγο αυτό διάφορες ερευνητικές ομάδες αναγκάστηκαν στην πορεία να επεκτείνουν τον 

έλεγχο εφαρμόζοντας στο cffDNA από την ίδια αρχική απομόνωση, ένα δεύτερο PCR για να 

πολλαπλασιάσουν κάποιους άλλους γενετικούς τόπους όπως: 

i. αλληλουχίες στο χρωμόσωμα Υ, 

ii. πολυμορφισμούς ενθέσεων/ελλειμμάτων σε διαφορετικά χρωμοσώματα (Bi-

AllelicInsertion/ Deletion Polymorphisms) και 

iii. αλληλουχιών με διαφορετικό προφίλ μεθυλίωσης μεταξύ εμβρυϊκού και μητρικού DNA 

σε ογκοκατασταλτικά γονίδια όπως SERPINB5, RASSF1A. 

Ο πολλαπλασιασμός αλληλουχιών στο χρωμόσωμα Υ ήταν ακατάλληλος στις 

περιπτώσεις που κυοφορούνταν θήλυ έμβρυο (50%). Στην περίπτωση των πολυμορφισμών 

διαπιστώθηκε ότι το ποσοστό ετεροζυγωτίας ήταν χαμηλό και έπρεπε να ελεγχθούν πολλοί 

πολυμορφισμοί με αποτέλεσμα να αυξάνεται ο χρόνος για την ολοκλήρωση της NIPD αλλά 

και το κόστος (εφαρμόζονταν για τον κάθε ένα μια PCR πραγματικού χρόνου, RT-PCR). 

Αντίθετα ο έλεγχος των αλληλουχιών γονιδίων με διαφορετικό πρότυπο μεθυλίωσης 

αποδείχτηκε μια πολύ καλή προσέγγιση για την επιβεβαίωση της ύπαρξης cffDNA αφού η 

ανάλυση τέτοιου είδους αλληλουχιών μπορεί να εφαρμοστεί για κάθε εγκυμοσύνη (Εικόνα 

5). 

 



 

 

Εικόνα 5. Σχηματική απεικόνιση της αξιοποίησης αλληλουχιών του γονιδίου RASSF1A στην NIPD. 

 

B. Αξιοποίηση πληροφοριακών πατρικών νουκλεοτιδικών παραλλαγών σε 

γενετική σύνδεση με το υπεύθυνο γονίδιο για άμεση και έμμεση διάγνωση 

του εμβρυϊκού γονοτύπου πατρικής προέλευσης 
 

Αρκετές επιστημονικές ομάδες ακολουθούν τη στρατηγική του ελέγχου του DNA 

των υποψήφιων γονέων στην περιοχή που εντοπίζεται το γονίδιο/υπεύθυνη μετάλλαξη πριν 

την NIPD, ώστε να εντοπιστούν πληροφοριακές πολυμορφικές πατρικές νουκλεοτιδικές 

παραλλαγές (Εικόνα 6). Αυτές οι αλλαγές στοχεύονται-αναζητούνται στη συνέχεια κατά την 

NIPD. Η πρόβλεψη του πατρικού γονότυπου του εμβρύου μπορεί να πραγματοποιηθεί μέσω 

ανάλυσης γενετικής σύνδεσης (linkage analysis). Με αυτή την προσέγγιση μπορεί να 

επιβεβαιωθεί όχι μόνο η παρουσία του παθολογικού πατρικού αλληλόμορφου αλλά και η 

παρουσία του φυσιολογικού πατρικού και μάλιστα περισσότερες από μια φορές. Κατά 

συνέπεια, με αυτή την προσέγγιση μειώνεται η πιθανότητα μη αποτελέσματος, όπως εάν 

στοχεύαμε σε έναν μόνο γενετικό τόπο ή μια νουκλεοτιδική παραλλαγή, αφού εφόσον έχει 

απομονωθεί cffDNA, εάν δεν πάρουμε σήμα για μια παραλλαγή, θα πάρουμε από κάποια 

άλλη. Αυτό σημαίνει ότι αυξάνεται η αξιοπιστία της NIPD χωρίς να χρειάζεται να 



 

χρησιμοποιηθούν επιγενετικοί ή άλλοι δείκτες για την επιβεβαίωση της ύπαρξης cffDNA. 

Τέλος, οι μεθοδολογίες έμμεσης ανίχνευσης της μετάλλαξης πλεονεκτούν αφού μπορούν να 

εφαρμοστούν και στις περιπτώσεις που και οι δύο γονείς φέρουν την ίδια μετάλλαξη, η οποία 

ευθύνεται για την εμφάνιση του υπό εξέταση νοσήματος. 

 

 

Εικόνα 6. Οι πληροφοριακές πατρικές νουκλεοτιδικές παραλλαγές είναι αυτές που διαφοροποιούνται από αυτές της 
εγκύου και υποδεικνύονται από τους κύκλους. Οι αλλαγές στον λευκό κύκλο είναι ενδεικτικές για το φυσιολογικό 
πατρικό αλληλόμορφο ενώ στον κόκκινο για το παθολογικό. 

 

Ανάλογα με την εμπειρία και την υλικοτεχνική υποδομή των εργαστηρίων, 

προτάθηκαν και δοκιμάστηκαν πολλές διαφορετικές τεχνικές. Από τις τεχνικές αυτές, 

υπάρχουν κάποιες που δεν απαιτούν εξειδικευμένο εξοπλισμό, όπως π.χ. απλοϊκή μέθοδος με 

χαμηλή αξιοπιστία, κοπή με περιοριστικό ένζυμο και έλεγχος των προϊόντων με απλή 

ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα αγαρόζης. Δοκιμάστηκε επίσης ένα τροποποιημένο PCR που 

ευνοεί τον πολλαπλασιασμό των ετεροδιμερών, που δημιουργούνται κατά την PCR, με σκοπό 

να αυξήσει την αναλογία των αλληλουχιών εμβρυϊκής προέλευσης στα προϊόντα της PCR 

εφαρμόζοντας χαμηλότερη θερμοκρασία αποδιάταξης (Co-amplification at lower 



 

Denaturation Temperature, COLD-PCR). Η COLD-PCR είναι ιδιαίτερα φθηνή μέθοδος, δεν 

απαιτεί ειδικό εξοπλισμό παρά μόνο ένα απλό PCR και θα μπορούσε να εφαρμοστεί σαν 

πρώτο στάδιο στην NIPD, καθώς στη συνέχεια ο εντοπισμός των προϊόντων της PCR από τα 

πατρικά αλληλόμορφα θα μπορούσε να γίνει με πολλές άλλες μεθοδολογίες. Παρ’ όλα αυτά, 

η μέθοδος δεν εφαρμόστηκε κλινικά. Κάποιοι έστρεψαν το ενδιαφέρον τους στη χρήση 

τροποποιημένων ολιγονουκλεοτιδίων (peptide Nucleic Acid, PNA), τα οποία 

υβριδοποιούνται επιλεκτικά στο μητρικό DNA (το μπλοκάρουν) καλύπτοντας την περιοχή 

του υπό εξέταση SNP και εμποδίζουν τον πολλαπλασιασμό των μητρικών σε αντίθεση με τις 

πατρικής προέλευσης εμβρυϊκές αλληλουχίες, οι οποίες πολλαπλασιάζονται. Μια 

μεθοδολογία που επίσης προτάθηκε για τον επιλεκτικό πολλαπλασιασμό των εμβρυϊκών 

αλληλουχιών ήταν η πυροφωσφορόλυση. Αναπτύχθηκαν όμως και μεθοδολογίες, στις οποίες 

αξιοποιήθηκε εξειδικευμένος εξοπλισμός, όπως φασματομετρία μάζας (Mass spectrometry-

Time of Flight, MALDI-TOF) ή αυτοματοποιημένο σύστημα ηλεκτροφόρησης σε τριχοειδή 

(capillary electrophoresis-automatic sequencer). Η μέθοδος που επίσης χρησιμοποιήθηκε σε 

ευρεία κλίμακα και σχεδόν μονοπώλησε το ενδιαφέρον για αρκετά χρόνια ήταν η PCR 

πραγματικού χρόνου (Real Time PCR, RT-PCR). 

Συμπερασματικά, σε κάθε περίπτωση, είτε ο στόχος είναι ο εντοπισμός μιας 

γενετικής περιοχής είτε περισσότερων, εφαρμόζοντας στην NIPD την παραπάνω στρατηγική, 

μπορεί να προβλεφθεί ο γονότυπος του εμβρύου κατά το ήμισυ, δηλαδή μόνο ό,τι έχει 

κληρονομήσει το έμβρυο από τον πατέρα. Ο χαρακτηρισμός των αλληλόμορφων που 

μεταβιβάζονται από τη μητέρα αποτελούσε ένα απροσπέλαστο πρόβλημα. Ευνόητο είναι 

επίσης ότι δεν ήταν δυνατό να επιχειρηθεί NIPD για τις περιπτώσεις που η μητέρα έφερε ένα 

αυτοσωματικό επικρατητικό νόσημα. 

 

 

H σύγχρονη προσέγγιση στην NIPD 
 



 

Με την εξέλιξη των μεθόδων γενετικής διάγνωσης και την ανάπτυξη της τεχνολογίας, 

δόθηκε η δυνατότητα γενετικής διάγνωσης με το ψηφιακό PCR (Digital PCR, dPCR) αλλά 

και η δυνατότητα μαζικής παράλληλης αλληλούχισης του DNA με τη χρησιμοποίηση της 

σύγχρονης τεχνολογίας αλληλούχισης νέας γενιάς (Next Generation Sequencing-NGS). 

Αυτές οι μέθοδοι επιτρέπουν όχι μόνο την ταυτοποίηση αλλά και την απόλυτη 

ποσοτικοποίηση των αλληλουχιών DNA μητρικής και εμβρυϊκής προέλευσης στο cfDNA 

που απομονώνεται από το πλάσμα της εγκύου. Το αποτέλεσμα είναι ότι με την εφαρμογή 

αυτών των τεχνολογιών σε συνδυασμό με επεξεργασία των αποτελεσμάτων με κατάλληλα 

προσαρμοσμένα στατιστικά μοντέλα, η πρόβλεψη του πλήρους εμβρυϊκού γονοτύπου 

αποτελεί πια έναν εφικτό στόχο. Πολλά εργαστήρια σήμερα δραστηριοποιούνται στην 

ανάπτυξη και εφαρμογή μεθοδολογιών για NIPD μονογονιδιακών νοσημάτων με την 

τεχνολογία του NGS και οι ενδείξεις είναι πολύ ενθαρρυντικές για να καταλήξει κανείς ότι η 

τεχνολογία αυτή αποτελεί το παρόν και το μέλλον στην NIPD. 

 

Μεθοδολογίες Γενετικής Διάγνωσης στην NIPD- 

Παραδείγματα εφαρμογών 
 

Οι μεθοδολογίες που σχεδιάστηκαν και δοκιμάστηκαν στην NIPD είναι πάρα πολλές. 

Στη συνέχεια θα γίνει προσπάθεια να παρουσιαστούν κάποιες αντιπροσωπευτικές μέθοδοι-

μεθοδολογικές προσεγγίσεις. 

 

Ποσοτική PCR πραγματικού χρόνου (Quantitative Real Time PCR, RT-

PCR) 
 

Πρόκειται για μια εφαρμογή της PCR κατά την οποία τα προϊόντα πολλαπλασιασμού 

σημαίνονται με χημικό τρόπο και εκπέμπουν φθορισμό ανάλογο της ποσότητας του 

προϊόντος. Ο φθορισμός των δειγμάτων παρακολουθείται καθ’ όλη τη διάρκεια της PCR και 

καταγράφεται ανά κύκλο για κάθε δείγμα. Μετά την ολοκλήρωση της αντίδρασης και με 



 

κατάλληλο λογισμικό γίνεται η επεξεργασία του σήματος του φθορισμού. Σύμφωνα με την 

αρχή του ποσοτικού PCR, o κύκλος κατά τον οποίο ο φθορισμός από το προϊόν καθίσταται 

ανιχνεύσιμος ορίζεται ως «Threshold Cycle» ή CT (είναι ουσιαστικά ο κύκλος ένταξης στη 

εκθετική φάση της PCR) και εξαρτάται απόλυτα από την αρχική συγκέντρωση του DNA που 

αναλύεται. Ο CT του κάθε δείγματος παραβάλλεται με το CT πρότυπων δειγμάτων γνωστής 

αρχικής συγκέντρωσης DNA, τα οποία πολλαπλασιάζονται ταυτόχρονα με τα υπό εξέταση 

δείγματα. Με βάση την αρχική συγκέντρωση και το CT των πρότυπων δειγμάτων, 

κατασκευάζεται μια πρότυπη καμπύλη για να μπορεί να υπολογιστεί στη συνέχεια η αρχική 

συγκέντρωση του DNA των υπό εξέταση δειγμάτων. Τα προϊόντα της PCR μπορούν να 

ανιχνευτούν χρησιμοποιώντας μη ειδικούς ή ειδικούς φθορισμομετρικούς δείκτες. Στους μη 

ειδικούς δείκτες ανήκει το SYBR Green όπου ο φθορισμός αντιπροσωπεύει οποιοδήποτε 

δίκλωνο μόριο DNA έχει πολλαπλασιαστεί κατά την PCR, ενώ οι ειδικοί δείκτες είναι 

ολιγονουκλεοτίδια ανιχνευτές, όπως οι Taqmanprobes, Molecular beacon probes, Scorpions 

και Light Cycler FRET probes, οι οποίοι υβριδοποιούνται στην αλληλουχία του DNA στόχου 

και ο φθορισμός αντιστοιχεί στο ειδικό προϊόν που πολλαπλασιάζεται στην PCR(διαβάστε 

περισσότερα εδώ). Ανάλογα με τις δυνατότητες του συστήματος RT-PCR που είναι 

διαθέσιμο αλλά και τη σήμανση των ολιγονουκλεοτιδίων ανιχνευτών, μπορεί στην ίδια PCR 

να ελεγχθούν περισσότερες από μία γενετικές περιοχές ταυτόχρονα (multiplexRT-PCR). 

Η ποσοτική RT-PCR είναι μια μέθοδος η οποία χρησιμοποιήθηκε από ένα πλήθος 

εργαστηρίων στην NIPD, κυρίως για τον προσδιορισμό του φύλου του εμβρύου και τον 

καθορισμό του συστήματος RhD. Για την NIPD, το RT-PCR θα πρέπει να βελτιστοποιηθεί 

ώστε να μπορεί να πολλαπλασιάσει το DNA στόχο ακόμα και αν υπάρχει ένα αντίγραφο 

DNA της περιοχής. Για τον λόγο αυτό, το αραιό πρότυπο δείγμα της καμπύλης αναφοράς 

αντιστοιχεί σε 6,6pg DNA που είναι η ποσότητα DNA που περιέχει ένα ανθρώπινο κύτταρο 

(6,6pg DNA χαρακτηρίζονται ως 1 genome equivalent). Για τον προσδιορισμό του φύλου, 

πολλαπλασιάζονται αλληλουχίες στο γονίδιο SRY, στα πολλαπλά αντίγραφα DYS14 στο 

γονίδιο TSPY και στο γονίδιο Αmelogenin. Για τον προσδιορισμό του γονιδίου RHD, 

πολλαπλασιάζονται τα εξώνια 5, 7 και 10 του γονιδίου μεμονωμένα ή σε multiplex RT-PCR 



 

με εκκινητές κατάλληλα σχεδιασμένους, ώστε να διαφοροποιούνται οι αλληλουχίες του 

γονιδίου RHD από αυτές του RHCE και του ψευδογονιδίου RHDψ και του υβριδικού 

γονιδίου RHD-CE-Ds. Αν και η ευαισθησία της μεθόδου είναι μεγάλη, η αξιολόγηση του 

αρνητικού αποτελέσματος, όπως αναφέρθηκε, δημιουργεί διαγνωστικό πρόβλημα και απαιτεί 

επιπλέον δοκιμασίες για την επιβεβαίωση της ύπαρξης εμβρυϊκού DNA. Στην Εικόνα 7 και 

στην Εικόνα 8 παρατίθενται μεταφρασμένα δύο λογικά διαγράμματα που περιγράφουν τον 

τρόπο διαχείρισης του αρνητικού αποτελέσματος στον προσδιορισμό των εμβρυϊκών 

αλληλουχιών. 

 

 

Εικόνα 7. Τρόπος διαχείρισης του αρνητικού εργαστηριακού αποτελέσματος για τον έλεγχο φύλου στην περίπτωση 
φυλοσύνδετου νοσήματος (Page-Christiaens GC et al., 2006). 

 



 

 

Εικόνα 8. Τρόπος διαχείρισης του αρνητικού εργαστηριακού αποτελέσματος για τον έλεγχο γονιδίου RHD σε RhD 
αρνητική έγκυο (Chan KC et al., 2006). 

 

Πολλαπλή φθορίζουσα PCR (Multiplex fluorescent PCR) 
 

Για τον προσδιορισμό του RhD του κυοφορούμενου εμβρύου καθώς και του φύλου, 

σχεδιάστηκαν στο Εργαστήριο Ιατρικής Γενετικής του Πανεπιστημίου Αθηνών δύο πολύ 

απλά στην εφαρμογή τους πρωτόκολλα που βασίζονται στο πολλαπλό PCR. Τα πρωτόκολλα 

αυτά εφαρμόζονται ακόμα και σήμερα σε επίπεδο διάγνωσης καθώς προσφέρουν αξιόπιστη 

διάγνωση επιβεβαιώνοντας ταυτόχρονα την παρουσία ή την απουσία του cffDNA και 

εξασφαλίζοντας την αξιοπιστία του αρνητικού αποτελέσματος. 

Στο πρωτόκολλο που αναπτύχθηκε για τον προσδιορισμό του RhD, 

πολλαπλασιάζονται ταυτόχρονα με πολλαπλό φθορίζον PCR: 

i. α) δύο αλληλουχίες του γονιδίου RHD και συγκεκριμένα των εξωνίων 7 και 10, που 

είναι ενδεικτικά για την ύπαρξη του γονιδίου στην περίπτωση που το έμβρυο είναι RHD 

θετικό, 

ii. β) αλληλουχία του γονιδίου SRY, ενδεικτική στην περίπτωση αρρένων εμβρύων, 



 

iii. γ) αλληλουχία του ογκοκατασταλτικού γονιδίου RASSF1A,το οποίο είναι μεθυλιωμένο 

στον πλακούντα (δεν εκφράζεται,) ενώ στην έγκυο είναι μη μεθυλιωμένο(εκφράζεται), 

iv. δ) του γονιδίου της ακτίνης ACTB που είναι μη μεθυλιωμένο αφού εκφράζεται και στον 

πλακούντα και στην έγκυο. 

Το ολικό cffDNA, που απομονώνεται από το πλάσμα της μητέρας, επωάζεται με 

περιοριστικό ένζυμο (methylated sensitive restriction enzyme) για να κοπούν όλες οι μη 

μεθυλιωμένες αλληλουχίες από τα γονίδια RASSF1A και ACTB (οι μητρικής προέλευσης 

αλληλουχίες από το γονίδιο RASSF1A και όλες οι αλληλουχίες από το γονίδιο ACTB), 

αφήνοντας ανέπαφες μόνο τις μεθυλιωμένες αλληλουχίες από το εμβρυϊκής προέλευσης 

RASSF1A. Τα προϊόντα κοπής από το περιοριστικό ένζυμο αποτελούν το υπόστρωμα για την 

πραγματοποίηση του πολλαπλού φθορίζοντος PCR. Τα προϊόντα από τον πολλαπλασιασμό 

της PCR ταυτοποιούνται στη συνέχεια με βάση το μέγεθός τους σε αυτοματοποιημένο 

σύστημα ηλεκτροφόρησης σε τριχοειδή (capillary electrophoresis-automatic sequencer). 

Το πρωτόκολλο βελτιστοποιήθηκε σε μεμονωμένα λεμφοκύτταρα, που σημαίνει ότι 

έχει ευαισθησία σε επίπεδο ενός αντιγράφου DNA. Στην περίπτωση που κυοφορείται έμβρυο 

αρνητικό για RΗD, η αξιοπιστία της διάγνωσης εξασφαλίζεται από: την παρουσία προϊόντος 

PCR από το γονίδιο SRY (θετικό μόνο εάν το έμβρυο είναι αγόρι)και προϊόντος από το 

γονίδιο RASSF1A σε κάθε περίπτωση. Παρ’ όλα αυτά, η μη αποτελεσματική κοπή των μη 

μεθυλιωμένων αλληλουχιών από το ένζυμο θα μπορούσε να είναι μια αιτία διαγνωστικού 

σφάλματος αφού θα έδινε ψευδή εικόνα για την ύπαρξη του cffDNA. Αυτός είναι και ο λόγος 

της ενσωμάτωσης στο PCR και πολλαπλασιασμού αλληλουχιών του ACTB, δηλαδή ο 

έλεγχος της κοπής των μη μεθυλιωμένων αλληλουχιών. 

Στο πρωτόκολλο που αναπτύχθηκε για τον προσδιορισμό του φύλου του εμβρύου, 

πολλαπλασιάζονται ταυτόχρονα με πολλαπλό φθορίζον PCR α) δύο αλληλουχίες στο 

χρωμόσωμα Υ και συγκεκριμένα στα DYS14 και στο γονίδιο SRY, που πολλαπλασιάζονται 

μόνο στην περίπτωση που κυοφορείται άρρεν έμβρυο β) αλληλουχία του ογκοκατασταλτικού 

γονιδίου RASSF1A για την επιβεβαίωση της παρουσίας cffDNA και τον έλεγχο της 



 

αξιοπιστίας ενός αρνητικού αποτελέσματος για το φύλο και γ) του γονιδίου ACTB για τον 

έλεγχο της ολοκληρωτικής κοπής των μη μεθυλιωμένων αλληλουχιών από το μητρικής 

προέλευσης RASSF1A. 

 

PCR σε συνδυασμό με πυροφωσφορόλυση (Pyrophosphorolysis-Activated 

Polymerization) 
 

Σύμφωνα με τη μέθοδο, σχεδιάζονται ολιγονουκλεοτίδια ως εκκινητές PCR, τα οποία 

στο 3΄ άκρο τους έχουν ένα διδεοξυνουκλεοτίδιο συμπληρωματικό με τη νουκλεοτιδική 

παραλλαγή που εξετάζεται. Το νουκλεοτίδιο αυτό παρουσία pyrophosphate (PPi) υδρολύεται 

από την πολυμεράση μέσω αντίδρασης φωσφορόλυσης και αποδεσμεύεται μόνο εάν υπάρχει 

συμπληρωματικότητα με τη νουκλεοτιδική παραλλαγή που εξετάζεται. Τότε μόνο μπορεί να 

επεκταθεί ο εκκινητής και να δώσει προϊόν PCR στην αντίδραση που ακολουθεί. Εάν δεν 

υπάρχει συμπληρωματικότητα στο 3’ άκρο, τότε δεν παράγεται προϊόν στην PCR. Τα 

προϊόντα της αντίδρασης μπορούν να εκτιμηθούν σε απλό πήκτωμα αγαρόζης (Εικόνα 9). 

 

 

Εικόνα 9. Η αρχή της πυροφωσφορόλυσης (Phylipsen et al., 2012) 

 



 

Η μέθοδος εφαρμόστηκε για NIPD για Μεσογειακή Αναιμία. Συγκεκριμένα, από ένα 

πάνελ 24αρων πολυμορφικών νουκλεοτιδικών παραλλαγών που βρίσκονταν σε γενετική 

σύνδεση με το γονίδιο ΗΒΒ, επιλέγονταν τα πληροφοριακά πατρικά, αναλύοντας το γενομικό 

DNA των υποψηφίων γονέων. Στη συνέχεια, για κάθε πληροφοριακή πατρική νουκλεοτιδική 

παραλλαγή, εφαρμοζόταν το πρωτόκολλο της πυροφωσφορόλυσης σε συνδυασμό με PCR. 

Τέλος, τα προϊόντα της PCR ελέγχονταν με ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα αγαρόζης. Παρά τα 

ενθαρρυντικά αποτελέσματα, η μέθοδος δεν είχε ευρεία εφαρμογή. 

 

Αλληλοειδική επέκταση κατά μια βάση ολιγονουκλεοτιδίου εκκινητή και 

ταυτοποίηση των προϊόντων πολυμερισμού 
 

Σύμφωνα με την προσέγγιση αυτή, σχεδιάζονται ολιγονουκλεοτίδια «εκκινητές», των 

οποίων το 3’ άκρο είναι συμπληρωματικό με την περιοχή της νουκλεοτιδικής παραλλαγής 

που ελέγχεται και φτάνει μια βάση πριν την αλλαγή. Μετά την υβριδοποίηση των εκκινητών 

στη θέση στόχο, γίνεται αντίδραση πολυμερισμού (επέκτασης) των ολιγονουκλεοτιδίων κατά 

μια βάση παρουσία πολυμεράσης και αποκλειστικά των τεσσάρων διδεοξυνουκλεοτιδίων 

(ddNTPs). Με τη μέθοδο αυτή, μπορούν να ελεγχθούν ταυτόχρονα πολλές πληροφοριακές 

πατρικές νουκλεοτιδικές παραλλαγές, σχεδιάζοντας ολιγονουκλεοτίδια διαφορετικού μήκους 

και κατά συνέπεια Μοριακού Βάρους, ενσωματώνοντας στο 5’ άκρο του καθενός μια 

νουκλεοτιδική ουρά διαφορετικού μεγέθους (Εικόνα 10). Τα προϊόντα της αντίδρασης 

επέκτασης των ολιγονουκλεοτιδίων ταυτοποιούνται στη συνέχεια με βάση τημάζα-μέγεθος. 

Κάποιες ερευνητικές ομάδες εφάρμοσαν διαχωρισμό των ολιγονουκλεοτιδίων μετά 

την αντίδραση (Single allele base extension reaction assay-SABER) χρησιμοποιώντας 

φασματομετρία μάζας (MALDI-TOF mass spectrometry). Η προσέγγιση αυτή είναι 

απαιτητική εργαστηριακά διότι θα πρέπει να εξασφαλιστεί απόλυτα η καθαρότητα των 

προϊόντων επέκτασης για να γίνει η ταυτοποίηση. Επιπλέον, απαιτεί εξειδικευμένο και πολύ 

ακριβό εξοπλισμό, ο οποίος δεν είναι κοινός στα εργαστήρια γενετικής (Εικόνα 11). 



 

Στην περίπτωση όπου κατά την αντίδραση επέκτασης χρησιμοποιηθούν ddNTPs 

σημασμένα το καθένα με διαφορετική φθορίζουσα χρωστική (SnaPshot Kit Single-Base 

Extension Labeling Chemistry) (Εικόνα 10), τα ολιγονουκλεοτίδια από την αντίδραση 

επέκτασης μπορούν να διαχωριστούν στη συνέχεια με βάση το μέγεθός τους και να 

ταυτοποιηθούν σύμφωνα με τον φθορισμό τους (fragment analysis) με ηλεκτροφόρηση σε 

αυτοματοποιημένο σύστημα ηλεκτροφόρησης σε τριχοειδή (capillary electrophoresis-

automatic sequencer). Η μέθοδος αυτή είναι λιγότερο απαιτητική εργαστηριακά. Ωστόσο, 

απαιτεί εξειδικευμένο εξοπλισμό, ο οποίος όμως είναι διαθέσιμος σχεδόν σε όλα τα 

εργαστήρια που προσφέρουν σήμερα γενετική διάγνωση. Η μέθοδος αυτή έχει εφαρμοστεί 

στην NIPD για Κυστική Ίνωση. 

 

 

Εικόνα 10. Η αρχή της αλληλοειδικής επέκτασης κατά μια βάση ολιγονουκλεοτιδίου εκκινητή (Mini Sequencing – 
SnaPshot PCR) χρησιμοποιώντας ddNTPs σημασμένα με διαφορετικές φθορίζουσες χρωστικές. Τα 

ολιγονουκλεοτίδια ταυτοποιούνται με ηλεκτροφόρηση αυτοματοποιημένο σύστημα ηλεκτροφόρησης σε τριχοειδή 
(capillary electrophoresis-automatic sequencer). 

 



 

 

 

Εικόνα 11. Διαχωρισμός των προϊόντων αλληλοειδικής επέκτασης ολιγονουκλεοτιδίων εκκινητών κατά μια βάση 
(Single allele base extension reaction assay-SABER) χρησιμοποιώντας φασματομετρία μάζας (MALDI-TOF mass 
spectrometry). Ο διαχωρισμός βασίζεται μετρώντας τον συνολικό «χρόνο πτήσης» των ολιγονουκλεοτιδίων μετά την 
εξαέρωσή τους και την εξαναγκασμένη κίνησή τους σε ηλεκτρικό πεδίο. 

 

 

Ψηφιακή PCR (digitalPCR, dPCR) 
 

Η dPCR αποτελεί μια εξελιγμένη μορφή RT-PCR που προσφέρει απόλυτη 

ποσοτικοποίηση χωρίς πρότυπα διαλύματα και κατασκευή καμπύλης αναφοράς. Βασίζεται 

στη χωροθετική διασπορά των μορίων του DNA στόχου, ώστε η PCR να πραγματοποιείται 



 

χωριστά κατά μέσο όρο σε ένα μόριο (1, 2 ή και κανένα νουκλεοτιδικό μόριο στόχο). 

Πραγματοποιείται με τη χρήση ολιγονουκλεοτιδίων ανιχνευτών, παρόμοιων με αυτούς που 

χρησιμοποιούνται στην RT-PCR. Σε αντίθεση με το RT-PCR, η ανάπτυξη του φθορισμού 

ελέγχεται για κάθε μεμονωμένη αντίδραση (σταγονίδιο ή chamber), όχι κατά τη διάρκεια 

αλλά μετά την ολοκλήρωση της PCR, όταν δηλαδή έχει φτάσει στη φάση κορεσμού της PCR 

και όχι στην εκθετική φάση. Αυτός είναι και ο λόγος που χαρακτηρίζεται ως ποσοτικό PCR 

τελικού σημείου. Η απόλυτη ποσοτικοποίηση των αντιγράφων του υπό εξέταση δείγματος 

πραγματοποιείται με στατιστική επεξεργασία των αποτελεσμάτων (Poisson statistic 

alanalysis) (Εικόνα 12)  

 



 

 

Εικόνα 12 Aπόλυτη ποσοτικοποίηση των αντιγράφων του υπό εξέταση δείγματος μέσω του αλγορίθμου Poisson. Για 
δείγματα που περιέχουν χαμηλές συγκεντρώσεις μορίων-στόχων, ο αριθμός των στόχων είναι ίσος με τον αριθμό 
των θετικών σταγονιδίων, καθώς κάθε σταγονίδιο περιέχει ένα μόνο μόριο. Αντίθετα, για δείγματα που περιέχουν 
υψηλές συγκεντρώσεις μορίων-στόχων, ο αριθμός των παρόντων στόχων υπερβαίνει τον αριθμό των σταγονιδίων 

και έτσι ορισμένα σταγονίδια περιέχουν πολλαπλά (2 έως 3) μόρια-στόχους. Για την απόλυτη ποσοτικοποίηση των 
αντιγράφων, ο αριθμός των θετικών σταγονιδίων (p) υπολογίζεται με τον αλγόριθμο Poisson. (Koo, 2014) 

 

Ανάλογα με τον τρόπο και το μέσο διασποράς, το δείγμα διασπείρεται είτε σε 

μικροσυστοιχία διαμερισμάτων επιπέδου νανολίτρων μέσω πεπιεσμένου αέρα (π.χ. Το 

σύστημα BioMarkSystem της Fluidigm) που επιτρέπει ταυτόχρονα την ανάλυση έως και 

39.960 αντιδράσεων) είτε σε χιλιάδες ή και εκατομμύρια μικροσταγονίδια υδατικής φάσης σε 



 

«λάδι», οπότε μιλάμε για το «droplet digital PCR –ddPCR». Υπάρχουν διάφορα συστήματα 

τέτοιου τύπου PCR, όπως το σύστημα QX100TM της Bio-Rad, που επιτρέπει 20.000 

αντιδράσεις, ή το σύστημα RainDropTM της Raindance Technology, USA, που επιτρέπει 

εντοπισμό 1 μεταλλαγμένου αντιγράφου DNA σε 200.000 πραγματοποιώντας 1.000.000 

αντιδράσεις (Εικόνα 13). 

 

 

Εικόνα 13. Η βασική αρχή του digital PCR. To DNA υπόστρωμα διασπείρεται σε σταγονίδια (drops) ή κελιά 
(chambers), ώστε κάθε σταγονίδιο ή κελί να περιέχει κατά προτίμηση 1 αντίγραφο DNA. Η ανάπτυξη του φθορισμού 
μετράται ανά σταγόνα ή κελί και αντιπροσωπεύει τον απόλυτο αριθμό των αντιγράφων DNA στο υπό εξέταση δείγμα. 

 

To dPCR χρησιμοποιήθηκε στην ανάπτυξη μεθοδολογίας για NIPD, όπως στην 

περίπτωση της αιμορροφιλίας. Σημαντική ήταν η συμβολή του για την ανάπτυξη και 

εφαρμογή μαθηματικών μοντέλων με σκοπό την ποσοτικοποίηση του cffDNA στο ολικό 

cfDNA και την πρόβλεψη-διάγνωση του γονοτύπου του εμβρύου χρησιμοποιώντας δύο 

αλληλοειδικούς ανιχνευτές με διαφορετικό σήμα φθορισμού για το κάθε αλληλόμορφο.  

Συμπερασματικά, για την ανάπτυξη μεθοδολογίας με dPCR χρειάζεται σχεδιασμός 

των κατάλληλων εκκινητών και ανιχνευτών, όπως ακριβώς και στο RT-PCR απαιτείται 

περίπου ο ίδιος χρόνος και έχει παρόμοιο κόστος ανά αντίδραση. Το dPCR όμως έχει πολύ 

μεγαλύτερη ευαισθησία στον εντοπισμό νουκλεοτιδικών μορίων DNA που μειοψηφούν και 

είναι ιδανικό για τον καρκίνο ή την NIPD. Διαθέτει επίσης πολύ μεγάλη ειδικότητα, αφού ο 

πολλαπλασιασμός του cffDNA γίνεται χωρίς ανταγωνισμό από τις αλληλουχίες των 

μητρικών cfDNA. Αυτοί είναι και οι λόγοι που έχει μεγαλύτερη αξιοπιστία στην εκτίμηση 

 

Εικόνα 10: Η βασική αρχή του digital PCR. To DNA υπόστρωμα διασπείρεται σε σταγονίδια 

(drops) ή κελιά (chambers), ώστε κάθε σταγονίδιο ή κελί να περιέχει κατά προτίμηση 1 

αντίγραφο DNA. Η ανάπτυξη του φθορισμού μετράται ανά σταγόνα ή κελί και αντιπροσωπεύει 

τον απόλυτο αριθμό των αντιγράφων DNA στο υπό εξέταση δείγμα. 



 

του αριθμού των εμβρυϊκών μορίων DNA που φέρουν τη μεταλλαγμένη ή τη φυσιολογική 

αλληλουχία. Δίνει επίσης τη δυνατότητα πρόβλεψης του γονότυπου του εμβρύου ακόμα και 

όταν φέρει τη μητρική μετάλλαξη (με στατιστική επεξεργασία των αποτελεσμάτων). Παρ’ 

όλα αυτά, απαιτεί εξειδικευμένο και πολύ ακριβό εξοπλισμό. 

 

Μαζική Παράλληλη Αλληλούχιση με τεχνολογία αλληλούχισης νέας γενιάς 

(Next Generation Sequencing – NGS) 
 

Η NGS αφορά μια τεχνολογία που μπορεί να εφαρμοστεί για την ανάλυση της 

αλληλουχίας ολόκληρου του γονιδιώματος ή στοχεύει στην ανάλυση της αλληλουχίας μιας 

ομάδας γονιδίων που σχετίζονται με συγκεκριμένο φαινότυπο. Από το 2005 μέχρι σήμερα, 

έχουν αναπτυχθεί διαφορετικές τεχνολογίες και παρότι η τεχνολογία του κάθε συστήματος 

είναι διαφορετική, φαίνεται πως έχουν παρόμοια στάδια κατά τη διαδικασία τους. Τα βασικά 

βήματα για την εφαρμογή των περισσοτέρων μεθόδων NGS περιλαμβάνουν: 

i. Δημιουργία μιας βιβλιοθήκης θραυσμάτων DNA (DNA fragment library), που 

προκύπτουν είτε με τυχαίο κατακερματισμό του γενομικού DNA είτε με ενίσχυση με 

PCR επιλεγμένων τμημάτων DNA. 

ii. Σύνδεση στα άκρα καθενός θραύσματος με αντίδραση λιγάσης, ολιγονουκλεοτιδίων 

με συγκεκριμένη αλληλουχία προσαρμογέων «adapters» για να αλληλεπιδράσουν, 

ανάλογα με την πλατφόρμα, με τα «flowcells» ή τα «beads», ώστε να γίνει στη 

συνέχεια πολλαπλασιασμός όλων των τμημάτων ταυτόχρονα (clonal amplification). 

iii. Αλληλούχιση ανάλογα με τη χημεία του κάθε συστήματος. 

iv. Στοίχιση της καθεμιάς αλληλουχίας με την αλληλουχία αναφοράς. 

v. Επεξεργασία των αποτελεσμάτων με προσαρμοσμένα στατιστικά πακέτα 

(Bioinformatics). 

vi. Παρουσίαση των αποτελεσμάτων της επεξεργασίας. 

Η NGS επιτρέπει την αλληλούχιση (read) από εκατοντάδες χιλιάδες σε δεκάδες 

εκατομμύρια τμήματα DNAs σε κάθε εφαρμογή/δείγμα (Run). Το κάθε «read» 



 

αντιπροσωπεύει την αλληλούχιση ενός μοναδικού μορίου DNA. Η κάθε αλληλουχία (μόριο 

DNA) της περιοχής που ελέγχεται, παραβάλλεται με την αλληλουχία αναφοράς και δίδονται 

η αλλαγή/γές προσδιορίζοντας ακριβώς και τον αριθμό των μορίων DNA που τις εμφανίζουν. 

Αυτό καθιστά την NGS ως την ιδανική μέθοδο στην περίπτωση της NIPD. 

Στην περίπτωση των μονογονιδιακών νοσημάτων, ο έλεγχος πραγματοποιείται 

στοχεύοντας στις περιοχές και στα γονίδια που σχετίζονται με το νόσημα με σκοπό την 

μείωση του κόστους ανά δείγμα. Συγκεκριμένα, πολλαπλασιάζονται οι περιοχές που 

ενδιαφέρουν και στη συνέχεια γίνεται μαζική παράλληλη αλληλούχιση (Massive parallel 

sequencing) των περιοχών αυτών. Για τη διάγνωση υπάρχουν δύο προσεγγίσεις. Η πρώτη 

πραγματοποιείται μέσω γενετικά συνδεδεμένων πολυμορφικών νουκλεοτιδικών παραλλαγών 

(haplotype analysis) ενώ η δεύτερη με απευθείας αλληλούχιση και εντοπισμό των 

μεταλλάξεων του γονιδίου που ευθύνεται για το νόσημα που ενδιαφέρει. 

Η διάγνωση του εμβρύου για μονογονιδιακά νοσήματα μέσω γενετικά συνδεδεμένων 

πολυμορφικών νουκλεοτιδικών παραλλαγών (haplotype analysis) γίνεται υπολογίζοντας 

αρχικά την αναλογία του cffDNA και στη συνέχεια τη σχετική δόση του εμβρυϊκού 

απλοτύπου (Relative Haplotype Dosage – RHDO) για μια σειρά παραλλαγών στην ευρύτερη 

γενομική περιοχή που μας ενδιαφέρει, όπου η μητέρα είναι ετεροζυγώτης. Γενικά, όσο 

μεγαλύτερος είναι ο αριθμός των πληροφοριακών παραλλαγών που μπορούν να αναλυθούν 

στο cffDNA και όσο μεγαλύτερο είναι το ποσοστό του cffDNA τόσο αυξάνεται η πιθανότητα 

να καθοριστεί ο γονότυπος του κυοφορούμενου εμβρύου. 

Ο χαρακτηρισμός του γονοτύπου του εμβρύου με στοχευμένη αλληλούχιση του 

γονιδίου βασίζεται στον ποσοτικό προσδιορισμό των μορίων DNA που φέρουν τη μετάλλαξη 

και στον υπολογισμό της σχετικής ποσότητας του εμβρυϊκού αλληλόμορφου. Γενικά, η 

στοχευμένη αλληλούχιση με την τεχνολογία NGS, που εφαρμόζεται στην NIPD 

μονογονιδιακών νοσημάτων, παρουσιάζει μεγάλη ευελιξία και προσαρμοστικότητα στις 

ανάγκες του νοσήματος/νοσημάτων αλλά και στον αριθμό των εξεταζόμενων δειγμάτων, 

αφού υπάρχει η δυνατότητα σχεδιασμού ομάδας τμημάτων DNA (panels) για τον ταυτόχρονο 



 

έλεγχο πολλών μεταλλάξεων/γονιδίων αλλά και διαφορετικών δειγμάτων. Έχουν αναπτυχθεί 

διάφορα πρωτόκολλα NIPD με NGS, όπως για: σκελετικές δυσπλασίες, σύνδρομο Frasier, 

Αυτοσωματική υπολειπόμενη πολυκυστική νόσο των νεφρών, νόσο Wilson, β Μεσογειακή 

Αναιμία, Κυστική Ίνωση. 

Στη συνέχεια θα εξετάσουμε κάποιες από τις τεχνολογίες (πλατφόρμες) που 

χρησιμοποιούνται καθώς και την εξέλιξή τους, αναφέροντας τα πλεονεκτήματα αλλά και τα 

μειονεκτήματά τους. 

 

Roche 454 FLX 

 

Το συγκεκριμένο σύστημα ήταν το πρώτο που χρησιμοποιήθηκε για εμπορική χρήση 

(2004). Η αρχή της συγκεκριμένης τεχνολογίας βασίζεται στην πυροανάλυση-

pyrosequencing (αναφέρεται παραπάνω). Τα βήματα που ακολουθούνται μετά από την 

απομόνωση του DNA μέχρι το στάδιο της αλληλούχισης αναφέρονται παρακάτω. Αρχικά, 

γίνεται τυχαία κατάτμηση του DNA (μέγεθος τμημάτων 400-600 βάσεις). Στη συνέχεια, τα 

άκρα των θραυσμάτων γίνονται λεία (τυφλά) και προστίθενται αντάπτορες (Α και Β). Οι 

αντάπτορες είναι δίκλωνα ολιγονουκλεοτίδια μήκους 44 βάσεων. Ξεκινώντας από το 5’ άκρο 

προς το 3’, οι αντάπτορες φέρουν μια αλληλουχία 20 νουκλεοτιδίων (εκκινητής) για τη 

διαδικασία της ενίσχυσης, μια αλληλουχία 20 νουκλεοτιδίων για τη διαδικασία της 

αλληλούχισης (εκκινητής) και μια μη παλινδρομική αλληλουχία 4 βάσεων (αναφέρεται ως 

«κλειδί»,) η οποία περιέχει το κάθε δεοξυριβονουκλεοτίδιο μια φορά. Η αλληλουχία «κλειδί» 

είναι απαραίτητη στο στάδιο κατά την αλληλούχιση (δείτε παρακάτω). Οι αντάπτορες Α και 

Β δε φέρουν την ίδια αλληλουχία και ο Β φέρει επιπλέον στο 5’ άκρο του μια θέση 

πρόσδεσης της στρεπταβιδίνης (τμήμα αλληλουχίας της βιοτίνης-biotin tag). Η προσθήκη 

των ανταπτόρων Α και Β οδηγεί στον σχηματισμό των παρακάτω συνδυασμών: α) 

θραύσματα DNA που φέρουν τους αντάπτορες Α και Β β) θραύσματα DNA που φέρουν μόνο 

τους αντάπτορες Α εκατέρωθεν και γ) θραύσματα DNA που φέρουν μόνο τους αντάπτορες Β 

εκατέρωθεν. Τα τμήματα DNA που περιέχουν τον βιοτινυλιωμένο αντάπτορα Β θα 



 

προσδεθούν στα σφαιρίδια που φέρουν τη στρεπταβιδίνη. Επομένως, τα τμήματα που φέρουν 

μόνο τους αντάπτορες Α εκατέρωθεν, θα απομακρυνθούν με πλύσεις. Γίνεται αποδιάταξη 

των δίκλωνων μορίων, με αποτέλεσμα την απελευθέρωση των μονόκλωνων τμημάτων DNA 

που φέρουν τους αντάπτορες Α και Β (τα τμήματα DNA που φέρουν μόνο τους αντάπτορες Β 

εκατέρωθεν παραμένουν προσδεδεμένα στα σφαιρίδια). Τα θραύσματα που 

απελευθερώθηκαν, συλλέγονται σε σφαιρίδια, τα οποία φέρουν τη συμπληρωματική 

αλληλουχία 20 βάσεων για τη διαδικασία της ενίσχυσης του αντάπτορα Β. Η σύνδεση στα 

σφαιρίδια γίνεται κάτω από συγκεκριμένες συνθήκες, έτσι ώστε να είναι δυνατή η σύνδεση 

ενός μονόκλωνου μορίου με το σφαιρίδιο. Ακολουθεί η διαδικασία της ενίσχυσης των 

τμημάτων. Η ενίσχυση των τμημάτων πραγματοποιείται με μια τεχνική ενίσχυσης του DNA, 

γνωστή και ως emulsion PCR ή αλλιώς γαλακτωματοποίηση (e-PCR). Κατά την τεχνική 

αυτή, το κάθε σφαιρίδιο απομονώνεται σε ένα ξεχωριστό μικκύλιο νερού-λαδιού. Σε αυτό το 

σημείο, θα πρέπει να αναφέρουμε πως στα μικκύλια, πέρα από τα σφαιρίδια που φέρουν ένα 

μονόκλωνο DNA, θα υπάρχουν και σφαιρίδια στα οποία δε θα έχει προσδεθεί μονόκλωνο 

DNA. Μέσα στο κάθε μικκύλιο περιέχονται επίσης αντιδραστήρια PCR. Η αντίδραση PCR 

πραγματοποιείται μέσα στο κάθε μικκύλιο με αποτέλεσμα κάθε σφαιρίδιο να φέρει ~106 

αντίγραφα δίκλωνων μορίων DNA στο τέλος της αντίδρασης. Με το τέλος της ενίσχυσης, 

απελευθερώνονται τα σφαιρίδια. Τα δίκλωνα μόρια, τα οποία βρίσκονται πάνω στα 

σφαιρίδια,γίνονται μονόκλωνα με την επώασή τους σε ειδικό διάλυμα. Όπως αναφέραμε 

παραπάνω, πέρα από τα σφαιρίδια στα οποία υπάρχουν τμήματα μονόκλωνου DNA στην 

επιφάνειά τους, υπάρχουν και σφαιρίδια στα οποία δεν είχε προσδεθεί μονόκλωνο DNA. Για 

την απομάκρυνση των συγκεκριμένων σφαιριδίων ακολουθείται ένα στάδιο εμπλουτισμού, 

κατά το οποίο συλλέγονται τα σφαιρίδια που φέρουν μια ικανή ποσότητα αντιγράφων για 

αλληλούχιση. Τα σφαιρίδια επωάζονται μαζί με την πολυμεράση καθώς και μια πρωτεΐνη 

πρόσδεσης μονόκλωνου DNA. 

Στη συνέχεια, ακολουθεί η διαδικασία της μαζικής αλληλούχισης. Η αλληλούχιση 

πραγματοποιείται με τη διαδικασία της πυροανάλυσης (αναφέρεται παραπάνω). Η αντίδραση 

της αλληλούχισης πραγματοποιείται σε ένα πλακάκι (slide) στο οποίο υπάρχουν ανοικτά 



 

πηγάδια (ΡicoTiterPlate, PTP). Το κάθε πλακάκι κατασκευάζεται από το κόψιμο ενός 

κομματιού οπτικών ινών (παρασκευάζεται από την απομάκρυνση και σύντηξη οπτικών ινών). 

Η αντίδραση της αλληλούχισης πραγματοποιείται μέσα στο κάθε πηγάδι και η δέσμη φωτός 

(πρωτόνιο) που θα παραχθεί, ανιχνεύεται από τη βάση του κάθε πηγαδιού. Τα σφαιρίδια που 

φέρουν τα μονόκλωνα τμήματα του DNA (διάμετρος ~ 28 μm), καθώς και ένα μείγμα 

μκρότερων σφαιριδίων που φέρουν ακινητοποιημένα στην επιφάνειά τους τα ένζυμα, τα 

οποία είναι υπεύθυνα για την παραγωγή της δέσμης φωτός από το ελεύθερο πυροφωσφορικό 

(luciferase και sulfurylase), προστίθενται στα πηγαδάκια ταυτόχρονα με μια διαδικασία 

φυγοκέντρησης. Η διαδικασία πραγματοποιείται με τέτοιο τρόπο, ώστε σε κάθε πηγαδάκι να 

αντιστοιχεί ένα σφαιρίδιο που φέρει τα μονόκλωνα τμήματα του DNA. 

Για την πραγματοποίηση της αντίδρασης αλληλούχισης, η μια πλευρά του PTP θα 

δράσει ως μια κυψελίδα ροής (flow cell). Κάθε φορά, ποσότητα από συγκεκριμένο 

νουκλεοτίδιο εισέρχεται στο πηγαδάκι. Ανάλογα με τον αν θα υπάρξει ή όχι σύνδεση του 

συγκεκριμένου νουκλεοτιδίου, θα υπάρξει και παραγωγή ή όχι φωτός. Η δέσμη φωτός 

αναγνωρίζεται από έναν ειδικό ανιχνευτή CCD (charge couple device-συσκευή συζευγμένου 

φορτίου). Στη συνέχεια γίνονται πλύσεις με προσθήκη απυράσης, έτσι ώστε να 

αποδιαταχθούν τα νουκλεοτίδια, τα οποία δεν έχουν ενσωματωθεί στην αλυσίδα. Ακολουθεί 

η ίδια διαδικασία με την προσθήκη ενός άλλου νουκλεοτιδίου και η αντίδραση της 

πυροανάλυσης επαναλαμβάνεται. 

Σε αυτό το σημείο θα πρέπει να αναφέρουμε πως στην αρχή της αντίδρασης 

εισέρχονται τα νουκλεοτίδια που αντιστοιχούν στην αλληλουχία «κλειδί», που βρίσκεται 

στον αντάπτορα. Η αλληλουχία αυτή χρησιμοποιείται, έτσι ώστε να γίνει μια προσαρμογή 

του σήματος που απελευθερώνεται από την πρόσδεση του κάθε νουκλεοτιδίου (calibration) 

και αναγνωρίζεται από το λογισμικό που χρησιμοποιείται για την ανάλυση της κάθε βάσης. 

Στην παρακάτω εικόνα φαίνεται η διαδικασία της μεθόδου ξεκινώντας από την κατασκευή 

της βιβλιοθήκης. 

 



 

 

Εικόνα 14. Σχηματική απεικόνιση της πλατφόρμας αλληλούχισης Roche 454 FLX. (Mardis ER., 2008) 

 

Μειονέκτημα της μεθόδου παραμένει ο ακριβής προσδιορισμός των επαναλήψεων 

μιας βάσης σε περιοχές όπου επαναλαμβάνεται μια συγκεκριμένη βάση ή αλλιώς 

ομοπολυμερή (π.χ. επαναλήψεις της βάσης A). Βέβαια, λόγω της ειδικής κάθε φοράς 

διαδικασίας που χρειάζεται για την ενσωμάτωση ενός νουκλεοτιδίου, η συγκεκριμένη 

τεχνολογία εμφανίζει πολύ σπάνια λάθη στην αναγνώριση των βάσεων. Ως αποτέλεσμα των 

παραπάνω, η συγκεκριμένη τεχνολογία εμφανίζει έναν σημαντικό τύπο λαθών, ο οποίος είναι 

αποτέλεσμα της ένθεσης-έλλειψης (λόγω των ομοπολυμερικών περιοχών) παρά της 

λανθασμένης αντικατάστασης βάσεων και μετέπειτα ανάλυσης. 

Το 2005, οπότε και κυκλοφόρησε το συγκεκριμένο μηχάνημα, είχε τη δυνατότητα 

ανάγνωσης μέχρι και 150 βάσεων με αντίγραφα ανάγνωσης (reads) μιας συγκεκριμένης 

αλληλουχίας, έως και λίγο παραπάνω από 200000. Τα δεδομένα από την κάθε αλληλούχιση 

έφταναν τα 20Μb. Τo 2008, κυκλοφόρησε ένα νέο μηχάνημα, το 454 GS FLX Titanium, 

όπου το μέγεθος ανάγνωσης μπορούσε να φτάσει μέχρι και τις 700 βάσεις με ακρίβεια 

99.9%. Τα δεδομένα από την κάθε αντίδραση έφταναν τα 0.7Gb και ο χρόνος για την 



 

ολοκλήρωση της αντίδρασης ήταν μέσα σε 24 ώρες. Στα τέλη του 2009, η εταιρία Roche 

προχώρησε στον συνδυασμό 2 μηχανημάτων του GS Junior και του 454 συστήματος 

αλληλούχισης με σκοπό την απλούστευση του τρόπου παρασκευής της βιβλιοθήκης και της 

επεξεργασίας των δεδομένων. Τα δεδομένα από την κάθε αντίδραση φτάνουν τα 14Gb. 

Σημαντικό πλεονέκτημα σε σχέση με τις υπόλοιπες τεχνολογίες παραμένει ο χρόνος που 

απαιτείται από την έναρξη της αντίδρασης μέχρι την ολοκλήρωσή της (10 ώρες) αλλά 

σημαντικό μειονέκτημά της παραμένει το υψηλό κόστος της ($12.56Χ 10-6 ανά βάση-τιμή 

στην οποία συμπεριλαμβάνονται μόνο τα αντιδραστήριά της). 

 

Ilumina Genome Analyzer (GA)/Solexa 

 

Η αρχική εταιρία (Solexa) εμφάνισε το Genome Analyzer για πρώτη φορά το 2006. 

Έναν χρόνο αργότερα, η εταιρία εξαγοράστηκε από την Illumina. Η αρχή της συγκεκριμένης 

πλατφόρμας για την αντίδραση της αλληλούχισης στηρίζεται στην αλληλούχιση μέσω 

σύνθεσης (sequencing by synthesis). Όπως και στην προηγούμενη πλατφόρμα, μετά την 

απομόνωση του DNA ακολουθεί ο σχηματισμός της βιβλιοθήκης. Το DNA 

θραυσματοποιείται σε αρκετά τμήματα και στη συνέχεια τα άκρα γίνονται λεία (τυφλά άκρα). 

Τα τμήματα φωσφορυλιώνονται και στο 3’ άκρο των θραυσμάτων DNA προστίθεται μια 

βάση Α. H προσθήκη της βάσης Α χρειάζεται για την πρόσδεση των ανταπτόρων, καθώς οι 

αντάπτορες έχουν μια βάση Τ (συμπληρωματική στην Α των θραυσμάτων) που προεξέχει 

στο 3’ άκρο τους. Οι αντάπτορες (Α και Β) της συγκεκριμένης τεχνολογίας περιέχουν τις 

περιοχές πρόσδεσης P7 και P5 καθώς και αλληλουχίες συμπληρωματικές για την πρόσδεση 

των εκκινητών κατά τη διαδικασία της αλληλούχισης. Τα θραύσματα που περιλαμβάνουν 

τους αντάπτορες συλλέγονται με βάση το μέγεθός τους. 

Η πρόσδεση των θραυσμάτων DNA δεν πραγματοποιείται σε σφαιρίδια αλλά σε μια 

σταθερή επιφάνεια, γνωστή και ως ρευστό θάλαμο (flow cell)(Εικόνα 15). Σκοπός είναι η 

πραγματοποίηση όλων των σταδίων μετά τη θραυσματοποίηση και την προσθήκη των 

ανταπτόρων στη συγκεκριμένη επιφάνεια. Η επιφάνεια αυτή είναι «καλυμμένη» με 



 

συμπληρωματικές αλληλουχίες των περιοχών P7 και P5. Ο ρευστός θάλαμος αποτελείται από 

8 κλειστά γυάλινα κανάλια (γνωστά και ως λωρίδες), στο καθένα από τα οποία μπορεί να 

χρησιμοποιηθεί διαφορετικό δείγμα. Ο ρευστός θάλαμος επιτρέπει στην επιφάνειά του την 

ενίσχυση των τμημάτων και συγκεκριμένα την «ενίσχυση μέσω γέφυρας», ενώ χρησιμοποιεί 

τη DNA πολυμεράση για την παραγωγή πολλαπλών αντιγράφων DNA ή ομάδας αντιγράφων 

(cluster). Σε κάθε κανάλι μπορεί να χρησιμοποιηθούν διαφορετικές βιβλιοθήκες αλλά μια 

βιβλιοθήκη μπορεί επίσης να χρησιμοποιηθεί και στα 8 κανάλια. 

Η πρόσδεση των θραυσμάτων στον ρευστό θάλαμο δε μπορεί να πραγματοποιηθεί 

εφόσον τα μόρια είναι δίκλωνα. Για τον λόγο αυτό, μετά την προσθήκη των ανταπτόρων, 

πραγματοποιείται ένα στάδιο αποδιάταξης, ώστε τα δίκλωνα μόρια να γίνουν μονόκλωνα. 

Στη συνέχεια, τα μονόκλωνα μόρια DNA (μέσω του ενός άκρου τους) υβριδίζονται στις 

συμπληρωματικές αλληλουχίες των περιοχών P7 ή Ρ5 πάνω στον ρευστό θάλαμο. 

 

 

Εικόνα 15. Απεικόνιση του ρευστού θαλάμου (flow cell) της Illumina. 

 

Μετά την πρόσδεση των μονόκλωνων DNA, o υβριδισμός παρατείνεται με τέτοιο 

τρόπο ώστε το ελεύθερο άκρο του προσδεδεμένου μονόκλωνου DNA (μέσω της αλληλουχίας 

του ελεύθερου αντάπτορα) να προσδεθεί σε μια διπλανή συμπληρωματική αλληλουχία του. 

Με αυτόν τον τρόπο, σχηματίζεται μια δομή «γέφυρας». Με την προσθήκη πολυμεράσης και 



 

νουκλεοτιδίων, το μόριο στη δομή γέφυρας γίνεται δίκλωνο από μονόκλωνο. Στη 

συγκεκριμένη περίπτωση, το μονόκλωνο DNA δρα ως εκμαγείο και ο αντάπτορας ως 

εκκινητής για τη δημιουργία της συμπληρωματικής αλυσίδας. Ακολουθεί αποδιάταξη ώστε 

το δίκλωνο μόριο να γίνει μονόκλωνο. Το τμήμα DNA που έχει απελευθερωθεί, στη συνέχεια 

προσδένεται σε παραπλήσιο αντάπτορα και δημιουργεί με τη σειρά του μια δομή «γέφυρας». 

Στο τελικό στάδιο, τα συμπληρωματικά τμήματα DNA (σε σχέση με το αρχικό μονόκλωνο 

DNA) απελευθερώνονται αφήνοντας μόνο τα μονόκλωνα τμήματα που είναι ίδια με το 

αρχικό. Δημιουργούνται ~1000 αντίγραφα του αρχικού τμήματος DNA (cluster). Σε αυτό το 

στάδιο, είναι σημαντικός ο αριθμός των αντιγράφων που έχουν δημιουργηθεί. Λίγα 

αντίγραφα θα μειώσουν την απόδοση της αλληλούχισης, ενώ πολλά αντίγραφα θα 

δημιουργήσουν υπερκάλυψη τμημάτων, κάτι το οποίο δρα αρνητικά στην ποιότητα των 

αποτελεσμάτων και μπορεί να οδηγήσει, σε σπάνιες περιπτώσεις, σε αποτυχία της 

αντίδρασης. 

Το επόμενο στάδιο είναι η διαδικασία της αλληλούχισης, η οποία, όπως αναφέρθηκε, 

στηρίζεται στη διαδικασία της αλληλούχισης μέσω σύνθεσης (sequencing by synthesis). Η 

βασική ιδέα της συγκεκριμένης μεθόδου έγκειται στη δυνατότητα ταυτοποίησης παραλλαγών 

σε συγκεκριμένες θέσεις με τη χρήση του διαφορετικού υβριδισμού των σημασμένων 

νουκλεοτιδίων σε ένα πλακάκι όπου υπάρχουν ολιγονουκλεοτιδικοί ανιχνευτές. Με βάση τα 

παραπάνω, η αντίδραση πραγματοποιείται ως εξής: ο εκκινητής (η αλληλουχία πρόσδεσής 

του βρίσκεται στον αντάπτορα) υβριδίζεται στο μονόκλωνο DNA, στη συνέχεια προστίθενται 

ταυτόχρονα και τα 4 νουκλεοτίδια και μια τροποποιημένη πολυμεράση. Το κάθε 

νουκλεοτίδιο έχει υποστεί τις παρακάτω τροποποιήσεις: α) είναι σημασμένο με έναν 

συγκεκριμένο φθορισμό και β) η ομάδα του –ΟΗ στο 3’ άκρο του είναι χημικά 

αποκλεισμένη, έτσι ώστε σε έναν μόνο κύκλο να ενσωματώνεται ένα μόνο νουκλεοτίδιο. Με 

τον τρόπο αυτό, είναι σίγουρο πως θα ενσωματωθεί μόνο ένα νουκλεοτίδιο, του οποίου η 

ταυτότητα θα αναγνωριστεί από τον φθορισμό του. Με την τοποθέτηση του σωστού 

νουκλεοτιδίου, το σήμα λαμβάνεται από έναν ειδικό ανιχνευτή CCD (charge couple device-

συσκευή συζευγμένου φορτίου). Στη συνέχεια, αφαιρείται με χημικό τρόπο η χημικά 



 

αποκλεισμένη ομάδα του – ΟΗ και προχωράει ο επόμενος κύκλος με την είσοδο 

πολυμεράσης και νουκλεοτιδίων. Ο αριθμός των κύκλων καθορίζεται από τις ρυθμίσεις του 

μηχανήματος οδηγώντας στην ταυτοποίηση μιας αλληλουχίας ~35 βάσεων. Είναι δυνατή η 

ταυτοποίηση μεγαλύτερης αλληλουχίας αν και φαίνεται ότι όσο αυξάνεται η αλληλουχία των 

βάσεων τόσο αυξάνεται και ο ρυθμός λαθών. Η ταυτοποίηση της αλληλουχίας και 

ουσιαστικά η ονομασία των βάσεων (base calling) γίνεται από ειδικό αλγόριθμο, ο οποίος 

αξιολογεί τα δεδομένα από το μηχάνημα και απομακρύνει αλληλουχίες χαμηλής ποιότητας. 

Στην παρακάτω εικόνα φαίνεται η διαδικασία που ακολουθείται για την πλατφόρμα της 

Illumina. 

 



 

 

Εικόνα 16. Απεικόνιση της μεθοδολογίας αλληλούχισης με την πλατφόρμα της Illumina.( Ansorge WJ, 2009) 

 

Σε αντίθεση με το 454 της Roche, το Solexa παρουσιάζει συνήθως λάθη κατά την 

αντικατάσταση βάσεων και όχι τόσο σε ενθέσεις ή ελλείμματα. Τα λάθη, τα οποία 

προκύπτουν κατά την ανάλυση των δεδομένων, είναι κατά μέσο όρο της τάξεως του 1- 1.5%. 



 

Το ποσοστό αυτό πέφτει στο 0.1% ή και λιγότερο με μετρήσεις ποιότητας, οι οποίες 

σχετίζονται με την κάθε αναγνώριση της βάσης. 

Στην αρχή, τα δεδομένα του μηχανήματος έφταναν το 1G/αντίδραση. Με διάφορες 

αλλαγές που πραγματοποιήθηκαν σε διάφορα στάδια της διαδικασίας, τα δεδομένα έφταναν 

τα 20G/αντίδραση στην αρχή του 2009 ενώ μέχρι το τέλος του 2009 έφταναν τα 

50G/αντίδραση. Στις αρχές του 2010, η Illumina παρουσίασε ένα νέο μηχάνημα, το HiSeq 

2000 (είχε την ίδια βασική αρχή με το GA), του οποίου τα δεδομένα έφταναν τα 

200G/αντίδραση ενώ στη συνέχεια έφτανε έως τα 600G/αντίδραση (αντίδραση η οποία 

μπορούσε να έχει ολοκληρωθεί σε 8 ημέρες). Μέχρι στιγμής, από όλες τις πλατφόρμες που 

θα μελετήσουμε, το HiSeq 2000 παραμένει το πιο φτηνό μηχάνημα όσον αφορά την 

αντίδραση της αλληλούχισης, καθώς φτάνει τα $0.02/εκατομμύριο βάσεων. Το 2011 

κυκλοφόρησε στην αγορά το MiSeq. Είναι ένα μικρό σε μέγεθος μηχάνημα αλληλούχισης 

σχεδιασμένο για μικρά εργαστήρια και στοχεύει κυρίως σε κλινικές εφαρμογές, παρέχοντας 

δεδομένα μέσα σε 10 ώρες, συμπεριλαμβανομένου και του χρόνου προετοιμασίας του 

δείγματος και της βιβλιοθήκης. Η τεχνολογία του φέρει αρκετά κοινά χαρακτηριστικά με το 

HiSeq 2000. 

 

ABI SOLiD 

 

Η πλατφόρματου SOLiD (Sequencing by Oligonucleotide Ligation and Detection) 

κυκλοφόρησε εμπορικά το 2008. Σε αντίθεση με τις προηγούμενες πλατφόρμες, η τεχνολογία 

της δε στηρίζεται στην αλληλούχιση με τη χρήση μιας πολυμεράσης αλλά στην αλληλούχιση 

με τη χρήση μιας λιγάσης. 

Η δημιουργία της βιβλιοθήκης στη συγκεκριμένη πλατφόρμα μπορεί να 

παρασκευαστεί με 2 τρόπους: α) τυχαία θραυσματοποίηση του DNA (60-110νουκλεοτίδια) ή 

β) δημιουργία «συζευγμένων τμημάτων» (mate-paired) (600-6kbp). Η πρώτη μέθοδος οδηγεί, 

όπως και στις προηγούμενες πλατφόρμες, στην κατάτμηση του DNA σε τυχαία τμήματα. Στη 



 

συνέχεια, τα άκρα γίνονται λεία (τυφλά άκρα) και προστίθενται οι αντάπτορες Ρ1 και Ρ2. 

Όπως και στην προηγούμενη πλατφόρμα, επιλέγονται τα τμήματα με το κατάλληλο μέγεθος. 

Στην περίπτωση της δημιουργίας βιβλιοθήκης με «συζευγμένα τμήματα», ακολουθείται η 

τυχαία κατάτμηση του DNA αλλά αυτή τη φορά τα τμήματα είναι μεγαλύτερα σε μέγεθος. Η 

επιλογή των τμημάτων πραγματοποιείται με ηλεκτροφόρηση. Μετά, τα άκρα των τμημάτων 

γίνονται λεία (τυφλά άκρα), γίνεται μεθυλίωση των τμημάτων και προσθήκη ανταπτόρων 

(φέρουν τη θέση κοπής του ενζύμου EcoP15I). Οι αντάπτορες αυτοί συνδέουν τα 2 άκρα του 

DNA μέσω ενός βιτινυλιωμένου εσωτερικού αντάπτορα, κάτι το οποίο έχει ως αποτέλεσμα 

το τμήμα να γίνει κυκλικό. Το ένζυμο EcoP15I κόβει 25-27 νουκλεοτίδια από τις μη 

μεθυλιωμένες θέσεις αναγνώρισης του ενζύμου (βρίσκονται στον CAP προσδέτη). 

Αποτέλεσμα της συγκεκριμένης διαδικασίας είναι η ύπαρξη ενός γραμμικού μορίου, το οποίο 

φέρει στις άκρες τις αλληλουχίες που θα αλληλουχηθούν και στο κέντρο έναν αντάπτορα. 

Στη συνέχεια, προστίθενται οι αντάπτορες στα άκρα της βιβλιοθήκης για να ακολουθήσει το 

επόμενο στάδιο της ενίσχυσης. 

Η διαδικασία της ενίσχυσης είναι ίδια, όπως στην πλατφόρμα 454. Το μονόκλωνο 

DNA προσδένεται στο σφαιρίδιο μέσω του αντάπτορα P1 και ακολουθεί η διαδικασία της 

γαλακτωματοποίησης (e-PCR) για την ενίσχυση των τμημάτων. 

Μόλις ολοκληρωθεί η διαδικασία της ενίσχυσης, τα σφαιρίδια απελευθερώνονται. 

Όπως και με το 454, συλλέγονται τα σφαιρίδια που φέρουν στην επιφάνειά τους τμήματα 

DNA. Στο σημείο αυτό, το 3’ άκρο των τμημάτων, που βρίσκονται στα σφαιρίδια, 

τροποποιείται ώστε να είναι δυνατή η ομοιοπολική σύνδεση των σφαιριδίων στα πλακάκια. 

Τα σφαιρίδια «φορτώνονται» στα πλακάκια δίνοντας τη δυνατότητα διαχωρισμού του σε ένα, 

τέσσερα ή οκτώ τμήματα. Ακολουθεί η διαδικασία της αλληλούχισης. Όπως αναφέρθηκε 

παραπάνω, η συγκεκριμένη πλατφόρμα ακολουθεί τη διαδικασία της αλληλούχισης με τη 

χρήση μιας λιγάσης. 

Η αρχή της μεθόδου βασίζεται στη λειτουργία και ευαισθησία της λιγάσης. Η λιγάση 

είναι ένα ένζυμο με δυνατότητα επιδιόρθωσης αλλά και σύνδεσης 2 τμημάτων DNA με 



 

φωσφοδιεστερικό δεσμό. Κατά τη διαδικασία αυτή, ένας εκκινητής συμπληρωματικός στην 

αλληλουχία του αντάπτορα Ρ1, προσδένεται στο τμήμα DNA. Στη συνέχεια, προστίθεται μια 

βιβλιοθήκη από οκταμερή ολιγονουκλεοτίδια. Τα ολιγονουκλεοτίδια εμφανίζουν 

συγκεκριμένα χαρακτηριστικά: α) είναι σημασμένα με φθορίζουσες χρωστικές 

(χρησιμοποιούνται 4 διαφορετικές χρωστικές). Συνήθως η θέση της χρωστικής βρίσκεται στη 

θέση 6 του οκταμερούς και β) υπάρχει μια περιοχή 2 νουκλεοτιδίων η οποία είναι 

διαφορετική και περιέχει συγκεκριμένα νουκλεοτίδια σε κάθε οκταμερές. Στην αρχή, οι 

θέσεις που ήταν διαφορετικές σε κάθε οκταμερές βρίσκονταν στη θέση 4 και 5, ενώ πλέον 

βρίσκονται στις θέσεις 1 και 2. Για την περιγραφή της συγκεκριμένης διαδικασίας θεωρούμε 

ότι τα γνωστά νουκλεοτίδια βρίσκονται στη θέση 5 και 6. Οι υπόλοιπες θέσεις στα οκταμερή 

περιέχουν τυχαία νουκλεοτίδια. Ακολουθεί η υβριδοποίηση του σωστού οκταμερούς και στη 

συνέχεια η σύνδεσή του με τη βοήθεια του ενζύμου της λιγάσης. Σε αυτό το σημείο, αξίζει να 

αναφερθεί πως αν δεν έχει ενσωματωθεί το σωστό οκταμερές και οι βάσεις που προστίθενται 

δεν είναι συμπληρωματικές με το αρχικό DNA, τότε η δραστικότητα της λιγάσης είναι 

μειωμένη και επομένως δεν επιτυγχάνεται η σύνδεση. Το μηχάνημα κάνει λήψη μιας εικόνας 

και στα 4 κανάλια (αντιστοιχώντας στον φθορισμό της κάθε χρωστικής) και επεξεργάζεται τα 

δεδομένα για την ίδια θέση στο ίδιο σφαιρίδιο. Κάθε χρωστική σχετίζεται με 4 πιθανούς 

δινουκλεοτιδικούς συνδυασμούς του οκταμερούς. Στη συνέχεια, το οκταμερές κόβεται με 

χημικό τρόπο μεταξύ των θέσεων 5 και 6 και απομακρύνεται η χρωστική (μαζί με τα 

νουκλεοτίδια 6-8 του οκταμερούς). Τα τμήματα DNA, στα οποία δεν έχει γίνει επέκταση, 

τροποποιούνται (cap) και στη συνέχεια επαναλαμβάνεται η παραπάνω διαδικασία 

(υβριδοποίηση οκταμερούς- χρήση λιγάσης-φθορισμός-αποκοπή χρωστικής). Η 

συγκεκριμένη διαδικασία επιτρέπει την αλληλούχιση κάθε 4ης και 5ης βάσης. Η διαδικασία 

επαναλαμβάνεται ~ 10 φορές και στη συνέχεια ο εκκινητής αποδεσμεύεται και τα τμήματα 

που έχουν ενωθεί απομακρύνονται. Ακολουθεί μια νέα διαδικασία αλληλούχισης, μόνο που 

αυτή τη φορά ο εκκινητής φέρει ένα νουκλεοτίδιο λιγότερο και επαναλαμβάνεται η 

προηγούμενη διαδικασία. Αυτό έχει ως αποτέλεσμα τώρα την αλληλούχιση κάθε 3ης και 4ης 

βάσης. Η διαδικασία αλλαγής του εκκινητή επαναλαμβάνεται για ακόμα 4 φορές οδηγώντας 



 

ουσιαστικά στην παραγωγή 50 συνεχόμενων νουκλεοτιδίων. Στην παρακάτω εικόνα φαίνεται 

συνοπτικά η πλατφόρμα του SOLiD. 

 

 

Εικόνα 17. Σχηματική αναπαράσταση της αλληλούχισης με την πλατφόρμα ABI Solid.( Anton Valouev et al., 2008) 

 



 

Πώς όμως γίνεται η σωστή ανάκληση των βάσεων, αν θεωρήσουμε ότι υπάρχουν 

μόνο τέσσερις χρωστικές και οι πιθανοί συνδυασμοί από τη χρήση των δινουκλεοτιδίων είναι 

16; Τα δεδομένα, μόνο από την προσθήκη των δινουκλεοτιδίων, δε θα ήταν ικανά από μόνα 

τους να καθορίσουν την αλληλουχία των βάσεων. Σημαντικό ρόλο για τη μετέπειτα 

επεξεργασία των δεδομένων κατέχει η γνώση του πρώτου δινουκλεοτιδίου, καθώς η πρώτη 

βάση του νεοσυντιθέμενου κλώνου αντιστοιχεί στην τελευταία βάση του εκκινητή. Μια 

εναλλακτική μέθοδος είναι η χρήση διαφορετικών δινουκλεοτιδίων με χρωστική σε κάθε 

γύρο αλλαγής εκκινητή. 

Στην αρχή, η συγκεκριμένη πλατφόρμα είχε τη δυνατότητα αλληλούχισης έως 35 

βάσεις και τα δεδομένα από την κάθε αντίδραση έφταναν τα 3Gb. Η ακρίβεια της μεθόδου 

έφτανε το 99.85%. Στο τέλος του 2010, κυκλοφόρησε μια νέα παραλλαγή του μηχανήματος, 

το SOLiD 5500xl, με βελτιωμένα χαρακτηριστικά, τα οποία αφορούσαν το μέγεθος των 

παραγόμενων τμημάτων (έφτανε τις 85 βάσεις), την ακρίβεια (99.9%) και τα δεδομένα (30G/ 

αντίδραση). Μια αντίδραση χρειαζόταν 7 μέρες με το κόστος να ανέρχεται στα $40Χ10-9. 

 

PGM /Ion Torrent 

 

Το 2010, η Ion Torrent κυκλοφόρησε στην αγορά το PGM (Personal Genome 

Machine). Όπως και το MiSeq, το Ion Torrent είναι ένα μικρό σε μέγεθος μηχάνημα, το οποίο 

απευθύνεται σε μικρά εργαστήρια. Χρησιμοποιεί την τεχνολογία αλληλούχισης ημιαγωγού 

(semiconductor sequencing technology). Στηρίζεται στο γεγονός, σύμφωνα με το οποίο, κατά 

την ενσωμάτωση ενός νουκλεοτιδίου από την πολυμεράση στην έλικα του DNA, 

απελευθερώνεται ένα πρωτόνιο. Η ανίχνευση του πρωτονίου γίνεται μέσω αλλαγών που 

παρατηρούνται στο pH. Όπως και στις προηγούμενες πλατφόρμες, γίνεται κατάτμηση του 

DNA (μέγεθος τμημάτων ~200bp). Γίνεται σύνδεση των ανταπτόρων στα τμήματα DNA και 

στη συνέχεια τα τμήματα αυτά προσδένονται σε σφαιρίδια. Γίνεται ενίσχυση των τμημάτων 

μέσω γαλακτωματοποίησης (emulsion PCR). Ακολουθεί η πρόσδεση των σφαιριδίων σε 

chips (ευαίσθητα ως προς την απελευθέρωση πρωτονίων). Για την πραγματοποίηση της 



 

αλληλούχισης, προστίθεται η πολυμεράση, διάφορα διαλύματα και ένα είδος νουκλεοτιδίου 

κάθε φορά (π.χ. Αδενίνες). Κατά την ενσωμάτωση του νουκλεοτιδίου στη αλυσίδα του DNA, 

η απελευθέρωση του πρωτονίου οδηγεί σε μείωση του pH. Όπως και στο 454, μετά την 

ενσωμάτωση των νουκλεοτιδίων, ακολουθούν πλύσεις για την απομάκρυνση της περίσσειας 

του συγκεκριμένου είδους νουκλεοτιδίου και στη συνέχεια προστίθεται το επόμενο είδος 

νουκλεοτιδίου (π.χ. κυτοσίνες). Αποτελεί ένα από τα πρώτα μηχανήματα τα οποία δε 

χρειάζονται κάμερες για την ανίχνευση των νουκλεοτιδίων ούτε χρωστικές για την 

αλληλούχιση των τμημάτων ούτε τροποποιήσεις των νουκλεοτιδίων, με αποτέλεσμα να 

μειώνεται το κόστος και να γίνεται πιο απλή η διαδικασία της αλληλούχισης. Για την 

αλληλούχιση 200 βάσεων,απαιτούνται 2 ώρες ενώ η διαδικασία για την παρασκευή της 

βιβλιοθήκης είναι λιγότερη από 6 ώρες για 8 δείγματα. Μέχρι σήμερα, η εταιρία έχει 

καλυτερέψει τα «chips» καθώς το τελευταίο (318) μπορεί να δώσει δεδομένα που θα 

κυμαίνονται από 600Μb- 2Gb σε χρονικό διάστημα, το οποίο κυμαίνεται από 4-7 ώρες. 

Παρακάτω παρουσιάζεται ένα chip 318. 

 

 

Εικόνα 18. Chip 318 του Ion Torrent. 

 



 

Κύριοι παράγοντες που επηρεάζουν την ποσότητα του 

εμβρυικού κλάσματος 

 

Εμβρυϊκό κλάσμα (FF) 
 

Ένας βασικός παράγοντας που επηρεάζει σημαντικά την εργαστηριακή απόδοση των 

μεθοδολογιών NIPT που βασίζεται στο cffDNA είναι το εμβρυϊκό κλάσμα (fetal fraction, ff), 

το οποίο αφορά στο ποσοστό του ολικού cffDNA στο μητρικό πλάσμα, που προέρχεται από 

το έμβρυο/πλακούντα (2Wang et al, 2013). Όσο μικραίνει το ποσοστό FF, τόσο πιο δύσκολο 

είναι για το NIPT να ανιχνεύσει ανωμαλίες στο έμβρυο. Η μέση τιμή του εμβρυικού 

κλάσματος  μεταξύ 10ης και 14ης εβδομάδας κύησης έχει εκτιμηθεί ότι είναι περίπου 10%. 

Μελέτες έχουν αναδείξει ποικίλους βιολογικούς παράγοντες που επηρεάζουν το ποσοστό 

εμβρυϊκού κλάσματος, όπως είναι η ηλικία κύησης, η εμβρυϊκή ανευπλοειδία, το βάρος της 

μητέρας, το κάπνισμα, το μέγεθος του πλακούντα καθώς επίσης το αν πρόκειται για μονήρη ή 

δίδυμη κύηση (Struble et al, 2014; Palomaki et al, 2015; Revello et al, 2016). 

 

Ηλικία κύησης 
 

Το εμβρυϊκό κλάσμα αυξάνεται με την πάροδο της κύησης. Μελέτες έχουν δείξει ότι 

στην ηλικία των 10 έως 12,5 εβδομάδων, το εμβρυϊκό κλάσμα αυξάνεται με ρυθμό 0,44% / 

εβδομάδα, ενώ σταθεροποιείται σε ποσοστό του 0,083% / εβδομάδα μεταξύ 12,5 και 20 

εβδομάδων κύησης. Απ΄την 20η περίπου εβδομάδα και έπειτα ο ρυθμός αύξησης παραμένει 

σταθερός σε 0,821% / εβδομάδα.  Στις 30 εβδομάδες κύησης, το εμβρυϊκό κλάσμα έχει 

υπερδιπλασιαστεί (~20%) σε σύγκριση με αυτό που παρατηρείται σε κύηση έως και 20 

εβδομάδες (~9%) (Kinnings et al, 2015). Για την εφαρμογή του NIPT, η ιδανική ηλικία 

κύησης είναι από την 10η εβδομάδα και έπειτα, όπου έχουμε ένα επιθυμητό ποσοστό FF στην 

μητρική κυκλοφορία. 



 

 

Εικόνα 19. Σχέση μεταξύ ηλικίας κύησης , εμβρυϊκού κλάσματος και BMI. Χρησιμοποιήθηκε πολυωνυμικό μοντέλο 
για το ποσοστό του εμβρυϊκού κλάσματος σε σχέση με την ηλικία κύησης και το δείκτη μάζας σώματος της μητέρας 
(BMI). Οι γραμμές παλινδρόμησης αναφέρονται στις διάφορες τιμές BMI. (Kinnings et al, 2015) 

 

Εμβρυϊκή ανευπλοειδία 
 

Η κατάσταση πλοειδίας του εμβρύου μπορεί να επηρεάσει τη σχέση μεταξύ της 

ηλικίας κύησης και του εμβρυϊκού κλάσματος (Εικόνα 20). Κυήσεις που χαρακτηρίστηκαν 

με τρισωμία 21, εμφανίζουν παρόμοια εμβρυϊκά κλάσματα με δείγματα ευπλοειδικών 

κυήσεων μέχρι και την 16η περίπου εβδομάδα κύησης, ενώ τα δείγματα των κυήσεων με 

τρισωμία 21 παρουσιάζουν σημαντικά υψηλότερα FFs κατά τη διάρκεια της υπόλοιπης 

εγκυμοσύνης. Οι αναλογίες αυτές δεν φαίνεται να είναι αντιπροσωπευτικές για όλες τις 

ανευπλοειδικές καταστάσεις του εμβρύου. Κυήσεις με τρισωμία 18 έχουν πολύ χαμηλότερα 

ποσοστά FF σε σχέση με τα ευπλοειδικά έμβρυα μέχρι και την 21η εβδομάδα κύησης, ενώ 

μετά παρουσιάζουν πολύ όμοια τάση. Κυήσεις με τρισωμία 13 παρουσιάζουν το χαμηλότερο 



 

FF τις πρώτες εβδομάδες της κύησης, ενώ κατά την 18η εβδομάδα κύησης το ποσοστό είναι 

υψηλότερο σε σχέση με τα ευπλοειδικά δείγματα και κατά την 20η εβδομάδα κυήσεως, 

εμφανίζουν το μεγαλύτερο ποσοστό εμβρυικού κλάσματος μέχρι την 28η περίπου εβδομάδα 

κύησης (Rava et al, 2014; Hall et al, 2014).  

 

Εικόνα 20. Σχέση μεταξύ ηλικίας κύησης , εμβρυϊκού κλάσματος και πλοειδίας του εμβρύου. Οι γραμμές που 
προκύπτουν από την πολυωνυμική ποσοτική παλινδρόμηση αναφέρονται σε δείγματα από κυήσεις που ταξινομούνται 
ως ευπλοειδικές, με τρισωμία 21, με τρισωμία 18 ή με τρισωμία 13. (Kinnings et al, 2015). 

 

Μητρικό βάρος 
 

Ο δείκτης μάζας σώματος  (ΒΜΙ) της μητέρας παίζει πολύ σημαντικό ρόλο στο 

ποσοστό εμβρυικού κλάσματος. Αύξηση του ΒΜΙ οδηγεί σε  μείωση του FF  (Εικόνα 21) και 

οφείλεται στην πληθώρα λιποκυττάρων που βρίσκονται στην κυκλοφορία της γυναίκας με 

αυξημένο βάρος. Γυναίκες με σωματικό βάρος 100 κιλά, σε ένα ποσοστό 7% έχουν εμβρυϊκό 



 

κλάσμα <4%, το οποίο είναι το ελάχιστο όριο για την έκδοση αποτελέσματος για ορισμένα 

εργαστήρια. Όταν το βάρος της μητέρας φτάσει τα 160 κιλά τότε το ποσοστό εκτοξεύεται 

από 7% στο 50%. Έχει αποδειχθεί ότι η αύξηση στο FF καθ 'όλη τη διάρκεια της κύησης σε 

γυναίκες με ΒΜΙ 35 ή παραπάνω είναι ελάχιστη (Rolnik et al, 2018).  

 

Εικόνα 21. Σχέση μεταξύ μητρικού δείκτη μάζας σώματος (BMI) και εμβρυϊκού κλάσματος. Οι γραμμές 

παλινδρόμησης αντιπροσωπεύουν διαφορετικές ηλικίες κύησης. ( Kinnings et al, 2015). 

 

Μέγεθος του πλακούντα 
 

Είναι γνωστό ότι το μικρό μέγεθος του πλακούντα συσχετίζεται συνήθως με 

ενδομήτρια υπολειπόμενη ανάπτυξη του εμβρύου. Για το λόγο αυτό, το μειωμένο ποσοστό 

εμβρυϊκού κλάσματος έχει συνδεθεί με το μικρό μέγεθος του πλακούντα (Kirbas et al, 2016). 

 



 

Αριθμός εμβρύων 
 

Η εφαρμογή του NIPT σε πολύδυμες κυήσεις καθίσταται ιδιαίτερα δύσκολη καθώς η 

ανάλυση του cffDNA είναι πιο περίπλοκη. Σε δίδυμες κυήσεις που αφορούν σε 

μονοχοριονικά δίδυμα, η αξιολόγηση του κινδύνου ανευπλοειδίας είναι παρόμοια με αυτή 

των μονήρων εγκυμοσύνων.  Δεδομένου ότι τα έμβρυα φέρουν το ίδιο γενετικό υλικό θα 

δίνουν τα ίδια αλληλόμορφα του cffDNA στη μητρική κυκλοφορία (σχεδόν πάντοτε 

αμφότερα τα έμβρυα είναι φυσιολογικά ή ανευπλοειδικά ταυτόχρονα). Εν αντιθέσει, στην 

πλειοψηφία των διχοριονικών κυήσεων είναι διζυγωτικά έμβρυα. Σε αυτές τις περιπτώσεις 

κάθε έμβρυο συνεισφέρει με διαφορετική ποσότητα cffDNA στην μητρική κυκλοφορία (Gil 

et al, 2014, Struble et al, 2014). Το γεγονός αυτό μπορεί να δημιουργήσει σύγχυση στην 

ερμηνεία των αποτελεσμάτων και σε αύξηση των λανθασμένων διαγνώσεων (Qu et al, 2013). 

Οι Sarno et al, 2016 σύγκριναν την κατανομή του FF και του ποσοστού αποτυχίας 

αποτελέσματος σε 438 δίδυμες και 10.698 μονήρεις κυήσεις, ενώ μελετήθηκε, για τις δίδυμες 

κυήσεις, αξιολογήθηκε η ακρίβεια ελέγχου για τις τρισωμίες 21, 18 και 13 με cffDNA κατά 

το πρώτο τρίμηνο (10η – 13η εβδομάδα κύησης). Τα αποτελέσματα παρουσιάζονται στον 

Πίνακας 1Πίνακας 3 και 4. Διαπιστώθηκε ότι σε δίδυμες κυήσεις που υποβάλλονται σε NIPT 

πρώτου τριμήνου για τρισωμίες, το εμβρυϊκό κλάσμα είναι χαμηλότερο και το ποσοστό 

αποτυχίας υψηλότερο σε σύγκριση με τις μονήρεις. (Sarno et al, 2016). 

Τα υψηλά ποσοστά FF, αυξάνουν τη διακριτική ικανότητα ανάμεσα στις ευπλοειδείς 

και τις ανευπλοειδείς εγκυμοσύνες, ενώ στην αντίθετη περίπτωση, μια χρωμοσωμική 

ανωμαλία θα μπορούσε να καλυφθεί από τη συντριπτική αναλογία του ευπλοειδικού 

μητρικού cffDNA, αυξάνοντας έτσι τον κίνδυνο ψευδών αρνητικών αποτελεσμάτων 

(Palomaki et al, 2012; 1Sparks et al, 2012).  

 



 

Πίνακας 3. Κατανομή του FF και ποσοστό αποτυχίας. 

 

 

Η τεχνολογία του NGS δίνει τη δυνατότητα το χαμηλό FF να μπορεί να 

αντισταθμιστεί εν μέρει από υψηλότερο βάθος αλληλούχησης, αυξάνοντας τον αριθμό των 

παραγόμενων reads. Η μέτρηση του εμβρυϊκού cffDNA αποτελεί το βασικό παράγοντα 

ποιότητας στην πλειονότητα των προσεγγίσεων του NIPT, για να εξασφαλιστεί η αξιοπιστία 

της ερμηνείας των αποτελεσμάτων (Ehrich et al, 2011; 2Sparks et al, 2012). Πρόσφατες 

μελέτες αποδεικνύουν ότι είναι εφικτό να αυξηθεί το κλάσμα cffDNA με επιλεκτικό 

εμπλουτισμό των βραχέων θραυσμάτων cffDNA. Ο επιλεκτικός εμπλουτισμός του cffDNA 

στο NIPΤ εν μέρει ελαττώνει ελαφρώς την εξειδίκευση, παρόλα αυτά προσφέρει τη 

δυνατότητα εφαρμογής του NIPT σε δείγματα φτωά σε cffDNA και μειώνει σχεδόν στο 

ήμισυ τα ψευδώς αρνητικά αποτελέσματα που προκαλούνται από το χαμηλό FF, 

βελτιώνοντας τη συνολική απόδοση του NIPT στην κλινική πράξη (Hu et al, 2019). Το όριο 

του 4% εμβρυϊκού κλάσματος για την ανίχνευση ανευπλοειδιών στο NIPT είναι μία εκτίμηση 

που προέκυψε μέσω στατιστικών μοντέλων βάσει των απαιτήσεων για την επίτευξη 

επαρκούς βάθους ανάγνωσης στην αλληλούχηση ως συνάρτηση του FF για την ανίχνευση 

εμβρυϊκών ανευπλοειδών (Fan & Quake, 2010; Canick et al, 2013). Ωστόσο, δεν υπάρχουν 

διαθέσιμα πειραματικά δεδομένα για το πραγματικό όριο ανίχνευσης αυτών των 

προσεγγίσεων NIPT (δηλαδή το χαμηλότερο FF με ανιχνεύσιμη ανευπλοειδία), 

υποστηρίζοντας την προαναφερθείσα υπόθεση και η χρήση της παραπάνω cut-off τιμής δεν 

θα ήταν απαραίτητα κατάλληλη για όλες τις μεθοδολογίες ελέγχου με cffDNA. Η μελέτη των 

Fiorentino et al, απέδειξε ότι το ελάχιστο επίπεδο FF που απαιτείται για την ακριβή 

αξιολόγηση της ανευπλοειδίας πρέπει να σχετίζεται με το πραγματικό όριο ανίχνευσης της 



 

εκάστοτε προσέγγισης NIPT που χρησιμοποιείται και όχι να είναι κατ 'ανάγκη σταθερό στο 

4% για όλες τις μεθοδολογίες ελέγχου cffDNA (Fiorentino et al, 2016). 

 

Πίνακας 4. Ποσοστά ανίχνευσης τρισωμιών στον έλεγχο 1ου τριμήνου. 

 

 

 Η ακριβής εκτίμηση του εμβρυϊκού κλάσματος επιτυγχάνεται με διάφορες μεθόδους, 

που βασίζονται στο μήκος και τον γονιδιωματικό τόπο των θραυσμάτων στο DNA που 

αλληλουχείται. Μελέτες που συνέκριναν τις διάφορες μεθόδους εκτίμησης του FF δεν 

διαπίστωσαν διαφορές στην ακρίβεια μεταξύ αυτών που βασίζονται στο μήκος των 

θραυσμάτων του DNA που αλληλουχείται και αυτών που βασίζονται στις γονιδιωματικές 

τους θέσεις και πως ο συνδυασμός διαφόρων χαρακτηριστικών των δειγμάτων οδηγεί σε έναν 

προγνωστικό παράγοντα που έχει ανώτερη ακρίβεια πρόβλεψης σε σχέση με την εκάστοτε 

μεμονωμένη προσέγγιση (Gazdarica et al, 2019). 

 

Η σημασία της NIPD και η κλινική της αξιολόγηση 
 

Ο προγεννητικός έλεγχος πρώτου τριμήνου σε κύηση, μέχρι και το 2013, βασιζόταν 

στο  συνδυασμό της αυχενικής διαφάνειας και της ανίχνευσης της PAPP-A και της β-hCG 

στο αίμα της εγκύου.  

Η χρήση του cffDNA προσέφερε σημαντικές δυνατότητες ανίχνευσης 

χρωμοσωματικών ανωμαλιών του εμβρύου, χωρίς να θέτει σε κίνδυνο την έγκυο ή το 

έμβρυο, όπως συμβαίνει με τις επεμβατικές μεθόδους προγεννητικής διάγνωσης. Η εφαρμογή 



 

του NIPT σε ομάδες υψηλού κινδύνου, μπορεί να αποτρέψει μία επεμβατική μέθοδο 

μειώνοντας το ποσοστό από 54% στο 18,6%, μειώνοντας έτσι και τις πιθανές σχετιζόμενες 

αποβολές από 29 σε 10 (Sacco et al, 2019). 

Σήμερα, σε αντίθεση με την NIPD για την πρόβλεψη των χρωμοσωματικών 

ανωμαλιών του κυοφορούμενου εμβρύου, δεν υπάρχει μια συνολική εκτίμηση για την 

εφαρμογή της NIPD για τα μονογονιδιακά νοσήματα. Δεν έχουν καθοριστεί επίσημα από την 

επιστημονική κοινότητα οι βασικές κατευθυντήριες γραμμές για την εφαρμογή μιας τεχνικής 

ούτε υπάρχει επίσημη τοποθέτηση-κατεύθυνση σχετικά με την αξιολόγηση των 

αποτελεσμάτων της NIPD (best practice guidelines). Για την κάθε μέθοδο που εφαρμόζεται 

σε διαγνωστικό επίπεδο, το κάθε εργαστήριο θέτει τις δικές του τιμές για τις δυνατότητες και 

την αξιοπιστία της διάγνωσης. 

Με ΝIPD στην καθημερινή εργαστηριακή πρακτική ελέγχονται σήμερα μόνο 

εμβρυϊκά γονίδια ή μεταλλάξεις που διαφοροποιούνται από τα αντίστοιχα μητρικά και έχουν 

κληρονομηθεί από τον πατέρα ή έχουν δημιουργηθεί εκ νέου στη σύλληψη de novo. Γενικά, 

τα εργαστήρια που προσφέρουν NIPD και για συγκεκριμένα μόνο νοσήματα το καθένα, είναι 

μεμονωμένα. Στην Αγγλία, για παράδειγμα, και σε περιορισμένο αριθμό εργαστηρίων, μέσα 

από το Εθνικό Σύστημα Υγείας προσφέρεται NIPD για: 

i. Προσδιορισμό του φύλου για φυλοσύνδετα νοσήματα με βαριά κλινική 

συμπτωματολογία (όπως η Μυϊκή Δυστροφία Duchene, DMD) ή για φύλο-

εξαρτώμενα νοσήματα (όπως συγγενής υπερπλασία των επινεφριδίων λόγω έλλειψης 

του ενζύμου 21-υδροξυλάση, (Congenital Adrenal Hyperplasia). 

ii. Έλεγχο του γονιδίου FGFR3 για μεταλλάξεις που σχετίζονται με 

νοσήματα/σύνδρομα, όπως αχονδροπλασία, υποχονδροπλασία, σύνδρομο Muenke, 

Thanatophoric δυσπλασία τύπου Ι και ΙΙ και Crouzon με μελανίζουσα ακάνθωση 

iii. Έλεγχο του γονιδίου FGFR2 για μεταλλάξεις που σχετίζονται με σύνδρομα, όπως 

Antley-Bixler, Crouzon, Jackson-Weiss, Pfeiffer και Apert. 



 

iv. Έλεγχο του γονιδίου CYP21A2 που σχετίζεται με τη συγγενή υπερπλασία των 

επινεφριδίων λόγω έλλειψης του ενζύμου 21- υδροξυλάση, 

v. Έλεγχο του γονιδίου CFTR που σχετίζεται με την Κυστική Ίνωση, για μερικές μόνο 

από τις συχνότερες μεταλλάξεις που συναντώνται στους πληθυσμούς της Βόρειας 

Ευρώπης. 

Η αξιοπιστία της NIPD μπορεί να είναι υψηλή για τα μεμονωμένα νοσήματα στα 

οποία εφαρμόζεται. Δε μπορεί όμως να αντικαταστήσει την ασφάλεια και την ακρίβεια της 

επεμβατικής ΠΔ με τη λήψη τροφοβλάστης ή αμνιακού υγρού. Γενικά, όσο μεγαλύτερη είναι 

η αναλογία του cffDNA τόσο αυξάνεται και η αξιοπιστία της διάγνωσης. Στις περιπτώσεις 

χαμηλής περιεκτικότητας σε cffDNA, θα πρέπει να επαναληφθεί η διάγνωση σε 

μεταγενέστερο στάδιο της εγκυμοσύνης. 

Στην περίπτωση των επικρατητικών νοσημάτων που μεταβιβάζονται από τον πατέρα, 

ένα θετικό αποτέλεσμα στην NIPD θεωρείται αξιόπιστο. Όμως για την ανίχνευση της 

πατρικής μετάλλαξης στην περίπτωση ενός υπολειπόμενου νοσήματος, όπως για παράδειγμα 

η Κυστική Ίνωση, απαιτείται ΠΔ με επεμβατική λήψη εμβρυϊκού ιστού, ώστε να ελεγχθεί εάν 

το έμβρυο φέρει και τη μητρική μετάλλαξη. 

Στην NIPD είναι απαραίτητη η γενετική συμβουλευτική από ειδικό επιστήμονα τόσο 

πριν την εφαρμογή της όσο και μετά τη λήψη των αποτελεσμάτων. Η απόφαση για τον τρόπο 

που θα διαχειριστεί ο θεράπων ιατρός μια εγκυμοσύνη, περιλαμβάνοντας και το ενδεχόμενο 

της διακοπής, δε μπορεί να βασιστεί ακόμα μόνο στα αποτελέσματα της NIPD. 

  



 

Συμπεράσματα 
 

Από το 1997 που αναφέρθηκε η ύπαρξη του cffDNA στο περιφερικό αίμα της 

εγκύου, ένα πολύ μεγάλο πλήθος μεθόδων γενετικής διάγνωσης σχεδιάστηκαν, 

δοκιμάστηκαν και αξιολογήθηκαν ως κατάλληλες να προβλέψουν τον εμβρυϊκό γονότυπο. 

Για τις περισσότερες, προβλήθηκαν κάποια ελπιδοφόρα πρόδρομα αποτελέσματα ενώ για 

κάποιες άλλες έγιναν και κλινικές δοκιμές. Πολύ λίγες όμως ήταν αυτές οι οποίες 

χρησιμοποιήθηκαν στη διάγνωση, όπως για παράδειγμα η ποσοτική RT-PCR για την 

πρόβλεψη του φύλου του εμβρύου και την κατάσταση του RhD, για να αντικατασταθεί και 

αυτή στη συνέχεια με το ψηφιακό PCR. 

Σήμερα, το ενδιαφέρον έχει στραφεί στη μαζική παράλληλη αλληλούχιση με NGS. 

Πολλά κέντρα παγκοσμίως επιχειρούν να σχεδιάσουν πρωτόκολλα NIPD χρησιμοποιώντας 

πιλοτικά κάποιο μονογονιδιακό νόσημα, εφαρμόζοντας διαφορετικές προσεγγίσεις όσον 

αφορά την αλληλούχιση αλλά και προσαρμόζοντας-εξελίσσοντας τη στατιστική επεξεργασία 

των αποτελεσμάτων, ώστε να εκτιμήσουν τις δυνατότητες της μεθόδου και την αξιοπιστία 

της στην κλινική εφαρμογή. Καθώς η τεχνολογία της αλληλούχισης συνεχώς εξελίσσεται, 

αναμένεται να αυξηθεί ο αριθμός των γενετικών διαταραχών, όπως μεταλλάξεις γονιδίων και 

σύνδρομα μικροδιπλασιασμού και μικροελλειμάτων, που θα μπορούν να ανιχνευθούν με 

NIPT.  Σύμφωνα με τα αποτελέσματα των δοκιμών, φαίνεται ότι το μέλλον της NIPD για τα 

μονογονιδιακά νοσήματα ανήκει στη μαζική παράλληλη αλληλούχιση. 

  



 

Συζήτηση 
 

Το κόστος του NIPT παραμένει υψηλό για τους πολίτες στις περισσότερες χώρες. 

Παρά το συνεχώς μειούμενο κόστος της αλληλούχισης των δειγμάτων, υπάρχει η ανάγκη για 

τεχνολογική ανάπτυξη ώστε να επιτευχθεί η δυνατότητα ανίχνευσης χρωμοσωματικών 

ανωμαλιών και διαταραχών μονογονιδιακών νοσημάτων στα πλαίσια του NIPT.  

Επιπλέον θα πρέπει να υπάρχει σωστή ενημέρωση στις εγκύους σχετικά με τους 

κινδύνους, τις επιλογές των διαθέσιμων μεθόδων προγεννητικού ελέγχου, τα οφέλη και τους 

περιορισμούς.  

Τέλος, η τεχνολογία ανίχνευσης του cffDNA και η εφαρμογή της στον NIPT 

εξελίσσεται συνεχώς οπότε είναι ζωτικής σημασίας οι επαγγελματίες παραμένουν ενήμεροι 

αυτής της εξελισσόμενης τεχνολογίας ώστε να είναι σε θέση να παρέχουν στους ασθενείς τις 

πιο αποτελεσματικές, ακριβείς και οικονομικές μεθόδους ανίχνευσης γενετικών διαταραχών. 

  



 

«Γενωμική ανάλυση του ελευθέρου εμβρυϊκού DNA στο πλαίσιο μη επεμβατικού 

προγεννητικού ελέγχου» 

Πρόδρομος Η. Σακάλογλου 

Περίληψη 
 

Ο προγεννητικός έλεγχος αποτελεί αναπόσπαστο κομμάτι της καθημερινής 

μαιευτικής πράξης και προσφέρεται σε τακτά χρονικά διαστήματα καθ’ όλη τη διάρκεια της 

εγκυμοσύνης ώστε να διασφαλιστεί η υγεία του εμβρύου και της μητέρας. Για την 

πραγματοποίησή του απαιτείται η ανάλυση εμβρυϊκού γενετικού υλικού που λαμβάνεται με 

επεμβατικές μεθόδους όπως η αμνιοπαρακέντηση και η βιοψία τροφοβλάστης και 

εφαρμόζεται για τη διάγνωση ανευπλοειδίας του εμβρύου. Οι τεχνικές όμως αυτές έχουν 

μικρό αλλά υπαρκτό κίνδυνο αποβολής (~1%). Για το λόγο υπήρχε μεγάλο ενδιαφέρον η 

ανακάλυψη μη επεμβατικών τρόπων λήψης εμβρυικού γενετικού υλικού έτσι ώστε η 

προγεννητική διάγνωση να μπορεί να εφαρμοστεί σε όλες τις εγκύους, ανεξαρτήτως ηλικίας 

ή αντικειμενικού κινδύνου να αποκτήσουν παιδί με κάποιο γενετικό νόσημα. Η ανακάλυψη 

ελεύθερου εμβρυϊκού DNA (cffDNA) στην κυκλοφορία της μητέρας, επέτρεψε την ανάπτυξη 

μη επεμβατικών προγεννητικών ελέγχων (Non Invasive Prenetal Testing, NIPT) και σήμερα 

η ανάπτυξη μεθόδων και τεχνολογιών για τη βέλτιστη αξιοποίηση και ενίσχυση του cffDNA, 

αποτελεί το βασικό τομέα έρευνας. 

Στη παρούσα εργασία αναφέρεται αναλυτικά ο έλεγχος των χρωμοσωματικών 

ανωμαλιών που μπορεί να συμβούν στο έμβρυο, όπως η τρισωμία 21, 18 και 13 ή η 

μονοσωμία Turner με την χρήση βιοχημικών και υπερηχογραφικών δεικτών, με μεγαλύτερη 

έμφαση στην νεότερη τεχνολογία, την χρήση, δηλαδή, του ελευθέρου εμβρυϊκού DNA στην 

μητρική κυκλοφορία ενώ θα συγκρίνεται και η αποτελεσματικότητα των εκάστοτε μεθόδων.  

Σκοπός: Ο σκοπός της παρούσας εργασίας είναι ανασκόπηση των μη επεμβατικών τεχνικών 

του προγεννητικού ελέγχου, οι οποίες χρησιμοποιούνται ευρέως στην εγκυμοσύνη για την 

ανίχνευση κυήσεων υψηλού κινδύνου για την εμφάνιση χρωμοσωματικών ανωμαλιών του 

εμβρύου αλλά και άλλων επιπλοκών στην κύηση. 



 

Συμπέρασμα: Γίνονται συνεχώς προσπάθειες ώστε οι μη επεμβατικές εξετάσεις 

προγεννητικού ελέγχου να αποτελέσουν έλεγχο ρουτίνας στις περισσότερες χώρες, η 

διαγνωστική αξία να γίνεται όλο και μεγαλύτερη, να μειώνεται το κόστος των υπηρεσιών 

NIPT αλλά και να υπάρχει σωστή ενημέρωση των ιατρών και των ασθενών για τις διαθέσιμες 

επιλογές NIPT, τις δυνατότητες που προσφέρουν και την αξιολόγηση και ερμηνεία των 

παραγόμενων αποτελεσμάτων. 

Λέξεις κλειδιά: μη επεμβατικός προγεννητικός έλεγχος (NIPT), ελεύθερο κυκλοφορούν 

εμβρυϊκό DNA (cffDNA), χρωμοσωματικές ανωμαλίες, βιοχημικοί δείκτες, αλληλούχιση 

επόμενης γενιάς (NGS) 

  



 

«Genomic analysis of cell-free fetal DNA for non-invasive prenatal testing» 

Prodromos I. Sakaloglou 

Abstract 
 

Prenatal assessment of fetal health is routinely offered throughout pregnancy to 

ensure that the most effective management can be provided to maintain fetal and maternal 

well-being. Currently, invasive testing such as amniocentesis and chorionic villi sampling is 

used for definitive diagnosis of fetal aneuploidy, which is associated with a 1% risk of 

iatrogenic fetal loss. For this reason, it was of great interest to discover non-invasive ways of 

obtaining fetal genetic material so that prenatal diagnosis can be applied to all pregnant 

women, regardless of age or objective risk of having a child with a genetic disease. The 

discovery of cell-free fetal DNA (cffDNA) in the mother's circulation has allowed the 

development of Non Invasive Prenetal Testing (NIPT) and today the development of methods 

and technologies for the optimal utilization and amplification of cffDNA is a key area of 

research. 

Purpose: The aim of the present thesis is to describe in detail prenatal diagnosis of 

chromosomal abnormalities that may occur in the fetus, such as trisomy 21, 18 and 13 or 

Turner monosomy using biochemical and ultrasound markers, with greater emphasis on the 

latest technology, non-invasive prenatal screening techniques. 

Conclusion: Efforts are constantly being made to make non-invasive prenatal testing  a 

routine screening in most countries, to increase the diagnostic value, to reduce the cost of 

NIPT services and to properly inform physicians and patients about the available NIPT 

options and the evaluation and interpretation of the produced results. 

Keywords: non-invasive prenatal testing/diagnosis (NIPT/NIPD), cell-free fetal DNA 

(cffDNA), chromosomal abnormalities, biochemical markers, Next-Generation Sequencing 

(NGS) 
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