
41
فصلنامه آزمایشگاه و تشخیص-  تابستان 1394- شماره 28

�ارزیابی ارزش تشخیصی ردیابی DNA آزاد جنینی 
در پلاسمای مادری جهت بررسی نارسایی های جنینی

 دکتر صدیقه شریف زاده 
دکترای علوم آزمایش�گاهی، دانشیار ایمونولوژی، مرکز تحقیقات 
علوم و فناوری تش�خیص آزمایش�گاه، دانش�کده پیراپزش�کی، 

دانشگاه علوم پزشکی شیراز
sharifsd@sums.ac.ir 

 زینب کشاورز 
کارشناس�ی ارش�د بیوتکنولوژی پزشکی، دانش�کده پیراپزشکی 

دانشگاه علوم پزشکی شیراز

خلاصه
 DNA در اين مقاله سعي ش��ده است جنبه‌هاي مختلف 
آزاد جنيني در خون مادر از جمله منش��ا، اندازه و درصد آن 
در خون مادر بررس��ي شود. درصد كمي از DNA استخراج 
شده از پلاسماي مادر منشا جنيني دارد كه مهم ترين مانع در 
اس��تفاده از DNA آزاد جنيني در خون مادر براي تشخيص 
قبل از زايمان اس��ت. پس از كش��ف DNA آزاد جنيني در 
خون م��ادر، محققان زيادي س��عي در راه اندازي روش‌هاي 
دقيق اس��تخراج و رديابي DNA جنيني از پلاس��ماي مادر 
كردند و اكنون اس��تفاده از DNA آزاد جنيني در خون مادر 

براي تش��خيص غير تهاجمي قبل از زايمان آينده روشني را 
انتظار ميك‌شد.

كلم��ات كلي��دي: DNA آزاد جنيني، تش��خيص قبل از 
زايمان، پلاسماي مادري

پيش زمينه
زايم��ان  از  قب��ل  تش��خيص‌هاي  و   مراقبت‌ه��ا 
 )prenatal screening and prenatal diagnosis(
نقش مهمي در مديريت حاملگي‌ها توس��ط پزشكان را دارد 
و اي��ن فرصت را ب��ه والدين مي‌دهد ك��ه در صورت وجود 
ناهنجاري شديد جنين، تصميم مناسب پيرامون ادامه دادن يا 
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خاتمه حاملگ��ي بگيرند. روش‌هاي متفاوتي براي اطمينان از 
وضعيت سلامتي جنين به كار مي‌رود.

روش‌هاي تهاجمي تشخيص قبل از زايمان
 دو روش معم��ول براي انجام تس��ت‌هاي تش��خيص قبل 
از زايمان آمنيوس��نتز )amniocentesis( و نمونه گيري از 
 )CVS:chorionic villous sampling( پرزهاي كوريوني
اس��ت. آمنيوس��نتز قبل از هفته ۱۵ حاملگي انجام مي‌شود و 
طي آن كي س��وزن از طريق ديواره ش��كم وارد رحم شده و 
مقداري از مايع آمنيوتكي به عنوان نمونه جهت بررسي خارج 
مي‌شود. با انجام آمنيوسنتز احتمال سقط جنين نسبت به كي 
حاملگ��ي طبيعي ۱% افزايش ميي‌ابد. نمونه گيري از پرزهاي 
كوريوني بي��ن هفته‌هاي ۱۴-۱۱ حاملگ��ي انجام مي‌گيرد و 
طي آن سلول‌هاي بافت جفت جهت بررسي خارج مي‌شود. 
احتمال س��قط بعد از انجام كوريوسنتز بيشتر و حدود %۱-۲ 

بيشتر از حالت نرمال است. )۱-۴(
تشخيص غير تهاجمي قبل از زايمان

روش‌ه��اي تهاجمي تش��خيص قبل از زايمان ت��ا قبل از 
هفته 11 حاملگي قابل انجام نيس��ت و اگرچه كوريوسنتز در 
س��ه ماه اول حاملگي قابل انجام اس��ت ولي با افزايش خطر 
سقط جنين همراه است )7–5(. خطرات روش‌هاي تهاجمي 
قب��ل از زايمان براي م��ادر و جنين، راه ان��دازي كي روش 
 ايمن و دقيق را براي تش��خيص غي��ر تهاجمي قبل از زايمان 
 )NIPD:non-invasive prenatal diagnosis(
ضروري ميك‌ند. اس��اس اين روش‌ها بر رديابي ماده ژنتكيي 

جنيني در جريان خون مادر استوار است )۸(.
 DNA آزاد جنيني در خون مادر 

برخلاف عقيده غالب كه تصور مي‌ش��ود جفت مانند كي 
 .Lo et al،س��د بين جريان خون مادر و جنين عمل ميك‌ند
)۱۹۹۶( در مطالعه خود جابه جايي دو طرفه سلول و اجزاي 
آن را بين جريان خون مادر و جنين نش��ان داد. )۹( مطالعات 
بعدي نش��ان دادند كه سلول‌هاي جنيني، DNA آزاد جنيني 
مي‌توانند از جفت عبور كرده و وارد جريان خون مادر شوند. 

)۱۱,۱۰(
 س��ه دي��دگاه درباره منش��ا DNA آزاد جنين��ي در خون 
م��ادر وج��ود دارد: بافت جفت، س��لول‌هاي جنيني و انتقال 
مس��تقيم DNA جنيني به خون مادر اس��ت. )۱۲( هر چند 

ش��واهد نش��ان مي‌دهد كه س��لول‌هاي تروفوبلاست جنيني 
با بيش��ترين احتمال منب��ع DNA آزاد جنيني در خون مادر 
 DNA اس��ت. بعضي از اين دلايل شامل ناپديد شدن سريع
جنين��ي از خون م��ادر پس از زايمان و خ��روج جفت )۱۳( 
قابليت رديابي DNA آزاد جنيني در خون مادر در هفته‌هاي 
اول حاملگي و قبل از تش��يكل جري��ان خون جنيني- جفتي 
)۱۴( رديابي DNA آزاد جنيني در حاملگي‌هاي بدون جنين 
)an embryonic pregnancy( كه فقط يكس��ه آمنيون و 

سلول‌هاي تروفوبلاست وجود دارد 15,12(.
بخ��ش زيادي از DNA آزاد جنيني در جريان خون مادر، 
منشا مادري دارد و تنها ۱۰-۵% از آن مربوط به جنين است. 
مي��زان DNA آزاد جنين��ي در افراد مختلف متفاوت اس��ت 
كه به تفاوت‌هاي بيولوژكي افراد مربوط اس��ت. DNA آزاد 
جنين��ي تقريبا از هفته هفتم حاملگي قابل تش��خيص اس��ت. 
با افزايش س��ن حاملگي ميزان آن افزايش ميي‌ابد. متوس��ط 
نيم��ه عمر آن در خون م��ادر ۱۶ دقيقه )۳۰-۴( اس��ت و به 
همين دليل ۲ ساعت پس از زايمان از خون مادر قابل رديابي 
نيس��ت. نيمه عمر كوتاه DNA آزاد جنيني نشان مي‌دهد كه 
DNA جنيني ب��ه صورت دايم وارد خون مادر مي‌ش��ود و 
مي‌توان��د منبع خوبي براي انجام تس��ت‌هاي تش��خيص غير 

تهاجمي قبل از زايمان باشد )۸، ۱۸–۱۶(.  
cffDNA كاربرد‌هاي باليني استفاده از 

تشخيص زود هنگام جنسيت جنين: تشخيص زود هنگام 
جنسيت جنين براي بررس��ي وضعيت سلامتي جنين از نظر 
بيماري‌هاي وابس��ته به جنس و زناني كه در معرض داش��تن 
نوزاد با بيماري هايپرپلازي مادر زادي آدرنال هس��تند از نظر 
باليني س��ودمند اس��ت. همچنان كه قبلا ذكر شد تكن‌كيهاي 
تهاجمي تشخيص قبل از زايمان تا هفته ۱۱ قابل انجام نيست 
و از طرفي ديگر باعث افزايش خطر س��قط جنين مي‌ش��ود. 
تكن‌كيهاي معمول اولتراس��ونوگرافي در طول سه ماهه اول 
حاملگي به دليل تكامل نا كامل قس��مت‌هاي خارجي دستگاه 
 ،cffDNA تناس��لي جنين قابل اعتماد نيس��ت. با استفاده از
بخش‌هاي��ي از كروم��وزومDYS14( Y وSRY( در خون 
 م��ادر ردياب��ي و جنس��يت جنين تش��خيص داده مي‌ش��ود

.)19–21( 
تعيين وضعيت RhD جنين: آنتي ژن‌هاي Rh بر س��طح 
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گلبول‌ه��اي قرمز خون ق��رار دارند. آنتي ژن‌ه��اي مهم اين 
گ��روه ش��امل E، D، c، C و e اس��ت ولي آنت��ي ژن D از 
 RhD نظ��ر باليني داراي اهميت ويژه اس��ت. در زنان حامله
منفي كه نوزاد با وضعيت RhD مثبت حمل ميك‌نند، احتمال 
ورود آنت��ي ژن‌هاي جنيني به خون م��ادر و توليد آنتي بادي 
 IgG علي��ه آن‌ها وجود دارد. اين آنت��ي بادي‌ها كه از كلاس
هس��تند از جفت عب��ور ميك‌نند و گلبول‌ه��اي قرمز جنيني 
 را تخري��ب ميك‌نند. بيم��اري هموليتكي جنين��ي _ نوزادي
 )Hemolytic disease of the fetus and newborn( 
در نتيجه هموليز گلبول‌ها ايجاد مي‌ش��ود. براي جلوگيري از 
اي��ن وضعيت در م��ادران RhD منفي، آنت��ي بادي‌هاي ضد 
آنت��ي ژن anti D immunoglobulin(D( در هفت��ه ۲۸ 
حاملگ��ي و كي دوز نيز تا 72 س��اعت پس از زايمان تزريق 
مي‌شود. Anti D immunoglobulin سطح آنتي ژن‌هاي 
جنيني را مي‌پوش��اند و از حساس ش��دن سيستم ايمني مادر 
نس��بت ب��ه اين آنتي ژن‌ه��ا جلوگيري ميك‌ند. ب��ه كار بردن 
cffDNA ب��راي تعيي��ن وضعيت RhD جني��ن در مادران 
RhD منف��ي از نظر باليني داراي اهميت اس��ت به اين دليل 
 anti D immunoglobulin ك��ه از تزريق غير ض��روري
 RhD جلوگي��ري مي‌ش��ود. در واق��ع تنها ۴۰% از م��ادران
 منفي، ن��وزادان RhD مثبت حمل ميك‌نن��د و نياز به تزريق
 anti D immunoglobulin دارن��د )26–22(. كارب��رد 
ديگر در مادراني اس��ت كه آنتي D در بدن آن‌ها ساخته شده 
اس��ت و هنگام بارداري نياز به انجام اقدامات تهاجمي براي 
پيگيري وضعيت هموليز گلبول‌هاي قرمز در جنين مي‌باش��د. 
در اين شرايط چنانچه با تعيين ژنوتيپ و تجسس اگزون‌هاي 
موج��ود در ژن RHD، جنين فاق��د اگزون‌هاي مرتبط و در 
نتيجه ارهاش منفي تش��خيص داده ش��ود نياز به پيگيري‌هاي 

بعدي نمي‌باشد. 
)Preeclampsia( تشخيص زود هنگام پره اكلامسي

 cffDNA همچنانك��ه كه قبلا بيان ش��د مهم تري��ن منبع
بافت جفت اس��ت. مش��كلات مرب��وط به حاملگ��ي كه در 
ارتباط با رش��د غير طبيعي جفت است با افزايش غيرطبيعي 
س��طح cffDNA در خون مادر همراه اس��ت. پره اكلامسي 
كي��ي از عوارض حاملگي اس��ت كه با افزايش فش��ار خون 
م��ادر )hypertension( و افزاي��ش س��طح پروتئين ادرار 

)proteinuria( بعد از هفته ۲۰ حاملگي ش��ناخته مي‌شود. 
پ��ره اكلامس��ي در كش��ورهاي توس��عه يافت��ه ۵-۲% و در 
كشور‌هاي در حال توسعه و با امكانات ناكافي حدود ۱۰% از 
كل حاملگي‌ها را شامل مي‌شود. در صورت عدم تشخيص به 
 )morbidity( موقع، پره اكلامس��ي باعث افزايش ناخوشي
و مرگ و مير )mortality( مادر و جنين مي‌شود. در نتيجه 
ني��از به ي��ك روش مطمئن و ارزان جهت بررس��ي زنان در 
معرض خطر در اوايل حاملگي احس��اس مي‌ش��ود )۸، ۲۷(. 
ب��راي اولي��ن ب��ار Lo et al. )۱۹۹۹( غلظت cffDNA را 
در زن��ان حامله با تش��خيص باليني حاملگ��ي و زنان باردار 
طبيعي مقايس��ه كرد و نتايج بررسي او افزايش غلظت ۵ برابر 
cffDNA را در زنان حامله با تش��خيص باليني حاملگي را 

در مقايسه با زنان باردار طبيعي نشان داد )۲۸(. 
)Fetal Aneuploidies( تشخيص آنيوپلوييدي‌هاي جنيني

آنيوپلويي��دي ب��ه تع��داد غيرطبيع��ي كروموزوم‌ها اطلاق 
مي‌ش��ود كه به صورت تعداد كمتر و يا بيشتر از تعداد طبيعي 
در س��لول‌ها وجود دارد. هرچند بيشتر موارد آنيوپلوييدي به 
سقط خود به خودي منجر مي‌شود، در هر ۱۰۰۰ تولد زنده ۹ 
مورد آنيوپلوييدي مش��اهده مي‌شود )۲۹(. به صورت معمول 
تش��خيص قبل از زايمان آنيوپلوييدي‌ه��ا مانند تريزومي ۲۱ 
)trisomy 21( ب��ا نمونه گي��ري از پرزهاي جفتي و انجام 
كاريوتيپ جنيني انجام مي‌ش��ود )۳۰(. مطالعات اوليه نش��ان 
داد كه مق��دار cffDNA در خون مادر وقتي جنين مبتلا به 
تريزومي ۲۱ و تريزومي ۱۳ باش��د افزايش ميي‌ابد )۳۱( ولي 

اين افزايش در تريزومي ۱۸ مشاهده نمي‌شود )۳۲(.
ب��ه كار بردن cffDNA براي تش��خيص قب��ل از زايمان 
آنيوپلوييدي‌ها با چالش‌هايي همراه بوده اس��ت. كيي از اين 
مش��كلات مربوط ب��ه غلظت ب��الاي DNA آزاد مادري در 
مقايسه با غلظت DNA آزاد جنيني در خون مادر است. راه 
حل پيشنهادي براي غلبه بر اين مشكل، رديابي مولكول‌هاي 
نوكلئكي اسيد اختصاصي جنين در پلاسماي مادر است. اين 
مولكول‌ها شامل مولكول‌هاي نوكلكيي اسيد با منشا جفتي و 

يا ماركر‌هاي اپي ژنتكي اختصاصي جفت است )۳5–۳3(. 
دو تكنولوژي پيش��رفته جديد كه به سرعت در آزمايشگاه‌ها 
و    digital PCR ش��امل  مي‌گي��رد  ق��رار  اس��تفاده  م��ورد 
 dPCR .مي‌باش��ند massively parallel sequencing
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روش جدي��دي براي تجس��س اس��يد‌هاي نوكلئي��ك و تعيين 
كميت آنان اس��ت. در اين روش كي مولك��ول ميليون‌ها برابر 
افزاي��ش يافته و با اس��تفاده از پروب نش��اندار ش��ده با رنگ، 
توالي‌ه��اي ه��دف قابل رد يابي اس��ت. اي��ن روش جايگزين 
مناس��بي براي real time PCR از بعد حساس��يت و تعيين 
كميت محس��وب مي‌شود. متوس��ط غلظت DNA جنيني در 
 پلاس��ماي مادران در سه ماهه اول و دوم حاملگي با استفاده از

 real time PCR حدود 3 درصد و اين نس��بت با اس��تفاده 
از dPCR ح��دود 10 درص��د اس��ت. در واق��ع اي��ن روش 
جايگزين مناس��بي براي real time PCR از بعد حساسيت 
و تعيين كميت محس��وب مي‌شود و كاربرد آن براي تشخيص 
آنيوپلوئيدي‌ه��ا به جنس��يت و يا توزيع اللي وابس��ته نيس��ت. 
تكنولوژي دوم )MPS( نيز در حال حاضر در دسترس و قادر 
به تعيين توالي مولكول‌هاي DNA در پلاسماي مادر و مقايسه 
با كي توالي ژنوم مرجع انساني مي‌باشد. براي مثال در بارداري 
تريزومي 21 تعداد مولكول‌هاي به دست آمده از كروموزوم 21 

در مقايسه با حالت طبيعي افزايش نشان مي‌دهد.
 هم اكنون MPS در آزمايش��گاه‌هاي تشخيص باليني كشور 
آمركيا و بخش��ي از كش��ور‌هاي آس��يايي جهت تشخيص غير 

تهاجم��ي قبل از زايم��ان آنيوپلوئيدي‌هاي جنين��ي به كار برده 
مي‌شود )۳۶(.
نتيجه گيري

تش��خيص قب��ل از تول��د بيماري‌ه��اي ژنتكي��ي و غربال 
آنيوپلوئيدي‌ه��ا در مديريت ب��ارداري و فراهم كردن فرصت 
تصمي��م جهت زوجي��ن اهميت بس��يار زي��ادي دارد. آناليز 
نوكلئكي اسيد جنين در پلاسماي مادر نقش اساسي در ايجاد 
روش‌هاي تش��خيصي غير تهاجمي ب��دون خطر براي باردار 
و جني��ن مي‌باش��د. از طرفي اين روش‌ها قيمت تمام ش��ده 
ب��راي اقدامات تهاجمي غير ض��روري را كاهش خواهد داد. 
تا كن��ون روش‌هاي غير تهاجمي ب��راي بيماري‌هاي ژنتكيي 
مندلي به صورت روتين در كلينكي مورد استفاده قرار نگرفته 
اس��ت. اگر چه تلاش‌هاي وس��يعي توس��ط محققين جهت 
شناسايي بيماري‌هايي چون تالاسمي در حال انجام است ولي 
تش��خيص آنيوپلوئيدي‌ها در برخي آزمايشگاه‌ها با استفاده از 
تكنولوژي‌هاي جديد در حال انجام اس��ت. البته لازم به ذكر 
است كه كاربرد اين آزمون‌ها بايد با در نظر گرفتن ملاحظات 
اخلاقي، اجتماعي و قانون��ي انجام پذيرفته و نياز به طراحي 

الگوريتم‌هاي خاص در اين رابطه وجود دارد. 
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