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خلاصه
 DNA در این مقاله سعي ش��ده است جنبه هاي مختلف 
آزاد جنیني در خون مادر از جمله منش��ا، اندازه و درصد آن 
در خون مادر بررس��ي شود. درصد کمي از DNA استخراج 
شده از پلاسماي مادر منشا جنیني دارد که مهم ترین مانع در 
اس��تفاده از DNA آزاد جنیني در خون مادر براي تشخیص 
قبل از زایمان اس��ت. پس از کش��ف DNA آزاد جنیني در 
خون م��ادر، محققان زیادي س��عي در راه اندازي روش هاي 
دقیق اس��تخراج و ردیابي DNA جنیني از پلاس��ماي مادر 
کردند و اکنون اس��تفاده از DNA آزاد جنیني در خون مادر 

براي تش��خیص غیر تهاجمي قبل از زایمان آینده روشني را 
انتظار مي کشد.

کلم��ات کلی��دي: DNA آزاد جنیني، تش��خیص قبل از 
زایمان، پلاسماي مادري

پیش�زمینه
زایم��ان  از  قب��ل  تش��خیص هاي  و   مراقبت ه��ا 
 )prenatal screening and prenatal diagnosis(
نقش مهمي در مدیریت حاملگي ها توس��ط پزشکان را دارد 
و ای��ن فرصت را ب��ه والدین مي دهد ک��ه در صورت وجود 
ناهنجاري شدید جنین، تصمیم مناسب پیرامون ادامه دادن یا 
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خاتمه حاملگ��ي بگیرند. روش هاي متفاوتي براي اطمینان از 
وضعیت سلامتي جنین به کار مي رود.

روش�هاي�تهاجمي�تشخیص�قبل�از�زایمان
 دو روش معم��ول براي انجام تس��ت هاي تش��خیص قبل 
از زایمان آمنیوس��نتز )amniocentesis( و نمونه گیري از 
 )CVS:chorionic villous sampling( پرزهاي کوریوني
اس��ت. آمنیوس��نتز قبل از هفته 15 حاملگي انجام مي شود و 
طي آن یک س��وزن از طریق دیواره ش��کم وارد رحم شده و 
مقداري از مایع آمنیوتیک به عنوان نمونه جهت بررسي خارج 
مي شود. با انجام آمنیوسنتز احتمال سقط جنین نسبت به یک 
حاملگ��ي طبیعي 1% افزایش مي یابد. نمونه گیري از پرزهاي 
کوریوني بی��ن هفته هاي 14-11 حاملگ��ي انجام مي گیرد و 
طي آن سلول هاي بافت جفت جهت بررسي خارج مي شود. 
احتمال س��قط بعد از انجام کوریوسنتز بیشتر و حدود %1-2 

بیشتر از حالت نرمال است. )1-4(
تشخیص�غیر�تهاجمي�قبل�از�زایمان

روش ه��اي تهاجمي تش��خیص قبل از زایمان ت��ا قبل از 
هفته 11 حاملگي قابل انجام نیس��ت و اگرچه کوریوسنتز در 
س��ه ماه اول حاملگي قابل انجام اس��ت ولي با افزایش خطر 
سقط جنین همراه است )7–5(. خطرات روش هاي تهاجمي 
قب��ل از زایمان براي م��ادر و جنین، راه ان��دازي یک روش 
 ایمن و دقیق را براي تش��خیص غی��ر تهاجمي قبل از زایمان 
 )NIPD:non-invasive prenatal diagnosis(
ضروري مي کند. اس��اس این روش ها بر ردیابي ماده ژنتیکي 

جنیني در جریان خون مادر استوار است )8(.
�DNA آزاد�جنیني�در�خون�مادر�

برخلاف عقیده غالب که تصور مي ش��ود جفت مانند یک 
 .Lo et al،س��د بین جریان خون مادر و جنین عمل مي کند
)1996( در مطالعه خود جابه جایي دو طرفه سلول و اجزاي 
آن را بین جریان خون مادر و جنین نش��ان داد. )9( مطالعات 
بعدي نش��ان دادند که سلول هاي جنیني، DNA آزاد جنیني 
مي توانند از جفت عبور کرده و وارد جریان خون مادر شوند. 

)11.10(
 س��ه دی��دگاه درباره منش��ا DNA آزاد جنین��ي در خون 
م��ادر وج��ود دارد: بافت جفت، س��لول هاي جنیني و انتقال 
مس��تقیم DNA جنیني به خون مادر اس��ت. )12( هر چند 

ش��واهد نش��ان مي دهد که س��لول هاي تروفوبلاست جنیني 
با بیش��ترین احتمال منب��ع DNA آزاد جنیني در خون مادر 
 DNA اس��ت. بعضي از این دلایل شامل ناپدید شدن سریع
جنین��ي از خون م��ادر پس از زایمان و خ��روج جفت )13( 
قابلیت ردیابي DNA آزاد جنیني در خون مادر در هفته هاي 
اول حاملگي و قبل از تش��کیل جری��ان خون جنیني- جفتي 
)14( ردیابي DNA آزاد جنیني در حاملگي هاي بدون جنین 
)an embryonic pregnancy( که فقط کیس��ه آمنیون و 

سلول هاي تروفوبلاست وجود دارد 15.12(.
بخ��ش زیادي از DNA آزاد جنیني در جریان خون مادر، 
منشا مادري دارد و تنها 10-5% از آن مربوط به جنین است. 
می��زان DNA آزاد جنین��ي در افراد مختلف متفاوت اس��ت 
که به تفاوت هاي بیولوژیک افراد مربوط اس��ت. DNA آزاد 
جنین��ي تقریبا از هفته هفتم حاملگي قابل تش��خیص اس��ت. 
با افزایش س��ن حاملگي میزان آن افزایش مي یابد. متوس��ط 
نیم��ه عمر آن در خون م��ادر 16 دقیقه )30-4( اس��ت و به 
همین دلیل 2 ساعت پس از زایمان از خون مادر قابل ردیابي 
نیس��ت. نیمه عمر کوتاه DNA آزاد جنیني نشان مي دهد که 
DNA جنیني ب��ه صورت دایم وارد خون مادر مي ش��ود و 
مي توان��د منبع خوبي براي انجام تس��ت هاي تش��خیص غیر 

تهاجمي قبل از زایمان باشد )8، 18–16(.  
cffDNAكاربرد�هاي�بالیني�استفاده�از��

تشخیص زود هنگام جنسیت جنین: تشخیص زود هنگام 
جنسیت جنین براي بررس��ي وضعیت سلامتي جنین از نظر 
بیماري هاي وابس��ته به جنس و زناني که در معرض داش��تن 
نوزاد با بیماري هایپرپلازي مادر زادي آدرنال هس��تند از نظر 
بالیني س��ودمند اس��ت. همچنان که قبلا ذکر شد تکنیک هاي 
تهاجمي تشخیص قبل از زایمان تا هفته 11 قابل انجام نیست 
و از طرفي دیگر باعث افزایش خطر س��قط جنین مي ش��ود. 
تکنیک هاي معمول اولتراس��ونوگرافي در طول سه ماهه اول 
حاملگي به دلیل تکامل نا کامل قس��مت هاي خارجي دستگاه 
 ،cffDNA تناس��لي جنین قابل اعتماد نیس��ت. با استفاده از
بخش های��ي از کروم��وزومDYS14( Y وSRY( در خون 
 م��ادر ردیاب��ي و جنس��یت جنین تش��خیص داده مي ش��ود

.)19–21( 
تعیین وضعیت RhD جنین: آنتي ژن هاي Rh بر س��طح 
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گلبول ه��اي قرمز خون ق��رار دارند. آنتي ژن ه��اي مهم این 
گ��روه ش��امل E، D، c، C و e اس��ت ولي آنت��ي ژن D از 
 RhD نظ��ر بالیني داراي اهمیت ویژه اس��ت. در زنان حامله
منفي که نوزاد با وضعیت RhD مثبت حمل مي کنند، احتمال 
ورود آنت��ي ژن هاي جنیني به خون م��ادر و تولید آنتي بادي 
 IgG علی��ه آن ها وجود دارد. این آنت��ي بادي ها که از کلاس
هس��تند از جفت عب��ور مي کنند و گلبول ه��اي قرمز جنیني 
 را تخری��ب مي کنند. بیم��اري همولیتیک جنین��ي _ نوزادي
 )Hemolytic disease of the fetus and newborn( 
در نتیجه همولیز گلبول ها ایجاد مي ش��ود. براي جلوگیري از 
ای��ن وضعیت در م��ادران RhD منفي، آنت��ي بادي هاي ضد 
آنت��ي ژن anti D immunoglobulin(D( در هفت��ه 28 
حاملگ��ي و یک دوز نیز تا 72 س��اعت پس از زایمان تزریق 
مي شود. Anti D immunoglobulin سطح آنتي ژن هاي 
جنیني را مي پوش��اند و از حساس ش��دن سیستم ایمني مادر 
نس��بت ب��ه این آنتي ژن ه��ا جلوگیري مي کند. ب��ه کار بردن 
cffDNA ب��راي تعیی��ن وضعیت RhD جنی��ن در مادران 
RhD منف��ي از نظر بالیني داراي اهمیت اس��ت به این دلیل 
 anti D immunoglobulin ک��ه از تزریق غیر ض��روري
 RhD جلوگی��ري مي ش��ود. در واق��ع تنها 40% از م��ادران
 منفي، ن��وزادان RhD مثبت حمل مي کنن��د و نیاز به تزریق
 anti D immunoglobulin دارن��د )26–22(. کارب��رد 
دیگر در مادراني اس��ت که آنتي D در بدن آن ها ساخته شده 
اس��ت و هنگام بارداري نیاز به انجام اقدامات تهاجمي براي 
پیگیري وضعیت همولیز گلبول هاي قرمز در جنین مي باش��د. 
در این شرایط چنانچه با تعیین ژنوتیپ و تجسس اگزون هاي 
موج��ود در ژن RHD، جنین فاق��د اگزون هاي مرتبط و در 
نتیجه ارهاش منفي تش��خیص داده ش��ود نیاز به پیگیري هاي 

بعدي نمي باشد. 
)Preeclampsia(تشخیص�زود�هنگام�پره�اكلامسي�

 cffDNA همچنانک��ه که قبلا بیان ش��د مهم تری��ن منبع
بافت جفت اس��ت. مش��کلات مرب��وط به حاملگ��ي که در 
ارتباط با رش��د غیر طبیعي جفت است با افزایش غیرطبیعي 
س��طح cffDNA در خون مادر همراه اس��ت. پره اکلامسي 
یک��ي از عوارض حاملگي اس��ت که با افزایش فش��ار خون 
م��ادر )hypertension( و افزای��ش س��طح پروتئین ادرار 

)proteinuria( بعد از هفته 20 حاملگي ش��ناخته مي شود. 
پ��ره اکلامس��ي در کش��ورهاي توس��عه یافت��ه 5-2% و در 
کشور هاي در حال توسعه و با امکانات ناکافي حدود 10% از 
کل حاملگي ها را شامل مي شود. در صورت عدم تشخیص به 
 )morbidity( موقع، پره اکلامس��ي باعث افزایش ناخوشي
و مرگ و میر )mortality( مادر و جنین مي شود. در نتیجه 
نی��از به ی��ک روش مطمئن و ارزان جهت بررس��ي زنان در 
معرض خطر در اوایل حاملگي احس��اس مي ش��ود )8، 27(. 
ب��راي اولی��ن ب��ار Lo et al. )1999( غلظت cffDNA را 
در زن��ان حامله با تش��خیص بالیني حاملگ��ي و زنان باردار 
طبیعي مقایس��ه کرد و نتایج بررسي او افزایش غلظت 5 برابر 
cffDNA را در زنان حامله با تش��خیص بالیني حاملگي را 

در مقایسه با زنان باردار طبیعي نشان داد )28(. 
)Fetal�Aneuploidies(تشخیص�آنیوپلوییدي�هاي�جنیني�

آنیوپلویی��دي ب��ه تع��داد غیرطبیع��ي کروموزوم ها اطلاق 
مي ش��ود که به صورت تعداد کمتر و یا بیشتر از تعداد طبیعي 
در س��لول ها وجود دارد. هرچند بیشتر موارد آنیوپلوییدي به 
سقط خود به خودي منجر مي شود، در هر 1000 تولد زنده 9 
مورد آنیوپلوییدي مش��اهده مي شود )29(. به صورت معمول 
تش��خیص قبل از زایمان آنیوپلوییدي ه��ا مانند تریزومي 21 
)trisomy 21( ب��ا نمونه گی��ري از پرزهاي جفتي و انجام 
کاریوتیپ جنیني انجام مي ش��ود )30(. مطالعات اولیه نش��ان 
داد که مق��دار cffDNA در خون مادر وقتي جنین مبتلا به 
تریزومي 21 و تریزومي 13 باش��د افزایش مي یابد )31( ولي 

این افزایش در تریزومي 18 مشاهده نمي شود )32(.
ب��ه کار بردن cffDNA براي تش��خیص قب��ل از زایمان 
آنیوپلوییدي ها با چالش هایي همراه بوده اس��ت. یکي از این 
مش��کلات مربوط ب��ه غلظت ب��الاي DNA آزاد مادري در 
مقایسه با غلظت DNA آزاد جنیني در خون مادر است. راه 
حل پیشنهادي براي غلبه بر این مشکل، ردیابي مولکول هاي 
نوکلئیک اسید اختصاصي جنین در پلاسماي مادر است. این 
مولکول ها شامل مولکول هاي نوکلییک اسید با منشا جفتي و 

یا مارکر هاي اپي ژنتیک اختصاصي جفت است )35–33(. 
دو تکنولوژي پیش��رفته جدید که به سرعت در آزمایشگاه ها 
و    digital PCR ش��امل  مي گی��رد  ق��رار  اس��تفاده  م��ورد 
 dPCR .مي باش��ند massively parallel sequencing
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روش جدی��دي براي تجس��س اس��ید هاي نوکلئی��ک و تعیین 
کمیت آنان اس��ت. در این روش یک مولک��ول میلیون ها برابر 
افزای��ش یافته و با اس��تفاده از پروب نش��اندار ش��ده با رنگ، 
توالي ه��اي ه��دف قابل رد یابي اس��ت. ای��ن روش جایگزین 
مناس��بي براي real time PCR از بعد حساس��یت و تعیین 
کمیت محس��وب مي شود. متوس��ط غلظت DNA جنیني در 
 پلاس��ماي مادران در سه ماهه اول و دوم حاملگي با استفاده از

 real time PCR حدود 3 درصد و این نس��بت با اس��تفاده 
از dPCR ح��دود 10 درص��د اس��ت. در واق��ع ای��ن روش 
جایگزین مناس��بي براي real time PCR از بعد حساسیت 
و تعیین کمیت محس��وب مي شود و کاربرد آن براي تشخیص 
آنیوپلوئیدي ه��ا به جنس��یت و یا توزیع اللي وابس��ته نیس��ت. 
تکنولوژي دوم )MPS( نیز در حال حاضر در دسترس و قادر 
به تعیین توالي مولکول هاي DNA در پلاسماي مادر و مقایسه 
با یک توالي ژنوم مرجع انساني مي باشد. براي مثال در بارداري 
تریزومي 21 تعداد مولکول هاي به دست آمده از کروموزوم 21 

در مقایسه با حالت طبیعي افزایش نشان مي دهد.
 هم اکنون MPS در آزمایش��گاه هاي تشخیص بالیني کشور 
آمریکا و بخش��ي از کش��ور هاي آس��یایي جهت تشخیص غیر 

تهاجم��ي قبل از زایم��ان آنیوپلوئیدي هاي جنین��ي به کار برده 
مي شود )36(.
نتیجه�گیري

تش��خیص قب��ل از تول��د بیماري ه��اي ژنتیک��ي و غربال 
آنیوپلوئیدي ه��ا در مدیریت ب��ارداري و فراهم کردن فرصت 
تصمی��م جهت زوجی��ن اهمیت بس��یار زی��ادي دارد. آنالیز 
نوکلئیک اسید جنین در پلاسماي مادر نقش اساسي در ایجاد 
روش هاي تش��خیصي غیر تهاجمي ب��دون خطر براي باردار 
و جنی��ن مي باش��د. از طرفي این روش ها قیمت تمام ش��ده 
ب��راي اقدامات تهاجمي غیر ض��روري را کاهش خواهد داد. 
تا کن��ون روش هاي غیر تهاجمي ب��راي بیماري هاي ژنتیکي 
مندلي به صورت روتین در کلینیک مورد استفاده قرار نگرفته 
اس��ت. اگر چه تلاش هاي وس��یعي توس��ط محققین جهت 
شناسایي بیماري هایي چون تالاسمي در حال انجام است ولي 
تش��خیص آنیوپلوئیدي ها در برخي آزمایشگاه ها با استفاده از 
تکنولوژي هاي جدید در حال انجام اس��ت. البته لازم به ذکر 
است که کاربرد این آزمون ها باید با در نظر گرفتن ملاحظات 
اخلاقي، اجتماعي و قانون��ي انجام پذیرفته و نیاز به طراحي 

الگوریتم هاي خاص در این رابطه وجود دارد. 
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