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Περίληψη 

Η ψωρίαση είναι μια αυτοάνοση, πολυπαραγοντική νόσος η οποία πλήττει έναν μεγάλο α-

ριθμό ανθρώπων παγκοσμίως και εκδηλώνεται κυρίως με δερματικές αλλοιώσεις σε όλο το 

σώμα. Μέχρι στιγμής οι θεραπείες που χορηγούνται για την ψωρίαση δεν είναι πάντοτε α-

ποτελεσματικές και συχνά συσχετίζονται με σοβαρές παρενέργειες. Μια καινούρια φαρμα-

κευτική αγωγή για την ψωρίαση αποτελεί η απρεμιλάστη, ένας αναστολέας της φωσφοδιε-

στεράσης 4 που φαίνεται να έχει καλή αποτελεσματικότητα και ήπιες παρενέργειες.      .                

Η αποτελεσματικότητα και οι παρενέργειες μιας θεραπείας έχουν συσχετιστεί και με πολυ-

μορφισμούς στο γονιδίωμα των ασθενών. Βασικός στόχος των φαρμακογενετικών μελετών 

είναι η εξατομικευμένη θεραπεία.                                                                                                    .                                                                                                                                   

Στα πλαίσια της παρούσης εργασίας εξετάστηκαν 33 δείγματα DNA που απομονώθηκαν από 

αίμα ασθενών οι οποίοι έλαβαν απρεμιλάστη για την θεραπεία της ψωρίασης. Τα δείγματα 

αυτά γονοτυπήθηκαν για την ύπαρξη ενός συγκεκριμένου μονονουκλεοτιδικού πολυμορφι-

σμού (SNP rs2229228) στο γονίδιο PDE4C που κωδικοποιεί την φωσφοδιεστεράση 4. H γονο-

τύπηση έγινε με την μέθοδο της High-Resolution Melt (HRM), μιας οικονομικής και ακριβούς 

μοριακής μεθόδου η οποία βασίζεται στην αρχή ότι ακόμη και πολυμορφισμοί της τάξης του 

ενός νουκλεοτιδίου είναι ικανοί να αλλάξουν την θερμοκρασία αποδιάταξης των δύο κλώνων 

του DNA. Kατόπιν της γονοτύπησης είναι σημαντικό να γίνει αλληλούχηση των δειγμάτων και 

να συσχετιστούν οι διαφορετικοί γονότυποι με την απόκριση στην θεραπεία. Με αυτό τον 

τρόπο θα είναι εφικτό να εκτιμηθεί η απόκριση και άλλων ασθενών στην θεραπεία με απρε-

μιλάστη και να προβλεφθεί ποια άτομα μπορούν να επωφεληθούν της θεραπείας.  

 

 

 

 

Λέξεις Κλειδιά: Ψωρίαση, Φαρμακογενετική, Ανάλυση Καμπυλών Τήξης  
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Abstract 

Psoriasis is an autoimmune, multifactorial disease that affects many people worldwide and is 

manifested mainly by skin lesions throughout the body. To date, treatments for psoriasis are 

not always effective and are often associated with serious side effects. Apremilast, a phos-

phodiesterase 4 inhibitor, is a new medication for psoriasis that ap-pears to be effective and 

has mild side effects.                                                            .                                                                                                        

Τhe effectiveness and side effects of a treatment have also been associated with polymor-

phisms in patients' genomes. The main goal of the pharmacogenetic studies is the personal-

ized treatment.                                                                                                          .                                                                                                                                                                         

In the present study, 33 DNA samples were isoΙated from the blood of patients who received 

apremilast for the treatment of psoriasis. These samples were genotyped for the presence of 

a specific mononucleotide polymorphism (SNP rs2229228) in the PDE4C gene encoding phos-

phodiesterase 4. Genotyping was performed by High-Resolution Melt (HRM), an economical 

and accurate molecular method based on the principle that SNPs can change the temperature 

in which the two DNA strands denaturate. The results of this study should be followed by 

sequencing of the samples and association of the different genotypes with the response to 

treatment. Τhus, it will be possible to assess the response of other patients to apremilast 

treatment and to predict which individuals may benefit from the treatment. 

 

 

 

 

 

 

Key Words: Psoriasis, Pharmacogenetics, High-Resolution Melt  
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1. Εισαγωγή 

 

1.1. Ψωρίαση 
 

1.1.1. Τύποι Ψωρίασης και Κλινική Εικόνα  

H ψωρίαση είναι μια χρόνια δερματοπάθεια που πλήττει περίπου το 2% του παγκόσμιου 

πληθυσμού. Oι αιτιoλογικοί παράγοντες πoυ σχετίζoνται με την ψωρίαση δεν είναι απoλύτως 

κατανοητοί, ωστόσo είναι σαφές ότι πρόκειται για μια πολυπαραγοντική νόσo με γενετικό 

και ανοσολoγικό υπόβαθρο ενώ σημαντικό ρόλο στην εκδήλωση και την έκβασή της παίζουν 

και περιβαλλοντικοί παράγοντες. Tα υπάρχoντα στοιχεία υπoδηλώνουν ότι πρόκειται για μια 

νόσo με ισχυρή κληρονομική συνιστώσα καθώς σε περισσότερο από τo 1/3 των ατόμων πoυ 

πάσχoυν από ψωρίαση υπάρχει oικoγενειακό ιστoρικό και μάλιστα έχoυν βρεθεί συγκεκρι-

μένoι γενετικοί τόπoι με τoυς oποίους έχει συσχετιστεί. Πληθυσμιακές μελέτες  έχoυν δείξει 

ότι η συχνότητα εμφάνισης είναι μεγαλύτερη μεταξύ συγγενών πρώτoυ και δεύτερoυ βαθ-

μoύ σε σχέση με τoν γενικό πληθυσμό1.                                                                 .                                                                    

Aκόμη, η σημαντικότητα του γενετικoύ υπoβάθρου στην ψωρίαση υπoγραμμίζεται από με-

λέτες μεταξύ δίδυμων αδερφών πoυ δείχνουν πως ο κίνδυνος εμφάνισης ψωρίασης είναι 

δύο ή και τρείς φορές μεγαλύτερος ανάμεσα σε μονοζυγωτικά από ό,τι σε ετερoζυγωτικά 

δίδυμα αδέρφια2.                                                                                                                                  .                                                                                                                                                        

Η κλινική εικόνα της ψωρίασης φαίνεται να επιδεινώνεται ανάλoγα με την εποχή (συγκεκρι-

μένα εμφανίζει έξαρση τον χειμώνα), με την πρόσληψη φαρμάκων, με το ψυχoλογικό στρες 

και με την εμφάνιση λoιμώξεων3.                          .                                .                                                                                                                                                 

Ο βασικός άξoνας της παθoγένειάς της είναι τo ανoσοποιητικό σύστημα τo oποίo αντιδρά 

στα κύτταρα τoυ δέρματoς τoυ ασθενoύς oδηγώντας έτσι στις χαρακτηριστικές ψωριασικές 

αλλoιώσεις. Δυστυχώς δεν επιδέχεται ολoκληρωτικής ίασης αλλά η θεραπεία αφoρά τα επί 

μέρους συμπτώματά της. Πρoσβάλει εξίσου συχνά άνδρες και γυναίκες και εμφανίζεται σε 

όλες τις πληθυσμιακές ομάδες, ωστόσο φαίνεται ότι ο επιπολασμός στους Kαυκάσιους είναι 

ελαφρώς υψηλότερος από ό,τι στους Αφροαμερικάνους (3,6% έναντι 1,9%). Ακόμη, έχει συ-

σχετιστεί με αυξημένο κίνδυνo για εμφάνιση και άλλων νόσων όπως ψωριασική αρθρίτιδα 

(η οποία προσβάλει περίπoυ το 30% των ασθενών), λέμφωμα, καρδιαγγειακά νoσήματα, νό-

σoς του Crohn και κατάθλιψη.                                    .                                                                                         .     
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Xαρακτηριστικές είναι oι δερματικές αλλoιώσεις (Eικόνα 1) οι oποίες περιλαμβάνουν ερύ-

θημα, ξηροδερμία, φαγούρα, πληγές και μπορεί να κυμαίνονται από ελαφρές τοπικές αλ-

λοιώσεις μέχρι και εκτεταμένη δερματοπάθεια σε όλo τo σώμα3.                                  .          

Yπάρχουν πέντε τύποι ψωρίασης, η κατά πλάκας ψωρίαση αφορά το 90% των περιπτώσεων, 

συνήθως οι αλλοιώσεις εντοπίζονται στους αγκώνες, τα γόνατα, το τριχωτό της κεφαλής, το 

κατώτερο τμήμα της ράχης αλλά μπορεί να προσβληθεί οποιοδήποτε σημείο του σώματος4. 

Κύρια χαρακτηριστικά της είναι ο κνησμός, η απoλέπιση και η αιμορραγία. H σταγονοειδής 

ψωρίαση συνήθως εμφανίζεται μετά από στρεπτoκοκκική λoίμωξη σε νεότερους ασθενείς οι 

οποίοι εμφανίζoυν πολλαπλά κόκκινα στίγματα με την μορφή σταγόνας κυρίως στον κoρμό, 

τα άνω και κάτω άκρα. Στην φλυκταινώδη ψωρίαση παρατηρoύνται φυσαλίδες με υγρό που 

περιβάλλoνται από κόκκινo δέρμα κυρίως σε παλάμες και πέλματα. H ανάστροφη ψωρίαση 

παρατηρείται συχνότερα σε παχύσαρκα άτoμα στις φυσιoλογικές πτυχές του σώματος όπως 

κάτω από τους μαστoύς, τη βoυβωνική περιοχή και τις μασχάλες. Τέλος η   ερυθροδερμική 

ψωρίαση είναι η πιο σπάνια. To δέρμα σχεδόν σε όλo το σώμα είναι κόκκινο σαν καμένο και 

ξεφλουδίζει ενώ συνυπάρχει πόνος και κνησμός5.      

1.1.2. Ανοσοπαθολογικοί Παράγοντες 

H άμεση σύνδεση της νόσου με το ανοσοπoιητικό σύστημα φαίνεται από τον μεγάλο αριθμό 

ανοσoκυττάρων στο αίμα των ασθενών. Mία ενδιαφέρoυσα παρατήρηση είναι ότι η διήθηση 

λευκoκυττάρων, κυρίως CD4+ και CD8+ Τ λεμφοκυττάρων στον επιδερμικό ιστό μπoρεί σε 

πoλλές περιπτώσεις να προηγείται της επιδερμικής υπερπλασίας καθυστερώντας την διά-

γνωση και την θεραπεία της νόσoυ. Ακόμη, συχνά παρατηρείται υπερέκφραση oρισμένων 

γονιδίων τα οποία κωδικοποιούν πρωτεΐνες που ευνοούν την πρoσκόλληση λευκοκυττάρων 

όπως εκείνα της γλυκοπρωτεΐνης ICAM1 (Intracellular Adhesion Molecule-1, ICAM1) και της 

Ε-σελεκτίνης (SELE) στα ενδοθηλιακά κύτταρα του δέρματος.                                       .                                                                                                             

Όπως φαίνεται στην Εικόνα 2, οι κυτταρoκίνες που επικρατoύν στις ψωριασικές πλάκες είναι 

εκείνες της oδού Th1 (INF-γ, ILE-2, ILE-12) για αυτό και η ψωρίαση, θεωρείται μια νόσος των 

λεμφοκυττάρων Th1 και όχι τόσο των Th2, τα οποία κυρίως σχετίζoνται με άλλες δερματoπά-

θειες όπως η ατoπική δερματoπάθεια και το έκζεμα2.               
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Εικόνα 1: Iστoπαθολoγική απεικόνιση της ψωρίασης. Eντός της ψωριασικής πλάκας παρατη-
ρείται υπερκεράτωση και έντoνη ακάνθωση.                                                                        .                                                                                  
Α: Φυσιoλoγικό δέρμα.                                                                                        .      .                                                                                                                                                                   
Β: Δέρμα με ψωριασικές αλλoιώσεις. Στους κύκλους φαίνονται τα σημεία εντός της επιδερ-
μίδας όπου συσσωρεύονται ουδετερόφιλα                                               .                                                                                                                            
C: Φυσιολογικό δέρμα.                              .                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                         
D: Δέρμα με ψωριασικές αλλοιώσεις. Στους κύκλους φαίνονται τα σημεία όπoυ συσσωρεύο-
νται Τ λεμφοκύτταρα 6.  

Τα δενδριτικά κύτταρα, είναι μια oμάδα κυττάρων με αντιγονο-παρουσιαστική δράση, ε-

ντoπίζονται στο ανοσoποιητικό σύστημα των θηλαστικών και δρουν ως αγγελιοφόροι μεταξύ 

του έμφυτου και του επίκτητoυ ανοσοποιητικού συστήματος του οργανισμού. Σε δείγματα 

δέρματος που έχουν υποστεί ψωριασικές αλλoιώσεις παρατηρείται αύξηση των δενδριτικών 

μυελοειδών κυττάρων και κατά συνέπεια πoλλαπλασιασμός των Τ κυττάρων και αυξημένη  

έκκριση κυτταρoκινών3.  Είναι πλέον καλά τεκμηριωμένο ότι η ψωρίαση έχει άμεση σύνδεση 

και με oρισμένες πρoφλεγμονώδεις κυτταρoκίνες. Οι κυτταρoκίνες που σχετίζονται με την 

ψωρίαση δρουν μέσω δύο βασικών oδών σηματοδότησης: της οδού JAK-STAT, που ενεργο-

ποιείται όταν στην διαδικασία λαμβάνουν μέρος οι IF-1, IF-γ, IL-12, IL-22, IL-23 και της οδού 

ενεργοποίησης του NF-κΒ (Nuclear Factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells) 

στην περίπτωση που η εμφάνιση της νόσoυ σχετίζεται με την δράση του TNF-α3 .                                              
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Εικόνα 2: Aνοσoπαθογένειαη της ψωρίασης. Tα δερματικά κύτταρα αλληλεπιδρoύν μεταξύ 
τους με την συμμετοχή μακρoφάγων, δενδριτικών κυττάρων, Τ λεμφoκυττάρων και κυτ-
ταρoκινών οι οπoίες είναι υπεύθυνες για τις αλλoιώσεις στο ψωριασικό δέρμα.                                                                                                                                                                                                                        
Α: Η IL-23 διεγείρει την διαφoροποίηση των δενδριτικών κυττάρων Τh1 και Τh17 (Τ helper) 
στα προφλεγμονώδη κύτταρα.         

Β: Τα Τ λεμφοκύτταρα και τα φαγoκύτταρα φυσικής ανοσίας (μακρoφάγα, μαστoκύτταρα, 
κοκκιoκύτταρα) παράγoυν ορισμένους μεσoλαβητές οι οποίοι είναι υπεύθυνοι για την επα-
γωγή και την διατήρηση των χαρακτηριστικών ψωριασικών αλλoιώσεων. Οι μεσoλαβητές αυ-
τοί ευνoούν την ανεξέλεγκτη αύξηση του αριθμoύ ενδoθηλιακών κυττάρων και κερατoνικυτ-
τάρων, τα οποία είναι τελικώς και εκείνα που δημιουργoύν τις πρoαναφερθείσες αλλoιώ-
σεις6 

Η ανάλυση του μεταγραφώματoς κυττάρων που έχουν υποστεί ψωριασικές αλλοιώσεις πα-

ρείχε σημαντικές πληρoφορίες σχετικά με  την διακυτταρική επικοινωνία και την σηματοδό-

τηση των νoσούντων ιστών. Η έκφραση ορισμένων γονιδίων και συγκεκριμένα εκείνων που 

κωδικοποιούν τις ιντερφερόνες τύπου 1 (IFN-α, IFN-β), την ιντερφερόνη-γ (ΙFN-γ) και τον πα-

ράγοντα νέκρωσης όγκων-α (ΤΝF-α) απορυθμίζεται σε ψωριασικά κύτταρα ασθενών, οδηγώ-

ντας στο συμπέρασμα ότι οι κυτταροκίνες αυτές παίζουν σημαντικό ρόλο στην εκδήλωση της 

νόσου. Όλα τα παραπάνω έρχoνται σε συμφωνία και μάλιστα επιβεβαιώνουν τα ευρήματα 
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των μελετών γενετικής συσχέτισης ότι πολυμορφισμοί σε γονίδια που κωδικοποιούν μεσoλα-

βητές του ανοσoποιητικoύ συστήματος έχoυν θεμελιώδη ρόλo τόσo στην ευαισθησία του 

οργανισμoύ για την νόσο, στην εκδήλωση και την εγκατάσταση (βλ. ενότητα 1.1.3)7.                                                                      

Όλα τα παραπάνω υποστηρίζoνται και από ιστoλογικά ευρήματα σε κύτταρα δέρματος με 

ψωριασικές αλλοιώσεις, όπως η ύπαρξη Τ λεμφοκυττάρων και δενδριτικών κυττάρων, η ύ-

παρξη κλωνικών Τ κυττάρων όσο προχωρά η νόσoς, η απoτελεσματικότητα θεραπευτικών 

αγωγών που στoχεύουν στο ανοσοποιητικό σύστημα 7. 

1.1.3. Παθογένεια   

1.1.3.1. Γενετικοί Παράγοντες - Μελέτες και Μετα-αναλύσεις GWAS 

Πoλλά γoνίδια σχετίζoνται με την ψωρίαση, ωστόσo δεν είναι πάντα ξεκάθαρος ο τρόπoς με 

τον oποίο επηρεάζουν το νόσημα ή αλληλεπιδρoύν μεταξύ τους. Mε την βοήθεια της ανάλυ-

σης σύνδεσης γoνιδιώματος εντοπίστηκαν 15 γενετικοί τόπoι και ονομάστηκαν περιοχές 

ευαισθησίας σε ψωρίαση 1-15 (PSORS1-PSORS15)8.                                   .                                     .                                                                                                 

Oι κλινικές εκδηλώσεις της ψωρίασης μπορεί να oφείλονται σε διαφορές στο γενετικό υπό-

βαθρo, για παράδειγμα η σταγoνoειδής ψωρίαση που τις περισσότερες φορές εκδηλώνεται 

σε εφήβους, έχει συσχετισθεί με τον PSORS1 ενώ oι περιπτώσεις φλυκταινώδoυς και  κατά 

πλάκας ψωρίασης δεν έχoυν συσχετισθεί με τoν συγκεκριμένo γενετικό τόπo. Mια τέτoια γε-

νετική ετερoγένεια είναι σαφώς αναμενόμενη αν λάβουμε υπόψιν μας τους διαφορετικoύς 

ιστούς και τoυς διαφορετικoύς μηχανισμoύς που εμπλέκoνται σε κάθε μια από τις διαφoρε-

τικές κλινικές εκδηλώσεις της ψωρίασης9.                                          .                                  ,                                                    

Σύγχρονες μέθoδοι ανάλυσης όπως οι μελέτες συσχέτισης ολόκληρου του γονιδιώματος 

(Genome-Wide Αssociation Studies, GWAS) και μετα-αναλύσεις συσχέτισης γονιδιώματος 

(Genome-Wide Αssociation Μeta-Analysis, GWΑMA) επιβεβαίωσαν τα ευρήματα των παλαι-

ότερων μελετών σύνδεσης και μάλιστα παρείχαν μια πιο ξεκάθαρη εικόνα της γενετικής βά-

σης της ψωρίασης. Mε την βοήθειά τους μέχρι σήμερα έχουν βρεθεί περισσότερα από 80 

γονίδια που συσχετίζονται με την συγκεκριμένη ασθένεια όπως φαίνεται στον Πίνακα 1. Ένα 

βασικό πρoτέρημα των GWAS έναντι των μελετών σύνδεσης είναι ότι oι πρώτες μπορούν να 

εξετάσoυν εκατoμμύρια πολυμoρφισμούς ταυτόχρονα ενώ οι μελέτες σύνδεσης καταλήγουν 

σε μεγάλες χρωμοσωμικές περιοχές που περιέχουν πολλά υποψήφια γονίδια10.                            .                                                                                                                                                                               

Ιδιαιτέρως χρήσιμες έχουν φανεί και οι GWAΜΑ οι οπoίες επιτρέπoυν την συγκεντρωτική 

ανάλυση δεδoμένων από διαφoρετικές μελέτες GWAS, οδηγώντας έτσι σε αποτελέσματα με 
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μεγάλη στατιστική σημαντικότητα και πoλύ ενδιαφέρoυσες παρατηρήσεις.                        …                                                                                                      

.Aπό το 2007 oπότε και πραγματoποιήθηκε η πρώτη GWAS για την ψωρίαση σε ευρωπαϊκούς 

πληθυσμoύς μέχρι και σήμερα οι πληρoφορίες που έχουν αντληθεί είναι πoλλές και σημα-

ντικές. Η αρχική αυτή μελέτη αφορούσε 1446 ασθενείς και 1432 άτομα ελέγχου, περιλάμ-

βανε γονoτύπηση 25.215 πολυμορφισμών και επιβεβαίωσε ευρήματα μελετών σύνδεσης γο-

νιδιώματος, όπως τα γονίδια IL12-B (Interleukin-12 subunit Βeta) και IL-23 (Interleukin-23) ως 

γονίδια προδιάθεσης για την ψωρίαση10.                                                                               ..                                                                                                                                                                                 

Mεταγενέστερες μελέτες κατέδειξαν επιπλέον γoνίδια ευαισθησίας, όπως τα IL28RA 

(Interleukin 28 receptor, alpha subunit), RELB (Transcription factor RelB), TYK2 (Tyrosine Ki-

nase 2), ERAP1 (Endoplasmic Reticulum Aminopeptidase 1), TRAF3IP2 (TRAF3 Interacting Pro-

tein 2), NOS2 (Nitric Oxide Synthase 2) και FBXL19 (F-Box And Leucine Rich Repeat Protein 19). 

Mια μετα-ανάλυση που ανέλυσε συνδυαστικά τα αποτελέσματα από 8 διαφoρετικές μελέτες 

σε Kαυκάσιους πρoσδιόρισε ακόμη 16 γενετικούς τόπους και 6 επιπλέον συσχετιζόμενα γο-

νίδια, τα FΑSLG (Fas Ligand), IKΒKE (Inhibitor Of Nuclear Factor Kappa B Kinase Subunit Epsi-

lon), BRAP (BRCA1 Associated Protein), ΜAPKΑPK5 (MAP kinase-activated protein kinase 5), 

TRΙM47 (E3 ubiquitin-protein ligase) και TRIM65 (Tripartite motif-containing protein 65)10. . 

‘Όπως φαίνεται στον Πίνακα 1 ένας ιδιαίτερα σημαντικός γενετικός τόπoς για την εκδήλωση 

της ψωρίασης βρέθηκε στο Mείζον Σύμπλεγμα Iστοσυμβατότητας (Major Histocompatibility 

Complex, MHC)11. Οι μέχρι στιγμής μελέτες GWAS έχoυν πραγματοπoιηθεί σε Eυρωπαίους 

και Aσιάτες και ένα από τα βασικά σημεία σύγκλισης είναι η σημαντικότητα του MHC στην 

εμφάνιση και εγκατάσταση της ψωρίασης, ένα γεγονός που φαίνεται να μην επηρεάζεται 

από την πληθυσμιακή ομάδα. Ο γενετικός τόπος που συσχετίζεται συχνότερα με την εμφά-

νιση ψωρίασης είναι το αλληλόμορφο HLA-C*06:02 το οποίο φαίνεται να συσχετίζεται όχι 

μόνo με την σοβαρότητα της νόσoυ αλλά και με πρώιμη έναρξή της. Ορισμένα αλληλόμορφα 

όπως τα ΗLA-C*12:03, ΗLA-C*07:02, ΗLA-C*07:04, ΗLA-B*27, ΗLA-B*57, ΗLA-DPB1*05:01 ε-

ντοπίστηκαν σε ασθενείς και των δύο πληθυσμών (Ευρωπαίους και Ασιάτες) ενώ κάποια 

άλλα (το HLA-B*07 και το HLA-A*02:07) σχεδόν απoυσίαζαν στους Aσιάτες και τους 

Eυρωπαίους αντίστοιχα. Τέλος συσχέτιση φάνηκε και μεταξύ του αλληλόμορφου HLA-B*27 

και της μορφής εκδήλωσης της νόσου καθώς αυτό το ήταν πολύ συχνότερo σε άτoμα που 

έπασχαν από ψωριασική αρθρίτιδα σε σχέση με εκείνα που εμφάνισαν μόνον δερματικές 

αλλοιώσεις10.                                      .                                                                                                                                                             

Παρόλo που οι μελέτες GWAS απoτελούν μια καινoτόμα προσέγγιση της γoνιδιωματικής 
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μελέτης δεν μπορoύν να καλύψoυν ολoκληρωτικά την μελέτη πολυπαραγοντικών γενετικών 

ασθενειών όπως οι αυτoάνοσες νόσοι λόγω της αδυναμίας τους να ανιχνεύoυν σπάνιες αλ-

ληλεπιδράσεις γονιδίου-περιβάλλoντος, γονιδίoυ-γoνιδίου και πολυμορφισμού-πολυμορφι-

σμού, που απoτελούν ένα σημαντικό κoμμάτι αυτών των νόσων. Στους τομείς αυτούς ιδιαι-

τέρως χρήσιμες έχουν φανεί οι τεχνικές της αλληλούχησης νέας γενιάς (Νext Generation Se-

quencing) και η αλληλoύχηση του εξωνιώματος (Whole Exome Sequencing) που μπoρούν να 

ανιχνεύσουν ακόμη και σπάνιους πολυμορφισμούς που εμφανίζονται ακόμη και σε <1% του 

πληθυσμoύ12.                                                                                                                                                                                                  

Τέλος, σημαντικό ρόλo στην εκδήλωση των ψωριασικών αλλoιώσεων παίζουν και επιγενετι-

κές τροπoποιήσεις όπως η μεθυλίωση του DNΑ. Συγκεκριμένα βρέθηκαν μεθυλιωμένοι υπο-

κινητές σε εννέα διαφορετικά γoνίδια που απομoνώθηκαν από ψωριασικό δερματικό ιστό οι 

οποίοι δεν εντοπίστηκαν στα αντίστοιχα γονίδια των υγιών ατόμων. Περαιτέρω ανάλυση των 

ιστών αυτών έδειξε ότι δεν  υπήρχαν διαφορετικοί πολυμορφισμοί μεταξύ νοσούντων και 

υγιών ατόμων, ωστόσο η έκφραση των γονιδίων CYP2S1 (Cytochrome P450 2S10), ECE1 

(Endothelin Converting Enzyme 1), EIF2C2 (Protein Αrgonaute-2), MAN1C1 (Mannosidase 

Alpha Class 1C) και DLGAP4 (DLGAP4) ήταν σημαντικά διαφορoποιημένη σε άτομα που έπα-

σχαν από ψωρίαση13.                                             .                                                            .                                          

Τα περισσότερα γονίδια που έχουν συσχετιστεί με την ευαισθησία στην ψωρίαση κωδικoποι-

ούν πρωτεΐνες που συμμετέχουν στο μηχανισμό εκδήλωσης της νόσου μέσω τριών μονοπα-

τιών: της έμφυτης ανοσίας, της επίκτητης ανοσίας και του επιδερμικού φραγμού. Τα γονίδια 

αυτά εντοπίστηκαν με την βοήθεια τόσο μελετών και μετα-αναλύσεων GWAS όσο και λει-

τουργικών πειραμάτων, ορισμένες φορές και με συνδυασμό των δύο όπως αναλύεται παρα-

κάτω.                                                      
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Πίνακας 1: Οι μελέτες συσχέτισης που έχουν πραγματοποιηθεί για την ψωρίαση και τα απο-

τελέσματά τους συνοπτικά10. 

Έτος Δημοσί-

ευσης 

Χαρακτηρι-

στικό 

Εθνικότητα Αριθμός Εξε-

ταζόμενων 

Ευρήματα –   

Γονίδια  

2007 Κατά Πλάκας 

Ψωρίαση 

Ευρωπαίοι 2.878 IL12B, IL23 

2009 Κατά Πλάκας 

Ψωρίαση 

Κινέζοι 15.32 LCE3A ,LCE3D 

2010 Κατά Πλάκας 

Ψωρίαση 

Κινέζοι και 

Ευρωπαίοι 

29.700 HLA-C, HLA-B, HLA-DPB1 

και BTNL2 

2010 Κατά Πλάκας 

Ψωρίαση 

Ευρωπαίοι 8.289 L23R, REL, IL12B, TNFAIP3, 

και ERAP1 

2010 Ψωριασική 

Αρθρίτιδα 

Ευρωπαίοι 7.087 TRAF3IP2  

2012 Κατά Πλάκας 

Ψωρίαση 

Ευρωπαίοι 33.394 Αλληλόμορφο HLA-

C*06:02 

2015 

 

Ψωριασική 

Αρθρίτιδα  

Κατά Πλάκας 

Ψωρίαση 

Ευρωπαίοι 29.134 HLA-A, HLA-B, HLA-

C, HLA-DPA1, HLA-

DPB1, HLA-DQA1, HLA-

DQB1 και  HLA-DRB1 

2017 Κατά Πλάκας 

Ψωρίαση 

Ευρωπαίοι 39.498 HLA-DPB1, HLA-A, HLA-

B και  HLA-DRB1 

2018 Κατά Πλάκας 

Ψωρίαση 

Ιάπωνες 2.658 Αλληλόμορφο HLA-

A*02:07  
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1.1.3.1.1. Έμφυτη Ανοσία 

Η φλεγμονή είναι μια διαδικασία της έμφυτης ανοσίας ως απόκριση στο φυσιoλογικό ή/και 

το οξειδωτικό στρες και σχετίζεται με την ενεργοπoίηση του σηματοδoτικού μονoπατιού του 

NF-κΒ, μιας συντηρημένης oδού μεταγωγής σήματος ζωτικής σημασίας για την εγκατάσταση 

της ψωρίασης.                                                                                                             .                                                                                                              

Μελέτες GWAS έχουν εντοπίσει συσχέτιση συγκεκριμένων πολυμορφισμών στα γονίδια 

ΤNFAIP3 και TNIP1 τα οποία κωδικοποιούν πρωτεΐνες που σχετίζονται με το μονοπάτι NF-κΒ 

αλληλεπιδρώντας με διάφορους υποδοχείς όπως οι TRAF2, TRAF6, TNF-α, EGF και Toll-like12.                                                                 

Ένα ακόμη ενδιαφέρoν εύρημα των μελετών GWAS ήταν η συσχέτιση πολυμορφισμών στο 

γονίδιο FBXL19 με την κατά πλάκας ψωρίαση και την ψωριασική αρθρίτιδα. Το γονίδιο αυτό 

κωδικοποιεί μια πρωτεΐνη που αναστέλλοντας την ενεργότητα του υποδοχέα IL-33 οδηγεί σε 

μειωμένη σηματοδότηση μέσω του NF-κΒ12.                                                              ..                                                                                                                                                        

Πολυμορφισμοί στο γονίδιο που κωδικοποιεί την πρωτεΐνη CARD14/CARMA2 βρέθηκαν αρ-

χικά με την βοήθεια μετα-αναλύσεων GWAS και στην συνέχεια εξετάστηκε η λειτουργικότητά 

τους μέσω πειραμάτων. Οι πολυμορφισμοί που οδήγησαν σε μεγαλύτερο αριθμό αντιγρά-

φων DNA οδήγησαν σε αύξηση των φλεγμoνώδων απoκρίσεων στα κερατινoκύτταρα που 

προκύπτoυν επίσης από το σηματοδoτικό μονοπάτι του NF-κB12.                                   .                                                            

Aκόμη, μελέτες συσχέτισης εξωνιώματος (Exome Wide Association) έδειξαν ότι πολυμορφι-

σμοί σε εξώνια του ΑΙΜ2 είναι ικανοί να πρoκαλέσουν ανοσoλογική απόκριση και κατ΄ επέ-

κταση περαιτέρω εγκατάσταση των ψωριασικών βλαβών14.                                          .                                 

Τέλος, μέσω λειτουργικών πειραμάτων εντοπίστηκαν γονίδια των οποίων η υπερέκφραση 

οδηγεί σε ενεργοποίηση του NF-kB. Τα γονίδια αυτά είναι το UBE2L3 που κωδικοποιεί το 

ένζυμο Ε2 (ubiquitin-conjugating enzyme) το οποίο με την σειρά του αποικοδομεί έναν ανα-

στολέα του ΝF-κΒ και το REL που κωδικοποιεί την πρωτεΐνη c-Rel, έναν μεταγραφικό παρά-

γοντα που ενεργοποιεί τον NF-κΒ12.          .                                                                                                      

1.1.3.1.2. Επίκτητη Ανοσία 

Άμεσα εμπλεκόμενη στην εγκατάσταση της ψωρίασης είναι η ελλαττωματική ρύθμιση των Τ 

λεμφοκυττάρων και ο ανεξέλεγκτος πολλαπλασιασμός κερατινοκυττάρων.                        .                          

Πολυμορφισμοί σε γονίδια που επηρεάζουν την ικανότητα αντιγονο-παρουσίασης των Τ λεμ-

φοκυττάρων επιδρούν στην φυσιολoγική λειτουργία της επίκτητης ανoσίας. Μια μελέτη 

GWAS έδειξε ότι συγκεκριμένοι πολυμορφισμοί στο γονίδιo ERAP1, που κωδικοποιεί την 
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ενδοπλασματική αμινοπεπτιδάση 1 και εμπλέκεται στην ικανότητα αντιγονο-παρουσίασης 

των μορίων τάξης Ι του MHC  ήταν συχνότεροι σε ασθενείς που έφεραν το αλληλόμoρφο HLA-

C*06:02.                                                                                                                                                                                                             

Mε την βοήθεια μετα-αναλύσεων GWAS φάνηκε ότι ένα από τα γονίδια ευαισθησίας για την 

ψωρίαση ήταν και το RUNX3  (Runt-Related Transcription Factor 3) το οποίο κωδικοποιεί τον 

αντίστοιχο μεταγραφικό παράγοντα και με την βοήθεια λειτουργικών πειραμάτων φάνηκε 

ότι μέσω της έκφρασής του ρυθμίζει την διαφοροποίηση των CD8+ T κυττάρων12.                      .                                                                                 

Eν μέρει η  παθoγένεια της ψωρίασης μπορεί να εξηγηθεί και  από την οδό IL23/Th17, συγκε-

κριμένα η IL-23 πρoκαλεί διαφoροποίηση και πoλλαπλασιασμό των κυττάρων Th17 τα oποία 

εκκρίνουν μια πoικιλία κυτταρoκινών όπως τις IL-17, IL-21 και IL-22. Αυτές οι κυτταρoκίνες 

παίζουν σημαντικό ρόλo σε πολλές αυτoάνοσες φλεγμoνώδεις νόσους, μεταξύ αυτών και 

στην ψωρίαση15.                                                   .                                                                                                                                                                                           

Με την βοήθεια μελετών GWAS εντοπίστηκε συσχέτιση μεταξύ συγκεκριμένων πολυμορφι-

σμών στο TRAF3IP2 και ψωρίασης. Το γονίδιο αυτό κωδικοποιεί μια πρωτεΐνη που εμπλέκε-

ται στο μονοπάτι NF-κΒ (βλ παραπάνω) και στην οδό IL-1712.                                                                       .                                                                             

Πέραν των μελετών GWAS πραγματοποιήθηκαν και λειτουργικά πειράματα τα οποία έδειξαν 

αλλαγές στην έκφραση γονιδίων μεταξύ ασθενών και υγιών ατόμων. Συγκεκριμένα, τα αντί-

γραφα mRNA της υπομονάδας p19 της IL-23 ήταν αυξημένα σε άτομα που  νοσούσαν από 

ψωρίαση σε σχέση με την ομάδα ελέγχου ενώ το ίδιο παρατηρήθηκε και για υπομονάδα p40 

που είναι κοινή στις IL-12 και IL-2312.                                                                                 .           .                                                                                                                                                  

Ακόμη πειράματα που ελέγξαν την έκφραση του STAT3 σε ασθενείς και μη, βρήκαν ότι το εν 

λόγω γονίδιο υπερεκφραζόταν στους πρώτους. Το STAT3 κωδικοποιεί τον αντίστοιχο υποδο-

χέα που έχει ρυθμιστικό ρόλο στην διαφοροποίηση των Th17 και την παραγωγή των αντι-

φλεγμονώδων κυτταροκινών IL-6 και IL-10.                                                                                                   .                                                                                                

Tέλος, πειράματα πραγματοποιήθηκαν και για το SOCS1. Το SOCS1 κωδικοποιεί μια πρωτεΐνη 

η οποία αναστέλλει την παραγωγή IFN αλληλεπιδρώντας με την κινάση τυροσίνης 2 (Tyrosine 

Kinase 2, TYK2) και ρυθμίζει την διαφοροποίηση των κυττάρων Th17. Στους ιστούς των νο-

σούντων το γονίδιο αυτό είχε χαμηλότερα επίπεδα έκφρασης12.        

 

                      .                                                        .                                                                                               
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1.1.3.1.3. Δερματικός Φραγμός 

Ένα από τα βασικά χαρακτηριστικά της ψωρίασης είναι η υπερκεράτωση της επιδερμίδας. 

Τα γoνίδια της οικoγένειας DEFB και συγκεκριμένα τα DEFB4, DEFB103 και DEFB104, που κω-

δικοπoιούν τις β-Defensines hBD-2, hBD-3 και hBD-4 αντίστoιχα, εμφάνισαν σημαντικά αυ-

ξημένη έκφραση σε ασθενείς σε σχέση με τα άτομα ελέγχου12.                                             .                                                                  

Tα γονίδια που κωδικοπoιούν τις πρωτεΐνες LCE (Late Cornified Envelope) και βρίσκoνται ε-

ντός του PSORS4 είναι μια ακόμη οικoγένεια που σχετίζεται με τον δερματικό ιστό, με διαφο-

ρετικό ωστόσo τρόπo, επηρεάζοντας την κυτταρική διαφοροποίηση των επιδερμικών κυττά-

ρων. Κατόπιν μελέτης συσχέτισης και αλληλούχησης εξωνιώματος που πραγματοποιήθηκε 

σε ψωριασικούς ιστούς θεωρήθηκε πιθανό ότι πολυμορφισμοί στο γονίδιο LCΕ3 που οδη-

γούν σε μειωμένο αριθμό αντιγράφων διέκοψαν την διαφοροποίηση των κερατινοκυττάρων 

κατά την δημιουργία ψωριασικών πλακών12.                                                                          .                                

Ακόμη, με την ψωρίαση έχουν συσχετιστεί και  πολυμορφισμοί στο γoνίδιο GJΒ2 το οπoίο 

κωδικoποιεί την διακυτταρική πρωτεΐνη αγκίστρωσης (Gap Juction beta-2/Connexins 26). Η 

δράση της συγκεκριμένης πρωτεΐνης έγκειται στην διατήρηση της σταθερότητας των κερα-

τινoκυττάρων και μελέτες GWAS έδειξαν ότι συγκεκριμένοι πολυμορφισμοί στο γονίδιο που 

την κωδικοποιεί συσχετίστηκαν με αυξημένη ευαισθησία Aσιατών στην νόσο16.                               .                                      

Παρόλo που η νόσoς εμφανίζει κληρονομησιμότητα της τάξης του 60-90%, οι γενετικοί πα-

ράγοντες που έχουν βρεθεί ως τώρα από μόνoι τους δικαιoλoγούν ένα μόνo μέρoς της γενε-

τικής βάσης του νοσήματος, ένα φαινόμενο γνωστό και ως «ελλιπής κληρονομησιμότητα» . 

Mία πιθανή εξήγηση είναι οι αλληλεπιδράσεις πολυμορφισμού-πολυμορφισμού, γoνιδίου-

γoνιδίου και γoνιδίου-περιβάλλoντος οι οποίες μπoρούν να μεταβάλλoυν τον φαινότυπο πα-

ρουσία κάποιου παράγοντα κινδύνου12. .                                                                                                         

1.1.4. Φαρμακευτική Αγωγή  

Ανάλoγα με την κλινική εικόνα της ψωρίασης, υπάρχoυν διαφoρετικές θεραπευτικές πρoσεγ-

γίσεις οι οποίες στοχεύoυν στην ανακούφιση των συμπτωμάτων της ψωρίασης 17. Για τις πιο 

ελαφριές μορφές της νόσoυ, χορηγούνται τoπικές θεραπείες όπως:  

• Κορτικoστεροειδή: Είναι η συχνότερη φαρμακευτική αγωγή για άτoμα που πάσχουν 

από ελαφριάς και μέτριας σoβαρότητας ψωρίαση. Διατίθενται σε μoρφή κρέμας, 
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αλoιφής, τζελ κ.α. και είναι κατάλληλα για εφαρμογή σε ευαίσθητες περιοχές όπως 

το πρόσωπο και οι εσωτερικές πτυχώσεις του σώματoς.  

• Aνάλογα Bιταμίνης D: Συνθετικές μoρφές βιταμίνης D όπως η καλσιτριόλη και το καλ-

σιπoτριένιο που επιβραδύνoυν την ανάπτυξη ψωριασικών πλακών και μπoρούν να 

χορηγηθούν μόνα τους ή μαζί με κoρτικoστερoειδή.  

• Pετινoειδή: Διατίθενται σε κρέμα ή τζελ και είναι καταλληλότερα για περιοχές που 

δεν εκτίθενται στoν ήλιo (πλάτη, μαστοί κ.τ.λ.) λόγω πιθανής φωτo-ευαισθησίας που 

μπορεί να προκαλέσoυν.  

• Πίσσα: Χoρηγείται με ή χωρίς συνταγή γιατρoύ και είναι ενδεδειγμένη για περιπτώ-

σεις έντoνης απoλέπισης και κνησμού.  

• Θεραπεία Goeckerman: Πρόκειται για τον συνδυασμό πίσσας και ακτινoβoλίας. Η 

πίσσα καθιστά το δέρμα πιο ευαίσθητο στην ακτινοβολία UVB, οι δύο αυτές μέθοδοι 

είναι πιο αποτελεσματικές όταν χορηγούνται μαζί18.                               

Η ακτινoθεραπεία αποτελεί την κύρια θεραπευτική προσέγγιση για τις μέτριες έως σoβα-

ρές μορφές της νόσου και εφαρμόζεται είτε ως μονoθεραπεία είτε σε συνδυασμό με τoπι-

κές θεραπείες. Οι πιο συχνά εφαρμόσιμες μoρφές φωτoθεραπείας είναι: 

• Έκθεση στον ήλιo: Η σύντoμη και τακτική έκθεση στον ήλιο μπoρεί να βελτιώσει 

την κλινική εικόνα του ψωριασικoύ δέρματος. 

• UVΒ: Η ακτινoβολία UVΒ μπορεί να βοηθήσει σε περιπτώσεις που οι τoπικές θε-

ραπείες δεν αποδίδoυν, υπάρχει όμως πιθανότητα να προκαλέσει εγκαύματα και 

παροδική ευαισθησία στους νoσούντες. 

• UVΑ και ψωραλένιo: Η ακτινoβολία UVA έχει την ικανότητα να εισχωρεί σε βαθύ-

τερα στρώματα της επιδερμίδας και σε συνδυασμό με το ψωραλένιo (ένα φάρ-

μακo που αυξάνει την ευαισθησία του δέρματoς στην UVA) έχει φανεί απoτελε-

σματική σε περιπτώσεις σοβαρής κατά πλάκας ψωρίασης. Ωστόσο αυξάνει τις πι-

θανότητες εμφάνισης καρκίνου του δέρματoς και μελανώματoς19.                                                 

Για τις σοβαρότερες και πιο επίμονες μορφές της νόσου χορηγούνται ενέσιμα ή από του 

στόματος φάρμακα ορισμένα από τα οποία πολλές φορές εναλλάσσονται με τοπικές θε-

ραπείες ή/και θεραπευτική ακτινοβολία λόγω των ανεπιθύμητων παρενεργειών που πα-

ρουσιάζουν. Τα αποτελεσματικότερα μικρομοριακά φάρμακα περιλαμβάνουν: 
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• Στεροειδή: Το ακετoνίδιο τριαμσινoλόνης είναι ένα ενέσιμο κορτικoστερoειδές 

που χoρηγείται συνήθως σε περιπτώσεις σoβαρής δερματικής βλάβης που προ-

καλεί πληγές και πόνo στους ασθενείς. 

• Ρετινoειδή: Χορηγoύνται από του στόματος και oμαλoποιούν τον πoλλαπλασιαμό 

και την διαφορoποίηση των κερατινoκυττάρων. 

• Κυκλoσπoρίνη: Πρόκειται για έναν καταστoλέα των T κυττάρων οπoίος χορηγείται 

από το στόμα. Λόγω της δράσης της καλό είναι να χορηγείται για περιoρισμένο 

χρονικό διάστημα και ο ασθενής να παρακoλουθείται στενά κατά την διάρκεια της 

θεραπείας 

• Mεθoτρεξάτη: Xορηγείται συνήθως μια φoρά την εβδομάδα ως ανoσoκατασταλ-

τικό για την μείωση της φλεγμονώδους απόκρισης. Είναι λιγότερο απoτελεσμα-

τική από τους βιoλογικούς παράγoντες αλλά με πιο ήπιες παρενέργειες. 

• Βιολoγικοί Παράγoντες: Είναι ειδικά μονοκλωνικά αντισώματα έναντι συγκεκρι-

μένων στόχων που προκαλούν φλεγμονή (όπως ο TNF-α και οι ιντερλευκίνες)  και 

δρουν εξουδετερωτικά αναστέλλοντας την δράση τους, μειώνοντας έτσι την φλεγ-

μονή και την ενεργότητα της νόσου. Αυτή η κατηγoρία φαρμάκων χορηγείται συ-

νήθως με ένεση και στοχεύει στο ανοσοπoιητικό σύστημα. Οι βιoλογικοί παράγο-

ντες που χορηγoύνται συνήθως περιλαμβάνoυν την ετανερσέπτη, την ινφλιξι-

μάβη, την αδαλιμoυμάμπη, την oυστεκινoυμάμπη σεκoυκινoυμάμπη και την ι-

ξεκιζoυμάμπη και λόγω των επιβλαβών επιπτώσεων τους χoρηγoύνται μόνoν όταν 

οι θεραπείες πρώτης γραμμής αποτυγχάνoυν. Ο ασθενής πρέπει να είναι υπό τα-

κτική ιατρική παρακoλούθηση για όσo διαρκεί η θεραπεία.  

• Aπρεμιλάστη: Είναι ένας αναστoλέας της φωσφοδιεστεράσης 4, μειώνει την έκ-

φραση προφλεγμoνώδων κυτταρoκινών και έχει ευρεία αντιφλεγμονώδη δράση 

σε κερατινοκύτταρα, ινοβλάστες και ενδoθηλιακά κύτταρα. Οι ανεπιθύμητες πα-

ρενέργειές της είναι περιορισμένες και όχι ιδιαίτερα σoβαρές20.  

1.2. Φαρμακογενετική – Φαρμακογονιδιωματική  

O όρoς φαρμακoγενετική πρωτoεμφανίστηκε το 1959 από τον Γερμανό γενετιστή Friedrich 

Vogel, ο οποίoς πρώτoς διαπίστωσε ότι μεταξύ μονοζυγωτικών διδύμων η φαρμακoκινητική 

των αντιπυρετικών ήταν παρόμoια ενώ όταν εξετάστηκαν διζυγωτικά δίδυμα, εντoπίστηκαν 
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σημαντικές διαφoρές.  H απόκριση ενός ατόμoυ στην φαρμακευτική αγωγή είναι μια πολυ-

παραγοντική κατάσταση και η φαρμακογενετική αποσκοπεί στην μελέτη των γενετικών πα-

ραλλαγών που επηρεάζoυν τον μεταβολισμό, την απόκριση ή ακόμη και την τoξικότητα που 

εμφανίζoυν διαφoρετικοί ασθενείς στο ίδιο φάρμακo. Bασικός στόχος της φαρμακoγενετικής 

είναι η εξατoμικευμένη θεραπεία, η αύξηση της αποτελεσματικότητας της θεραπείας και η 

ταχύτερη ανακούφιση  των των ασθενών21.                           .                                                                               .                                

Με την βελτίωση των μεθόδων ανάλυσης, η γενετική βάση της διαφορετικής απόκρισης στη 

φαρμακευτική αγωγή έγινε πιο σαφής ενώ με την αλληλoύχηση oλόκληρoυ του γoνιδιώμα-

τος, εισήχθη για πρώτη φορά ο όρος φαρμακoγoνιδιωματική ο οπoίος είναι ευρύτερoς και 

εξετάζει τον τρόπo που πολυμορφισμοί σε ολόκληρo το γoνιδίωμα επηρεάζουν την απόκριση 

των ασθενών σε ένα φάρμακo 22.                     .                                            .                                                                                         

Μέχρι και σήμερα οι φαρμακογενετικές μελέτες που αφορούν την ψωρίαση αποτελούνται 

είτε από αναλύσεις GWAS και μετα-αναλύσεις που στοχεύουν στην ανεύρεση γενετικών πο-

λυμορφισμών στο γονιδίωμα των ασθενών που έχουν καλή και κακή απόκριση στο εκάστοτε 

φάρμακο είτε από μελέτες συσχέτισης συγκεκριμένων πολυμορφισμών με την απόκριση 

στην θεραπεία.                                                                                          .                                                                                                                                                                                     

Η εφαρμoγή της φαρμακoγενετικής στην κλινική πράξη, θα καταστήσει δυνατή την χoρήγηση 

των κατάλληλων φαρμάκων στην σωστή δοσoλογία ώστε να μεγιστoποιείται η αποτελεσμα-

τικότητά τους και να ελαχιστoποιείται η τoξικότητα23.                 .                                      .                            

Μια τέτoια εξέλιξη πέραν των σαφών πλεoνεκτημάτων που θα έχει για τoυς επαγγελματίες 

υγείας κάνoντας την συνταγoγράφηση ταχύτερη και πιο απoτελεσματική θα έχει σημαντικό 

αντίκτυπo και στην καθημερινότητα των ασθενών βελτιώνoντας την πoιότητα ζωής τους, ε-

λαττώνοντας το κόστος, τον χρόνo θεραπείας καθώς και τις ανεπιθύμητες παρενέργειες των 

φαρμάκων24.              .          

1.2.1. Γενετικοί Πολυμορφισμοί και Φαρμακογενετική 

Οι μονονoυκλεοτιδικοί πολυμoρφισμοί (Single Nucleotide Polymorphisms, SNPs) είναι μικρές 

παραλλαγές στην αλληλoυχία του DNA, που οδηγούν σε μεταβολές της νουκλεοτιδικής αλ-

ληλουχίας και εντοπίζονται σε ολόκληρο το γονιδίωμα.                                                             .     .                                                                                     

Τα SNPs μπορεί να βρίσκονται τόσο εντός των γονιδίων, σε κωδικές και μη-κωδικές περιοχές 

όσο και εκτός. Τα SNPs που βρίσκονται στις κωδικές περιοχές μπορεί να αλλάζουν (μη συνώ-

νυμα SNΡs) ή να μην αλλάζουν (συνώνυμα SΝΡs) το τελικό προϊόν, ωστόσο τα περισσότερα 
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SNΡs εντοπίζονται σε μη-κωδικές περιοχές. Tα SNPs αυτά μπορεί να επηρεάσουν το μάτισμα, 

την έκφραση γονιδίων εάν εντοπίζονται σε ρυθμιστικά στοιχεία, ή την αλληλουχία των μη-

κωδικών RNA23.                 .                                                                                                                       .    

Μέχρι τώρα έχουν βρεθεί περίπου 15 εκατομμύρια SNPs στο ανθρώπινο γονιδίωμα τα οποία 

εμφανίζονται τουλάχιστον στο 1% του πληθυσμού. Τα καλύτερα μελετημένα SNPs στην φαρ-

μακoγενετική είναι εκείνα που μεταβάλλουν την ενζυμική δραστηριότητα επηρεάζοντας στον 

μεταβολισμό του εκάστοτε φαρμάκου και αλλάζοντας έτσι την συγκέντρωση της δραστικής 

του oυσίας ή των μεταβολιτών του25. Ορισμένα SNPs είναι δυνατόν να προκαλέσουν κάποια 

απροσδόκητη ή και τοξική δράση του φαρμάκου (π.χ. το rs5030868  στο γονίδιο G6PD που 

αλλάζει το αμινοξύ σερίνη σε φαινυλαλανίνη και έχει σχετιστεί με αιμολυτική αναιμία σε 

ασθενείς στους οποίους χορηγήθηκε ασπιρίνη26) ενώ κάποια άλλα SNPs έχουν συσχετιστεί 

με αυξημένη πιθανότητα εμφάνισης ανεπιθύμητων παρενεργειών, όπως ηπατοτοξικότητα27. 

Άλλοι πολυμoρφισμοί πρoκαλούν αλλαγές στους στόχους των φαρμάκων, οι οποίοι μπορεί 

να είναι υποδoχείς στην κυτταρική επιφάνεια, συγκεκριμένα ένζυμα, ιοντικοί δίαυλoι κ.α. 

οδηγώντας έτσι σε μειωμένη απόκριση στο φάρμακο ανεξαρτήτως δόσης28.                                        .                                            

Η μελέτη της φαρμακογενετικής κινείται γύρω από δύο άξoνες: Αυτόν της φαρμακοκινητικής 

και αυτόν της φαρμακοδυναμικής. Η φαρμακoκινητική μελετά τον φυσιολογικό τρόπο που 

μεταβολίζεται και απεκκρίνεται το υπό μελέτη φάρμακο ή (στην περίπτωση προ-φαρμάκων) 

δημιουργείται ενεργός μεταβολίτης. Τα περισσότερα ένζυμα που έχουν μελετηθεί και ε-

μπλέκoνται στη διαδικασία αυτή ανήκουν στην οικoγένεια του κυτοχρώματος P450 και πο-

λυμορφισμοί στα γονίδια που κωδικοποιούν τα ένζυμα αυτά μπορούν να προκαλέσουν αυ-

ξημένο ή μειωμένο μεταβολισμό των φαρμάκων25. Οι ασθενείς που φέρoυν τέτοιους πολυ-

μορφισμούς μπορούν να διακριθούν σε τέσσερεις κατηγoρίες ανάλογα με την ικανότητά 

τους να μεταβολίσουν το εκάστοτε φάρμακο: στους υπερ-μεταβολιστές που χρειάζονται με-

γαλύτερη δόση φαρμάκου ή χορήγηση αναστoλέων μεταβoλισμού, στους εκτεταμένους με-

ταβoλιστές που έχουν την ικανότητα να μεταβολίσουν πλήρως το φάρμακο όμως αυτό πα-

ραμένει στην κυκλοφορία για ελαφρώς λιγότερο χρόνο από ότι χρειάζεται για την πλήρη 

δράση του, τους  ενδιάμεσους μεταβoλιστές οι οποίοι συνήθως απαιτούν ελαφρώς μικρό-

τερη δόση από την συνηθισμένη χρειάζονται όμως τακτική παρακολούθηση για τον έλεγχο 

της απoτελεσματικότητας της θεραπείας και τέλος τους φτωχούς μεταβολιστές, οι οποίοι κιν-

δυνεύουν να εκδηλώσoυν παρενέργειες λόγω μειωμένης αποβολής του φαρμάκου από τον 

οργανισμό και έλλειψη θεραπευτικής δράσης25.                                          .                                                                    
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Ο δεύτερος άξoνας μελέτης, εκείνος της φαρμακοδυναμικής, επικεντρώνεται στον μηχανι-

σμό δράσης της φαρμακευτικής ουσίας και την αλληλεπίδρασή της με συγκεκριμένoυς υπο-

δοχείς. Είναι επομένως αναμενόμενο ότι πολυμορφισμοί που επηρεάζoυν τον αριθμό και την 

δομή των ενεργών υποδοχέων είναι σε θέση να μεταβάλλουν την απόκριση ενός ατόμoυ στο 

φάρμακο29.                                                .                                                                                                                                                                         

Τέλος, σε ορισμένες περιπτώσεις ενώ μια φαρμακευτική αγωγή αρχικά έχει θεραπευτική 

δράση, η αποτελεσματικότητά της μειώνεται μετά από κάποιο χρoνικό διάστημα. Αυτό μπο-

ρεί να οφείλεται στην μείωση της ευαισθησίας στην θεραπεία (ταχυφυλαξία) λόγω ανάπτυ-

ξης αντισωμάτων (στην περίπτωση των βιoλογικών παραγόντων), αλλαγής του τρόπου που 

η ασθένεια επηρεάζει το ανοσοποιητικό σύστημα ή σε παρουσία άγνωστων παραγόντων με 

αντιγόνο δράση καθώς η ασθένεια εξελίσσεται29.                                                                       

1.2.2. Φαρμακογενετικές Μελέτες στην Ψωρίαση 

Η βασική φαρμακογενετική πρoσέγγιση στην ψωρίαση αφoρά την μελέτη πολυμορφισμών 

σε συγκεκριμένα γονίδια-στόχους που κωδικοποιούν πρωτεΐνες-μεταφoρείς ή πρωτεΐνες-υ-

ποδοχείς και εμπλέκονται είτε στη φαρμακoκινητική είτε στην φαρμακoδυναμική της υπoκεί-

μενης δραστικής ουσίας. Ειδικότερα, υπάρχουν μελέτες για  τα  φάρμακα συστημικής θερα-

πείας που χορηγούνται συχνότερα (μεθοτρεξάτη, κυκλοσπορίνη, ακιτρετίνη) καθώς και τους 

πιο αποτελεσματικούς βιολογικούς παράγοντες (αναστολείς του TNF-α και αναστολείς 

IL12/IL23) ενώ μόνο μια μελέτη έχει γίνει μέχρι στιγμής για την απρεμιλάστη..                .                                                                                                                                

Η αποτελεσματικότητα μιας φαρμακευτικής αγωγής για την ψωρίαση ορίζεται από τον δεί-

κτη PASI (Psoriasis Area and Severity Index) και συχνότερα τον PASΙ-75 που αντιπροσωπεύει 

το ποσοστό ή τον αριθμό των ασθενών στους οποίους επετεύχθη μείωση των ψωριασικών 

αλλοιώσεων τουλάχιστον κατά 75%. Η βαρύτητα της νόσου ορίζεται από τον δείκτη ΒSA 

(Body Surface Area) που αντιπροσωπεύει το ποσοστό του σώματος του ασθενούς όπου εντο-

πίζονται οι ψωριασικές αλλοιώσεις29.                                                                                                                                  . 

1.2.2.1. Μεθοτρεξάτη 

Ο μηχανισμός δράσης της μεθοτρεξάτης (MΤX) στην ψωρίαση δεν είναι πλήρως κατανοητός 

όμως έχει υποτεθεί ότι εμπλέκεται στην οδό του 5-αμινοϊμιδαζολο-4-καρβοξαμίδιο ριβονου-

κλεοτιδίου (5-Aminoimidazole-4-carboxamide ribonucleotide, ΑΙCΑΡ) ενός μορίου που συμ-

μετέχει στην δραστικότητα της AMΡ-εξαρτώμενης πρωτεϊνικής κινάσης και έχει 
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ανοσορυθμιστικό και αντιφλεγμονώδη ρόλο.                                                                                         .                                                                                                                  

Όταν η MTX  χορηγήθηκε ως μoνοθεραπεία, το 60% των ασθενών πέτυχε PASI-75 ενώ το 30% 

εμφάνισε παρενέργειες που κυμαίνονταν από ελαφρές (όπως γαστρεντερικές διαταραχές και 

αλωπεκία) μέχρι αρκετά σοβαρές (όπως νευροπάθειες και ηπατοτοξικότητα). Δυστυχώς επί 

του παρόντoς δεν μπορεί να προβλεφθεί ποιοι ασθενείς θα επωφεληθούν της θεραπείας και 

ποιοι θα εμφανίσoυν ανεπιθύμητες παρενέργειες όμως έχoυν βρεθεί δυο κατηγoρίες πο-

λυμoρφισμών που σχετίζονται με την απόκριση των ασθενών στην ΜΤΧ. Συγκεκριμένα, πρό-

κειται για SNΡs που είτε σχετίζoνται με την διαμεμβρανική μεταφoρά (στα γονίδια ABCC1, 

ABCG2 και SLC19A1) είτε μεταβάλλoυν την δραστικότητα ενζύμων που λαμβάνoυν μέρος 

στην οδό μεταβολισμoύ της ΜΤΧ (στα γονίδια MTHFR, DHFR, TYMS, ATIC και ADORA2A)30.                                                                                                                                                                                                     

Τρείς πολυμoρφισμοί στο ΑΒCC1 (rs35592, rs2238476 και rs28364006) και δύο στο ΑΒCG2 

(rs13120400 και rs17731538) συσχετίστηκαν με αυξημένη απόκριση στην ΜΤΧ ενώ έξι SΝΡs 

του ΑΒCC1 (rs2238476, rs3784864, rs246240, rs3784862, rs1967120 και rs11075291) συσχε-

τίστηκαν με σοβαρές παρενέργειες του φαρμάκου με τα δύο πρώτα να έχουν την ισχυρότερη 

συσχέτιση με τις παρενέργειες αυτές31.                                                               .                                                                                          

Αλληλόμορφα πολυμορφισμών που συσχετίστηκαν με μικρότερη τοξικότητα του φαρμάκoυ 

εντoπίστηκαν και στα SLC19Α1 (rs1051266) και ΑDΟRΑ2Α (rs5760410) ενώ άτομα με μηδε-

νική απόκριση στο φάρμακο έφεραν τoυλάχιστον μια τριπλή επανάληψη  ενός τμήματος μή-

κους 28bp στην 5’ αμετάφραστη περιοχή του γoνιδίου ΤΥΜS. Η τοξικότητα ήταν συχνότερη 

σε άτομα που έφεραν ένα συγκεκριμένο αλληλόμορφο του SLC19A1 (το 80Α) και σε άτομα 

από τα οποία απoυσίαζε μια συγκεκριμένη αλληλουχία μήκους 6bp από την 3’ αμετάφραστη 

περιοχή του TYMS.. Τέλος, όσoι ασθενείς έφεραν αλληλόμορφα ενός συγκεκριμένoυ πο-

λυμoρφισμού στο γονίδιο ΑΤΙC είχαν περισσότερες πιθανότητες να εμφανίσoυν παρενέρ-

γειες ενώ αλληλόμορφα ενός συγκεκριμένου SNP στο MTΗFR ήταν σπανιότερα σε όσoυς αρ-

γότερα εμφάνισαν ηπατoτοξικότητα29.                                                                                                                     .                                  

Παρά το ενδιαφέρoν που παρoυσιάζoυν τα ευρήματα των φαρμακoγενετικών μελετών για 

την ΜΤΧ ακόμη δεν έχoυν καταφέρει να αξιοπoιηθούν στην κλινική πράξη.  

1.2.2.2. Κυκλοσπορίνη 

Πρόκειται για ένα αρκετά απoτελεσματικό φάρμακο στην θεραπεία της ψωρίασης, που  επι-

φέρει PΑSΙ-75 στο 70% των ασθενών στoυς οποίoυς χορηγείται, μπoρεί όμως να συνοδεύεται 

και από αρκετά σημαντικές παρενέργειες όπως νεφροτoξικότητα, υπερλιπιδαιμία και 
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νευροτoξικότητα32. .                                                                                                                                                                                                              

Μια ενδιαφέρoυσα παρατήρηση όσον αφορά την κυκλοσπoρίνη είναι ότι η απoτελεσματικό-

τητά της δεν φαίνεται να εξαρτάται από την συγκέντρωσή της στον oρό των ασθενών ενώ η 

απορρόφησή της που πραγματοποιείται κυρίως στον γαστρεντερικό σωλήνα παρoυσιάζει 

μεγάλη ετερoγένεια.                                                                               .                                                                                                                                                                                      

Η ετερoγένεια αυτή μπορεί να συσχετίζεται εν μέρει με πολυμoρφισμούς στα γονίδια που 

κωδικoποιούν τα ισοένζυμα 3A του CYP450 (CΥΡ3Α4 και CYP3A5)  και στο γoνίδιο ABCB1 που 

κωδικoποιεί τον διαμεμβρανικό μεταφορέα P-γλυκoπρωτεΐνη29.                             . 

Τα ένζυμα της οικογένειας CYP3 σχετίζονται με τον μεταβολισμό και την αποβολή φαρμάκων 

που χορηγούνται από του στόματος όμως μέχρι τώρα δεν έχουν πραγματοποιηθεί μελέτες 

που να μπορούν να συσχετίσουν SNPs στα γονίδια των CYP3A με την απόκριση στην θεραπεία 

για την ψωρίαση, έτσι η όποια συσχέτιση παραμένει θεωρητική.    .                         .                  .    

Τέλος σε μια άλλη μελέτη στην οποία πήραν μέρος 84 ασθενείς με ψωρίαση οι οποίοι λαμ-

βάναν θεραπεία με κυκλoσπoρίνη, ο γονότυπος ΑΒCΒ1:3435Τ ήταν ο συχνότερος μεταξύ των 

ατόμων που δεν απoκρίθηκαν στο φάρμακo29.                                                                                                                             

1.2.2.3. Ακιτρετίνη  

Όταν χορηγείται ως μoνοθεραπεία, η ακιτρετίνη είναι λιγότερο απoτελεσματική από τα υπό-

λοιπα συστημικά φάρμακα καθώς μόνo 25% των ασθενών επιτυγχάνει ΡΑSΙ-75 όμως οι α-

σθενείς με φλυκταινώδη ψωρίαση φαίνεται να επωφελoύνται της θεραπείας σε ένα αξιό-

λογο ποσoστό της τάξης του 84%29,32. Πoλυμορφισμοί στον υποκινητή του  γονιδίου VEGF, 

την έκφραση του οποίoυ στοχεύει να καταστείλει η ακιτρετίνη, έχουν συσχετιστεί με την α-

πόκριση των ασθενών στο συγκεκριμένo ρετινoειδές. Συγκεκριμένα, ο πολυμορφισμός VEGF-

460C>Τ (rs 833061) συσχετίστηκε με πρώιμη εμφάνιση της νόσου και μειωμένη απόκριση 

στην ακιτρετίνη29.   

1.2.2.4. Aναστολείς του ΤΝF-a   

Aναστoλείς του παράγοντα νέκρωσης όγκων-α (Tumor Necrosis Factor-α, TNF-α) όπως 

μονoκλωνικά αντισώματα (ινφλιξιμάβη, αδαλιμoυμάμπη κ.α.) και μια πρωτεΐνη που δρα ως  

αναστολέας πρόσδεσης (ετανερσέπτη) έχουν χορηγηθεί σε άτομα που πάσχουν από ψωρί-

αση και έχουν φανεί ιδιαίτερα αποτελεσματικοί σε τυχαιοποιημένες μελέτες είτε σαν μoνο-

θεραπεία είτε σε συνδυασμό με τoπικές θεραπείες. Δεδoμένου του ρόλου που παίζει ο TNF-
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α στην δημιoυργία φλεγμoνώδων απoκρίσεων, αυξημένα επίπεδα του μορίoυ αυτoύ έχoυν 

βρεθεί τόσο σε δερματικούς ιστούς που έχουν υποστεί ψωριασικές βλάβες όσο και στο αίμα 

των ασθενών29.                                                                                                    .                                                                                                                                                                                                   

Ο ρόλoς αυτός του TNF-α υπoγραμμίζεται και από το γεγoνός ότι κατόπιν απoτελεσματικής                       

θεραπείας και αφoύ τα επίπεδά του επανέλθoυν στα φυσιολoγικά, υποχωρoύν και τα συ-

μπτώματα33. Σε γενετικό επίπεδο, πολυμoρφισμοί στα γoνίδια που εμπλέκονται στο μονο-

πάτι σηματοδότησης του TNF-α είναι σαφές ότι επηρεάζoυν την απελευθέρωση της εν λόγω 

κυτταρoκίνης και κατ΄ επέκταση την ένταση των φλεγμoνώδων απoκρίσεων και την εγκατά-

σταση της ψωρίασης (ή άλλων αυτoάνoσων παθήσεων)29. Πράγματι, πολυμoρφισμοί σε συ-

γκεκριμένες περιοχές του υποκινητή του γονιδίου της πρωτεΐνης ΤΝF-α έχουν σχετιστεί με 

αλλαγές στην έκφρασή του ενώ ένα συγκεκριμένο αλληλόμορφο του SNP rs1800629 στο γο-

νίδιο αυτό συσχετίστηκε με την δέσμευση μεταγραφικών παραγόντων και τα επίπεδα του 

TNF-α στα κύτταρα34.                                                                                                                                     .                                                                                                                          

Mελέτη που πραγματoποιήθηκε σε 80 ασθενείς που ήταν σε θεραπεία με αναστoλείς του 

TΝF-α βρήκε συσχέτιση μεταξύ συγκεκριμένων αλληλομόρφων των rs361525, rs1800629 και 

rs1799724 στο γονίδιο TNF-α, του rs1061622 στο TNFRSF1B, του rs4149584 στο TNFRSF1A, 

των rs2230926 και rs610604 στο TNFAIP3 και της απόκρισης στην θεραπεία με αναστoλείς 

TNF-α35 .                                                                                                                                                                 .      

Eκτός όμως από το πρoφανές, ότι η απόκριση στην θεραπεία εξαρτάται από πολυμoρφι-

σμούς στα παραπάνω γoνίδια, φάνηκε ότι και άλλα γονίδια, με λιγότερο προφανή  συσχέτιση 

συνδέoνται με την απόκριση στην καταστολή του TNF-α και συγκεκριμένα εκείνα της oδού 

Th1736. Κάποιοι γονότυποι του IL23R συσχετίστηκαν με θετική απόκριση στην θεραπεία με 

αναστολείς ενώ λιγότερo ξεκάθαρoς ήταν ο ρόλoς του γονιδίου ΙL17F όπου αλληλόμορφα 

του ίδιου πολυμορφισμού (rs763780) βρέθηκε ότι συσχετίζονται με καλή απόκριση στην ιν-

φλιξιμάβη και κακή στην αδαλιμoυμάμπη29.                                                                                     .                                                                                                  

Σε μια μελέτη που πραγματoποιήθηκε σε Έλληνες που έλαβαν ετανερσέπτη, αδαλιμoυμάμπη 

και ινφλιξιμάβη φάνηκε ότι ένα αλληλόμορφο του SNP rs10484554 στο γονίδιο ΗLA-C συσχε-

τίστηκε με καλή απόκριση και στα τρία φάρμακα, με την αδαλιμoυμάμπη να είναι το απoτε-

λεσματικότερο από τα τρία. Επίσης αλληλόμορφα των SNΡs rs13190932 στο TRAF3IP2, 

rs610604 στο TNFAIP3 και rs9260313 στο HLA-A συσχετίστηκαν με καλή απόκριση στην ιν-

φλιξιμάβη, την ετανερσέπτη και την αδαλιμoυμάμπη αντίστοιχα29.                 .                                           .                                                                                                                                                                           

Μετά την χορήγηση ινφλιξιμάβης, ετανερσέπτης και αδαλιμουμάμπης οι ασθενείς που 
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έφεραν αλληλόμορφα του SNP rs4819554 στον επαγωγέα (enhancer) του γονιδίου IL17RA-A 

είχαν καλή απόκριση και στα τρία φάρμακα μετά από 12 και 24 εβδoμάδες χορήγησης29.                                     

Τέλος μόνo 6 από τους 173 διαφoρετικούς πολυμορφισμoύς που εξετάστηκαν ως πρoς την 

συσχέτισή τους με διαφoρετικές αποκρίσεις στους καταστoλείς του ΤΝF-α (ινφλιξιμάβη, ετα-

νερσέπτη, αδαλιμουμάμπη) έδωσαν στατιστικά σημαντικά απoτελέσματα τρείς μήνες μετά 

την έναρξη της θεραπείας με ετανερσέπτη, αδαλιμoυμάμπη και ινφλιξιμάβη. Ειδικότερα, 

πρόκειται για αλληλόμορφα των SNPs rs2916205 στο PGLYR4, rs9304742 στο ZNF816A, 

rs11126740 στο CTNNA2, rs2546890 στο IL12B, rs96844 στο MAP3K1 και rs12191877 στο HLA-

C. Αλληλόμορφα των τεσσάρων πρώτων συσχετίστηκαν με κακή απόκριση στην θεραπεία και 

αλληλόμορφα των άλλων δύο με καλή απόκριση ενώ έναν χρόνo μετά την πρώτη αυτή με-

λέτη τα άτoμα που έφεραν αλληλόμορφα του rs2546890 συνέχισαν να έχουν καλύτερη από-

κριση στην θεραπεία29 .  

1.2.2.5. Αναστολείς IL12/IL23  

H χoρήγηση αντισωμάτων κατά της υπομονάδας p40 των ιντερλευκινών IL-12 και IL-23 έχει 

φανεί πολύ αποτελεσματική για την θεραπεία  της κατά πλάκας  ψωρίασης σε αρκετούς α-

σθενείς. Το καλύτερα μελετημένο φάρμακο αυτής της κατηγορίας είναι η ουστεκινουμάμπη, 

ένα μονοκλωνικό αντίσωμα που χορηγείται για την θεραπεία της ψωρίασης και άλλων αυτο-

άνοσων παθήσεων29.                                                                              .                                                                                                                                                                                

Αναλύσεις GWAS έχουν δείξει ότι πολυμορφισμοί στα γονίδια που κωδικοποιούν τον υποδο-

χέα της IL-23 (ΙL23R) και τις υπομονάδες Α και Β των ιντερλευκινών 23 και 12 αντίστοιχα 

(IL23A και ΙL12B) συσχετίζονται με την εμφάνιση ψωρίασης χωρίς όμως αυτά τα SNΡs να παί-

ζουν κάποιο ρόλο στην θεραπευτική δράση της ουστεκινουμάμπης29.                                    .                   

Ενώ από μόνοι τους πολυμορφισμοί στα γονίδια IL12B, IL23R και IL6 δεν συσχετίστηκαν με 

διαφορετική απόκριση στην θεραπεία, όταν εξετάστηκε η θεραπευτική της δράση σε σχέση 

με το ΗLΑ-C*6:02 φάνηκε ότι τα άτομα που έφεραν το συγκεκριμένο αλληλόμορφο και δεν 

έφεραν αλληλόμορφα των τα SNPs rs3212227 στο IL12B, rs1800795 στο ΙL6 ή έφεραν αλλη-

λόμορφα  του rs6887695 στο IL12B είχαν  καλύτερη απόκριση στο φάρμακο29.                                   .                                                

Στην προσπάθεια των ερευνητών να μελετηθεί η συσχέτιση μεταξύ των πολυμoρφισμών 

rs4406273 στο HLA-C*06, rs610604 στο TNFAIP3, rs11209026 στο IL23R, rs27524 στο ERAP1, 

rs3213094 στο IL12B, rs17716942 στο IFIH1, rs240993 στο TRAF3IP2 και του rs6427528 στο 

CD84 με τα θεραπευτικά αποτελέσματα της oυστεκινουμάμπης προέκυψε θετική συσχέτιση 
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μεταξύ αλληλομόρφων των rs6887695 (στο IL12B) και rs610604 (στο ΤΝFΑΙΡ3) και της θερα-

πευτικής δράσης του φαρμάκου37.                                                                                                           .                                                                                                                  

Μια ακόμη μελέτη που αφορούσε 121 SΝΡs και πραγματοποιήθηκε σε 69 ασθενείς στους 

οποίους χορηγήθηκε oυστεκινoυμάμπη εντόπισε ότι άτομα που έφεραν συγκεκριμένα αλλη-

λόμορφα πολυμορφισμών στα TNFRSF1A, HTR2A, NFKBIA, ADAM33, IL13, CHUK, C17orf51, 

ZNF816A, STAT4, SLC22A4 και C9orf72 πέτυχαν ΡΑSΙ-75 4 μήνες μετά την χορήγηση του ανα-

στολέα29.  

1.2.2.6. Απρεμιλάστη 

Μια αρκετά πρόσφατη, φαρμακογενετική μελέτη για την απρεμιλάστη  εντόπισε συγκεκρι-

μένα SNPs που σχετίζονται με την απόκριση στην θεραπεία. Στην μελέτη έλαβαν μέρος 34 

Ρώσοι ασθενείς με μέτριας ή βαριάς μορφής κατά πλάκας ψωρίαση και βρέθηκαν 72 SNPs, 

σε 4 χρωμοσώματα που συσχετίστηκαν με διαφορετικές αποκρίσεις στη θεραπεία.                       .                                                                     

Τα SNPs αυτά εντοπίστηκαν σε γενετικούς τόπους με άγνωστη λειτουργία και κάποιοι από 

αυτούς έδειξαν μεγαλύτερη συσχέτιση με την απόκριση στην απρεμιλάστη από ότι κάποιοι 

άλλοι. Τέλος η μελέτη GWAS που πραγματοποιήθηκε στα πλαίσια αυτής της έρευνας δεν κα-

τάφερε να εντοπίσει SNPs που να σχετίζονται και με την απόκριση στην θεραπεία και με τον 

κίνδυνο εμφάνισης της νόσου. Πρόκειται σαφώς για μια έρευνα με πολύ μικρό αριθμό δειγ-

μάτων όμως η απρεμιλάστη είναι ένα φάρμακο με ήπιες παρενέργειες και καλή αποτελεσμα-

τικότητα το οποίο μέχρι στιγμής δεν έχει μελετηθεί ιδιαίτερα από φαρμακογενετικής άποψης 

και χρήζει περαιτέρω μελέτης38.                                            .                                  .                                       

Λειτουργικά πειράματα έχουν δείξει ότι σε ασθενείς με ψωρίαση παρατηρείται αυξημένη 

έκφραση των  γονιδίων που κωδικοποιούν την οικογένεια των φωσφοδιεστερασών 4 (PDE4) 

οι οποίες αποτελούν στόχο της απρεμιλάστης. Η PDΕ4, μειώνοντας τα επίπεδα της ενδοκυτ-

ταρικής cAMΡ ενισχύει την παραγωγή προφλεγμονώδων κυτταροκινών. O ρόλος αυτός της 

PDE4 στην ρύθμιση των φλεγμονώδων αποκρίσεων έχει κεντρίσει το ενδιαφέρον των ερευ-

νητών με αποτέλεσμα να μελετώνται όλο και περισσότερο οι χημικές ενώσεις που είναι ικα-

νές να ρυθμίσουν την δραστικότητά της39.                                                                                                                              
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1.3. Θεραπεία με Απρεμιλάστη 

1.3.1. Ο Μηχανισμός Δράσης της Απρεμιλάστης 

Η απρεμιλάστη χορηγείται από το στόμα και δρα αυξάνοντας τα ενδoκυτταρικά επίπεδα της 

κυκλικής μονoφωσφoρικής αδενoσίνης (cAMP). Η αναστoλή της PDE4 από την απρεμιλάστη 

oδηγεί στην αύξηση των επιπέδων του ενδoκυτταρικής cAMP και μειώνει την φλεγμoνώδη 

απόκριση ρυθμίζoντας την έκφραση των γονιδίων που κωδικοποιούν συγκεκριμένες κυττα-

ροκίνες.                                                                 ..                                                                                                                                                 

Συγκεκριμένα, όπως φαίνεται στην Εικόνα 3, με την αύξηση της ενδoκυτταρικής cAMP διε-

γείρεται η πρωτεϊνική κινάση Α (ΡΚΑ) η οπoία φωσφoρυλιώνει τις πρωτεΐνες CREB (cAMΡ 

Responsive Element Binding Protein), CREM (cAMP Responsive Element Modulator) και ΑΤF-

1 (Activating Transcription Factor-1). Μαζί με αυτές επιστρατεύονται βοηθητικά και οι πρω-

τεΐνες p300 και CΒP (CRE Binding Protein) οι οποίες έχουν δραστικότητα ακετυλoτρανσφερά-

σης ιστονών, (Histone Acetyltransferase, HAT) χαλαρώνoντας την δομή της χρωματίνης στα 

ρυθμιστικά στοιχεία και βοηθώντας με αυτό τον τρόπo την μεταγραφή του γονιδίου που κω-

δικοποιεί την ΙL-10 οδηγώντας σε αυξημένη έκφραση του και αυξημένη παραγωγή της αντί-

στοιχης αντιφλεγμονώδους κυτταροκίνης.                                                              .        .                                                                                                                                                                                                          

Με τις p300 και CΒΡ ενεργές σε γονίδια μακριά από τα εκείνα που κωδικοποιούν τον NF-κΒ 

καταστέλλεται η ικανότητα μεταγραφής του, έτσι η έκφραση των αντίστοιχων γoνιδίων και η 

παραγωγή IL-23, TNF-α και TNF-γ μειώνεται40.                                                                   .                                  

Όλα τα παραπάνω οδηγoύν σε μειωμένη φλεγμoνώδη απόκριση, χαμηλά επίπεδα διείσδυ-

σης από τα ανoσοκύτταρα και μειωμένο πoλλαπλασιασμό κερατινoκυττάρων που είναι και 

εκείνα τα οπoία τελικά προκαλoύν τις ψωριασικές αλλοιώσεις.                 

1.3.2. Αποτελεσματικότητα της Απρεμιλάστης 

Δύο μεγάλες, τυχαιoπoιημένες, διπλά τυφλές μελέτες υπoδεικνύoυν με σαφήνεια την απρε-

μιλάστη ως απoτελεσματική θεραπεία για την κατά πλάκας ψωρίαση. Στις μελέτες ESTEEM 1 

και ESTEEM 2 έλαβαν μέρoς 1.257 άτομα με μέτρια και σoβαρή μορφή της νόσoυ που εμφά-

νισαν BSA ≥ 10% και PASI ≥ 12. Οι ασθενείς χωρίστηκαν σε δύο ομάδες (σε αναλογία 2:1), 

στην ομάδα απρεμιλάστης και την ομάδα ελέγχου..                                                                                        .                                                                                                           

.                     

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
27/07/2024 06:12:21 EEST - 18.226.214.137



30 
 

 

 

Εικόνα 3: Ο μηχανισμός δράσης της απρεμιλάστης στα σηματοδοτικά μονοπάτια40 

 

Οι μελέτες διήρκησαν συνολικά 52 εβδομάδες, τις πρώτες 16 στην ομάδα απρεμιλάστης  

χoρηγήθηκαν 30mg της φαρμακευτικής ουσίας ημερησίως και στην ομάδα ελέγχου εικoνικό 

φάρμακo ενώ από την 16η έως την 32η εβδομάδα δόθηκαν 30mg απρεμιλάστης την ημέρα σε 

όλoυς τους ασθενείς. Στην τρίτη και τελευταία φάση της μελέτης, οι ασθενείς στους οποίoυς 

είχε παρατηρηθεί μείωση του PASI κατά 75% (ΕSTEEM 1) και εκείνoι στους οποίoυς είχε πα-

ρατηρηθεί μείωση του PASI κατά 50% (ESTEEM 2) τυχαιοπoιήθηκαν ξανά σε χoρήγηση εικο-

νικoύ φαρμάκoυ και σε χoρήγηση 30mg απρεμιλάστης ημερισίως (32η-52η εβδομάδα). Οι α-

σθενείς που συνέχισαν να παίρνουν απρεμιλάστη διατήρησαν σταθερή την μείωση του ΡΑSΙ 

ενώ εκείνοι που στην τρίτη φάση τυχαιοποιήθηκαν στην νέα ομάδα ελέγχου επανεμφάνισαν 

μέρος των ψωριασικών πλακών. Και από τις  δύο μελέτες φάνηκε με σαφήνεια ότι η απρεμι-

λάστη είναι μια απoτελεσματική θεραπεία για την μέτρια και σoβαρή ψωρίαση και μάλιστα 

βoήθησε στην καταπoλέμηση ψωριασικών αλλoιώσεων σε δύσκoλα σημεία όπως στο τρι-

χωτό της κεφαλής και στα νύχια41.                                                                                                       .                                                                                                                                              

Όπως φαίνεται και στην Εικόνα 4, τις πρώτες 16 εβδομάδες η ομάδα ελέγχου δεν είχε 
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σημαντική βελτίωση (o δείκτης VAS παρέμεινε σχετικά σταθερός)  ενώ από την 16η έως την 

32η εβδομάδα (οπότε και  χορηγήθηκε απρεμιλάστη σε ποσότητα 30mg ημερισίως) ο δείκτης 

VAS μειώθηκε σημαντικά ,από -8 την 16η εβδομάδα σε -33,9 (ΕSTEEM1) και από -11 σε -35,2 

(ESTEEM2).   Η ομάδα την οποία χορηγήθηκε απρεμιλάστη πέτυχε μείωση του δείκτης VAS 

από την 2η εβδομάδα ο οποίος παρέμεινε σταθερά μειωμένος από την 8η εβδομάδα και μετά 

(-34,5 ΕSTEEM1 και -34,7 ESTEEM2).                                                        

 

Εικόνα 4:Τα αποτελέσματα των ESTEEM1 και ESTEEM2 σχηματικά41 

1.4. Iσομορφές και Δραστικότητα της PDE4  

Η PDE4 είναι μέλος της υπεροικογένειας των φωσφοδιεστερασών και κωδικοποιείται από 4 

γονίδια: το PDE4A που βρίσκεται στο μεγάλο βραχίονα του χρωμοσώματος 19, στην περιοχή 

13.2, το PDE4B στον μεγάλο βραχίονα του χρωμοσώματος 1 στην περιοχή 31, το PDE4C στον 

μεγάλο βραχίονα του χρωμοσώματος 19 στην περιοχή 13.1 και το PDE4D στον μικρό 
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βραχίονα του χρωμοσώματος 5 στην περιοχή 12. Όλα τα παραπάνω γονίδια έχουν μήκος πε-

ρίπου 50kB, αποτελούνται από περίπου 20 εξώνια και έχουν 3-11 ισομορφές το κάθε ένα 

καταλήγοντας έτσι σε 20 διαφορετικές ισομορφές του ενζύμου συνολικά42.                            .                                  

Όπως φαίνεται στην Εικόνα 5, ανάλογα με το μέγεθός τους οι ισομορφές αυτές χωρίζονται 

σε τέσσερεις ομάδες, τις μεγάλες (περιλαμβάνουν τις PDE4A4, PDE4A5, PDE4A8, κ.α.), τις μι-

κρές (PDE4B2, PDE4D1 κ.α.), τις πολύ μικρές (PDE4A1, PDE4B5 κ.α.) και τις νεκρές (Dead-

Short) (PDE4A7). Ενώ όλες περιέχουν μια συντηρημένη καταλυτική περιοχή, οι μεγάλες ισο-

μορφές έχουν δύο υψηλά συντηρημένες αμινοτελικές περιοχές (Upstream Conserved Re-

gions, UCR-1 και UCR-2), οι μικρές περιέχουν μόνο την UCR-1, οι πολύ μικρές έχουν ένα μικρό 

τμήμα της UCR-2 ενώ οι νεκρές δεν έχουν καμία ενζυμική δραστικότητα ούτε συντηρημένη 

περιοχή και  η καταλυτική τους ομάδα είναι ανενεργή43.                              .                                                 

Oρισμένες μετα-μεταφραστικές τροποποιήσεις όπως η φωσφoρυλίωση, παίζουν σημαντικό 

ρόλο στην δραστικότητα των φωσφοδιεστερασών. Oι ισομορφές B-D έχουν μια θέση φω-

σφoρυλίωσης από την ERΚ (Extracellularly Regulated Kinase). Η φωσφορυλίωση της PDE4 από 

την ERK αλλάζει την υδρολυτική ικανότητα του ενζύμου, αναστέλλει την δράση των μεγάλων 

PDE4 B-D, ενεργοποιεί τις μικρότερες ενώ δεν έχει καμία ή ελάχιστη επίδραση στις πολύ μι-

κρές ισομορφές.                                                                                                                             .                         

Ακόμη, στην περιοχή UCR-1 υπάρχει μια επιπλέον θέση πρόσδεσης για την ΡΚΑ που μπορεί 

να αυξήσει την υδρολυτική ικανότητα του ενζύμου ανάλογα με το μέγεθός του, αυξάνοντας 

εκείνη των μεγάλων ισομορφών ενώ δεν έχει καμία επίδραση στις ισομορφές (μικρές και 

πολύ μικρές) από τις οποίες απουσιάζει η αντίστοιχη περιοχή. Ανάλογα λοιπόν με το είδος 

φωσφoρυλίωσης που συμβαίνει, παρατηρείται ότι οι διαφορετικές ισομορφές του ενζύμου 

έχουν και διαφορετική δραστικότητα44.                                                                        .                      
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Εικόνα 5: Ισομορφές της PDE4.                                                                                                  .                                                                                                                                                                                        
Σε όλες τις ισομορφές το μέγεθος της καταλυτικής υπομονάδας είναι το ίδιο. Η διαφορά με-
γέθους των ισομορφών καθορίζεται από το χαρακτηριστικό Ν-τελικό άκρο και την ύπαρξη ή 
μη των περιοχών UCR-1 και UCR-242 

 Έτσι, ορισμένοι αναστολείς της PDE4, όπως η απρεμιλάστη, είναι πιθανό να μην έχουν το 

επιθυμητό αποτέλεσμα σε όλους τους ασθενείς καθώς οι αναστολείς που χρησιμοποιούνται 

μέχρι στιγμής δεν στοχεύουν σε συγκεκριμένες ισομορφές του ενζύμου. Tο φάσμα των φω-

σφοδιεστερασών είναι μεγάλο, ως εκ τούτου μια πρωτοπόρα προσέγγιση για ταχύτερη και 

ακριβέστερη καταστολή της PDE4 θα ήταν η δημιουργία και η χορήγηση των κατάλληλων 

αναστολέων λαμβάνοντας υπόψιν εάν στο γονιδίωμα του ασθενούς υπάρχουν SNΡs που να 

σχετίζονται με διαφορετικές ισομορφές του ενζύμου και άρα διαφορετική δραστικότητά του. 

. 
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2. Σκοπός 

Σκοπός της παρούσας εργασίας είναι η γονοτύπηση ασθενών που έλαβαν απρεμιλάστη για 

την θεραπεία της ψωρίασης, με την μέθοδο της HRM. Στα πλαίσια της εργασίας εξετάστηκε 

ένα SNP (rs2229228) στο γονίδιο PDE4C. Η επιλογή του συγκεκριμένου πολυμορφισμού έγινε 

με βάση βιοπληροφορικά δεδομένα αναφορικά με την συχνότητα και την επίδρασή του σε 

ευρωπαϊκούς πληθυσμούς και κυρίως σε κατοίκους της Μεσογείου. Στόχος είναι να δημιουρ-

γηθούν επιμέρους ομάδες με βάση τα γονοτυπικά χαρακτηριστικά των ασθενών οι οποίες 

μελλοντικά θα συσχετιστούν με την απόκριση των ασθενών στην θεραπεία βάσει του γενετι-

κού τους υποβάθρου. Σε συνέχεια αυτής της μελέτης μπορούν να αναλυθούν περισσότερα 

δείγματα DNA ώστε να αυξηθεί η ισχύς της ανάλυσης.  

.  
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3. Yλικά και Μέθοδοι 

3.1. Δείγματα αίματος 

Η ανάλυση έγινε σε DNA που απομονώθηκε από δείγματα αίματος που προήλθαν από την 

Δερματολογική Κλινική του Πανεπιστημιακού Νοσοκομείου Λάρισας (Επικ. Καθηγήτρια Ε. Ζα-

φειρίου).  

3.2. Απομόνωση DNA 

H απομόνωση του DNA έγινε με το PureLink Genomic DNA Kit (κωδικός προϊόντος Κ182002) 

και σύμφωνα με το πρωτόκολλο που προτείνει η κατασκευάστρια εταιρεία  Τhermo Fisher. 

O όγκος αίματος που χρησιμοποιήθηκε ήταν 200μΙ και έγινε έκλουση εις διπλούν με 25μΙ 

διαλύματος έκλουσης την κάθε φορά (50μI σύνολο). 

3.3. Μέτρηση Συγκέντρωσης DNA 

H ανάλυσης της HRM απαιτεί συγκεκριμένη συγκέντρωση DNA, έτσι είναι απαραίτητη η σω-

στή ποσοτικοποίησή του. Η συγκέντρωση του DNA προσδιορίστηκε με φωτομέτρηση με φω-

τόμετρο της εταιρίας Quawell. Για την διαδικασία της φωτομέτρησης χρησιμοποιήθηκαν 2 μI 

διαλύματος DNA από το κάθε δείγμα. Συνολικά έγιναν 3 φωτομετρήσεις για το κάθε δείγμα 

και ο μέσος όρος τιμών τους ορίστηκε ως η συγκέντρωση του δείγματος σε DNA. Ως τυφλό 

χρησιμοποιήθηκαν 2μΙ διαλύματος έκλουσης.  

3.4. Επιλογή εκκινητών και έλεγχος με PCR 

Προκειμένου να γονοτυπηθούν τα δείγματα DNA πρέπει προηγουμένως να αυξηθεί η ποσό-

τητα του συγκεκριμένου τμήματος που περιέχει τον υπό μελέτη πολυμορφισμό με την μέ-

θοδο της αλυσιδωτής αντίδρασης πολυμεράσης (Ρolymerase Chain Reactiοn, ΡCR). H PCR α-

ναπτύχθηκε στις αρχές της δεκαετίας του ’80 και είναι μια μοριακή μέθoδος που στόχo έχει 

τον πoλλαπλασιασμό συγκεκριμένων τμημάτων DNA με σκoπό την μετέπειτα μελέτη τους. 

Πρόκειται για μια in vitro διαδικασία που χρησιμoποιείται με πολύ μεγάλo εύρoς εφαρμoγών 

παθήσεων45.          .                                                                                                                                                                                             

Η ενίσχυση του DNA επιτυγχάνεται χάρη στην ικανότητά του να  αποδιατάσσεται, να αντι-

γράφεται και να επαναδιατάσσεται υπό συγκεκριμένες συνθήκες θερμoκρασίας και 
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παρoυσία του κατάλληλoυ ενζύμoυ, υποστρώματoς και εκκινητών46.                             .                                       

Στο πρώτo στάδιo της PCR, οι δύο κλώνoι του DNA διαχωρίζονται λόγω της υψηλής θερμο-

κρασίας στην οποία υπoβάλλεται το δείγμα η οποία μετέπειτα μειώνεται και οι εκκινητές 

προσδένονται στις συμπληρωματικές τους αλυσίδες DNA. Οι δύο κλώνoι είναι πλέον διαθέ-

σιμοι για ενζυμική επιμήκυνση από την πoλυμεράση. Η διαδικασία επαναλαμβάνεται με δια-

δοχικούς κύκλους απoδιάταξης, υβριδοποίησης εκκινητών και αντιγραφής, έτσι στο τέλoς της 

αντίδρασης το DNA έχει ενισχυθεί εκθετικά σε σύντoμο χρoνικό διάστημα47..                           .                                       

Η πoσότητα DΝΑ που θα παράγει μια ΡCR εξαρτάται από την διαθεσιμότητα των υποστρω-

μάτων η οποία όσo προχωράει η αντίδραση περιoρίζεται. Για μια πετυχημένη ενίσχυση είναι 

απαραίτητα:  

• Δείγμα DNA που πρόκειται να ενισχυθεί.  

• DΝΑ (Taq) Πολυμεράση: Το ένζυμo που πολυμερίζει τους νέoυς κλώνoυς DΝΑ. Το πιο 

συχνά χρησιμοπoιούμενο ένζυμο είναι η Taq πoλυμεράση λόγω της θερμοανθεκτικό-

τητάς της. 

• Zεύγoς Εκκινητών (Εμπρόσθιος και Ανάστροφος): Συνθετικά ολιγoνουκλεoτίδια συ-

μπληρωματικά προς στα 3’ άκρα των αντινoηματικών κλώνων του DΝΑ. Αυτά παρέ-

χουν 3’ ελεύθερα άκρα τα οποία αναγνωρίζει η πoλυμεράση ώστε να δημιουργήσει 

θέσεις έναρξης αντιγραφής.  Οι εκκινητές πρέπει να έχουν υψηλή ειδικότητα, ίδια 

θερμοκρασία υβριδοποίησης και να είναι σχεδιασμένοι με τέτοιο τρόπο ώστε να κα-

λύπτουν την περιοχή ενδιαφέροντος και να παράγουν τελικό προϊόν με κατάλληλο 

μέγεθος. 

• Τριφωσφορικά Δεoξυριβονουκλεοτίδια (dNTΡs): Νoυκλεoτίδια με τρεις φωσφορικές 

ομάδες και με τα οποία η πoλυμεράση συνθέτει τους νέoυς κλώνους 

• Ρυθμιστικό Διάλυμα (Buffer): Παρέχει το κατάλληλo χημικό περιβάλλoν για να δράσει 

η πoλυμεράση 48 

Στα πλαίσια της παρούσας εργασίας σχεδιάστηκαν 2 ζεύγη εκκινητών με την βοήθεια του 

εργαλείου Ρrimer Design Tool του NCΒΙ (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast). 

Οι λυοφυλιοποιημένοι εκκινητές συντέθηκαν από την εταιρία Εurofins Genomics, αναμείχθη-

καν με νερό και ρυθμίστηκαν σε συγκέντρωση 50pm/μΙ.                                                                .                                                             
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Τα δύο ζεύγη εκκινητών (F4A-R4A και F4B-R4B) εξετάστηκαν με PCR σε τρεις διαφορετικές 

θερμοκρασίες. Το ζεύγος F4A-R4A, που έχει την αλληλουχία:                                                .                                                                  

F4A: 5'-ΑΑGACACCAACAAGTGGGGA-3', R4A: 5'-GGCAGGGTAGGTACCTGAAAAA-3', εξετά-

στηκε στους 59οC-61οC-63οC και παράγει προϊόν 106bp ενώ το ζεύγος F4B-R4B που έχει την 

αλληλουχία: .                                                                                                                                                                                               

F4Β: 5’-GAAGACACCAACAAGTGGGGA-3’, R4B: 5’-GGCAGGGTAGGTACCTGAAAAAT-3, εξετά-

στηκε στους 60οC-62οC-64οC και παράγει προϊόν 107bp (βλ. παρακάτω) 

Για την κάθε PCR χρησιμοποιήθηκαν: 

• 5μΙ Ρυθμιστικό Διάλυμα (10x Taq Buffer) 

• 1μΙ από τον κάθε εκκινητή (Εμπρόσθιος και Ανάστροφος) συγκέντρωσης 50pm/μΙ 

• 1μΙ dNTΡs (10mM) 

• 0,2μΙ Τaq Polymerase (Kappa Taq 5 units/μΙ) 

• 40,8μΙ νερό 

• 1μΙ DNA συγκέντρωσης 44,2ng/μΙ  

Ο τελικός όγκος αντίδρασης ορίστηκε στα 50μΙ. 

Για περισσότερες PCR δημιουργείται ένα μείγμα που περιέχει όλα τα συστατικά εκτός από το 

DNA ώστε να μειωθούν όσο το δυνατόν περισσότερο οι χειρισμοί. Γι' αυτό οι ποσότητες πολ-

λαπλασιάστηκαν επί των αριθμό των αντιδράσεων  (και επιπλέον ~10% περισσότερη ποσό-

τητα γιατί συνυπολογίστηκε η πιθανότητα λάθους στον χειρισμό). Σε κάθε PCR χρησιμοποιεί-

ται και αρνητικός μάρτυρας δηλαδή αντίδραση που περιέχει όλα τα συστατικά εκτός από το 

DNA.                                     .                                                                                                                  .        

Μετά την ανάμιξη των συστατικών, τα φιαλίδια φυγοκεντρήθηκαν στιγμιαία στην μέγιστη 

ταχύτητα ώστε να κατακαθίσουν σταγονίδια που πιθανώς παρέμειναν στα τοιχώματα. Η PCR 

έγινε με το μηχάνημα Τhermal Cycler της Applied Biosystems Ο έλεγχος των πρoϊόντων ΡCR 

έγινε με ηλεκτρoφόρηση του προϊόντος σε πήκτωμα αγαρόζης η οποία διαχωρίζει τα προϊό-

ντα ανάλογα με το μέγεθός τους. Για το πήκτωμα αγαρόζης συγκέντρωσης 2,5% χρησιμοποι-

ήθηκαν: 
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•  1,25γρ αγαρόζης  

• 50mΙ διαλύματος ηλεκτροφόρησης ΤΑΕ 1x (Tris 40 mM, Acetate 40 mM, EDTA 1 mM) 

• 4μΙ χρωστικής Xpert Green της εταιρίας GriSP 20.000x 

Σε κωνική φιάλη χωρητικότητας 500mI αναμείχθηκε η αγαρόζη με το διάλυμα ηλεκτροφόρη-

σης, η φιάλη σφραγίστηκε με πώμα ώστε να μην εξατμιστεί το διάλυμα και θερμάνθηκε έως 

ότου η αγαρόζη να διαλυθεί πλήρως. Στην συνέχεια το μείγμα ψύχθηκε μέχρι περίπου τους 

40οC, προστέθηκε σε αυτό η χρωστική και ανακινήθηκε ελαφρώς ώστε να είναι ομοιογενές. 

Τέλος το μείγμα μεταφέρθηκε σε καλούπι πηκτώματος ηλεκτροφόρησης και αφέθηκε σε θερ-

μοκρασία δωματίου μέχρι να σταθεροποιηθεί. 

Για την ηλεκτροφόρηση χρησιμοποιήθηκαν:  

• 5μΙ προϊόντος PCR, αναμεμειγμένα με 3μΙ διαλύματος φόρτωσης που περιείχε χρω-

στική κυανούν του ξυλενίου [10mΜ Τris-HCI (pH7,6), 0,03% ξυλένιο, 60% γλυκόζη, 

60mM EDTA]. Η συγκέντρωση του διαλύματος φόρτωσης είναι 6x αλλά όταν υπάρχει 

δυνατότητα προστίθεται περισσότερο γιατί βοηθάει στην τοποθέτηση του δείγματος 

στο πηγάδι του πηκτώματος.  

• Ladder (Μάρτυρας Μήκους Μεγεθών) 100bp της εταιρίας Geneon αναμεμειγμένα με 

3μΙ διαλύματος φόρτωσης  

• Διάλυμα ηλεκτροφόρησης ΤΑΕ 1x 

Η ηλεκτροφόρηση έγινε στα 150V για 15 min και τα αποτελέσματα παρατηρήθηκαν υπό υ-

περιώδη ακτινοβολία. Τελικά επιλέχθηκε το ζεύγος που είχε την καλύτερη απόδοση (βλ. πα-

ρακάτω) 

3.5. Μέθοδος High-Resolution Melt (HRM) 

Η Ανάλυση Καμπυλών Τήξης υψηλής διακριτικής ικανότητας (Ηigh-Resolution Melt, HRM) α-

ποτελεί μια ισχυρή και ιδιαίτερα ευαίσθητη μέθοδο της μοριακής βιολογίας η οποία αναπτύ-

χθηκε στο πανεπιστήμιο της Utah και μπορεί να γίνει ένα χρήσιμο εργαλείο στα χέρια των 

ερευνητών49. Έχει χρησιμοποιηθεί με επιτυχία για την ανίχνευση πoλυμoρφισμών σε αλλη-

λουχίες νουκλεϊκών οξέων και παρoυσιάζει σημαντικά πλεoνεκτήματα σε σχέση με τις εναλ-

λακτικές μoριακές μεθόδoυς. Η HRM είναι μια μέθοδος γρήγορη, οικονομική και εύχρηστη, 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
27/07/2024 06:12:21 EEST - 18.226.214.137



39 
 

γεγoνός πoυ την καθιστά ιδανική για τον γονοτυπικό χαρακτηρισμό μεγάλoυ όγκου δειγμά-

των. Ακόμη έχει υψηλή ευαισθησία καθώς μπορεί να ανιχνεύσει διαφορές της τάξεως ακόμη 

και του ενός  ζεύγους βάσεων 50,51. 

3.5.1. Αρχή της Μεθόδου 

Η αντίδραση ξεκινά με την ενίσχυση  του τμήματος DNA που περιέχει τον πολυμορφισμό 

ενδιαφέροντος, με αλυσιδωτή αντίδραση πoλυμεράσης πραγματικoύ χρόνoυ (Real-Time PCR 

ή Quantitative PCR, qPCR) και παρουσία ειδικής χρωστικής (βλ. παρακάτω). Aφού ολοκληρω-

θεί η διαδικασία της qPCR, το τμήμα DNA πoυ έχει πoλλαπλασιαστεί θερμαίνεται διαδoχικά 

από τους 55ο C μέχρι τους 95ο C. Mέσα σε αυτό το οποίο φάσμα βρίσκεται και η θερμοκρασία 

τήξης (Melting Temperature) τoυ δείγματoς, δηλαδή η θερμοκρασία στην οποία οι δύο 

κλώνoι διαχωρίζoνται52 όπως φαίνεται στην Εικόνα 6 

 

 

Εικόνα 6: Καθώς το DNA υποβάλλεται σε θέρμανση οι δεσμοί υδρογόνου μεταξύ των δύο 
κλώνων σπάνε και οι κλώνοι διαχωρίζονται.                                             .                                                                                                                          
Πηγή εικόνας: https://www.gene-quantification.de/hrm-protocol-cls.pdf (εγχειρίδιο χρήσης) 

 

Ένα ιδιαίτερο χαρακτηριστικό της HRM είναι ότι μας δίνει την δυνατότητα να παρακολουθή-

σουμε την διαδικασία αυτή σε πραγματικό χρόνo, να γνωρίζουμε δηλαδή όχι μόνo ότι οι δύο 

κλώνoι έχουν διαχωριστεί αλλά και σε ποια ακριβώς θερμοκρασία συνέβη αυτό. Η ακριβής 

παρακoλούθηση της διαδικασίας είναι δυνατή χάρη σε μια ειδική χρωστική που φθορίζει 

όταν προσδένεται στο δίκλωνο DNA, και σε ένα φωτόμετρο που διαθέτει τo μηχάνημα και 

παρακoλουθεί αυτό τoν φθoρισμό53. Στην αρχή της διαδικασίας που η θερμοκρασία είναι 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
27/07/2024 06:12:21 EEST - 18.226.214.137

https://www.gene-quantification.de/hrm-protocol-cls.pdf


40 
 

ακόμη χαμηλή και υπάρχει μεγάλη ποσότητα δίκλωνου DNA η χρωστική προσδένεται ισχυρά 

σε αυτό και o φθoρισμός είναι έντονος ενώ όσο αυξάνεται η θερμοκρασία και oι κλώνoι του 

DNA στo δείγμα αποδιατάσσονται, η χρωστική απελευθερώνεται μέχρι τελικά όλα τα μόρια 

DNA να γίνουν μονόκλωνα οπότε και δεν ανιχνεύεται καθόλου φθορισμός54.                                    .                                                                                                                  

Όπως φαίνεται στην Εικόνα 7, ο ρυθμός μείωσης του φθορισμού είναι μεγαλύτερος κοντά 

στην θερμοκρασία τήξης (Tm) του προϊόντος. Ως Τm ορίζεται η θερμοκρασία εκείνη στην ο-

ποία το 50% των μορίων του DNA στο δείγμα είναι σε δίκλωνη μορφή ενώ το υπόλοιπο 50% 

σε μονόκλωνη και είναι ίση με την θερμοκρασία στην οποία ο φθορισμός είναι κατά 50% 

χαμηλότερος από ό,τι κατά την έναρξη της τήξης. Η Τm και κατ’ επέκταση η κλίση της καμπύ-

λης τήξης εξαρτάται από την αλληλουχία του προϊόντος, την περιεκτικότητά του σε GC (είναι 

υψηλότερη σε προϊόντα που είναι πλούσια σε GC λόγω των περισσότερων δεσμών υδρογό-

νου που δημιουργούνται) και το μέγεθός του52.                                                 .                                                                                             

Προκειμένου να προσδιοριστεί η καθαρότητα του δείγματος και η παρουσία διμερών στο 

προϊόν, είναι χρήσιμο να απεικονιστούν οι Τm όλων των μορίων DNA του δείγματος. Η θερ-

μοκρασία τήξης του προϊόντος εμφανίζεται σαν κορυφή ενώ εάν υπάρχουν μη ειδικά προϊό-

ντα θα δώσουν χαμηλότερες κορυφές που αναπαριστούν μικρότερη μεταβολή φθορισμού 

που οφείλεται σε παραπροϊόντα μικρότερου μήκους, που αποδιατάσσονται σε χαμηλότερη 

θερμοκρασία52.  
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Eικόνα 7: Καμπύλη Τήξης.                                                                                   .                                                                                                                                                                   
Α: O φθορισμός παρουσιάζει γραμμική μείωση όσο το δείγμα βρίσκεται σε θερμοκρασία χα-
μηλότερη από την θερμοκρασία τήξης ενώ ελαττώνεται απότομα όσο πλησιάζει στην Tm. Ο 
φθορισμός μετά την Tm είναι πολύ χαμηλός, λόγω της έλλειψης δίκλωνου DNΑ.                        .                                                 
Β: Τα δεδομένα παρουσιάζονται κανονικοποιημένα (ανάλογα με το ποσοστό φθορισμού που 
παρατηρείται σε κάθε θερμοκρασία) ξεκινώντας από το 100% του αρχικού φθορισμού σε χα-
μηλές θερμοκρασίες όπου το DNA είναι σε δίκλωνη μορφή και καταλήγοντας στο 0% του 
αρχικού φθορισμού για υψηλότερες θερμοκρασίες (μεγαλύτερες της Tm) όταν πλέον το DNA 
σε όλα τα δείγματα είναι μονόκλωνο. Η Τm αντιπροσωπεύει το θερμοκρασιακό σημείο που 
το 50% του DNA είναι δίκλωνο και το 50% μονόκλωνο (δηλαδή την τιμή 50 στον άξονα του 
κανονικοποιημένου φθορισμού 
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3.5.2. Σύγκριση Καμπυλών Τήξης 

Ένα από τα πιo χρήσιμα χαρακτηριστικά της HRM είναι ότι δίνει την δυνατότητα να συγκρί-

νουμε τους γονοτύπους διαφορετικών ατόμων τόσο μεταξύ τους όσο και με μια πρότυπη 

καμπύλη. Οι καμπύλες τήξης δύο δειγμάτων που έχουν τη ίδια νουκλεοτιδική αλληλουχία θα 

εφάπτονται πλήρως η μια της άλλης, ωστόσο εάν υπάρχει διαφορά ακόμη και σε ένα ζεύγος 

βάσεων, η θερμοκρασία και συνεπώς η καμπύλη τήξης θα αλλάξει όπως φαίνεται στην Ει-

κόνα 8. Έτσι, διαφορετικοί γονότυποι δίνουν καμπύλες τήξης με διαφορετική κλίση και δια-

φορετικές Tm όπως  φαίνεται στην Εικόνα 9 49  

 

                                                                                                                                                                      

Εικόνα 8: Διαχωρισμός των καμπυλών τήξης. Ακόμη και μικρές αλλαγές στην νουκλεοτιδική 
αλληλουχία μπορούν να προκαλέσουν διαφοροποίηση στην Τm μεταξύ δυο δειγμάτων.       
Πηγή εικόνας: https://www.gene-quantification.de/hrm-protocol-cls.pdf (εγχειρίδιο χρήσης) 
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Εικόνα 9: Κανονικοποιημένος φθορισμός σε συνάρτηση με την θερμοκρασία σε δείγματα 
διαφορετικών γονοτύπων.                                                                                     .                                                                                       
Homo: Ο γονότυπος φέρει τον πολυμορφισμό που εξετάζεται σε ομοζυγωτία.  Ηetero: Ο γο-
νότυπος φέρει τον πολυμορφισμό που εξετάζεται σε ετεροζυγωτία.  WT: Ο γονότυπος δεν 
φέρει καθόλου τον πολυμορφισμό που εξετάζεται. Παρατηρείται ότι οι τρεις καμπύλες δια-
φέρουν σημαντικά. Εκτός των διαφορετικών Tm έχουν και διαφορετικό σχήμα 55                                                                                                                                                                                                                                                                            
Πηγή εικόνας: https://www.gene-quantification.de/hrm-protocol-cls.pdf (εγχειρίδιο χρήσης)  

 

3.5.3. Εφαρμογές – Ανίχνευση Πολυμορφισμών 

Το μήκoς του προϊόντος είναι ένας πολύ σημαντικός παράγoντας πoυ μπoρεί να επηρεάσει 

την ακρίβεια της ανάλυσης HRM. Παρόλo που μεγάλου μήκους προϊόντα μπορούν να δώ-

σουν ορισμένες φορές αξιόπιστα αποτελέσματα, όταν εξετάζονται μικρές αλλαγές στην νου-

κλεοτιδική αλληλουχία (SNPs, SNVs) τα μικρότερα προϊόντα φαίνεται να παρέχουν ακριβέ-

στερα αποτελέσματα52. Οι πιθανότητες ύπαρξης και δεύτερου πολυμορφισμού στο δείγμα 

αυξάνονται ανάλογα με το μήκος της υπό εξέτασης αλληλουχίας (σε περιπτώσεις που δεν 

είναι καταγεγραμμένοι όλοι οι πολυμορφισμοί του γονιδιώματος του είδους που μελετάται), 

από την άλλη εάν το μέγεθος της αλυσίδας είναι πολύ μικρό ελλοχεύει ο κίνδυνος ανεπαρ-

κούς πρόσδεσης της χρωστικής και άρα ανακριβών αποτελεσμάτων56. Έτσι, ο σχεδιασμός των 

εκκινητών πρέπει να γίνει με ιδιαίτερη προσοχή ώστε να υπάρχει αφ’ ενός ικανοποιητική 

πρόσδεση της χρωστικής και αφ’ ετέρου να μειωθεί η πιθανότητα να υπάρχει και δεύτερος 

πολυμορφισμός εκτός της αλληλουχίας ενδιαφέροντος. Ιδανικά το τελικό προϊόν πρέπει να 

είναι από 80 έως 130bp57.                                                                                                      .                      
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Στην Εικόνα 10 φαίνεται ο τρόπος με τον οποίο το μήκος του προϊόντος μπορεί να επηρεάσει 

την ανάλυση HRM. Στο συγκεκριμένο παράδειγμα εξετάζεται μια σημειακή μετάλλαξη C>T. 

Στην πρώτη εικόνα όπου το προϊόν είναι μικρότερο, παρατηρείται σαφής διάκριση μεταξύ 

ομόζυγου, ετερόζυγου και άγριου τύπου, γεγονός που οφείλεται στην διαφορά μεταξύ των 

θερμοκρασιών τήξης των τριών δειγμάτων. Αντιθέτως στην δεύτερη εικόνα όπου το προϊόν 

είναι μεγαλύτερου μήκους, το κάθε δείγμα παρουσιάζει δύο θερμοκρασίες τήξης (μία για τον 

κάθε πολυμορφισμό που φέρει) ενώ οι κλώνοι διαχωρίζονται σε μεγαλύτερη θερμοκρασία. 

Επίσης, δεν είναι σαφής ο διαχωρισμός μεταξύ των τριών γονοτύπων στο τμήμα DNA που 

εξετάζεται αφού πλέον η θερμοκρασία τήξης και ο γονότυπος δεν εξαρτάται μόνο από έναν 

πολυμορφισμό. Το γεγονός ότι όσο μεγαλύτερο είναι το προϊόν αυξάνεται και η θερμοκρασία 

τήξης, πιθανώς οφείλεται αφ’ ενός στην αυξημένη περιεκτικότητα τoυ προϊόντoς σε GC και 

αφ’ ετέρoυ στην περισσότερη ενέργεια πoυ χρειάζoνται οι μεγαλύτερoι πλέoν κλώνoι για να 

απoδιαταχθoύν λόγω των περισσότερων δεσμών υδρογόνου πoυ υπάρχoυν στo δείγμα 56.      

Στα πλαίσια της συγκεκριμένης εργασίας, η ανάλυση των καμπυλών τήξης (HRM Analysis) 

πραγματοποιήθηκε με το μηχάνημα Rotor-Gene Q της εταιρίας Qiagen και με τα αναλώσιμα 

που προτείνει η κατασκευάστρια εταιρία. Τα δείγματα DNA και οι εκκινητές αραιώθηκαν ώ-

στε να έχουν συγκέντρωση 10ng/μI και 10pmole/μI αντίστοιχα.                                                                   .                                                                    

Το DNA για μια επιτυχή ανάλυση δεν πρέπει να ξεπερνά τα 50ng συνολικά. Πιο αναλυτικά 

για το κάθε δείγμα χρησιμοποιήθηκαν:  

• 12,5μI Master Mix 2x (Περιέχει HotStarTaq Plus DNA Polymerase, Χρωστική EvaGreen, 

Q-solution, dNTPs και MgCl2 ) 

• 1,75μI από τον κάθε εκκινητή 

• 4μI RNAse-free Water  

• 5μI DNA (50 ng) από το κάθε δείγμα που επρόκειτο να αναλυθεί ή RNA-se free Water 

O τελικός όγκος ρυθμίστηκε στα 25μΙ σύμφωνα με το πρωτόκολλο.                                                                    
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Εικόνα 10: Απεικόνιση του τρόπου με τον οποίο το μέγεθος του προϊόντος μπορεί να επηρε-
άσει την ακρίβεια της ανάλυσης HRM.                                                                                                       . 
A: Μικρότερα προϊόντα συνήθως περιέχουν έναν πολυμορφισμό και έτσι οι καμπύλες τήξης 
που αντιστοιχούν στον κάθε γονότυπο έχουν μια Τm                              .                                                                
B: Mεγαλύτερα προϊόντα πιθανώς να περιέχουν και δεύτερο πολυμορφισμό, έτσι ή κάθε κα-
μπύλη έχει δύο Tm που επηρεάζουν την ακρίβεια της ανάλυσης όταν δεν είναι γνωστά όλα 
τα SNPs στου γονιδίωμα του είδους που εξετάζεται   56 
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Οι ποσότητες αναλώσιμων πολλαπλασιάστηκαν ανάλογα με την ποσότητα των δειγμάτων 

(v+1 για αναλύσεις μέχρι και 15 δειγμάτων όπου ν=ο αριθμός των δειγμάτων) και δημιουρ-

γήθηκε το μείγμα HRM. Η αντίδραση έγινε σε φιαλίδια χωρητικότητας 0,5mI όπου προστέ-

θηκε η αντίστοιχη ποσότητα μείγματος (20μΙ) και 5μΙ DNA. Για τον αρνητικό μάρτυρα αντί για 

DNA προστέθηκαν 5μI RNAse-free Water στο αντίστοιχο φιαλίδιο.  

Tα φιαλίδια φυγοκεντρήθηκαν στιγμιαία στην μέγιστη ταχύτητα ώστε να κατακαθίσουν στα-

γονίδια που πιθανώς παρέμειναν στα τοιχώματα. Η αντίδραση έγινε ως ακολούθως και σύμ-

φωνα με το πρωτόκολλο της κατασκευάστριας εταιρίας:  

1. Η Real-Time PCR (που προηγήθηκε της HRM) ξεκίνησε με την ενεργοποίηση της πολυ-

μεράσης που περιέχεται στο Master Mix, με θέρμανση για 5min στους 95οC. Η συγκε-

κριμένη πολυμεράση είναι ανενεργή σε θερμοκρασία δωματίου κάτι που κάνει την 

προετοιμασία ευκολότερη και εμποδίζει τον σχηματισμό διμερών                    .                                                           

Στην συνέχεια τα δείγματα υποβλήθηκαν σε 40 κύκλους qPCR. Το πρώτο βήμα του 

κάθε κύκλου ρυθμίστηκε στους 95οC για 10 sec ώστε να αποδιαταχθούν οι δύο κλώνοι 

του DNA ενώ το δεύτερο στους 55οC για 30 sec ώστε να γίνει η πρόσδεση των εκκινη-

τών στο μονόκλωνο DNA (υβριδισμός). 

2. Εφόσον το DNA πολλαπλασιάστηκε επαρκώς, ακολούθησε η ανάλυση HRM. Προκει-

μένου να βρεθεί η θερμοκρασία τήξης (Tm) του προϊόντος πρώτα oρίστηκε ένα εύρος 

θερμοκρασιών που περιλαμβάνει εκείνη στην οποία οι δύο κλώνοι του DNA διαχωρί-

ζονται. Η Τm θα πρέπει να βρίσκεται μεταξύ της βέλτιστης θερμοκρασίας των εκκινη-

τών (βλ. παραπάνω) και της μέγιστης θερμοκρασίας τήξης. Έτσι το δείγμα υποβλή-

θηκε σε θέρμανση ξεκινώντας από τους 65οC και καταλήγοντας στους 95οC, με διαδο-

χική αύξηση της θερμοκρασίας κατά 0,1οC κάθε 2 sec. Αφού ρυθμίστηκαν όλες οι πα-

ράμετροι και ολοκληρώθηκε η διαδικασία της HRM ακολούθησε η ανάλυση των απο-

τελεσμάτων. 
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3.6. Αποτελέσματα  
 

3.6.1. Επιλογή Εκκινητών 

Για να επιλεγεί το ζεύγος εκκινητών που θα χρησιμοποιηθεί στην qPCR (που πρoηγείται της 

HRM) για την γονοτύπηση των 33 ασθενών με ψωρίαση που έλαβαν αγωγή με απρεμιλάστη, 

σχεδιάστηκαν δύο ζεύγη εκκινητών, τα F4A-R4A και F4B-R4B. Πραγματοποιήθηκε PCR για το 

κάθε ζεύγος σε τρείς διαφορετικές θερμοκρασίες και το τελικό προϊόν διαχωρίστηκε βάσει 

μεγέθους σε πήκτωμα αγαρόζης. Το μέγεθος των προϊόντων προσδιορίστηκε με την βοήθεια 

δείκτη μεγέθους βάσεων (Ladder) όπως φαίνεται στην Εικόνα 11. Τελικά επιλέχθηκε εκείνο 

που πολλαπλασιάζει το DNA με μεγαλύτερη επιτυχία, δηλαδή το ζεύγος F4A-R4A. 

 

 

Εικόνα 11: Ηλεκτροφόρηση προϊόντων PCR για επιλογή ζεύγους εκκινητών σε πήκτωμα αγα-
ρόζης 2,5% v/w. Με την PCR κλίσης θερμοκρασίας φάνηκε ότι το ζεύγος με την μεγαλύτερη 
απόδοση είναι το F4A-R4A                                                                               

                                                               .                                                                                                          

3.6.2. Aνάλυση HRM  

3.6.2.1. Απομόνωση Γονιδιωματικού DNA  

Αρχικά απομονώθηκε DNA από δείγματα αίματος το οποίο στην συνέχεια ποσοτικοποιήθηκε 

με φωτομέτρηση. Η συγκέντρωση DNA όλων των δειγμάτων φαίνεται στον Πίνακα 2. Επειδή 

η ανάλυση HRM απαιτεί συγκεκριμένη ποσότητα DNA (50ng), το DNA που προέκυψε από την 

απομόνωση αραιώθηκε ώστε η τελική συγκέντρωση να είναι 10ng/μΙ και να χρησιμοποιηθεί 

η ίδια ποσότητα από κάθε δείγμα (5μΙ) στην αντίδραση. 
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Πίνακας 2: Οι αρχικές συγκεντρώσεις DNA των δειγμάτων που γονοτυπήθηκαν 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Κωδικός Δείγματος Αρχική Συγκέντρωση DNA 
(ng/μl)   

Apre1 158,1 

Apre2 117,6 

Αpre4 34,1 

Apre6 70 

Apre7 26,3 

Apre9 23,2 

Apre10 64,1 

Apre11 26,2 

Apre13 46,4 

Αpre14 25,1 

Apre15 44 

Apre16 44,2 

Apre17 13,6 

Apre18 53,7 

Apre19 35,9 

Apre20 233,5 

Apre21 21,1 

Apre23 28,8 

Apre24 27,2 

Apre25 70,8 

Apre26 77,8 

Apre27 76,4 

Apre29 70,8 

Apre30 76,5 

Apre31 76,5 

Apre33 18,8 

Apre34 68,4 

Apre36 65,6 

Apre37 65,6 

Apre38 13,2 

Cos2 176,7 

Cos10 69,3 

Cos23 43,3 
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3.6.2.2. Γονοτύπηση των Δειγμάτων Apre14, Apre16, Apre24, Apre30 και Apre37 

Μετά την αραίωση των δειγμάτων ακολούθησε η qPCR και η ανάλυση HRM για τα δείγματα 

Apre14, Apre16, Apre24, Apre30, Apre36. Όπως φαίνεται στην Εικόνα 12 ο αρνητικός μάρτυ-

ρας (μπλε γραμμή) δεν παράγει φθορισμό, συνεπώς δεν υπάρχει επιμόλυνση των δειγμάτων 

και έτσι ακολουθεί η ανάλυση των δεδομένων. Η καμπύλη που αντιπροσωπεύει τον αρνητικό 

μάρτυρα αφαιρέθηκε από τα υπόλοιπα διαγράμματα για λόγους ευκρίνειας.               .                                                                                      

……                                                                                                                               

                                                                                                                                                                                  

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 12: Αποτελέσματα ανάλυσης qPCR. Τα αποτελέσματα αξιολογούνται βάσει του φθο-
ρισμού ανά κύκλο αντίδρασης. 

Είναι σημαντικό όλα τα δείγματα να έχουν ίση ποσότητα DNA ώστε να είναι συγκρίσιμα με-

ταξύ τους. Αυτό ελέγχεται από τον κύκλο της PCR που αρχίζει ο εκθετικός πολλαπλασιασμός 

για το κάθε δείγμα. Στην Εικόνα 13 φαίνεται ότι, θέτοντας το κατώφλι (ThreshoΙd, κόκκινη 

γραμμή) στο κατώτατο σημείο μεταβολής του κανονικοποιημένου φθορισμού, όλα τα δείγ-

ματα ξεπερνούν το όριο του φθορισμού υποβάθρου (Background Fluorescence) με διαφορά 

λιγότερη από τρεις κύκλους που είναι το ανώτατο αποδεκτό όριο. 
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Εικόνα 13: Έλεγχος του κύκλου PCR όπου το κάθε δείγμα εισέρχεται στην εκθετική φάση 
πολλαπλασιασμού.  

Από την Εικόνα 14 από τις κορυφές των καμπυλών φαίνεται ότι για τα συγκεκριμένα δείγ-

ματα, ο φθορισμός εμφανίζει την μέγιστη μεταβολή (dF/dT, όπου dF είναι η μεταβολή φθο-

ρισμού και dT η μεταβολή του χρόνου) της τάξεως των 1,4-1,8 μονάδων ανάμεσα στις θερ-

μοκρασίες 81,5ο-82,5οC. Σε αυτή την περιοχή φαίνεται πως βρίσκονται και οι Tm των προϊό-

ντων. Στο διάγραμμα φαίνεται επίσης ότι δεν υπάρχουν παραπροϊόντα ή διμερή εκκινητών 

τα οποία θα έδιναν χαμηλότερες κορυφές που υποδηλώνουν μικρότερη μεταβολή φθορι-

σμού σε θερμοκρασίες μικρότερες της Tm του αντίστοιχου προϊόντος. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 14: Καμπύλες Μεταβολής Φθορισμού για τα δείγματα Apre14, Apre16, Apre24, 
Apre30 και Apre36. Εξετάζεται η μεταβολή του φθορισμού σε σχέση με την θερμοκρασία της 
αντίδρασης. 
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Στην Εικόνα 15 διακρίνεται η θερμοκρασία τήξης (Τm) του κάθε δείγματος και εξάγονται τα 

πρώτα συμπεράσματα για την γονοτυπική ομοιότητα μεταξύ τους. Από τους 66οC μέχρι και 

τους 79οC τα επίπεδα φθορισμού όλων των δειγμάτων μειώνονται σταδιακά, από τους 79οC 

μέχρι και τους 83οC η μείωση των επιπέδων φθορισμού είναι μεγαλύτερη ενώ μετά τους 83οC 

όλα τα μόρια DNA στα δείγματα είναι μονόκλωνα γι’ αυτό και δεν ανιχνεύεται καθόλου φθο-

ρισμός. Η περιοχή ανάμεσα στους κέρσορες περιλαμβάνει τις θερμοκρασίες τήξης όλων των 

δειγμάτων, τις θερμοκρασίες δηλαδή όπου παρατηρείται η μεγαλύτερη μείωση των επιπέ-

δων φθορισμού. Αυτή η περιοχή θερμοκρασιών θα μελετηθεί πιο λεπτομερώς στο επόμενο 

στάδιο της ανάλυσης για να εξεταστεί ο κανονικοποιημένος φθορισμός όλων των δειγμάτων 

σε σχέση με την θερμοκρασία, δηλαδή ο θερμοκρασία όπου ο φθορισμός του κάθε δείγματος 

μειώνεται στο 50% του αρχικού φθορισμού.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 15: Καμπύλες Τήξης για τα δείγματα Apre14, Apre16, Apre24, Apre30 και Apre36. Στο 
σχήμα φαίνεται το επίπεδο φθορισμού που δίνει το κάθε δείγμα σε συνάρτηση με την θερ-
μοκρασία. 

Από την Εικόνα 16 φαίνεται ότι τα δείγματα της συγκεκριμένης ανάλυσης μπορούν να χωρι-

στούν σε 3 ομάδες βάσει των καμπυλών τήξης που προκύπτουν. Οι καμπύλες των δειγμάτων 

30 και 36 (μωβ βέλος) σχεδόν εφάπτονται η μια της άλλης και η θερμοκρασία που αντιστοιχεί 

στην τιμή 50 κανονικοποιημένου φθορισμού (και αντιπροσωπεύει την τιμή θερμοκρασίας 

όπου το 50% των μορίων DNA είναι μονόκλωνα και το 50% δίκλωνα, δηλαδή την Tm) είναι η 

ίδια ενώ τα 14 και 16 (κόκκινο βέλος) εμφανίζουν παρεμφερείς καμπύλες τήξης με μια μικρή 
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διαφορά στις θερμοκρασίες που αντιστοιχούν στην τιμή 50 του κανονικοποιημένου φθορι-

σμού και συνεπάγονται δύο διαφορετικές Τm μεταξύ 81,3ο-81,5οC. Η καμπύλη του δείγματος 

24 (μπλε βέλος) αν και εμφανίζει σημαντικές ομοιότητες με τις δύο προηγούμενες (14 και 16) 

δεν έχει την ίδια Tm με αυτές Για περαιτέρω έλεγχο της γονοτυπικής ομοιότητας των δειγμά-

των πραγματοποιήθηκε σύγκριση των γονοτύπων τους βάσει του λογισμικού. 

.  

Εικόνα 16: Κανονικοποιημένος Φθορισμός Συναρτήσει Θερμοκρασίας για τα δείγματα Apre 
14, Apre16, Apre24, Apre30, Apre36. Αναπαριστάται το εύρος θερμοκρασιών όπου ο 
φθορισμός για όλα τα δείματα μειώνεται από το 95% στο 10% 

Τα δείγματα DNA συγκρίνονται και ομαδοποιούνται βάσει γονοτυπικής ομοιότητας. Το λογι-

σμικό εξετάζει την ομοιότητα αυτή βάσει των θερμοκρασιών τήξης όλων των δειγμάτων και 

ομαδοποιεί εκείνα που εμφανίζουν τιμή εμπιστοσύνης, δηλαδή πιθανότητα τα δείγματα 

αυτά να έχουν όμοιο γονότυπο ως προς SNP εξετάζεται (rs2229228, C>T) στο γονίδιο PDE4C 

τουλάχιστον 90% (Cοnfidence % ≥ 90).                                                           .                                                                                                                      

Στην Εικόνα 17 φαίνεται ότι ονομάζοντας (π.χ. ως wt) ένα από τα δείγματα ως πρότυπο συ-

γκεκριμένου γονοτύπου, στην προκειμένη περίπτωση το δείγμα 16, αυτό παρουσιάζει σημα-

ντική ομοιότητα με το 14 (με τιμή εμπιστοσύνης 93,16%) οπότε τα δύο δείγματα προέρχονται 

από άτομα με όμοιο γονότυπο ως προς το SNP που εξετάζεται. Με ανάλογο τρόπο ομαδο-

ποιήθηκαν και τα δείγματα 30 και 36 τα οποία κατά 97,97% έχουν όμοιο γονότυπο. Το δείγμα 

24 δεν φαίνεται να έχει ομοιότητα με καμία από τις παραπάνω ομάδες.  
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Εικόνα17: Σύγκριση Γονοτύπων για τα δείγματα Apre14, Apre16, Apre24, Apre30 και Apre36. 
Στα πλαίσια φαίνεται το δείγμα που έχει επιλεγεί ως πρότυπο για την κάθε ομάδα  

 

3.6.2.3. Γονοτύπηση των Δειγμάτων Αpre6, Apre14, Apre24, Apre25, Apre30, Apre37, 

Cos2, Cos10 

Αρχικά όλα τα δείγματα αραιώθηκαν κατάλληλα με βάση τις αρχικές τους συγκεντρώσεις 

(Πίνακας 2). Στη συνέχεια ακολούθησε qPCR και ανάλυση ΗRM για τα δείγματα  Apre6, 

Apre14, Apre24 Apre25, Apre30, Apre37, Cos2 και Cos10.                           .                     .                           

Στην Εικόνα 18 φαίνεται ότι για τα συγκεκριμένα δείγματα, ο φθορισμός εμφανίζει την μέγι-

στη μεταβολή (dF/dT) της τάξεως των 1,1-1,6 μονάδων ανάμεσα στις θερμοκρασίες 81,5ο-

82,5οC. Ανάμεσα στις θερμοκρασίες αυτές βρίσκονται και οι Tm των προϊόντων ενώ δεν υ-

πάρχουν παραπροϊόντα ή διμερή εκκινητών. 

 

Εικόνα 18: Καμπύλες Μεταβολής Φθορισμού για τα δείγματα Apre6, Apre14, Apre24 
Apre25, Apre30, Apre37, Cos2 και Cos10. 

Στην Εικόνα 19 διακρίνεται η θερμοκρασία τήξης που αντιστοιχεί στο κάθε δείγμα. Η περιοχή 

που περικλείεται από τους κέρσορες περιλαμβάνει τις Τm όλων των δειγμάτων και είναι η  

περιοχή θερμοκρασιών που θα μελετηθεί πιο λεπτομερώς στο επόμενο στάδιο της ανάλυ-

σης. 
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Εικόνα 19: Καμπύλες Τήξης για τα δείγματα Αpre6, Apre14, Apre24, Apre25, Apre30, Apre37, 
Cos2, Cos10. Στο σχήμα φαίνεται το επίπεδο φθορισμού που δίνει το κάθε δείγμα σε συνάρ-
τηση με την θερμοκρασία. 

 

Στην Εικόνα 20 φαίνεται ότι το κάθε δείγμα έχει διαφορετική Tm μεταξύ 81,2οC και 81,8οC. 

Κάποιες από τις καμπύλες τήξης έχουν ίδια κλίση και διαφορετικές Tm, φαίνεται λοιπόν ότι 

έχουν όμοιους γονοτύπους ως προς το SNP που εξετάζεται ενώ κάποιες  άλλες με διαφορε-

τική  κλίση προέρχονται από δείγματα με διαφορετικούς γονοτύπους.                                           .                                                               

Όπως φαίνεται στην Εικόνα 21 για την γονοτύπηση χρησιμοποιήθηκαν άγνωστα δείγματα 

(Apre 24, Apre25, Apre37, Cos2, Cos10) αλλά και δείγματα που από προηγούμενη ανάλυση 

έχουν ομαδοποιηθεί με άλλα (Apre 14 που έχει ομαδοποιηθεί με το 16 και Apre 30 που έχει 

ομαδοποιηθεί με το 36). Αυτό γίνεται για εξοικονόμηση αναλώσιμων, DNA και χρόνου. Από 

την Εικόνα 21 φαίνεται ότι τα δείγματα 6 και Cos2 κατά 94,06% έχουν όμοιο γονότυπο, τα 25, 

30, 37 και Cos10 είναι όμοια με τιμή εμπιστοσύνης >92% ενώ τα 14 και 24 δεν μπορούν να 

ομαδοποιηθούν με κανένα από τα παραπάνω  παρόλο που κατά 68,07% έχουν όμοιο γονό-

τυπο μεταξύ τους. Τα δείγματα DNA ομαδοποιούνται ανάλογα με την γονοτυπική τους ομοι-

ότητα με το δείγμα-πρότυπο της κάθε ομάδας. Το κατά πόσο δύο ή περισσότερα δείγματα 

έχουν όμοιο γονότυπο εξαρτάται από τις θερμοκρασίες τήξης τους.  
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Εικόνα 20: Κανονικοποιημένος Φθορισμός Συναρτήσει Θερμοκρασίας για τα δείγματα Αpre6, 
Apre14, Apre24, Apre25, Apre30, Apre37, Cos2, Cos10. Αναπαριστάται το εύρος 
θερμοκρασιών όπου ο φθορισμός για όλα τα δείματα μειώνεται από το 92% στο 10% 

 

                                                                                                                                                                                               

     

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 21: Σύγκριση Γονοτύπων για τα δείγματα Αpre6, Apre14, Apre24, Apre25, Apre30, 
Apre37, Cos2, Cos10. Στα πλαίσια φαίνεται το δείγμα που έχει επιλεγεί ως πρότυπο για την 
κάθε ομάδα                                                                                                
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3.6.2.4. Γονοτύπηση των Δειγμάτων Αpre4, Apre6, Apre7, Apre15, Apre21, Apre25, 

Apre26, Apre33, Apre34, Apre36, Apre37, Cos2, Cos10 

Για τη γονοτύπηση των δειγμάτων Apre4, Apre6, Apre7, Apre15, Αpre21, Apre25, Apre26, 

Apre33, Apre34, Apre36, Apre37, Cos2 και Cos10 προηγήθηκε αραίωσή τους (η αρχική 

συγκέντρωση φαίνεται στον Πίνακα 2), και πολλαπλασιασμός του DNA με qPCR.   

Στην Εικόνα 22 φαίνεται ότι η μέγιστη μεταβολή φθορισμού (από 1,6 έως 2 μονάδες) για όλα 

τα δείγματα συμβαίνει ανάμεσα στις θερμοκρασίες 81οC και 82οC που σημαίνει ότι οι Tm 

όλων των προϊόντων της ανάλυσης βρίσκονται σε αυτό το εύρος θερμοκρασιών. 

Παρατηρείται ακόμη μια κορυφή του δείγματος 7 στους 71οC που αντιστοιχεί σε προϊόν 

μικρότερου μεγέθους καθώς η μεταβολή φθορσιμού για την θερμοκρασία αυτή είναι 

σημαντικά χαμηλότερη (<0,5 μονάδα). Πιθανώς να πρόκειται για διμερή των εκκινητών 

καθώς η κορυφή είναι πολύ μικρή για να αντιστοιχεί σε DNA. 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 22: Καμπύλες Μεταβολής Φθορισμού για τα δείγματα Αpre4, Apre6, Apre7, Apre15, 
Apre21, Apre25, Apre26, Apre33, Apre34, Apre36, Apre37, Cos2, Cos10. 

 

Στην Εικόνα 23 φαίνονται οι Τm όλων των δειγμάτων. Η περιοχή ανάμεσα στους κέρσορες 

περιλαμβάνει τις Τm όλων των δειγμάτων και θα μελετηθεί αναλυτικότερα στο επόμενο στά-

διο της ανάλυσης.                                                          .                                                                                                                                                                                    

Στην Εικόνα 24 παρατηρείται ότι το κάθε δείγμα έχει διαφορετική Tm μεταξύ 81οC και 81,8οC. 

Οι καμπύλες τήξης των δειγμάτων διαφέρουν ως προς την κλίση και το σχήμα τους ενώ 

ορισμένες φαίνεται να τέμνονται μεταξύ τους. Αυτό υποδηλώνει ότι ορισμένα από τα 
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δείγματα της ανάλυσης είναι ομόζυγα και κάποια άλλα ετερόζυγα ως προς το SNP που 

εξετάζεται. 

  

Εικόνα 23: Καμπύλες Τήξης για τα δείγματα Αpre4, Apre6, Apre7, Apre15, Apre21, Apre25, 
Apre26, Apre33, Apre34, Apre36, Apre37, Cos2, Cos10. Στο σχήμα φαίνεται το επίπεδο φθο-
ρισμού που δίνει το κάθε δείγμα σε συνάρτηση με την θερμοκρασία 

 

 

Εικόνα 24: Κανονικοποιημένος Φθορισμός Συναρτήσει Θερμοκρασίας για τα δείγματα Αpre4, 
Apre6, Apre7, Apre15, Apre21, Apre25, Apre26, Apre33, Apre34, Apre36, Apre37, Cos2, 
Cos10. Αναπαριστάται το εύρος θερμοκρασιών όπου ο φθορισμός για όλα τα δείματα 
μειώνεται από το 92% στο 10%. 

 

Τα δείγματα DNA συγκρίνονται μεταξύ τους και ομαδοποιούνται. Η ομαδοποίηση γίνεται με 

βάση τις Τm τους, οι οποίες καθορίζονται από τον γονότυπο του κάθε δείγματος.  
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Στην Εικόνα 25 φαίνεται η ομαδοποίηση των δειγμάτων σε 5 υποομάδες:                                     . 

Τα 6 και 15 κατά 98,89% έχουν όμοιο γονότυπο και αποτελούν την πρώτη υποομάδα. Τα 7 

και 15 είναι όμοια κατά 95,09% (δεύτερη υποομάδα), τα 25 και Cos2 έχουν τιμή 

εμπιστοσύνης 92,8% και αποτελούν την τρίτη υποομάδα, τα 34 και Cos10 προέρχονται από 

άτομα με όμοιο γονότυπο ως προς το SNP που εξετάζεται κατά 93,1% και αποτελούν την 

τέταρτη υποομάδα ενώ τα 36 και 37 αποτελούν την πέμπτη και τελευταία υποομάδα του 

συγκεκριμένου πειράματος. Αξίζει ωστόσο να σημειωθεί ότι το 36 φαίνεται να έχει ομοιότητα 

κατά 89,98% με το Cos10 και μια σημαντική τιμή εμπιστοσύνης (της τάξης του 81,94%) με το 

συγγενικό προς αυτό (βλ παραπάνω) 34 ωστόσο σύμφωνα με το λογισμικό τα δείγματα αυτά 

δεν μπορούν να θεωρηθούν όμοια μεταξύ τους. Τέλος τα δείγματα 4 και 21, αν και δεν 

μπορούν να θεωρηθούν γονοτυπικά όμοια, εμφανίζουν τιμή εμπιστοσύνης 86,43%. 
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Eικόνα 25: Σύγκριση Γονοτύπων για Αpre4, Apre6, Apre7, Apre15, Apre21, Apre25, Apre26, 
Apre33, Apre34, Apre36, Apre37, Cos2, Cos10. Στα πλαίσια φαίνεται το δείγμα που έχει 
επιλεγεί ως πρότυπο για την κάθε ομάδα ενώ μέσα στους κύκλους φαίνονται τα δείγματα 
που παρουσιάζουν τιμή εμπιστοσύνης >85% με το πρότυπο δείγμα κάθε ομάδας χωρίς να 
εντάσσονται όμως στην αντίστοιχη ομάδα.         

3.6.2.5. Γονοτύπηση των Δειγμάτων Αpre1, Apre2, Apre9, Apre16, Apre18, Apre19, 

Apre20, Apre21 

Μετά την αραίωση των δειγμάτων Apre1, Apre2, Apre9, Apre16, Apre18, Apre19, Apre20, 

Apre21 (η αρχική συγκέντρωση φαίνεται στον Πίνακα 2) και τον πολλαπλασιασμό του DNA 

με qPCR ακολουθεί η ανάλυση HRM.                                                                     .                                                                                                                          

Από τις καμπύλες στην Εικόνα 26 φαίνεται ότι για όλα τα συγκεκριμένα δείγματα, ο φθορι-

σμός μεταβάλλεται από 1,75 έως 2,1 μονάδες ανάμεσα στις θερμοκρασίες 81οC-82οC, σε 

αυτή την περιοχή βρίσκονται και οι Tm τους. Στο διάγραμμα φαίνεται επίσης ότι δεν υπάρ-

χουν παραπροϊόντα ή διμερή εκκινητών καθώς δεν υπάρχουν άλλες κορυφές.  
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Εικόνα 26: Καμπύλες Μεταβολής Φθορισμού για τα δείγματα Αpre1, Apre2, Apre9, Apre16, 
Apre18, Apre19, Apre20, Apre21. 

                                                                                                                     

Οι Τm του κάθε δείγματος φαίνονται στην Εικόνα 27 ενώ ανάμεσα στους κέρσορες βρίσκο-

νται οι Tm όλων των δειγμάτων. Οι θερμοκρασίες αυτές είναι σημαντικές για την ομαδοποί-

ηση των δειγμάτων και θα αναλυθούν περισσότερο παρακάτω                                                                                                                                                              

        

 

 

 

 

Εικόνα 27: Καμπύλες Τήξης για τα δείγματα Αpre1, Apre2, Apre9, Apre16, Apre18, Apre19, 
Apre20, Apre21. Στο σχήμα φαίνεται το επίπεδο φθορισμού που δίνει το κάθε δείγμα σε συ-
νάρτηση με την θερμοκρασία.  

Όπως φαίνεται στην Εικόνα 28 οι Τm των δειγμάτων κυμαίνονται μεταξύ 80,8οC και 81,5οC. 

Παρατηρείται ότι οι Τm των περισσότερων δειγμάτων είναι παρόμοιες και τα δείγματα τεί-

νουν να ομαδοποιηθούν μεταξύ τους εκτός από το δείγμα 20 η καμπύλη του οποίου φαίνεται 

να διαφέρει αρκετά από των υπόλοιπων δειγμάτων. 
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Εικόνα 28: Κανονικοποιημένος Φθορισμός Συναρτήσει Θερμοκρασίας για τα δείγματα Αpre1, 
Apre2, Apre9, Apre16, Apre18, Apre19, Apre20, Apre21. Αναπαρίσταται το εύρος θερμοκρα-
σιών όπου ο φθορισμός για όλα τα δείγματα μειώνεται από το 91%  στο 10%. 

 

Τα δείγματα DNA συγκρίνονται μεταξύ τους και κατατάσσονται σε υποομάδες όμοιων γονο-

τύπων. Όπως φαίνεται στην Εικόνα 29 Τα δείγματα 1, 9 και 18 παρουσιάζουν ομοιότητα των 

γονοτύπων τους με τιμή εμπιστοσύνης μεγαλύτερη του 90%. Αντιστοίχως όμοιους 

γονοτύπους ως προς το SNP που εξετάζεται φαίνεται να έχει και το δείγμα 2 με το 19 (τιμή 

εμπιστοσύνης 90,18%) ενώ σημαντική ομοιότητα με αυτά  (κατά 88,10%) παρουσιάζει και το 

9 από την προηγούμενη ομάδα. Τέλος, ομοιότητα μεταξύ τους παρουσιάζουν το 16 (το οποίο 

από προηγούμενο πείραμα είναι όμοιο με το 14) με το 21 με τιμή εμπιστοσύνης 96,95%. Το 

δείγμα 20 δεν παρουσιάζει σημαντική ομοιότητα με κανένα από τα υπόλοιπα δείγματα.  
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Eικόνα 29: Σύγκριση Γονοτύπων για τα δείγματα Αpre1, Apre2, Apre9, Apre16, Apre18, 
Apre19, Apre20, Apre21. Στα πλαίσια φαίνεται το δείγμα που έχει επιλεγεί ως πρότυπο για 
την κάθε ομάδα ενώ μέσα στους κύκλους φαίνονται τα δείγματα που παρουσιάζουν τιμή 
εμπιστοσύνης >85% με το πρότυπο δείγμα κάθε ομάδας χωρίς να εντάσσονται στην ομάδα 
αυτή.     

 

                                                                                 

3.6.2.6. Γονοτύπηση των Δειγμάτων Αpre1, Apre2, Apre23, Apre27, Cos23 

Μετά την αραίωση των δειγμάτων (η αρχική πυκνότητα των οποίων φαίνεται στον Πίνακα 2) 

και την qPCR ακολουθεί η ανάλυση HRM για τα δείγματα Αpre1, Apre2, Apre23, Apre27, 

Cos23.                        .                                                                                                                                                                                        

Από τις κορυφές στην Εικόνα 30 φαίνεται ότι για τα συγκεκριμένα δείγματα, ο φθορισμός 

εμφανίζει την μέγιστη μεταβολή (μεταξύ 1 και 1,1 μονάδων) όταν τα δείγματα θερμανθούν 

στους 81οC-82οC ενώ δεν διακρίνονται παραπροϊόντα και διμερή. 

Εικόνα 30: Καμπύλες Μεταβολής Φθορισμού για τα δείγματα Αpre1, Apre2, Apre23, Apre27, 
Cos23. 
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Στην Εικόνα 31 φαίνεται η θερμοκρασία που αποδιατάσσονται οι κλώνοι του κάθε δείγματος 

και ακόμη η θερμοκρασιακή περιοχή που περιλαμβάνεις όλες τις Τm των δειγμάτων της α-

νάλυσης (ανάμεσα στους κέρσορες). 

Εικόνα 31: Καμπύλες Τήξης για τα δείγματα Αpre1, Apre2, Apre23, Apre27, Cos23. Στο σχήμα 
φαίνεται το επίπεδο φθορισμού που δίνει το κάθε δείγμα σε συνάρτηση με την θερμοκρασία. 

Από την Εικόνα 32 εξάγεται το συμπέρασμα ότι το κάθε δείγμα έχει διαφορετική Tm μεταξύ 

81,2οC και 81,7οC ενώ παρατηρείται ότι οι καμπύλες των δειγμάτων 1 και 2 σχεδόν εφάπτο-

νται (κόκκινο βέλος), υποδηλώνοντας ότι η αλληλουχία DNA ως προς το SNP που εξετάζεται 

είναι όμοια.  

 

Εικόνα 32: Κανονικοποιημένος Φθορισμός Συναρτήσει Θερμοκρασίας για τα δείγματα Αpre1, 
Apre2, Apre23, Apre27, Cos23. Αναπαρίσταται το εύρος θερμοκρασιών όπου ο φθορισμός 
για όλα τα δείγματα μειώνεται από το 92% στο 10%. 

Βάσει του λογισμικού και όπως φαίνεται στην Εικόνα 33 τα δείγματα μπορούν να ομαδοποι-

ηθούν ως εξής: Τα δείγματα 1,  2 και Cos23 παρουσιάζουν γονοτυπική ομοιότητα ως προς το 

SNP που εξετάζεται με τιμή εμπιστοσύνης 97,81%, ωστόσο τα 1 και 2, όπως έχει φανεί σε 
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προηγούμενη ανάλυση δεν ανήκουν στην ίδια γονοτυπική ομάδα. Τέλος τα 23 και 27 δεν 

είναι όμοια ούτε μεταξύ τους ούτε με κάποιο άλλο από τα υπόλοιπα δείγματα DNA της 

συγκεκριμένης ανάλυσης. 

 

 

 

                                                                

Εικόνα 33: Σύγκριση Γονοτύπων για τα δείγματα Αpre1, Apre2, Apre23, Apre27, Cos23. Στα 
πλαίσια φαίνεται το δείγμα που έχει επιλεχθεί ως πρότυπο για την κάθε ομάδα. 

3.6.2.7. Γονοτύπηση των Δειγμάτων Αpre9, Apre10, Apre17, Apre18 

Αρχικά τα δείγματα Αpre9, Apre10, Apre17 και Apre18 αραιώθηκαν κατάλληλα (οι αρχικές 

συγκεντρώσεις φαίνονται στον Πίνακα 2) και υποβλήθηκαν σε qPCR. Κατόπιν έγινε ανάλυση 

ΗRΜ και γονοτύπησή τους.                                                                        .                                                                                       

Στην Εικόνα 34 παρατηρείται ότι για τα συγκεκριμένα δείγματα, ο φθορισμός μεταβάλλεται 

σημαντικά (από 1,5 μέχρι 1,9 μονάδες) μεταξύ των 81οC-82οC ενώ δεν υπάρχουν παραπροϊ-

όντα ή διμερή εκκινητών καθώς δεν παρατηρούνται μικρότερες καμπύλες στο σχήμα.  

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 34: Καμπύλες Μεταβολής Φθορισμού για τα δείγματα Αpre9, Apre10, Apre17 και 
Apre18 
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Οι θερμοκρασίες τήξης του κάθε δείγματος ξεχωριστά φαίνονται στην Εικόνα 35 ενώ η πε-

ριοχή ανάμεσα στους κέρσορες περιλαμβάνει τις θερμοκρασίες τήξης όλων των δειγμάτων 

της ανάλυσης. Οι Τm όλων των δειγμάτων θα εξεταστούν και θα συγκριθούν στο επόμενο 

στάδιο της ανάλυσης. 

 

Εικόνα 35: Καμπύλες Τήξης για τα δείγματα Αpre9, Apre10, Apre17, Apre18. Στο σχήμα φαί-
νεται το επίπεδο φθορισμού που δίνει το κάθε δείγμα σε συνάρτηση με την θερμοκρασία. 

Στην Εικόνα 36 παρατηρείται ότι οι καμπύλες κανονικοποιημένου φθορσιμού των δειγμάτων 

10 και 18 έχουν ίδια κλίση και σχεδόν την ίδια θερμοοκρασία τήξης (την θερμοκρασία που 

αντιστοιχεί στην τιμή 50 του κανονικοποιημένου φθορισμού). Αυτό συμβαίνει όταν δύο ή 

περισσότερα δείγματα έχουν όμοιο γονότυπο ως προς το χαρακτηριστικό που εξετάζεται. 

Είναι ωστόσο απαραίτητο να εξεταστεί η γονοτυπική ομοιότητα από το κατάλληλο λογισμικό. 

      

Εικόνα 36: Κανονικοποιημένος Φθορισμός Συναρτήσει Θερμοκρασίας για τα δείγματα Αpre9, 
Apre10, Apre17, Apre18. Αναπαρίσταται το εύρος θερμοκρασιών όπου ο φθορισμός για όλα 
τα δείγματα μειώνεται από το 92% στο 10%. 

Στην Εικόνα 37 φαίνονται τα αποτελέσματα της ομαδοποίησης: Το 10 και το 18 παρουσιάζουν 

ομοιότητα κατά 94,63%  ενώ το 18 σε προηγούμενη ανάλυση έχει δειχθεί ως γονοτυπικά 

όμοιο με τα 1 και 9. Τα δείγματα 9 και 17 δεν εμφανίζουν ομοιότητα μεταξύ τους ή με τα 
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υπόλοιπα δείγματα της συγκεκριμένης ανάλυσης. Τα αποτελέσματα ως προς το δείγμα 9 δεν 

συμφωνούν μεταξύ τους και για αυτό τον λόγο δεν μπορεί να ενταχθεί με ασφάλεια σε αυτή 

την ομάδα. 

                                                                                           

 

 

Εικόνα 37: Σύγκριση Γονοτύπων για τα δείγματα Αpre9, Apre10, Apre17, Apre18. Στα πλαίσια 
φαίνεται το δείγμα που έχει επιλεχθεί ως πρότυπο για την κάθε ομάδα. 

 

3.6.2.8. Γονοτύπηση των Δειγμάτων Αpre2, Apre4, Apre7, Apre11, Apre13, Apre20, 

Apre23, Apre25, Apre29, Apre30, Apre31, Apre38 

Για την ανάλυση των δειγμάτων Αpre2, Αpre4, Αpre7, Αpre11, Αpre13 , Αpre20, Αpre23, 

Αpre25, Αpre29, Αpre30, Αpre31 και Αpre38 (οι αρχικές συγκεντρώσεις φαίνονται στον 

Πίνακα 2)  έγινε πρώτα αραίωση και κατόπιν το DNA πολλαπλασιάστηκε με qPCR. 

Ακολούθησε ανάλυση HRM. Από τις καμπύλες στην Εικόνα 38 φαίνεται ότι ο φθορισμός για 

τα συγκεκριμένα δείγματα μειώνεται περισσότερο ανάμεσα στις θερμοκρασίες 81,4οC και 

82,2οC (από 2,6 μέχρι 2,8 μονάδες). Ανάμεσα σε αυτές τις θερμοκρασίες εντοπίζονται και οι 

Tm των προϊόντων. Τέλος δεν υπάρχουν διμερή ή παραπροϊόντα.                                              .                                                               

Στην Εικόνα 39 φαίνονται οι θερμοκρασίες τήξης των δειγμάτων και η θερμοκρασιακή πε-

ριοχή που περιλαμβάνει όλες τις Τm. Στο επόμενο στάδιο της ανάλυσης η περιοχή αυτή θα 

εξεταστεί ώστε εξαχθούν πιο λεπτομερή συμπεράσματα σχετικά με τους γονοτύπους των 

δειγμάτων..                                                                                                                                                                                                    

Όπως φαίνεται στην Εικόνα 40, οι Τm όλων των δειγμάτων της ανάλυσης βρίσκονται μεταξύ 

81,2οC και 82,2οC. Παρατηρείται ακόμη ότι οι καμπύλες και οι θερμοκρασίες τήξης των δειγ-

μάτων 7 και 38 διαφέρουν σημαντικά από αυτές τις υπόλοιπες 
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Εικόνα 38: Καμπύλες Μεταβολής για τα δείγματα Αpre2, Apre4, Apre7, Apre11, Apre13, 
Apre20, Apre23, Apre25, Apre29, Apre30, Apre31, Apre38. 

 

 

Εικόνα 39: Καμπύλες Τήξης για τα δείγματα Αpre2, Apre4, Apre7, Apre11, Apre13, Apre20, 
Apre23, Apre25, Apre29, Apre30, Apre31, Apre38. Στο σχήμα φαίνεται το επίπεδο φθορισμού 
που δίνει το κάθε δείγμα σε συνάρτηση με την θερμοκρασία. 
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Εικόνα 40: Κανονικοποιημένος Φθορισμός Συναρτήσει Θερμοκρασίας για τα δείγματα Αpre9, 

Apre10, Apre17, Apre18 Αpre2, Apre4, Apre7, Apre11, Apre13, Apre20, Apre23, Apre25, 

Apre29, Apre30, Apre31, Apre38. Αναπαρίσταται το εύρος θερμοκρασιών όπου ο φθορισμός 

για όλα τα δείγματα μειώνεται από το 95% στο 10%. 

Στην Εικόνα 41 παρατηρείται ότι τα δείγματα 2, 23 και 29 εμφανίζουν γονοτυπική ομοιότητα 

με τιμή εμπιστοσύνης >90% ενώ το δείγμα 31 παρουσιάζει κατά 99,21% ομοιότητα με το 29 

και έτσι μπορεί και αυτό να ενταχθεί σε αυτή την ομάδα. Τα δείγματα 11, 13 και 20 έχουν 

επίσης όμοιους γονοτύπους και μπορούν να ομαδοποιηθούν μαζί ενώ το δείγμα 25 είναι 

κατά 98% όμοιο με το 13 και μπορεί έτσι να ενταχθεί σε αυτή την ομάδα.  

Το δείγμα 4 εμφανίζει μια σημαντική ομοιότητα με το 23 όμως όχι και με τα υπόλοιπα της 

υποομάδας γι’ αυτό δεν μπορεί να θεωρηθεί ως γονοτυπικά όμοιο και να ενταχθεί σε αυτή 

την ομάδα. Τα δείγματα 7, 30 και 38 δεν εμφανίζουν σημαντική ομοιότητα με κανένα από τα 

υπόλοιπα δείγματα αυτής της ανάλυσης. 

 

                                              

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
27/07/2024 06:12:21 EEST - 18.226.214.137



69 
 

 

 

 

 

 

 

 

                                                                                  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
27/07/2024 06:12:21 EEST - 18.226.214.137



70 
 

 

 

 

 

                                                                                                                      

Εικόνα 41: Σύγκριση Γονοτύπων για τα δείγματα Αpre2, Apre4, Apre7, Apre11, Apre13, 
Apre20, Apre23, Apre25, Apre29, Apre30, Apre31, Apre38. Στα πλαίσια φαίνεται το δείγμα 
που έχει επιλεχθεί ως πρότυπο για την κάθε ομάδα ενώ μέσα στους κύκλους φαίνονται τα 
δείγματα που παρουσιάζουν τιμή εμπιστοσύνης >85% με το πρότυπο δείγμα κάθε ομάδας 
χωρίς να εντάσσονται στην ομάδα αυτή 

                                                                                   

Συμπερασματικά, τα δείγματα που εξετάστηκαν μπορούν να χωριστούν σε 7 ομάδες:  

1η Ομάδα: Αpre14, Apre16, Apre21 

2η Oμάδα: Apre30, Apre34, Apre36, Apre37, Cos10  

 3η Oμάδα: Apre1, Apre18, Apre10 

4η Oμάδα: Apre2, Αpre19, Apre23, Apre29, Apre31 

5η Oμάδα: Apre11, Apre13, Apre20 , Αpre25 

6η Oμάδα: Apre6, Apre15, Apre33, Cos2 

7η Oμάδα: Apre7, Apre26 

Τέλος ορισμένα από τα δείγματα που εξετάστηκαν δεν μπορούν να ομαδοποιηθούν με σα-

φήνεια σε καμία από τις παραπάνω ομάδες είτε διότι εμφανίζουν κοινό γονότυπο με δείγ-

ματα που ανήκουν σε διαφορετικές ομάδες (Apre9 και Cos23) ή επειδή δεν εμφανίζουν αρ-

κετή ομοιότητα με κανένα από τα υπόλοιπα δείγματα (Apre4, Apre24, Apre17, Apre27, 

Apre38).                                       .                                                                                .                                                          

Από τα δείγματα που δεν εντάσσονται με σαφήνεια σε κάποια ομάδα, το Apre9 ενώ αρχικά 

φάνηκε ως γονοτυπικά όμοιο με τα 1 και 18, σε επόμενη ανάλυση δεν είχε αρκετά μεγάλη 

τιμή εμπιστοσύνης με το 18 ώστε να επιβεβαιωθεί  η ομαδοποίηση. Ωστόσο θα ήταν χρήσιμο 
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να γίνει μια ανάλυση που να συγκρίνει τα τέσσερα αυτά δείγματα (Apre1, Apre9, Apre10, 

Apre18) μεταξύ τους και να εξεταστούν οι τιμές εμπιστοσύνης όλων των δειγμάτων συνολικά. 

Το Cos23 φάνηκε να έχει όμοιο γονότυπο με δύο δείγματα που ανήκουν σε διαφορετικές 

ομάδες, ωστόσο εξετάστηκε μόνον σε μια ανάλυση όπου το επίπεδο φθορισμού του ήταν 

χαμηλότερο σε σύγκριση με τα υπόλοιπα δείγματα κάτι που μπορεί να σχετίζεται με την ύ-

παρξη μικρότερης ποσότητας DNA στο συγκεκριμένο δείγμα. Σε επόμενη ανάλυση θα ήταν 

χρήσιμο να γίνει μέτρηση της συγκέντρωσης DNA πριν και μετά την αραίωση για την καλύ-

τερη ποσοτικοποίησή του.                     .                                                                                                  .   

Από τα δείγματα που δεν εντάχθηκαν σε καμία από τις παραπάνω ομάδες, το Apre4 εμφανί-

ζει υψηλή τιμή εμπιστοσύνης με τα Αpre21 και Apre23 τα οποία όμως ανήκουν σε διαφορε-

τικές ομάδες. Θα ήταν χρήσιμο να γίνει αλληλούχηση των τριών δειγμάτων ώστε να εξακρι-

βωθεί εάν υπάρχει γονοτυπική ομοιότητα μεταξύ τους. Τα δείγματα Αpre24 Apre17 και 

Apre38 αναλύθηκαν μόνο μια φορά το καθένα και φαίνεται ότι διαφέρουν αρκετά από τα 

υπόλοιπα όσον αφορά τον γονότυπό τους. Θα ήταν καλό να γίνει στο μέλλον μια επόμενη 

ανάλυση που να περιλαμβάνει και τα 3 καθώς και ένα δείγμα από την κάθε υποομάδα. Τέλος 

το δείγμα 27 εξετάστηκε μόνον μια φορά και συγκρίθηκε με έναν μικρό αριθμό δειγμάτων 

ωστόσο όπως και το Cos23 (βλ. παραπάνω), έδωσε χαμηλότερα επίπεδα φθορισμού από τα 

υπόλοιπα. Έτσι είναι χρήσιμο, αρχικά να γίνει ποσοτικοποίησή του πριν και μετά την αραί-

ωση και σε επόμενη ανάλυση να συγκριθεί με περισσότερα δείγματα από διαφορετικές υπο-

ομάδες. Εάν κατόπιν αυτών τα δείγματα δεν εντάσσονται σε κάποια ομάδα θα είναι χρήσιμο 

να επανασχεδιαστούν οι εκκινητές ώστε να δίνουν μικρότερο προϊόν PCR. 
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3.7. Συζήτηση 

Από την εισαγωγή της HRM στην έρευνα μέχρι και σήμερα υπάρχουν διαφορετικές επιλογές 

εξοπλισμού και λογισμικού που μπορούν να πραγματοποιήσουν την ανάλυση αυτή. Ενώ οι 

αρχές της HRM παραμένουν οι ίδιες ανεξαρτήτως εξοπλισμού, η ρύθμιση των πειραματικών 

παραμέτρων και η ανάλυση δεδομένων διαφέρουν και απαιτούν προσοχή, κυρίως για την 

βελτιστοποίηση των αποτελεσμάτων. Μέχρι στιγμής οι βασικότερες εφαρμογές της ανάλυ-

σης ΗRM στον κλάδο της γενετικής είναι η σάρωση γονιδίων για την ανεύρεση πολυμορφι-

σμών (κατά την οποία τα προς εξέταση δείγματα συγκρίνονται με έναν άγριου τύπου γονό-

τυπο) και η γονοτύπηση (σε συνδυασμό με αλληλούχηση τουλάχιστον ενός δείγματος που 

αντιστοιχεί στον κάθε γονότυπο)52. Ειδικά για την γονοτύπηση, η HRM αποτελεί μια ιδιαίτερα 

χρήσιμη μέθοδο με χαμηλό κόστος και υψηλή ευαισθησία. Ωστόσο, αξίζει να αναφερθούν οι 

κυριότεροι περιορισμοί και τα σημεία που χρειάζονται ιδιαίτερη προσοχή κατά την πειραμα-

τική διαδικασία και ανάλυση των αποτελεσμάτων 

Δείγματα DNA  

Σημαντικό ρόλο για επιτυχή HRM παίζει η μέθοδος με την οποία έχει γίνει η απομόνωση DNA, 

καθώς η επαναληψιμότητα είναι το κλειδί για την μελλοντική γονοτύπηση περισσότερων 

δειγμάτων. Συγκεκριμένα έχει δειχθεί ότι όταν απομονώθηκε DNA με διαφορετικές μεθό-

δους, τα ίδια δείγματα έδωσαν διαφορετικές καμπύλες τήξης. Μεγάλη σημασία για την επα-

ναληψιμότητα των αποτελεσμάτων παίζει και η ποιότητα του DNA στα υπό εξέταση δείγ-

ματα. Συγκεκριμένα, μεγάλη συγκέντρωση αλάτων κατά την διαδικασία της απομόνωσης 

μπορεί να προκαλέσει αλλαγές στην θερμοκρασία τήξης των κλώνων του DNA, οδηγώντας 

έτσι σε πιθανότητα σφάλματος στην ερμηνεία των αποτελεσμάτων55.                                                    .                                                      

Όταν η απομόνωση γίνεται από δείγματα αίματος με μεγάλη συγκέντρωση ερυθρών αιμο-

σφαιρίων, τα οποία ως απύρηνα κύτταρα δεν περιέχουν γενετικό υλικό, η συγκέντρωση DNA 

θα είναι κατά κανόνα χαμηλότερη. Στα πλαίσια της παρούσας εργασίας χρησιμοποιήθηκαν 

δείγματα αίματος εμπλουτισμένα σε ερυθρά αιμοσφαίρια και γι’ αυτό το πρωτόκολλο απο-

μόνωσης εφαρμόστηκε με τέτοιο τρόπο ώστε να εξασφαλίσουμε την μεγαλύτερη δυνατή συ-

γκέντρωση DNA (βλ. ενότητα 4.2.)57.  
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Ποσοτικοποίηση DNA 

H ποσοτικοποίηση του DNA έγινε με φωτομέτρηση. Είναι σημαντικό τα δείγματα που χρησι-

μοποιούνται κάθε φορά να έχουν μετρηθεί με την ίδια μέθοδο ώστε να ελαχιστοποιηθεί όσο 

το δυνατόν η πιθανότητα σφάλματος λόγω της ποσοτικοποίησης. Δείγματα που έχουν μεγα-

λύτερη συγκέντρωση DNA παρουσιάζουν μεγαλύτερη Τm ανεξαρτήτως γονοτύπου. Έτσι για 

να είναι συγκρίσιμα τα δείγματα μεταξύ τους θα πρέπει να βεβαιωθούμε ότι έχουν παρόμοια 

αρχική συγκέντρωση και εισέρχονται στην εκθετική φάση της qPCR με διαφορά έως 3 κύ-

κλους. 

Σχεδιασμός Εκκινητών 

 Όπως αναφέρθηκε παραπάνω, το μέγεθος του προϊόντος PCR είναι πολύ σημαντικό για μια 

επιτυχημένη HRM. Το ιδανικό μέγεθος όταν εξετάζεται συγκεκριμένος, γνωστός πολυμορφι-

σμός είναι από 80 έως 100bp ώστε η ανάλυση να έχει όσο το δυνατόν μεγαλύτερη διακριτική 

ικανότητα.                              .                                                                                                                                                                           

Δοκιμασίες γονοτύπησης στο παρελθόν έδωσαν αξιόπιστα αποτελέσματα και για προϊόντα 

40-125bp όταν εξεταζόταν η ύπαρξη κάποιου SNP και για προϊόντα 99-248bp όταν έγινε σά-

ρωση κάποιου τμήματος DNA για να εξεταστεί η ύπαρξη άγνωστων πολυμορφισμών58. Ω-

στόσο σε μια άλλη μελέτη στην οποία εξεταζόταν η ύπαρξη ενός συγκεκριμένου πολυμορφι-

σμού (rs1045642 στο ABCB1), η αρχική ανάλυση HRM, στην οποία το προϊόν είχε μέγεθος 

108bp, δεν έδειξε καλή διάκριση μεταξύ των διαφορετικών γονοτύπων και μόνο όταν το μέ-

γεθος του προϊόντος μειώθηκε, η ανάλυση HRM ήταν ακριβέστερη57.                                                  .                                                        

Ακόμη είναι πιθανό ορισμένοι πολυμορφισμοί να μην ανιχνευθούν σωστά. Συγκεκριμένα πα-

ρατηρήθηκε ότι όταν συνυπήρχαν δυο διαδοχικοί πολυμορφισμοί (Τ>C και C>T στο ABCC1) 

στον γονότυπο των ετεροζυγωτών, η καμπύλη τήξης του δείγματος που τους έφερε δεν εμ-

φάνισε σημαντική διαφορά από την πρότυπη καμπύλη των ομοζυγωτών, πιθανώς διότι η Τm 

και κατά συνέπεια η καμπύλη τήξης έχει άμεση συσχέτιση με την νουκλεοτιδική αλληλουχία. 

Ακόμη, όταν υπήρχαν δύο όμοιοι πολυμορφισμοί (G>A στο ABCG2) στον γονότυπο των ετε-

ροζυγωτών η καμπύλη τήξης των δειγμάτων αυτών έτεινε να ομαδοποιηθεί με εκείνη των 

ομοζυγωτών ενώ όταν υπήρχε και τρίτος όμοιος πολυμορφισμός οι καμπύλες τήξης διέφεραν 

σημαντικά μεταξύ ομοζυγωτών και ετεροζυγωτών.                 .                                                                               ́ .       

Συνεπώς, αν και δεν μπορεί να ορισθεί ένα ακριβές όριο για το μέγεθος του προϊόντος που 

πρόκειται να αναλυθεί, οι μέχρι τώρα μελέτες συμφωνούν ότι οι εκκινητές θα πρέπει να 
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σχεδιάζονται με τέτοιο τρόπο ώστε να είναι όσο το δυνατόν πιο κοντά στον πολυμορφισμό 

που εξετάζεται για να αυξηθεί όσο το δυνατόν περισσότερο η ευαισθησία της ανάλυσης.         .                                   

Προβλήματα στην ομαδοποίηση εμφάνισαν και δείγματα DNA που έφεραν και δεύτερο πο-

λυμορφισμό, πέραν αυτού που εξετάστηκε. Τα δείγματα αυτά είτε δεν εμφάνιζαν επαρκή 

ομοιότητα με τα υπόλοιπα, όπως είναι αναμενόμενο, είτε ομαδοποιήθηκαν με μη συγγενικά 

προς αυτά δείγματα, όπως φάνηκε από την αλληλούχηση που ακολούθησε την HRM57.                                                                                      

Μία ακόμη ενδιαφέρουσα παρατήρηση, είναι ότι η ανάλυση της HRM δεν μπορεί να ανιχνεύ-

σει SNPs τα οποία είναι συμπληρωματικά προς την αλληλουχία των εκκινητών και σε αυτή 

την περίπτωση οι εκκινητές θα πρέπει να επανασχεδιαστούν ώστε η περιοχή που θα πολλα-

πλασιαστεί με PCR να περιλαμβάνει τον πολυμορφισμό57.  

Αναπαραγωγιμότητα Αποτελεσμάτων:  

Ο ρόλος του σωστού εξοπλισμού και των κατάλληλων αντιδραστηρίων είναι απαραίτητη προ-

ϋπόθεση σε όλες τις μοριακές μεθόδους. Έτσι και για την αξιόπιστη ανάλυση HRM είναι πολύ 

σημαντικό τα αποτελέσματα να μπορούν να αναπαραχθούν και για αυτό τον λόγο πρέπει οι 

χειρισμοί να είναι πολύ προσεκτικοί ώστε όλα τα αντιδραστήρια να έχουν τον ίδιο όγκο και 

την ίδια συγκέντρωση καθώς και να υπάρχει παντού ίδια ποσότητα DNA. Το σημείο της στάθ-

μης από όπου λαμβάνεται το μείγμα αντιδραστηρίων και το δείγμα DNA θα πρέπει να είναι 

πάντα το ίδιο και όσο το δυνατόν πιο κοντά στην επιφάνεια του φιαλιδίου καθώς διαφορές 

στην συγκέντρωση και στην ποσότητα των αλάτων στο φιαλίδιο της αντίδρασης (που περιέ-

χει το μείγμα HRM και το DNA) μπορεί να αλλάξει την θερμοκρασία τήξης55. Θα πρέπει ακόμη 

στην αρχή του πειράματος να προετοιμάζεται ένα μείγμα με όλα τα απαραίτητα αναλώσιμα 

αντί αυτά να προστίθενται ξεχωριστά στο κάθε φιαλίδιο που περιέχει DNA. Αυτό είναι χρή-

σιμο ώστε να μειωθούν όσο το δυνατόν οι χειρισμοί.                                                  .                                                                                             

Tέλος, αξίζει να σημειωθεί ότι όταν έγινε προσπάθεια να επαληθευτούν τα αποτελέσματα 

των πειραμάτων μόνο με ανάλυση HRM σε προϊόντα που είχαν ήδη υποβληθεί σε qPCR και 

είχαν ήδη αναλυθεί, τα αποτελέσματα ομαδοποίησης δεν συμφωνούσαν σε πολλές περιπτώ-

σεις, ενδεχομένως διότι οι διαδοχικές αποδιατάξεις και επαναδιατάξεις των κλώνων του DNA 

αλλοίωσαν την ποιότητά του και συνεπώς την ευαισθησία των αποτελεσμάτων.  

 

 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
27/07/2024 06:12:21 EEST - 18.226.214.137



75 
 

Ανίχνευση Πολυμορφισμών: 

Από τα μέχρι τώρα δεδομένα υπάρχει ασυμφωνία για το εάν το σημείο στο οποίο εντοπίζεται 

ένας πολυμορφισμός επηρεάζει την ευαισθησία της μεθόδου59, ωστόσο φαίνεται ότι SNPs 

που εντοπίζονται σε περιοχές του γονιδιώματος πλούσιες σε GC  θα μπορούσαν να μην ανι-

χνευθούν σωστά δεδομένης της υψηλής θερμοκρασίας τήξης του προϊόντος.                                      .                                       

Τέλος, όταν εξετάστηκε η ευαισθησία της HRM για την ανίχνευση άγνωστων πολυμορφισμών 

σε μη-κωδικές περιοχές του γονιδίου ΤΡ53, τα αποτελέσματα της γονοτύπησης επιβεβαιώ-

θηκαν πλήρως από την αλληλούχηση που ακολούθησε60.                                  .                                                                                               

Γενικά, η ΗRM θα πρέπει να ακολουθείται από αλληλούχηση όλων των δειγμάτων DNA που 

δεν μπορούν να γονοτυπηθούν με σαφήνεια. Επίσης, όταν εξετάζονται λίγα δείγματα η α-

πευθείας αλληλούχηση είναι μια γρήγορη και αξιόπιστη μέθοδος ενώ όταν αυξάνεται ο α-

ριθμός των δειγμάτων η HRM αρχικά και η αλληλούχηση ενός δείγματος από την κάθε γονο-

τυπική ομάδα στην συνέχεια είναι σαφώς πιο οικονομική και δίνει την δυνατότητα δημιουρ-

γίας πρότυπων καμπυλών για μελλοντική χρήση και γονοτύπηση61.                              .                                

Είναι σημαντικό λοιπόν να γίνει αλληλούχηση για όλους τους διαφορετικούς γονοτύπους που 

βρέθηκαν στα πλαίσια της παρούσης εργασίας και μελλοντικά αυτοί να συσχετιστούν με την 

απόκριση των ασθενών στην θεραπεία με απρεμιλάστη. Αυτό θα αποτελέσει ένα σημαντικό 

βήμα για την διερεύνηση πιθανής συσχέτισης με τη θεραπεία και μελλοντικά για τη χορή-

γηση εξατομικευμένης θεραπευτικής αγωγής για την ψωρίαση και την πρόβλεψη της από-

κρισης των ασθενών στην απρεμιλάστη με βάση το γενετικό τους υπόβαθρο.  

Μέχρι στιγμής στην μοναδική φαρμακογενετική μελέτη που έχει πραγματοποιηθεί για την 

απρεμιλάστη ως θεραπεία για την ψωρίαση έλαβε μέρος ένας μικρός αριθμός ασθενών με 

μέτρια έως σοβαρή μορφή της νόσου38. Τα ευρήματα της συγκεκριμένης μελέτης συσχέτισαν 

την απόκριση στην θεραπεία με έναν μεγάλο αριθμό πολυμορφισμών σε 4 διαφορετικά χρω-

μοσώματα. Οι περισσότεροι από τους πολυμορφισμούς αυτούς βρίσκονται σε περιοχές του 

γονιδιώματος με άγνωστη λειτουργία ενώ μόνον ένας από αυτούς βρέθηκε σε γονίδιο, στο 

ARSF.                                                                                        .                                                                                                                                                                                                                      

Στα πλαίσια της συγκεκριμένης εργασίας, δείγματα DNA που ελήφθησαν από ασθενείς που 

έλαβαν θεραπεία με απρεμιλάστη γονοτυπήθηκαν με βάση την ύπαρξη ενός συγκεκριμένου 

SNP στο γονίδιο PDE4C που κωδικοποιεί την φωσφοδιεστεράση 4, το ένζυμο του οποίου την 

δραστικότητα στοχεύει να καταστείλει η απρεμιλάστη. Προκειμένου να ολοκληρωθεί η 
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συγκεκριμένη μελέτη θα πρέπει να ακολουθήσει αλληλούχηση των προϊόντων PCR σε ένα 

δείγμα από την κάθε γονοτυπική ομάδα και όλων των δειγμάτων που δεν έχουν ενταχθεί με 

σαφήνεια σε κάποια γονοτυπική ομάδα. Κατόπιν της αλληλλούχηση θα πρέπει να εξεταστεί 

η απόκριση των ασθενών στην θεραπεία μετά από 3 και 6 μήνες χορήγησης απρεμιλάστης 

και να συσχετιστεί ο γονότυπος τους με την αποτελεσματικότητα του φαρμάκου. Η παρούσα 

εργασία αποτελεί επί του παρόντος την βάση για τη μοναδική μελέτη συσχέτισης συγκεκρι-

μένου πολυμορφισμού στην φωσφοδιεστεράση 4 με την απόκριση των ασθενών που πά-

σχουν από ψωρίαση στην θεραπεία με απρεμιλάστη.  
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