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Η NIPD προτείνεται στην  κλινική πράξη ως διαδικασία ρουτίνας  Ναι   Όχι 

 Ναι   Όχι Η NIPD γίνεται με τη χρήση κυκλοφορούντων εμβρυϊκών κυττάρων 

Ποιες διαγνώσεις είναι διαθέσιμες το 2012: 
 

• Προσδιορισμός του φύλου του εμβρύου 

• RHD γονοτυπική τυποποίηση  

• K1 (Kell) γονοτυπική τυποποίηση  

• Αχονδροπλασία 

• Σύνδρομο Down’s (τρισωμία 21) 

• Αιμορροφιλία 

• Κυστική Ίνωση 

• Μεσογειακή Αναιμία 
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 Ναι   Όχι 

 Ναι   Όχι 

 Ναι   Όχι 

 Ναι   Όχι 

 Ναι   Όχι 

 Ναι   Όχι 
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 Ναι   Όχι 



Συνολικές ενδείξεις 

– Αριθμός εμβρύων που ελέγχθηκαν  83,578  

• Χρωμοσωμιακές ανωμαλίες    74,629   

• Γενετικές παθήσεις       2,728  

• Μολυσματικές παθήσεις       4,906 

– Αριθμός προσβεβλημένων εμβρύων   4,725 

          > Απώλειες εμβρύων (1%)           835  

 

Ειδικά για χρωμοσωμιακές ανωμαλίες:    74,629 
 

• Ηλικία μητέρας (  38 ετών)  21,927  για  354  τρισωμίες 21 που ανιχνεύθηκαν 

• Βιοχημικός έλεγχος (2T)   31,293  για  406 τρισωμίες 21 που ανιχνεύθηκαν 

 > Απώλειες εμβρύων (1%)       532  για  760 τρισωμίες 21 που ανιχνεύθηκαν 

 

Επεμβατική προσέγγιση για PND (προγεννητική διάγνωση): το 

θέμα της απώλειας του εμβρύου. Γαλλικά δεδομένα 

http://www.agence-biomedecine.fr/annexes/bilan2009/donnees/procreation/02-diag_prenat/01diag_prenat/synthese.php 
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1-Μειώνοντας τον κίνδυνο 

> Πιο έμπειροι χειριστές, αλλά και πάλι ο κίνδυνος παραμένει γύρω στο 1% 

 

2-Μειώνοντας τον αριθμό των επεμβατικών προσεγγίσεων 

> Συνδιασμένος έλεγχος της μητέρας (2T > σε συνδυασμό 1T: 11.3% >6.3% γυναίκες σε 
κίνδυνο) 

 

3-Αναπτύσσοντας μη επεμβατικές προσεγγίσεις 

> Γενετικός έλεγχος του εμβρύου μέσο ενός μητρικού δείγματος 

 

 

 

 

 

 

 

Πώς μπορεί να επιλυθεί το πρόβλημα της 

προκαλούμενης εμβρυϊκής απώλειας? 

Σύμφωνα με το Γαλλικό δίκτυο ABA για το 2010 : Τεστ1T 37%. Μονήρεις κυήσεις, Όλες οι ηλικίες μητέρας 
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Ποια προσέγγιση για την NIPD ? 

« Pubmed » ιστορία  
 

Ενδοτραχηλικά εμβρυικά κύτταρα 
Εμβρυικά κύτταρα στο μητρικό αίμα 
Εμβρυικό DNA στο μητρικό πλάσμα  
Εμβρυικό RNA στο μητρικό πλάσμα  
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Κυκλοφορούντα εμβρυικά κύτταρα 

 
 

• Αποτυχία ανάλυσης στο 17 % των δειγμάτων 

 

• Ποσοστό ανίχνευσης για Y+ κύτταρα (FISH)  : 41.4 % (11% ψευδώς θετικά) 

• Ποσοστό ανίχνευσης για T21+ κύτταρα(FISH)  : 74.4 % (4% ψευδώς θετικά) 

 

NIPD με την χρήση μητρικού αίματος 

Prenat Diagn 2002;22:609-15. 
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NIPD με την χρήση μητρικού αίματος  

Κυκλοφορούντα εμβρυικά κύτταρα: όρια 
 

• Περίπου 1 εμβρυικό κύτταρο ανά ml μητρικού αίματος 

• Δυσκολίες απομόνωσης και/ή εμπλουτισμού (έλλειψη ειδικών δεικτών) 

• Δυσκολίες στην ανάλυση μοναδικών κυττάρων 

• « μικροχιμαιρισμός» (microchimerism, εμμονή) 
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Ποια προσέγγιση για την NIPD ? 

« Pubmed » ιστορία  
 

Ενδοτραχηλικά εμβρυικά κύτταρα 
Εμβρυικά κύτταρα στο μητρικό αίμα 
Εμβρυικό DNA στο μητρικό πλάσμα  
Εμβρυικό RNA στο μητρικό πλάσμα  
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NIPD με την χρήση μητρικού αίματος  

Κυκλοφορούν, ελεύθερο, εμβρυικό DNA 

Εμβρυικά κύτταρα     

Lancet 1997;350:485--7. 

Ανίχνευση αλληλουχιών προερχόμενων από το χρωμόσωμα Y  
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http://www.sciencedirect.com/science?_ob=RedirectURL&_method=gejLink&_linkType=general&_cdi=4886&_issn=01406736&_targetURL=http://www.elsevier.com/locate/issn/01406736&_acct=C000050221&_version=1&_userid=10&md5=caae295252ea80e13449875750c2a888


Κυκλοφορούν, ελεύθερο, εμβρυικό DNA: πρόσφατα 

δεδομένα 

Φυσιοπαθολογία  
 

 

• Η κύρια πηγή:   

 κυττο/συνκυτιοτροφοβλαστικά κύτταρα 

 

 

 

• Δυνητικά προβλήματα:   

 ανεμβρυϊκή (μύλη) κύηση 

 VT Syndrome  

 (εξαφαν. δίδυμου εμβρύου) 

  

   ( -hCG) 

Εμβρυικό DNA 

Ψευδώς θετικό  

Ψευδώς θετικό  
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Κυκλοφορούν, ελεύθερο, εμβρυικό DNA: πρόσφατα 

δεδομένα 

Φυσιοπαθολογία (SRY= Sex-determination region Y = Περιοχή καθορισμού του φύλου στο Υ) 

 
 

 

• Κινητική εμφάνισης (ανίχνευσης) στο μητρικό αίμα (μετά από IVD) 

6εβδ 7εβδ 8εβδ 9εβδ 5εβδ 

3/10 8/10 10/10 8/8 9/9 Ανιχνεύσιμο SRY DNA/Άρρεν έμβρυο 

Ψευδώς αρνητικά? 

Αποτελεσματικό στην διάρκεια  
του πρώτου τριμήνου 
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http://humrep.oxfordjournals.org/current.dtl


Κυκλοφορούν, ελεύθερο, εμβρυικό DNA: πρόσφατα 

δεδομένα 

Φυσιοπαθολογία  
 

 
 

• Κυρίως προέρχονται από 

 κυττο/συνκυτιοτροφοβλαστικά κύτταρα 

• Εμφάνιση (ανίχνευση) στο μητρικό αίμα 

  ≈ 5-6εβδ 

• Αύξηση συγκέντρωσης με την ηλικία κύησης 

• Γρήγορη κάθαρση (< 24 h) μετά τον τοκετό  

 (χρόνος ημιζωής ≈ 16 λεπτά) 

• Δεν υφίστανται μετά την εγκυμοσύνη 
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NIPD με την χρήση κυκλοφορούντος, ελεύθερου, 

εμβρυικού DNA 

Δυσκολίες και περιορισμοί της διαδικασίας 
 
 
 • Μικρή ποσότητα εμβρυικού DNA στο μητρικό πλάσμα 

  (ειδικά στην διάρκεια του πρώτου τριμήνου): 16Geq/ml 

Ευαισθησία : 37-91% 
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http://www.clinchem.org/current.shtml


NIPD με την χρήση κυκλοφορούντος, ελεύθερου, 

εμβρυικού DNA 

Δυσκολίες και περιορισμοί της διαδικασίας  
 
 
 •Μικρή ποσότητα εμβρυικού DNA στο μητρικό 

πλάσμα (ειδικά στην διάρκεια του πρώτου τριμήνου 
16Geq/ml) 

  

• Υπόστρωμα μητρικού DNA  
(χαμηλό ποσοστό ολικού DNA στο μητρικό πλάσμα: περίπου 
3-6%) 

 

Η ανάλυση περιορίζεται στην ανίχνευση 
αλληλουχιών που δεν υπάρχουν στο μητρικό 
γονιδίωμα 
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NIPD με την χρήση κυκλοφορούντος, ελεύθερου, 

εμβρυικού DNA 

Τρέχουσες εφαρμογές 
 
 
 

X Y 

1-Προσδιορισμός φύλου του εμβρύου: 
      Αλληλουχίες προερχόμενες από το χρωμόσωμα Y (πχ. γονίδιοSRY ) 
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NIPD (1): προσδιορισμός του φύλου του εμβρύου 

Κλινική χρησιμότητα και στόχοι 
 

Προσέγγιση φυλοσύνδετων νοσημάτων (X-linked) σε εγκύους 
φορείς  

• Με σκοπό να αποφευχθούν επεμβατικές προσεγγίσεις σε 
περίπτωση θηλυκού εμβρύου 

Προσέγγιση κυήσεων ζευγαριών με κίνδυνο συγγενούς 
υπερπλασίας των επινεφριδίων (congenital adrenal 
hyperplasia) 

• Με σκοπό να αποφύγουμε την περιττή θεραπεία με στεροειδή σε 
περίπτωση θηλυκού εμβρύου 

Προσέγγιση κυήσεων με υπερηχογραφικά ευρήματα  
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NIPD (1): προσδιορισμός του φύλου του εμβρύου  

Η εμπειρία του εργαστηρίου Cerba : 2001-2011 (n=4693)  

 
 

    

 

 

 

 

Year Test

2001 216

2002 347

2003 369

2004 413

2005 452

2006 451

2007 463

2008 497

2009 484

2010 496

2011 505

Duchenne dystrophy 266 

Congenital adrenal hyperplasia 173 

Hemophiliia A 168 

Becker dystrophy 62 

Genital ambiguity on ultrasound 45 

Hemophilia B 45 

Fragile X syndrome 41 

Alport syndrome 25 

X-linked Hydrocephaly 25 

Adrenoleucodystrophy 24 

Hunter disease 22 

Myotubular myopathy 21 

Menkes disease 20 

Retinitis pigmentosum 17 

X-linked Mental Retardation 17 

Anhydrotic ectodermic dysplasia 15 

Bruton disease 14 

Incontinentia pigmenti 11 

X-linked Mental Retardation (unknown) 11 

Other (<10) 203 
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Συνολική ευαισθησία και ειδικότητα >99%  
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Συστάσεις στη Γαλλία 
 

NIPD (1): προσδιορισμός του φύλου του εμβρύου 
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NIPD με την χρήση κυκλοφορούντος, ελεύθερου, 

εμβρυικού DNA 

Τρέχουσες εφαρμογές  
 
 
 

2- Γονοτυπική τυποποίηση Rhesus D: 
      Αλληλουχίες οι οποίες προέρχονται από το γονίδιο RHD  

(το οποίο γενικά είναι απόν σε RhD-αρνητικούς ασθενείς) 

RHD+ RHD- 
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NIPD (2): εμβρυική γονοτυπική τυποποίηση RHD 

Συγκριτικά αποτελέσματα στην Ευρώπη 
 

 Sanquin IGBRL Cerba CNRHP

NL GB FR FR

Πλάσμα T3 Πλάσμα T3 Ορός T1 Πλάσμα T2

(εξώνια 5+7) (εξώνια 5+7) (εξώνιο 10) (εξώνια 7+10)

Ασθενείς (n=) 2380 1869 3741 893

Χρόνος κύησης στην λήψη (εβδ) 28 28  > 10  7-32

RHD αρνητικό έμβρυο 915 (38.4%) 670 (35.9%) 1194 (32,9%) 193 (21,6%)

Ψευδώς αρνητικά 7 (0,26%) 3 (0,16%) 1 (0,03%) 4 (0,4%)

Ψευδώς θετικά 5 (0,20%) 14 (0,75%) >3 (0,10%) 5 (0,54%)

Ασαφή NA 31 (1,7)% 117 (3,1%) 5.4%

30 ασθενείς με 
καταγωγή από την 
Αφρική ή την 
Καραϊβική 
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NIPD (2): εμβρυική γονοτυπική τυποποίηση RHD 

Κλινική χρησιμότητα και στόχοι  
 

Αντιμετώπιση της αλλοανοσοποίησης RhD εγκύων 

Ταυτοποίηση γυναικών με κίνδυνο για αλλοανοσοποίηση 

• Με σκοπό να αποφευχθεί άσκοπη χορήγηση προϊόντων αίματος (anti-
D ανοσοσφαιρίνες) σε περίπτωση RhD-αρνητικού εμβρύου και την 
εξοικονόμηση σπάνιου προϊόντος 

• Αυξημένη αποτελεσματικότητα προφύλαξης (Jones et al, BJOG 

2004;111:8982-902): 1 περίπτωση αποφυγής αλλοαοσοποίησης για 278 γυναίκες που 
έλαβαν αγωγή χωρίς γονοτυπική τυποποίηση ή 166 όταν το έμβρυο είναι γνωστό RhD-θετικό 
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NIPD (2): εμβρυική γονοτυπική τυποποίηση RhD 

Η εμπειρία του εργαστηρίου Cerba : 2007-2011 (n=6149)  

    

 

 

 

 

Συστηματικός έλεγχος 4920 

Αλλοανοσοποιημένοι ασθενείς 280 

Επεμβατική διαδικασία 837 

Τραύμα αιμορραγία. 112 
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RHD Θετικοί 4053 

RHD Αρνητικοί 1910 ή 32% 

Ασαφή  186 ή 3% 

Μη Καυκάσιοι 42% 
Καυκάσιοι Cde ή cdE 38% 

Συνολική κλινική ευαισθησία και 
ειδικότητα >99%  



NIPD (2): εμβρυική γονοτυπική τυποποίηση RhD 

Συστάσεις στη Γαλλία  
 

Κολλέγιο Μαιευτήρων(Δεκέμβριος 2005) : Συστηματική προφύλαξη (Rhophylac® 300µg)  
στις 28-32 εβδομάδες « Εάν είναι δυνατόν, συστήνεται μη επεμβατική γονοτυπική ταυτοποίηση RHD , με 
σκοπό την στοχοποίηση της προφύλαξης σε εκείνες τις γυναίκες που κυοφορούν RhD-θετικά έμβρυα» 
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NIPD με την χρήση κυκλοφορούντος, ελεύθερου, 

εμβρυικού DNA 

Τρέχουσες εφαρμογές  
 
 
 
 

CGG CGG 

CATCCTCAGCTACAGGGTGGGCTT 

CATCCTCAGCTACGGGGTGGGCTT 

CATCCTCAGCTACGGGGTGGGCTT 

CATCCTCAGCTACGGGGTGGGCTT 

CATCCTCAGCTACGGGGTGGGCTT 

CATCCTCAGCTACGGGGTGGGCTT 
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1% 0% 
2.5% 

5% 

Ανίχνευση χαμηλού ποσοστού μεταλλαγμένου 

αλληλόμορφου 

Ποσοστό του 
μεταλλαγμένου 
αλληλόμορφου σε 
υπόστρωμα 
φυσιολογικής 
αλληλουχίας 
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Ευαίσθητες μέθοδοι 

Allele-Specific PCR, DHPLC, Minisequencing, HRM….. 



NIPD με την χρήση κυκλοφορούντος, ελεύθερου, 

εμβρυικού DNA 

Διαταραχές μοναδικών γονιδίων: τρέχουσες εφαρμογές  
 
 
 
 

CGG 

Μετάλλαξη de novo : αχονδροπλασία 
Ανίχνευση μετάλλαξης G>A και G>C στο γονίδιο FGFR3  

CGG 

CATCCTCAGCTACAGGGTGGGCTT 

CATCCTCAGCTACGGGGTGGGCTT 

CATCCTCAGCTACGGGGTGGGCTT 

CATCCTCAGCTACGGGGTGGGCTT 

CATCCTCAGCTACGGGGTGGGCTT 

CATCCTCAGCTACGGGGTGGGCTT 

 
Κλινική μελέτη επικύρωσης: 109 ασθενείς και δείγματα αναφοράς 

(μέση ηλικία κύησης: 33 εβδομάδες) 
 
Ευαισθησία 100% (όλα τα προσβεβλημένα έμβρυα διαγνώστηκαν σωστά n=25) 

Ειδικότητα 100% (δεν υπήρξαν ψευδώς θετικά) 

  
 

Νέα προσέγγιση στην διάγνωση ύποπτων 
περιπτώσεων από υπερηχογράφημα και/ή3D scan 
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      TTTAACCGAA TGCTGAGACTT 

      TTTAACCGAA CGCTGAGACTT 

NIPD με την χρήση κυκλοφορούντος, ελεύθερου, 

εμβρυικού DNA 

Διαταραχές μοναδικών γονιδίων: τρέχουσες εφαρμογές  
 
 
 
 

ATG (K1) 

Πατρικά-κληρονομούμενη SNP: KEL (K1) 
γονότυπος  

Ανίχνευση της c.578C>T (p.Thr193Met) στο γονίδιο KEL  
SNP=single nucleotide polymorphisme= Πολυμορφισμός μοναδικού νουκλεοτιδίου  

ACG (K2) 

      TTTAACCGAA CGCTGAGACTT 

  
 

Αντιμετώπιση εγκύων αλλοανοσοποιημένων K1 
 

      TTTAACCGAA CGCTGAGACTT 

      TTTAACCGAA CGCTGAGACTT 

      TTTAACCGAA CGCTGAGACTT 
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      TTTAACCGAA TGCTGAGACTT 

Διαταραχές μοναδικών γονιδίων : περιορισμοί 
 
 
 
 

      TTTAACCGAA CGCTGAGACTT 

NIPD με την χρήση κυκλοφορούντος, ελεύθερου, 

εμβρυικού DNA 

ACG  ATG  
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      TTTAACCGAA TGCTGAGACTT 

      TTTAACCGAA TGCTGAGACTT 

      TTTAACCGAA TGCTGAGACTT 

 
NIPD Δύσκολα εφικτό προς το παρόν για: 
 
Αιμορροφιλία 
Κυστική Ίνωση 
Μεσογειακή Αναιμία… 



NIPD χρωμοσωματικών ανωμαλιών  

Μείζων τεχνική πρόκληση 

 

Ανευπλοειδία (τρισωμία 13, 18 και/ή 21): προσδιορισμός του αριθμού 
αντιγράφων του εμβρυικού χρωμοσώματος: 

 

– Ειδικοί εμβρυικοί στόχοι: πλακουντιακό (εμβρυικό) ειδικό RNA 
ή επιγενετικοί δείκτες (μεθυλιωμένο DNA) 
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NIPD χρωμοσωματικών ανωμαλιών 

Μείζων τεχνική πρόκληση 

 

Ανευπλοειδία (τρισωμία 13, 18 και/ή 21): προσδιορισμός του αριθμού 
αντιγράφων του εμβρυικού χρωμοσώματος: 

 

– Ειδικοί εμβρυικοί στόχοι: πλακουντιακό (εμβρυικό) ειδικό RNA 
ή επιγενετικοί δείκτες (μεθυλιωμένο DNA) 

– Μη ειδικοί στόχοι: απαιτείται εξαιρετικά ακριβής μέτρηση 
αριθμού αντιγράφων «counting» 
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Μη ειδική ποσοτικοποίηση 
 
 
 

Κυκλοφορούν, ελεύθερο κυττάρων, εμβρυικό DNA 

και ανίχνευση τρισωμίας 21 

95 μητρικά αντίγραφα 
7.5 εμβρυικά αντίγραφα 

95 μητρικά αντίγραφα 
5  εμβρυικά αντίγραφα 

10,000,000 αντίγραφα 10,250,000 αντίγραφα 

100 αντίγραφα 102.5 αντίγραφα 
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     Ποσοτικοποίηση με « massively parallel sequencing » «μαζικά παράλληλο προσδιορισμό αλληλουχίας» 

 
 

 
 
 
 

Μαζικά παράλληλος 
προσδιορισμός  
αλληλουχίας 

Ενίσχυση απλού 
μορίου 

Κυκλοφορούν, ελεύθερο, εμβρυικό DNA και 

ανίχνευση τρισωμίας 21  

χρωμοσώματα Αναγνώσεις (5-10 M) 

Ερμηνία:  
Zscore=%21μέσου όρου δείγματος%21αναφοράς/SD%21αναφοράς 
Cut-off Zscore>3 (%21>99.9centile) 
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15 ασθενείς  
(μέση ηλικία: 14  εβδομάδες) 

Όλες οι περιπτώσεις (5) ταυτοποιήθηκαν σωστά 

 
 Ποσοτικοποίηση με « massively parallel sequencing » 

 
 
 

 
 
 
 

18 ασθενείς  
(μέση ηλικία: 18  εβδομάδες) 

Όλες οι περιπτώσεις (9) ταυτοποιήθηκαν σωστά 

Κυκλοφορούν, ελεύθερο, εμβρυικό DNA και 

ανίχνευση τρισωμίας 21  

 33 
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 Ποσοτικοποίηση με « massively parallel sequencing » 

 
 
 

 
 
 
 

Κυκλοφορούν, ελεύθερο, εμβρυικό DNA και 

ανίχνευση τρισωμίας 21 

236 δείγματα (86T21+146 μη T21) 
Μέση ΗΚ: 13 εβδομάδες +1 ημέρα 
 

Ευαισθησία: 100%  
Ειδικότητα : 97.9% (2.1% ψευδώς θετικά) 

 



Κυκλοφορούν, ελεύθερο, εμβρυικό DNA και 

ανίχνευση τρισωμίας 21 

• Ποσοτικοποίηση με « massively parallel sequencing » 
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 449 δείγματα (39T21+410 μη T21) (PPV (θετική προγνωστική αξία) 1/12) 
Μέση ΗΚ: 16 εβδομάδες  

Ευαισθησία : 100%  
Ειδικότητα  : 99.7% (0.3% false-positive) 
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 Ποσοτικοποίηση με « massively parallel sequencing » 

 
 
 

 
 
 
 

Κυκλοφορούν, ελεύθερο, εμβρυικό DNA ανίχνευση 

τρισωμιών 13.18.21 
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 Ποσοτικοποίηση με « massively parallel sequencing » 

 
 
 

 
 
 
 

Κυκλοφορούν, ελεύθερο, εμβρυικό DNA/RNA και 

ανίχνευση τρισωμίας 21 

1696 ασθενείς (212T21+1484 μη T21) (VPP 1/7) 
Μέση Διάρκεια κύησης: 15 εβδομάδες 
 

Άστοχες δοκιμασίες: 13 (0.8%)  

Ευαισθησία: 99,5% (211/212) 

Ειδικότητα: 99,8% (0.2% ψευδώς αρνητικών) 

 



NIPD με την χρήση κυκλοφορούντος, ελεύθερου, 

εμβρυικού DNA : το μέλλον ? 

Ολική ανάλυση του εμβρυικού γονιδιώματος 
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NIPD Μεσογειακής Αναιμίας 



Η NIPD προτείνεται στην κλινική πράξη ως διαδικασία ρουτίνας  Ναι   Όχι 

 Ναι   Όχι Η NIPD γίνεται με τη χρήση κυκλοφορούντων εμβρυϊκών κυττάρων 

Ποιες διαγνώσεις είναι διαθέσιμες το 2012: 
 

• Προσδιορισμός του φύλου του εμβρύου 

• RHD γονοτυπική τυποποίηση  

• K1 (Kell) γονοτυπική τυποποίηση 

• Αχονδροπλασία 

•Σύνδρομο Down’s (τρισωμία 21) 

• Αιμορροφιλία 

• Κυστική Ίνωση 

• Μεσογειακή Αναιμία 

 

 

 Ναι   Όχι 

 Ναι   Όχι 

 Ναι   Όχι 

 Ναι   Όχι 

 Ναι   Όχι 

 Ναι   Όχι 

 Ναι   Όχι 
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 Ναι   Όχι 
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Σήμερα θα πάρουμε 
λίγο αίμα, για να 

προσδιορίσουμε το 
φύλο του εμβρύου ! 


