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ΠΕΡΙΛΗΨΗ: Οι αιμοσφαιρινοπάθειες, αποτελούν το συχνότερο γενετικό νόσημα παγκοσμίως. Εκτιμά-
ται ότι σχεδόν το 7% του παγκόσμιου πληθυσμού φέρει ένα παθολογικό γονίδιο αιμοσφαιρίνης και ότι 
κάθε χρόνο γεννιούνται περίπου 350.000 ασθενείς. Βασική προσέγγιση για τον έλεγχο των αιμοσφαιρι-
νοπαθειών παραμένει σήμερα ο εντοπισμός των φορέων και η προγεννητική διάγνωση (ΠΔ) σε εμβρυϊκό 
ιστό (χοριακές λάχνες ή αμνιακό υγρό). Βασικά μειονεκτήματα της συμβατικής ΠΔ είναι η παρεμβατι-
κή λήψη του εμβρυϊκού ιστού που ενέχει μικρό, αλλά υπαρκτό κίνδυνο αποβολής και η ανάγκη να δια-
κοπεί η κύηση στην περίπτωση πάσχοντος εμβρύου. Η εξέλιξη που έχει σημειωθεί τα τελευταία χρόνια 
στη βιοτεχνολογία, τεχνολογία, γυναικολογία και υποβοηθούμενη αναπαραγωγή υποστήριξε την ανά-
πτυξη νέων προσεγγίσεων στην ΠΔ όπως η Προεμφυτευτική Γενετική Διάγνωση (ΠΓΔ) και η ΠΔ με μη 
παρεμβατικό τρόπο (non-invasive prenatal diagnosis-NIPD). Η ΠΓΔ εφαρμόζεται, σε κλινικό επίπεδο, 
τα τελευταία 20 χρόνια και μπορεί να θεωρηθεί πολύ πρώιμη ΠΔ αφού προσφέρει γενετική διάγνωση 
και επιλεκτική μεταφορά στη μήτρα μόνο των φυσιολογικών από τα έμβρυα που συλλαμβάνονται με 
εξωσωματική γονιμοποίηση (in-vitro fertilization – IVF) αποφεύγοντας τον τερματισμό εγκυμοσύνης 
πάσχοντος εμβρύου. Υπό ανάπτυξη βρίσκεται η NIPD που πραγματοποιείται με την ανάλυση εμβρυ-
ϊκών κυττάρων ή ελεύθερου εμβρυϊκού DNA (cell-free fetal DNA-cffDNA) από το περιφερικό αίμα 
της εγκύου. Η ΠΓΔ κυρίως και δυνητικά η NIPD αποτελούν λύση σε ζευγάρια με βεβαρημένο ιστορι-
κό κατά την αναπαραγωγική διαδικασία που αντιμετωπίζουν τον κίνδυνο να αποκτήσουν παιδί με αι-
μοσφαιρινοπάθεια.
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Aνασκόπηση

H Προγεννητική Διάγνωση (ΠΔ) αποτελεί σήμερα 
ενδεδειγμένη ιατρική προσέγγιση για την πρόληψη των 
γενετικών νοσημάτων και επιλέγεται καθημερινά από 
πλήθος ζευγαριών που επιθυμούν να αποκτήσουν υγιείς 
απογόνους. Η εφαρμογή της ΠΔ στις αιμοσφαιρινοπάθει-
ες αντιπροσωπεύει ίσως το καλύτερο παράδειγμα για την 
εξάλειψη ενός μονογονιδιακού νοσήματος1,2

.

Οι αιμοσφαιρινοπάθειες που περιλαμβάνουν τα με-
σογειακά σύνδρομα και τις αναιμίες που οφείλονται σε 
παθολογικές αιμοσφαιρίνες, όπως η δρεπανοκυτταρική 
αναιμία (HbS), η αιμοσφαιρινοπάθεια Ε (HbE) κ.α., εμ-
φανίζουν αυτοσωματική υπολειπόμενη κληρονομικότητα. 
Η επικράτηση των αιμοσφαιρινοπαθειών οφείλεται στην 

φυσική επιλογή σε συγκεκριμένες υποτροπικές περιοχές 
της γης, όπου ενδημούσε η ελονοσία, η εξάπλωσή τους σε 
ολόκληρη την υφήλιο οφείλεται στη μετανάστευση των 
πληθυσμών. Εκτιμάται ότι σχεδόν το 7% του παγκόσμιου 
πληθυσμού φέρει ένα παθολογικό γονίδιο αιμοσφαιρίνης 
και ότι κάθε χρόνο γεννιούνται περίπου 350.000 ασθενείς3.

Βασικό στόχο της ιατρικής επιστήμης αποτελεί αναμ-
φισβήτητα η θεραπεία των σοβαρών γενετικών νοσημάτων 
όμως πρακτικά είναι πολύ περιορισμένες οι περιπτώσεις 
στις οποίες αυτό καθίσταται εφικτό σήμερα4. Η πρώτη 
προσέγγιση ΠΔ, για τη β μεσογειακή αναιμία, έγινε στα 
μέσα της δεκαετίας του 1970 με, «in vitro», βιοσύνθε-
σή των αλυσίδων αιμοσφαιρίνης σε εμβρυϊκό αίμα. Η 
ανάπτυξη των τεχνικών ανασυνδυασμένου DNA, που 
ακολούθησε, οδήγησε σταδιακά στον εντοπισμό και την 
ερμηνεία των γενετικών διαταραχών συσχετίζοντας τον 
αιματολογικό φαινότυπο φορέων και ασθενών με το γο-
νότυπό τους και χρησιμοποιούνται σήμερα ευρύτατα για 
την ΠΔ με ανάλυση DNA από εμβρυϊκό ιστό (χοριακές 
λάχνες ή κύτταρα αμνιακού υγρού).
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Τα δύο βασικά μειονεκτήματα της συμβατικής ΠΔ εί-
ναι ότι ο εμβρυϊκός ιστός λαμβάνεται παρεμβατικά και 
ενέχει μικρό, αλλά υπαρκτό κίνδυνο αποβολής (έως και 
2%)5 και ότι η διακοπή της κύησης σε περίπτωση πάσχο-
ντος εμβρύου έχει ηθικές και κοινωνικές προεκτάσεις. 
Η προσπάθεια για την εφαρμογή ΠΔ με μη παρεμβατικό 
τρόπο “non-invasive prenatal diagnosis”, βασίζεται στην 
ανάλυση εμβρυϊκών κυττάρων ή ελεύθερου εμβρυϊκού 
DNA (cell-free fetal DNA-cffDNA) τα οποία έχει βρε-
θεί ότι υπάρχουν και μπορούν να απομονωθούν από το 
περιφερικό αίμα της εγκύου6. Εναλλακτική μορφή, πολύ 
πρώιμης, ΠΔ αποτελεί η Προεμφυτευτική Γενετική Διά-
γνωση με την οποία αποφεύγεται ο τερματισμός εγκυμο-
σύνης πάσχοντος εμβρύου, αφού η μέθοδος εξασφαλίζει 
την έναρξη εγκυμοσύνης με φυσιολογικό έμβρυο (ΠΓΔ). 
Η ΠΓΔ περιλαμβάνει γενετική διάγνωση και επιλεκτική 
μεταφορά στην μήτρα μόνο των φυσιολογικών από τα έμ-
βρυα που συλλαμβάνονται με εξωσωματική γονιμοποίη-
ση (in-vitro fertilization – IVF). Εφαρμόζεται με επιτυχία 
εδώ και 20 χρόνια και αποτελεί σήμερα ιατρικά και κοι-
νωνικά αποδεκτή μέθοδο, κατάλληλη για ζευγάρια που 
αντιμετωπίζουν τον κίνδυνο να μεταβιβάσουν στα παι-
διά τους σοβαρά γενετικά νοσήματα και κυρίως για αυτά 
που παράλληλα αντιμετωπίζουν πρόβλημα υπογονιμότη-
τας ή έχουν βεβαρημένο ιστορικό κατά την προσπάθεια 
αναπαραγωγής (πολλές διακοπές κυήσεων μετά από ΠΔ, 
προβλήματα υγείας κ.α.)7.

Συμβατική Προγεννητική Διάγνωση
Σε περιοχές στις οποίες η συχνότητα των αιμοσφαι-

ρινοπαθειών είναι υψηλή εφαρμόζονται με επιτυχία, εδώ 
και χρόνια, προγράμματα πρόληψης για τον εντοπισμό 
των φορέων και την ΠΔ. Σε ορισμένες χώρες εφαρμόζο-
νται, επίσης, προγράμματα νεογνικού, προσυμπτωματι-
κού ελέγχου για δρεπανοκυτταρική αναιμία (new-born 
screening)8. Βασικό πλεονέκτημα στην πρόληψη των 
αιμοσφαιρινοπαθειών αποτελεί το γεγονός ότι ο εντοπι-
σμός των φορέων μπορεί, να γίνει με ειδικό αιματολο-
γικό έλεγχο και όχι με ανάλυση του DNA. Θα πρέπει να 
σημειωθεί όμως ότι υπάρχουν πολλοί διαφορετικοί τύποι 
αιμοσφαιρινοπαθειών (η α μεσογειακή αναιμία, η β με-
σογειακή αναιμία, η δβ μεσογειακή αναιμία η κληρονο-
μική παραμονή της εμβρυϊκής αιμοσφαιρίνης -hereditary 
persistence of fetal haemoglobin, HPFH και οι παθολογι-
κές αιμοσφαιρίνες) ενώ σε γενετικό επίπεδο έχουν δημο-
σιευτεί μέχρι σήμερα περισσότερες από 1000 μεταλλάξεις 
(HbVar http://globin.bx.psu.edu/hbvar/). Η συνύπαρξη 
διαφορετικών τύπων αιμοσφαιρινοπαθειών προκαλούν 
σύνθετους αιματολογικούς φαινοτύπους. Αυτός είναι και 
ο λόγος για τον οποίο η εκτίμηση και αξιολόγηση των 
αιματολογικών παραμέτρων κατευθύνει τη γενετική δι-
άγνωση ενώ παράλληλα είναι απαραίτητη για την αξιο-

λόγηση του αποτελέσματος από τον έλεγχο του DNA.
Αναγκαία προϋπόθεση στην ΠΔ είναι η ασφαλής για 

το έμβρυο, λήψη εμβρυϊκού ιστού που πρέπει να γίνεται 
από ειδικευμένο γυναικολόγο και μπορεί να είναι είτε 
τροφοβλάστη (χοριακές λάχνες) που λαμβάνεται κατά τη 
10η έως 12η εβδομάδα της κύησης, είτε αμνιακό υγρό που 
λαμβάνεται με αμνιοπαρακέντηση μετά την 15η εβδομά-
δα της κύησης. Στην ΠΔ θα πρέπει οι γονεϊκές μεταλλά-
ξεις να είναι γνωστές, ώστε να μπορούν να εντοπιστούν 
στον εμβρυϊκό ιστό και να χαρακτηριστεί ο γονότυπος 
του εμβρύου. Το αποτέλεσμα ολοκληρώνεται εντός λί-
γων ημερών και η αξιοπιστία του εξασφαλίζεται με την 
εφαρμογή υψηλών εργαστηριακών προδιαγραφών9. Το 
εμβρυϊκό DNA αναλύεται πάντα παράλληλα με αυτά των 
γονέων, ενώ σε κάθε δοκιμασία περιλαμβάνονται θετικά 
και αρνητικά πρότυπα για τις μεταλλάξεις που εξετάζο-
νται και το αποτέλεσμα επιβεβαιώνεται τουλάχιστο με μια 
δεύτερη τεχνική, για να εξασφαλιστεί η εγκυρότητα. Σε 
κάθε ΠΔ θα πρέπει επίσης να αποκλειστεί η πιθανότητα 
επιμόλυνσης του εμβρυϊκού DNA από μητρικό, που εί-
ναι πιθανό να συμβεί κατά τη διαδικασία της λήψης του 
εμβρυϊκού ιστού ή και η πιθανότητα μη πατρότητας. Για 
το σκοπό αυτό αναλύονται πολυμορφικές θέσεις, πληρο-
φοριακές για την οικογένεια και ελέγχεται ο τρόπος κλη-
ρονόμησης. Το τελικό στάδιο στην ΠΔ είναι η γενετική 
συμβουλή από έμπειρο γενετιστή.

Οι μοριακές τεχνικές στη Προγεννητική 
Διάγνωση

Οι αιμοσφαιρινοπάθειες αποτέλεσαν μοντέλο για την 
ανάπτυξη μεθοδολογίας για τη γενετική διάγνωση ασθε-
νών και φορέων αλλά και την ΠΔ σε πολλά γενετικά νο-
σήματα. Οι συχνότερες μεταλλάξεις στην περίπτωση 
των αιμοσφαιρινοπαθειών είναι σημειακές μέσα στα γο-
νίδια των αιμοσφαιρινών είτε κοντά σε αυτά. Λιγότερο 
συχνά ανευρίσκονται ελλείμματα που μπορεί να απομα-
κρύνουν λειτουργικά γονίδια αλυσίδων αιμοσφαιρίνης 
(HbVar http://globin.bx.psu.edu/hbvar/).

Η μεθοδολογία που εφαρμόζεται για τον έλεγχο των 
φορέων και την ΠΔ θα πρέπει να είναι ταχεία, αποτελε-
σματική αξιόπιστη, με ευαισθησία και ειδικότητα που να 
προσεγγίζει το 100%. Οι απαιτήσεις της μεθοδολογίας 
για τον έλεγχο φορείας των υποψήφιων γονέων διαφέρει 
από τις απαιτήσεις για την ΠΔ. Συνήθως ένα διαγνωστι-
κό εργαστήριο καλείται να ελέγξει ταυτόχρονα μεγάλο 
αριθμό ζευγαριών, υπό την πίεση του χρόνου, αφού συ-
νήθως υπάρχει εγκυμοσύνη. Επομένως η μεθοδολογία 
για τον έλεγχο της φορείας θα πρέπει να επιτρέπει γρή-
γορα έλεγχο μεγάλου εύρους μεταλλάξεων ταυτόχρονα, 
σε πολλά διαφορετικά δείγματα. Στην περίπτωση της ΠΔ 
όμως, όπου οι γονεϊκές μεταλλάξεις είναι γνωστές, εφαρ-
μόζεται κατευθυνόμενος έλεγχος μόνο των γονεϊκών με-
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ταλλάξεων στο DNA του εμβρύου9.
Η μέθοδος που επιλέγεται από τα διαγνωστικά εργα-

στήρια για γενετική διάγνωση κάποιου νοσήματος εξαρ-
τάται από το είδος των μεταλλάξεων που ευθύνονται για 
το νόσημα (σημειακές μεταλλάξεις ή ελλείμματα), τη συ-
χνότητα που συναντώνται στον πληθυσμό στον οποίο θα 
προσφερθεί η γενετική διάγνωση, το μέγεθος του γονι-
δίου και η διασπορά των μεταλλάξεων κατά μήκος του 
γονιδίου αυτού. Μεγάλη σημασία επίσης έχει η εμπειρία 
του επιστημονικού δυναμικού σε συνδυασμό με την εργα-
στηριακή υποδομή του εργαστηρίου καθώς και το κόστος 
της κάθε μεθοδολογίας. Κάθε μέθοδος έχει διαφορετικές 
δυνατότητες και περιορισμούς. Για παράδειγμα στην πε-
ρίπτωση των αιμοσφαιρινοπαθειών, σε μικρές και κλει-
στές κοινωνίες, απαντάται μικρός αριθμός μεταλλάξεων 
σε μεγάλη συχνότητα, παράλληλα με συγκεκριμένες σπά-
νιες μεταλλάξεις. Καλή γνώση των μεταλλάξεων και των 
συχνοτήτων τους καθοδηγεί στην επιλογή της κατάλλη-
λης μεθοδολογίας. Παρ’ όλα αυτά με τα μεγάλα μετανα-
στευτικά κύματα που παρατηρούνται τα τελευταία χρόνια 
και την εμφάνιση των πολυενθικών κοινωνιών, τέτοιου 
είδους προσεγγίσεις καθίστανται προοδευτικά όλο και 
λιγότερο αποτελεσματικές.

Σήμερα, για τη γενετική διάγνωση των αιμοσφαιρι-
νοπαθειών εφαρμόζεται ένας μεγάλος αριθμός μεθόδων 
που βασίζονται στην αλυσιδωτή αντίδραση της πολυμε-
ράσης-PCR10, όπως ο υβριδισμός με ειδικό για την περι-
οχή της μετάλλαξης ολιγονουκλεοτίδιο (Allele Specific 
Oligonucleotide probe – ASO – hybridization), ο επι-
λεκτικός πολλαπλασιασμός του μεταλλαγμένου αλλη-
λομόρφου με PCR (αλληλοειδικός πολλαπλασιασμός 
«Αmplification Refractory Mutation System – ARMS»), 
η κοπή με περιοριστικό ένζυμο ενός προϊόντος PCR στη 
θέση της μετάλλαξης (restriction endonuclease analysis 
of PCR products, RE-PCR) καθώς και η ανάγνωση της 
πρωτοταγούς δομής του DNA «sequencing»11. Για τον 
εντοπισμό κοινών ελλειμμάτων με γνωστές θέσεις κο-
πής κατά μήκος του συμπλέγματος των α και β γονιδίων 
αιμοσφαιρίνης έχει εγκαταλειφθεί η παλαιότερη μέθο-
δος «Southern blotting»12 και εφαρμόζονται πρωτόκολλα 
PCR που δίνουν προϊόν πολλαπλασιασμού όταν υπάρχει 
το έλλειμμα (gap-PCR)9.

Η παγκοσμιοποίηση έχει προκαλέσει γεωγραφική εξά-
πλωση των μεταλλάξεων. Σύμφωνα με τις νέες απαιτήσεις 
η γενετική διάγνωση απαιτεί διαφορετική μεθοδολογική 
προσέγγιση ώστε να επιτρέπεται ο εντοπισμός ή ο απο-
κλεισμός οποιασδήποτε νουκλεοτιδικής αλλαγής σε ένα 
ολόκληρο τμήμα DNA, και μάλιστα, σε πολλά δείγματα 
ταυτόχρονα (μέθοδοι σαρωτικής ανάλυσης). Οι μέθοδοι 
που ανήκουν σε αυτή την κατηγορία, έχουν αξιολογηθεί 
και εφαρμόζονται με επιτυχία στη ΠΔ όπως είναι: η ηλε-
κτροφόρηση σε πήκτωμα με αυξανόμενη συγκέντρω-
ση αποδιατακτικών ουσιών (Denaturing Gradient Gel 
Electrophoresis – DGGE)13 και η υψηλής πίεσης υγρή 

αποδιατακτική χρωματογραφία (denaturing High Pressure 
Liquid Chromatography - dHPLC)14. Όταν χρησιμοποιού-
νται τέτοιες μέθοδοι για τον έλεγχο του DNA, θα πρέπει 
στη συνέχεια να χαρακτηριστεί η νουκλεοτιδική αλλαγή 
είτε με την εφαρμογή μιας μεθόδου στοχευμένης ανάλυ-
σης είτε με «sequencing».

Συνεχώς αναπτύσσονται νέες τεχνικές για τον εντο-
πισμό μεταλλάξεων που περιλαμβάνουν νουκλεοτιδικές 
αλλαγές ή και αναδιατάξεις στο DNA (ελλείμματα και 
διπλασιασμοί) αν και η εμπειρία στη χρήση των μεθό-
δων αυτών στην κλινική διαγνωστική είναι περιορισμέ-
νη. Οι μέθοδοι αυτές περιλαμβάνουν: PCR πραγματικού 
χρόνου (real-time PCR, RT-PCR)15,16, ανάλυση αποδιά-
ταξης υψηλής απόδοσης (High resolution Melting Curve 
Analysis, HRMA)17-21, πολλαπλή PCR, κατευθυνόμενη 
από αντίδραση λιγάσης σε ολιγονουκλεοτίδια ανιχνευ-
τές (Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification, 
MLPA)22,23, Pyrosequencing24 και γενετική διάγνωση με 
μικροσυστοιχίες (genotyping microarrays)25,26. Η ανά-
πτυξη και εφαρμογή της νέας τεχνολογίας με τη χρή-
ση μικροσυστοιχιών, επί του παρόντος, δεν φαίνεται να 
αποτελεί εναλλακτική λύση για την ΠΔ για τα μεσογει-
ακά σύνδρομα26.

Άλλες μέθοδοι που βρίσκονται υπό ανάπτυξη, για 
γενετική διαγνωστική, είναι η φασματοσκοπία μάζας 
(MALDI-TOF)27 και η ανάγνωση της αλληλουχίας του 
DNA ολόκληρου του γονιδιώματος όπως την προσφέρουν 
αυτοματοποιημένα συστήματα νέας γενιάς sequencing 
(next-generation sequencing) οι οποίες δεν έχουν εφαρ-
μοστεί για γενετική και προγεννητική διάγνωση28 χωρίς 
να αποκλείεται να συμβεί αυτό στο άμεσο μέλλον.

Προεμφυτευτική Γενετική Διάγνωση (ΠΓΔ)
Η ΠΓΔ είναι μια διαδικασία με την οποία αποτρέπεται 

το ενδεχόμενο του τερματισμού μιας εγκυμοσύνης μετά 
από ΠΔ με τον έλεγχο, τη γενετική διάγνωση και την επι-
λεκτική μεταφορά μόνο των υγιών από τα έμβρυα που 
έχουν γονιμοποιηθεί «in vitro» (έμβρυα από εξωσωματι-
κή γονιμοποίηση). Αν και η νομική αντιμετώπιση της συ-
γκεκριμένης κλινικής εφαρμογής διαφέρει από κράτος σε 
κράτος ακόμα και μέσα στην Ευρωπαϊκή ένωση29, η ΠΓΔ 
σήμερα εφαρμόζεται από ένα μεγάλο αριθμό εξειδικευ-
μένων κέντρων παγκοσμίως (http://www.eshre.com) και 
αποτελεί γενικά μια αποδεκτή εναλλακτική λύση για τα 
ζευγάρια που κινδυνεύουν να μεταβιβάσουν σοβαρό γε-
νετικό νόσημα στους απογόνους τους, ενώ είναι ιδιαίτερα 
κατάλληλη για εκείνα τα ζευγάρια που παράλληλα αντιμε-
τωπίζουν δυσκολίες κατά την αναπαραγωγική διαδικασία 
(υπογονιμότητα, διακοπές κυήσεων μετά από ΠΔ κ.α.)7.

Η ΠΓΔ είναι σήμερα εφικτή λόγω της εξέλιξης τριών 
διαφορετικών τομέων της βιοτεχνολογίας: της εξωσωμα-
τικής γονιμοποίησης, της εμβρυολογίας και της γενετικής 
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διάγνωσης. Απαιτεί επομένως στενή συνεργασία μεταξύ 
επιστημόνων, ειδικευμένων στην υποβοηθούμενη αναπα-
ραγωγή, στην κλινική γενετική και στην εργαστηριακή 
γενετική. Η ΠΓΔ περιλαμβάνει πολλά στάδια ξεκινώντας 
από τη γενετική συμβουλευτική για: το νόσημα, τα στά-
δια της ΠΓΔ, τις εξατομικευμένες πιθανότητες να απο-
κτήσει το ζευγάρι υγιές παιδί, την παρακολούθηση της 
εγκυμοσύνης και των νεογνών όταν γεννηθούν. Με εξαί-
ρεση τη βιοψία, ωαρίου/ζυγωτού ή εμβρύου, που λαμβά-
νει χώρα μόνο στην περίπτωση της ΠΓΔ όλα τα υπόλοιπα 
στάδια είναι όμοια με αυτά της εξωσωματικής γονιμο-
ποίησης ανεξάρτητα από την ύπαρξη ή όχι υπογονιμό-
τητας. Η γενετική ανάλυση μπορεί να πραγματοποιηθεί, 
είτε στο 1ο και 2ο πολικό σωμάτιο που λαμβάνεται με βι-
οψία από το ωάριο και το ζυγωτό, πριν και αμέσως με-
τά τη γονιμοποίηση, είτε σε βλαστομερίδια από έμβρυα 
3ης μέρας (έμβρυα 6-8 κυττάρων), είτε σε 5-10 κύτταρα 
από την εξωτερική κυτταρική μάζα της βλαστοκύστης 
(trophectoderm layer) από έμβρυα 5ης ή 6ης μέρας. Υπάρ-
χουν πλεονεκτήματα και μειονεκτήματα κάθε μιας από 
τις παραπάνω επιλογές, θεωρούμε σκόπιμο όμως να ανα-
φέρουμε ότι σήμερα οι περισσότερες εφαρμογές ΠΓΔ γί-
νονται σε βλαστομερίδια7,30.

Σε κάθε περίπτωση το υλικό που είναι διαθέσιμο για 
γενετική ανάλυση στην ΠΓΔ είναι πολύ περιορισμένο, 
συνήθως 1 κύτταρο χωρίς να μπορεί να εξασφαλιστεί η 
ποιότητά του. To γεγονός αυτό καθιστά τη γενετική διά-
γνωση το πιο απαιτητικό και δύσκολο κομμάτι στην όλη 
διαδικασία της ΠΓΔ. Στην περίπτωση των μονογονιδια-
κών νοσημάτων, όπως και οι αιμοσφαιρινοπάθειες, η γε-
νετική διάγνωση πραγματοποιείται με μεθοδολογίες που 
βασίζονται στην PCR. To κάθε πρωτόκολλο θα πρέπει να 
είναι γρήγορο για να ολοκληρώνεται η διάγνωση μέσα 
σε 24-72 ώρες που είναι ο διαθέσιμος χρόνος μεταξύ βι-
οψίας και εμβρυομεταφοράς (το αργότερο έως το 6ο ει-
κοσιτετράωρο μετά τη γονιμοποίηση). Ένα πρωτόκολλο 
γενετικής διάγνωσης πριν εφαρμοστεί κλινικά θα πρέπει 
να έχει βελτιστοποιηθεί ώστε να περιορίζει τα προβλή-
ματα κατά τη διάγνωση σε DNA από ένα και μόνο κύττα-
ρο. Στα προβλήματα αυτά περιλαμβάνονται: η αποτυχία 
του πολλαπλασιασμού του DNA στην PCR, η αποτυχία 
πολλαπλασιασμού από το ένα αλληλόμορφο (allelic drop-
out ή ADO) και η επιμόλυνση του δείγματος από ξένο 
DNA (μπορεί να προκληθεί σε οποιοδήποτε στάδιο της 
ΠΓΔ από τη βιοψία έως και την ολοκλήρωση της γενετι-
κής διάγνωσης). Η ολοκληρωτική αποτυχία της PCR αν 
και είναι ανεπιθύμητη δεν μπορεί να οδηγήσει σε κύη-
ση πάσχοντος εμβρύου. Το ADO όμως ή η επιμόλυνση 
μπορεί να οδηγήσουν σε ανεπανόρθωτο λάθος με μετα-
φορά για εμφύτευση πάσχοντος εμβρύου. Στην ΠΓΔ συ-
νιστάται να εφαρμόζονται πρωτόκολλα που βασίζονται 
στην πολλαπλή φθορίζουσα PCR που επιτρέπει ταυτό-
χρονα τον πολλαπλασιασμό και ανάλυση της υπεύθυνης 
ή των υπεύθυνων μεταλλάξεων παράλληλα με πολυμορ-

φικές θέσεις που βρίσκονται σε σύνδεση (in linkage) με 
το γονίδιο που ευθύνεται για το νόσημα. Με τον τρόπο 
αυτό γίνεται άμεση και έμμεση διάγνωση, ενώ ταυτόχρο-
να ελέγχεται το ADO και η επιμόλυνση. Η στρατηγική 
αυτή σε συνδυασμό με τις αυστηρές εργαστηριακές προ-
διαγραφές που απαιτούνται για την εφαρμογή της ΠΓΔ 
μπορούν να εξασφαλίσουν τη βέλτιστη αποτελεσματικό-
τητα και ασφάλεια της μεθόδου, προσφέροντας για εμ-
βρυομεταφορά μόνο φυσιολογικά έμβρυα31.

Οι αιμοσφαιρινοπάθειες είναι το νόσημα στο οποίο 
εφαρμόζεται συχνότερα ΠΓΔ (δημοσιευμένα στοιχεία 
της Ευρωπαϊκής Οργάνωσης για την Ανθρώπινη Αναπα-
ραγωγή και Εμβρυολογία - European Society of Human 
Reproduction and Embryology, ESHRE)30. Για β μεσογει-
ακή αναιμία εφαρμόστηκε για πρώτη φορά ΠΓΔ το 1998. 
Η διάγνωση έγινε σε πολικά σωμάτια με εμφωλιαζόμενο 
PCR (nested PCR) και στη συνέχεια η μετάλλαξη εντο-
πίστηκε με περιοριστικό ένζυμο31. Από τότε οι τεχνικές 
εξελίχθηκαν και σήμερα η ΠΓΔ βασίζεται κυρίως στο 
πολλαπλό φθορίζον PCR (F-PCR) το οποίο εξασφαλίζει 
μεγαλύτερη αξιοπιστία και ασφάλεια στο αποτέλεσμα32.

Παρά το μεγάλο αριθμό των μεταλλάξεων που ευ-
θύνονται για τις β αιμοσφαιρινοπάθειες, η συσσώρευση 
τους στο πρώτο ήμισυ του γονιδίου ΗΒΒ καθώς και το 
μικρό του μέγεθος διευκολύνει την ανάπτυξη πρωτοκόλ-
λων ΠΓΔ για ευρεία εφαρμογή. Τα πρωτόκολλα αυτά είναι 
κατάλληλα για κέντρα που έχουν να αντιμετωπίσουν με-
γάλο αριθμό περιστατικών ΠΓΔ για αιμοσφαιρινοπάθειες 
όπως η Ελλάδα. Με τον τρόπο αυτό αποφεύγεται ο σχεδι-
ασμός διαφορετικού πρωτοκόλλου για κάθε περιστατικό. 
Στις πιο πρόσφατες μεθοδολογίες που έχουν περιγραφεί 
για ΠΓΔ αιμοσφαιρινοπαθειών είναι η minisequencing 
και η PCR πραγματικού χρόνου33-35.

Στην περίπτωση της α μεσογειακής αναιμίας με την 
ΠΓΔ αποτρέπεται η γέννηση παιδιών με σοβαρή εκδή-
λωση της νόσου καθώς και εμβρυϊκό ύδρωπα και κυρί-
ως εφαρμόζεται στη Νοτιοανατολική Ασία και στην Κίνα 
όπου απαντώνται πολύ συχνά ελλείμματα και των δυο 
λειτουργικών γονιδίων HBA, στο σύμπλεγμα των α γονι-
δίων αιμοσφαιρίνης. Οι μεθοδολογίες που εφαρμόζονται 
συνήθως βασίζονται σε πολλαπλό φθορίζον gap-PCR ή 
σε πολλαπλό φθορίζον PCR για τον πολλαπλασιασμό μι-
κροδορυφορικών αλληλουχιών που βρίσκονται στο σύ-
μπλεγμα των α γονιδίων αιμοσφαιρίνης (ώστε να γίνει 
ανάλυση σύνδεσης-linkage analysis)36,37.

Ιδιαίτερη εφαρμογή της ΠΓΔ στις αιμοσφαιρινοπά-
θειες αποτελεί ο εντοπισμός υγιών εμβρύων, ιστοσυμ-
βατών με προΰπαρχον άρρωστο παιδί στην οικογένεια, 
με σκοπό τη χρησιμοποίηση των βλαστοκυττάρων του 
ομφάλιου λώρου για μεταμόσχευση μυελού στο πάσχο-
ντα. Η εφαρμογή αυτή είναι αποδεκτή από πολλές κοι-
νωνίες, και κάποια ηθικά διλλήματα που αναφέρθηκαν 
στο παρελθόν έχουν ουσιαστικά ξεπεραστεί38,39. Πρέπει 
να τονιστεί ότι, στην απόφαση για την επιλογή της ΠΓΔ 
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ως λύση για την εύρεση συμβατού αδελφού δότη, ση-
μαντικό είναι να συνεκτιμηθεί από την οικογένεια και 
η πιθανότητα ανεύρεσης φυσιολογικών και ιστοσυμβα-
τών εμβρύων, αφού η συνδυασμένη διάγνωση (νόσημα 
και συμβατότητα) μειώνει τα ποσοστά των κατάλληλων 
εμβρύων για εμβρυομεταφορά. Οι αναμενόμενες πιθα-
νότητες είναι 25% για απλή ιστοσυμβατότητα ενώ για 
ιστοσυμβατότητα σε συνδυασμό με υπολειπόμενο μο-
νογονιδιακό νόσημα όπως η μεσογειακή αναιμία είναι 
18.8%. Τα ποσοστά αυτά μειώνονται ακόμα περισσότε-
ρο (10-15%) εάν ληφθεί υπ’ όψιν και το ποσοστό επιτυ-
χίας της εξωσωματικής γονιμοποίησης30,40.

Μη Επεμβατική Προγεννητική Διάγνωση 
(Νon Invasive Prenatal Diagnosis, NIPD)

Το δεδομένο της ύπαρξης εμβρυϊκών κυττάρων και 
ελεύθερων εμβρυϊκών εξωκυττάριων νουκλεϊνικών οξέ-
ων (cell free fetal DNA, cffDNA και cell free fetal RNA 
cffRNA) στη μητρική κυκλοφορία έχει προκαλέσει ερευ-
νητικό ενδιαφέρον για την απομόνωση και χρήση τους σε 
μη επεμβατική ΠΔ (NIPD) για μονογονιδιακά και χρω-
μοσωμικά νοσήματα6.

Tα εμβρυϊκά κύτταρα που εντοπίζονται στη μητρι-
κή κυκλοφορία είναι τροφοβλαστικά, εμβρυϊκά λεμφο-
κύτταρα και εμβρυϊκά εμπύρηνα ερυθρά (nucleated red 
blood cells, NRBC’s). Τα τροφοβλαστικά κύτταρα μπο-
ρεί να είναι πολυπύρηνα ή και απύρηνα και εμπεριέχουν 
τον κίνδυνο του μωσαϊκισμού. Τα εμβρυϊκά λεμφοκύττα-
ρα μπορεί να παραμείνουν στη μητρική κυκλοφορία για 
χρόνια μετά τον τοκετό επομένως δεν μπορούν να αξι-
οποιηθούν σε επόμενη εγκυμοσύνη. Τα NRBCs, τέλος, 
μπορεί να είναι εμβρυϊκής ή μητρικής προέλευσης και εί-
ναι εξαιρετικά σπάνια (εκτιμάται ότι υπάρχει 1 εμβρυϊκό 
κύτταρο σε κάθε 1ml ολικού μητρικού αίματος). Παρά 
τα μειονεκτήματά όμως αυτά έχουν περιγραφεί πολλές 
μέθοδοι για τον διαχωρισμό τους οι οποίες βασίζονται 
στο μεγαλύτερο μέγεθος των εμβρυϊκών σε σχέση με τα 
μητρικά, ή τη διαφοροποίηση στα αντιγόνα που εκφρά-
ζουν στην κυτταρική τους επιφάνεια. Xρησιμοποιώντας 
τα αντίστοιχα αντισώματα, τα εμβρυϊκά NRΒCs σημαί-
νονται με φθοριοχρώματα ή χημικές ομάδες με μαγνητι-
κές ιδιότητες για να διαφοροποιηθούν και στη συνέχεια 
να συλλεγούν (Fluorescent Activated Cell Sorting, FACS 
και Magnetic Activated Cell Sorting, MACS)41. Καμιά 
προσέγγιση μέχρι σήμερα δεν έχει προσφέρει αποδοτι-
κή απομόνωση με χαμηλό κόστος, ώστε να είναι αποδε-
κτή για κλινική εφαρμογή6,42. Ένα επί πλέον μειονέκτημα 
των εμβρυϊκών κυττάρων στη μητρική κυκλοφορία είναι 
η ιδιαίτερα κακή ποιότητα του γενετικού υλικού αφού 
μετά την είσοδο τους στο μητρικό αίμα, ενεργοποιείται 
η διαδικασία απόπτωσης των κυττάρων. Επίσης η προο-
δευτική ωρίμανσή στα NRBCs τα μετατρέπει σε απύρηνα 

ερυθρά κύτταρα43. Η πολύ κακή ποιότητα γενετικού υλι-
κού είναι και ο λόγος των πάρα πολύ υψηλών ποσοστών 
ADO κατά τη γενετική διάγνωση μονογονιδιακών νοση-
μάτων που βασίζονται στην PCR44,45. Πρόσφατα έχουν γί-
νει προσπάθειες απομόνωσης και συλλογής εμβρυϊκών 
κυττάρων χρησιμοποιώντας πιο εξελιγμένη τεχνολογία 
όπως αυτοματοποιημένο μικροσκόπιο46, συστήματα μι-
κροροής (microfluidics)47, «light scattering spectroscopy» 
48 και ένα συνδυασμό αυτοματοποιημένου ελέγχου κυτ-
τάρων εμπλουτισμένων σε εμβυϊκά κύτταρα (σημασμέ-
να με ανοσοφθορισμό) που βρίσκονται μονιμοποιημένα 
σε αντικειμενοφόρες πλάκες τα οποία αφού αναγνωρι-
στούν κόβονται με laser για να υποβληθούν σε πολλαπλό 
PCR πολύ μικρού όγκου σε μικροκασέτα (low-volume 
on-chip multiplex PCR)49. Τα αποτελέσματα αυτών των 
μεθόδων είναι πολύ ενθαρρυντικά και ενδείκνυνται για 
την NIPD αν και εκκρεμεί η επίλυση πολλών τεχνικών 
προβλημάτων και περιορισμών5,42.

Η ύπαρξη του cffDNA στη μητρική κυκλοφορία είναι 
γνωστή από το 199750. Μελέτες έχουν δείξει ότι το cffDNA 
κυρίως προέρχεται από τα τροφοβλαστικά κύτταρα 51 τα 
οποία περνούν μέσω του πλακούντα, καθ’ όλη τη διάρ-
κεια της κύησης, στην μητρική κυκλοφορία και καθώς 
αποπίπτουν απελευθερώνουν το cffDNA. Στη διάρκεια 
της εγκυμοσύνης το cffDNA αποτελεί το 3-20% του συ-
νολικού ελεύθερου DNA στη μητρική κυκλοφορία (μέχρι 
και 100 γενομικά ισοδύναμα – genome equivelants- ανά 
ml αίματος). Μετά τη γέννηση τα επίπεδα του cffDNA 
ελαττώνονται ραγδαία (χρόνος ημιζωής 16min)52-54. Ένα 
άλλο χαρακτηριστικό των μορίων του cffDNA είναι το 
μικρότερο μέγεθος (<200-300bp) σε σχέση με το μητρι-
κής προέλευσης ελεύθερο DNA. Στην παρατήρηση αυ-
τή βασίστηκαν τα πρωτόκολλα για τον εμπλουτισμό του 
ελεύθερου DNA σε εμβρυϊκό DNA όπως απλές ηλεκτρο-
φορητικές σε πηκτώματα αγαρόζης55-57 αλλά και πιο εξε-
λιγμένες που βασίζονται σε μικροσυστηματα μικροροής 
(microfluidic microsystems)58.

Εξ αιτίας της συνύπαρξης του cffDNA με το μητρι-
κής προέλευσης fDNA μπορούν να εφαρμοστούν σήμερα 
μόνο πρωτόκολλα που στοχεύουν στον εντοπισμό γενετι-
κών περιοχών πατρικής προέλευσης όπως στις περιπτώ-
σεις Rhesus D αρνητικών εγκύων με Rhesus D θετικούς 
συντρόφους, στις περιπτώσεις φυλοσύνδετων νοσημά-
των, στις περιπτώσεις επικρατητικών νοσημάτων που 
φέρει ο πατέρας είτε τέλος στις περιπτώσεις μονογονιδια-
κών νοσημάτων, εφ’ όσον η πατρική μετάλλαξη διαφέρει 
από τη μητρική. Σήμερα βρίσκονται σε κλινική εφαρμο-
γή τα πρωτόκολλα εκείνα που αφορούν τον έλεγχο του 
rhesus D και τον προσδιορισμό του φύλου59,60. Πρόοδος 
έχει επίσης σημειωθεί στην περίπτωση των περισσότερο 
απαιτητικών εφαρμογών NIPD που αφορούν τα μονογο-
νιδιακά νοσήματα που κληρονομούνται με υπολειπόμε-
νο τρόπο. Στις περιπτώσεις αυτές το 50% του εμβρυϊκού 
γονιδιώματος είναι όμοιο με της μητέρας καθιστώντας 
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αδύνατη την ολοκληρωμένη γενετική διάγνωση του εμ-
βρύου. Η διάγνωση μπορεί να βασιστεί στον εντοπισμό 
ενός συνδυασμού νουκλεοτιδικών αλλαγών (SNPs) που 
χαρακτηρίζουν τα πατρικά αλληλόμορφα με την προϋ-
πόθεση να διαφέρουν από αυτά της μητέρας. Οι αλλα-
γές αυτές μπορεί να είναι παθολογικές (μεταλλάξεις) είτε 
πολυμορφικές. Η ανάλυση τέτοιων πολυμορφικών αλλα-
γών αποτελεί τη μοναδική δυνατότητα να εντοπιστεί η 
ύπαρξη του παθολογικού ή φυσιολογικού πατρικού αλ-
ληλομόρφου στο έμβρυο όταν οι παθολογικές μεταλλά-
ξεις των δύο γονέων είναι ίδιες.

Η υψηλή ομολογία του cffDNA με το μητρικό και ο 
ανταγωνισμός που υφίσταται κατά την PCR καθιστούν 
την ανίχνευση των πατρικής προέλευσης αλληλουχιών, 
στο περιφερικό αίμα της εγκύου, μια ιδιαίτερα δύσκολη 
διαδικασία. Οι μέθοδοι που μπορούν να χρησιμοποιηθούν 
για τα ιδιαίτερα χαμηλά επίπεδα του cffDNA θα πρέπει 
να συνδυάζουν υψηλή ευαισθησία και μεγάλη ειδικότη-
τα για να πληρούν τα κριτήρια για κλινική εφαρμογή.

Οι αιμοσφαιρινοπάθειες και ιδιαίτερα η β μεσογειακή 
αναιμία αποτελεί το βασικό μοντέλο μονογονιδιακού νο-
σήματος για την ανάπτυξη μεθοδολογιών για NIPD υπο-
λειπόμενων μονογονιδιακών νοσημάτων.

Λίγες είναι οι αναφορές που περιγράφουν προσπάθειες 
για NIPD σε αιμοσφαιρινοπάθειες από εμβρυϊκά κύττα-
ρα45,61-63. Η πρώτη εφαρμογή NIPD έγινε σε μια περίπτωση 
εβρυϊκού ύδρωπα (hemoglobin Bart’s hydrops fetalis). Το 
πρωτόκολλο περιελάμβανε απομόνωση NRBCs από εγκύ-
ους (10-26 εβδομάδων), εμπλουτισμό σε εμβρυικά NRBCs 
με MACS χρησιμοποιώντας μονοκλωνικό αντίσωμα και 
ανοσοφθορισμομετρική εκτίμηση της ύπαρξης α αλυσί-
δων αιμοσφαιρίνης στα εμβρυϊκά NRBCs κύτταρα σε μι-
κροσκόπιο61. Άλλα πρωτόκολλα μετά τον εμπλουτισμό με 
αντίσωμα και MACS απομόνωναν τα εμβρυϊκά NRBCs σε 
μικροσκόπιο με μικροχειρισμούς (microdissection)62 ή με 
σύστημα Laser (PALM microbeam laser microdissection) 
όπου η κοπή και μεταφορά του κυττάρου γίνονταν αυ-
τοματοποιημένα45. Aκολουθούσε και στις δύο περιπτώ-
σεις γενετική διάγνωση του γονιδίου HBB. Στη δεύτερη 
από αυτές τις μελέτες περιλαμβάνονταν επιπρόσθετα η 
ανάλυση πολυμορφικών μικροδορυφορικών αλληλουχι-
ών για την επιβεβαίωση της μητρικής ή εμβρυϊκής προ-
έλευσης των NRBCs που αναλύονταν.

Στην περίπτωση του cffDNA, έχουν γίνει πολλές και 
διαφορετικές προσεγγίσεις για να αποκλειστεί η ύπαρξη 
του παθολογικού πατρικού γονιδίου HBB. Τα πιο απλά 
πρωτόκολλα χρησιμοποίησαν PCR πραγματικού χρόνου 
για τον εντοπισμό της πατρικής μετάλλαξης codon 41/42 
(-CTTT) στο γονίδιο HBB64 ή ανάλυση προϊόντος PCR 
με περιοριστικό ένζυμο για την HbE65. Άλλες πιο εξελιγ-
μένες μέθοδοι περιγράφουν τη χρησιμοποίηση μεθόδων 
που συμπεριλλαμβάνουν φασματομετρία μάζας (MS) όπως 
«matrix-assisted laser desorption ionization (MALDI) 
time-of-flight (TOF) mass spectrometry», «conventional 

homogeneous MassEXTEND (hME)», MS ανάλυση με-
τά από αλληλοειδική επέκταση μιας βάσης (SABER ή 
ΑSBER)66,67. Οι μέθοδοι αυτές εφαρμόστηκαν για να απο-
κλείσουν στο έμβρυο τις κοινές μεταλλάξεις που προκα-
λούν β μεσογειακή αναιμία στην Νοτιοανατολική Ασία 
ή για ζευγάρια με τις ίδιες μεταλλάξεις β μεσογειακής 
αναιμίας χρησιμοποιώντας πληροφοριακές πολυμορφι-
κές νουκλεοτιδικές αλλαγές που βρίσκονται σε σύνδεση 
με το γονίδιο HBB.

Μια άλλη προσέγγιση για NIPD περιλαμβάνει εμπλου-
τισμό των δειγμάτων ελεύθερου εξωκυττάριου DNA δι-
αφοροποιώντας σε μέγεθος τα μικρότερα κομμάτια του 
cffDNA (<200-330bp) σε σχέση με της μητρική προέλευ-
σης αλληλουχίες DNA (>500 bp)55. Σε μια άλλη μελέτη 
επιχειρήθηκε, μετά τον εμπλουτισμό, αλληλοειδικος πολ-
λαπλασιασμός του πατρικής προέλευσης μεταλλαγμένου 
αλληλομόρφου, συγχρόνως με αλληλοειδική καταστολή 
των μητρικής προέλευσης φυσιολογικών αλληλομόρφων 
χρησιμοποιώντας ένα χημικά τροποποιημένο ολογονου-
κλεοτίδιο (peptide-nucleic-acid, PNA) 56. Ο ίδιος τρόπος 
εμπλουτισμού έχει χρησιμοποιηθεί σαν πρώτο στάδιο πριν 
την εφαρμογή PCR πραγματικού χρόνου και φασματοσκο-
πίας μάζας MALDI-TOF MS, με καλά αποτελέσματα57.

Τέλος εφαρμόστηκε άλλη μια τεχνική με τη χρή-
ση μικροσυστοιχιών «arrayed primer extension, APEX 
microchip assay», για 11 διαφορετικές, πατρικής προ-
έλευσης, πολυμορφικές σημειακές αλλαγές (SNPs) στο 
γονίδιο HBB, σε εγκυμοσύνες ζευγαριών με την ίδια με-
τάλλαξη στο γονίδιο HBB25,26. Το πατρικό εμβρυϊκό αλ-
ληλόμορφο (παθολογικό ή φυσιολογικό) εντοπίστηκε στο 
περιφερικό αίμα σε 6 από τις επτά εγκύους που συμμε-
τείχαν στην έρευνα με ανάλυση συσχέτισης.

Προοπτικές στην Προγεννητική Διάγνωση
Από την εποχή που εφαρμόστηκε για πρώτη φορά 

ΠΔ, εδώ και περίπου τρεις δεκαετίες, έχει σημειωθεί 
εντυπωσιακή εξέλιξη στη βιοτεχνολογία, την τεχνολογία, 
τη γυναικολογία και την υποβοηθούμενη αναπαραγωγή, 
εξελίξεις οι οποίες έχουν υποστηρίξει την ανάπτυξη και 
εφαρμογή πολύ αξιόπιστων πρωτοκόλλων για γενετική 
και προγεννητική διάγνωση.

Η ανακάλυψη του PCR στις αρχές της δεκαετίας του 
90 συνέβαλε στην ανάπτυξη νέων μεθοδολογικών προ-
σεγγίσεων για τον χαρακτηρισμό μεταλλάξεων. Οι μέθο-
δοι αυτές τροποποιούνταν σύμφωνα με τις ιδιαιτερότητες 
και τις ανάγκες του κάθε διαγνωστικού εργαστηρίου ώστε 
να προσφέρουν με χαμηλό κόστος, αξιόπιστα και σε λο-
γικό χρόνο γενετική διάγνωση σε φορείς και ΠΔ. Παρ’ 
όλα αυτά οι μέθοδοι αυτές δεν μπορούν να καλύψουν τις 
απαιτήσεις ενός σύγχρονου εργαστηρίου με μεγάλο φόρ-
το εργασίας. Σήμερα δεν υπάρχει μια και μόνο μέθοδος η 
οποία να πληροί τα ιδανικά κριτήρια για τη γενετική διά-
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γνωση, δηλαδή να είναι γρήγορη, αξιόπιστη, αυτοματο-
ποιημένη και χαμηλού κόστους. Νέες τεχνολογίες όπως 
η sequencing νέας γενιάς (next generation sequencing) 
αναμένεται να διευκολύνει την ανάπτυξη των ιδανικών 
διαγνωστικών γενετικών τεχνικών πιθανόν και μέσα στα 
επόμενα πέντε χρόνια Πολλές μελέτες έχουν ήδη γίνει 
στην προσπάθεια να αξιολογηθεί η sequencing νέας γε-
νιάς για την ανάλυση περιστατικών για νοσήματα όπως 
είναι οι καρδιομυοπάθειες ή η προδιάθεση για την εμφά-
νιση καρκίνου του μαστού68,69. Στις μελέτες αυτές έγινε 
επισήμανση των περιορισμών της μεθόδου, με τα σημε-
ρινά δεδομένα, όπως η μειωμένη ακρίβεια κατά την ανά-
γνωση της αλληλουχίας και το αυξημένο κόστος. Εάν 
αντιμετωπιστούν οι περιορισμοί αυτοί θα μπορούσε να 
εφαρμοστεί για τον εντοπισμό των φορέων και την ΠΔ 
για οποιοδήποτε νόσημα.

Μετά από είκοσι χρόνια κλινικής εφαρμογής της ΠΓΔ 
έχουν αναπτυχθεί πλήθος από εξαιρετικά αξιόπιστες και 
ασφαλείς μεθοδολογίες γενετικής διάγνωσης σε ένα κύτ-
ταρο29,38,70. Η ΠΓΔ όμως είναι μια ιδιαίτερα απαιτητική, 
πολυσταδιακή και ευαίσθητη διαδικασία, που χρειάζεται 
στενή συνεργασία πολλών διαφορετικών ειδικοτήτων. Οι 
συνθήκες αυτές σε συνδυασμό με την αξιοπιστία της με-
θοδολογίας και τα ποσοστά επιτυχίας της εξωσωματικής 
γονιμοποίησης θα πρέπει να αποτελούν αντικείμενο συ-
ζήτησης με τα ενδιαφερόμενα ζευγάρια κατά τη διάρκεια 
της γενετικής συμβουλευτικής71,72. Στην προσπάθεια να 
αυξηθούν τα ποσοστά επιτυχίας της εξωσωματικής γο-
νιμοποίησης, εφαρμόζεται, από πολλά κέντρα παγκο-
σμίως, μια τακτική ελέγχου χρωμοσωμάτων, γνωστή 
ως «Preimplantation Genetic Screening-PGS» η οποία 
στοχεύει στον αποκλεισμό για εμβρυομεταφορά των 
ανευπλοειδικών εμβρύων. Ο έλεγχος αυτός γίνονταν για 
επιλεγμένα χρωμοσώματα με τη μέθοδο «fluorescent in-
situ hybridization-FISH) σε πολικά σωμάτια ή βλαστομε-
ρίδια. Πολύς λόγος έχει γίνει για το εάν τελικά η τακτική 
αυτή αυξάνει τις πιθανότητες επιτυχίας της εξωσωματι-
κής γονιμοποίησης και την αύξηση των γεννήσεων73. Τα 
τελευταία χρόνια αναπτύσσονται ραγδαία και εφαρμόζο-
νται μέθοδοι που βασίζονται στον γενομικό συγκριτικό 
υβριδισμό σε μικροσυστοιχίες (Comparative Genomic 
Hybridization, array-CGH). Η περισσότερα υποσχόμενη 
μέθοδος, από αυτές, είναι γνωστή ως “karyomapping”. Η 
μέθοδος αυτή εφαρμόζεται σε DNA από ένα κύτταρο το 
οποίο έχει πολλαπλασιαστεί ενζυμικά ολόκληρο το γο-
νιδίωμα (Whole Genome Amplification-WGA) και στη 
συνέχεια αναλύεται σε μικροσυστοιχίες που ανιχνεύουν 
σημειακές αλλαγές (από 10.000 έως 500.000) κατά μή-
κος ολόκληρου του γονιδιώματος (SNP-microarrays). Με 
την τεχνική αυτή γίνεται ανάλυση σύνδεσης σε όλες τις 
γενετικές θέσεις στο γονιδίωμα (linkage analysis), παρα-
βάλλοντας τα εμβρυϊκά αλληλόμορφα SNPs με αυτά των 
δυο γονέων με αποτέλεσμα να μπορεί έμμεσα να γίνει γε-

νετική διάγνωση για οποιοδήποτε μονογονιδιακό νόσημα, 
να εντοπιστεί η γονεϊκή προέλευση του κάθε χρωμοσώ-
ματος και να δοθεί πληροφορία για την ύπαρξη ανευπλο-
ειδιών. Παράλληλα η μέθοδος μπορεί να εντοπίσει και 
μικρότερα ελλείμματα/διπλασιασμούς εξ αιτίας μεταθέ-
σεων (reciprocal and Robertsonian) (Handyside και τους 
συνεργάτες του το 2009)74. Η μέθοδος αυτή υπόσχεται, 
στο άμεσο μέλλον, να διευκολύνει και να διευρύνει την 
έννοια της ΠΓΔ βελτιώνοντας συγχρόνως και την επιτυχία 
της εξωσωματικής γονιμοποίησης. Βασικός περιορισμός 
της μεθόδου αποτελούν το υψηλό κόστος του εξοπλισμού 
που απαιτείται και η ανάγκη για περεταίρω αξιολόγηση 
των αποτελεσμάτων.

Παρά την πρόοδο που έχει σημειωθεί στον χώρο της 
NIPD, παραμένουν πολλά τεχνικά προβλήματα που ανα-
ζητούν λύση πριν αυτή η προσέγγιση αποτελέσει εναλ-
λακτική μέθοδο ΠΔ για αυτοσωματικά υπολειπόμενα 
μονογονιδιακά νοσήματα όπως οι αιμοσφαιρινοπάθειες. 
Αν και σημειώνεται καθημερινά πρόοδος στην βελτίωση 
των μεθοδολογιών για αύξηση της αξιοπιστίας της γενε-
τικής διάγνωσης των πατρικής προέλευσης αλληλομόρ-
φων, το μητρικής προέλευσης αλληλόμορφο δεν είναι 
δυνατό να ελεγχθεί με συμβατική μεθοδολογία. Η λύση 
στο πρόβλημα αυτό είναι δυνατό να προκύψει από με-
θόδους που χρησιμοποιούν νέες τεχνολογίες όπως η ψη-
φιακή PCR (digital-PCR) και η νέας γενιάς sequencing 
(next-generation sequencing)75-78. Οι δυο αυτές μέθοδοι 
εμφανίζουν τεράστια αναλυτική δυνατότητα και υποστη-
ρίζουν την πιθανότητα να επιτευχθεί ολοκληρωμένη γενε-
τική διάγνωση στο μητρικό cfDNA για τα μονογονιδιακά 
νοσήματα, περιλαμβάνοντας τον έλεγχο και των δύο εμ-
βρυϊκών αλληλομόρφων. Η εφαρμογή των μεθόδων αυ-
τών χρειάζεται βελτιστοποίηση και είναι απαγορευτική, 
σήμερα, εξ’ αιτίας του υψηλού κόστους των αντιδραστη-
ρίων και του εξοπλισμού που απαιτούν. Αναμφισβήτητα 
όμως αφήνουν το περιθώριο να ελπίζουμε ότι μπορεί η 
NIPD να γίνει πραγματικότητα για όλες τις εγκυμοσύνες 
και για όλα τα νοσήματα, ανεξάρτητα από το είδος και 
τον αριθμό των μεταλλάξεων που πρέπει να ελεγχθούν.

Οι μεθοδολογίες που εφαρμόζονται σήμερα στην ΠΔ, 
ΠΓΔ και ΝIPD έχουν η κάθε μια τα δικά της πλεονεκτή-
ματα και μειονεκτήματά (Πίνακας 1). Αναμένεται ότι στα 
επόμενα πέντε χρόνια θα γίνουμε μάρτυρες ραγδαίων τε-
χνολογικών εξελίξεων οι οποίες δεν θα βελτιώσουν απλά 
την ΠΔ αλλά θα τροποποιήσουν όλη τη στρατηγική αντι-
μετώπισης της ΠΔ για τα κληρονομικά νοσήματα και όχι 
μόνο. Περιμένει κανείς τη διεύρυνση των πληροφοριών 
που θα δίνονται κατά την ΠΔ, οι οποίες δεν θα περιορί-
ζονται στο νόσημα το οποίο κινδυνεύει να μεταβιβαστεί 
στο έμβρυο, αλλά θα αφορούν την γενικότερη κατάστα-
ση και υγεία του ανθρώπου που πρόκειται να γεννηθεί. 
Αυτό θα προσφέρει στα ζευγάρια μεγαλύτερη ασφάλεια 
στην προσπάθεια τους να δημιουργήσουν οικογένεια.
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Πίνακας 1. Πλεονεκτήματα και μειονεκτήματα μεταξύ συμβατικής Προγεννητικής διάγνωσης (ΠΔ), Προεμφυτευ-
τικής Γενετικής Διάγνωσης (ΠΓΔ) και μη επεμβατικής Προγεννητικής Διάγνωσης (NIPD)

Συμβατική ΠΔ ΠΓΔ NIPD
Χρόνος γενετικής 

ανάλυσης
2ο η 3ο τρίμηνο (τροφοβλάστη 

ή αμνιακό υγρό αντίστοιχα) 
Πρίν την εμβρυομεταφορά 

στην εξωσωματική 
γονιμοποίηση

Περίπου από την 7η εβδομάδα 
εγκυμοσύνης

Κίνδυνοι για το 
έμβρυο, την 
εγκυμοσύνη ή το 
νεογνό

απόβολή ~2% (σπάνιες 
επιπλοκές: μόλυνση, 
τραυματισμός του εμβρύου)

Όχι περισσότεροι 
κίνδυνοι από αυτούς 
της εξωσωματικής 
γονιμοποίησης

Δεν υπάρχουν

Ασφάλεια της 
γενετικής 
διάγνωσης 

>99% >99% (στο πολλαπλό 
φθορίζον PCR)

Δεν έχει ακόμα εκτιμηθεί

Βασικά 
μειονεκτήματα

Ο τερματισμός των κυήσεων 
πασχόντων εμβρύων 

Πολυσταδιακή διαδικασία 
υψηλών απαιτήσεων και 
προδιαγραφών

Απαιτεί εξωσωματική 
γονιμοποίηση

Σχετικά χαμηλό ποσοστό 
εγκυμοσυνών και 
γεννήσεων

Μεγάλο κόστος 

Παλαιότερες μεθοδολογίες: 
χαμηλή ειδικότητα, δεν 
παρέχουν πληροφορία για 
τα μητρικής προέλευσης 
αλληλόμορφα

Αναπτυσσόμενες μέθοδοι: 
απαιτούν ακριβό εξοπλισμό  
και αντιδραστήρια, Σε αναμονή 
βελτιστοποήσης για την 
εξασφάλιση της ασφάλειας του 
αποτελέσματος και του κόστους 
για κλινική εφαρμογή

Βασικά 
πλεονεκτήματα

Οι μέθοδοι έχουν αξιολογηθεί 
στην πράξη 

Αποφυγή διακοπής 
εγκυμοσύνης

Αποφυγή παρεμβατική λήψης 
εμβρυϊκού ιστού

New approaches in prenatal diagnosis
by Christina Vrettou1,2, Joanne Traeger-Synodinos1, Emmanuel Kanavakis1,2

1Laboratory of Medical Genetics, University of Athens, Choremeio Research Laboratory,  
Aghia Sophia’s Children’s Hospital, 2Research Institute for the Study of Genetic  

and Malignant Disorders in Childhood, Aghia Sophia’s Children’s Hospital, Athens

Abstract: Disorders of hemoglobin synthesis have been used as a prototype for the development of 
most approaches for prenatal diagnosis (PND). PND for hemoglobinopathies based on molecular anal-
ysis of trophoblast or amniocyte DNA has accumulated around 30 years of experience. Disadvantages 
with conventional PND include “invasive” fetal sampling, and the need to terminate affected on-going 
pregnancies. New developments are directed towards improving both timing and/or safety of procedures. 
Preimplantation genetic diagnosis (PGD), an established procedure with twenty years of clinical appli-
cation, avoids the need to terminate affected pregnancies, through identification and selective transfer 
of unaffected in-vitro fertilization (IVF) embryos. Approaches towards “non-invasive” PND (NIPD), 
through analysing fetal cells or free fetal DNA present in the circulation of pregnant women, are a focus 
of on-going research. Overall, PND, PGD (and potentially NIPD) represent valuable reproductive op-
tions for couples at-risk for having a child affected with a severe inherited disease.
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