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اي را ترين علت عقب ماندگي ذهني در بين تولدهاي زنده است كه شيوع و بروز افزايش يابندهسندرم داون شايع
تواند ميزان تولد آن بنابراين غربالگري موثر و به موقع پيش از تولد اين اختلال مي. هددهاي اخير نشان ميدر سال

- اند كه موفقهاي غربالگري غير تهاجمي بسياري معرفي شدهدر اين راستا روش. را به طور چشمگيري كاهش دهد
هاي مختلفي مبتني بر توالي هايدر اين راستا روش. اندجنيني در خون مادر بهره بردهآزاد  DNAترين آنها از 

ارائه و  Mass spectrometryو  Digital PCRهايي همچون ها و يا استفاده از تكنيكمورفيسمتكراري يا پلي
موجود كل  DNAجنيني از  DNAروش موثر براي جداسازي  دو اما در ميان مطالعات انجام شده، . معرفي شدند

هاي مبتني بر تفاوت الگوي اند كه شامل روشمورد توجه قرار گرفته همه در سرم مادر وجود دارند كه بيش از
در اين مطالعه سعي بر آن است كه پس از مروري اجمالي بر . است DNAيابي متيلاسيون مادري و جنيني و توالي

دو  هاي انجام شده درهاي تهاجمي و غير تهاجمي غربالگري سندرم داون، به تفصيل در مورد تكنيكانواع روش
  .روش فوق پرداخته شود
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   مقدمه
ترين علت ژنتيكي عقب ماندگي ذهني و سندرم داون رايج

ناهنجاري كروموزومي در تولدهاي زنده است كه با افزايش سن 
ويژه در كشور ما افزايش ه باروري در زنان ميزان شيوع آن ب

تولد  10000در هر  11- 14ميزان شيوع اين سندرم، . يافته است
هاي مبتلا به سندرم ختم حاملگيبدون در نظر گرفتن . است

 در يكها تقريبا اين سندرم در همه جمعيت داون، ميزان بروز
  درصد 40قريب به  .)Hulten et al. 2003(تولد است  634

برداري از پرزهاي يا نمونه يفاصل زمان ها در حدحاملگي
 Morris et(شوند و تولد خودبخود سقط مي )CVS (كوريوني 

al. 1999( . ض در اين سندرم نوع علائم و عوار 80بيش از
شاخص شناسايي اوليه اين بيماران شامل عقب . شودمشاهده مي

ه ماندگي ذهني خفيف تا متوسط و عقب ماندگي رشد فيزيكي ب
جمله صورت صاف و پهن،  علاوه مشخصات ويژه صورتي از

زبان بزرگ، پل بيني پهن، چانه كوچك، شيار ميموني كف دست، 
 .Weijerman et al(باشد هاي مغولي ميگردن كوتاه و چشم

از جمله مهمترين عوارض اين سندرم بيماري مادرزادي . )2010
، ١قلبي، آترزي يا تنگي دوازدهه، مقعد سوراخ نشده يا بسته

يا شلي عضلاني، نقايص سيستم بيماري هيرشپرونگ، هيپوتوني 
باشد ايمني، افزايش خطر بروز لوكمي و بيماري آلزايمر، مي

)Epstein et al. 1991( .علاوه، به دليل عدم تعادل مفصل ه ب
atlantoaxial   شود، اين بيماران مشاهده مي درصد 20كه در
است  درصد 1- 2طناب نخاعي حدود  خطر صدمات

)Weijerman et al. 2010( .  
   21غربالگري غير تهاجمي سنتي پيش از تولد تريزومي 

در حال حاضر غربالگري براي اين سندرم به دو صورت 
افرادي كه . انجام مي شود) 1جدول ( ٣و غيرتهاجمي ٢تهاجمي

شان مثبت شده است براي انجام آزمون غربالگري غير تهاجمي
 .شوند تا تشخيص قطعي انجام گيردمي كانديدهاي تهاجمي روش

هاي غيرتهاجمي فعلي تعدادي از ماركرهاي بيوشيميايي در روش
رافي مورد توجه هاي سونوگدر خون مادر همراه با يا بدون بررسي

در تخمين ميزان خطر در همه اين . گيردگيري قرار ميو اندازه

                                                            
1 Imperforated anus 
2 Invasive 
3 Non-invasive 

 شودنيز در نظر گرفته مي) سال 35بالاي (ها سن مادر روش

جمله مهمترين ماركرهاي سونوگرافيكي كه در  از. )1جدول (
گيرد گيري قرار ميها مورد توجه و اندازههاي غربالگريبرنامه

در  NTاندازه طبيعي . است NTيا  ٤گردني ميزان شفافيت پشت
باشد كه متر ميميلي 2-6/2بين  11- 13هاي حد فاصل هفته

و  18/  13آن با افزايش خطر سندرم ترنر، تريزومي  افزايش اندازه
 Snijders et(ها نيز علاوه بر سندرم داون همراه است تريپلوئيدي

al. 1999( . با اين وجودNT  تنها يك ماركر اختصاصي براي
اختلالات كروموزومي نيست و حتي در صورت طبيعي بودن 

به حد بالاتر از  NTساير ماركرهاي غربالگري، افزايش ميزان 
ميزان تولد نوزاد سالم را به طور كلي كاهش  درصد 95صدك 

ها و با افزايش ميزان فراواني سندرم NTافزايش ميزان . دهدمي
ويژه نقايص قلبي و عروقي ه هاي متعدد ژنتيكي ببدشكلي

با اين . )Bahado-Singh et al. 2005(همراهي نشان داده است 
يك  NT وجود اين نكته نيز قابل تاكيد است كه  افزايش كم

تمامي  درصد 90شود و در حدود بدشكلي در نظر گرفته نمي
متر است ميلي 5/4كمتر از  NTهايي كه در آنها ميزان حاملگي

انواع  در صورت تركيب .شوندمنجر به تولد نوزاد سالم مي
-غربالگري فوق، ميزان كلي مبتلايان به سندرم داوني كه يافت مي

براي . رسدمي درصد 93، به درصد 5شوند  با ميزان غربال مثبت 
الذكر هاي بيوشيميايي فوقتعيين ميزان خطر علاوه بر نتايج تست

و ماركرهاي سونوگرافي، اطلاعات دموگرافيك مادر شامل سن، 
افزار وزن، سن حاملگي، وضعيت ديابتي و نژاد نيز به نرم

تمام اطلاعات بر اساس . شودغربالگري پيش از تولد داده مي
Multiple of Mediam )MoM (در واقع . شودافزار داده ميبه نرم

MoM مقادير مربوط به هر يك از ماكرها را براي ديگر متغيرها ،
. كندويژه سن حاملگي اصلاح ميه نظير وزن مادري و نژاد و ب

براي تمام ماركرهاي شيميايي به طور متوسط   MoMميزان طبيعي 
 Cut offچه خطر محاسبه شده از چنان. شوددر نظر گرفته مي 1/0 

بالاتر باشد غربالگري مثبت و چنانچه كمتر باشد منفي گزارش 
 .)Milunsky et al. 1988(شود مي

  21غربالگري تهاجمي پيش از تولد تريزومي 
 هايوپلوئيدينيغربالگري آ تهاجمي هايروش مهمترين

  نيز  تشخيصي هايكه روش جمله سندرم داون  از   كروموزومي
                                                            
4 Nuchal translucency 
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  انواع بررسي هاي سنتي غيرتهاجمي سندرم داون -1جدول 
 85ميزان مثبت كاذب با در نظر گرفتن   (%) درصد 95فاصله اطمينان 

  ميزان شناسايي موارد سندرم داون رصدد
  نوع بررسي  نحوه اندازه گيري

1.0–1.4 (1.2–1.4a)  1.2 (1.3a) 
  

NT  وPAPP-A ي دهم حاملگيدر هفته /AFP و uE3  وhCGβ   آزاد
  14-20 هايدر حدفاصل هفته Inhibin Aو 

  بررسي يكپارچه

2.4–3.0 (4.4–5.4a)  2.7 (4.9a)گيري بررسي جامع بدون اندازهNT .PAPP_A آزمايش جامع سرمي  ي دهم حاملگيدر هفته  
5.6–6.5 (5.5–6.5a)  6.1 (6.0a)NT،hCGβوآزادPAPP_A آزمايش تركيبي  ي دهم حاملگيدر انتهاي هفته  

  آزمايش چهارگانه  ي دهم حاملگيدر هفته PAPP-Aو  NTگيري بررسي جامع به جز اندازه 6.2 6.6–5.8
  آزمايش سه گانه Inhibin-Aگيري مايش چهارگانه به جز اندازهآز 9.3 9.8–8.8

  آزمايش دوگانه  14-20هاي در حدفاصل هفته AFP وآزادhCGβگيرياندازه 13.1 13.7–12.5
 NTگيري اندازه  12-13هاي در هفته NTگيرياندازه 20.0 21.4–18.6

  
  21حاملگي مبتلا به تريزومي  تغييرات ماركرهاي بيوشيميايي و سونوگرافي در -2جدول 

  غربالگري مثبت   Cut off (MoM) 21مقادير تغييريافته در حاملگي مبتلا به تريزومي  21تغيير در حاملگي مبتلا به تريزومي  سونوگرافي/تست بيوشميايي
AFP  0.4>  كاهش    

  
1.270>  
  

uE3 0.5>  كاهش  
Inhibin A  2.5<  افزايش  

hCG 2.5< افزايش  
PAPP-A 0.4> كاهش  

NT  افزايش 
 )>3 mm(  

    
 1.8-2   

 
 )Chorionic villus sampling)CVS شامل آمنيوسنتز و  باشندمي
هاي به ترتيب باشد كه در آنها كاريوتيپ جنين با گرفتن نمونهمي

در اين دو روش . مايع آمنيون و پرزهاي كوريوني تعيين مي شود
خواهد بود كه البته  درصديك و  5/0ر ميزان سقط به ترتيب براب

. تا حدود زيادي به مهارت متخصص مربوطه نيز بستگي دارد
سابقه  )الف: موارد انجام اين دو آزمايش تشخيصي عبارتند از

 35سن بالاي  )ب ؛قبلي داشتن حاملگي مبتلا به سندرم داون
و مادر حامل ترانسلوكاسيون يا جابجايي  پدر )ج ؛سال

كه در غربالگري اوليه مثبت در نظر گرفته افرادي )د ؛كروموزومي
وجود يكي از ماركرهاي اختلالات كروموزومي در ) ه و شدند
به دليل  CVS. (Shulman et al. 1993) هاي سونوگرافيبررسي

 10احتمال بروز نقايص عضوي اين  فرآيند نبايد زودتر از هفته 
با  .شودانجام مي 11- 13هاي انجام شود و معمولا حدود هفته

كشت مستقيم كوتاه مدت بافت سيتوتروفوبلاستيك پرزهاي 
جفتي كه فعالانه در حال تقسيم هستند، نتايج اوليه بررسي طي 

اما در كشت . شودگيري آماده ميروز پس از نمونه 1- 2مدت 

هاي مزانشيمال پرزهاي جفتي پاسخ بررسي بلند مدت، سلول
. انجامدبه طول ميروز  10- 14كاريوتايپ جنيني به طور معمول 

 كه اين روش توسط افراد خبره انجام نشود ممكندر مواردي
 Gnys-Wiercioch et(باشد  درصد يكست خطر سقط بيش از ا

al. 2012; Jorge P 2014( .هاي يكي از مهمترين محدوديت
شود معمولا اي كه بررسي مياين است كه نمونه CVSاستفاده از 

 اگر. شوداز بخش خارج روياني جفت يا تروفواكتودرم تهيه مي
گيرند، در چه هر دوي جفت و جنين از تخم مشابهي منشا مي

ها در ميان توزيع كروموزومي سلول) رصدد 1- 2(برخي موارد 
جفت و جنين ناهمگوني وجود دارد كه به عنوان موزائيسم 

تواند موجب ابهام در تشخيص شود كه ميكروموزومي اطلاق مي
معمولا حدود  آمنيوسنتز .)Ledbetter et al. 1992(نهايي شود 

ست به دليل تاخير در ا شود ممكنانجام مي حاملگي 15هفته 
به تاخير  19- 20انجام و پاسخ غربالگري سه ماهه دوم تا هفته 

نيز امكانپذير است اما با  15انجام اين تست زودتر از هفته . افتد
در اين . د بودخطر بيشتر سقط و كاهش مايع آمنيون همراه خواه
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مايع آمنيوتيك تهيه  هاي موجود درنوع بررسي نمونه از سلول
هاي بيوشيميايي شود و جهت انجام كاريوتايپ يا بررسيمي

يكي از مهمترين معايب آمنيوسنتز اين است كه . شودارسال مي
 هاي جنيني ممكنيابي به تعداد اندكي از سلولدليل دسته ب
از طرف ديگر عليرغم . ئيسم نباشدست قادر به تشخيص موزاا

دارد انجام و تهيه  CVSاينكه احتمال سقط كمتري نسبت به 
گيري براي حاملگي مبتلا تواند تصميمديررس پاسخ آزمايش مي

 .Gnys-Wiercioch et al)را در سنين بالاي حاملگي مشكل سازد 

) FISH(اگرچه انجام هيبريداسيون درجاي فلورسنت . (2012
روز  1- 2تري نسبت به كاريوتايپ ظرف تواند پاسخ سريعمي

-فراهم كند اما وجود ميزان نسبتا زياد موارد مثبت كاذب نتيجه

از طرف . سازد كه اغلب نياز به تاييد داردگيري را مشكل مي
روش قدرتمندي نيست در تشخيص موزائيسم  FISHديگر 

)Elsayed et al. 2013; Zhu et al. 2014(. وجود اينكه اين  با
سيت نسبتا بالايي هاي تركيبي غربالگري غيرتهاجمي حساروش

دارد اما با توجه به اين كه نياز به انجام غربالگري در سه ماهه 
دوم بارداري دارد، زمان طلايي براي دادن پاسخ به والدين جنين 

. كندو اقدامات لازم براي سقط جنين مبتلا را محدودتر مي
 درصدصديا نزديك به  صدبنابراين هنوز آزمون غيرتهاجمي 

بتواند سندرم داون را بويژه در اوايل بارداري  وجود ندارد كه
   .شناسايي كند

از طريق  21غربالگري غيرتهاجمي پيش از تولد تريزومي 
  خون مادر

هاي بسياري در جهت دستيابي و بررسي سال اخير تلاش در چند
نوكلئيك اسيدهاي آزاد شده از سلول جنيني موجود در خون 

هاي و تشخيص بيماري به منظور غربالگري) cffDNA(مادر 
هاي ژنتيكي و كروموزومي انجام گرفتهجنيني به ويژه بيماري

عليرغم تصور اوليه مبني بر غيرقابل نفوذ بودن جفت، . است
اي ميان جنين و مادر در دوران حاملگي وجود ترافيك دو طرفه

هاي غيرتهاجمي تشخيص توسعه روش. )Lo et al. 1996(دارد 
هاي جنيني در خون مادر توسط پيش از تولد با شناسايي سلول

)Bianchi et al. (1997  آغاز شد آنها نشان دادند كه ميزان انتقال
هاي جنيني جنين به مادر در آنيوپلوئيدي هاي جنيني ازسلول

پس از آن نيز مطالعات بسياري در جهت . يابدافزايش مي
هاي دار از جمله سلولهاي جنيني هستهجداسازي انواع سلول

ها و احتمالا ها، لنفوسيتدار، گرانولوسيتاريتروسيتي هسته
 ;Jackson 2003 (هاي بنيادي مزانشيمال صورت گرفت سلول

Sekizawa et al. 2007( .هاي جنيني وپلوئيدينيشناسايي برخي آ
اختصاصي  DNAهاي به كمك پروب FISHبا استفاده از 

-بندي و غنيهاي متعدد دستهزوم كه به دنبال آن روشكرومو
 Pezzolo et(رسيد شود نيز امكانپذير به نظر ميسازي انجام مي

al. 1997( .ز اما چندين مشكل بر سر راه بررسي سلول جنيني ا
اول اينكه تعداد سلول هاي . طريق خون مادري وجود داشت

- سلول در هر ميلي يك(جنيني در خون مادري بسيار كم است 

دوم، مشكلاتي است كه در جداسازي سلول  ؛)ليتر خون مادر
علاوه اينكه معمولا بررسي كروموزومي ه ب .جنيني وجود دارد

ن چندين يك هسته متراكم مربوط به سلول جنيني كه در ميا
سازد را مشكل مي سلول مادري محصور شده است تفسير نتايج

)Babochkina et al. 2005( .هاي هستهسلول از طرف ديگر بجز
ها سال در ند تا دهتوانهاي جنيني ميدار اريتروسيتي، ديگر سلول
تواند منجر به نتايج كاذب مثبت در خون مادر باقي بمانند كه مي

علاوه، كمبود ه ب. )Bianchi et al. 1997(هاي بعدي شود حاملگي
- ديگر از مهمترين محدوديت ماركرهاي اختصاصي جنيني يكي

از  .)Avent et al. 2008(هاي جنيني است هاي استفاده از سلول
توان به عنوان ماركرهاي اسيدهاي نوكلئيك آزاد در خون مي

هم چنان كه  كردستفاده غربالگري ا مناسب جهت تشخيص و
 توانند ماركر مناسبي براي غربالگري،مي اسيدهاي نوكلئيك آزاد

 Ghafouri-Fard( هاي مختلف باشندتشخيص و پيگيري سرطان

et al. 2009( .اسيدهاي نوكلئيك آزاد جنيني راه را براي  شناسايي
 جنيني از تولد اختلالات تر پيشموفق غربالگري تشخيص و
جنيني  DNAتوانستند   Lo et al. (1996)بعد يمدت. هموارتر كرد

  را زن حامله 43هاي سفيد ، پلاسما و گلبول)cffDNA(در سرم 
صورت ه جنيني ب DNAمقدار . شناسايي كنند Y-PCRبا روش 

جنيني  برابر مقداري بود كه از سلول آزاد 1000آزاد تقريبا 
- جنيني سلول DNAمنشا . آمدمادر به دست ميون موجود در خ

 اندهاي تروفوبلاست جفت هستند كه دچار آپوپتوز شده
)Alberry et al. 2007(. طي پس از همان گروه پژوهشي 

 توانمي cffDNAاز  ند كه با استفادهبسياري نشان داد مطالعات
 از جمله Xوابسته به  مانند اختلالات اختلالات جنيني برخي

    Rhesus  D  يا  Rh  وضعيت ، )Tsui  et  al.  2011(   هموفيلي
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  ه روش هاي مختلف استفاده شده در غربالگري غيرتهاجمي سندرم داون از طريق خون مادرمقايس -3جدول 

  محاسن معايب (%)ويژگي (%)حساسيت  نوع روش
Digital PCR   

  99- 97ميزان دقت شناسايي برابر 
ي  DNAفرسا، نيازمند كسر بالايي از سازي طاقتبهينه

 جنيني و در نتيجه سكوهاي اتوماتيك براي انجام
 ، نيازمند تجهيزات ويژهPCRهمزمان هزاران

ي جنيني ندارد،  DNAنياز به جداسازي 
  نياز به ژن استاندارد يا مرجع ندارد

Next generation 
sequencing (NGS) 

تجهيزات گران قيمت، عدم سهولت دسترسي، فرآيند  100-96 100-94
 سازي نمونهي آمادهپيچيده

ه جداسازي دهي سريع، نياز بامكان پاسخ
DNA ي زيادي جنيني ندارد، هزينه  

MeDIP-Real time PCR  100 100   قابل انجام در هر نقطه از دنيا، عدم نياز
قيمت و پيچيده، امكان به تجهيزات گران

دهي سريع به بيمار حتي در سه پاسخ
  ي اول بارداري، هزينه ي كمماهه

  
)Daniels et al. 2010(  و برخي اختلالات تك ژني مانندβ -

 Chiu et(، هيپرپلازي مادرزادي آدرنال )Li et al. 2005(تالاسمي 

al. 2002(  و ديستروفي ميوتونيك)Amicucci et al. 2000(  را
جنيني از هفته چهارم حاملگي قابل  DNAاگرچه . تشخيص داد

تشخيص است اما استفاده از آن براي تشخيص و غربالگري از 
جنيني  DNAغلظت . هفته هفتم حاملگي قابل قبول و اعتماد است

ليتر خون مادر ژنوم در ميلي 16اول حاملگي برابر  هدر سه ماه
 Birch et(رسد ج خود مياست كه در هفته هشتم حاملگي به او

al. 2005( . با وجود اينكه ممكن استDNA  آزاد جنيني تا چند
روز پس از ختم حاملگي در خون مادر يافت شود اما نيمه عمر 

DNA  دودقيقه است و معمولا ظرف مدت  16جنيني برابر 
شود و بنابراين ساعت پس از زايمان از خون مادر كاملا حذف مي

ندارد هاي بعدي را مشكل باقي ماندن سلول جنيني تا حاملگي
)Lo et al. 1999(.  

  آزاد جنيني در غربالگري غيرتهاجمي  RNAاستفاده از 
et al. (2000) Poon بر  علاوه  كه دادند نشانDNA ،جنيني 

RNA  شود كه در واقع ناشي از جنيني نيز در خون مادر يافت مي
 Poon(شوند هايي است كه به طور انحصاري در جفت بيان ميژن

et al. 2000( . وجودRNA  جنين پسر در خون مادر به دليل بيان
موجود در جفت بود كه شناسايي  Yهاي مختص كروموزوم ژن
پس از آن مجموعه ترانسكريپتوم جنيني حاصل از بيان . شد

هاي اختصاصي هاي اتوزومي نيز براي شناسايي تواليكروموزوم
 .Tsui et al(جنيني موجود در خون مادر مورد استفاده قرار گرفت 

2006( .RNA  آزاد جنيني)cffRNA ( نيز همانندcffDNA  از سه
اول حاملگي در خون مادر قابل تشخيص است و بلافاصله  هماه

شود دقيقه از خون مادر حذف مي 14پس از زايمان با نيمه عمر 
)Chiu et al. 2006( . نكته قابل توجه در موردcffRNA  اين است

هاي آن در كل حاملگي حتي بعد از انجام روش كلكه مقدار 
. كنديا آمنيوسنتز ثابت است و تغيير نمي CVSتهاجمي مثل 

موجود در خون مادر از نوع  cffRNAهمچنين به طور معمول 
اگرچه علت . )Wong et al. 2005( باشدمي mRNA'5قطعات 

توان تعيين كرد كه اين طريق مي اين مساله مشخص نيست اما از
در . توان در خون مادر يافتجنيني را مي mRNAكدام نوع 

هاي بندناف جنيني، جفتي و مادري انجام اي كه روي نمونهمقايسه
در هردو نمونه مادري و جفتي  hPL mRNAشخص شد كه شد م

 .Ng et al) شود اما در نمونه بندناف جنين وجود ندارديافت مي

از جفت به  hPL mRNAاين نتيجه نشان داد كه انتقال  . (2003
كه برخلاف جريان  بودهردش خون مادري يك طرفه درون گ
 et al. (2007)ديگري  تحقيقدر . دو طرفه است cffDNAانتقال 

Maron هايي كه به طور اختصاصي در جفت بيان مينقش ژن-

 157نتيجه مطالعه نشان داد كه از بين . شوند را بررسي كردند
در خون رونوشتي كه تفاوت معناداري بعد و قبل از تولد جنين 

رونوشت نقش عملكردي و تكاملي داشتند و در  70مادر دارند، 
 27رونوشت،  70از بين اين . فرآيند هاي مهم زيستي دخيل بودند

هاي عضلاني اسكلتي، عصبي و اپيدرم نقش ژن در تكامل سيستم
ه ب. ژن در دريافت حواس بينايي و بويايي دخيل بودند 5داشتند، 
هاي فيزيولوژيك جنيني در عملكرد ژن نقش بسزايي 22علاوه 

در مجموع، . ژن مربوط به سيستم دفاعي بدن بودند 17داشتند و 
هاي اختصاصي جفت بيانگر اين مهم است بررسي اين دسته از ژن
از  ROBO4. سازي براي ترك رحم استكه جنين در حال آماده
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هاي تكاملي دخيل است و دو هايي است كه در فرآيندجمله ژن
كه بيان انحصاري و بسيار بالايي در جنين و  GDF9 و NPR1ژن 

هاي فيزيولوژيكي نوزاد نقش دارند نوزاد دارند احتمالا در پاسخ
)Maron et al. 2007(.   

گزارش شده كه  18تريزومي هاي مبتلا به در بررسي حاملگي
 يابد در سه ماهه اول حاملگي كاهش مي hCGβ– رونوشتميزان 

(Ng et al. 2004).  در مطالعه ديگري كه نتايج آن با استفاده از
بيان كردند كه  Lo et al. (2007)تكنيك ميكروآرايه مشخص شد 

mRNA مربوط به ژني كه به طور اختصاصي در جفت بيان مي-

در سرم مادر قابل  PLAC4يا  4شود با نام اختصاصي جفت 
باشد و بلافاصله پس از زايمان از خون شناسايي و تشخيص مي

 .Lo et al بر اين اساس،. )Lo et al. 2007( شودمادر حذف مي

هاي جنيني وپلوئيدينيراهكار جديدي براي شناسايي آ (2007)
بود كه مطابق آن  RNA-SNPارائه كردند كه بر مبناي نسبت آللي 

 PLAC4مربوط به ژن  mRNAاز طريق  21ميزان دوز كروموزوم 
چنانچه جنين براي . شدشود تعيين ميآزاد ميكه در خون مادر 

SNP اي كه در ناحيه رمزگردان ژنPLAC4  قرار دارد
آن دو آلل مجزا قابل تشخيص  DNAهتروزيگوت باشد، در توالي 

كه جنين يوپلوئيد و نرمال باشد طبيعتا دو خواهد بود و در صورتي
 PLAC4و در نتيجه دو نسخه از ژن  21نسخه از كروموزوم 

در اين حالت با در نظر گرفتن اين نكته كه هيچ . واهد داشتخ
گونه برتري و ترجيح اختصاصي براي بيان اين ژن در هر يك از 

برداري شده از هر دو نسخه mRNAدو آلل وجود ندارد و ميزان 
خواهد  1:1در هر دو آلل  SNPآلل به ميزان يكساني است، نسبت 

 باشد 1:2يا   SNP ،2:1اما اگر نسبت آللي . )Lo et al. 2007(بود 
 .Lo et al. است 21به اين معناست كه جنين مبتلا به تريزومي 

نشان دادند كه اين روش به ترتيب حساسيت و ويژگي  (2007)
واهد داشت اما مهمترين مشكل خدرصد  6/95و  درصد 90برابر 

مورد نظر هتروزيگوت  SNPاين رويكرد اين است كه لازم است 
در  .قابل استفاده نخواهد بود هاباشد و بنابراين در همه حاملگي

نشان  et al.  Hua R (2014) ،كنون انجام شدهآخرين بررسي كه تا
-يابي نسل جديد، ميدادند كه با استفاده از تكثير ژنومي و توالي

دار جنيني از خون مادر توان با استخراج  گلبول قرمز هسته
. )Hua et al. 2014(هاي كروموزومي را تشخيص داد وپلوئيدينيآ
هايي وجود دارند كه به طور اختصاصي فقط در RNAز آنجا كه ا

هاي بيشتر و دقيقتر روي اين منشا شوند بررسيحاملگي بيان مي
هاي جديدي براي تشخيص غيرتهاجمي تواند افقجنيني مي

  .اختلالات جنيني فراهم آورد
درغربالگري  cffDNAراهكارهاي ارائه شده براي استفاده از 

  غيرتهاجمي
هاي مختلف غربالگري و نون اكثريت مطالعات روي روشتاك

آزاد جنيني صورت  DNAتشخيص اختلالات جنيني از طريق 
جنيني كم و محدود به  RNAهاي گرفته است و حجم بررسي
آزاد جنيني نيز  DNAاما استفاده از  .اختلالات خاص جنيني است

  :با چندين مشكل مواجه شد كه عبارتند از
هاي ويژه در هفتهه در خون مادر ب cffDNAا كم نسبت يزانم) 1

 اول حاملگي

موجود در خون بين افراد  cffDNA كل يزانتفاوت در م) 2
 مختلف

  .بردجنين تنها نصف ژنوم خود را از مادر به ارث مي) 3
 cffDNAبسيار كم  يزانمهمترين چالش م ز ميان اين مشكلات،ا

 DNAاز كل  درصد 3- 10كه تنها نحويهدر خون مادر است ب
 Lun FM(دهد جنيني تشكيل مي DNAموجود در خون مادر را 

 cffDNAاوليه در بررسي  مهمترين نكته بنابراين. )2008
دو  .آزاد جنيني است DNAآزاد مادري از  DNAجداسازي 

 cfDNAمادري در  DNAراهكار اوليه براي كاهش ميزان 
راهكار اول بر اساس تفاوت . استخراج شده از خون مادر ارائه شد

 DNAاز آنجا كه اندازه . جنيني و مادري بود DNAدر اندازه 
توان آن جفت باز است، مي 300ك و كمتر از جنيني معمولا  كوچ

در . )Li et al. 2004(ا كرد مادري بر اساس اندازه جد DNAرا از 
هاي DNAعددي ارائه شدند كه هاي متها و ستوناين راستا كيت
هاي كوچك جنيني DNAو در عوض  دهندعبور ميبزرگ مادري 
عايب اين اما مهمترين م. )Legler et al. 2007( كنندرا حفظ مي

علي الكتروفورز سخت و طاقت هاي فروش) 1: روش عبارتند از
معلوم نيست ) 2 ;معمولا زمان بر و مستعد آلودگي هستند ،فرسا
زه واقعا مربوط به به دست آمده با اين روش تا چه اندا DNAكه 

 هاي كروموزومي كافي باشداي بررسيتواند برجنين است و مي
)Lo 2008( . راهكار دوم، جلوگيري از رها شدنDNA  مادري از

مواد تثبيت هاي گلبول سفيد خون با استفاده از افزودن سلول
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سرم مادر قبل از  به نمونهغشايي مانند فرمالدهيد  كننده
مادري  DNAجنيني به  DNAسانتريفيوژ بود تا نسبت نهايي 

ي هاي سنتجهت غلبه بر آلودگي حاصل از روش. افزايش يابد
كتروفورز الكتروفورز، براي اولين بار پروتكل جديدي براي ال

سازي قطعات جنيني در ن غنيتا بر اساس آ شداي طراحي موئينه
آزاد تام استخراج شده از خون مادر بر اساس  DNAهاي نمونه

با استفاده از اين پروتكل ساده  .)Karami 2014(اندازه تاييد شود 
معرفي شده قادر  DNAو سريع، مشخص شد كه روش استخراج 

مربوط به جنين را كه به طور متوسط كمتر از  DNAاست قطعات 
هاي بعدي در جهت تلاش. جفت باز هستند را جدا كند 150

بود تا بدين وسيله بتوان بر كم  يماركرهاي اختصاصي جنين كشف
استخراج شده از سرم مادر  DNAجنيني در  DNAبودن ميزان 

استفاده از . غلبه كرد و ميزان موارد منفي كاذب را كاهش داد
هاي تكراري هاي تكراري مانند تواليتوالي تفاوت در تعداد تكرار

-يا جهش) SNP(مورفيسم تك نوكلئوتيدي و پلي) STR(ُكوتاه 

مورد توجه قرار اي دو استراتژي بعدي بودند كه بسيار هاي نقطه
  .گرفتند
  STRو  SNPهاي غربالگري غيرتهاجمي مبتني بر روش

هاي متفاوتي با تعداد تكرار متفاوت از از آنجا كه هر جنين آلل
برد با مقايسه تعداد تكرار موجود در به ارث مي STRهاي توالي

توان براي مختلفي ميي تكرار DNAمادر و پدر، از نواحي 
به اين . ي به ارث رسيده از پدر استفاده كردهاشناسايي توالي

- منجر به ايجاد دو محصول مي STRهاي ترتيب كه تكثير توالي

تكثير شده مادر  DNAهاي تكراري مادري كه در يكي توالي ،شود
هاي تكثير شده به ارث رسيده از نيز وجود دارد و ديگري توالي

معرفي  Pertl et al. (2000)  اين روش ابتدا توسط). 1شكل(پدر 
هاي تكراري متفاوت با استفاده تا تكثير توالي 2007شد و تا سال 

تاكنون . (Liu et al. 2007)توسعه يافت  Real Time PCRاز 
شده و براي حساسيت و ويژگي اين روش به خوبي مشخص ن

تري سازي بيشكارگرفته شود نيازمند بهينهه اينكه براي تشخيص ب
هايي است SNPاي يا هاي نقطهروش دوم استفاده از جهش. است

 .Dhallan et al(كند كه بين ژنوم مادري و پدري تفاوت ايجاد مي

هاي پدري، مادري و جنيني موجود SNPدر اين روش،  .)2007
در به ترتيب خون پدر، بافي كوت مادر و سرم مادري به صورت 

با مقايسه . شونديابي ارزيابي ميهاي تواليباندهايي روي ژل
شدت باندهاي مربوط به جنين به اضافه مادر با باند منحصر به 

را تخمين زد  21ن دوز مربوط به كروموزوم تواجنين مي
)Dhallan et al. 2007( . گروه ديگري تركيبي ازSNP  هاي جفت

در نواحي ژنومي كه بسيار آموزنده هستند را شناسايي كردند و 
 دمايي چرخشي كسر ١ايفاده از الكتروفورز موئينهاستبا سپس 

اين محققين دريافتند كه . دوز مربوط به جنين را ارزيابي كردند
است  درصددو تي زماني كه كسر جنيني حتي حدود اين روش ح

-در روش پيچيده. )Ghanta et al. 2010(  نيز قابل استفاده است

به طور معرفي شد،  Zimmermann et al. (2012)  تري كه توسط
تكثير و سپس تعيين توالي  SNP 11000همزمان توالي مربوط به 

محصول تكثير بر اساس هر . )Zimmermann et al. 2012(شدند 
اين فرضيه كه جنين موزوميك، ديزوميك و يا تريزوميك است 

روي  SNPبعد از در نظر گرفتن مكان هر . شدارزيابي مي
كروموزوم مربوطه و با در نظر گرفتن احتمال نوتركيبي، حداكثر 

-وپلوئيد براي هريك از كروموزومياحتمال اينكه جنين نرمال، آن

هاي جنسي و يا تريپلوئيد باشد، كروموزوم و 21، 18، 13هاي 
ها بايستي برتر از SNPبه لحاظ تئوري، استفاده از . شدمحاسبه مي

ها اطلاعات SNPعلاوه ممكن است ه ب. شمارش كل توالي باشد
ها وپلوئيدي، نوتركيبي و وراثت جهشينمهمي در مورد خاستگاه آ

كل ژنوم  درصد 6/1ها تنها SNPاز طرف ديگر، . فراهم آورد
جنيني،  DNAسازي دهند و بنابراين غنيانسان را تشكيل مي

 تر و سطح بالايي از تكثير براي شناساييتر و عميقيابي دقيقتوالي
 Liao(هاي خفيف ضروري است عدم تعادلهاي حامل حاملگي

et al. 2012( .اي محدودي براي تحليل هجايگاهكه تعداد زماني
اي كه ه زيادي لازم است كه نواحي ژنوميشود، توجاستفاده مي

خيم رخ دهد در نظر هاي نادر و خوشCNVممكن است در آنها 
تواند منجر به شناسايي مي SNPرويكرد استفاده از . گرفته نشوند

همچنين، در . يا حتي ازدواج فاميلي شودغيرعمدي ناپدري 
كمك تخمك اهدايي از يك فرد دهنده غير كه باروري به  مواردي

 SNPگيرد، رويكردهايي كه بر مبناي خويشاوند صورت مي
اضافي جنيني  هايهت در نظر گرفتن احتمال وجود آللهستند ج

گيرند و در نامادري وجود ندارد ممكن است كه از مادر منشا مي

                                                            
1 Cycling temperature capillary electrophoresis (CTCE) 
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اين است كه نكته مهم ديگر . نياز به تغيير و اصلاح داشته باشند
ني بر تهاي مبها در روشهاي آزمايشگاهي و تحليل دادهروش
SNP دار توالييابي و شمارش هدفهاي مبتني بر تواليو روش-

  . متفاوت است DNAهاي 

  
 SNPاصول محاسبه دوز كروموزومي با استفاده از نسبت آللي يك  -1شكل

استخراج شده از خون مادر  cffRNAيا  cffDNAهتروزيگوت روي 
)Wright 2009(.  

  
هاي وزومهاي پدري موجود بر روي كرومبا وجود اينكه از آلل

محدوديت استفاده از  توان استفاده كرد، اما مهمتريناتوزوم نيز مي
به اين روش اين است كه نيازمند دانستن جزئيات توالي مربوط 

هايي است كه بتواند تفاوت حتي ژنوم پدري و استفاده از تكنيك
هاي عليرغم معرفي روش. يك نوكلئوتيد را تشخيص دهد

اي ژنومي يا رايه هيبريداسيون مقايسهميكروآقدرتمندتري نظير 
aCGH كروآرايههمراه با مي SNP چند مركزي  مطالعهNIH  بيانگر

نيز بود كه  aCGHو  SNP كل استفاده همزمان از ميكروآرايهمش
اي ژنتيكي متعددي نيز هها معمولا واريانتدر نتيجه اين روش

شوند كه اهميت آنها مشخص نيست و تاكنون با شناسايي مي
  .اندبيماري يا علائم خاصي گزارش نشده

براي غربالگري  Digital PCRو  Mass spectrometryمعرفي 
  غيرتهاجمي جنين

 Digitalو ) Mass spectrometry )MSهاي نظير تكنيك

polymerization chain reaction )Digital PCR ( نيز قادرند
 با استفاده از. آزاد جنيني را تشخيص دهند DNAتوالي مربوط به 

ها در مورفيسمين پليها ديگر نيازي به شناسايي و تعياين تكنيك
ها نوپلوئيدييجنين نيست و بنابراين قابل استفاده در تمام انواع آ

ها، دوز كروموزومي مستقيما با مقايسه نسبت در اين روش. هستند
-طوريه شود بكروموزوم مورد نظر به كروموزوم مرجع تعيين مي

ن باشد جني 2:3باشد جنين نرمال و اگر  1:1كه چنانچه اين نسبت 

لازم به ذكر است كه در تكنيك . مبتلا به آنيوپلوئيدي است
Digital  PCRهاي ، مولكولDNA هاي الگوي منفرد با رقت

هايي كه سپس ميان رقت. شودسريال استخراج و سپس تكثير مي
توان غلظت شود كه بر اساس آن مياند نسبتي گرفته ميتكثير يافته

DNA با . ه رقيق نشده بود تخمين زداي كالگو را در نمونه اوليه
توان حتي افزايش كمتر از دو برابر در استفاده از اين روش مي

زماني كه از اين تكنيك . هاي يك ژن را شناسايي كردتعداد نسخه
مادري تا اندازه يك مولكول  DNAشود استفاده مي NIPTدر 

DNA شود و هدف تكثير مي جايگاهبعد از آن، . شودرقيق مي
 DNAهاي شود تا ميزان دقيق مولكولگيري ميار آن اندازهمقد

در . هاي كانديد بررسي، مشخص شودمشتق شده از كروموزوم
Digital PCR  ديگر نياز به استفاده از ژن استاندارد يا مرجع نيست

)Hall Sedlak et al. 2014(. Lo et al. (2007) ند كه با دنشان دا
را  SNPتوان عدم تعادل آللي يك مي Digital PCRاستفاده از 

هاي مبتلا به در خون مادران حامل جنين PLAC4 mRNAروي 
 Digitalعلاوه اين محققين روش ه ب. مشخص كرد 21تريزومي 

PCR  ديگري را كه فارغ ازSNP  بود با عنوان روش تعيين
 Digital relative chromosomeياديجيتال دوز نسبي كروموزومي 

dosage  )RCD (سازي كردند را نيز بهينه)Lo et al. 2007( . آنها
 درصد 97نشان دادند كه روش مورد استفاده در شناسايي صحيح 

از طريق خون مادر موفق  21ه تريزومي موارد نرمال و مبتلا ب
هاي سلولي نرمال استفاده از رده با Fan et al. (2007). خواهد بود

تواند مي Digital PCRنشان دادند كه استفاده از  21و تريزومي 
 21هاي مبتلا به تريزومي روش قدرتمندي براي شناسايي حاملگي

 Evans et توسط در بررسي ديگري كه. )Fan et al. 2007(باشد 

al. (2012)  انجام شد، مشخص شد كه روشDigital PCR مي-
و  21دقت در شناسايي موارد مبتلا به تريزومي  درصد 99تواند 

، بر مبناي MSروش  .)Evans et al. 2012(نرمال داشته باشد 
است كه در نهايت آلل تكثير يافته،  SABERگسترش تك آللي يا 

هاي به با استفاده از اين روش تنها آلل .گيردقرار مي MSتحت 
اي يا شوند كه حامل جهش نقطهارث رسيده پدري شناسايي مي

SNP در واقع با . شوندمشخصي هستند و در سرم مادر يافت مي
هاي اختصاصي جنيني كه حامل ، تنها آللSABERاستفاده از 
شوند كه شناسايي هستند ترجيحا تكثير مي SNPاي يا جهش نقطه

 )Ding et al. 2004(شود در نهايت بهينه مي MSاستفاده از  آنها با
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بود  بنابراين به صورت تئوري اين تكنيك  قادر خواهد ).1شكل(
اي از اختلالات جنيني را تنها با استفاده از وجود طيف گسترده

كه وضعيت متفاوتي ميان مادر و  SNPاي يا يك جهش نقطه
. شود، تشخيص دهدجنين دارد و باعث افتراق آنها از يكديگر مي

مت است كه در هر نيازمند تجهيزات گران قي MSبا اين وجود 
 Digitalبكارگيري . نقطه از دنيا دسترسي به آن ممكن نيست

PCR سازي بسيار پيچيده و طاقت فرسايي دارد و براي نيز بهينه
اينكه بتوان با آن به پاسخ قابل اطميناني براي تشخيص 

 cffDNAغيرتهاجمي پيش از تولد دست يافت نيازمند استخراج 
وسيله آن بتوان ه مادي دارد كه ببه روش مطمئن و قابل اعت

را غني سازي و ) درصد 25بيش از (جنيني  DNAحداكثر ممكن 
اين در حاليست كه به طور معمول . )Lo et al. 2007(جدا كرد 

ل و دوم حاملگي معمولا كمتر جنيني در سه ماهه او DNAكسر 
لازم  Digital PCRاز طرف ديگر هر تست . است درصد 25از 

 DNAمعمولا هزاران نسخه از  است چهار مرتبه تكرار شود زيرا
ليتر ميلي 10ليتر خون وجود دارد و بنابراين مادري در هر ميلي

همين ه ب. نياز است Digital PCRها هزار خون مادر براي انجام ده
تر به بيمار ممكن است نياز به دهي سريعمنظور براي پاسخ

Platform  8000يا سكوهاي اتوماتيك براي انجام حدود PCR  به
آزاد در پلاسماي  DNAعلاوه، از آنجاكه ه ب. ازاي هر نمونه باشد

جاي ه ب Digital PCRمادري به صورت قطعات كوچك است در 
، 21كروموزوم  مربوط به PCRگيري تنها يك محصول هدف

شود كه در حاصل مي 21يافته از كروموزوم چندين محصول تكثير
اي در حجم ثابت و مشابهي نهايت باعث افزايش تعداد نقاط داده

اما از آنجا كه . )Lo et al. 2007(شود از نمونه خون مادري مي
شود پدري هستند، تاييد معمولا ماركرهاي جنيني كه استفاده مي

به صورت يك  2010هاي جنيني تا سال تعداد كل كروموزوم
هاي مربوط به جنين از جهت تمايز توالي. چالش باقي مانده بود

هاي مادري، اولين راه پيشنهاد شده استفاده از ماركرهاي توالي
و  Yهاي اختصاصي كروموزوم جايگاهايزدهنده مانند ژنتيكي تم

چند شكل به ارث رسيده پدري بود كه يا در ژنوم مادر وجود 
اما اين نوع . )Finning et al. 2008(ندارد يا متفاوت است 

هايي است كه جنين پسر است و ماركرها تنها محدود به بارداري
به عنوان مثال . نتايج منفي آزمون بايد با احتياط فراوان تفسير شود

- وجود نداشته باشد اين نتيجه منفي مي Yچنانچه سيگنال ماركر 

بسيار كمتر  cffDNA، يا ميزان باشد تواند مربوط به جنين مونث
به خوبي از  DNAو يا  باشدقابل شناسايي در خون مادر از حد 

-از طرف ديگر، شناسايي چندشكلي. خون مادر ايزوله نشده است
هاي به ارث رسيده پدري نياز به دانش قبلي در مورد وضعيت 

توان براي افرادي استفاده كرد كه چندشكل والدين دارد و تنها مي
اين نياز به ماركري است بنابر. آن چندشكلي خاص را داشته باشند

هاي مادري و جنيني افتراق دهد و مستقل از كه بتواند ميان توالي
-در دهه اخير روش .جنسيت و وضعيت پلي مورفيك جنين باشد

گزارش شده كه در  DNAهاي مختلفي بر مبناي توالي يابي 
مجموع حساسيت و ويژگي قابل توجهي در شناسايي موارد مبتلا 

ها داشته است و توانسته بر مشكلات فوق لوئيديوپنيبه انواع آ
  .فائق آيد

با استفاده از  21غربالگري غيرتهاجمي پيش از تولد تريزومي 
Massively parallel sequencing )MPS(  

  massively parallel Shotgun sequencingبا استفاده از
)(MPSS ديگر نيازي به جدا كردن ،DNA  مادري از جنيني

با  DNAن تكنيك بر اساس تعيين ديجيتال مقدار كمي اي. نيست
استخراج  DNAهاي نمونه Shotgunيابي مستقيم توالي استفاده از

به اين دليل است كه  Shotgunاستفاده از . شده از سرم مادر است
يابي و شمارش همه نواحي آموزنده اين روش بر اساس توالي

م انساني مشخص ه توالي كل ژنواز آنجا ك. كروموزومي است
- يابي مينقشه DNA، در ادامه آن منشا كروموزومي قطعات شده

شود و سپس تعداد كل قطعات چه مادري و چه جنيني، به ازاي 
 از سرم مادر cffDNAابتدا كل ژنوم . شودهر كروموزوم تعيين مي

شود تا شود و سپس به قطعات كوچك شكسته مياستخراج مي
هاي كوتاه يا مربوط به توالي ها واحدهاي خوانشميليون

هاي خوانش كنار يكديگر سپس اين واحد. ها ايجاد شودبرچسب
شوند تا توالي يابي ميشوند و به نقشه ژنوم انساني نقشهرديف مي

هاي خوانش در نهايت واحد. مرجع انساني قطعات مشخص شود
شوند و با شمارش شمارش مي 21يابي شده به كروموزوم نقشه
شود تا ميزان ط به يك نمونه يوپلوئيد نرمال مقايسه ميمربو

همچنين براي اينكه . هاي خوانش محاسبه شودژنوميك اين واحد
توان شمارش هاي به دست آمده قابل اطمينان باشد، ميجواب

قطعات مربوط به كروموزوم مورد نظر را با يك كروموزوم 
يزوميك است رسد در همان دور آزمون، دديگري كه به نظر مي
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اما يك نكته مهم آن است كه . )Fan et al. 2008(كرد  نرمالايز
در هر كروموزوم  DNAهاي كوتاه هاي تواليچسب تعداد بر

در بين متفاوت است و به بيان ديگر توزيع غير يكنواختي 
اينطور  Fan et al. (2008)  اگرچه. هاي مختلف دارندكروموزوم

-هاي تواليگزارش كردند كه اين تفاوت در الگوي تعداد برچسب
ها مشترك است كه ها در همه نمونههاي كوتاه در بين كروموزوم

ها فكتيدهد كه اين تفاوت به احتمال زياد مربوط به آرتنشان مي
علاوه، ميانگين چگالي مربوط به ه ب. ابي استييا خطاهاي توالي

هر كروموزوم  CGهر برچسب توالي در هر كروموزوم با محتواي 
بسيار حساس است و  MPSSرسد كه نظر ميه اما ب. ارتباط دارد

هاي مربوط به هر قادر است افزايش و يا كاهش مقدار توالي
قابليت استفاده از . (Fan et al. 2008)كروموزوم را تشخيص دهد 

ويژه ه هاي كروموزومي بوپلوئيدينيدر غربالگري آ MPSSروش 
. مطالعات بسياري مورد بررسي قرار گرفته است سندرم داون در

تر مدآتر و كاريابي سريعدر اين مطالعات در جهت نيل به توالي
 .Chiu et al  .استهاي متفاوتي مورد ارزيابي قرار گرفتهالگوريتم

را در  MPSSكارايي باليني و احتمال عملي روش  (2011)
موجود در خون  cffDNAغربالگري سندرم داون با استفاده از 

يا آمنيوسنتز ارجاع  CVSمادران حامله پرخطري كه جهت انجام 
حاملگي از  753اين بررسي روي . سي كردندداده شده بودند برر
حاملگي از طريق  314گانه و روي  8يابي طريق پروتكل توالي

نتيجه اين مطالعه نشان داد . گانه انجام شددو يابي پروتكل توالي
گانه بود به  8يابي برتر از پروتكل كه پروتكل دوگانه توالي

 9/97و  ددرصصدبرابر  كه به ترتيب حساسيت و ويژگيطوري
و ارزش  درصد 6/96همراه با ارزش پيشگويي مثبت درصد 

حساسيت و ويژگي پروتكل . نشان داد درصدصدپيشگويي منفي 
 1/79داون به ترتيب برابر هاي سندرمگانه در شناسايي حاملگي 8

همراه با ارزش پيشگويي مثبت و منفي  درصد 9/98و درصد 
اين . )Chiu et al. 2011(بود  درصد 9/96و  درصد 9/91معادل 

در مطالعه ديگري در همان  et al. (2011)  Enrichدرحالي بود كه
سال درصد شكست بيشتري نسبت به گروه قبلي در شناسايي 

 گانه 4يابي ستفاده از تواليبا ا 21هاي مبتلا به تريزومي حاملگي

 449هاي سرم مربوط به مطالعه اين گروه روي نمونه. نشان دادند
، MPSSزن حامله پرخطر، مشخص كرد كه استفاده از روش 

ويژگي در غربالگري سندرم  درصد 7/99حساسيت و  درصدصد
 .)Ehrich et al. 2011(داون دارد 

Chen et al. (2011)  نيز روشMPS  زن حامله ارزيابي  392روي
، آنها نشان دادند كه اين Z- scoreبا استفاده از رويكرد . كردند

 درصد 73و  13موارد تريزومي  درصد 36روش قادر است 
 4/92به ترتيب برابر را با حساسيت و ويژگي  18هاي تريزومي
اگرچه حساسيت و ويژگي . شناسايي كنددرصد  2/97و  درصد

هاي بيوانفورماتيك براي با به كار گرفتن روش MPSروش 
 9/98و  درصدصدژنومي به  GCاصلاح خطاي مربوط به محتواي 

براي  درصد 98و درصد  9/91و  13براي تريزومي  درصد
  .)Chen et al. 2011( فتافزايش يا 18تريزومي 

Faas et al. (2012)  به جاي استفاده از روشMPS  با سنتز، روش
MPS  با الحاق را با به كارگيري از سكوهايSOLiD  ساخت

زن  52در تشخيص پيش از تولد  Applied Biosystemsشركت 
استخراج شده از  cffDNAدر اين مطالعه، . بستند حامله به كار

تايي  12يا  8، 4خون مادران حامله تحت دورهاي چندتايي 
سپس واحدهاي خوانش به ژنوم مرجع انساني . يابي شدندتوالي
. شان تعيين شديابي شدند و مقدار آنها طبق مكان ژنومينقشه

ها به طور كاملا صحيح وپلوئيدينيآتمامي موارد نرمال و مبتلا به 
با الحاق جايگزين  MPSبندي شدند بنابراين استفاده از روش طبقه

 .et al پس از آن،. )Faas et al. 2012(رسيد مناسبي به نظر مي

(2012) Lau TK  اي كه جهت انجام زن حامله 108نيز در بررسي
CVS  يا آمنيوسنتز ارجاع داده شده بودند روشMPS 12 گانه 

همراه با كروموزوم  Z-scoreروش جديد جديدي را بر مبناي 
اين محققين نشان دادند كه چنانچه از . دندكرارجاي داخلي ارائه 

و كروموزوم ارجاي داخلي همراه با اصلاح  Z-scoreيابي توالي
GC  استفاده كنند، روشMPS  قادر به شناسايي تمامي موارد

 Lau et al. 2012(. et(هاي كروموزومي خواهد بود وپلوئيدينيآ

al. (2012) Lau  بار ديگر قابليت روشMPS  زن  567را روي
اين بار نيز با . اي كه غالبا از نژاد چيني بودند ارزيابي كردندحامله

هاي كروموزومي ديوپلوئينيتمام موارد آ MPSاستفاده از روش 
كه هيچ مورد مثبت يا منفي طوريهبندي شدند ببه درستي دسته

  . (Lau et al. 2012)كاذب در نتايج آزمون وجود نداشت 
Spark et al. (2012)  2012در پي طي سال نيز در دو مطالعه پي ،

را در غربالگري پيش از تولد سندرم داون با  MPSSقابليت روش 
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 298در مطالعه اول روي . معرفي دو روش نوين بررسي كردند
نمونه زن حامله، نوعي روش چندگانه موسوم به تحليل ديجيتال 

را معرفي كردند كه قادر به شناسايي ) DANSR(نواحي انتخابي 
 Sparks et(و نرمال بود  21و 18مبتلا به تريزومي هاي تمام نمونه

al. 2012( . در مطالعه دوم، اين گروه علاوه بر الگوريتم پيشنهادي
ه كسر شدقبلي خود، از الگوريتم جديد ديگري با عنوان خطر بهينه

براي شناسايي موارد ) FORTE(جنيني براي ارزيابي تريزومي 
اين محققين دريافتند كه استفاده از اين دو . مبتلا استفاده كردند

را به  18و  21تواند تمام موارد مبتلا به تريزومي الگوريتم مي
درستي و بدون هيچ مورد مثبت يا منفي كاذبي تشخيص دهد 

)Sparks et al. 2012(. Nicolaides et al. (2013) در مطالعه
رار گرفته بودند، ق CVSاي كه تحت زن حامله 242ديگري روي 

، 21، 18، 13هاي مورفيك مربوط به كروموزومپلي جايگاه 19488
X  وY  هاي در نهايت داده. يابي كردندسپس تواليرا تكثير و

تحليل  NATUSيابي را با استفاده از الگوريتم حاصل از توالي
هاي مربوط به هر كروموزوم را اين الگوريتم، تعداد نسخه. كردند

كند و سپس دقت اختصاصي مربوط به هر نمونه را براي تعيين مي
گونه دون هيچب. كندكروموزوم مذكور محاسبه مي 5هر يك از 

، 13 و 18، 21نتيجه مثبت يا منفي كاذب، تمامي موارد تريزومي 
 Nicolaides et( ه شدندداو تريپلوئيدي تشخيص د Xمونوزومي 

al. 2013(.  در بررسي قابليت روشMPS  در غربالگري
 .et al هاي دو قلو،هاي كروموزومي در حاملگيوپلوئيدينيآ

(2014) Huang   نشان دادند كه ويژگي اين روش در شناسايي
 درصد 50و حساسيت آن برابر  درصدصد برابر 18و  21تريزومي 

جهت  et al. (2014)  Yeangپس از آن. )Huang et al. 2014( بود
، الگوريتم جديدي را با MPSSيابي به روش افزايش دقت توالي

براي ) GWNS(عنوان نمره نرمالايز شده در سطح ژنومي 
مادر  86هاي كروموزومي از طريق خون وپلوئيدينيغربالگري آ
را  هاي خوانشدر واقع اين الگوريتم تعداد شمارش. معرفي كردند

در  21مربوط به كروموزوم  DNAبا ايجاد نسبت ميان قطعات 
آنها نشان دادند كه الگوريتم . كندافراد كنترل سالم، نرمالايز مي

GWNS كه كسر قادر است اختلالات كروموزومي جنين را زماني
جنين موجود است بسيار دقيقتر و بهتر از  DNAكمتري از 

 .Yeang et al(يص دهد تشخ Z-scoreو  NCVالگوهايي نظير 

2014(.  

Liao et al. (2014)  براي تشخيص غيرتهاجمي پيش از تولد
 MPSزن حامله، در روش  2275هاي كروموزومي در وپلوئيدينيآ

يابي نيمه هدايت كننده از سكوي جديدي با عنوان سكوي توالي
نفر به صورت گذشته  515در اين بررسي . استفاده كردند SSPيا 

 .ورد بررسي قرار گرفتندنگر منفر به صورت آينده 1760نگر و 
يابي براي حساسيت و ويژگي استفاده از اين سكوي توالي

و  درصد 94/99به ترتيب برابر  21شناسايي موارد تريزومي 
درصد  24/99و  درصدصدبرابر  18، براي تريزومي درصد 46/99

 .Liao et al(بود  درصدصدو  درصد 100 13و براي تريزومي 

2014( .Willems et al. (2014)  اخيرا ارزش انجام تست تجاري
شود را انجام مي Ariosa Diagnosticsشركت  هارموني كه توسط

. نمونه مربوط به زنان هلندي و بلژيكي بررسي كردند 3000روي 
است با  DANSRبر اساس  cffDNAيابي اين تست شامل توالي

جنيني در نمونه استخراج شده  DNAاين تفاوت كه ميزان كسر 
 درصد 4 كمتر از(شود و چنانچه مقدار آن كافي نباشد ارزيابي مي

. شودنمونه به بيمار بازگردانده مي) آزاد استخراج شده DNAكل 
جنيني از مطالعه  DNAموارد به دليل كم بودن كسر  درصد 83/1

نتيجه اين بررسي تشخيص دو مورد منفي كاذب، . خارج شدند
. بود 18و ديگري مربوط به تريزومي  21يكي مربوط به تريزومي 

تريپلوئيدي كه دو بار با استفاده از همچنين يك مورد مبتلا به 
هاي تست هارموني نرمال تشخيص داده شده بود، با انجام روش

مطابق  .)Willems et al. 2014(تهاجمي و كاريوتايپ تاييد شد 
هاي نسبتا بالاي آخرين مرجع موجود، در نهايت با توجه به هزينه

يابي و در دسترس نبودن آنها در تمامي هاي مبتني بر تواليروش
تري تر و ارزانهاي سهل الوصولنقاط دنيا هنوز هم نياز به روش

-از آنها را به عنوان جايگزيني براي روشهست كه بتوان استفاده 
تري دارند توجيه كرد هاي غربالگري سنتي كه قيمت مناسب

)Michaelson-Cohen et al. 2014( . يكي ديگر از راهكارهايي كه
است جنيني از مادري مورد بررسي قرار گرفته DNAبراي افتراق 

  .ژنتيك استهاي اپياستفاده از تفاوت
ژنتيكي براي غربالگري غيرتهاجمي استفاده از تغييرات اپي

  حاملگي
ژن  بيان طالعه تغييرات قابل توارث دربه طوركلي علم م ژنتيكاپي

هايي غير از تغييرات موجود يا فنوتيپ سلولي حاصل از مكانيسم
ها به طور عمده شامل متيله اين مكانيسم. است DNAدر توالي 
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- و اصلاحات هيستوني است كه هر دوي آنها مي DNAشدن 
يرات اين تغي. بيان ژن را تنظيم كنند DNAتوانند بدون تغيير توالي 

پذير هستند، ممكن است در طي تقسيم سلولي و حتي كه برگشت
به طوركلي . هاي متمادي باقي بمانند و منتقل شونددر طي نسل

در سرتاسر ژنوم انساني تغييراتي در الگوي متيلاسيون وجود دارد 
شود كه هاي مختلف ميها در بافتكه منجر به تفاوت بيان ژن
نوع الگوي . )Poon et al. 2002(است بسته به نوع بافت متفاوت 

  .هاستمتيلاسيون معمولا به دو شكل هيپو يا هيپرمتيلاسيون ژن

  
در جداسازي و  MeDIP-Real time PCRاستفاده از روش  -2شكل
 متيله جنيني DNAير تكث
  

ويژه ه هاي جفتي بهاي موجود در سلولبرخي از ژن
هاي ها الگوي متيلاسيون متفاوتي نسبت به سلولتروفوبلاست
ويژه ه در مطالعات انساني ب DNAمتيله شدن . مادري دارند

سرطانها به خوبي مورد بررسي قرار گرفته است و پس از آنكه 
تواند ماركر غيرتهاجمي مهمي يم DNAتعيين شد كه متيله شدن 

يا تشخيص پيش از  NIPDبراي سرطان باشد استفاده از آن در 
اساس آن . تهاجمي نيز خيلي زود مورد توجه قرار گرفتغيرتولد 

گذاري بود كه تحت نقش نيز در نظر گرفتن نواحي ژنومي
)Imprinting (علاوه، با هب. گيرنداختصاصي يك والد قرار مي

هاي جنيني، از مورفيك موجود در آللهاي پلياز توالياستفاده 
توان براي شناسايي و تشخيص موارد مي 1:1بهم خوردن نسبت 

اين نوع رويكرد تنها براي شناسايي . مبتلا به تريزومي استفاده كرد
هاي مورد استفاده قرار گرفت اگرچه در بررسي 18تريزومي 

 Tong et(يشتر قرار نگرفت باليني ديگر مورد استفاده و مطالعه ب

al. 2006(.  چنانچه يك زن باردار يك نسخه متيله شده از يك
گذاري شده را از پدرش به ارث ببرد، نسخه متيله ناحيه نقش

توان بر اين كند و بنابراين مينشده را به جنين خود منتقل مي
 Poon et al).2002( .مادري و جنيني افتراق داد DNAاساس ميان 

هاي عامل رشد گذاري شده ژناين فرضيه را روي نواحي نقش

آزمون  H19و ) Insuline like growth factor 2( دو شبه انسوليني
 اي كهكردند و با تعيين ژنوتيپ يك چندشكل دوآللي در ناحيه

. )Poon et al. 2002(متيله شدن متفاوت داشت، آن را ثابت كردند 
باز  NIPDبه اين ترتيب راه براي استفاده از تمايز متيله شدن براي 

توالي جنيني يا جفتي آغاز شد كه  ها براي يافتنشد اگرچه تلاش
دريافتند  et al. (2005) Chim. الگوي متيله شدن اختصاصي دارند

در جفت هيپومتيله است ) maspin )SERPINB5كه پروموتر ژن 
 .Chim et al(كه در ژنوم مادري به شدت متيله است درحالي

هاي نشان داد كه توالي SNPتحليل ژنوتيپي با استفاده از . )2005
هاي ديگري از مثال. گيرداز جفت نشات مي maspinهيپومتيله 

 )et al. (2006) Chan )Chan et al. 2006ژنتيكي را هاي اپيماركر
 و )RASSF1A )Ras association domain family 1Aدر ژن 

Tong et al. (2010)  در ژنHLCS )holocarboxylase 

synthetase(  يافتند كه هر دو ژن در ژنوم جفتي يا جنيني
ر به طو .استكه در ژنوم مادري متيله نشدههيپرمتيله است درحالي

كلي براي شناسايي ژنوم مادري از جنيني با استفاده از ماركرهاي 
هاي متيله از غير متيله جدا اپي ژنتيكي لازم بود كه در ابتدا توالي

شد و سپس الگوي متيله شدن اختصاصي جنيني با استفاده از مي
يا  PCR )quantitative real-time PCRهاي مختلف روش

quantitative methylation-specific PCR (شدگيري مياندازه .
براي انجام مرحله اول دو راه مرسوم وجود داشت كه شامل 

توانند هاي محدودكننده كه ميبيسولفيت كردن و استفاده از آنزيم
استفاده از نمك . هاي متيله شده و نشده افتراق دهندميان توالي

-سيل ميهاي غير متيله به يورابيسولفيت موجب تبديل سيتوزين
و بررسي كمي  Methylation specific PCRشود كه در نهايت با 

 DNAهاي متيله شده موجود در DNAميزان  Sequencingبا 
اشكال اين روش اين . شودمادري و جنيني با يكديگر مقايسه مي

آن همراه  درصد 90با تخريب تا  DNAاست كه بيسولفيت كردن 
جنيني در خون  DNAبسيار كم  ژه با توجه به ميزان ويه است كه ب

 DNAدر روش دوم ابتدا . رسدمادر روش مناسبي به نظر نمي
هاي حساس به متيله شدن تخليص شده از خون مادر توسط آنزيم

هاي غيرمتيله مادري شود تا بدينوسيله تواليبريده مي HpaIIمانند 
بادي بر متيله جنيني با استفاده از آنتي DNAسپس . حذف شود

- تفكيك مي MBD2متيله مانند  DNAهاي همراه با يه پروتئينعل
اما در روش جديدتر كه بيش از يك دهه از معرفي آن براي . شود
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گذرد استفاده از آنتي بادي اختصاصي متيل سيتوزين اولين بار مي
است كه در نواحي متيله ژنومي به وفور وجود دارد و به اين 

ن نياز به اصلاحات شيميايي و متيله را بدو DNAتوان ترتيب مي
هاي بيشتر سازي و جدا كرد و سپس مورد بررسييا آنزيمي غني

با استفاده از اين تكنيك كه  et al. (2005) Weber .قرار داد
MeDIP هاي نام دارد نشان دادند كه نواحي ژنومي در در سلول

 .Weber et al. 2005(. et al(نرمال و سرطاني متفاوت است 

(2009) Papageorgiou با استفاده از تكنيك MeDIP  براي اولين
هاي جنيني را كه به توان برخي از تواليبار نشان دادند كه مي

معادل مادري خود واقع در  DNAلحاظ الگوي متيلاسيون با 
 Papageorgiou(سازي و جدا كرد متفاوتند را غني 21كروموزوم 

et al. 2009(.  دو سال بعد همين گروه مطالعاتي از همين روش
داون از طريق خون مادر براي غربالگري غيرتهاجمي سندرم

استفاده كردند و به نتايج بسيار جالب توجهي رسيدند 
)Papageorgiou et al. 2011( . ناحيه از نواحي  12بررسي، در اين

مادري هيپومتيله هستند  DNAجنيني هيپرمتيله و در  DNAكه در 
 MeDIP-Realواقع هستند تحت آزمون  21و روي كروموزوم 

time PCR در نهايت، براي هر نمونه وضعيت نرمال . قرار گرفتند
هاي نسبتي با مقايسه ارزش 21يا تريزوميك بودن كروموزوم 

سه ميزان نواحي متيله جنيني بين فرد سالم و فرد حاصل از مقاي
با توجه به اينكه روش مورد . ، مشخص شد21مبتلا به تريزومي 

و سالم را با حساسيت  21استفاده توانست تمامي موارد تريزومي 
بندي كند اين گروه نتيجه به درستي طبقه درصدصدو ويژگي 

توان تيله  ميناحيه م 12گرفتند كه با بررسي تركيبي از همه 
 21تشخيص غيرتهاجمي قبل از تولد دقيقي براي موارد تريزومي 

هاي اهميت اين روش در مقايسه با انواع روش. فراهم آورد
بنابراين . يابي هزينه كم، دقت بالا و سرعت زياد آن استتوالي

از . رساندمي 3/1اين روش ميزان هزينه غربالگري را به حدود 
يابي هاي مبتني بر توالينسبت به روشطرف ديگر اين روش 

افزارها و تجهيزات پيچيده تر است و نياز به نرمالوصولسهل
 .ندارد

  گيرينتيجه
 MeDIP با وجود اينكه شواهد به نفع استفاده روز افزون از روش

- Real time qPCR  در غربالگري غيرتهاجمي سندرم داون است
يابي نيز آنها را در ر تواليهاي مبتني باما گسترش بي نظير روش

نكته . دهدرقابت تنگاتنگي با روش فوق در سرتاسر دنيا قرار مي
مهم و قابل توجه در بكارگيري هر روش اين است كه علاوه بر 

دهي سريع به والدين نگران و در انتظار، ميزان امكان پاسخ
همچنين امكان . گزارشات مثبت يا منفي كاذب در حداقل باشد

روش غربالگري در هر نقطه از جهان وجود داشته باشد تا  انجام
 تر را در كنار هزينه كمتر فراهم آورددهي سريعامكان پاسخ

ميزان هزينه برآورد شده براي غربالگري هر نمونه ). 3جدول(
يورو و با  400حدود  MeDIP- Real time qPCRتوسط روش 
شود ده ميكه در سرتاسر دنيا استفا Sequencingروش فعلي 

-MeDIPعلاوه براي انجام روش ه ب. دلار آمريكا است 1900

Real time qPCR  نياز به استفاده از دستگاه و تجهيزات خاص و
هاي معمولي نيز گران قيمتي نيست و بنابراين حتي در آزمايشگاه

- از طرف ديگر با توجه به اين كه متيلاسيون ژن. قابل انجام است
هاي اول ميان جنين و مادر دارند از هفته تيهايي كه الگوي متفاو

توان با استفاده از اين روش پاسخ حاملگي وجود دارد بنابراين مي
اين در حاليست كه . بسيار سريعي به والدين نگران ارائه كرد

نيز نيازمند تهيه تجهيزات اوليه گران قيمت  Digital PCRروش 
واكنش  8000 داست كه با در نظر گرفتن نياز به انجام حدو

براي هر نمونه در مقايسه با روش ) PCR(اي پليمراز زنجيره
MeDIP- Real time qPCR ه به لحاظ اقتصادي خيلي به صرفه ب

 MeDIP- Real timeبا اين وجود استفاده از روش  .رسدنظر نمي

qPCR  در غربالگري سندرم داون نيازمند انجام مطالعات در سطح
جاي روش ه ن با اطمينان بيشتري از آن بتري است تا بتواوسيع

Sequencing هاي در هر حال هنوز استفاده از روش. استفاده كرد
ي غربالگري غيرتهاجمي با استفاده از خون مادر هنوز در مرحله

تري است تا جايگاه كودكي است كه نيازمند انجام مطالعات وسيع
اي نه لد در آيندههاي روتين غربالگري پيش از توخود را در برنامه
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