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Περίλθψθ  

Θ ςυςτθματικι ςκλιρυνςθ είναι μια ςπάνια αυτοάνοςθ αςκζνεια του 

ςυνδετικοφ ιςτοφ που επθρεάηει κυρίωσ γυναίκεσ. Χαρακτθρίηεται από 

ίνωςθ και φλεγμονι του δζρματοσ, των αγγείων και των εςωτερικϊν 

οργάνων. Ωσ πολυπαραγοντικό νόςθμα εκδθλϊνεται ςε άτομα με 

επιτρεπτικό γενετικό υπόβακρο κάτω από κατάλλθλεσ περιβαλλοντικζσ 

ςυνκικεσ. Ζρευνεσ ζχουν αναδείξει γενετικοφσ τόπουσ και μεταλλαγζσ 

που ςχετίηονται με τθν αςκζνεια. ΢τα πλαίςια τθσ παροφςασ πτυχιακισ 

επιλζχκθκαν τα γονίδια CTGF και PXK τα οποία εμπλζκονται ςε 

μονοπάτια ςχετικά με τθν ίνωςθ και μελετικθκαν δφο SNPs των 

γονιδίων αυτϊν, που ζχουν ςυςχετιςτεί ςε διαφορετικοφσ πλθκυςμοφσ 

με τθν αςκζνεια. Απϊτεροσ ςκοπόσ τθσ εργαςίασ ιταν θ διερεφνθςθ τθσ 

ςυςχζτιςθσ των ςυγκεκριμζνων πολυμορφιςμϊν με τθν εμφάνιςθ 

κακϊσ και με τουσ διαφορετικοφσ κλινικοφσ φαινοτφπουσ τθσ νόςου ςε 

ελλθνικό πλθκυςμό αςκενϊν 

Abstract  

Systemic sclerosis is a rare autoimmune disease of the connective tissue 

that affects mostly women. It is characterized by fibrosis and 

inflammation of the skin, blood vessels and internal organs. Being a 

multifactorial disease, it is believed to occur in genetically susceptible 

individuals after the effect of various environmental triggers. Studies 

have shown mutations on specific genetic loci connected with the 

disease pathogenesis. In this study, two genes involved in fibrosis 

pathways where chosen to be studied.  Two specific mutations (SNPs) 

one these genetic loci, that have been previously associated with the 

disease were selected form the existing literature. The aim of this study 

was to investigate the association of these specific SNPs with the 

disease, as well with its different clinical phenotypes in a Greek 

population with systemic sclerosis. 
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1 Ειςαγωγι  

1.1 Συςτθματικι Σκλιρυνςθ 

1.1.1 Γενικά ςτοιχεία 

Θ ςυςτθματικι ςκλιρυνςθ (SSc, ςκλθρόδερμα) είναι ζνα ςπάνιο 

πολυπαραγοντικό αυτοάνοςο νόςθμα του ςυνδετικοφ ιςτοφ με 

προςβολι του δζρματοσ και εςωτερικϊν οργάνων. Εκδθλϊνεται 

ςυνικωσ κατά τθ μζςθ θλικία. Θεωρείται πωσ εμφανίηεται ςε άτομα με 

γενετικι προδιάκεςθ, μετά από ζκκεςθ ςε κατάλλθλο περιβαλλοντικό 

ερζκιςμα. Σο ακριβζσ περιβαλλοντικό ερζκιςμα, παραμζνει άγνωςτο, 

ωςτόςο εικάηεται ότι μολφνςεισ από κυτταρομεγαλοϊό, ιό epstein barr, 

toxoplasma gondii και rhodotorula ίςωσ να αποτελοφν 

περιβαλλοντικοφσ παράγοντεσ που παίηουν καταλυτικό ρόλο ςτθν 

εμφάνιςθ τθσ αςκζνειασ (Pattanaik et al). Επίςθσ ζχει προτακεί πωσ θ 

ζλλειψθ βιταμίνθσ D είναι πικανό να οδθγεί ςε απορρφκμιςθ του 

ανοςοποιθτικοφ και ςυνεπϊσ ςτθν αυτοανοςία (Yangyang et al). 

1.1.2 Κλινικά χαρακτθριςτικά 

Κφριο χαρακτθριςτικό τθσ αςκζνειασ αποτελεί θ φλεγμονι και ίνωςθ 

του δζρματοσ, των αγγείων και των εςωτερικϊν οργάνων ωσ απάντθςθ 

ςε ιςτικι βλάβθ. Εμφανίηεται ςταδιακά ςκλιρυνςθ και ίνωςθ του 

δζρματοσ ενϊ παράλλθλα επθρεάηονται το ανοςοποιθτικό και το 

μικραγγειακό ςφςτθμα (Pattanaik et al). Ο ακριβισ μθχανιςμόσ τθσ 

αγγειοπάκειασ δεν ζχει πλιρωσ διαςαφθνιςτεί, ωςτόςο ωσ πικανοί 

μθχανιςμοί βλάβθσ των αγγείων αναφζρονται ενδεικτικά: οι ρίηεσ ΝΟ, 

μολυςματικοί παράγοντεσ και αυτοαντιςϊματα που προκαλοφν 

κυτταροτοξικότθτα μεςολαβοφμενθ από αντίςωμα μζςω των 

κυτταροτοξικϊν Σ-λεμφοκυττάρων (Pattanaik et al).  

Εξαιτίασ τθσ απορρφκμιςθσ του ανοςοποιθτικοφ, παράγονται 

αυτοαντιςϊματα και ενεργοποιοφνται οι ινοβλάςτεσ (Pattanaik et al). Θ 

δυςλειτουργία των ινοβλαςτϊν οδθγεί ςτθν υπζρμετρθ παραγωγι και 

εναπόκεςθ εξωκυττάριου υλικοφ το οποίο αποτελείται από κολλαγόνο, 

ελαςτίνθ, φιμπρονεκτίνθ και γλυκοηαμινογλυκάνεσ (Allanore et all). Θ 

ςταδιακά  αυξανόμενθ  εναπόκεςθ εξωκυττάριου υλικοφ ονομάηεται 
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ίνωςθ. Ζχει ςαν αποτζλεςμα τθν δθμιουργία ουλϊδουσ ιςτοφ και 

ςυνεπϊσ τθν πρόκλθςθ αγγειοπάκειασ που περιλαμβάνει: μείωςθ 

διαπερατότθτασ των αγγείων και του αγγειακοφ τόνου παράλλθλα με 

τθν εμφάνιςθ τθλεαγγειεκταςίασ. Ζτςι δθμιουργοφνται αλλαγζσ ςτα 

τριχοειδι αγγεία των νεφρϊν, των πνευμόνων, τθσ καρδιάσ και των 

μυϊν που τα κακιςτοφν δυςλειτουργικά κακϊσ χάνουν τθν 

ελαςτικότθτά τουσ λόγω τθσ εναπόκεςθσ κολλαγόνου. Θ ίνωςθ ςε 

ηωτικά όργανα όπωσ αυτά ζχει ςαν αποτζλεςμα τθν αφξθςθ τθσ 

νοςθρότθτασ και κνθςιμότθτασ των αςκενϊν (Allanore et all, Pattanaik 

et al). 

Θ SSc είναι μια ιδιαίτερα ετερογενισ νόςοσ με άγνωςτθ αιτιολογία και 

ποικίλεσ κλινικζσ εκδθλϊςεισ αναλόγωσ το περιβάλλον και το γενετικό 

υπόβακρο. Γενικά οι αςκενείσ διαχωρίηονται ςε δφο βαςικοφσ  

υποτφπουσ (ομάδεσ), ςε αςκενείσ με εςτιαςμζνθ ςυςτθματικι 

ςκλιρυνςθ και αςκενείσ με διάχυτθ ςυςτθματικι ςκλιρυνςθ. Ο 

διαχωριςμόσ γίνεται βάςθ των διαφορετικϊν κλινικϊν χαρακτθριςτικϊν 

των υποτφπων, όπωσ φαίνεται ςτον πίνακα 1. 

Πίνακασ 1: Βαςικά χαρακτθριςτικά υποτφπων τθσ ςυςτθματικισ ςκλφρθνςθσ 
προςαρμοςμζνοσ από Allanore et all, Pattanaik et al, Salazar et all. 

Τπότυποσ  

΢υμπτϊματα 

Εςτιαςμζνθ 

΢υςτθματικι 

΢κλιρυνςθ 

Διάχυτθ     

΢υςτθματικι 

΢κλιρυνςθ 

΢τόχοι 

αυτοαντιςωμάτων 

Πρωτεΐνεσ του 

κεντρομεροφσ (ACA) 

RNA πολυμεράςθIII 

 ΣοποϊςομεράςθI 

(ΑΣΑ) 

Δζρμα Εντοπιςμζνθ/ 

Περιφερικι αλλοίωςθ 

Σαχφτατθ ίνωςθ 

Πνεφμονεσ Πνευμονικι υπζρταςθ Πνευμονικι ίνωςθ 

Πρόγνωςθ Καλι Φτωχι 

Γενικά 

χαρακτθριςτικά 

Φαινόμενο Raynaud 

΢κλθροδακτυλία 

 

Επιπλοκζσ ςε: 

Νεφροφσ, Καρδιά, 

Πνεφμονεσ 
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1.1.3  Πακοφυςιολογία  

Θ ςυςτθματικι ςκλιρυνςθ είναι μία χρόνια αςκζνεια, θ οποία 

χαρακτθρίηετε από φλεγμονι, λόγω απορφκμιςθσ του ανοςοποιθτικοφ 

ςυςτιματοσ και υπερπαραγωγισ αυτοαντιςωμάτων, βλάβθ του 

ενδοκθλίου των αγγείων και ανεξζλεγκτθ παραγωγι εξωκυττάριου 

υλικοφ, που οδθγεί ςτθν ίνωςθ (Allanore et all). 

Θ παραγωγι αυτοαντιςωμάτων είναι αποτζλεςμα τθσ παρατεταμζνθσ 

και απορυκμιςμζνθσ ενεργοποίθςθσ Σ και Β λεμφοκυττάρων του 

οργανιςμοφ. Επιπλζον ςτοιχεία που ςυμμετζχουν ςτθν αυτοανοςία  

είναι θ παρουςία φλεγμονωδϊν μορίων ςτουσ αςκενείσ (Allanore, 

Simms et all). 

΢τουσ κυτταρικοφσ τφπουσ που εμπλζκονται ςτθν πακογζνεια τθσ νόςου 

ςυμπεριλαμβάνονται ενδοκθλιακά κφτταρα, ινοβλάςτεσ, 

μυοϊνοβλάςτεσ, Β και Σ λεμφοκφτταρα, μακροφάγα και  δενδριτικά 

κφτταρα. ΢θμαντικοί μεςολαβθτζσ τθσ κυτταρικισ ενεργοποίθςθσ είναι 

ο TGF-β (transforming growth factor-β), οι ιντερλευκίνεσ IL-6 και IL-13, θ 

ενδοκθλίνθ 1, θ αγγειοτενςίνθ 2 και οι ενεργζσ ρίηεσ οξυγόνου (ROS) 

(Allanore, Simms et all). 

Ο τραυματιςμόσ των ενδοκθλιακϊν κυττάρων είναι ζνα από τα αρχικά 

κεντρικά γεγονότα ςτθν εξζλιξθ τθσ αςκζνειασ. Ωσ πικανοί μθχανιςμοί 

πρόκλθςθσ μικροαγγειακισ βλάβθσ ζχουν προτακεί διάφοροι ιοί 

(π.χ.CMV) κακϊσ και θ δραςι κυτταροτοξικϊν Σ λεμφοκυττάρων, 

διαμεςολαβοφμενθ από αυτό-αντίςωμα (Pattanaik et all). 

Σο κφριο χαρακτθριςτικό τθσ ςυςτθματικισ ςκλιρυνςθσ είναι θ 

ςταδιακι ςυςςϊρευςθ ςτουσ ιςτοφσ ινϊδουσ εξωκυτταρικοφ υλικοφ 

αποτελοφμενο από κολαγόνο, ελαςτίνθ, γλυηαμινογλυκάνεσ και 

φιμπρονεκτίνθ. Θ διαδικαςία αυτι είναι αποτζλεςμα τθσ βλάβθσ ςτθ 

λειτουργία των ινοβλαςτϊν και μυοϊνοβλαςτϊν. Θ οποία οδθγεί ςτθν 

αυξθμζνθ ςφνκεςθ εξωκυττάριου υλικοφ, που ςε ςυνδυαςμό με τθν 

ελαττωματικι αποικοδόμθςι του οδθγεί  προοδευτικά ςτθν εμφάνιςθ 

ίνωςθσ και ουλϊδουσ ιςτοφ (Allanore et all).   
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Οι ινοβλάςτεσ και μυοϊνοβλαςτϊν του ινϊδουσ ιςτοφ χαρακτθρίηονται 

ανκεκτικότθτα ςτθν απόπτωςθ και παραγωγι εκτόσ από εξωκυττάριο 

υλικό και TGF-β (αυξθτικόσ παράγοντασ που ςυμμετζχει ςτθ διαδικαςία 

τθσ ίνωςθσ), ςυμβάλλοντασ ζτςι ςτθν επιπλζον ςυςςϊρευςι του. Ζχουν 

βρεκεί ςε αυτοφσ ιςομορφζσ μορίων του εξωκυττάριου υλικοφ όπωσ 

είναι θ φιμπρονεκτίνθ που ζχουν προκφψει από εναλλακτικό μάτιςμα. 

Οι ιςομορφζσ αυτζσ ζχει δειχκεί ότι προςδζνονται άμεςα ςε υποδοχείσ 

TLR4 (toll-like receptor υποδοχείσ που αναγνωρίηουν πρότυπα ςε 

πακογόνα) ςτθν επιφάνεια ςτρωματικϊν κυττάρων και επάγουν τθν 

ενεργοποίθςθ και διαφοροποίθςθ των ινοβλαςτϊν (Pattanaik et all).  

Οι ιντερφερόνεσ τφπου I και II εκτόσ από γνωςτοί ανοςορυκμιςτζσ, 

ρυκμίηουν και τθν παραγωγι κολαγόνου. Επομζνωσ είναι πικανόν να 

ζχουν κφριο ρόλο ςτθν πακογζνεια τθσ ςυςτθματικισ ςκλιρυνςθσ. 

Θ αλλθλεπίδραςθ των παραγόντων που ςυνειςφζρουν ςτθν εμφάνιςθ 

και τθν πρόοδο τθσ αςκζνειασ ςυνοψίηονται ςτθν εικόνα 1. 

 

Εικόνα 1: Πακογζνεςθ τθσ ςυςτθματικισ ςκλιρυνςθσ και αλλθλεπθδραςεισ οριςμζνων 
παραγόντων. προςαρμοςμζνο από Pattanaik et all 
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1.1.4 Επιδθμιολογία 

Ο επιπολαςμόσ και θ επίπτωςθ τθσ αςκζνειασ ποικίλουν ανάμεςα ςε  

διάφορεσ πλθκυςμιακζσ ομάδεσ. ΢υγκεκριμζνα, ο επιπολαςμόσ τθσ 

νόςου υπολογίηεται περίπου ςε 150 αςκενείσ/εκατομμφριο πλθκυςμοφ 

και θ επίπτωςθ ςε 10 νζα περιςτατικά/εκατομμφριο πλθκυςμοφ το 

χρόνο ςε Ιαπωνικοφσ και βόριο-Ευρωπαϊκοφσ πλθκυςμοφσ, ενϊ οι 

αντίςτοιχεσ τιμζσ εκτιμϊνται από 276 μζχρι 443 αςκενείσ/εκατομμφριο 

και από 14 μζχρι 21 νζεσ περιπτϊςεισ/εκατομμφριο το χρόνο ςε νότιο-

Ευρωπαϊκοφσ, βόριο-Αμερικανικοφσ και Αυςτραλιανοφσ πλθκυςμοφσ 

(Allanore, Simms et all). 

Θ νόςοσ, όπωσ και τα περιςςότερα αυτοάνοςα νοςιματα, εμφανίηεται 

με αυξθμζνθ ςυχνότθτα ςε γυναίκεσ ςε ςχζςθ με άντρεσ. Αναφζρονται 

χαρακτθριςτικά ςτοιχεία επιπολαςμοφ τθσ ςυςτθματικισ ςκλιρυνςθσ 

από ΢ουθδικό πλθκυςμό : 88 άντρεσ αςκενείσ/εκατομμφριο πλθκυςμοφ 

και 514 γυναίκεσ αςκενείσ/εκατομμφριο πλθκυςμοφ. Σαυτόχρονα ζχει 

δειχτεί πωσ οι άντρεσ αςκενείσ εμφανίηουν βαρφτερθ κλινικι εικόνα, 

επομζνωσ το άρρεν φφλο κεωρείται φτωχόσ προγνωςτικόσ παράγοντασ 

(Allanore, Simms et all, Salazar et all). 

Πζρα από το φφλο, ζχει φανεί ότι και θ εκνικότθτα διαδραματίηει 

ςθμαντικό ρόλο ςτθν εμφάνιςθ αλλά και τθν εκδιλωςθ τθσ αςκζνειασ. 

Για παράδειγμα, θ ςυχνότθτα εμφάνιςθσ τθσ αςκζνειασ είναι αυξθμζνθ 

ςτουσ Ευρωπαϊκοφσ ςε ςχζςθ με τουσ Αςιατικοφσ πλθκυςμοφσ ενϊ 

ςτουσ Αφροαμερικάνουσ θ νόςοσ εμφανίηεται ςυχνότερα και 

ταυτόχρονα παρατθρείται μεγαλφτερθ νοςθρότθτα, κακϊσ ςτον 

ςυγκεκριμζνο πλθκυςμό ζχει παρατθρθκεί μειωμζνθ θλικία εμφάνιςθσ 

τθσ νόςου και αυξθμζνθ παραγωγι ακόμα και διαφορετικοφ τφπου 

αυτοαντιςωμάτων (π.χ. αντι-τοποϊςομεράςθσ). Ακόμα ζνα ςτοιχείο που 

φαίνεται να υποςτθρίηει τθν ςυχνότερθ εκδιλωςθ βαρφτερου κλινικοφ 

φαινοτφπου ςε Αφροαμερικάνουσ είναι το γεγονόσ πωσ το ποςοςτό των  

Καυκάςιων αςκενϊν με εςτιαςμζνο ςκλθρόδερμα (δθλαδι τον 

θπιότερο υπότυπο τθσ νόςου) είναι μεγαλφτερο από το αντίςτοιχο 

ςτουσ Αφροαμερικανικοφσ πλθκυςμοφσ (Allanore, Simms et all). 
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Με βάςθ λοιπόν τα ευριματα των επιδθμιολογικϊν μελετϊν, 

διαφορετικζσ πλθκυςμιακζσ ομάδεσ φαίνεται να διακζτουν 

χαρακτθριςτικά φαινοτυπικά προφίλ. Σα ευριματα αυτά, υποδεικνφουν 

ότι γενετικοί παράγοντεσ ςυμβάλλουν εν μζρει ςτθν εμφάνιςθ και τθν 

πακογζνεια τθσ αςκζνειασ (Salazar et all). 

 

Διάγραμμα  1: Στοιχεία κλινικισ ζρευνασ τθσ EUSTAR το 2013 ςτθν Ευρϊπθ 
προςαρμοςμζνο από Allanore, Simms et all.   

1.1.5 Γενετικό υπόβακρο 

Για καιρό υπιρχαν υποψίεσ ότι γενετικοί παράγοντεσ επθρεάηουν τθν 

εμφάνιςθ τθσ νόςου. Μελζτεσ που πραγματοποιικθκαν τισ 

επιβεβαίωςαν, κακϊσ ζδειξαν ότι θ ςυχνότθτα εμφάνιςθσ τθσ 

αςκζνειασ ςε οικογζνειεσ με ιςτορικό, κυμαίνεται από 1,5% ζωσ 1,7% ςε 

ςφγκριςθ με 0,026% ςτον γενικό πλθκυςμό (Yangyang et al). Επιπλζον 

ζρευνεσ ςε οικογζνειεσ ζδειξαν ότι ο ςχετικόσ κίνδυνοσ εμφάνιςθσ τθσ 

αςκζνειασ είναι 3.07 (95% ΔΕ, 1.25-7.57) ςε ςυγγενείσ 1ου βακμοφ 

αςκενϊν και 2.14 ςε ςυγγενείσ ςε 3ου βακμοφ (95% ΔΕ, 1.16-3.95). Είναι 

πικανό όμωσ αυτι θ οικογενισ ςυςχζτιςθ να ςχετίηεται με τθν ζκκεςθ 

ςε κοινοφσ περιβαλλοντικοφσ παράγοντεσ (Allanore et all). 
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Όςον αφορά τθ δράςθ των περιβαλλοντικϊν παραγόντων ςτθν 

εκδιλωςθ τθσ νόςου, ζχει προτακεί ότι αυτοί διαταράςςουν τθ 

φυςιολογικι ανοςολογικι ανοχι του οργανιςμοφ μζςω μετα-

μεταφραςτικϊν τροποποιιςεων και επάγουν τθν παραγωγι 

αυτοαντιςωμάτων μζςω του μοριακοφ μιμθτιςμοφ (Yangyang et al). Ο 

μοριακόσ μιμθτιςμόσ είναι ζνασ προτεινόμενοσ μθχανιςμόσ με τον 

οποίο οι λοιμϊξεισ μποροφν να πυροδοτιςουν τθν αυτοανοςία (Cusick 

et all). ΢φμφωνα με τθ ςυγκεκριμζνθ κεωρία, το ανοςοποιθτικό 

ςφςτθμα, λόγω τθσ ομοιότθτασ εξωγενϊν αντιγόνων με ενδογενείσ 

πρωτεΐνεσ και άλλα μόρια, καταλιγει να δθμιουργεί αντιςϊματα που 

ςτρζφονται εναντίον πρωτεϊνϊν του ίδιου του οργανιςμοφ (αυτό-

αντιγόνα) (Cusick et all, Yangyang et all). 

Θ ςυςτθματικι ςκλιρυνςθ, ωσ πολυπαραγοντικό νόςθμα δεν 

ακολουκεί Μενδελικι κλθρονομικότθτα. Είναι μία πολφπλοκθ 

αςκζνεια, θ εμφάνιςθ και οι κλινικζσ εκδθλϊςεισ τθσ οποίασ 

επθρεάηονται από τθν αλλθλεπίδραςθ πολλαπλϊν γενετικϊν τόπων και 

περιβαλλοντικϊν  παραγόντων. Θεωρείται πωσ κάκε γονίδιο που 

εμπλζκεται ςτθν εκδιλωςθ τθσ νόςου αςκεί μικρι δράςθ ςτο 

φαινότυπο και δρα ακροιςτικά με τα υπόλοιπα (Allanore et all).  

 

Εικόνα 2: Επίδραςθ παραγόντων ςτθν εκδιλωςθ ενόσ πολυπαραγοντικοφ νοςιματοσ 
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Ρόλο ςτθν εκδιλωςθ και πρόοδο τθσ αςκζνειασ ζχει δειχκεί πωσ 

διαδραματίηουν γονίδια τθσ επίκτθτθσ και ζμφυτθσ ανοςίασ, όπωσ για 

παράδειγμα γονίδια του μείηονοσ ςυμπλόκου ιςτοςυμβατότθτασ (ΜΘC) 

και  γονίδια ιντερφερονϊν, αλλά και γονίδια που κωδικοποιοφν για 

πρωτεΐνεσ που εμπλζκονται ςτθ διεργαςία τθσ ίνωςθσ (π.χ. TGF)  και τθσ 

φλεγμονισ, γονίδια αυξθτικϊν παραγόντων (π.χ. CTGF), γονίδια που 

ςυμμετζχουν ςτθν αποικοδόμθςθ πρωτεϊνϊν (π.χ. PXK) κακϊσ και 

γονίδια που κωδικοποιοφν για πρωτεΐνεσ που εμπλζκονται ςτθ 

διακυτταρικι ςθματοδότθςθ (π.χ. NOTCH4). Επιπλζον ςθμαντικόσ 

αρικμόσ μεταλλαγϊν που ςχετίηονται με τθ νόςο ζχουν βρεκεί ςε 

περιοχζσ του γονιδιϊματοσ με ρυκμιςτικι δράςθ, δθλαδι περιοχζσ που 

δζχονται επιγενετικι τροποποίθςθ ι ςυμμετζχουν ςε αυτι όπωσ για 

παράδειγμα  γενετικζσ περιοχζσ που μεταγράφονται ςε ρυκμιςτικά 

RNAs (π.χ. miRNA, lncRNA) (Salazar et al, Pattanaik et al, Yangyang et al).  

΢υνολικά, μζχρι ςιμερα, περίπου το 88% των μεταλλαγϊν ςε αςκενείσ 

με ςυςτθματικι ςκλιρυνςθ ζχουν βρεκεί ςε μθ κωδικζσ περιοχζσ του 

γονιδιϊματοσ όπωσ ρυκμιςτικά ςτοιχεία (υποκινθτζσ, ενιςχυτζσ, 

αποςιωποιθτζσ) και ιντρόνια που επιδζχονται εναλλακτικό μάτιςμα 

(Salazar et al).  

Ζχει δειχκεί ότι τα αυτοάνοςα νοςιματα μοιράηονται κοινζσ μεταλλαγζσ 

γονιδίων, κακϊσ πολλζσ από τισ διάφορεσ παραλλαγζσ που 

ςυναντϊνται ςε ζνα ςυγκεκριμζνο γενετικό τόπο εμφανίηονται ςε 

παραπάνω από μία αυτοάνοςεσ διαταραχζσ. Θ εμφάνιςθ διαφορετικϊν 

αυτοάνοςων νοςθμάτων ςε οικογζνειεσ αλλά και θ ςυνφπαρξθ δφο ι 

περιςςότερων αυτοάνοςων νοςθμάτων ςε ζνα άτομο είναι παράγοντεσ 

που  υποςτθρίηουν τθν φπαρξθ κοινοφ γενετικοφ υπόβακρου (Salazar et 

al).  

΢ε μελζτθ που πραγματοποιικθκε, διαπιςτϊκθκε ότι 38% των αςκενϊν 

είχαν δφο ι παραπάνω αλλθλεπικαλυπτόμενα αυτοάνοςα νοςιματα, 

με τα ςυχνότερα απαντϊμενα να είναι θ αυτοάνοςθ κυρεοειδίτιδα, θ 

ρευματοειδισ αρκρίτιδα και το ςφνδρομο του Sjorgen. Όςον αφορά τθν 

οικογενι ομαδοποίθςθ των αυτοάνοςων αςκενειϊν το 36% των 

ςυγγενϊν 1ου βακμοφ είχαν τουλάχιςτον ζνα αυτοάνοςο νόςθμα. Σα 
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αποτελζςματα αυτά δείχνουν ότι οι αυτοάνοςεσ αςκζνειεσ μοιράηονται 

κοινοφσ γενετικοφσ παράγοντεσ κινδφνου (Allanore et al).  

1.2 Ζρευνεσ  

Λόγω των πολλαπλϊν γενετικϊν τόπων που εμπλζκονται ςτθν 

εκδιλωςθ τθσ αςκζνειασ και τθσ φαινοτυπικισ ετερογζνειασ είναι 

δφςκολθ θ επανάλθψθ αποτελεςμάτων μελετϊν ςφνδεςθσ (Allanore et 

al). Ζνα άλλο ςτοιχείο που δυςκολεφει τισ ζρευνεσ για τθν κατανόθςθ 

τθσ αςκζνειασ  είναι θ ζλλειψθ ηωικοφ μοντζλου (Pattanaik et al). 

Θ ςυςτθματικι ςκλιρυνςθ δεν ακολουκεί μενδελικι κλθρονόμθςθ, 

όμωσ κετικό οικογενειακό ιςτορικό εμφάνιςθσ τθσ αυξάνει τον ςχετικό 

κίνδυνο (RR) 15-19 φορζσ ςτα αδζρφια και 13-15 ςτουσ ςυγγενείσ 1ου 

βακμοφ. Επιπλζον μελζτεσ ςε οικογζνειεσ ζδθξαν ότι ο ςχετικόσ 

κίνδυνοσ εμφάνιςθσ τθσ αςκζνειασ είναι 3.07 (95% ΔΕ, 1.25-7.57) ςε 

ςυγγενείσ ςε 1ου βακμοφ αςκενϊν οι οποίοι είχαν προδιάκεςθ 

εμφάνιςθσ του φαινομζνου του Reynaud και άλλων αυτοάνοςων 

νοςθμάτων και 2.14 ςε ςυγγενείσ ςε 3ου βακμοφ (95% ΔΕ, 1.16-3.95) 

(Yangyang et al). 

 Ζχει πραγματοποιθκεί μζχρι ςτιγμισ μία μελζτθ ςε δίδυμα, όπου θ 

ςυχνότθτα εμφάνιςθσ τθσ νόςου δεν διζφερε ςθμαντικά ςε 

μονοηυγωτικά (4,2%) και διηυγωτικά (5,6%). Σα αποτελζςματα αυτά 

δείχνουν ότι υπάρχει γενετικι προδιάκεςθ για τθν αςκζνεια, που όμωσ 

δεν είναι όμωσ ικανι από μόνθ τθσ να οδθγιςει ςτθν εμφάνιςι τθσ 

(Allanore et al). 

 Ωσ επί το πλείςτον θ πιο ςυχνι παραλλαγι ςτο DNA αφορά τθν 

αντικατάςταςθ μίασ νουκλεοτιδικισ βάςθσ με άλλθ. Θ αλλαγι αυτι ζχει 

κακιερωκεί να αναφζρεται ωσ SNP (single nucleotide polymorphism) 

πολυμορφιςμόσ ενόσ νουκλεοτιδίου. Θ διαφορετικι αλλθλουχία που 

προκφπτει μπορεί να οδθγιςει ςε διαφορζσ ςτο τελικό προϊόν του 

γονιδίου ι ςτθν ζκφραςι του (Salazar et al). 

Για τθν ανίχνευςθ των πολυμορφιςμϊν  που ςχετίηονται με τθν 

αςκζνεια ακολουκικθκαν δφο ειδϊν προςεγγίςεισ που βαςίηονται ςτο 
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χαρακτθριςμό SNP και προςδιορίηουν τθν πικανότθτα εμφάνιςθσ του 

ςτουσ αςκενείσ ςε ςχζςθ με τθν υγιι ομάδα ελζγχου (Salazar et al). 

 Ο πρϊτοσ τφποσ μελζτθσ, Genome Wide Association Studies (GWAS) 

αφορά τθ μελζτθ ολόκλθρου του γονιδιϊματοσ αςκενϊν. Αρχικά, 

δθμιουργείται το γενετικό προφίλ αςκενϊν, πάντα ςε ςχζςθ με υγιείσ, 

ελζγχοντάσ το για μεγάλουσ αρικμοφσ (500.000-2.000.000) SNPs χωρίσ 

να υπάρχει εκ των προτζρων υπόκεςθ για το αν ςχετίηονται με τθν 

αςκζνεια. ΢υνεπϊσ, είναι μια αντικειμενικι μζκοδοσ θ οποία παρζχει τθ 

δυνατότθτα ταυτοποίθςθσ νζων γονιδίων για τα που δεν υπιρχαν 

υποψίεσ  ςυςχζτιςθσ τουσ με τθν αςκζνεια (Salazar et al). Όμωσ με τθν 

προςζγγιςθ αυτι μελετϊνται και SNPs ςε ανιςςοροπία ςφνδεςθσ (LD) 

με άλλα, οπότε υπάρχει δυςκολία ςτθν ταυτοποίθςθ του αιτιατοφ και 

του ψευδοφσ SNP (Salazar et al). Θ ανιςςοροπία ςφνδεςθσ αναφζρεται 

ςτθν περίπτωςθ που θ ςυχνότθτα εμφάνιςθσ ςυγκεκριμζνων 

ςυνδυαςμϊν αλλθλομόρφων ςε φάςθ ςφηευξθσ, ςε δφο ι 

περιςςότερουσ γενετικοφσ τόπουσ, είναι μεγαλφτερθ από τθν τυχαίωσ 

αναμενόμενθ βάςθ τθσ ςυχνότθτασ των αλλθλομόρφων ςτον πλθκυςμό 

(ιατρικι γενετικι Thomson and Thomson). Οπότε, είναι πικανό γονίδια 

που δεν ςχετίηονται με τθν αςκζνεια να εμφανίηουν κετικι ςυςχζτιςθ 

επιδι βρίςκονται ςε ανιςςοροπία ςφνδεςθσ με εκείνα που όντωσ 

ςχετίηονται με τθ νόςο (ιατρικι γενετικι Thomson and Thomson). Άλλα 

μειονεκτιματα τθσ προςζγγιςθσ αυτισ είναι θ ανάγκθ για μεγάλο 

αρικμό δειγμάτων, επίςθσ είναι πικανόν να μθν ςυμπεριλθφκοφν ςτθ 

μελζτθ ςπάνια αλλθλόμορφα λόγω τθσ κάλυψθσ που παρζχει κάκε 

πλατφόρμα που χρθςιμοποιείτε για τθν ανάλυςθ (Salazar et al).  

Ο δεφτεροσ τφποσ μελζτθσ, Candidate Gene Approach (μελζτθ 

υποψθφίου γονιδίου), αφορά τθν εξζταςθ ςυγκεκριμζνου SNP (Salazar 

et al). Σα γονίδια που μελετϊνται ζχουν επιλεγεί βάςθ τθσ ςυςχζτιςθσ  

τουσ με άλλα αυτοάνοςα ι γιατί είναι μζροσ μονοπατιϊν ςθμαντικϊν 

ςτθν πακογζνεια τθσ αςκζνειασ (Salazar et al). Από αυτό πθγάηει ζνα 

από τα πλεονεκτιματα τθσ προςζγγιςθσ, το ότι είναι δυνατι θ μελζτθ 

SNP με γνωςτι λειτουργία. Με αυτι τθ μζκοδο ζχουν ταυτοποιθκεί 

γενετικοί παράγοντεσ κινδφνου για τθν ςυςτθματικι ςκλιρυνςθ και 

ζχουν ςυςχετιςτεί με κλινικοφσ τουσ φαινότυπουσ (Salazar et al). Οι 
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μελζτεσ αυτζσ όμωσ  περιορίηονται από το μικρό αρικμό δειγμάτων 

γεγονόσ που ςυμβάλει ςτθ μικρι επαναλθψιμότθτα των 

αποτελεςμάτων που προκφπτουν (Salazar et al). 

Παρακάτω αναφζρονται ενδεικτικά  οριςμζνοι γενετικοί τόποι για τουσ 

οποίουσ ζχει φανεί ςυςχζτιςθ με τθν ςυςτθματικι ςκλιρυνςθ.   

1.3 Γενετικοί τόποι ςυςχετιηόμενοι με τθν ςυςτθματικι ςκλιρυνςθ 

1.3.1 Περιοχι μείηονοσ ςυμπλόκου ιςτοςυμβατότθτασ-MHC 

1.3.1.1 Γονίδια HLA 

Ιςχυρότερθ ςφνδεςθ με τθν SSc ζχει παρατθρθκεί ςτα γονίδια HLA του 

μείηονοσ ςυμπλόκου ιςτοςυμβατότθτασ. Αυτά εδράηονται ςτθ κζςθ  

6p21.31 θ οποία χαρακτθρίηεται από μεγάλθ πολυμορφικότθτα 

αλλθλομόρφων των γονιδίων HLA και άλλων ανοςορυκμιςτικϊν 

γονιδίων (Salazar et al). 

Πολυμορφιςμοί ςτθν περιοχι αυτι ζχουν ςυςχετιςτεί κετικά τόςο με 

τθν εκδιλωςθ τθσ αςκζνειασ, όςο και με τθν εμφάνιςθ ςυγκεκριμζνου 

υποτφπου, ενϊ κάποιοι άλλοι όπωσ HLA-DRB1*07, HLA-B*57 και HLA-

Cw*14 φαίνεται πωσ δρουν προςτατευτικά (Salazar et al).  Επιπλζον, 

οριςμζνοι πολυμορφιςμοί είναι κοινοί ςε ςυγκεκριμζνεσ πλθκυςμιακζσ 

ομάδεσ και εκνικότθτεσ. Ειδικότερα τα αλλθλόμορφα DRB1*1104, 

DQA1*0501 και DQB1*0301 βρζκθκαν να ςυςχετίηονται ςθμαντικά με 

τθν SSc ςτουσ Καυκάςιουσ και Ιςπανόφωνουσ ενϊ ςτουσ 

Αφροαμερικάνουσ τα αλλθλόμορφα DRB1*0804, DQA1*0501 και 

DQB1*0301(Salazar et al). Σο τελευταίο (QB1*0301) ζδειξε τθν 

μεγαλφτερθ ςυςχζτιςθ με αςκενείσ ςτουσ οποίουσ ανευρίςκονταν 

αυτοαντιςϊματα για τθν τοποϊςομεράςθ (ΑΣΑ), ενϊ παράλλθλα τα 

DQB1*0501 και DQB1*26.21 ςχετίςτθκαν με τθν παραγωγι 

αυτοαντιςωμάτων για το κεντρομερζσ (ΑCΑ) και τζλοσ τα HLA-B*62 και 

HLA-DRB1*07 ςυςχετίςτθκαν με τον διάχυτο υπότυπο τθσ νόςου 

(Salazar et al). 
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1.3.1.2 Γονίδια Non-HLA 

Σο γονίδιο NOTCH4 βρίςκεται ςτθν περιοχι MHC αλλά δεν κωδικοποιεί 

για πρωτεΐνεσ HLA. Σο προϊόν τθσ μεταγραφισ του είναι μια 

διαμεμβρανικι πρωτεΐνθ που εμπλζκεται ςτθν ςε μονοπάτια 

πρόκλθςθσ πνευμονικισ ίνωςθσ μζςω του μονοπατιοφ ςθματοδότθςθσ 

Notch. Πολυμορφιςμοί ςτο γονίδιο αυτό ζχουν ςυςχετιςτεί με τθν 

παρουςία αυτοαντιςωμάτων ΑΣΑ και ΑCΑ (Salazar et al).  

1.3.2 Γονίδια ζμφυτθσ ανοςίασ 

Θ ιντερφερόνθ τφπου Ι (IFN), που διαδραματίηει ςθμαντικό ρόλο ςτθ 

ρφκμιςθ τθσ ανοςιακισ άμυνασ, ζχει ςυςχετιςτεί κετικά με τθν 

ανάπτυξθ πνευμονικισ ίνωςθσ και τθν αυξθμζνθ κνθτότθτα ςτθν SSc 

(Pattanaik et al). Και ςε αυτι τθν περίπτωςθ τα διαφορετικά 

αλλθλόμορφα φάνθκε πωσ ςυςχετίηονται  με τθν παραγωγι 

διαφορετικϊν αυτοαντοςωμάτων, τθν ανάπτυξθ διαφορετικϊν κλινικϊν 

εκδθλϊςεων και ςυνολικά με διαφορετικό υποτφπο τθσ νόςου 

ρυκμίηοντασ τθν μεταγραφι γονιδίων TLR (Pattanaik et al, Salazar et al). 

1.3.3 Γονίδια επίκτθτθσ ανοςίασ 

Ζχει βρεκεί ςχζςθ μεταξφ δυςλειτουργιϊν ςτοιχείων κυτταρικισ 

ςθματοδότθςθσ των Β και Σ λεμφοκυττάρων (Pattanaik et al). Σο 

γεγονόσ αυτό υπογραμμίηει τθν ςχζςθ τθσ επίκτθτθσ ανοςίασ με τθν 

ευαιςκθςία ςτθν εμφάνιςθ τθσ ςυςτθματικισ ςκλιρυνςθσ (Pattanaik et 

al). Παράδειγμα αποτελεί το γονίδιο PTPN22 κωδικοποιεί για μια 

φωςφατάςθ που ρυκμίηει τθν μεταγωγι ςιματοσ ςτα Σ-λεμφοκφτταρα 

λειτουργϊντασ ωσ καταςτολζασ τθσ. Θ αντικατάςταςθ τθσ C ςτθ κζςθ 

1858 ςε Σ είναι μια μετάλλαξθ κζρδουσ λειτουργίασ, ζτςι θ παραγόμενθ 

πρωτεΐνθ δρα ωσ ιςχυρότεροσ απενεργοποιθτισ των υποδοχζων TCR 

(Pattanaik et al). 

1.3.4 Γονίδια που εμπλζκονται ςτθν διακυτταρικι επικοινωνία  

Μεταλλαγζσ γονιδίων που κωδικοποιοφν για κυττοκίνεσ και υποδοχείσ 

τουσ ζχουν φανεί να εμπλζκονται ςτθ νόςο. Ο TNFSF4 είναι ζνασ 

προςδζτθσ του ΟΧ-40 των Σ-λεμφοκυττάρων που δρα ςυνδιεγερτικά για 
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τθν ενεργοποίθςι τουσ. Πολλζσ μεταλλαγζσ του γονιδίου αυτοφ ζχουν 

ςυςχετιςτεί με τθν φπαρξθ ΑΣΑ αυτοαντιςωμάτων (Salazar et al). 

1.3.5 Γονίδια που ςχετίηονται με τθν παραγωγι και τθν 
αποικοδόμθςθ εξωκφτταριου υλικοφ 

Λόγω τθσ αυξθμζνθσ  ποςότθτασ εξωκυττάριου υλικοφ ςτον οργανιςμό 

αςκενϊν, ζχουν προτακεί και μελετθκεί γονίδια που ςχετίηονται άμεςα 

ι ζμμεςα με τθν παραγωγι και αποικοδόμθςι του. Κάποια από τα πιο 

χαρακτθριςτικά γονίδια είναι τα παρακάτω. 

CTGF (CCN2) Connective Tissue Growth Factor: Αυξθτικόσ παράγοντασ 

του ςυνδετικοφ ιςτοφ, ςυμμετζχει ςε διαδικαςίεσ όπωσ θ κυτταρικι 

προςκόλλθςθ, πολλαπλαςιαςμόσ και διαφοροποίθςθ ινοβλαςτϊν. Αλλά 

και ςτθν παραγωγι εξωκυτταριου υλικοφ (Fonseca et al). 

PXK PX Serine-Threonine Kinase : Μεταφορά και αποικοδόμθςθωτου 

υποδοχζα του επιδερμικοφ αυξθτικοφ παράγοντα, EGFR (Takeuchi et 

al). 

CSK C-src Tyrosine Kinase : Απενεργοποιεί τισ κινάςεσ c-Src που 

εμπλζκονται ςτθ διαδικαςία πρόκλθςθσ ίνωςθσ (Salazar, Mayes).  

Autophagy protein-5 (ATG5): Λιγάςθ τθσ ουβικουιτίνθσ που ςυμμετζχει 

ςτθν απομάκρυνςθ άχρθςτου κυττταροπλαςματικοφ υλικοφ (Mayes et 

al). Παραλλαγζσ του γονιδίου ζχουν ςυςχετιςτεί και με το άςκμα 

(Mayes et al).  

Deoxyribonuclease 1-Like 3 (DNASE1L3): ΢υμμετζχει ςτθν 

αποικοδόμθςθ του DNA κατά τθν απόπτωςθ, δθμιουργϊντασ 

παράλλθλα δίκλωνεσ ριξθσ ςτα γονίδια των ανοςοοςφαιρινϊν 

(Pattanaik et al). 

1.3.6  Γονίδια που εδράηονται ςτο Χ χρωμόςωμα 

Γονίδια όπωσ το IRAK1 (υποδοχζασ ιντερλευκίνθσ) ο οποίοσ επάγει τθν 

ζκφραςθ IFNα και IFNγ και ςυμμετζχει ςτθν ενεργοποίθςθ των φυςικϊν 

φονικϊν κυττάρων και των Β-λεμφοκυττάρων (Pattanaik et al). Αλλά και 
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τo MECP2, μιασ  πρωτείνθσ που προςδζνεται ςε νθςίδεσ CpG και 

ρυκμίηει τθν ζκφραςθ μεκυλιωμζνων γονιδίων, ζχουν ςυςχετιςτεί με 

τθν ςυςτθματικι ςκλιρυνςθ και κεωροφνται ςθμαντικά για τθν 

πακοφυςιολογία τθσ αςκζνειασ (Pattanaik et al).  

1.3.7 Ιντρόνια και διαγονιδιακζσ περιοχζσ  

Όπωσ αναφζρκθκε προθγουμζνωσ, θ πλειοψθφία των μεταλλαγϊν που 

ςχετίηονται με τθν ςυςτθματικι ςκλιρυνςθ βρίςκονται ςε ρυκμιςτικζσ 

περιοχζσ του DNA. Αυτζσ οι περιοχζσ μπορεί να είναι: α)ιντρόνια, 

δθλαδι περιοχζσ εντόσ γονιδίων που δεν ςυμπεριλαμβάνονται ςτο 

τελικό προϊόν του γονιδίου λόγω αφαίρεςθσ τουσ κατά το μάτιςμα, 

β)αλλθλουχίεσ DNA ανάμεςα ςε γονίδια όπου υπάρχουν ρυκμιςτικά 

ςτοιχεία όπωσ υποκινθτζσ γονιδίων ι γ)περιοχζσ εναλλακτικοφ 

ματίςματοσ (Salazar, Mayes). Κατά το εναλλακτικό μάτιςμα, γίνεται 

αποκοπι ιντρονίων από το pre-mRNA και ςυρραφι εξωνίων μεταξφ 

τουσ. Μεταλλαγζσ ςε περιοχζσ εναλλακτικοφ ματίςματοσ είναι πικανό 

να οδθγιςουν ςε αλλαγμζνα όρια και διαφορετικό από το φυςιολογικό 

τελικό γονιδιακό προϊόν. Χαρακτθριςτικό παράδειγμα είναι αυτό, τθσ 

Lysyl hydroxylase 2 (LH2), ενόσ ενηφμου που ςυμμετζχει ςτο 

εναλλακτικό μάτιςμα ςτθ βιοςφνκεςθ του κολλαγόνου. Αλλαγζσ ςτο 

μοτίβο ματίςματοσ του γονιδίου LH2 ευνοοφν τθν ειςαγωγι παραπάνω 

εξωνίου και τθν παραγωγι ενόσ μεγαλφτερου του κανονικοφ 

μεταγράφου που ζχει ςυςχετιςτεί με τθν ςυςτθματικι ςκλιρυνςθ (Seth 

et al).  

1.3.8 Επιγενετικοί Παράγοντεσ 

Αν αναλογιςτεί κανείσ τθν μεγάλθ ετερογζνεια τθσ νόςου και τθν 

χαμθλι διειςδυτικότθτασ τθσ μπορεί να ςυμπεράνει ότι μόνο με 

γενετικά κριτιρια δεν μπορεί να εκτιμθκεί ο κίνδυνοσ εκδιλωςθσ τθσ 

αςκζνειασ (Salazar et al). Θ παρατιρθςθ αυτι ζςτρεψε τθσ ζρευνεσ 

προσ το πεδίο τθσ επιγενετικισ (Sing et al). Οι επιγενετικζσ αλλαγζσ 

κλθρονομοφνται χωρίσ να είναι απαραίτθτα μζροσ τθσ αλλθλουχίασ του 

DNA. Οι επιγενετικοί μθχανιςμοί κα μποροφςαν να εξθγιςουν τθν 

γενετικι ποικιλότθτα λόγω του ρόλου τουσ ςτθ ρφκμιςθ τθσ γονιδιακισ 

ζκφραςθσ (Salazar, Mayes). Οι επιγενετικοί μθχανιςμοί περιλαμβάνουν 
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μεκυλίωςθ DNA, τροποποιιςεισ ιςτονϊν, miRNAs και lnc-RNAs (Salazar, 

Mayes). 

Θ μεκυλίωςθ DNA λαμβάνει χϊρα ςε περιοχζσ που ονομάηονται 

νθςίδεσ CpG και ςυνικωσ ςυναντϊνται ςε υποκινθτζσ. Θ προςκικθ 

μεκυλο-ομάδασ κετικοφ φορτίου ςτο αρνθτικά φορτιςμζνο DNA ζχει 

ςαν αποτζλεςμα τθν ςυμπφκνωςθ του, γεγονόσ που κακιςτά τθν 

μεκυλιωμζνθ περιοχι μθ προςβάςιμθ ςε μεταγραφικοφσ παράγοντεσ. 

΢υνεπϊσ, καταςτζλλεται θ μεταγραφι του γονιδίου (Salazar et al).  

1.3.9 miRNAs και lnc-RNA 

Σα miRNA είναι μικρά RNA (19-23bp) που δεν μεταφράηονται ςε 

πρωτεΐνεσ αλλά ρυκμίηουν τθν ζκφραςθ άλλων γονιδίων, ςτοχεφοντασ 

ςτο μετάγραφο-ςτόχο και εποικοδομϊντασ το με τθ βοικεια 

πρωτεϊνϊν. Φαίνεται ότι ρυκμίηουν μονοπάτια φλεγμονισ, ίνωςθσ και 

αγγειογζνεςθσ. Σα lnc-RNA (>20 bp) εικάηεται ότι ρυκμίηουν διαδικαςίεσ 

τθσ ανοςιακισ απάντθςθσ (Broen et al). 

1.3.10  Αλλθλεπιδράςεισ μεταξφ γονιδίων 

Αξίηει να τονιςτεί, ότι θ επίδραςθ που αςκεί κάκε γονίδιο ςτον κίνδυνο 

εμφάνιςθσ τθσ αςκζνειασ είναι μικρι. Όπωσ ζχει δειχκεί, οι πολλαπλοί 

γενετικοί τόποι που ςχετίηονται με τθν αςκζνεια, αλλθλεπιδροφν 

μεταξφ τουσ αυξάνοντασ τθν πικανότθτα εκδιλωςθσ τθσ αςκζνειασ ι 

προςτατεφοντασ από αυτι. Αυτό διαφαίνεται από το γεγονόσ ότι τα 

προϊόντα πολλϊν από τα πικανά εμπλεκόμενα γονίδια ςυμμετζχουν 

ςτα ίδια βιολογικά μονοπάτια (Salazar et al). 

1.4 Πολυμορφιςμοί υπό μελζτθ  

΢το πλαίςιο τθσ παροφςασ διπλωματικισ εργαςίασ επιλζχκθκαν και  

εξετάςτθκαν οι πολυμορφιςμοί rs6918698 του γονιδίου CTGF και 

rs4681851 του PXK ςτον ελλθνικό πλθκυςμό.  ΢κοπόσ τθσ εργαςίασ ιταν 

θ ανίχνευςθ και ο προςδιοριςμόσ τθσ ςυχνότθτασ εμφάνιςθσ των 

παραπάνω πολυμορφιςμϊν, ειδικϊν για τθ νόςο και για τουσ 

διαφορετικοφσ φαινοτφπουσ ςτον ελλθνικό πλθκυςμό, κακϊσ και θ 
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ςυςχζτιςθ τουσ με τθν πρόγνωςθ και τθν κλινικι πορεία των υπό μελζτθ 

αςκενϊν.  

1.4.1 CTGF 

Όςον αφορά τουσ αγγειακοφσ παράγοντεσ τθσ ίνωςθσ το γονίδιο που 

ςυςχετιςτεί με ινϊδεισ νόςουσ και ειδικότερα με τθν ςυςτθματικι 

ςκλιρυνςθ είναι αυτό του CTGF, το οποίο εδράηεται ςτο χρωμόςωμα 6 

(Bhattacharyya et al, Zhou et al). Ο πολυμορφιςμόσ −945C ςτον 

υποκινθτι του γονιδίου ζχει ςυςχετιςτεί με τθν αςκζνεια ςε μελζτθ που 

ζχει γίνει ςε Βρετανικό πλθκυςμό 1000 ατόμων (Fonseca et al). Όμωσ ςε 

άλλεσ ζρευνεσ παρόλο που θ ςυχνότθτα εμφάνιςθσ του 

πολυμορφιςμοφ ςτουσ αςκενείσ ιταν παρόμοια υπιρξαν διαφορζσ 

ςτθν ομάδα ελζγχου, oπότε δεν υπιρξε ςυςχζτιςθ (Allanore et al). 

Ο CTGF ι αλλιϊσ CCN2 είναι αυξθτικόσ παράγοντασ. Ανικει ςτθν 

οικογζνεια πρωτεϊνϊν CCN, θ οποία περιλαμβάνει πρωτεΐνεσ που 

ρυκμίηουν διαδικαςίεσ όπωσ θ κυτταρικι προςκόλλθςθ, θ παραγωγι 

εξωκυττάριασ ουςίασ, θ ιςτικι αναδιαμόρφωςθ, ο πολλαπλαςιαςμόσ 

και διαφοροποίθςθ κυττάρων (ινοβλαςτϊν) (Leask και Abraham). 

Αςκοφν τθ δράςθ τουσ μζςω του μονοπατιοφ ιντεργκρίνθσ και HSPG 

(πρωτεογλυκάνθ), ρυκμίηοντασ άμεςα τθν κυτταρικι προςκόλλθςθ και 

ζμμεςα τθν δράςθ πρωτεϊνϊν και εξωκυττάριων προςδετϊν όπωσ είναι 

οι κυττοκίνεσ, αυξθτικοί παράγοντεσ, μορφογόνα και ςυςτατικά του 

εξωκυττάριου υλικοφ (Leask et al).  

Ο CTGF εκκρίνεται από τα ενδοκθλιακά κφτταρα ωσ απάντθςθ ςε ιςτικι 

βλάβθ, παρόλο που δεν εκφράηεται ςε μεςεγχυματικά κφτταρα υπό 

φυςιολογικζσ ςυνκικεσ, κατά τθ διαδικαςία επιδιόρκωςθσ ιςτοφ 

επάγεται ταχζωσ θ παραγωγι του (Bradham et al, Kapoor et al). Ζχει 

βρεκεί ότι παράγοντεσ όπωσ θ ενδοκυλίνθΙ, θ αγγειοτενςίνθΙΙ, τα  

γλυκοκορτικοειδι, ο TGF β και θ υποξία είναι επίςθσ επαγωγείσ τθσ 

ζκφραςθσ του CTGF (Leask et al).  

Απορρφκμιςθ του προτφπου ζκφραςθσ του ζχει βρεκεί ςε ινϊδεισ 

αςκζνειεσ, θ ςυςτθματικι ςκλιρυνςθ δεν αποτελεί εξαίρεςθ αφοφ, ζχει 
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ανιχνευτεί ςε αυξθμζνα επίπεδα του CTGF ςτον οργανιςμϊν αςκενϊν 

(βιολογικά υγρά) (Fonseca et al). 

Ο πολυμορφιςμόσ υπό εξζταςθ βρίςκεται ςτον υποκινθτι του γονιδίου 

του CTGF, ςτθ κζςθ -945(Fonseca et al). Θ αντικατάςταςθ τθσ 

αηωτοφχου βάςθσ κυτοςίνθσ ςε γουανίνθ ζχει ςαν αποτζλεςμα τθν 

μείωςθ τθσ ςυγγζνειασ πρόςδεςθσ του μεταγραφικοφ παράγοντα sp3 

με ταυτόχρονθ αφξθςθ τθσ ςυγγζνειασ πρόςδεςθσ του μεταγραφικοφ 

παράγοντα sp1 (Fonseca et al). Σο C αλλθλόμορφο δθμιουργεί μια κζςθ 

πρόςδεςθσ με υψθλι ςυγγζνεια για τον μεταγραφικό παράγοντα sp3 

(Fonseca et al). Ο παράγοντασ sp3 ζχει δειχκεί ότι δρα ωσ μεταγραφικόσ 

απενεργοποιθτισ ι και ενεργοποιθτισ αςκενζςτεροσ όμωσ από τον sp1, 

με τον οποίο ανταγωνίηεται για τθν ίδια κζςθσ πρόςδεςθσ (Suske et al).  

 

Εικόνα 3: Σφγκριςθ πρόςδεςθσ παραγόντων ςτθν περίπτωςθ διαφορετικϊν 
αλλθλομόρφων προςαρμοςμζνθ από Fonseca et al 

΢τθν εικόνα 3 παρουςιάηεται το προτεινόμενο μοντζλο άρςθσ τθσ 

μεταγραφικισ καταςτολισ παρουςία του G αλλθλομόρφου (Forenska et 

al). ΢φμφωνα με τθ μελζτθ των Forenska et al, ο γονότυποσ GG είναι 

ςυχνότεροσ ςτουσ αςκενείσ από ότι ςτθν ομάδα ελζγχου και ζχει 

ςυςχετιςτεί με οριςμζνα υποςφνολα τθσ αςκζνειασ και ςυγκεκριμζνα  

με τθν παρουςία (αυτοαντιςωμάτων αντι-τοποιςομεράςθσ, ζναντι 

πρωτεϊνϊν του κεντρομεροφσ) και με πνευμονικι ίνωςθ (Forenska et 

Καταςτολι ζκφραςθσ από τθν Sp3 
παρουςία του C  αλλθλoμόρφου  
 

Άρςθ τθσ καταςτολισ παρουςία 
του G αλλθλομόρφου  
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al). Θ παρουςία αυτοαντιςωμάτων αντι-τοποϊςομεράςθσ ζχει 

ςυςχετιςτεί με αγγειακζσ επιπλοκζσ και πνευμονικι υπζρταςθ. Αυτι θ 

ςυςχζτιςθ, είναι αναμενόμενθ λόγω τθσ δράςθσ του CTGF ςτον 

πολλαπλαςιαςμό των κυττάρων και τον ζλεγχο τθσ εναπόκεςθσ 

εξωκυττάριου υλικοφ (Forenska et al).  

1.4.2 PXK 

Σο γονίδιο pxk βρίςκεται ςτο χρωμόςωμα 3 και κωδικοποιεί για μια 

καλά ςυντθρθμζνθ κινάςθ Ser/Thr με επικράτεια phox (PX) ςτο N τελικό 

τθσ άκρο  και μία περιοχι WASP2 (WH2) ςτο καρβοξυτελικό άκρο 

(Ellson et al, Takeuchi et al). 

   

Εικόνα 4: διαγραμματικι αποικόνθςθ τθσ δομισ τθσ PXK 

 

Θ πρωτεΐνθ εντοπίηεται ςτθν εςωτερικι μεμβράνθ του ενδοςϊματοσ 

λόγω τθσ αλλθλεπίδραςισ τθσ  περιοχισ PX με τθν φωςφατίδιλο 

ινοςιτόλθ (PtdIns3P). ΢υνεπϊσ εκφράηεται ςε όλουσ ςχεδόν τουσ ιςτοφσ. 

Ζχουν ταυτοποιθκεί 5 παραλλαγζσ τθσ με διαφορετικό υποκυτταρικό 

εντοπιςμό. Θ πρωτεΐνθ ςυμμετζχει ςτθν διαδικαςία ενδοκφττωςθσ και 

αποικοδόμθςθσ του EGFR (υποδοχζασ του επιδερμικοφ αυξθτικοφ 

παράγοντα που επάγει τον κυτταρικό πολλαπλαςιαςμό και αφξθςθ) 

(Takeuchi et al).  Ζχει δθχκεί ότι ο ρυκμόσ αποικοδόμθςθσ του EGFR ςε 

κφτταρα που εξζφραηαν τθν PXK είναι αυξθμζνοσ (Takeuchi et al). 

Φαίνεται να ζχει ςθμαντικό ρόλο ςτθν μεταφορά του EGFR μζςω 

ρφκμιςθσ τθσ ουβικιτινυλίωςθσ επαγόμενθσ από προςδζτθ ςε 

ςυνεργαςία βζβαια με άλλα μόρια (Takeuchi et al). 

Θ περιοχι WH2 χρθςιμεφει ωσ περιοχι πρόςδεςθσ τθσ ακτίνθσ, διακζτει 

επίςθσ κζςεισ πρόςδεςθσ παραγόντων αποπολυμεριςμοφ και 

πολυμεριςμοφ τθσ ακτίνθσ. Όςον αφορά τθν περιοχι αυτι και τθ 

λειτουργία τθσ, εικάηεται ότι ςυμμετζχει ςτθ ρφκμιςθ τθσ μεταφοράσ 

H2N COOH 
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και αποικοδόμθςθσ τθσ αντλίασ καλίου-νατρίου όπωσ και με τον EGFR, 

αλλά και ςτθν μεταφορά μονομερϊν ακτίνθσ ςε ςθμεία 

αποπολυμεριςμοφ και πολυμεριςμοφ (Mao et al, Takeuchi et al ).  

Ο χαρακτθριςμόσ τθσ περιοχισ κινάςθσ ζδειξε ότι δεν διακζτει τα 

ςυντθρθμζνα αμινοξζα των κιναςϊν, ςυνεπϊσ δεν 

αυτοφωςφωρυλιϊνεται και δεν φωςφορυλιϊνει, είναι δθλαδι μία 

νεκρι κινάςθ που πικανόν ςυμμετζχει ςτον εντοπιςμό τθσ PXK 

(Takeuchi et al). 

Μζχρι ςτιγμισ δεν ζχει αποςαφθνιςτεί ο μθχανιςμόσ μεταφοράσ και 

ενδοκφττωςθσ του EGFR και τθσ αντλίασ καλίου-νατρίου είναι όμωσ 

πικανόν να γίνεται μζςω ρφκμιςθσ τθσ αναδιοργάνωςθσ του 

κυτταροςκελετοφ (Takeuchi et al).  

Ο πολυμορφιςμόσ υπό μελζτθ ζχει ςυςχετιςτεί με τθν παραγωγι 

αυτοαντιςωμάτων εναντίον πρωτεϊνϊν του κεντρομεροφσ (ACA) και ζχει 

προκφψει από μελζτθ υποψθφίου γονιδίου (Martin et al). 
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2 Μζκοδοι 
Για τθ μελζτθ ςυςχζτιςθσ των πολυμορφιςμϊν rs6918698 (CTGF) και 

rs4681851 (PXK) με τθν ςυςτθματικι ςκλιρυνςθ απομονϊκθκε DNA 

από το αίμα αςκενϊν και υγιϊν ατόμων που αποτελοφςαν τθν ομάδα 

ζλεγχου. ΢τθ ςυνζχεια, ενιςχφκθκαν τα τμιματα υπό μελζτθ με PCR και 

πραγματοποιικθκε ανάλυςθ SSCP για τθν ανίχνευςθ διαφορετικϊν 

προτφπων και απευκείασ αλλθλοφχθςθ για τθν ταυτοποίθςθ 

διαφορετικϊν γονοτφπων. Σζλοσ, πραγματοποιικθκε ςτατιςτικι 

ανάλυςθ των ςυχνοτιτων εμφάνιςθσ των διαφορετικϊν γονοτφπων ςε 

αςκενείσ και υγιείσ. 

2.1 Δείγματα 
Σα 80 ςυνολικά, δείγματα αςκενϊν με διάχυτο και εςτιαςμζνο 

ςκλθρόδερμα που αναλυκικαν, προιλκαν από τθν κλινικι 

ρευματολογίασ του πανεπιςτθμιακοφ νοςοκομείου Λάριςασ. Θ ομάδα 

ελζγχου περιλαμβάνει 50 άτομα μζςθσ θλικίασ που δεν πάςχουν από 

ςυςτθματικι ςκλιρυνςθ οφτε και από κάποιο άλλο αυτοάνοςο νόςθμα. 

2.2 Απομόνωςθ DNA 
Θ απομόνωςθ του γενετικοφ υλικοφ από το αίμα αςκενϊν και μθ, ζγινε 

με βάςθ τισ οδθγίεσ του kit απομόνωςθσ τθσ εταιρίασ Invitrogen. 

2.3 Φωτομζτρθςθ 
Για τον προςδιοριςμό τθσ ςυγκζντρωςθσ και τθσ κακαρότθτασ των 

προϊόντων τθσ απομόνωςθσ πραγματοποιικθκε φωτομζτρθςθ. Θ 

διαδικαςία αυτι περιλαμβάνει τθ διζγερςθ των θλεκτρονίων των 

μορίων των ουςιϊν που βρίςκονται ςτο διάλυμα προσ φωτομζτρθςθ 

από μία δζςμθ φωτόσ.  Κατά τθν αποδιζγερςι τουσ τα μόρια 

απελευκερϊνουν τθν ενζργεια που προςζλαβαν ςε μορφι 

ακτινοβολίασ. Για κάκε χθμικι ζνωςθ υπάρχει ζνα χαρακτθριςτικό 

μικοσ κφματοσ (λmax) ςτο οποίο εμφανίηει τθ μζγιςτθ απορρόφθςθ, για 

τα νουκλεϊκά οξζα είναι τα 260 nm, ενϊ για τισ πρωτεΐνεσ τα 280 nm. 

Αφοφ φωτομετρικικαν τα δείγματα προςδιορίςτθκε ο λόγοσ A260nm / 

Α280nm  που δείχνει τθ ςχζςθ τθσ ςυγκζντρωςθσ του DNA προσ τισ 

πρωτεΐνεσ ςτο προϊόν του κακαριςμοφ, θ βζλτιςτθ τιμι του λόγου για 

διάλυμα DNA είναι 1,8. Για τθν φωτομζτρθςθ ςε κυψελίδα χαλαηία 

προςτζκθκαν 98μl νερό και 2μl προϊόν. 
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2.4 BLAST Basic Local Alignment Search Tool 
Για τον ςχεδιαςμό των εκκινθτϊν και τον ζλεγχο τθσ ειδικότθτασ τουσ, 

χρθςιμοποιικθκε το πρόγραμμα primer BLAST του NCBI. Σο BLAST είναι 

ζνασ αλγόρικμοσ που παρζχει ςτο χριςτθ τθ δυνατότθτα ςφγκριςθσ 

μίασ αλλθλουχίασ επερϊτθςθσ με αλλθλουχίεσ που υπάρχουν ςτισ 

βάςεισ δεδομζνων.  

Οι αλλθλουχίεσ των ηευγϊν των εκκινθτϊν (forward και reverse) για 

κάκε τμιμα προσ ενίςχυςθ φαίνεται ςτον πίνακα 2. 

Πίνακασ 2: Αλλθλουχία εκκινθτϊν 

 

 

 

 

 

 

2.5 Αλυςιδωτι αντίδραςθ πολυμεράςθσ (PCR)   
Για τθν ενίςχυςθ τθσ περιοχισ των γονιδίων υπό μελζτθ όπου 

βρίςκονται τα επικυμθτά SNPs, πραγματοποιικθκε αλυςιδωτι 

αντίδραςθ πολυμεράςθσ (Mullis KB). Θ τεχνικι αυτι βαςίηεται ςτθν 

ιδιότθτα του DNA να αναδιατάςςεται και να επαναδιατάςςεται όταν 

βρίςκεται ςε κατάλλθλεσ ςυνκικεσ. Θ ενίςχυςθ του εκμαγείου DNA 

επιτυγχάνεται με τθ χριςθ του ενηφμου πολυμεράςθσ του DNA, θ οποία 

ζχει τθν ικανότθτα να προςκζτει νουκλεοτίδια ςε ελεφκερθ 3'-ΟΘ 

ομάδα. Για το λόγο αυτό προςτίκενται οι εκκινθτζσ. Σα ςτάδια τθσ PCR 

ςυνοψίηονται ςτθν εικόνα 5.  

Εκκινητής Αλληλουχία 

CTGF F AGAACAAAGACGCGTGTGAC 

CTGF R CCCCTTTGCATCCCAGTGTT 

PXK F AGTCAAAACGATCTGCTCTTGAAA 

PXK R AGACGGAGTTATTTTGTTCTCTGT 
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Εικόνα 5: Αλυςιδωτι αντίδραςθ πολυμεράςθσ PCR 

 

 

Θ ςφςταςθ των διαλυμάτων των αντιδράςεων για τα δφο γονίδια 

περιγράφεται ςτουσ πίνακεσ 3 και 4 

Οι ςυνκικεσ ενίςχυςθσ του επικυμθτοφ τμιματοσ DNA είναι οι εξισ: 

Αρχικι αποδιάταξθ : 95οC για 5 min 

Αποδιάταξθ:      95οC για 40 sec                            

Τβριδοποίθςθ: 60οC (γονίδιο CTGF) 

                                 59οC (γονίδιο PXK) για 40 sec       ×40 κφκλουσ 

Επιμικυνςθ:     72οC για 1,3 min                                                                                   

Σελικι επιμικυνςθ: 72οC για 10 min 

Σελικά προκφπτουν πολλαπλά αντίγραφα του αρχικοφ τμιματοσ DNA, 

απαραίτθτα για τθν επιτυχία των μεκόδων που ακολουκοφν. 
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Πίνακασ 3: Συςτατικά αντίδραςθσ PCR γονιδίου PXK (ποςότθτεσ ςε μl) 

MgCl 1,5  

Buffer 5  

Εκκινθτισ Fw 1  

Εκκινθτισ Rv 1  

dNTPs 1  

DNA μιτρα 1  

Taq DNA Polymerase 5 U/μl  0,2  

ddH2O 40,5  

Συνολικόσ όγκοσ 50  

 

Πίνακασ 4: Συςτατικά αντίδραςθσ PCR γονιδίου CTGF (ποςότθτεσ ςε μl) 

MgCl 1  

Buffer 5  

Εκκινθτισ Fw 1  

Εκκινθτισ Rv 1  

dNTPs 1  

DNA μιτρα 1  

Taq DNA Polymerase 5 U/μl 0,2  

ddH2O 41  

Συνολικόσ όγκοσ 50  

 

2.6 Ηλεκτροφόρθςθ ςε πθκτι αγαρόηθσ 
Για τθν επαλικευςθ τθσ φπαρξθσ γενετικοφ υλικοφ ςτα προϊόντα τθσ 

απομόνωςθσ DNA θλεκτροφορικθκαν 3μl προϊόντοσ ςε πθκτι 

αγαρόηθσ 1%. Για τθν επαλικευςθ τθσ ποιότθτασ τθσ αντίδραςθσ PCR 

και τθσ ενίςχυςθσ τθσ επικυμθτισ περιοχισ θλεκτροφορικθκαν ςε 
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πθκτι 2% 5 μl προϊόντοσ. Θ θλεκτροφόρθςθ ςε πθκτι αγαρόηθσ 

χρθςιμοποιείται ωσ επί το πλείςτον για το διαχωριςμό τμθμάτων DNA 

ανάλογα με το μοριακό τουσ βάροσ. Θ εκτίμθςθ του μοριακοφ βάρουσ 

ζγινε με τθν παρουςία μάρτυρα μοριακοφ βάρουσ DNA (ladder) ςτθν 

πθκτι κατά τθν θλεκτροφόρθςθ. Θ πθκτι αγορόηθσ παραςκευάηεται με 

τθν ανάμειξθ αγορόηθσ με 40ml ΣΑΕ 1× ςφμφωνα με τον πίνακα 5 και 

κζρμανςθ του μείγματοσ μζχρι να διαλυκεί θ αγαρόηθ. ΢τθ ςυνζχεια 

προςτίκενται 1μl χρωςτικισ SERVA θ οποία προςδζνεται ςτο DNA και 

φωςφορίηει κακιςτϊντασ δυνατι τθν παρατιρθςθ του DNA υπό 

υπεριϊδεσ φωσ. Σο διάλυμα τοποκετείται ςε ειδικό καλοφπι όπου 

πολυμερίηεται και αποκτά το επικυμθτό ςχιμα. Θ θλεκτροφόρθςθ 

πραγματοποιείται ςτα 100 volts για 20 λεπτά μετά το πζρασ των οποίων 

ακολουκεί παρατιρθςθ τθσ πθκτισ ςε λάμπα υπεριϊδουσ φωτόσ 

(Maria et al). 

 

Πίνακασ 5: Ποςότθτεσ αγαρόηθσ για τθν παραςκευι πθκτισ οριςμζνθσ ςυγκζντρωςθσ  

Πθκτι αγαρόηθσ ςυγκζντρωςθσ 

1% w/v 

Πθκτι αγαρόηθσ ςυγκζντρωςθσ 

2% w/v 

4 gr αγορόηθ 8 gr αγορόηθ 

 

Θ περιεκτικότθτα αλλάηει αναλόγωσ το μζγεκοσ των τμθμάτων προσ 

θλεκτροφόρθςθ. 

Για τθν θλεκτροφόρθςθ των δειγμάτων απαιτείται θ προςκικθ 3μl 

loading buffer ςε αυτά.  

Loading buffer 6x  

 Bromophenol blue 1ml 1% w/v 

 TBE 20x 0,5ml  

 Glycerol 5ml 

 ddH2O  ζωσ τα 10ml 

Για τθν παραςκευι ΣΑΕ 1× αραιϊκθκαν 20 ml διαλφματοσ stock 50× με 

τθν προςκικθ δισ απεςταγμζνου νεροφ ςε τελικό όγκο 1L 
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TAE 50× 

 Tris Base 121gr 

 Acetic Acid 28,5ml 

 EDTA 0,5M 50ml 

 ddH2O ζωσ τα 500ml 

2.7 Ανάλυςθ πολυμορφιςμοφ διαμόρφωςθσ μονόκλωνθσ αλυςίδασ 
(Single Strand Conformation Polymorphism) 

Θ ανάλυςθ SSCP βαςίηεται ςτο διαχωριςμό μονόκλωνων τμθμάτων DNA 

βάςει των διαφορϊν τθσ κινθτικότθτάσ τουσ ςε πικτωμα ςε μθ 

αποδιατακτικζσ ςυνκικεσ. Θ δευτεροταγισ διαμόρφωςθ των 

μονόκλωνων τμθμάτων DNA διαφζρει ανάλογα με τθν αλλθλουχία τουσ 

και ζτςι είναι δυνατι θ παρατιρθςθ διαφορϊν ακόμα και ενόσ 

νουκλεοτιδίου. Χρθςιμοποιείται για εφρεςθ μεταλλάξεων και 

γονοτφπθςθ, βρίςκει εφαρμογι ςτθν ςφγκριςθ τμθμάτων DNA (μζχρι 

300bp) και τθν εφρεςθ διαφορϊν μεταξφ τουσ (Hayashi). Αποτελείται 

από τρία ςτάδια: τθν αποδιάταξθ των προϊόντων τθσ PCR, τθν 

θλεκτροφόρθςθ ςε πθκτι ακρυλαμίδθσ και τθ χρϊςθ τθσ πθκτισ για τθν 

απεικόνιςθ των αποτελεςμάτων.  

Αποδιάταξθ προϊόντων PCR  

Για τθν αποδιάταξθ των τμθμάτων DNA χρθςιμοποιικθκε 

αποδιατακτικό διάλυμα (denaturation buffer), θ ςφςταςθ του οποίου 

είναι θ εξισ: 

Denaturation buffer 

 95% formamide 

 0,05% Bromophenol blue 

 0,05% Xylene Cyanol 

 10mM NaOH 

 

΢ε 7μl προϊόντοσ PCR προςτίκενται 10μl denaturation buffer και τα 

δείγματα επωάηονται για 7 min ςτουσ 99οC. ΢κοπόσ τθσ αποδιάταξθσ 
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είναι θ μετατροπι των δίκλωνων τμθμάτων DNA ςε μονόκλωνα. 

Ακολοφκωσ τα δείγματα τοποκετοφνται ςε πάγο όπου διατθροφνται ςε 

μονόκλωνθ κατάςταςθ.  

Παραςκευι πθκτισ πολυακρυλαμίδθσ 

Για τθν παραςκευι των πθκτϊν πολυακρυλαμίδθσ χρθςιμοποιικθκαν 

τα ακόλουκα διαλφματα :  

Glycerol 50% v/v 

APS 20% w/v 

TEMED  

TBE 10x: 

 Tris Base 121 gr 

 Boric acid 81,5gr 

 EDTA 0,5Μ 80ml 

 ddH2O ζωσ τα 2lt 

 
Πίνακασ 6: Σφςταςθ πθκτισ ακρυλαμίδθσ 

Συγκζντρωςθ 

πθκτισ 

12% 

ακρυλαμίδθ 7,5gr 

bis ακρυλαμίδθ 0,19gr 

Glycerol 50% 6,4ml 

TBE 10x 3,2ml 

TEMED 62,5μl 

APS 20% 375μl 

H2O Ζωσ τα 65ml 

΢υνολικόσ όγκοσ 65ml 

Σελευταία προςτίκενται τα αντιδραςτιρια TEMED και APS αφοφ τα 

υπόλοιπα ζχουν αναδευτεί και διθκθκεί ςε ογκομετρικό ςωλινα μζχρι 
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τα 65ml. Σο διικθμα μεταφζρεται ςε κωνικι φιάλθ όπου προςτίκενται 

τα TEMED και APS. Οι ακριβείσ ποςότθτεσ παραςκευισ του gel 

αναφζρονται ςτον πίνακα 6. 

Σο διάλυμα τοποκετείται ανάμεςα ςε τηάμια ϊςτε να πάρει το 

επικυμθτό ςχιμα και να γίνει θ κάκετθ θλεκτροφόρθςθ. Για τθ 

δθμιουργία οπϊν για τθν τοποκζτθςθ των δειγμάτων χρθςιμοποιοφνται 

ειδικά χτενάκια. Μετά τον πολυμεριςμό τθσ ακρυλαμίδθσ, τα 

αποδιατεταγμζνα δείγματα θλεκτροφοροφνται με χριςθ ρυκμιςτικοφ 

διαλφματοσ ΣΒΕ 0,5x. Θ θλεκτροφόρθςθ πραγματοποιείται με τάςθ 220 

volts ςε κερμοκραςία δωματίου για 20 ϊρεσ για το γονίδιο CTGF και 19 

ϊρεσ για το PXK.  

Χρώςθ των πθκτών ακρυλαμίδθσ με νιτρικό άργυρο (Silver Staining) 

Για να γίνουν εμφανείσ οι ηϊνεσ του DNA γίνεται χρϊςθ τθσ πθκτισ 

ακρυλαμίδθσ με νιτρικό άργυρο. 

Θ τεχνικι αυτι βαςίηεται ςτο γεγονόσ ότι ο άργυροσ ςυνδζεται ςτο DNA 

και ςτθ ςυνζχεια αντιδρά με τθν φορμαλδεΰδθ, παρουςία βάςθσ. Οι 

ηωνϊςεισ του DNA εμφανίηονται με καφζ χρϊμα ςε κίτρινο φόντο 

(Bassam et al).  Για τθ χρϊςθ χρθςιμοποιοφνται τα εξισ διαλφματα : 

Διάλυμα 1  

 Acetic Acid 1ml 

 ddH2O 400ml 

Διάλυμα 2  

 AgNO3 2gr 

 ddH2O 200ml 

 

Διάλυμα 3  

 NaOH 3gr 

 NaBH4 0,05gr 

 Formaldehyde 1ml 

 ddH2O 200ml 
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΢το πρϊτο ςτάδιο τθσ χρϊςθσ, οι πθκτζσ εμβαπτίηονται ςε 200ml του 

διαλφματοσ 1 και αναδεφονται για 3 min. Σο διάλυμα 1 απομακρφνεται 

και θ διαδικαςία επαναλαμβάνεται. ΢το δεφτερο ςτάδιο προςτίκεται το 

διάλυμα AgNO3 και οι πθκτζσ αναδεφονται για 8min. ΢τθ ςυνζχεια 

πραγματοποιοφνται 2 πλφςεισ με απεςταγμζνο νερό, διάρκειασ 1min θ 

κάκε μια. ΢το τρίτο και τελευταίο ςτάδιο προςτίκεται το διάλυμα 3 και 

πραγματοποιείται ανάδευςθ μζχρι τθν εμφάνιςθ ορατϊν ηωνϊν ςτισ 

πθκτζσ.   

Μετά τθν εμφάνιςθ των ηωνϊν ςτο πικτωμα, ςυγκρίνονται τα πρότυπα 

των διαφορετικϊν δειγμάτων, ϊςτε να προςδιοριςτοφν ποια άτομα 

φζρουν κοινά πρότυπα και ποια διαφζρουν μεταξφ τουσ. Μετά τθν 

ομαδοποίθςθ των δειγμάτων, επιλζχκθκε ζνα  αντιπροςωπευτικό 

άτομο από κάκε πρότυπο, το οποίο κα χρθςιμοποιθκεί για τον 

προςδιοριςμό τθσ νουκλεοτιδικισ αλλθλουχίασ κάκε ομάδασ.  

2.8 Αλλθλοφχθςθ προϊόντων PCR 
Για τθν εξακρίβωςθ των αλλθλουχιϊν κάκε προτφπου ζγινε 

αλλθλοφχιςθ ςε επιλεγμζνα αντιπροςωπευτικά δείγματα. Αφοφ είναι 

απαραίτθτο να γνωρίηουμε τον ακριβι γονότυπο των προτφπων ϊςτε 

να εξακριβωκεί θ ςυςχζτιςθ με τθν ςυςτθματικι ςκλιρυνςθ. Σα 

επιλεγμζνα προϊόντα PCR, κακαρίηονται με τθ χριςθ kit ϊςτε να 

απαλλαχκοφν από τθν παρουςία παραπροϊόντων και ουςιϊν που 

εμποδίηουν τθν διαδικαςία τθσ αλλθλοφχθςθσ. Με τον κακαριςμό τα 

προϊόντα ςτάλκθκαν ςε εταιρείεσ που πραγματοποιοφν αλλθλοφχθςθ. 

Σα αποτελζςματα λαμβάνονται με τθ μορφι χρωματογραφιματοσ, 

μζςω του οποίου μποροφμε να εξάγουμε τθν επικυμθτι αλλθλουχία 

και να ακολουκιςουμε με τθν περαιτζρω ανάλυςθ με τθ χριςθ 

κατάλλθλων προγραμμάτων βιοπλθροφορικισ. 

2.9 Ανάλυςθ χρωματογραφθμάτων αλλθλοφχθςθσ  
Θ ανάλυςθ αυτι πραγματοποιείται με τθ χριςθ του προγράμματοσ 

BioΕdit. ΢το γράφθμα, απεικονίηονται 4 καμπφλεσ με διαφορετικά 

χρϊματα, το κακζνα από τα οποία αντιςτοιχεί και ςε διαφορετικό 

νουκλεοτίδιο. Ζτςι, παρατθρϊντασ το χρϊμα τθσ κορυφισ τθσ καμπφλθσ 

ςε κάκε διαφορετικι κζςθ, μποροφμε να ςυμπεράνουμε ποιο 

νουκλεοτίδιο βρίςκεται ςτθ κζςθ αυτι. Θ αλλθλοφχθςθ γίνεται και για 



34 

 

τισ δυο αλυςίδεσ (με διαφορετικό εκκινθτι για τθν κάκε μια) και ςτθ 

ςυνζχεια οι δυο αλλθλουχίεσ που προκφπτουν ομοπαρατίκενται με τθ 

χριςθ κατάλλθλου προγράμματοσ βιοπλθροφορικισ για τθν εφρεςθ 

τυχϊν λακϊν που προκφπτουν κατά τθ διαδικαςία αυτι. Μετά το πζρασ 

αυτισ τθσ διαδικαςίασ, ζχουμε τθν πλιρθ αλλθλουχία του τμιματοσ 

που μασ ενδιαφζρει.     
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3 Αποτελζςματα  

3.1 Απομόνωςθ DNA  

Για τθν εξακρίβωςθ τθσ επιτυχίασ τθσ απομόνωςθσ DNA 

πραγματοποιικθκε θλεκτροφόρθςθ ςε πθκτι αγαρόηθσ 1%.  Ενδεικτικά, 

ςτθν εικόνα 6 παρατίκενται τα αποτελζςματα θλεκτροφόρθςθσ τθσ 

απομόνωςθσ DNA από δείγματα αίματοσ. 

 

 

Εικόνα 6: Αποτελζςματα απομόνωςθσ DNA 

Για τον ζλεγχο τθσ κακαρότθτασ των προϊόντων τθσ απομόνωςθσ ζγινε 
φωτομζτρθςι τουσ ςτα 260 nm όπου απορροφοφν οι αηωτοφχεσ βάςεισ 
του DNA και ςτα 280 nm όπου απορροφοφν οι αρωματικοί δακτφλιοι 
των πρωτεϊνϊν. Σα δείγματα που αναλφκθκαν είχαν λόγο 
απορροφιςεων A260 / Α280 γφρω ςτο 1,8 και τιμζσ ςυγκζντρωςθσ κατά 
μζςο όρο 200ng/μl. 

3.2 Αλυςιδωτι αντίδραςθ πολυμεράςθσ (PCR) 
΢τθν εικόνα 7 φαίνονται ενδεικτικά αποτελζςματα θλεκτροφόρθςθσ 
των προϊόντων των αντιδράςεων PCR, θ οποία πραγματοποιικθκε ςτισ 
περιοχζσ των γονιδίων CTGF και PXK αντίςτοιχα όπου εντοπίηονται τα 
υπό μελζτθ SNPs. Θ θλεκτροφόρθςθ ζγινε παρουςία μάρτυρα μοριακοφ 
βάρουσ, για τον ζλεγχο του μοριακοφ βάρουσ των προϊόντων και 
αρνθτικοφ ελζγχου και ςτισ δφο περιπτϊςεισ. 
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3.3 Ανάλυςθ πολυμορφιςμοφ διαμόρφωςθσ μονόκλωνθσ αλυςίδασ 
(Single Strand Conformation Polymorphism) 

Κατά τθν ανάλυςθ SSCP παρατθρικθκαν 3 πρότυπα ηωνϊν ςτο γονίδιο 
CTGF και 9 ςτο γονίδιο PXK. Σα διαφορετικά πρότυπα οφείλονται ςε 
διαφορζσ ςτθν αλλθλουχία των προιόντων PCR, ςυνεπϊσ αντιςτοιχοφν 
ςε διαφορετικοφσ γονότυπουσ. Οριςμζνα πρότυπα φαίνονται 
ενδεικτικά ςτισ εικόνεσ 8 και 9.  
 

 
 

 

Εικόνα 9: Απλότυποι από ανάλυςθ SSCP του γονιδίου PXK 

1  1  1  1  1  1  1  1  1  1  1  1  8  1  1  1  8  8  8 

Εικόνα 7: PCR του γονιδίου CTGF (α) και PXK (β) 

α 

β 

Εικόνα 8: Απλότυποι από  ανάλυςθ SSCP του γονιδίου CTGF 
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3.4 Αλλθλοφχιςθ προϊόντων PCR 
΢τθ ςυνζχεια επιλζχτθκαν δείγματα αντιπροςωπευτικά για κάκε 

πρότυπο και ςτάλκθκαν για αλλθλοφχθςθ ϊςτε να γίνει γνωςτι θ 

ακριβισ αλλθλουχία των ενιςχυμζνων προϊόντων. Ζτςι ζγινε και θ 

εξακρίβωςθ ότι θ διαφορά ςτθν κινθτικότθτα οφείλεται ςτθν φπαρξθ 

διαφορετικϊν αλλθλομόρφων των υπό μελζτθ πολυμορφιςμϊν. 

Παρακάτω απεικονίηονται τα αποτελζςματα τθσ αλλθλοφχιςθσ όπου και 

ζχουν ςθμειωκεί οι γονότυποι. Για το γονίδιο CTGF το πρότυπο 1 

αντιςτοιχεί ςτο γονότυπο GG (ομόηυγο για το ςπάνιο αλλθλόμορφο),το 

πρότυπο 2 ςτον CC και το πρότυπο 3 ςτθν ετεροηυγοτία GC. Για το PXK 

τα πρότυπα 1 ωσ 4 αντιςτοιχοφν ςτον γονότυπο GG ενϊ τα 5 ωσ 9 ςτον 

γονότυπο CC. ΢τθν περίπτωςθ του γονιδίου PXK, θ φπαρξθ 

περιςςότερων απλοτφπων ςε ςχζςθ με τουσ γονοτφπουσ κεωρείται πωσ 

οφείλεται ςτθν ταυτόχρονθ παρουςία διαφορετικϊν ςθμειακϊν 

μεταλλάξεων ςτθν περιοχι γφρω από το SNP υπό μελζτθ. Θ ανάλυςθ 

και επεξεργαςία των χρωματογραφθμάτων ζγινε με τθ χριςθ του 

προγράμματοσ Bioedit. ΢τισ εικόνεσ 10-14 φαίνονται τα 

χρωματογραφιματα των προςδιεριςκζντων γονοτφπων. 
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Εικόνα 10: Χρωματογράφθμα γονοτφπου GC του γονιδίου CTGF 

 

 
Εικόνα 11: Χρωματογράφθμα γονοτφπου GG του γονιδίου CTGF 
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Εικόνα 12: Χρωματογράφθμα γονοτφπου CC του γονιδίου CTGF 

 
Εικόνα 13: Χρωματογράφθμα γονοτφπου GG του γονιδίου PXK 

 

 

Εικόνα 14 Χρωματογράφθμα γονοτφπου CC του γονιδίου PXK 
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Παρακάτω παρατίκενται ςυγκεντρωτικά τα αποτελζςματα τθσ 
ανάλυςθσ οριςμζνων δειγμάτων. ΢τουσ πίνακεσ 12 και 13 
αναγράφονται αναλυτικά τα αποτελζςματα τθσ ανάλυςθσ όλων των 
δειγμάτων. 
 
 

Πίνακασ 7: Σφνοψθ των αποτελεςμάτων 

 CTGF PXK 

Γονότυποσ Αςκενείσ  Ομάδα 
ελζγχου 
(υγιείσ) 

Αςκενείσ  Ομάδα 
ελζγχου 
(υγιείσ) 

GG 46 17 11 16 

GC - 6 - - 

CC 32 30 71 42 

΢φνολο  78 53 82 58 

 

3.5 Στατιςτικι ανάλυςθ  

Σα αποτελζςματα τθσ ςτατιςτικισ ανάλυςθσ ωσ προσ τισ ςυχνότθτεσ 

εμφάνιςθσ των διαφορετικϊν γονοτφπων ςε αςκενείσ και υγιείσ ζδειξαν 

ςτατιςτικά ςθμαντικι ςυςχζτιςθ με δείκτθ ςθμαντικότθτασ p <0.05 ςε 

κάκε περίπτωςθ. ΢υγκεκριμζνα  προζκυψε ότι p=0.0020888 για τον 

γονότυπο GG του γονιδίου CTGF και p=0.036301 για τον γονότυπο GG 

του γονιδίου PXK. 

Πίνακασ 8: Αποτελζςματα ανάλυςθσ SNP του γονιδίου CTGF 

Kωδικόσ Φφλο Υπότυποσ 
νόςου 

Πρότυπο 
SSCP 

Γονότυποσ 

S1 Θιλυ diffuse 1 GG 

S2 Θιλυ limited 1 GG 

S3 Άρρεν diffuse 2 CC 

S4 Θιλυ limited 1 GG 

S5 Θιλυ diffuse 1 GG 

S6 Θιλυ diffuse 1 GG 

s7 Θιλυ diffuse 2 CC 

S8 Θιλυ limited 1 GG 

S11 Άρρεν diffuse 2 CC 

S12 Θιλυ limited 1 GG 

S13 Άρρεν diffuse 2 CC 

S14 Θιλυ limited 2 CC 

S15 Θιλυ limited 1 GG 
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S16 Άρρεν diffuse 2 CC 

S17 Θιλυ diffuse 2 CC 

S18 Θιλυ diffuse 2 CC 

S20 Θιλυ limited 2 CC 

S21 Θιλυ limited 1 GG 

S23 Θιλυ limited 1 GG 

S25 Θιλυ limited 1 GG 

S26 Θιλυ diffuse 1 GG 

S27 Άρρεν diffuse 2 CC 

S32 Θιλυ diffuse 2 CC 

S33 Θιλυ diffuse 1 GG 

S34 Θιλυ diffuse 2 CC 

S36 Θιλυ diffuse 1 GG 

S37 Θιλυ limited 1 GG 

S39 Θιλυ limited 1 GG 

S40 Άρρεν limited 1 GG 

S41 Θιλυ limited 1 GG 

S42 Θιλυ limited 1 GG 

S43 Θιλυ limited 1 GG 

S45 Θιλυ diffuse 2 CC 

S47 Θιλυ limited 1 GG 

S48 Θιλυ limited 1 GG 

S49 Θιλυ diffuse 1 GG 

S52 Άρρεν diffuse 2 CC 

S53 Θιλυ limited 1 GG 

S54 Θιλυ diffuse 1 GG 

S56 Θιλυ diffuse 2 CC 

S57 Θιλυ diffuse 1 GG 

S58 Θιλυ limited 1 GG 

S59 Θιλυ limited 1 GG 

S60 Θιλυ limited 1 GG 

S62 Θιλυ limited 2 CC 

S65 Θιλυ limited 1 GG 

S66 Θιλυ diffuse 2 CC 

S67 Θιλυ limited 1 GG 

S70 Θιλυ limited 2 CC 

S71 Άρρεν diffuse 1 GG 

S74 Θιλυ limited 1 GG 

S75 Θιλυ diffuse 1 GG 

S76 Θιλυ diffuse 1 GG 

S78 Θιλυ diffuse 2 CC 

S82 Θιλυ diffuse 2 CC 

S84 Άρρεν diffuse 2 CC 

S85 Θιλυ diffuse 2 CC 

S87 Θιλυ diffuse 2 CC 

S89 Θιλυ diffuse 2 CC 
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S91 Θιλυ diffuse 2 CC 

S94 Θιλυ diffuse 1 GG 

S97 Θιλυ diffuse 1 GG 

S99 Θιλυ diffuse 1 GG 

S101 Θιλυ diffuse 1 GG 

S102 Θιλυ diffuse 1 GG 

S103 Θιλυ diffuse 2 CC 

S108 Θιλυ diffuse 2 CC 

S111 Θιλυ diffuse 2 CC 

S115 Θιλυ diffuse 1 GG 

S122 Θιλυ diffuse 2 CC 

S124 Θιλυ diffuse 1 GG 

s127 Άρρεν diffuse 2 CC 

s44 Θιλυ diffuse 1 GG 

s46 Θιλυ diffuse 1 GG 

s29 Θιλυ diffuse 2 CC 

s35 Θιλυ diffuse 1 GG 

s31 Θιλυ diffuse 1 GG 

s90 Θιλυ diffuse 2 CC 

M3 Άρρεν - 1 GG 

M4 Άρρεν - 3 GC 

M5 Άρρεν - 3 GC 

M6 Άρρεν - 3 GC 

M8 Άρρεν - 3 GC 

M9 Άρρεν - 3 GC 

M12 Άρρεν - 3 GC 

C1 Θιλυ - 1 GG 

C2 Θιλυ - 1 GG 

C4 Θιλυ - 1 GG 

C5 Θιλυ - 2 CC 

C6 Θιλυ - 1 GG 

C7 Θιλυ - 1 GG 

C8 Θιλυ - 1 GG 

C9 Θιλυ - 1 GG 

C10 Θιλυ - 1 GG 

C11 Θιλυ - 1 GG 

C12 Θιλυ - 1 GG 

C13 Θιλυ - 2 CC 

C14 Θιλυ - 1 GG 

C15 Θιλυ - 1 GG 

C16 Θιλυ - 1 GG 

C17 Θιλυ - 1 GG 

C19 Θιλυ - 2 CC 

C20 Θιλυ - 2 CC 
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C22 Θιλυ - 2 CC 

C23 Θιλυ - 2 CC 

C24 Θιλυ - 2 CC 

C26 Θιλυ - 1 GG 

C27 Θιλυ - 2 CC 

C28 Θιλυ - 2 CC 

C29 Θιλυ - 2 CC 

C30 Θιλυ - 2 CC 

C31 Θιλυ - 2 CC 

C33 Θιλυ - 2 CC 

c34 Θιλυ - 1 GG 

C35 Θιλυ - 2 CC 

C36 Θιλυ - 2 CC 

C37 Θιλυ - 2 CC 

C38 Θιλυ - 2 CC 

C39 Θιλυ - 2 CC 

C40 Θιλυ - 2 CC 

C41 Άρρεν - 2 CC 

C42 Άρρεν - 2 CC 

C43 Άρρεν - 2 CC 

C44 Άρρεν - 2 CC 

C45 Άρρεν - 2 CC 

C46 Άρρεν - 2 CC 

C47 Άρρεν - 2 CC 

C48 Άρρεν - 2 CC 

C49 Άρρεν - 2 CC 

C50 Άρρεν - 2 CC 

C51 Άρρεν - 2 CC 
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Πίνακασ 9: Αποτελζςματα ανάλυςθσ SNP του γονιδίου PXK 

Κωδικόσ Φφλο Υπότυποσ 
νόςου 

Πρότυπο 
SSCP 

Γονότυποσ 

S1 Θιλυ diffuse 1 CC 

S2 Θιλυ limited 4 CC 

S3 Άρρεν diffuse 1 CC 

S4 Θιλυ limited 8 GG 

S6 Θιλυ diffuse 1 CC 

s7 Θιλυ diffuse 1 CC 

S8 Θιλυ limited 4 CC 

S11 Άρρεν diffuse 1 CC 

S12 Θιλυ limited 4 CC 

S13 Άρρεν diffuse 1 CC 

S14 Θιλυ limited 1 CC 

S15 Θιλυ limited 1 CC 

S16 Άρρεν diffuse 1 CC 

S17 Θιλυ diffuse 1 CC 

S18 Θιλυ diffuse 1 CC 

S20 Θιλυ limited 1 CC 

S21 Θιλυ limited 1 CC 

S22 Θιλυ diffuse 7 GG 

S23 Θιλυ limited 1 CC 

S25 Θιλυ limited 1 CC 

S26 Θιλυ diffuse 8 GG 

S27 Άρρεν diffuse 1 CC 

S30 Θιλυ diffuse 1 CC 

S32 Θιλυ diffuse 5 GG 

S33 Θιλυ diffuse 1 CC 

S34 Θιλυ diffuse 1 CC 

S36 Θιλυ diffuse 1 CC 

S37 Θιλυ limited 1 CC 

S39 Θιλυ limited 1 CC 

S40 Άρρεν limited 1 CC 

S41 Θιλυ limited 1 CC 

S42 Θιλυ limited 1 CC 

S43 Θιλυ limited 1 CC 

S45 Θιλυ diffuse 1 CC 

S47 Θιλυ limited 1 CC 

S48 Θιλυ limited 1 CC 

S49 Θιλυ diffuse 7 GG 

S51 Θιλυ diffuse 1 CC 

S52 Άρρεν diffuse 1 CC 

S53 Θιλυ limited 1 CC 

S54 Θιλυ diffuse 1 CC 

S55 Θιλυ limited 1 CC 
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S56 Θιλυ diffuse 1 CC 

S57 Θιλυ diffuse 1 CC 

S58 Θιλυ limited 9 GG 

S59 Θιλυ limited 1 CC 

S60 Θιλυ limited 1 CC 

S61 Άρρεν diffuse 1 CC 

S62 Θιλυ limited 7 GG 

S65 Θιλυ limited 1 CC 

S67 Θιλυ limited 1 CC 

S68 Θιλυ diffuse 1 CC 

S69 Θιλυ diffuse 1 CC 

S70 Θιλυ limited 8 GG 

S71 Άρρεν diffuse 5 GG 

S74 Θιλυ limited 1 CC 

S75 Θιλυ diffuse 1 CC 

S76 Θιλυ diffuse 1 CC 

S78 Θιλυ diffuse 1 CC 

S87 Θιλυ diffuse 1 CC 

S89 Θιλυ diffuse 1 CC 

S91 Θιλυ diffuse 1 CC 

S94 Θιλυ diffuse 1 CC 

S97 Θιλυ diffuse 4 CC 

S99 Θιλυ diffuse 1 CC 

S100 Θιλυ diffuse 1 CC 

S101 Θιλυ diffuse 1 CC 

S102 Θιλυ diffuse 1 CC 

S103 Θιλυ diffuse 4 CC 

S115 Θιλυ diffuse 1 CC 

S117 Θιλυ diffuse 4 CC 

S118 Θιλυ diffuse 4 CC 

S120 Άρρεν diffuse 1 CC 

S121 Άρρεν diffuse 1 CC 

S122 Θιλυ diffuse 1 CC 

S124 Θιλυ diffuse 1 CC 

s127 Άρρεν diffuse 1 CC 

s95 Θιλυ diffuse 1 CC 

s44 Θιλυ diffuse 1 CC 

s46 Θιλυ diffuse 1 CC 

s29 Θιλυ diffuse 5 GG 

s35 Θιλυ diffuse 5 GG 

M3 Άρρεν - 1 CC 

M4 Άρρεν - 5 GG 

M5 Άρρεν - 5 GG 

M6 Άρρεν - 4 CC 

M8 Άρρεν - 1 CC 
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M9 Άρρεν - 5 GG 

M12 Άρρεν - 6 GG 

C1 Θιλυ - 6 GG 

C2 Θιλυ - 7 GG 

C3 Θιλυ - 1 CC 

C4 Θιλυ - 5 GG 

C5 Θιλυ - 1 CC 

C6 Θιλυ - 1 CC 

C7 Θιλυ - 5 GG 

C8 Θιλυ - 5 GG 

C9 Θιλυ - 5 GG 

C10 Θιλυ - 5 GG 

C11 Θιλυ - 5 GG 

C12 Θιλυ - 5 GG 

C13 Θιλυ - 1 CC 

C14 Θιλυ - 1 CC 

C15 Θιλυ - 1 CC 

C16 Θιλυ - 1 CC 

C17 Θιλυ - 1 CC 

C18 Θιλυ - 1 CC 

C19 Θιλυ - 1 CC 

C20 Θιλυ - 1 CC 

C21 Θιλυ - 1 CC 

C22 Θιλυ - 1 CC 

C23 Θιλυ - 1 CC 

C24 Θιλυ - 1 CC 

C25 Θιλυ - 1 CC 

C26 Θιλυ - 7 CC 

C27 Θιλυ - 4 CC 

C28 Θιλυ - 5 GG 

C29 Θιλυ - 1 CC 

C30 Θιλυ - 7 GG 

C31 Θιλυ - 9 GG 

C32 Θιλυ - 1 CC 

C33 Θιλυ - 1 CC 

c34 Θιλυ - 1 CC 

C35 Θιλυ - 1 CC 

C36 Θιλυ - 1 CC 

C37 Θιλυ - 4 CC 

C38 Θιλυ - 1 CC 

C39 Θιλυ - 1 CC 

C40 Θιλυ - 1 CC 
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C41 Άρρεν - 1 CC 

C42 Άρρεν - 1 CC 

C43 Άρρεν - 1 CC 

C44 Άρρεν - 1 CC 

C45 Άρρεν - 1 CC 

C46 Άρρεν - 1 CC 

C47 Άρρεν - 1 CC 

C48 Άρρεν - 1 CC 

C49 Άρρεν - 1 CC 

C50 Άρρεν - 1 CC 

C51 Άρρεν - 1 CC 
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4 Συηιτθςθ 
Θ ςυςτθματικι ςκλιρυνςθ είναι ζνα από τα πολυπλοκότερα αυτοάνοςα 

νόςθμα του ςυνδετικοφ ιςτοφ και επθρεάηει πζρα από το δζρμα, ηωτικά 

όργανα όπωσ οι πνεφμονεσ. Δυςλειτουργίεσ ςτο ανοςοποιθτικό 

ςφςτθμα αλλά και ςτο αγγειακό όπου εμπλζκονται κφτταρα του 

αγγειακοφ ςυςτιματοσ, ινοβλάςτεσ και μυοϊνοβλάςτεσ, τα οποία 

παράγουν εξωκυττάριο υλικό, αλλθλεπιδροφν μεταξφ τουσ με πολλοφσ 

και διαφορετικοφσ τρόπουσ και ςυμβάλλουν ςτον φαινότυπο και ςτθν 

εκδιλωςθ τθσ αςκζνειασ. Θ κλινικι ετερογζνεια τθσ νόςου οφείλεται 

ςτθν αλλθλεπίδραςθ πολλϊν διαφορετικϊν παραγόντων πζρα των 

διαφορετικϊν γονιδίων των ςυςτθμάτων που εμπλζκονται ςτθν 

πακογζνεια. Περιβαλλοντικοί παράγοντεσ όπωσ είναι θ μόλυνςθ από 

οριςμζνουσ ιοφσ αλλά και θ περιοριςμζνθ ζκκεςθ ςτο φϊσ του ιλιου 

κεωρείται πωσ αποτελοφν ερεκίςματα που πυροδοτοφν και 

ςυμβάλλουν ςτθν εκδιλωςθ τθσ αςκζνειασ. 

Θ περιοχι του μείηονοσ ςυμπλόκου ιςτοςυμβατότθτασ ζχει ςυςχετιςτεί  

από πολλαπλζσ μελζτεσ με τθ ςυςτθματικι ςκλιρυνςθ. Πρόςφατεσ 

ζρευνεσ ζχουν αναδείξει νζα βιοςυνκετικά μονοπάτια και γενετικοφσ 

τόπουσ που ςυνδζονται με τθν αςκζνεια όπωσ: ρυκμιςτικζσ περιοχζσ 

του γενετικοφ υλικοφ, γονίδια που ςχετίηονται με το  ανοςοποιθτικό 

ςφςτθμα και γονίδια που ςχετίηονται με τθν μεταγωγι ςιματοσ και τθν 

ίνωςθ (Pearce et al). 

΢τθν παροφςα πτυχιακι εργαςία μελετικθκαν οι πολυμορφιςμοί 

rs6918698 ςτον γονιδιακό τόπο CTGF και rs4681851 ςτον γονιδιακό 

τόπο PXK ςε ελλθνικό πλθκυςμό περίπου 78 και 82 αςκενϊν και ομάδα 

ελζγχου που περιελάμβανε 53 και 58 άτομα που δεν ζπαςχαν από 

ςυςτθματικι ςκλιρυνςθ αντίςτοιχα. 

Ο  CTGF είναι ζνασ αυξθτικόσ παράγοντασ του ενδοκθλίου των αγγείων 

που θ ζκφραςι του επάγεται όπωσ προαναφζρκθκε ςε περίπτωςθ 

ιςτικισ βλάβθσ. Θ ςυςχζτιςθ του πολυμορφιςμοφ rs6918698 ςτθ κζςθ   

-945 του υποκινθτι του γονίδιου αναδζχκθκε από μελζτεσ υποψθφίου 

γονιδίου (Kawaguchi et al, Granel  et al, Fonseca et al) και ερευνικθκε 

περαιτζρω  από μια ανάλυςθ ςτθ οποία δείχκθκε ότι ο γονότυποσ 

CC/CG μειϊνει τθν εμφάνιςθ τθσ ςυςτθματικισ ςκλιρυνςθσ (Zhang et 
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al). Σα αποτελζςματα αυτά ςυνάδουν με τθ ςτατιςτικά ςθμαντικι 

ςυςχζτιςθ του γονοτφπου GG που παρατθρικθκε ςτθν παροφςα μελζτθ 

ςτον ελλθνικό πλθκυςμό. 

Σο γονίδιο PXK κωδικοποιεί για μια πρωτεΐνθ που ζχει ρόλο ςτθν 

αποικοδόμθςθ του EGFR οπότε εικάηεται ότι ςυμμετζχει ςτθν 

διαδικαςίεσ τθσ ίνωςθσ. Σο υπό μελζτθ SNP του γονιδίου ζχει βρεκεί ςε 

μελζτθ GWAS (Martin et al) να ςχετίηεται με τθν ςυςτθματικι 

ςκλιρυνςθ. Σα αποτελζςματά μασ ζδειξαν ότι ο γονότυποσ GG 

εμφανίηει ςτατιςτικά ςθμαντικι ςυςχζτιςθ με τθν εμφάνιςθ τθσ 

αςκζνειασ. ΢τθν ανάλυςθ SSCP παρατθρικθκαν 9 πρότυπα. Σα οποία 

όμωσ αντιςτοιχοφν ςε μόλισ δφο διαφορετικοφσ γονότυπουσ. 

Αναδεικνφεται λοιπόν θ ανάγκθ διερεφνθςθσ τθσ ςυχνότθτασ των άλλων 

πολυμορφιςμϊν  ςτθν περιοχι γφρω από τον ςυγκεκριμζνο 

πολυμορφιςμό που αναλφκθκε. 

Θ παροφςα διπλωματικι εργαςία είναι θ πρϊτθ μελζτθ ςυςχζτιςθσ των 

ςυγκεκριμζνων πολυμορφιςμϊν  με τθν ςυςτθματικι ςκλιρυνςθ ςε 

ελλθνικό πλθκυςμό. Θ ςυςχζτιςθ των ςυγκεκριμζνων πολυμορφιςμϊν 

με τθν αςκζνεια ςυμβάλλει ςτθν κατανόθςθ τθσ αλλά και ςτθν ζγκυρθ 

πρόγνωςι τθσ. Όμωσ για να ενιςχυκεί θ ςθμαντικότθτα των 

αποτελεςμάτων κρίνεται απαραίτθτο να διεξαχκοφν περεταίρω 

μελζτεσ, αλλά και να αυξθκεί ο αρικμόσ των αςκενϊν και των υγιϊν 

μαρτφρων που αναλφονται. Επιπλζον κα πρζπει να πραγματοποιθκοφν 

και λειτουργικζσ μελζτεσ των ςυγκεκριμζνων πολυμορφιςμϊν, μετά τθν 

πρϊτθ αυτι ςυςχζτιςθ ϊςτε να διευκρινιςτεί ο ακριβισ ρόλοσ τουσ 

ςτθν λειτουργία των πρωτεϊνϊν και ςυνεπϊσ ςτθν πακογζνεια και τθν 

κλινικι πορεία τθσ νόςου. Παράλλθλα χρειάηεται να διευκρινιςτεί αν οι 

ςυγκεκριμζνεσ πρωτεΐνεσ κα μποροφςαν να αποτελζςουν 

κεραπευτικοφσ ςτόχουσ ι αξιόπιςτουσ και ευαίςκθτουσ μοριακοφσ 

δείκτεσ για τθν διάγνωςθ, τθν κατθγοριοποίθςθ του τφπου τθσ 

αςκζνειασ και τθν παρακολοφκθςθ τθσ κλινικισ τθσ πορείασ ςε κάκε 

αςκενι. 

 



50 

 

5 Βιβλιογραφία 

1. Mayes MD, Bossini-Castillo L, Gorlova O, Martin JE, Zhou X, Chen WV, et al. 

Immunochip analysis identifies multiple susceptibility loci for systemic 

sclerosis. Am J Hum Genet (2014) 94(1):47–61. 

doi:10.1016/j.ajhg.2013.12.002 

2. Broen JC, Radstake TR, Rossato M. The role of genetics and epigenetics in the 

pathogenesis of systemic sclerosis. Nat Rev Rheumatol. 2014; 10(11):671–

681. [PubMed: 25136786] 

3. Ellson, C. D., S. Andrews, L. R. Stephens, and P. T. Hawkins. 2002. The PX 

domain: a new phosphoinositide-binding module. J. Cell Sci. 115:1099–1105. 

4. Seth P, Walker LC, Yeowell HN. Identification of exonic cis-elements 
regulating the alternative splicing of scleroderma-associated lysyl hydroxylase 
2 mRNA. J Invest Dermatol. 2011; 131(2):537–539. [PubMed: 20944645] 

5. Sing T, Jinnin M, Yamane K, et al. microRNA-92a expression in the sera and 

dermal fibroblasts increases in patients with scleroderma. Rheumatology 

(Oxford). 2012; 51(9):1550–1556. [PubMed: 22661558] 

6. Kawaguchi Y, Ota Y, Kawamoto M , et al. Association study of a polymorphism 

of the CTGF gene and susceptibility to systemic sclerosis in the Japanese 

population. Ann Rheum Dis. 2009;68: 1921,–4. 

7. Mao, H., T. S. Ferguson, S. M. Cibulsky, M. Holmqvist, C. Ding, H. Fei, and B. 

Levitan. 2005. MONaKA, a novel modulator of the plasma membrane Na, K-

ATPase. J. Neurosci. 25:7934–7943 

8. Pearce SH, Merriman TR. Genetic progress towards the molecular basis of 
autoimmunity. Trends Mol Med 2006;12:90-8.)  

9. Martin JE, Assassi S, Diaz-Gallo LM, et al. A systemic sclerosis and systemic 

lupus erythematosus pan-meta-GWAS reveals new shared susceptibility loci. 

Hum Mol Genet. 2013; 22(19):4021–4029. [PubMed: 23740937] 

10. Granel B, Argiro L, Hachulla E , et al. Association between a CTGF gene 

polymorphism and systemic sclerosis in a French population. J Rheumatol. 

2009;37: 351–8. 

11. Zhang X, Nie S, Si X, Luo Y, Tang W. Association between the CTGF -945C/G 

12. polymorphism and systemic sclerosis: a meta-analysis. Gene. 2012;509(1):1–6 

13. Takeuchi H, Takeuchi T, Gao J, Cantley LC, Hirata M. Characterization of PXK 
as a Protein Involved in Epidermal Growth Factor Receptor Trafficking. Mol 
Cell Biol. 2010;30(7):1689-1702. doi:10.1128/MCB.01105-09 

14. Cusick MF, Libbey JE, Fujinami RS. Molecular mimicry as a mechanism of 
autoimmune disease. Clin Rev Allergy Immunol. 2012;42(1):102-111. 
doi:10.1007/s12016-011-8294-7 

15. Zhang X, Nie S, Si X, Luo Y, Tang W. Association between the CTGF -945C/G 
polymorphism and systemic sclerosis: A meta-analysis. Gene. 2012;509(1):1-
6. doi:10.1016/j.gene.2012.07.061 

16. Carmen Fonseca, M.D., Ph.D., Gisela E. Lindahl, Ph.D., Markella Ponticos, 



51 

 

Ph.D., Piersante Sestini, M.D., Elisabetta A. Renzoni, M.D., Alan M. Holmes, 
Ph.D., Paolo Spagnolo, M.D., Panagiotis Pantelidis, Ph.D., Patricia Leoni, 
Ph.D., Neil McHugh, M.D., Car PD, Christopher P. Denton, M.D., Ph.D., Carol 
M. Black, M.D., Kenneth I. Welsh, Ph.D., Roland M. du Bois, M.D., and David J. 
Abraham PD. A Polymorphism in the CTGF Promoter Region Associated with 
Systemic Sclerosis. 2007. 

17. Leask A, Parapuram SK, Shi-Wen X, Abraham DJ. Connective tissue growth 
factor (CTGF, CCN2) gene regulation: A potent clinical bio-marker of 
fibroproliferative disease? J Cell Commun Signal. 2009;3(2):89-94. 
doi:10.1007/s12079-009-0037-7 

18. Gloria Salazar, MD and Maureen D. Mayes MM. Genetics, Epigenetics and 
Genomics of Systemic Sclerosis. 2016;93(4):292-297. 
doi:10.1016/j.contraception.2015.12.017.Women 

19. Allanore Y, Dieude P, Boileau C. Genetic background of systemic sclerosis: 
Autoimmune genes take centre stage. Rheumatology. 2010;49(2):203-210. 
doi:10.1093/rheumatology/kep368 

20. Pattanaik D, Brown M, Postlethwaite BC, Postlethwaite AE. Pathogenesis of 
systemic sclerosis. Front Immunol. 2015;6(JUN). 
doi:10.3389/fimmu.2015.00272 

21. Allanore Y, Simms R, Distler O, et al. Systemic sclerosis. Nat Rev Dis Prim. 
2015;1(April). doi:10.1038/nrdp.2015.2 

22. Ramos PS, Silver RM, Feghali-Bostwick CA. Genetics of systemic sclerosis: 
Recent advances. Curr Opin Rheumatol. 2015;27(6):521-529. 
doi:10.1097/BOR.0000000000000214 

23. Thompson and Thompson. Χαρτογράφθςθ και ταυτοποίθςθ γονιδίων του 
ανκρϊπουπου ςχετίηονται με νοςιματα ΢το Nussbaum l. Robert, Mcinnes R. 
Roderick WFH (eds). Ιατρικι Ιενετικι. 2θ. Π. Χ. Παςχαλίδθσ,  BROKEN HILL pp. 
280,630. 

24. Zhou X, Tan FK, Wang N, et al. Genome-wide association study for regions of 

systemic sclerosis susceptibility in a Choctaw Indian population with high 

disease prevalence. Arthritis Rheum 2003;48:2585-92. 

25. Leask A, Abraham DJ (2006) All in the CCN family: essential matricellular 
signaling modulators emerge from the bunker. JCell Sci 119:4803–4810 
doi:10.1242/jcs.03270 

26. Bradham DM, Igarashi A, Potter RL, Grotendorst GR (1991) Connective tissue 
growth factor: a cysteine-rich mitogen secreted by human vascular 
endothelial cells is related to the SRCinduced immediate early geneproduct 
CEF-10. J Cell Biol 114:1285–1294 doi:10.1083/jcb.114.6.1285 

27. Kapoor M, Liu S, Huh K, Parapuram S, Kennedy L, Leask A (2008) Connective 
tissue growth factor promoter activity in normal and wounded skin. 
Fibrogenesis Tissue Repair 1:1 doi:10.1186/1755-1536-1-3 Suske G. The Sp-
family of transcription factors. Gene 1999;238:291-300. 

28. Maria S. Jimenez Jose M. Luque-Alled Teresa Gomez Juan R. Castillo, 
‘Evaluation of agarose gel electrophoresis for characterization of silver 
nanoparticles in industrial products’, Electrophoresis, 2016 

29. Hayashi, K. 1991. PCR-SSCP: a simple and sensitive method for detection of 
mutations in the genomic DNA. PCR Methods Appl. 1:34-38. 



52 

 

30. B.J. Bassam, G. Caetano-Anollés, P.M. Gresshoff, Fast and sensitive silver 
staining of DNA in polyacrylamide gels, Anal. Biochem. 196 (1991) 80–83 

31. Kakavas V. Konstantinos, Plageras Panagiotis E., Vlachos T. Antonios 
Papaioannou, Agelos Noulas, V. Argiris, ‘PCR–SSCP: A Method for the 
Molecular Analysis of Genetic Diseases’, Mol Biotechnol, 2008 
 


