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Περίληψη
Περιγράφουμε δύο μεθόδους απομόνωσης εμπύρηνων εμβρυϊκών ερυθρών αιμοσφαιρίων από το περιφερι-
κό αίμα εγκύων γυναικών, οι οποίες θα μπορούσαν να χρησιμοποιηθούν για πρώιμο προγεννητικό έλεγχο.
Στην πρώτη ομάδα χρησιμοποιήθηκε μαγνητικός διαχωρισμός. Έγινε λήψη περιφερικού αίματος από 20
έγκυες γυναίκες 8 έως 14 εβδομάδων κύησης. Ακολούθησε επεξεργασία, λήψη της υπόλευκης στοιβάδας
των μονοκυττάρων, επώαση με μονοκλωνικό αντίσωμα έναντι της γλυκοφορίνης Α και μαγνητικός διαχω-
ρισμός. Στη συνέχεια προστέθηκε μονοκλωνικό αντίσωμα έναντι της γ-αλυσίδας της αιμοσφαιρίνης και
ακολούθησε εξέταση και καταμέτρηση των θετικών εμπύρηνων εμβρυϊκών ερυθρών. Οι εγκυμοσύνες ήταν
μεταξύ της 8ης έως της 14ης εβδομάδας (μέση εβδομάδα κύησης 10.8). Ο μέσος όρος ηλικίας των εγκύων
ήταν 28.1 (από 21 έως 34 χρονών). Ο αριθμός των εμπύρηνων εμβρυϊκών ερυθρών κυττάρων που ανιχνεύ-
θηκαν στο οπτικό μικροσκόπιο ήταν από 0 έως 18, με μέσο όρο 7.2, SD 5.2 και SEM 1.17. Το ποσοστό ανί-
χνευσης κυττάρων ήταν 90% (18/20). Για την πραγματοποίηση του πειράματος με κυτταρομετρία ροής
έγινε λήψη 20 ml αίματος από 15 έγκυες γυναίκες, με ηλικία κύησης από 8 έως 14 εβδομάδες. Ακολούθησε
φυγοκέντρηση και αφαίρεση της στοιβάδας  των PBMCs. Στη συνέχεια έγινε επώαση ποσότητας του δείγ-
ματος με συγκεκριμένα αντιγόνα το CD 45 ECD, το CD 41 PE, τη GlycA PE και το IGγ-FITC. Ο πληθυ-
σμός των κυττάρων που απομονώσαμε δηλαδή ήταν CD 45-, CD41-, GlycA + και  anti γ+ και περιέχει τα
εμπύρηνα εμβρυϊκά ερυθρά. O τελικός αριθμός του πληθυσμού των απομονωμένων κυττάρων είχε μέση
τιμή 1138 (363-2560), SD 631.6 και SEM 163. Το ποσοστό των απομονωμένων κυττάρων σε σχέση με τον
αρχικό πληθυσμό ήταν  από 0.8% έως 4.2% (μέση τιμή 1.7%, SD 0.6). Η έρευνα μας αποσκοπούσε στην
ακριβή αναγνώριση των εμβρυϊκών εμπύρηνων ερυθρών στην κυκλοφορία της μητέρας. Παρά τις δυσκο-
λίες φαίνεται πως τα πρωτόκολλά μας συντέλεσαν στην απομόνωση με επιτυχία των λίγων εμπύρηνων
εμβρυϊκών ερυθρών από το αίμα των εγκύων στα περισσότερα δείγματα. 

Λέξεις κλειδιά:μαγνητικός διαχωρισμός, κυτταρομετρία ροής, εμπύρηνα ερυθρά, προγεννητικός έλεγχος
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Εισαγωγή
Η ανάπτυξη μίας αξιόπιστης, εύκολα πραγματοποι-
ήσιμης και προσιτής οικονομικά μη επεμβατικής
μεθόδου απομόνωσης εμβρυϊκών κυττάρων από το
αίμα της εγκύου θα καταστήσει δυνατή την προγεν-
νητική διάγνωση σε όλο τον πληθυσμό. Παρά την
εκτεταμένη έρευνα όμως, έως τώρα δεν έχει προ-
κύψει μία ικανοποιητική και κλινικά αποδεκτή μέ-
θοδος. Γι' αυτό το σκοπό έχουν χρησιμοποιηθεί κα-
τά καιρούς διάφοροι τύποι κυττάρων όπως τα
εμπύρηνα ερυθρά, τα λευκοκύτταρα, οι τροφοβλά-
στες, τα αιμοποιητικά προγεννητικά κύτταρα και το
ελεύθερο DNA. Εξαιτίας της σπανιότητας των εμ-
βρυϊκών κυττάρων στην κυκλοφορία της μητέρας, η
ποσοτική ανάλυση της κατανομής τους στην μητρι-
κή κυκλοφορία αποτελεί ακρογωνιαίο λίθο στην
ανάπτυξη μεθόδων για μη επεμβατική προγεννητι-
κή διάγνωση. Είναι επίσης απαραί¬τητο να καθορι-
σθεί η καταλληλότερη χρονική στιγμή κατά τη
διάρκεια της εγκυμοσύνης για τη λήψη του αίματος
από την έγκυο ώστε να μεγιστοποιηθεί η πιθανότη-
τα απομόνωσης των εμβρυϊκών κυττάρων. Θα πρέ-
πει να απομονωθεί ικανός αριθμός ώστε να είναι
εφικτή η διάγνωση. Η λήψη αίματος στο πρώτο τρί-
μηνο είναι σαφώς πιο επιθυμητή ώστε να γίνει η
διάγνωση έγκαιρα, μειώνοντας την αγωνία του ζευ-
γαριού αλλά και δίνοντας τη δυνατότητα διακοπής
της εγκυμοσύνης στο πρώτο τρίμηνο εάν υπάρχει
πρόβλημα.
Η έρευνα μας αποσκοπεί στην ακριβή αναγνώριση
των εμβρυϊκών εμπύρηνων ερυθρών στην κυκλοφο-
ρία της μητέρας στο πρώτο τρίμηνο της εγκυμοσύ-
νης με τη χρήση μαγνητικού διαχωρισμού και κυτ-
ταρομετρίας ροής. Προσδιορίζουμε όλα τα εμπό-
δια που δυσκόλεψαν τις προσπάθειες μας ώστε να
ορίσουμε μία αξιόπιστη μέθοδο για μη επεμβατική
απομόνωση εμβρυϊκών κυττάρων. Παρά τις δυσκο-
λίες φαίνεται πως, τα πρωτόκολλα μας με το μα-
γνητικό διαχωρισμό και την κυτταρομετρία ροής
και με τον πρωτότυπο συνδυασμό αντισωμάτων
διαχωρισμού, συντελούν στην απομόνωση με επιτυ-
χία των λίγων εμπύρηνων εμβρυϊκών ερυθρών από
το αίμα των εγκύων στα περισσότερα δείγματα.

Υλικά και Μέθοδοι

Η απομόνωση των εμπύρηνων ερυθρών εμβρυϊκών
αιμοσφαιρίων από το αίμα της εγκύου έγινε με δύο
μεθόδους: με μαγνητικό διαχωρισμό  και με κυττα-
ρομετρία ροής. Για την πραγματοποίηση των  πει-
ραμάτων με τη μέθοδο του μαγνητικού διαχωρι-
σμού έγινε λήψη 20 ml φλεβικού περιφερικού αί-

ματος, από 20 έγκυες γυναίκες με ηλικία κύησης
μεταξύ 8ης και 14ης εβδομάδας. Στη συνέχεια έγι-
νε βαθμίδωση της πυκνότητας με hystopaque 1119
και παραλήφθηκε η υπόλευκη στιβάδα των μονο-
κυττάρων. Ακολούθησε επώαση των κυττάρων με
μονοκλωνικό αντίσωμα  έναντι της γλυκοφορίνης
Α, (DakoCytomation, IGg1,kappa) για 30 λεπτά.
Μετά από συστηματική έκπλυση  τα κύτταρα επωά-
σθηκαν με  anti-mouse αντίσωμα (Gerlinde
Kisker), για 20 min το οποίο ήταν συνδεδεμένο με
μαγνητικά σφαιρίδια (ΜΑCS) και στη συνέχεια
διαχωρίστηκαν με τη βοήθεια μαγνήτη, ο οποίος
τοποθετήθηκε στην περιφέρεια του σωλήνα. Η δια-
δικασία διαχωρισμού με τη βοήθεια του μαγνήτη
επαναλήφθηκε ακόμη μια φορά. Μόνο τα εμπύρη-
να ερυθρά αιμοσφαίρια, τόσο μητρικής, όσο και
εμβρυϊκής προέλευσης συγκρατήθηκαν από το μα-
γνήτη, ενώ τα υπόλοιπα κύτταρα απομακρύνθηκαν.
Στη συνέχεια προστέθηκε μονοκλωνικό αντίσωμα
έναντι της γ-αλυσίδας της αιμοσφαιρίνης (Kortex).
Τα κύτταρα επωάσθηκαν για 20 min ακολούθησε
πλύση με διάλυμα PBS.
Στη συνέχεια τα κύτταρα παραλήφθηκαν σε αντι-
κειμενοφόρους πλάκες όπου εξετάσθηκαν προσε-
κτικά κάτω από το ηλεκτρονικό μικροσκόπιο για
την ανεύρεση και καταμέτρηση των εμπύρηνων
ερυθρών αιμοσφαιρίων (εικόνα 1).
Για την πραγματοποίηση του πειράματος με κυττα-
ρομετρία ροής χρησιμοποιήσαμε κυτταρόμετρο
ροής της εταιρείας Beckman Coulter τύπου EPICS
XL- MCL. Aρχικά έγινε λήψη 20 ml αίματος από
15 έγκυες γυναίκες, με ηλικία κύησης από 8 έως 14
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Εικόνα 1: Εμπύρηνα ερυθρά αιμοσφαίρια μετά από
απομόνωση από το μητρικό αίμα με χρώση με αντί-
σωμα για την αλυσίδα γ της αιμοσφαιρίνης Χ 1000.
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εβδομάδες. Ακολούθησε φυγοκέντρηση και αφαι-
ρέθηκαν 15 ml από τη ζώνη των PBMCs
(peripheral blood mononuclear cells). Ακολούθησε
επώαση ποσότητας του δείγματος με συγκεκριμένα
αντισώματα για 20 λεπτά στο σκοτάδι. Τα αντισώ-
ματα προήλθαν από την εταιρεία Beckman Coulter
και είναι το CD 45 ECD (ετονιδράτη- δείκτης όλων
των λευκών αιμοσφαιρίων), το CD 41 PE (φυκοε-
ρυθρίνη- δείκτης αιμοπεταλίων), η GlycA PE (γλυ-
κοφορίνη Α- δείκτης των ερυθρών αιμοσφαιρίων)

και το anti γ-FITC (δείκτης των ερυθρών αιμο-
σφαιρίων του εμβρύου). Με το πρώτο αντίσωμα
έγινε αρνητικός διαχωρισμός και αποκλείσθηκαν
όλα τα λευκά αιμοσφαίρια που τυχόν βρίσκονταν
στο δείγμα μας. Αρνητικός διαχωρισμός έγινε και
με το δεύτερο αντίσωμα καθώς έτσι αποκλείσθη-
καν από το δείγμα και όλα τα αιμοπετάλια. Στη συ-
νέχεια ακολούθησε θετικός διαχωρισμός των εμπύ-
ρηνων εμβρυϊκών ερυθρών με τα δύο τελευταία
αντισώματα. Ο πληθυσμός των κυττάρων που απο-
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Πίνακας 1: Αποτελέσματα μετρήσεων των εμπύρηνων εμβρυϊκών κυττάρων στο  δείγμα περιφερικού αίμα-
τος εγκύων γυναικών με μαγνητικό διαχωρισμό (+ Standard deviation, * Standard error of mean)

Αριθμός εμπύρηνων εμβρυϊκών ερυθρών Εβδομάδα κύησης Ηλικία εγκύου
(χρόνια)
Mean 7.2 10.8 28.1
SD+ 5.2 1.7 3.69
Sem* 1.17 0.39 0.82

Πίνακας 2: Αποτελέσματα μετρήσεων των εμπύρηνων εμβρυϊκών κυττάρων στο  δείγμα περιφερικού αίμα-
τος εγκύων γυναικών με μαγνητικό διαχωρισμό.

Περιστατικό Αριθμός εμπύρηνων Εβδομάδα κύησης Ηλικία εγκύου
εμβρυϊκών ερυθρών (χρόνια)

1 8 12 30
2 4 13 32
3 5 14 28
4 3 14 21
5 6 10 25
6 4 9 26
7 2 10 25
8 1 12 29
9 0 10 33
10 12 9 30
11 9 13 28
12 11 10 34
13 6 9 31
14 14 11 27
15 4 10 29
16 0 12 22
17 18 9 24
18 12 11 34
19 14 10 26
20 12 8 28
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μονώσαμε ήταν δηλαδή CD 45-, CD41-, GlycA +
και  anti γ+ και περιείχε τα εμπύρηνα εμβρυϊκά
ερυθρά (εικόνα 2). 

Αποτελέσματα

Στη πρώτη ομάδα της μελέτη μας με μαγνητικό δια-
χωρισμό συμμετείχαν 20 έγκυες γυναίκες, χαμηλού
κινδύνου για σύνδρομο DOWN με βάση την ηλικία
τους. Επίσης συμμετείχαν και έξι μη έγκυες γυναί-
κες χωρίς ιστορικό κύησης στο παρελθόν σαν ομά-
δα ελέγχου. Οι εγκυμοσύνες ήταν μεταξύ της 8ης
έως τη 14η εβδομάδας (μέση εβδομάδα κύησης
10.8). Ο μέσος όρος ηλικίας των εγκύων ήταν 28.1
(από 21 έως 34 χρονών). Ο αριθμός των εμπύρη-
νων εμβρυϊκών ερυθρών κυττάρων που ανιχνεύθη-
καν στο οπτικό μικροσκόπιο ήταν από 0 έως 18, με
μέσο όρο 7.2, SD 5.2 και SEM 1.17 (εικόνα 1). Το
ποσοστό ανίχνευσης κυττάρων ήταν 90% (18/20).
Στην ομάδα ελέγχου των έξι γυναικών που δεν
ήταν έγκυες αλλά και δεν είχαν ιστορικό εγκυμο-
σύνης στο παρελθόν δεν βρέθηκαν θετικά εμπύρη-
να ερυθρά κύτταρα. Τα αποτελέσματα φαίνονται

αναλυτικά στους πίνακες 1 και 2. 
Στη δεύτερη ομάδα μελέτης μας με κυτταρομετρία
ροής συμμετείχαν 15 έγκυες γυναίκες, χαμηλού
κινδύνου για σύνδρομο DOWN με βάση την ηλικία
τους. Οι εγκυμοσύνες ήταν μεταξύ της 8ης έως τη
14η εβδομάδα (μέση ηλικία κύησης 10 εβδομάδες).
Ο μέσος όρος ηλικίας των εγκύων ήταν 26 (19-32).
O μέσος χρόνος διάρκειας της κυτταρομετρίας
ροής ήταν 118.3 λεπτά (98-139). Όσον αφορά τον
τελικό αριθμό του πληθυσμού των απομονωμένων
κυττάρων αυτός είχε μέση τιμή 1138 (363-2560), SD
631.6 και SEM 163. Το ποσοστό των απομονωμέ-
νων κυττάρων σε σχέση με τον αρχικό πληθυσμό
είναι από 0.8% έως 4.2% (μέση τιμή 1.7%, SD 0.6)
Τα αποτελέσματα φαίνονται αναλυτικά στους πί-
νακες 3 και 4.
Η στατιστική ανάλυση έγινε με το πρόγραμμα
graph pad instat και χρησιμοποιήθηκε το Pearson
correlation. Δεν βρέθηκε στατιστικά σημαντική συ-
σχέτιση μεταξύ του αριθμού των εμπύρηνων εμβρυ-
ϊκών κυττάρων και της εβδομάδας κύησης σε καμία
από τις δύο ομάδες γυναικών (στην ομάδα της κυτ-
ταρομετρίας ροής  p=0.1 και στην ομάδα του μα-
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Πίνακας 3: Αποτελέσματα μετρήσεων των εμπύρηνων εμβρυϊκών κυττάρων στο  δείγμα περιφερικού αίμα-
τος εγκύων γυναικών με κυτταρομετρία ροής

Δείγμα Εβδομάδα Ηλικία εγκύου Αριθμός Αριθμός Αριθμός Συνολικός Ποσοστό
κύησης (χρόνια) κυττάρων κυττάρων κυττάρων Χρόνος απομονωμένων

CD45+/ μml CD45+/ μml GlycA+ μεθόδου κυττάρων
Αnti γ+ (λεπτά) (%)

/μml
1 9 22 36978 356 486 115 1.3
2 11 31 29685 228 363 110 1.2
3 13 28 179703 797 2029 99 1.1
4 10 32 47805 122 477 111 0.9
5 14 23 134325 456 1049 102 0.8
6 8 25 125256 546 1025 125 0.8
7 12 24 148325 325 2560 132 1.7
8 10 19 57236 745 998 128 1.7
9 9 25 45903 236 689 102 1.5
10 8 24 25945 325 865 105 3.3
11 11 23 65825 645 985 139 1.5
12 12 22 78256 526 1123 103 1.4
13 13 29 36852 586 1562 125 4.2
14 11 31 85363 456 1985 92 2.3
15 12 32 78965 232 875 98 1.1
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γνητικού διαχωρισμού p=0.07).

Συζήτηση

Στην πρώτη ομάδα γυναικών ερευνήσαμε τη χρήση
του αρνητικού μαγνητικού διαχωρισμού ώστε  να
διαχωρισθούν τα εμβρυϊκά εμπύρηνα ερυθρά από
τα ερυθρά της εγκύου. Μετά το διαχωρισμό των
εμπύρηνων κυττάρων προχωρήσαμε σε επώαση
των κυττάρων με το μονοκλωνικό αντίσωμα (
mouse anti human ) έναντι της γλυκοφορίνης Α, το
οποίο υπερέχει φανερά έναντι άλλων αντισωμάτων
όπως το anti- CD45, anti CD-36, anti- CD 71, HAE
9 και anti-I όσον αφορά την καθαρότητα του λαμ-
βανόμενου πληθυσμού 1,2.
Επειδή ανάμεσα στα εμβρυϊκά εμπύρηνα ερυθρά
ανευρίσκονται και μητρικά εμπύρηνα ερυθρά 3,4

προχωρήσαμε και σε δεύτερο διαχωρισμό ώστε να
απομονώσουμε τα εμβρυϊκά κύτταρα. Αυτό επιτεύ-
χθηκε με την επίστρωση των εμπύρηνων ερυθρών
σε αντικειμενοφόρο πλάκα και την επώασή τους με
το μονοκλωνικό αντίσωμα έναντι της γ αλυσίδας
της αιμοσφαιρίνης. Η εμβρυϊκή αιμοσφαιρίνη είναι
η κυρίαρχη κυτταροπλασματική πρωτεΐνη, η οποία
ανευρίσκεται στα εμβρυϊκά ερυθροκύτταρα μετά
τις 7 εβδομάδες κύησης. Παρόλο που η εγκυμοσύ-
νη ενεργοποιεί την σύνθεση μικρής ποσότητας εμ-
βρυϊκής αιμοσφαιρίνης στη μητέρα, η ποσότητα της
αλυσίδας γ που παράγεται ανά κύτταρο είναι πολύ
μεγαλύτερη στο έμβρυο. Συγκριτικές μελέτες για
την παραγωγή ε και ζ αλυσίδων της εμβρυϊκής αι-
μοσφαιρίνης έδειξαν ότι υπάρχει απότομη πτώση
της ανίχνευσης αυτών των αλυσίδων μετά τις 13 και
14 εβδομάδες κύησης ακόμη και σε χρωμοσωμικές
ανωμαλίες 5,6,7. Αντίθετα, υπάρχει σημαντική αύξη-
ση της ποσοτικής ανίχνευσης για την αλυσίδα γ στο
πρώτο τρίμηνο και μικρή σταδιακή πτώση στο δεύ-

τερο σε φυσιολογικά έμβρυα, ενώ υπάρχει συνεχής
αύξηση σε χρωμοσωμικές ανωμαλίες. Φαίνεται
λοιπόν ότι η χρήση του μονοκλωνικού αντισώματος
της αλυσίδας γ αναγνωρίζει μεγαλύτερο αριθμό
εμπύρηνων εμβρυϊκών κυττάρων, δίνοντας τη δυ-
νατότητα να  αναγνωρίζονται ευκολότερα 5,6,7.
Εξετάσαμε τα κύτταρα στο οπτικό μικροσκόπιο με
βάση τα μορφολογικά χαρακτηριστικά των εμπύρη-
νων εμβρυϊκών ερυθρών, δηλαδή το στρογγυλό πυ-
ρήνα, το μεγάλο μέγεθος του κυττάρου, το χαρα-
κτηριστικά χρωματισμένο κυτταρόπλασμα και πε-
ριφερική φωτεινότητα του κυτταροπλάσματος 1,8,9.
Είναι γνωστό πως η συχνότητα των εμβρυϊκών
εμπύρηνων ερυθρών στο μητρικό αίμα υπολογίζε-
ται να είναι 1 με 10 κύτταρα ανά ml μητρικού αίμα-
τος10 και πως η συχνότητα είναι ένα εμπύρηνο εμ-
βρυϊκό ερυθρό ανά 106 με 107 μητρικά κύτταρα
στο περιφερικό αίμα της μητέρας 11,12. Ο μέσος
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Πίνακας 4: Αποτελέσματα μετρήσεων των εμπύρηνων εμβρυϊκών κυττάρων στο  δείγμα περιφερικού αίμα-
τος εγκύων γυναικών με κυτταρομετρία ροής (+ Standard deviation, * Standard error of mean)

Εβδομάδα Ηλικία εγκύου Αριθμός Αριθμός Αριθμός Ποσοστό Συνολικός
κύησης (χρόνια) κυττάρων κυττάρων κυττάρων απομονωμένων Χρόνος

CD45+/ μml CD45+/ μml GlycA+ κυττάρων μεθόδου
Αnti γ+ (%) (λεπτά)

/μml
Mean 10 26 78472 438.5 1138 1.7 118.3
SD+ 1.8 4.17 47579 201.5 631.6 0.6 18.2
Sem* 0.47 1.078 12285 52 163.08 0.34 4.7

Εικόνα 2: Τα απομωνομένα εμπύρηνα εμβρυϊκά
κύτταρα μετά την τελική ανάλυση της κυτταρομε-
τρίας ροής (CD 45-, CD41-, GlycA + και  anti γ+).
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αριθμός 7, των εμπύρηνων εμβρυϊκών κυττάρων
που βρέθηκαν κατά την καταμέτρηση, έρχεται σε
συμφωνία με τους περισσότερους μελετητές είτε
χρησιμοποίησαν μαγνητικό διαχωρισμό είτε κυττα-
ρομετρία ροής 13,14,15,16,17.
Στο δεύτερο πρωτόκολλο της μελέτης μας  χρησι-
μοποιήσαμε κυτταρομετρία ροής (flow cytometry)
με συγκεκριμένο συνδυασμό αντισωμάτων τα
οποία με αρνητικό και θετικό διαχωρισμό, επιτρέ-
πουν την απομόνωση πληθυσμού κυττάρων, με αρ-
κετά υψηλή καθαρότητα, όσον αφορά την περιεκτι-
κότητα σε εμπύρηνα εμβρυϊκά κύτταρα 18,19,20,21,22.
Ο αρνητικός διαχωρισμός επιτεύχθηκε με τα μονο-
κλωνικά αντισώματα για τα αντιγόνα CD45 και
CD41. Το πρώτο αποτελεί το αντιγόνο για τα λευ-
κοκύτταρα 18,22 ενώ το δεύτερο αντιγόνο απομα-
κρύνει τα αιμοπετάλια 19,22. Με την απομάκρυνση
των λευκοκυττάρων και των αιμοπεταλίων βελτιώ-
νεται η συχνότητα των σπάνιων εμβρυϊκών εμπύρη-
νων κυττάρων, και μειώνεται ο χρόνος που απαι-
τείται για την κυτταρομετρία καθώς μικρότερος
αριθμός κυττάρων πρέπει να περάσει από το κυτ-
ταρόμετρο. Στη συνέχεια για να επιτευχθεί καθα-
ρότητα στο δείγμα μας χρησιμοποιήσαμε συνδυα-
σμό θετικού διαχωρισμού με αντισώματα για τα
αντιγόνα GPA και την αιμοσφαιρίνη γ. To αντιγό-
νο GPA υπάρχει μόνο στη σειρά των ερυθροκυττά-
ρων3,21.  Μελέτες έχουν δείξει πως το αντίσωμα
έναντι της γλυκοφορίνης Α έχει μεγαλύτερη ειδικό-
τητα έναντι του αντισώματος για το αντιγόνο CD71
20. Το γεγονός ότι ανάμεσα στα εμβρυϊκά εμπύρη-
να ερυθρά ανευρίσκονται και μητρικά εμπύρηνα
ερυθρά 3,7 μας οδήγησε στο να προχωρήσουμε και
σε δεύτερο διαχωρισμό με τη χρησιμοποίηση του
μονοκλωνικού αντισώματος έναντι της γ αλυσίδας
της αιμοσφαιρίνης 21,22. Τα θετικά αντιδρώντα στο
αντίσωμα έναντι της  γ αλυσίδας κύτταρα αποτε-
λούν πλέον με βεβαιότητα εμπύρηνα ερυθρά του
εμβρύου. Τελικά λαμβάνεται πληθυσμός κυττάρων
με όσο το δυνατό μικρότερη επιμόλυνση από μητρι-
κά κύτταρα. Ο πληθυσμός των κυττάρων που απο-
μονώνουμε είναι δηλαδή CD 45-, CD41-, GlycA +
και  anti γ +. Το μοναδικό ίσως μειονέκτημα που
μπορεί να παρουσιασθεί με το anti-γ αντίσωμα εί-
ναι πως σε γυναίκες με στίγμα μεσογειακής αναι-
μίας αυξάνει η σύνθεση των γ αλυσίδων και ίσως
και ο αριθμός των αιμοσφαιρίων μητρικής προέ-
λευσης τα οποία είναι IGγ + 21,23. Έτσι ίσως εξη-
γείται ο αυξημένος τελικός αριθμός κυττάρων στα
δείγματα 3 και 7, όπου οι έγκυες είχαν στίγμα με-
σογειακής αναιμίας24. Όσον αφορά τον αριθμό
των κυττάρων που απομονώσαμε στο τελικό δείγμα

ο μέσος όρος τους ήταν 1138 και σίγουρα εξακο-
λουθεί να υπάρχει επιμόλυνση από ερυθροβλάστες
μητρικής προέλευσης. Υπάρχουν διάφορες μελέτες
με κυτταρομετρία ροής στις οποίες χρησιμοποιού-
νται διάφοροι συνδυασμοί  αντισωμάτων και οι
οποίες παρουσιάζουν στατιστικά παρόμοια με
εμάς αποτελέσματα 21,23,25,26. 
Οι μέθοδοι μαγνητικού διαχωρισμού και κυτταρο-
μετρία ροής που επιλέξαμε είναι ταχείες, φθηνές
και μπορούν να πραγματοποιηθούν με 20 ml περι-
φερικού αίματος. Χρησιμοποιήσαμε ικανό αριθμό
αντισωμάτων τα οποία  δίνουν τη δυνατότητα αξιό-
πιστης απομόνωσης καθαρών εμβρυϊκών ερυθρο-
βλαστών. Η καθαρότητα του δείγματος κυττάρων η
οποία  εξασφαλίζεται με τον συνδυασμό αντισωμά-
των διαχωρισμού που χρησιμοποιήσαμε καθιστούν
τη μέθοδο μας αρκετά ελκυστική, εάν συνδυαστεί
με  PCR στο τελικό δείγμα κυττάρων για προγεν-
νητική διάγνωση.

Magnetic cell sorting and flow
cytometry for the detection fetal
nucleated red cells in maternal
circulation during the first trimester
of pregnancy
A. Daniilidis1, K.Kouzi2, M.Mavromichali3, G.Koliakos4,
N.Tsagias5, J.Tzafettas6

1Obstetrician Gynecologist and Scientific Associate in the 2nd
Department of Obstetrics and Gynecology Hippokratio
University Hospital of Thessaloniki
2Associated Professor of Histology and Embryology Aristotle
University of Thessaloniki
3Pediatrician Scientific Associate 1st Department of
Neonatology Hippokratio University Hospital of Thessaloniki
4Associated Professor in Biochemistry Aristotle University of
Thessaloniki
5Biologist and Scientific Associate in Biochemistry Aristotle
University of Thessaloniki
6Professor in 2nd Department of Obstetrics and Gynecology
Hippokratio University Hospital of Thessaloniki

Correspondence: Dainilidis A.,
9 Smirnis str., Thessaloniki
Τel.: +30 2310559711, 
E-mail: angedan@hotmail.com

Δανιηλίδης  και συν.Μαγνητικός Διαχωρισμός και Κυτταρομετρία Ροής

290

DANIHLIDHS  29/9/2008  10:57 πμ  Σελίδα290



Summary
We describe two methods for isolation of nucleated
fetal red blood cells from peripheral maternal
blood. These cells could be used for early prenatal
diagnosis. For the first group of the study we used
MACS. The twenty pregnant women who
participated in the first group were between 8 and
14 weeks of gestation (mean 10.8), and had low risk
for Down syndrome according to their age (between
21 to 34 years old and mean 28.1). We have used 20
mls from maternal peripheral blood. After gradient
centrifugation and removal of the mononuclear cell
layer we have performed magnetic cell sorting twice
by using the glycophorin A antibody and secondary
antibody conjugated with magnetic beads. The
positive cells have been held on the magnet and
were maternal and fetal red cells. We have then
added on the positive cells the monoclonal antibody
for γ-chain and the fetal nucleated erythrocytes
have been measured under light microscope. The
number of fetal erythrocytes we have counted was
between 0 and 18, with mean number of 7.2, SD 5.2
and SEM 1.17. We have managed to find these cells
in 18 out of 20 cases (90%). 
The second group of women who participated in
our study consisted of 15 pregnant women between
8 and 14 weeks of gestation. In this group we used
20 mls of peripheral maternal blood and performed
flow cytometry. After gradient centrifugation and
removal of the mononuclear cell layer we added the
antibodies CD 45 ECD, CD 41 PE, GlycA PE and
anti γ-FITC and performed flow cytometry. The
isolated population of cells was CD45-, CD41-,
GlycA+, IGγ+ and contains the nucleated red
blood fetal cells. The mean number of the isolated
cells were 1138 (363-2560), SD 631.6 and SEM 163.
The percentage of the isolated cells to the total cell
population was 0.8% to 4.2% (mean 1.7%, SD 0.6)
The aim of our study was to identify the nucleated
red fetal blood cells in maternal blood. We have
identified all the obstacles encountered in our
experiments and we have finally managed to
develop a reliable method for non invasive isolation
of fetal cells from maternal peripheral blood.
Despite the difficulties our current protocols seem
to enable the isolation of the few nucleated fetal red
blood cells from the maternal circulation in most
samples.

Key words: magnetic cell sorting, flow cytometry, nucleated fetal
erythrocytes, prenatal diagnosis
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