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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 

Η συστηματική σκλήρυνση είναι μια σπάνια αυτοάνοση ασθένεια του συνδετικού 

ιστού. Χαρακτηρίζεται από ίνωση και φλεγμονή του δέρματος, των αγγείων και των 

εσωτερικών οργάνων. Ως πολυπαραγοντικό νόσημα εκδηλώνεται σε άτομα με 

επιτρεπτικό γενετικό υπόβαθρο κάτω από κατάλληλες περιβαλλοντικές συνθήκες. 

Το μονοπάτι WNT είναι ένα καλά συντηρημένο αναπτυξιακό μονοπάτι 

σηματοδότησης, το οποίο επιπλέον εμπλέκεται σε μια πληθώρα διεργασιών με 

στόχο την διατήρηση της ομοιόστασης των ενήλικων ιστών, όπως η ανοσολογική 

απόκριση αλλά και η ανάπτυξη της ίνωσης. Στην παρούσα διπλωματική εργασία 

πραγματοποιήθηκε ανάλυση συσχέτισης ενός μεγάλου αριθμού σημειακών 

μονονουκλεοτιδικών πολυμορφισμών σε  γενετικούς τόπους σχετικούς με το 

μονοπάτι σηματοδότησης WNT, σε 134 ασθενείς με συστηματική σκλήρυνση και σε 

56 υγιείς μάρτυρες με τη χρήση προγραμμάτων βιοπληροφορικής. 

 

 

ABSTRACT 

Systemic sclerosis is a rare autoimmune disease of the connective tissue, which 

affects the skin and internal organs of the patients. The key features of the disease 

are fibrosis and inflammation of the skin, of the blood vessels and other internal 

organs.  Being a multifactorial disease, it occurs in genetically susceptible individuals, 

after their exposure to specific environmental triggers. Genetic studies to date have 

found various mutations in the genome that seem to contribute to the expression of 

the disease. The WNT pathway is an evolutionarily conserved developmental 

pathway that is also involved in a number of other processes aiming to the 

maintenance of adult tissue homeostasis, such as immunologic response and 

fibrosis. In the present bachelor thesis, a SNP association study was performed on a 

large number of SNPs located on various genetic loci associated with WNT pathway, 

on 134 systemic sclerosis patients and 56 healthy controls, utilizing bioinformatics 

tools.   
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1.Εισαγωγή 

 

1.1 Συστηματική σκλήρυνση- Γενικά στοιχεία της νόσου 

Η συστηματική σκλήρυνση (SSc, συστηματικό σκληρόδερμα) είναι ένα σπάνιο 

αυτοάνοσο νόσημα του συνδετικού ιστού που χαρακτηρίζεται από μικροαγγειακές 

βλάβες, δυσλειτουργία του ανοσοποιητικού συστήματος και γενική ίνωση σε  

δέρμα και εσωτερικά όργανα. Η νόσος εμφανίζει ποικιλία φαινοτύπων από ασθενή 

σε ασθενή, ενώ οι παθολογικές αλλοιώσεις σε όργανα καθορίζουν το κλινικό 

αποτέλεσμα. Θεωρείται πως προκαλείται από περιβαλλοντικούς παράγοντες σε 

άτομα που φέρουν γενετική προδιάθεση εμφάνισης της νόσου. Αν και δεν 

υπάρχουν επαρκή στοιχεία για το περιβαλλοντικό ερέθισμα που προκαλεί τη νόσο, 

κάποιοι ιοί έχουν συνδεθεί με την εμφάνιση της, και πιο συγκεκριμένα η προσβολή 

από ιούς όπως  ο κυτταρομεγαλοϊος (CMV) και ο ιός Epstein-Barr (EBV). Όσον 

αφορά το γενετικό υπόβαθρο, υπάρχουν υποθέσεις για τον ρόλο του 

σηματοδοτικού μονοπατιού WNT στην νόσο. Πιο συγκεκριμένα, το μονοπάτι WNΤ 

ελέγχει ποικίλες αναπτυξιακές διαδικασίες και τη διατήρηση της ομοιόστασης των 

ενήλικων ιστών, με την υπερέκφραση των πρωτεϊνών του μονοπατιού να προκαλεί 

ίνωση. (Varga et al) 

 

1.2 Κλινικά χαρακτηριστικά της νόσου 

Κύρια χαρακτηριστικά της νόσου αποτελούν η φλεγμονή και ίνωση του δέρματος, 

των αγγείων και των εσωτερικών οργάνων. Η σταδιακή σκλήρυνση και ίνωση που 

παρουσιάζεται στο δέρμα είναι δύο χαρακτηριστικά που αντικατοπτρίζουν τις 

επιπλοκές που έχουν υποστεί τα εσωτερικά όργανα και το αγγειακό σύστημα. 

(Varga et al) 

Η συστηματική σκλήρυνση είναι μια ιδιαίτερα ετερογενής νόσος με τους ασθενείς 

να κατατάσσονται σε δύο κατηγορίες με βάση την κατανομή της ίνωσης στο δέρμα 

καθώς και άλλα κλινικά χαρακτηριστικά. Η εστιασμένη συστηματική σκλήρυνση 

(lcSSc) αποτελεί την πρώτη κατηγορία και χαρακτηρίζεται από πνευμονική 

υπέρταση, το δέρμα εμφανίζει εντοπισμένη σταδιακή αλλοίωση, ενώ στόχος των 

αυτοαντισωμάτων αποτελούν οι πρωτεΐνες του κεντρομερούς (ACA). Η δεύτερη 

κατηγορία είναι η διάχυτη συστηματική σκλήρυνση (dsSSc), στην οποία ο στόχος 

των αυτοαντισωμάτων είναι η RNA πολυμεράση III και η τοποϊσομεράση I (ATA). Οι 

ασθενείς που πάσχουν από διάχυτη συστηματική σκλήρυνση εμφανίζουν 
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πνευμονική ίνωση, ενώ το δέρμα εμφανίζει ταχύτατη ίνωση. (Ramos et al, Allanore 

et al) Ωστόσο, παρά τις προαναφερθείσες διαφορές, οι δύο υπότυποι εμφανίζουν 

και κάποια κοινά χαρακτηριστικά, όπως το σύνδρομο Raynaud, το οποίο 

χαρακτηρίζεται από αποχρωματισμό των δακτύλων έπειτα από έκθεση σε αλλαγές 

θερμοκρασίας, λόγω μειωμένης αιματικής παροχής που προκαλείται από αγγεία 

που έχουν υποστεί βλάβη.  Άλλα κοινά χαρακτηριστικά είναι η σκληροδακτυλία και 

επιπλοκές σε νεφρούς, καρδιά και πνεύμονες. (Yangyang et al, Mayes et al) 

Τα γενικά κλινικά χαρακτηριστικά της νόσου αποτελούν οι μικροαγγειακές βλάβες, 

δυσλειτουργία του ανοσοποιητικού συστήματος και γενική ίνωση σε  δέρμα και 

εσωτερικά όργανα. Κάποια από τα πρώτα και ίσως εναρκτήρια γεγονότα της 

συστηματικής σκλήρυνσης είναι ο μικροαγγειακός τραυματισμός και η 

ενεργοποίηση των ενδοθηλιακών κυττάρων. Τα παραπάνω, έχουν σαν αποτέλεσμα 

την προοδευτική βλάβη των αγγείων, που οδηγεί σε μείωση του αριθμού των 

τριχοειδών αγγείων, σε πάχυνση των τοιχωμάτων των αγγείων και λέπτυνση της 

κοιλότητας των αγγείων. Οι αλλαγές αυτές οδηγούν σε υποξία και οξειδωτικό στρες. 

(Varga et al) 

Όσον αφορά το ανοσοποιητικό σύστημα, παρατηρείται η απορρύθμιση του, 

γεγονός που οδηγεί στην παραγωγή αυτοαντισωμάτων και στην ενεργοποίηση των 

ινοβλαστών. Η ενεργοποίηση και η ακόλουθη υπερπαραγωγή των ινοβλαστών 

προκαλεί την υπέρμετρη παραγωγή και εναπόθεση εξωκυττάριας ουσίας, που 

αποτελείται από κολλαγόνο, ελαστίνη, φιμπρονεκτίνη και γλυκοζαμινογλυκάνες. 

Ίνωση ονομάζεται η ανεξέλεγκτη εναπόθεση εξωκυττάριας ουσίας και έχει σαν 

αποτέλεσμα τη δημιουργία ουλώδους ιστού. Ως συνέπεια, προκαλείται 

αγγειοπάθεια που περιλαμβάνει τη μείωση της διαπερατότητας των αγγείων και 

του αγγειακού τόνου, παράλληλα με την εμφάνιση τηλεαγγειεκτασίας. Έτσι, 

δημιουργούνται αλλαγές στα τριχοειδή αγγεία των νεφρών, των πνευμόνων, της 

καρδιάς και των μυών που τα καθιστούν μη ελαστικά λόγω της εναπόθεσης 

κολλαγόνου, και έτσι καθίστανται μη λειτουργικά. Η ίνωση είναι μια μη αντιστρεπτή 

διαδικασία, η οποία όταν επηρεάζει τη λειτουργία ζωτικών οργάνων όπως οι 

πνεύμονες και η καρδία, έχει σαν αποτέλεσμα την αύξηση της νοσηρότητας και της 

θνησιμότητας της νόσου. (Gabrielli et al)  

 

1.3 Επιδημιολογία της νόσου 

Διαφορετικές πληθυσμιακές ομάδες φαίνεται να εμφανίζουν διαφορές μεταξύ τους 

όσον αφορά τον επιπολασμό και την επίπτωση της νόσου. Πιο συγκεκριμένα, ο 

επιπολασμός της ασθένειας υπολογίζεται περίπου σε 150 ασθενείς/ εκατομμύριο 

πληθυσμού, ενώ η επίπτωση σε 10 νέα περιστατικά/ εκατομμύριο πληθυσμού το 

χρόνο σε πληθυσμούς της βόρειου Ευρώπης. Αντίστοιχα, για νότιο-ευρωπαϊκούς, 
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βόριο-αμερικάνικους και αυστραλιανούς  πληθυσμούς οι τιμές επιπολασμού 

υπολογίζονται από 276 ως 443 ασθενείς/ εκατομμύριο πληθυσμού και η επίπτωση 

της νόσου από 14 ως 21 νέα περιστατικά/ εκατομμύριο πληθυσμού το χρόνο. 

(Allanore et al) 

Η συστηματική σκλήρυνση εμφανίζεται με αυξημένη συχνότητα σε γυναίκες σε 

σχέση με τους άντρες, όπως και τα περισσότερα αυτοάνοσα νοσήματα. 

Χαρακτηριστικά στοιχεία αποτελούν οι τιμές επιπολασμού που υπολογίστηκαν 

έπειτα από μελέτη της νόσου σε Σουηδικό πληθυσμό. Πιο συγκεκριμένα, οι τιμές 

που βρέθηκαν είναι 88 άντρες ασθενείς/ εκατομμύριο πληθυσμού, ενώ αντίστοιχα 

για τις γυναίκες ο επιπολασμός της νόσου υπολογίστηκε σε 514 γυναίκες ασθενείς/ 

εκατομμύριο πληθυσμού. Ωστόσο, οι άντρες ασθενείς παρουσιάζουν βαρύτερη 

κλινική εικόνα, και έτσι δε θεωρούνται επαρκής προγνωστικός παράγοντας. (Salazar 

et al) 

Ένας ακόμα παράγοντας που φαίνεται να παίζει ρόλο τόσο στην εμφάνιση, όσο και 

στη βαρύτητα της νόσου είναι η εθνικότητα. Σε έρευνες που διεξάχθηκαν στις ΗΠΑ, 

βρέθηκε πως οι Αφροαμερικανοί εμφανίζουν τη νόσο σε κατά μέσο όρο μικρότερη 

ηλικία σε σύγκριση με τους λευκούς ασθενείς. Επιπλέον, η πλειοψηφία (2/3) των 

λευκών ασθενών πάσχει από εστιασμένη συστηματική σκλήρυνση, ενώ η 

πλειοψηφία των Αφροαμερικανών εμφανίζει διάχυτη συστηματική σκλήρυνση, η 

οποία έχει πιο βαριά κλινική εικόνα. Τέλος, η νόσος εμφανίζει μεγαλύτερα ποσοστά 

θνησιμότητας στους αφροαμερικανικό πληθυσμό. Η διαφοροποίηση μεταξύ 

εθνικοτήτων  που παρατηρείται στην κλινική εικόνα αποδίδεται στο εύρημα ότι οι 

Αφροαμερικάνοι με συστηματική σκλήρυνση έχουν μεγαλύτερη πιθανότητα 

ανάπτυξης αυτοαντισωμάτων έναντι της τοποϊσομεράσης I, σε σχέση με την 

πιθανότητα ανάπτυξης αυτοαντισωμάτων έναντι των πρωτεϊνών του κεντρομερούς. 

(Varga et al) 

 

1.4 Παθοφυσιολογία της νόσου 

Η συστηματική σκλήρυνση είναι ένα χρόνιο αυτοάνοσο νόσημα, το οποίο 

προσβάλλει το ανοσοποιητικό σύστημα, το αγγειακό σύστημα και τον συνδετικό 

ιστό. Χαρακτηρίζεται από φλεγμονή, βλάβη του ενδοθηλίου των αγγείων και ίνωση. 

Η φλεγμονή προκαλείται λόγω της απορρύθμισης του ανοσοποιητικού συστήματος 

και την επακόλουθης παραγωγής αυτοαντισωμάτων. Η ίνωση είναι αποτέλεσμα της 

ανεξέλεγκτης παραγωγής ινοβλαστών και εξωκυττάριου υλικού. (Allanore et al) 

Η απορρύθμιση του ανοσοποιητικού συστήματος, και πιο συγκεκριμένα η 

παρατεταμένη  και απορρυθμισμένη ενεργοποίηση των Τ και Β λεμφοκυττάρων, 

έχει σαν αποτέλεσμα την παραγωγή αυτοαντισωμάτων. Επιπλέον, η συσσώρευση 
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υψηλών συγκεντρώσεων προ-φλεγμονώδων μορίων στους ασθενείς συνεισφέρει 

στην ανάπτυξη αυτοανοσίας. (Varga et al) 

Οι κύριοι κυτταρικοί τύποι που εμπλέκονται στην παθογένεια της συστηματικής 

σκλήρυνσης είναι τα ενοθηλιακά κύτταρα, οι ινοβλάστες, οι μυοϊνοβλάστες, τα Τ και 

Β λεμφοκύτταρα, τα μακροφάγα και τα δενδριτικά κύτταρα. Ακόμα, σημαντικούς 

μεσολαβητές της κυτταρικής ενεργοποίησης και της φλεγμονής αποτελούν ο TGF-β 

(transforming growth factor-β), οι ιντερλευκίνες IL6 και IL13, η ενδοθηλίνη 1, η 

αγγειοτενσίνη 2 και οι ενεργές ρίζες οξυγόνου (ROS). (Allanore et al) 

Κάποια από τα αρχικά και ίσως εναρκτήρια γεγονότα που οδηγούν στην εκδήλωση 

της νόσου θεωρούνται πως είναι ο τραυματισμός του μικροαγγειακού συστήματος 

και η ενεργοποίηση των ενδοθηλιακών κυττάρων. Οι μικροαγγειακές βλάβες 

πιθανότατα μεσολαβούνται από περιβαλλοντικά ερεθίσματα όπως διάφοροι ιοί 

(π.χ. ο CMV) και από τη δράση των Τ λεμφοκυττάρων, που ενεργοποιούνται από τα 

αυτοαντισώματα. (Varga et al) 

Ένα από τα κύρια χαρακτηριστικά της συστηματικής σκλήρυνσης αποτελεί η 

συσσώρευση ινώδους εξωκυττάριου υλικού στους ιστούς. Το ινώδες εξωκυττάριο 

υλικό περιέχει κολλαγόνο, ελαστίνη, γλυκοζαμινογλυκάνες και φιμπρονεκτίνη. Η 

παραπάνω διαδικασία εμφανίζεται ως απάντηση σε ιστική βλάβη, και είναι 

αποτέλεσμα υπερπαραγωγής και συσσώρευσης ινοβλαστών και μυοϊνοβλαστών. Οι 

ινοβλάστες και οι μυοϊνολβλάστες, όπως έχει προαναφερθεί, αποτελούν τους 

κύριους κυτταρικούς τύπους που εμπλέκονται στην παθογένεια της ίνωσης, καθώς 

προκαλούν την αυξημένη σύνθεση εξωκυττάριου υλικού, η οποία σε συνδυασμό με 

την μειωμένη αποικοδόμηση του, οδηγεί σε σταδιακή εμφάνιση ίνωσης και 

επακολούθως στην ανάπτυξη ουλώδους ιστού. (Allanore et al) 

Στη συστηματική σκλήρυνση, οι κυτταρικοί τύποι των ινοβλαστών και των 

μυοϊνοβλαστών παρουσιάζουν μειωμένη ικανότητα απόπτωσης και αυξημένη 

παραγωγή του παράγοντα TGF-β (αυξητικός παράγοντας που συμμετέχει στη 

διαδικασία της ίνωσης), και έτσι δημιουργείται ένας φαύλος κύκλος συσσώρευσης 

ινώδους εξωκυττάριου υλικού. (Varga et al) Οι παραπάνω κυτταρικοί τύποι 

εμφανίζουν ισομορφές μορίων του εξωκυττάριου υλικού, όπως η φιμπρονεκτίνη, 

που έχουν προκύψει έπειτα από τη δράση του εναλλακτικού ματίσματος. Οι 

ισομορφές αυτές προσδένονται άμεσα σε υποδοχείς TLR4 (toll-like receptor που 

αναγνωρίζουν πρότυπα σε παθογόνα) στην επιφάνεια των στρωματικών κυττάρων. 

Με την πρόσδεση τους, επάγουν της ενεργοποίηση και διαφοροποίηση των 

ινοβλαστών. Ακόμα, οι ιντερφερόνες τύπου Ι και ΙΙ, εκτός από γνωστοί 

ανοσορυθμιστές, κατέχουν και ρόλο στη ρύθμιση της παραγωγής κολλαγόνου. Έτσι, 

υπάρχει η πιθανότητα οι ιντερφερόνες να παίζουν σημαντικό ρόλο στη παθογένεια 
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της νόσου. Με αυτό τον τρόπο δημιουργείται ένας ανατροφοδοτικός κύκλος μεταξύ 

φλεγμονής και ίνωσης. (Pattanaik et al) 

 

1.5  Γενετικό υπόβαθρο της νόσου 

Η συστηματική σκλήρυνση δεν κληρονομείται με Μεντελικό πρότυπο. Ωστόσο, οι 

ως τώρα έρευνες έχουν δείξει πως το γενετικό υπόβαθρο επηρεάζει την εμφάνιση 

της νόσου. Πιο συγκεκριμένα, έρευνες που έχουν διεξαχθεί έχουν δείξει ότι η 

συχνότητα εμφάνισης της ασθένειας είναι 1,5-1,7% σε οικογένειες με ιστορικό, ενώ 

αντίστοιχα σε γενικό πληθυσμό παρατηρείται ένα ποσοστό στα 0,026%, Επιπλέον, 

έρευνες σε οικογένειες με ιστορικό έδειξαν πως ο σχετικός κίνδυνος εμφάνισης της 

ασθένειας αυξάνεται 15 ως 19 φορές σε αδέρφια των ασθενών και 13 ως 15 φορές 

σε συγγενείς πρώτου βαθμού των ασθενών. Οι παραπάνω παρατηρήσεις οδηγούν 

στο συμπέρασμα ότι η παθογένεια της νόσου οφείλεται σε ένα βαθμό στο γενετικό 

υπόβαθρο που φέρουν οι ασθενείς. (Yangyang et al) 

Ωστόσο, το γενετικό υπόβαθρο δεν αρκεί για την εμφάνιση της νόσου. Σημαντικό 

ρόλο επίσης παίζουν και διάφοροι περιβαλλοντικοί παράγοντες που προκαλούν 

επιγενετικές τροποποιήσεις στο γονιδίωμα των ασθενών, και έτσι επηρεάζουν την 

λειτουργία των γονιδίων. (Salazar et al)  Μέσω αυτών των τροποποιήσεων, οι 

περιβαλλοντικοί παράγοντες επάγουν την παραγωγή αυτοαντισωμάτων και 

προκαλούν μια σειρά ανοσολογικών αντιδράσεων, μέσω ενός μηχανισμού 

μοριακού μιμητισμού. (Yangyang et al) 

Η συστηματική σκλήρυνση αποτελεί ένα πολυπαραγοντικό νόσημα, που δεν 

ακολουθεί τα πρότυπα Μεντελικής κληρονομικότητας. Εμφανίζει ποικιλία κλινικών 

χαρακτηριστικών, τα οποία προκύπτουν από την αλληλεπίδραση διαφορετικών 

γονιδίων με περιβαλλοντικούς παράγοντες. Οι έρευνες ως τώρα έχουν δείξει ότι 

στην εκδήλωση παθογένειας της νόσου εμπλέκονται πολλά γονίδια, εκ των οποίων 

το κάθε ένα έχει μικρή συνεισφορά στην εμφάνιση του φαινοτύπου και δρουν 

αθροιστικά. Τα γονίδια που εμπλέκονται στην εμφάνιση της συστηματικής 

σκλήρυνσης, μπορεί να αυξάνουν τον κίνδυνο εμφάνισης, ή να ασκούν 

προστατευτική δράση. (Allanore et al) 

Σε έρευνες που έχουν διεξαχθεί, έχει εντοπιστεί μία πληθώρα γενετικών τόπων που 

σχετίζεται με την εμφάνιση συστηματικής σκλήρυνσης. Από τους γενετικούς τόπους 

που είναι ως τώρα γνωστό πως εμπλέκονται με την εμφάνιση της νόσου, τα 2/3 

φαίνεται να σχετίζονται με τουλάχιστον μια επιπλέον αυτοάνοση ασθένεια, το 46% 

με τουλάχιστον δύο επιπλέον και μικρότερα ποσοστά με τρεις ή περισσότερες. 

Κάποιες ασθένειες με τις οποίες η συστηματική σκλήρυνση εμφανίζει κοινούς 

γενετικούς τόπους είναι η ρευματοειδής αρθρίτιδα και ο ερυθρώδης συστηματικός 
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λύκος. (Ramos et al) Επιπλέον, έρευνες δείχνουν πως τα αυτοάνοσα νοσήματα είναι 

δυνατό να ομαδοποιηθούν σε οικογένειες, με πολλούς ασθενείς να πάσχουν 

ταυτόχρονα από δύο ή και περισσότερα αυτοάνοσα. Πιο συγκεκριμένα, το 38% των 

ασθενών με συστηματική σκλήρυνση εμφανίζει τουλάχιστον ένα επιπλέον 

αυτοάνοσο νόσημα. Έτσι, υποστηρίζεται περεταίρω το γεγονός ότι τα αυτοάνοσα 

νοσήματα μοιράζονται σε κάποιο βαθμό το γενετικό τους υπόβαθρο. (Salazar et al) 

Τα γονίδια που έχουν βρεθεί να παίζουν σημαντικό ρόλο στη γενετική προδιάθεση, 

εκδήλωση και εξέλιξη της ασθένειας, είναι αυτά που εμπλέκονται στην επίκτητη και 

έμφυτη ανοσία, όπως τα γονίδια του μείζονος συμπλόκου ιστοσυμβατότητας (MHC) 

και τα γονίδια των ιντερφερονών, γονίδια που κωδικοποιούν για πρωτεΐνες που 

εμπλέκονται στη διαδικασία της ίνωσης και φλεγμονής, γονίδια αυξητικών 

παραγόντων, γονίδια που εμπλέκονται στην αποικοδόμηση πρωτεϊνών και γονίδια 

που κωδικοποιούν για πρωτεΐνες που συμμετέχουν στη διακυτταρική 

σηματοδότηση. (Varga et al, Allanore et al) Επιπλέον, σημαντικός αριθμός 

πολυμορφισμών έχει βρεθεί να εδράζεται σε μη κωδικοποιητικές περιοχές του DNA, 

οι οποίες φέρουν ρυθμιστική δράση οι οποία επηρεάζεται από επιγενετικές 

τροποποιήσεις. (Salazar et al) 

 

 

1.6 Τύποι γενετικών μελετών 

 

Ο προσδιορισμός των γενετικών παραγόντων που συμβάλλουν στο σκληρόδερμα 

περιπλέκεται λόγω της μεγάλης ετερογένειας της νόσου. Η συστηματική σκλήρυνση 

μπορεί να χαρακτηριστεί καλύτερα ως σύνδρομο καθώς οι ασθενείς εμφανίζουν 

ποικιλία μεταξύ των συμπτωμάτων των φαινοτύπων και των οργάνων που 

προσβάλλονται. Συνεπώς αποτελεί τέλμα στην ταυτοποίηση των γενετικών 

περιοχών που αποτελούν παράγοντες εμφάνισης της νόσου. Παράλληλα οι 

διαφορές που εντοπίζονται μεταξύ των πληθυσμών και των εθνικοτήτων αποτελούν 

έναν επιπλέον παράγοντα που δυσκολεύει την έρευνα. Επίσης έχει βρεθεί ότι 

συμμετέχουν πολλοί γενετικοί τόποι οι οποίοι αλληλεπιδρούν μεταξύ τους καθώς 

και με την έκθεση σε περιβαλλοντικές συνθήκες. (Allanore et al) 

Όπως προαναφέρθηκε η συστηματική σκλήρυνση αποτελεί ένα πολυπαραγοντικό 

νόσημα το οποίο δεν εμφανίζει μεντελική κληρονομικότητα αλλά εξαρτάται από 

πολλούς γενετικούς τόπους καθώς και παράγοντες του περιβάλλοντος. Ωστόσο 

μελέτες έδειξαν ότι το οικογενειακό ιστορικό αυξάνει την πιθανότητα εκδήλωσης 

της νόσου. (Yangyang et al) 
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 Η πιο συχνή παραλλαγή στο DNA αφορά την αντικατάσταση μίας νουκλεοτιδικής 

βάσης από μία άλλη. Η αλλαγή αυτή έχει καθιερωθεί να αναφέρεται ως σημειακός 

μονονουκλεοτιδικός πολυμορφισμός ή SNP (single nucleotide polymorphism). Η 

διαφορετική αλληλουχία που προκύπτει ως αποτέλεσμα της παρουσίας του SNP 

μπορεί να οδηγήσει σε διαφορές στο τελικό προϊόν του γονιδίου ή στην έκφρασή 

του. Για την ανίχνευση σημειακών πολυμορφισμών  που σχετίζονται με 

πολυπαραγοντικά νοσήματα όπως η συστηματική σκλήρυνση  ακολουθούνται 

συνήθως δύο ειδών προσεγγίσεις που βασίζονται στο χαρακτηρισμό SNP και 

προσδιορίζουν την πιθανότητα εμφάνισης του στους ασθενείς σε σχέση με μια 

ομάδα υγιών ατόμων που ορίζεται ως ομάδα ελέγχου. 

Η πρώτη προσέγγιση αφορά τον τύπο μελέτης του υποψηφίου γονιδίου και η 

δεύτερη αφορά τη μελέτη της συσχέτισης ολόκληρου του γονιδιώματος. Και οι δύο 

προσεγγίσεις βασίζονται στην ταυτοποίηση των γενετικών διαφορών μεταξύ των 

SNPs και προσδιορίζουν ένα λόγο πιθανότητας, δηλαδή την πιθανότητα ότι μία 

αλλαγή συμβαίνει με μικρή ή μεγάλη συχνότητα μεταξύ των υγειών ατόμων και των 

ασθενών. 

 α) Προσέγγιση υποψήφιου γονιδίου (Candidate Gene Approach ή CGA) : 

 H επιλογή του υποψήφιου προς μελέτη γονιδίου μπορεί να γίνει με δυο τρόπους. Η 

μια εκδοχή είναι να έχει δειχθεί ότι το προϊόν του συμμετέχει σε σηματοδοτικά 

μονοπάτια που, πιθανώς, σχετίζονται με τη νόσο. Στην περίπτωση του 

σκληροδέρματος η ύπαρξη αυτοαντισωμάτων υποδεικνύει το γενετικό τόπο του 

μείζονος συμπλόκου ιστοσυμβατότητας ως μια καλή αρχική προσέγγιση. Η άλλη 

εκδοχή βασίζεται στο γεγονός ότι συχνά «συνυπάρχουν» διαφορετικές αυτοάνοσες 

διαταραχές μέσα στην ίδια οικογένεια. Αυτό με τη σειρά του υποδηλώνει πως 

υπάρχει κοινό γενετικό υπόβαθρο στις διαταραχές αυτές. Έτσι λοιπόν, 

πολυμορφισμοί οι οποίοι έχει δειχθεί ότι συμμετέχουν στην εκδήλωση κάποιας 

άλλης αυτοάνοσης διαταραχής αποτελούν καλούς υποψήφιους για τη μελέτη του 

σκληροδέρματος. 

β) Genome Wide Association Studies (GWAS) : 

H προσέγγιση αυτή βασίζεται σε tag SNPs, δηλαδή SNPs που να  είναι 

αντιπροσωπευτικά για μια περιοχή του γονιδιώματος. Αυτά βρίσκονται σε πλήρη 

ανισορροπία σύνδεσης με μια ομάδα από SNPs που όλα μαζί συνιστούν έναν 

απλότυπο. Κατά αυτόν τον τρόπο, είναι δυνατόν να εντοπιστούν οι γενετικές 

παραλλαγές και η συσχέτισή τους με φαινοτύπους χωρίς να μελετηθεί κάθε SNP σε 

μια χρωμοσωμική περιοχή. Αυτό μειώνει το κόστος και το χρόνο της 

χαρτογράφησης των περιοχών γονιδιώματος που σχετίζονται με την ασθένεια, 
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καθώς εξαλείφει την ανάγκη μελέτης κάθε μεμονωμένου SNP. Τα tag SNPs είναι 

χρήσιμα σε μελέτες GWAS.  

Τα tag SNPs δεν εντοπίζονται μόνο εντός των γονιδίων, αλλά και σε μη 

μεταγραφόμενες περιοχές. Έτσι λοιπόν, στη μελέτη αυτή ελέγχεται με σάρωση 

ολόκληρο το γονιδίωμα ώστε να ανιχνευτούν SNPs που να συνεισφέρουν στην 

εκδήλωση της νόσου. Τα πλεονεκτήματα της μεθόδου αυτής είναι ότι είναι 

αμερόληπτη (δηλαδή δεν υπάρχει κάποια αρχική υπόθεση που αναμένεται να 

επιβεβαιωθεί ή να απορριφθεί) και δεν απαιτείται προϋπάρχουσα γνώση για τη 

διεξαγωγή της. Ωστόσο καλύπτει περίπου το 80% των SNPs και δεν περιλαμβάνει 

σπάνια αλληλόμορφα.  

Είναι σημαντικό να τονιστεί πως  μια GWAS αναγνωρίζει μια περιοχή ανισορροπίας 

σύνδεσης που περιέχει παραλλαγές που πιθανώς σχετίζονται με τη νόσο. Συχνά, 

απαιτούνται επιπρόσθετες μελέτες για να περιοριστεί η ακριβής περιοχή σύνδεσης 

και να προσδιοριστεί η αιτιώδης παραλλαγή, δηλαδή αυτή που πραγματικά 

συνεισφέρει στην ευαισθησία για τη νόσο.  

Συνοψίζοντας, και οι δυο μελέτες γενετικής σύνδεσης προσπαθούν να εντοπίζουν 

τους πολυμορφισμούς οι οποίοι έχουν αυξημένη συχνότητα εμφάνισης στους 

ασθενείς, σε σχέση με το γενικό πληθυσμό. Μέχρι σήμερα, έχουν εντοπιστεί 

παράγοντες ευαισθησίας που εμπλέκονται  στο ανοσοποιητικό σύστημα, στην 

αγγειακή βλάβη, και στις ινωτικές διεργασίες. (Patnala et al, Pers et al) 

 

 

 

1.7  WNT σηματοδότηση- Γενικά στοιχεία 

Το σηματοδοτικό μονοπάτι Wnt είναι εξελικτικά καλά συντηρημένο, με το όνομα 

του να προέρχεται από το μετάλλαγμα wingless της Drosophila melanogaster. Οι 

πρωτεΐνες του μονοπατιού αποτελούν μία μεγάλη οικογένεια σηματοδοτικών 

πρωτεϊνών που επηρεάζουν μια ποικιλία κυτταρικών και αναπτυξιακών διεργασιών, 

όπως τον πολλαπλασιασμό των κυττάρων, την απόπτωση, την πολικότητα των 

κυττάρων και την οργανογένεση. Ο ρυθμιστικός ρόλος του μονοπατιού είναι 

απαραίτητος για την εμβρυονική ανάπτυξη, ενώ ως τώρα πιστευόταν πως σε 

ενήλικες βρίσκεται υπό πολύ αυστηρή ρύθμιση. Ωστόσο, το μονοπάτι φαίνεται να 

ενεργοποιείται ξανά σε ενήλικα άτομα κάτω από παθολογικές συνθήκες και σε 

περιπτώσεις ασθενειών όπως διάφορες νευρολογικές, φλεγμονώδεις και 

μεταβολικές διαταραχές και σε καρκίνο. (Badimon et al) 
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Οι πρωτεΐνες του μονοπατιού WNT είναι εκκρινόμενες γλυκοπρωτεΐνες με 

τροποποιημένα λιπίδια. Στα θηλαστικά έχουν περιγραφεί 19 προσδέτες Wnt και 10 

διαφορετικοί υποδοχείς Frizzled (FZD). Η μεταγωγή σήματος του Wnt γίνεται μέσω 

2 κατηγοριών μονοπατιών: του κανονικού, που εξαρτάται από τη β-κατενίνη και 

διαφόρων μη κανονικών μονοπατιών, ανεξάρτητων της β-κατενίνης. (Bergmann et 

al) 

 

 

Εικόνα 1 Το κανονικό μονοπάτι WNT (Badimon et al) 

Το κανονικό σηματοδοτικό μονοπάτι Wnt μπορεί να ενεργοποιηθεί από τις 

γλυκοπρωτεΐνες WNT ή από εξωκυτταρικά λιπίδια που προσδένονται στις LRP5/6 

(low-density lipoprotein receptor-related protein) και στους υποδοχείς Frizzled. Ο 

ενεργοποιημένος υποδοχέας προσελκύει τις πρωτεΐνες Dishevelled (Dsh) και Axin, 

οι οποίες αποσταθεροποιούν το σύμπλοκο αποικοδόμησης της β-κατενίνης. Αυτή η 

αλληλεπίδραση προστατεύει τη β-κατενίνη από τη φωσφορυλίωση της από την 

GSK3β και την επακόλουθη αποικοδόμηση της. Έτσι, συσσωρεύεται β-κατενίνη στο 

κυτταρόπλασμα και μεταφέρεται στον πυρήνα, όπου αλληλεπιδρά με την 

οικογένεια μεταγραφικών παραγόντων LEF1 και έτσι ρυθμίζει τη γονιδιακή 

έκφραση. (Badimon et al, Bergmann et al) 
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    a                                                                                                      b 

 

Εικόνα 2 Μη κανονικά μονοπάτια WNT (Badimon et al) 

a) Όταν ενεργοποιείται το μη κανονικό μονοπάτι WNT/Ca2+, οι G-πρωτεΐνες 

ενεργοποιούν την PLC, που επάγει την αύξηση του ενδοκυτταρικού Ca2+  , το 

οποίο επακολούθως προκαλεί την αύξηση των επιπέδων έκφρασης των κινασών 

PKC και CAMKII, οι οποίες θα προκαλέσουν την μεταφορά των NFAT ( nuclear 

factors of activated T-cells) και NFκB (κ-light chain enhancer of activated B-cells) 

στον πυρήνα και έτσι επάγουν την μεταγραφή ρυθμιστικών γονιδίων καθοδικά 

του μονοπατιού. 

b) Στο μονοπάτι PCP, οι ρ και Rac κινάσες ενεργοποιούνται με την πρόσδεση του 

WNT στον υποδοχέα, και ενεργοποιούν την ρ-associated πρωτεϊνική κινάση και 

την JNK (Jun N-terminal kinase) που οδηγούν στη μεταγραφή γονιδίων που 

εμπλέκονται στην εγκαθίδρυση πολικότητας των κυττάρων, την κυτταρική 

μετανάστευση και την οργάνωση του κυτταροσκελετού. (Badimon et al) 

Το κανονικό μονοπάτι WNT ρυθμίζεται στενά από την ισορροπία μεταξύ των 

προσδετών WNT και των ανταγωνιστών τους. Κάποιοι ανταγωνιστές είναι: οι 

εκκρινόμενες frizzled-related πρωτεΐνες (SFRP), οι πρωτεΐνες Dickkopf (DKK) και 

ο ανασταλτικός παράγοντας των Wnt (WIF). Οι SFRPs και o WIF αποτρέπουν την 

αλληλεπίδραση των προσδετών WNT με τους υποδοχείς FZD με την άμεση 

πρόσδεσή τους στις WNT πρωτεΐνες, αναστέλλοντας έτσι τη λειτουργία του 

μονοπατιού. Οι  SFRPs έχουν την επιπρόσθετη ιδιότητα να διμερίζονται με τους 

υποδοχείς FZD, με αποτέλεσμα να ενισχύουν ή να αναστέλλουν την πρόσδεση 
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των WNT στους υποδοχείς. Οι DKKs έχουν την ιδιότητα να παρεμβαίνουν στην 

σύνθεση του συμπλόκου Fzd-LRP5/6 μέσω της σύνδεσης τους στις LRP. Η 

δημιουργία του συμπλόκου είναι απαραίτητη για την ενεργοποίηση του 

μονοπατιού. Η έκφρασή των πρωτεϊνών DKK1 αναστέλλεται από τον TGF-β, που 

φαίνεται να ενεργοποιεί το μονοπάτι Wnt. (Wei et al, Bergmann et al) 

Επιπλέον ρύθμιση στο μονοπάτι WNT/β-κατενίνης, παρέχουν οι υποδοχείς και 

μεταγραφικοί παράγοντες PPARγ (Peroxisome proliferator-activated receptor 

gamma). Οι PPARs είναι μεταγραφικοί παράγοντες που ενεργοποιούνται από 

προσδέτες και εμπλέκονται σε διάφορες παθοφυσιολογικές διεργασίες, 

συμπεριλαμβανομένης και της φλεγμονής. Το κανονικό μονοπάτι Wnt 

αλληλεπιδρά με τους PPARγ μέσω μιας περιοχής TCF/LEF της β-κατενίνης και 

μια περιοχής πρόσδεσης στην β-κατενίνη του  PPARγ. Μέσω αυτής της 

αλληλεπίδρασης, η υπερέκφραση του PPARγ έχει σαν αποτέλεσμα τη μείωση 

της σηματοδότησης μέσω της β-κατενίνης. Επιπλέον, οι αγωνιστές του PPARγ 

ενεργοποιούν τις πρωτεΐνες DKK και την κινάση GSK3β και έτσι ασκούν 

ανασταλτική δράση στο μονοπάτι. (Vallée et al) Ακόμα, έχει βρεθεί η πρωτεΐνη 

WNT3a να αναστέλλει τους μεταγραφικούς παράγοντες PPARγ, κάτι που έχει 

σαν αποτέλεσμα τη διαφοροποίηση των ινοβλαστών με την επαγωγή του 

κολλαγόνου τύπου Ι, γεγονός που επιβεβαιώνει περεταίρω τον ρόλο των PPARγ 

στην εμφάνιση της νόσου. (Wei et al) 

 

1.8 Ο ρόλος του μονοπατιού WNT στη συστηματική σκλήρυνση 

Τα τελευταία χρόνια υπάρχουν ενδείξεις πως το κανονικό μονοπάτι WNT έχει 

κεντρικό ρόλο στην ίνωση, και φαίνεται να είναι ενεργό σε διάφορες ινωτικές 

νόσους. Σε ινοβλάστες ασθενών με συστηματική σκλήρυνση, έχει παρατηρηθεί 

αυξημένη έκφραση των WNT πρωτεϊνών, σε συνδυασμό με μειωμένη έκφραση 

ενδογενών ανταγωνιστών του μονοπατιού, όπως οι DKK1, SFRP και WIF. Επιπλέον, 

σε ασθενείς με συστηματική σκλήρυνση παρατηρείται αυξημένη συγκέντρωση β-

κατενίνης στον πυρήνα σε σχέση με υγιή άτομα. (Bergmann et al) 

Το κανονικό μονοπάτι WNT αλληλεπιδρά στενά με τη σηματοδότηση μέσω TGF-β, 

ένα από τα βασικά μονοπάτια της ίνωσης. In vivo, η ενεργοποίηση του TGF-β στο 

δέρμα, έπειτα από την υπερέκφραση του ιδιοσύστατα ενεργού υποδοχέα του TGF-β 

τύπου Ι, προκαλεί τη συσσώρευση της β-κατενίνης στον πυρήνα και έτσι αυξάνεται 

η μεταγραφή των γονιδίων-στόχων. Ο TGF-β μάλλον ρυθμίζει το μονοπάτι WNT 

μέσω της αναστολής των ενδογενών ανταγωνιστών του. Σε ζωικά μοντέλα με 

υπερέκφραση του υποδοχέα του TGF-β τύπου Ι, έχει βρεθεί μειωμένη η έκφραση 

του DKK1, ενώ με υπερέκφραση του DKK1, προλαμβάνεται η πάχυνση του 
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δέρματος. Επιπλέον, οι υποκινητές των DKK, SFRP και WIF έχουν βρεθεί να είναι 

υπερμεθυλιωμένοι σε ασθενείς με συστηματική σκλήρυνση, κάτι που προκαλεί τη 

μείωση της έκφρασης του. (Bergmann et al, Dees et al) 

 

 

1.9 Γενετικοί τόποι υπό μελέτη 

 

Οι γενετικοί τόποι που μελετήθηκαν στα πλαίσια της παρούσας εργασίας είναι τα 

γονίδια που κωδικοποιούν για την οικογένεια πρωτεϊνών Frizzled (FZD), PPARγ, SFRP, 

DKK1 και WIF1. Οι παραπάνω πρωτεΐνες είναι υποδοχείς και αναστολείς που 

ρυθμίζουν τη λειτουργία του μονοπατιού Wnt. 

 

α)Frizzled 

Η οικογένεια πρωτεϊνών Frizzled αποτελεί τους υποδοχείς των πρωτεϊνών WNT. 

Είναι μεμβρανικοί υποδοχείς που αποτελούνται από 7 διαμεμβρανικές περιοχές. Στα 

θηλαστικά υπάρχουν 10 διαφορετικά γονίδια FZD, τα οποία διαφέρουν στον βαθμό 

ενεργοποίησης του σηματοδοτικού μονοπατιού. (MacDonald et al) Στα γονιδιώματα 

των ασθενών που μελετήθηκαν αναλύθηκαν πολυμορφισμοί στα γονίδια που 

κωδικοποιούν για τις πρωτεΐνες: FZD1, FZD2, FZD3, FZD4, FZD5, FZD6, FZD9 και FZD10.  

 

 

β)PPARγ 

Οι υποδοχείς και μεταγραφικοί παράγοντες PPARγ (Peroxisome proliferator-

activated receptor gamma) ρυθμίζουν μέσω της β-κατενίνης, αναστέλλοντας το 

σηματοδοτικό μονοπάτι Wnt. Οι PPARs είναι μεταγραφικοί παράγοντες που 

ενεργοποιούνται από προσδέτες και εμπλέκονται σε διάφορες παθοφυσιολογικές 

διεργασίες, συμπεριλαμβανομένης και της φλεγμονής. (Vallée et al) Στα γονιδιώματα 

των ασθενών που μελετήθηκαν αναλύθηκαν πολυμορφισμοί στα γονίδια που 

κωδικοποιούν για τις πρωτεΐνες: PPARG, PPARGC1a και PPARGC1b. 

 

 

γ)SFRP 

Οι SFRPs είναι αναστολείς του μονοπατιού και αποτρέπουν την αλληλεπίδραση 

των προσδετών WNT με τους υποδοχείς FZD με την άμεση πρόσδεσή τους στις WNT 

πρωτεΐνες, ενώ έχουν και την επιπρόσθετη ιδιότητα να διμερίζονται με τους υποδοχείς 

FZD, με αποτέλεσμα να ενισχύουν ή να αναστέλλουν την πρόσδεση των WNT. 

(Bergmann et al) Στα γονιδιώματα των ασθενών που μελετήθηκαν αναλύθηκαν 
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πολυμορφισμοί στα γονίδια που κωδικοποιούν για τις πρωτεΐνες: SFRP1, SFRP2 και 

SFRP4. 

 

 

δ)DKK1 

Οι DKKs είναι αναστολείς του μονοπατιού έχουν την ιδιότητα να παρεμβαίνουν 

στην σύνθεση του συμπλόκου FZD-LRP5/6 μέσω της σύνδεσης τους στις LRP. Οι 

LRP(low-density lipoprotein receptor-related protein) είναι και αυτές υποδοχείς των 

πρωτεϊνών WNT. (Badimon et al) 

 

 

ε)WIF1 

O ανασταλτικός παράγοντας των WNT, WIF, αποτρέπει την αλληλεπίδραση των 

προσδετών WNT με τους υποδοχείς FZD με την άμεση πρόσδεσή τους στις WNT 

πρωτεΐνες, ρυθμίζοντας έτσι και το σηματοδοτικό μονοπάτι. (Dees et al) 

 

 

1.10  Σκοπός της πτυχιακής εργασίας 

Σκοπός της παρούσας πτυχιακής εργασίας είναι η μελέτη του ρόλου των γενετικών 

σημειακών πολυμορφισμών σε 16 γενετικούς τόπους σχετικούς με τη 

σηματοδότηση WNT, στην εμφάνιση της συστηματικής σκλήρυνσης στους ασθενείς. 

Ακόμα, προσδιορίστηκαν και οι συχνότητες εμφάνισης των γονοτύπων των 

πολυμορφισμών που μελετήθηκαν σε ασθενείς και υγιείς μάρτυρες για το 

προσδιορισμό του βαθμού με τον οποίο επηρεάζουν στην εκδήλωση και την 

ανάπτυξη της νόσου. Για το σκοπό αυτό, πραγματοποιήθηκε απομόνωση DNA από 

περιφερικό αίμα ασθενών και υγιών μαρτύρων το οποίο έπειτα γονοτυπήθηκε με 

την πλατφόρμα αλληλούχησης αλληλούχησης Infinium™ GlobalScreening Array-24 

v2.0 της  Illumina. Η γονοτύπηση αφορούσε τον προσδιορισμό συνολικά 650.000 

πολυμορφισμών σε κωδικές και μη κωδικές περιοχές ολόκληρου του γονιδιώματος. 

Στη συγκεκριμένη πτυχιακή εργασία επιλέχθηκαν και αναλύθηκαν πολυμορφισμοί 

σε 16 γενετικούς τόπους, και τα δεδομένα της γονοτύπησης αναλύθηκαν με τη 

χρήση του εργαλείου  βιοπληροφορικής Plink v1.07 (Purcell et al) 
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2. Πειραματικό μέρος 

 

2.1 Συλλογή δειγμάτων 

Αρχικά, έγινε λήψη δειγμάτων ασθενών που φέρουν τόσο τη διάχυτη όσο και την 

εστιασμένη μορφή της νόσου από τη Ρευματολογική κλινική του Πανεπιστημιακού 

Νοσοκομείου Λάρισας. Όλοι οι ασθενείς εμφάνιζαν τα κριτήρια που έχουν 

θεσπιστεί όσον αφορά τη συστηματική σκλήρυνση, ενώ οι υγιείς μάρτυρες που 

χρησιμοποιήθηκαν ήταν άτομα μέσης ηλικίας, χωρίς ιστορικό συστηματικής 

σκλήρυνσης, κάποιας άλλης αυτοάνοσης ασθένειας ή νεοπλασίας. 

2.2 Απομόνωση του DNA 

Χρησιμοποιήθηκαν συνολικά 134 δείγματα ασθενών με συστηματική σκλήρυνση 

για την απομόνωση DNA και 56 υγιείς μάρτυρες. Η απομόνωση έγινε βάσει των 

οδηγιών του κατασκευαστή του kit της εταιρίας Machery Nagel. 

 

2.3 Ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης 

Για την επιβεβαίωση της επιτυχίας της απομόνωσης του DNA από τα δείγματα, 

ακολούθησε ηλεκτροφόρηση των προϊόντων της απομόνωσης. Πιο συγκεκριμένα, 

έγινε ηλεκτροφόρηση 3μl προϊόντος σε πηκτή αγαρόζης 1%, ώστε να διαχωριστούν 

τα τμήματα DNA με βάση το μοριακό τους βάρος. Η εκτίμηση του μοριακού βάρους 

επιτυγχάνεται με την παρουσία μάρτυρα μοριακού βάρους DNA (ladder), που 

προστίθεται στην πηκτή κατά τη διάρκεια της ηλεκτροφόρησης. 

Για την παρασκευή πηκτής αγαρόζης, αναμιγνύεται αγαρόζη με 40 μl ΤΑΕ 1x. Έπειτα 

το δείγμα θερμαίνεται μέχρι να διαλυθεί η αγαρόζη και προστίθεται 1μl χρωστικής 

SERVA, η οποία έχει την ιδιότητα να προσδένεται στο DNA και να φθορίζει κάτω 

από υπεριώδες φως. Το μείγμα τοποθετείται σε ειδικό εκμαγείο, στο οποίο επίσης 

τοποθετούνται και ειδικά χτενάκια για τη δημιουργία των χαρακτηριστικών οπών 

μέσα στις οποίες τοποθετείται το δείγμα. Μέσα στο εκμαγείο, το διάλυμα 

πολυμερίζεται, αποκτώντας έτσι και το επιθυμητό σχήμα. Η ηλεκτροφόρηση 

πραγματοποιείται στα 100volts για 20 λεπτά, μετά το πέρας των οποίων 

παρατηρείται η πηκτή σε λάμπα υπεριώδους φωτός. Η περιεκτικότητα της πηκτής 

σε αγαρόζη αλλάζει ανάλογα με το μέγεθος των τμημάτων που ηλεκτροφορούνται. 
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Πριν την ηλεκτροφόρηση των δειγμάτων, προστίθεται σε αυτά 3μl loading buffer, το 

οποίο παρασκευάζεται ως εξής:  

Loading buffer 6x  

 Bromophenolblue 1ml 1% w/v 

 TBE 20x 0,5ml  

 Glycerol 5ml 

 ddH2O  έως τα 10ml 

Για την παρασκευή ΤΑΕ 1x αραιώθηκαν 20 ml διαλύματος stock 50x με την 

προσθήκη δις  απεσταγμένου νερού σε τελικό όγκο 1L 

 

TAE 50× 

 TrisBase 121gr 

 AceticAcid 28,5ml 

 EDTA 0,5M 50ml 

 ddH2O έως τα 500ml 

 

 

 

2.4 Γονοτύπηση 

 

Για τη συγκεκριμένη πτυχιακή εργασία χρησιμοποιήθηκαν δείγματα που είχαν 

γονοτυπηθεί στα πλαίσια της διδακτορικής διατριβής του κ. Πλαγερά Δημητρίου. 

Μετά την φωτομέτρηση και τον καθαρισμό των δειγμάτων, 4-10 μl από κάθε δείγμα 

τοποθετήθηκαν σε ειδικό plate 96 θέσεων. Κατά την διαδικασία αυτή, η ποσότητα 

που προστέθηκε από κάθε δείγμα υπολογίστηκε καθ’ αυτό τον τρόπο, ώστε σε κάθε 

μία από τις 96 θέσεις του plate να υπάρχει τελικά γενετικό υλικό συγκέντρωσης 

τουλάχιστον 200 ng. Μετά από την παραπάνω διαδικασία, τα δείγματα σταλθήκαν 

σε εταιρεία για την πραγματοποίηση γονοτύπησης με την πλατφόρμα 

αλληλούχησης Infinium™ GlobalScreening Array-24 v2.0 της  Illumina . Η 

συγκεκριμένη πλατφόρμα αλληλούχησης επιτρέπει τον προσδιορισμό >650.000 

μονονουκλεοτιδικών σημειακών πολυμορφισμών, που καλύπτουν όλο το μήκος του 

γονιδιώματος , περιλαμβάνοντας τόσο κωδικές όσο και μη κωδικές περιοχές του 

γονιδιώματος, προσδιορίζοντας επίσης και έναν σημαντικό αριθμό σπάνιων                

(MAF<0.01) πολυμορφισμών. 
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2.5 Ποιοτική ανάλυση δεδομένων 

 

Τα αποτελέσματα της γονοτύπησης αναλύθηκαν με χρήση προγραμμάτων 

βιοπληροφορικής και ειδικότερα με τη χρήση  του προγράμματος  Plink. Το Plink 

αποτελεί μια εφαρμογή για την ανάλυση δεδομένων γονοτύπησης και τη 

πραγματοποίηση μελετών σε επίπεδο ολόκληρου του γονιδιώματος. Λειτουργεί σε 

περιβάλλον γραμμής εντολών και είναι δυνατό να χρησιμοποιηθεί για τον ποιοτικό 

έλεγχο αποτελεσμάτων γονοτύπησης και την πραγματοποίηση ανάλυσης 

συσχετίσεων μεταξύ διαφορετικών πληθυσμών. Ακόμα, επιτρέπει την ανάκτηση 

πληροφοριών για συγκεκριμένους πολυμορφισμούς όπως και την εστιασμένη 

ανάλυση τους.   

 

2.6 Στατιστική ανάλυση 

Για την ανίχνευση συσχετίσεων ανάμεσα στις συχνότητες εμφάνισης των 

γονοτύπων των πολυμορφισμών  υπό εξέταση μεταξύ ασθενών και υγιών 

μαρτύρων, δηλαδή την συστηματική σκλήρυνση και τη λειτουργία του μονοπατιού 

WNT στον ορό, πραγματοποιήθηκε προσδιορισμός των συχνοτήτων του σπάνιου 

αλληλομόρφου (MAF) στους δύο διαφορετικούς πληθυσμούς και στατιστική 

ανάλυση της εμφάνισης του  με χρήση της δοκιμασίας σημαντικότητας x² κατά 

Pearson. Οι παραπάνω αναλύσεις έγιναν με χρήση του εργαλείου βιοπληροφορικής 

Plink. (Purcell et al) 

 

Εικόνα 3 Το περιβάλλον εργασίας του προγράμματος Plink 
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3. Αποτελέσματα 

 

3.1 Απομόνωση του DNA 

Για την επιβεβαίωση της επιτυχίας της απομόνωσης DNA, έγινε ηλεκτροφόρηση σε 

πηκτή αγαρόζης 1%. Ενδεικτικά παρατίθενται στην παρακάτω εικόνα αποτελέσματα 

ηλεκτροφόρησης της απομόνωσης ολικού γενωμικού DNA από ορισμένα δείγματα 

αίματος.  

 

 

 

 

 

 

 

 

3.2 Γονοτύπηση 

Συνολικά για τη γονοτύπηση χρησιμοποιήθηκαν 190 δείγματα και πιο συγκεκριμένα 

134 από ασθενείς με συστηματικό σκληρόδερμα και 56 από υγιείς μάρτυρες. 

 

3.3 Ανάλυση αποτελεσμάτων 

Η ανάλυση των αποτελεσμάτων γονοτύπησης έγινε με τη χρήση του προγράμματος 

βιοπληροφορικής Plink. Αρχικά έγινε έλεγχος ποιότητας με σκοπό την εκκαθάριση 

των δεδομένων από δείγματα και πολυμορφισμούς κακής ποιότητας γονοτύπησης. 

Έτσι, τέθηκαν συγκεκριμένα κατώφλια ως προς κάποιους παράγοντες ποιότητας 

σύμφωνα με τη βιβλιογραφία. Ως προς την ποιότητα γονοτύπησης των δειγμάτων 

μη αποδεκτά θεωρήθηκαν αυτά με genotyping call <99%, ενώ ως προς τα 

αποτελέσματα γονοτύπησης ανά πολυμορφισμό τέθηκε όριο το 90%. Επιπλέον, μη 

αποδεκτά κρίθηκαν τα αποτελέσματα που αποκλίνουν από την ισορροπία Hardy-
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Weinberg. Έτσι, προσδιορίστηκαν και αναλύθηκαν συνολικά 469 πολυμορφισμοί σε 

16 γενετικούς τόπους όπως φαίνεται στον παρακάτω πίνακα: 

 

 

3.4 Στατιστική ανάλυση δεδομένων 

Για την ανάλυση ασθενών/ υγιών μαρτύρων χρησιμοποιήθηκαν τα δεδομένα από 

την γονοτύπηση  134 ασθενών με συστηματική σκλήρυνση και 56 υγιών μαρτύρων. 

Συνολικά αναλύθηκαν 469 σημειακοί πολυμορφισμοί σε 16 γενετικούς τόπους 

σχετικούς με το σηματοδοτικό μονοπάτι Wnt. Για κάθε έναν από τους 

πολυμορφισμούς που μελετήθηκαν, υπολογίστηκαν με τη χρήση του Plink οι 

συχνότητες των γονοτύπων και το MAF στον πληθυσμό των ασθενών και στον 

πληθυσμό των υγιών μαρτύρων. Τέλος έγινε στατιστική ανάλυση σημαντικότητας x2 

κατά Pearson. 

Αναλυτικότερα  τα αποτελέσματα παρουσιάζονται παρακάτω, ξεχωριστά για κάθε 

έναν από τους γενετικούς τόπους που μελετήθηκαν.  

 

ΓΟΝΙΔΙΟ ΧΡΩΜΟΣΟΜΑ  ΑΡΙΘΜΟΣ 
ΠΟΛΥΜΟΡΦΙΣΜΩΝ ΠΟΥ 
ΑΝΑΛΥΘΗΚΑΝ 

FZD1 7 12 

FZD2 17 14 

FZD3 8 43 

FZD4 11 54 

FZD5 2 20 

FZD6 8 21 

FZD9 7 24 

FZD10 12 85 

PPARG 3 47 

PPARGC1A 4 61 

PPARGC1B 5 29 

SFRP1 8 15 

SFRP2 4 2 

SFRP4 7 28 

DKK1 10 1 

WIF1 12 4 

  ΣΥΝΟΛΙΚΑ:469 
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Πίνακας 1 Αποτελέσματα από την ανάλυση στο γονίδιο του FZD1 

Όσον αφορά το γονίδιο του FZD1 γονοτυπήθηκαν και αναλύθηκαν συνολικά 12 

σημειακοί μονονουκλεοτιδικοί πολυμορφισμοί. Οι κωδικοί των πολυμορφισμών 

καθώς και οι συχνότητες των γονοτύπων στις δυο ομάδες μελέτης  φαίνονται στον 

παρακάτω πίνακα. Στον ίδιο πίνακα αναγράφονται επίσης και τα αποτελέσματα της 

δοκιμασίας x2 για τον κάθε έναν από τους υπό μελέτη πολυμορφισμούς, ως προς τις 

συχνότητες των γονοτύπων τους. Με βάση τη δοκιμασία x2 , δυο πολυμορφισμοί 

φάνηκε να παρουσιάζουν στατιστικά σημαντική διαφοροποίηση στη συχνότητα 

εμφάνισης των γονοτύπων τους στους πληθυσμούς των ασθενών και των υγιών 

μαρτύρων.  
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Πίνακας 2 Αποτελέσματα από την ανάλυση στο γονίδιο του FZD2 

Όσον αφορά το γονίδιο του FZD2 γονοτυπήθηκαν και αναλύθηκαν συνολικά 14 

σημειακοί μονονουκλεοτιδικοί πολυμορφισμοί. Οι κωδικοί των πολυμορφισμών 

καθώς και οι συχνότητες των γονοτύπων στις δυο ομάδες μελέτης  φαίνονται στον 

παρακάτω πίνακα. Στον ίδιο πίνακα αναγράφονται επίσης και τα αποτελέσματα της 

δοκιμασίας x2 για τον κάθε έναν από τους υπό μελέτη πολυμορφισμούς, ως προς τις 

συχνότητες των γονοτύπων τους. Με βάση τη δοκιμασία x2, δε προέκυψε κάποιος  

πολυμορφισμός που να παρουσιάζει στατιστικά σημαντική διαφοροποίηση στη 

συχνότητα εμφάνισης των γονοτύπων του στους πληθυσμούς των ασθενών και των 

υγιών μαρτύρων.  
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Πίνακας 3 Αποτελέσματα από την ανάλυση στο γονίδιο του FZD3 

Όσον αφορά το γονίδιο του FZD3 γονοτυπήθηκαν και αναλύθηκαν συνολικά 43 

σημειακοί μονονουκλεοτιδικοί πολυμορφισμοί. Οι κωδικοί των πολυμορφισμών καθώς 

και οι συχνότητες των γονοτύπων στις δυο ομάδες μελέτης  φαίνονται στον παρακάτω 

πίνακα. Στον ίδιο πίνακα αναγράφονται επίσης και τα αποτελέσματα της δοκιμασίας x2 

για τον κάθε έναν από τους υπό μελέτη πολυμορφισμούς, ως προς τις συχνότητες των 

γονοτύπων τους. Με βάση τη δοκιμασία x2, δε προέκυψε κάποιος  πολυμορφισμός που 

να παρουσιάζει στατιστικά σημαντική διαφοροποίηση στη συχνότητα εμφάνισης των 

γονοτύπων του στους πληθυσμούς των ασθενών και των υγιών μαρτύρων.  
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Πίνακας 4 Αποτελέσματα από την ανάλυση στο γονίδιο του FZD4 

Όσον αφορά το γονίδιο του FZD4 γονοτυπήθηκαν και αναλύθηκαν συνολικά 54 

σημειακοί μονονουκλεοτιδικοί πολυμορφισμοί. Οι κωδικοί των πολυμορφισμών 

καθώς και οι συχνότητες των γονοτύπων στις δυο ομάδες μελέτης  φαίνονται στον 

παρακάτω πίνακα. Στον ίδιο πίνακα αναγράφονται επίσης και τα αποτελέσματα της 

δοκιμασίας x2 για τον κάθε έναν από τους υπό μελέτη πολυμορφισμούς, ως προς τις 

συχνότητες των γονοτύπων τους. Με βάση τη δοκιμασία x2, 4 πολυμορφισμοί 

βρέθηκε να παρουσιάζουν στατιστικά σημαντική διαφοροποίηση στη συχνότητα 

εμφάνισης των γονοτύπων τους στους πληθυσμούς των ασθενών και των υγιών 

μαρτύρων 
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Πίνακας 5 Αποτελέσματα από την ανάλυση στο γονίδιο του FZD5 

Στη περίπτωση του γονιδίου του FZD5 προσδιορίστηκαν συνολικά οι γονότυποι σε 

21 σημειακούς μονονουκλεοτιδικούς πολυμορφισμούς. Οι κωδικοί, καθώς και οι 

συχνότητες των γονοτύπων των πολυμορφισμών στις δυο ομάδες που αναλύθηκαν 

φαίνονται στον παρακάτω πίνακα. Από τη στατιστική ανάλυση που 

πραγματοποιήθηκε με τη δοκιμασία x2  για τις συχνότητες των γονοτύπων σε κάθε 

έναν από τους 21 πολυμορφισμούς προέκυψε ότι 2 πολυμορφισμοί παρουσίαζαν 

στατιστικά σημαντικά διαφορετικές συχνότητες γονοτύπων στους ασθενείς και στα 

άτομα της ομάδας ελέγχου.  
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Πίνακας 6 Αποτελέσματα από την ανάλυση στο γονίδιο του FZD6 

Στη περίπτωση του γονιδίου του FZD6 προσδιορίστηκαν συνολικά οι γονότυποι σε 

21 σημειακούς μονονουκλεοτιδικούς πολυμορφισμούς. Οι κωδικοί, καθώς και οι 

συχνότητες των γονοτύπων των πολυμορφισμών στις δυο ομάδες που αναλύθηκαν 

φαίνονται στον παρακάτω πίνακα. Από τη στατιστική ανάλυση που 

πραγματοποιήθηκε με τη δοκιμασία x2  για τις συχνότητες των γονοτύπων σε κάθε 

έναν από τους 21 πολυμορφισμούς προέκυψε ότι ένας πολυμορφισμός 

παρουσιάζει στατιστικά σημαντικά διαφορετικές συχνότητες γονοτύπων στους 

ασθενείς και στα άτομα της ομάδας ελέγχου.  
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Πίνακας  7 Αποτελέσματα από την ανάλυση στο γονίδιο του FZD9 

Όσον αφορά το γονίδιο του FZD9 γονοτυπήθηκαν και αναλύθηκαν συνολικά 24 

σημειακοί μονονουκλεοτιδικοί πολυμορφισμοί. Οι κωδικοί των πολυμορφισμών 

καθώς και οι συχνότητες των γονοτύπων στις δυο ομάδες μελέτης  φαίνονται στον 

παρακάτω πίνακα. Στον ίδιο πίνακα αναγράφονται επίσης και τα αποτελέσματα της 

δοκιμασίας x2 για τον κάθε έναν από τους υπό μελέτη πολυμορφισμούς, ως προς τις 

συχνότητες των γονοτύπων τους. Με βάση τη δοκιμασία, δε προέκυψε κάποιος  

πολυμορφισμός που να παρουσιάζει στατιστικά σημαντική διαφοροποίηση στη 

συχνότητα εμφάνισης των γονοτύπων του στους πληθυσμούς των ασθενών και των 

υγιών μαρτύρων.  
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           Πίνακας 8 Αποτελέσματα από την ανάλυση στο γονίδιο του FZD10 

Στη περίπτωση του γονιδίου του FZD10 προσδιορίστηκαν συνολικά οι γονότυποι σε 

85 σημειακούς μονονουκλεοτιδικούς πολυμορφισμούς. Οι κωδικοί, καθώς και οι 

συχνότητες των γονοτύπων των πολυμορφισμών στις δυο ομάδες που αναλύθηκαν 

φαίνονται στον παρακάτω πίνακα. Από τη στατιστική ανάλυση που 

πραγματοποιήθηκε με τη δοκιμασία x2 για τις συχνότητες των γονοτύπων σε κάθε 

έναν από τους 85 πολυμορφισμούς προέκυψε ότι τρεις πολυμορφισμοί 

παρουσιάζουν στατιστικά σημαντικά διαφορετικές συχνότητες γονοτύπων στους 

ασθενείς και στα άτομα της ομάδας ελέγχου.  
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Πίνακας 9 Αποτελέσματα από την ανάλυση στο γονίδιο του PPARG 

Στη περίπτωση του γονιδίου του PPARG προσδιορίστηκαν συνολικά οι γονότυποι σε 47 σημειακούς 

μονονουκλεοτιδικούς πολυμορφισμούς. Οι κωδικοί των πολυμορφισμών, καθώς και οι συχνότητες 

των γονοτύπων τους φαίνονται στον πίνακα 9. Από τη στατιστική ανάλυση που πραγματοποιήθηκε 

με τη δοκιμασία x2 για τις συχνότητες των γονοτύπων σε κάθε έναν από τους 47 πολυμορφισμούς, 

δύο φάνηκε να παρουσιάζουν στατιστικά σημαντική διαφοροποίηση στους πληθυσμούς των 

ασθενών και των υγιών μαρτύρων. Συγκεκριμένα, επρόκειτο για τον πολυμορφισμό με κωδικό 

rs10510410,  μια αντικατάσταση C από A, και για τον πολυμορφισμό με κωδικό rs17819328, μια 

αντικατάσταση G από T. 
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 Πίνακας 10 Αποτελέσματα από την ανάλυση στο γονίδιο του PPARGC1a 

Όσον αφορά το γονίδιο του PPARGC1a γονοτυπήθηκαν και αναλύθηκαν συνολικά 

61 σημειακοί μονονουκλεοτιδικοί πολυμορφισμοί. Οι κωδικοί των πολυμορφισμών 

καθώς και οι συχνότητες των γονοτύπων στις δυο ομάδες μελέτης  φαίνονται στον 

παρακάτω πίνακα. Στον ίδιο πίνακα αναγράφονται επίσης και τα αποτελέσματα της 

δοκιμασίας x2 για τον κάθε έναν από τους υπό μελέτη πολυμορφισμούς, ως προς τις 

συχνότητες των γονοτύπων τους. Με βάση τη δοκιμασία, προέκυψαν 2  

πολυμορφισμοί που να παρουσιάζουν στατιστικά σημαντική διαφοροποίηση στη 

συχνότητα εμφάνισης των γονοτύπων του στους πληθυσμούς των ασθενών και των 

υγιών μαρτύρων. 
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Πίνακας 11 Αποτελέσματα από την ανάλυση στο γονίδιο του PPARGC1b 

Στη περίπτωση του γονιδίου του PPARGC1b προσδιορίστηκαν συνολικά οι γονότυποι σε 

29 σημειακούς μονονουκλεοτιδικούς πολυμορφισμούς. Οι κωδικοί των πολυμορφισμών, 

καθώς και οι συχνότητες των γονοτύπων τους φαίνονται στον παρακάτω πίνακα. Από τη 

στατιστική ανάλυση που πραγματοποιήθηκε με τη δοκιμασία x2 για τις συχνότητες των 

γονοτύπων σε κάθε έναν από τους 29 πολυμορφισμούς, δύο φάνηκε να παρουσιάζουν 

στατιστικά σημαντική διαφοροποίηση στους πληθυσμούς των ασθενών και των υγιών 

μαρτύρων.  
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           Πίνακας 12 Αποτελέσματα από την ανάλυση στο γονίδιο του SFRP1 

Στη περίπτωση του γονιδίου του SFRP1 προσδιορίστηκαν συνολικά οι γονότυποι σε 

15 σημειακούς μονονουκλεοτιδικούς πολυμορφισμούς. Οι κωδικοί, καθώς και οι 

συχνότητες των γονοτύπων των πολυμορφισμών στις δυο ομάδες που αναλύθηκαν 

φαίνονται στον παρακάτω πίνακα. Από τη στατιστική ανάλυση που 

πραγματοποιήθηκε με τη δοκιμασία x2 για τις συχνότητες των γονοτύπων σε κάθε 

έναν από τους 15 πολυμορφισμούς δε προέκυψε κάποιος πολυμορφισμός που να 

διαφοροποιείται στατιστικώς σημαντικά. 
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Πίνακας  13 Αποτελέσματα από την ανάλυση στο γονίδιο του SFRP2 

Όσον αφορά το γονίδιο του SFRP2 γονοτυπήθηκαν και αναλύθηκαν συνολικά 2 

σημειακοί μονονουκλεοτιδικοί πολυμορφισμοί. Οι κωδικοί των πολυμορφισμών 

καθώς και οι συχνότητες των γονοτύπων στις δυο ομάδες μελέτης  φαίνονται στον 

παρακάτω πίνακα. Στον ίδιο πίνακα αναγράφονται επίσης και τα αποτελέσματα της 

δοκιμασίας x2 για τον κάθε έναν από τους υπό μελέτη πολυμορφισμούς, ως προς τις 

συχνότητες των γονοτύπων τους. Με βάση τη δοκιμασία x2, δε προέκυψε κάποιος  

πολυμορφισμός που να παρουσιάζει στατιστικά σημαντική διαφοροποίηση στη 

συχνότητα εμφάνισης των γονοτύπων του στους πληθυσμούς των ασθενών και των 

υγιών μαρτύρων.  
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Πίνακας 14 Αποτελέσματα από την ανάλυση στο γονίδιο του SFRP4 

Όσον αφορά το γονίδιο του SFRP4 γονοτυπήθηκαν και αναλύθηκαν συνολικά 28 

σημειακοί μονονουκλεοτιδικοί πολυμορφισμοί. Οι κωδικοί των πολυμορφισμών 

καθώς και οι συχνότητες των γονοτύπων στις δυο ομάδες μελέτης  φαίνονται στον 

παρακάτω πίνακα. Στον ίδιο πίνακα αναγράφονται επίσης και τα αποτελέσματα της 

δοκιμασίας x2 για τον κάθε έναν από τους υπό μελέτη πολυμορφισμούς, ως προς τις 

συχνότητες των γονοτύπων τους. Με βάση τη δοκιμασία, δε βρέθηκε κάποιος 

πολυμορφισμός να παρουσιάζει στατιστικά σημαντική διαφοροποίηση στη συχνότητα 

εμφάνισης των γονοτύπων του στους πληθυσμούς των ασθενών και των υγιών 

μαρτύρων. 
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           Πίνακας 15 Αποτελέσματα από την ανάλυση στο γονίδιο του DKK1 

Στη περίπτωση του γονιδίου του DKK1 προσδιορίστηκε και αναλύθηκε ένας 

σημειακός μονονουκλεοτιδικός πολυμορφισμός. Ο κωδικός, καθώς και οι 

συχνότητα του πολυμορφισμού στις δυο ομάδες που αναλύθηκαν φαίνονται στον 

παρακάτω πίνακα. Από τη στατιστική ανάλυση που πραγματοποιήθηκε με τη 

δοκιμασία x2 για τις συχνότητα του πολυμορφισμού δε φάνηκε να διαφοροποιείται 

στατιστικώς σημαντικά.  

 

 

 

Πίνακας  16 Αποτελέσματα από την ανάλυση στο γονίδιο του WIF1 

Όσον αφορά το γονίδιο του WIF1 γονοτυπήθηκαν και αναλύθηκαν συνολικά 4 

σημειακοί μονονουκλεοτιδικοί πολυμορφισμοί. Οι κωδικοί των πολυμορφισμών 

καθώς και οι συχνότητες των γονοτύπων στις δυο ομάδες μελέτης  φαίνονται στον 

παρακάτω πίνακα. Στον ίδιο πίνακα αναγράφονται επίσης και τα αποτελέσματα της 

δοκιμασίας x2 για τον κάθε έναν από τους υπό μελέτη πολυμορφισμούς, ως προς τις 

συχνότητες των γονοτύπων τους. Με βάση τη δοκιμασία, δε προέκυψε κάποιος  

πολυμορφισμός που να παρουσιάζει στατιστικά σημαντική διαφοροποίηση στη 

συχνότητα εμφάνισης των γονοτύπων του στους πληθυσμούς των ασθενών και των 

υγιών μαρτύρων.  
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4. Συζήτηση- Συμπεράσματα 

Η συστηματική σκλήρυνση αποτελεί ένα πολύπλοκο αυτοάνοσο νόσημα και 

ταυτόχρονα εμφανίζει χαρακτηριστικά ινωτικής νόσου. (Varga et al) Εκτός από το 

δέρμα, επηρεάζει και διάφορα ζωτικά όργανα, όπως οι πνεύμονες και οι νεφροί, 

ενώ επιπλέον εμφανίζει και υψηλή θνησιμότητα. Χαρακτηριστικά της νόσου είναι οι 

δυσλειτουργίες του ανοσοποιητικού και αγγειακού συστήματος και προκαλούνται 

από δυσλειτουργίες κυτταρικών τύπων όπως τα ενδοθηλιακά κυτταρα του 

αγγειακού συστήματος, οι ινοβλάστες και οι μυοϊνοβλάστες. (Gabrielli et al) Αυτοί 

οι κυτταρικοί πληθυσμοί παράγουν εξωκυττάρια ουσία και έτσι συμβάλλουν στην 

εκδήλωση της ασθένειας. Επιπλέον, στην εκδήλωση της ασθένειας συμβάλλουν και 

περιβαλλοντικοί παράγοντες, όπως η μόλυνση από ορισμένους ιούς, ενώ η 

ανεξέλεγκτη ενεργοποίηση του μονοπατιού Wnt έχει συσχετιστεί με την εμφάνιση 

της νόσου. (Varga et al) 

Το σηματοδοτικό μονοπάτι Wnt είναι ένα εξελικτικά καλά συντηρημένο  μονοπάτι, 

που εμπλέκεται σε διάφορες λειτουργίες απαραίτητες για την εμβρυονική 

ανάπτυξη, όπως η εγκαθίδρυση πολικότητας των κυττάρων, η κυτταρική 

μετανάστευση και η οργάνωση του κυτταροσκελετού.  (Badimon et al, Bergmann et 

al). Το μονοπάτι, φαίνεται να ενεργοποιείται ξανά σε ενήλικα άτομα υπό 

παθολογικές συνθήκες όπως σε φλεγμονώδεις και μεταβολικές διαταραχές. 

(Badimon et al) Η ρύθμιση του μονοπατιού Wnt γίνεται από διάφορους αναστολείς 

του, όπως οι SFRP, DKK και WIF που παρεμποδίζουν τη λειτουργία του. Επιπλέον, το 

μονοπάτι αλληλεπιδρά με τους υποδοχείς και μεταγραφικούς παράγοντες PPARγ, οι 

οποίοι μέσω της πρόσδεσης τους στη β-κατενίνη μειώνουν τη σηματοδότηση και 

έτσι ασκούν ανασταλτική δράση στο μονοπάτι. (Dees et al, Vallée et al) 

Στην παρούσα πτυχιακή εργασία μελετήθηκαν πολυμορφισμοί από 16 γενετικούς 

τόπους σχετικούς με το μονοπάτι σηματοδότησης Wnt, και πιο συγκεκριμένα σε 

γονίδια που κωδικοποιούν για τους υποδοχείς Frizzled και τους αναστολείς του 

μονοπατιού που προαναφέρθηκαν. Οι πολυμορφισμοί σε αυτούς τους γενετικούς 

τόπους  γονοτυπήθηκαν με τη χρήση της πλατφόρμας αλληλούχησης Infinium™ 

Global Screening Array-24 v2.0 της  Illumina και αναλύθηκαν με τη χρήση 

εφαρμογών βιοπληροφορικής. Η στατιστική ανάλυση που πραγματοποιήθηκε είναι 

ανάλυση συσχέτισης πολυμορφισμών ασθενών-υγιών μαρτύρων με στόχο την 

ανάδειξη διαφοροποιήσεων στις συχνότητες εμφάνισης πολυμορφισμών ανάμεσα 

σε ασθενείς και υγιείς μάρτυρες. 

Από την ανάλυση συσχέτισης φάνηκε ότι οι συχνότητες εμφάνισης 17 

πολυμορφισμών σε 10 από τους 16 γενετικούς τόπους που μελετήθηκαν 

διαφοροποιούνται στατιστικά σημαντικά, και ταυτόχρονα έχουν σχετικά συχνή 



45 

 

συχνότητα εμφάνισης του σπάνιου αλληλομόρφου στους δύο πληθυσμούς υπό 

μελέτη(MAF>0,01).  

Από αυτούς τους πολυμορφισμούς, ενδιαφέρον παρουσιάζει ο rs10277895, ο 

οποίος εντοπίζεται σε ρυθμιστική περιοχή του γενετικού τόπου του γονιδίου FZD1 

και ταυτόχρονα βρίσκεται σε πλήρη ανισορροπία σύνδεσης με άλλους τρεις 

πολυμορφισμούς (rs4269465, rs9886318, rs28367367) που επίσης βρίσκονται σε 

ρυθμιστικές περιοχές του γενετικού τόπου του FZD1 . Ακόμα, ο πολυμορφισμός 

σύμφωνα με τη βιβλιογραφία είναι ενεργός σε κυτταρικές σειρές ινοβλαστών 

δέρματος. Ωστόσο, η συχνότητα εμφάνισης του στα υγιή άτομα είναι 0,11, που 

έρχεται σε αντίθεση με τη συχνότητα που εμφανίζεται στον γενικό πληθυσμό 

(MAF=0,22), γεγονός που δείχνει ότι το δείγμα δεν είναι αντιπροσωπευτικό και δε 

μπορεί να εξαχθεί ασφαλές συμπέρασμα για τον πιθανό ρόλο του στη νόσο. 

Επιπλέον, ο rs12537425 που εντοπίζεται επίσης στο γενετικό τόπο του FZD1, ενώ 

εντοπίζεται σε θέση μεταξύ γονιδίων βρίσκεται σε πλήρη ανισορροπία σύνδεσης με 

δύο πολυμορφισμούς (rs10953043, rs2115651) που έχουν βρεθεί σε ρυθμιστικές 

περιοχές του γενετικού τόπου του FZD1. Ακόμα, ο πολυμορφισμός rs113284507 του 

γενετικού τόπου του FZD6 φαίνεται να έχει πιθανό ρόλο στη παθογένεια της 

ασθένειας, καθώς βρίσκεται σε πλήρη ανισορροπία σύνδεσης με έναν 

πολυμορφισμό, τον rs111403153, ο οποίος εδράζεται σε ρυθμιστική περιοχή του 

γονιδίου FZD6. 

Ακόμα ένας πολυμορφισμός που εμφανίζει ενδιαφέρον, είναι ο rs10510410, ο 

οποίος εδράζεται σε ιντρόνιο του γενετικού τόπου του PPARG, και επιπλέον έχει 

βρεθεί ενεργό σε κυτταρικές σειρές ινοβλαστών του δέρματος ενώ ταυτόχρονα 

βρίσκεται σε πλήρη ανισορροπία σύνδεσης με άλλα ιντρονικά SNP του ίδιου 

γενετικού τόπου.  

Ως προς τους πολυμορφισμούς που βρέθηκαν να διαφοροποιούνται στην ανάλυση, 

απαιτείται να διερευνηθεί ο λειτουργικός τους ρόλος, καθώς και το ενδεχόμενο να 

αποτελούν δείκτες για άλλους πολυμορφισμούς με τους οποίους βρίσκονται σε 

ανισορροπία σύνδεσης. Επίσης είναι απαραίτητες οι έρευνες σε μεγαλύτερο 

πληθυσμό για καλύτερο προσδιορισμό των πολυμορφισμών που 

διαφοροποιούνται. 

Ακόμα, τα γονίδια τα οποία μελετήθηκαν φαίνεται να είναι καλοί υποψήφιοι για 

περεταίρω έρευνα, με σκοπό τη κατανόηση της ανοσορρυθμιστικής τους δράσης 

και τη συμμετοχή τους σε παθολογικές καταστάσεις όπως η συστηματική 

σκλήρυνση, προκειμένου να αποτελέσουν στόχο για τη θεραπεία και πρόληψη της 

νόσου. 
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