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τσαμπασίδου Μ, Ζησιμόπουλος Α. Εκτίμηση των τιμών της φετουίνης του ορού ως προγνω-

στικό παράγοντα στην παρακολούθηση ασθενών με στεφανιαία νόσο, σε συσχέτιση με τον 
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σπινθηρογραφικό έλεγχο της καρδιάς. 12ο Συνέδριο Πυρηνικής Ιατρικής, 30/05-1/06/2014, Ιω-

άννινα. 

ΣΥNΕΔΡΙΑ-ΣΕΜΙΝΑΡΙΑ 

1. ΕΛΟΤ ΕΝ ISO/IEC 17025, απαιτήσεις για εργαστήρια δοκιμών διακριβώσεων, 9-11/12/2020, 

Λάρισα. 

2. Πρότυπα EFI v.8 και διαδικασία εφαρμογής, 9-11/11/2020, Λάρισα.  

3. Πρότυπα ISO 9001:2015 and ΕΛΟΤ ΕΝ ISO/IEC 17025 και απαιτήσεις, 25/05-3/06/2020, Λά-

ρισα. 

4. Πρότυπο ΕΛΟΤ ISO/IEC 17025 και απαιτήσεις, 12/07/2019, Λάρισα. 

5. Ion world tour 2017-Thermo Fisher Scientific-Antisel, 21/10/2017, Αθήνα. 

6. Πρότυπο ISO 9001:2015 και νέες απαιτήσεις, 4/04/2017, Λάρισα. 

7. NXType workflow and Type Stream analysis for HLA typing using NGS technology, One 

Lambda/Antisel SA, 24-28/10/2016, Λάρισα.  

8. Πρότυπο ISO 9001:2015 και νέες απαιτήσεις, 11/04/2016, Λάρισα. 

9. Εφαρμογές και χρήση του Ion Torrent PGM και ροή εργασιών Ion AmpliSeq, 13-15/10/2015, 

Λάρισα. 

10. Η ιατρική στη παγκοσμιοποίηση: Ταξιδιωματική και Διεθνής Ιατρική, 28/03/2015, Λάρισα. 

11. 65ο Πανελλήνιο Συνέδριο Ελληνικής Εταιρείας Βιοχημείας και Μοριακής Βιολογίας, 28-

30/10/2014, Θεσσαλονίκη. 

12.  1ο Συνέδριο Εκπαίδευσης και Έρευνας της Ιατρικής του Δημοκριτείου Πανεπιστημίου Θράκης, 

28-30/03/2014, Αλεξανδρούπολη. 

13.  Sexually Transmitted Viral Infection: Current Diagnostic and Therapeutic Approaches, 15-

17/10/2013, Αλεξανδρούπολη. 

14.  Νοητική Αναπηρία-Γενετικά Σύνδρομα: Εκπαιδευτικές και Αναπτυξιακές Προσεγγίσεις, 

19/03/2011, Αλεξανδρούπολη. 

15.  61ο Πανελλήνιο Συνέδριο Ελληνικής Εταιρείας Βιοχημείας και Μοριακής Βιολογίας, 15-

17/10/2010, Αλεξανδρούπολη. 

ΒΡΑΒΕΙΑ 

2Ο Βραβείο προφορικής παρουσίασης στο Συνέδριο Αλλεργιολογίας: Το αλλεργικό παιδί και οι 

εξελίξεις  

Παρσοπούλου Φ, Λουλές Γ, Ζαμανάκου M, Csuka D, Ψαρρός Φ, González-Quevedo Τ, Βάτσιου Σ, 

Σπελέτας M, Bova M, Firinu D, Porebski G, Juchacz A, Glapatzi I, De Pasquale T, Zoli A, Radice A, 

Pizzimenti S, Zanichelli A, Μανουσάκης E, Κωνσταντίνου ΓΝ, Μακρής Μ, Siriggou Α, Sinaniotis Α, 

Magerl M, Maurer M, Cicardi M, Farkas H, Γερμενής ΑΕ. Συχνότητα των Παθογονικών Μεταλλάξεων 

PLG K330E και ANGPT1 A119S σε Ασθενείς με Κληρονομικό Αγγειοοίδημα και Φυσιολογικό C1-

αναστολέα (nl-C1INH-HAE), Συνέδριο Αλλεργιολογίας: Το αλλεργικό παιδί και οι εξελίξεις, 7-

10/02/2019, Αθήνα. 

ΔΗΜΟΣΙΕΥΣΕΙΣ 

1. Zamanakou M, Vatsiou S, Stokidis S, Fortis SP, Germenis AE. Identification of two novel alleles, 

HLA-A*02:01:193 and -DQA1*02:17, in Greek individuals. HLA. 2021. doi: 10.1111/tan.14229.  
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2. Batsali A, Latsoudis H, Vatsiou S, Stylianakis E, Papadaki HA. Two novel HLA-C alleles, HLA-

C*15:228 and -C*04:434, detected in inhabitants from the island of Crete. HLA. 2020. doi: 

10.1111/tan.14155.  

3. Xagorari A, Zamanakou M, Vatsiou S, Germenis AE, Sotiropoulos D. Detection of two novel al-

leles, HLA-A*02:943 and -B*51:104:02, in Greek cord blood units. HLA. 2020. doi: 

10.1111/tan.14138.  

4. Georgopoulou A, Latsoudis H, Vatsiou S, Stylianakis E, Papadaki HA. Detection of the novel HLA-

DQB1*03:439 variant in an inhabitant from the island of Crete. HLA. 2020. doi: 

10.1111/tan.14125.  

5. Loules G, Parsopoulou F, Zamanakou M, Csuka D, Bova M, González-Quevedo T, Psarros F, 

Porebski G, Speletas M, Firinu D, Del Giacco S, Suffritti C, Makris M, Vatsiou S, Zanichelli A, 

Farkas H, Germenis AE. Deciphering the Genetics of Primary Angioedema with Normal Levels of 

C1 Inhibitor. J Clin Med. 2020; 9: E3402.  

6. Germenis AE, Vatsiou S, Csuka D, Zamanakou M, Farkas H. Deep Intronic SERPING1 Gene 

Variants: Ending One Odyssey and Starting Another? J Clin Immunol. 2020. doi: 

10.1007/s10875-020-00887-3.  

7. Vatsiou S, Zamanakou M, Loules G, Psarros F, Parsopoulou F, Csuka D, Valerieva A, Staevska M, 

Porebski G, Obtulowicz K, Magerl M, Maurer M, Speletas M, Farkas H, Germenis AE. A novel 

deep intronic SERPING1 variant as a cause of hereditary angioedema due to C1-inhibitor defi-

ciency. Allergol Int. 2020. pii: S1323-8930(20)30003-4.  

8. Vatsiou S, Zamanakou M, Loules G, González-Quevedo T, Porębski G, Juchacz A, Bova M, 

Suffritti C, Firinu D, Csuka D, Manousakis E, Valerieva A, Staevska M, Magerl M, Farkas H, 

Germenis AE. Aspects of hereditary angioedema genotypingin the era of NGS: The case of F12 

gene. Alergia Astma Immunologia. 2018, 23: 205-210. 

9. Loules G, Zamanakou M, Parsopoulou F, Vatsiou S, Psarros F, Csuka D, Porebski G, Obtulowicz 

K, Valerieva A, Staevska M, López-Lera A, López-Trascasa M, Moldovan D, Magerl M, Maurer M, 

Speletas M, Farkas H, Germenis AE. Targeted next-generation sequencing for the molecular 

diagnosis of hereditary angioedema due to C1-inhibitor deficiency. Gene. 2018; 667: 76-82.  

ΔΗΜΟΣΙΕΥΜΕΝΕΣ ΠΕΡΙΛΗΨΕΙΣ 

1. Vatsiou S, Zamanakou M, Psarros F, Speletas M, Loules G, Parsopoulou F, Valerieva A, Farkas H, 

Germenis AE. A deep intronic SERPING1 variant associated with hereditary angioedema due to 

C1-inhibitor deficiency (C1-INH-HAE). Allergy Asthma Clin Immunol. 2019; 15(Suppl 4): 45. 

2. Vatsiou S, Zamanakou M, Parsopoulou F, Loules G, Germenis AE. The silo effect in the 

annotation of SERPING1 variation. Allergy Asthma Clin Immunol. 2019; 15(Suppl 4): 45. 

ΥΠΟΤΡΟΦΙΕΣ 

2018-2021  Ίδρυμα Κρατικών Υποτροφιών (ΙΚΥ)  

ΞΕΝΕΣ ΓΛΩΣΣΕΣ 

• Αγγλικά, Certificate of Proficiency, Michigan University and IELTS Degree (Academic) with 

overall grade of 7.0 

• Γερμανικά, B1 Degree, Goethe Institut 
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ΓΝΩΣΕΙΣ ΥΠΟΛΟΓΙΣΤΩΝ 

• Άριστη γνώση στη χρήση υπολογιστή (Windows, Microsoft Office, Photoshop, Adobe Illustra-

tor, internet)  

• European Computer Driving License, ECDL  

• Γνώσεις προγραμματισμού στις γλώσσες: Perl, C και C ++  
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ΠΡΟΛΟΓΟΣ 

Το κληρονομικό αγγειοοίδημα είναι μια σπάνια, δυνητικά απειλητική για τη ζωή γενετική 

διαταραχή που εκδηλώνεται με επαναλαμβανόμενα επεισόδια οιδήματος, είτε υποδόρια είτε 

στους βλεννογόνους. Πιο συγκεκριμένα, εμφανίζεται οίδημα στα χέρια, στα πόδια, στο πρόσωπο, 

στο δέρμα, στις γενετικές περιοχές, αλλά και στα εσωτερικά όργανα και στο αναπνευστικό σύ-

στημα. Η νόσος αυτή μπορεί να οδηγήσει σε θάνατο, με την πρόκληση ασφυξίας μετά την εμφά-

νιση λαρυγγικού οιδήματος, το οποίο εμφανίζεται στο 50% των ασθενών.  

 Η παθογένεια της νόσου έχει συσχετιστεί μέχρι σήμερα με την ύπαρξη μεταλλάξεων σε 

επτά γονίδια. Μεταλλάξεις στο γονίδιο SERPING1, το οποίο κωδικοποιεί τον αναστολέα της C1 

εστεράσης, οδηγούν σε λειτουργική ή ποσοτική ανεπάρκεια του C1-INH και επομένως σε C1-INH-

HAE. Μεταλλάξεις στο γονίδιο του F12, το οποίο κωδικοποιεί τον παράγοντα πήξης XII, οδηγούν 

στο FXII-HAE. Ο τύπος αυτός αγγειοοιδήματος εκδηλώνεται με παρόμοια κλινικά χαρακτηριστικά 

με το C1-INH-HAE, αλλά με φυσιολογικά επίπεδα λειτουργικής C1-INH στο πλάσμα. Επιπρόσθετα, 

έχουν ανιχνευτεί μεταλλάξεις στα γονίδια PLG, ANGPT1, KNG1, MYOF και HS3OST6, οι οποίες οδη-

γούν σε κληρονομικό αγγειοοίδημα με φυσιολογικό αναστολέα C1-εστεράσης. 

 Το κληρονομικό αγγειοοίδημα με ανεπάρκεια του αναστολέα C1-εστεράσης χαρακτηρίζε-

ται από μεγάλη αλληλική ετερογένεια, καθώς συσχετίζεται με περισσότερες από 700 μεταλλάξεις 

στο γονίδιο SERPING1. Αυτές οι μεταλλάξεις είναι διάσπαρτες στα οκτώ εξώνια και τα όρια εξω-

νίων-ιντρονίων του γονιδίου SERPING1. Ιδιαίτερο ενδιαφέρον παρουσιάζει το εύρημα ότι σε περί-

που 9,2% των ασθενών με C1-INH-HAΕ η παθογόνος μετάλλαξη δεν μπορεί να ανιχνευθεί με την 

τυπική γενετική εξέταση, η οποία περιορίζεται στην αλληλούχηση των εξωνίων και των ορίων ε-

ξωνίων-ιντρονίων του γονιδίου SERPING1. Το γεγονός αυτό υποδεικνύει ότι, σε μερικούς ασθενείς, 

η αιτιολογική μετάλλαξη η οποία τροποποιεί την έκφραση του C1-INH μπορεί να βρίσκεται σε ι-

ντρονική περιοχή του γονιδίου. Οι ιντρονικές περιοχές θεωρούνταν για μεγάλο χρονικό διάστημα, 

ως επί το πλείστων, μη λειτουργικές και οι μεταλλάξεις που ανιχνεύονταν στο εσωτερικό των ι-

ντρονίων αγνοούνταν ως πιθανές αιτίες ανθρώπινης νόσου. Ωστόσο, τα τελευταία χρόνια κλινικά 

προσανατολισμένες ερευνητικές εργασίες έχουν μελετήσει πληθώρα ιντρονικών μεταλλάξεων με 

σημαντική συσχέτιση με γενετικά νοσήματα. Οι ιντρονικές μεταλλάξεις είναι πιθανό να οδηγούν 

σε τροποποιήσεις στο επίπεδο της μεταγραφής. Η ύπαρξη των ιντρονικών μεταλλάξεων στο γονί-

διο SERPING1 έχει επιχειρηθεί να διερευνηθεί, παρόλα αυτά σημαντική τροχοπέδη της προσπά-

θειας αυτής αποτέλεσαν οι συμβατικές μέθοδοι, οι οποίες δεν επέτρεπαν την ανάλυση του συνό-

λου των ιντρονικών περιοχών του γονιδίου SERPING1. Επομένως, μόνο ένας μικρός αριθμός ιντρο-

νικών μεταλλάξεων έχει συσχετιστεί με την τροποποίηση της μεταγραφής των εξωνικών περιοχών. 

Παρά ταύτα, η αυξανόμενη χρήση της αλληλούχησης νέας γενιάς που στοχεύει στην αλληλούχηση 

της πλήρης γονιδιωματικής αλληλουχίας έχει σίγουρα αλλάξει τη μελέτη των κληρονομικών ασθε-

νειών και έχει δώσει τη δυνατότητα ανάλυσης του συνόλου του γονιδίου SERPING1.  

 Επιπρόσθετα, το FXII-HAE έχει συσχετιστεί με μεταλλάξεις στο γονίδιο F12. Μέχρι σήμερα 

έχουν ανιχνευτεί τέσσερεις παθογονικές μεταλλάξεις, δύο σημειακές μεταλλάξεις, μία έλλειψη 72 

bp και ένας διπλασιασμός 18 bp, στο εξώνιο 9 του γονιδίου F12 και έχουν συσχετιστεί με την εμ-

φάνιση του κληρονομικού αγγειοοιδήματος. Επιπλέον, ο λειτουργικός πολυμορφισμός rs1801020 

έχει αποδειχθεί ότι ενεργεί ως ανεξάρτητος τροποποιητής της βαρύτητας του C1-INH-HAE.  

 Η μελέτη σχεδιάστηκε με στόχο την ανίχνευση και τη διερεύνηση της παθογονικότητας 

των νέων ιντρονικών μεταλλάξεων στο γονίδιο SERPING1 για τους ασθενείς με κληρονομικό αγ-

γειοοίδημα με ανεπάρκεια του C1-INH χωρίς μεταλλάξεις στις εξωνικές περιοχές του γονιδίου. 
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Επιπλέον, στόχος αποτέλεσε η αλληλούχηση των εξωνικών περιοχών του γονιδίου F12 για την α-

νίχνευση νέων μεταλλάξεων που δυνητικά θα μπορούσαν να οδηγήσουν στην εμφάνιση του FXII-

HAE.  
 Η διδακτορική αυτή διατριβή εκπονήθηκε στο Εργαστήριο Ανοσολογίας και Ιστοσυµβατό-

τητας του Τμήματος Ιατρικής της Σχολής Επιστημών Υγείας του Πανεπιστημίου Θεσσαλίας, υπό 

την επίβλεψη του Καθηγητή κ. Αναστάσιου Ε. Γερµενή, τον οποίο θα ήθελα να ευχαριστήσω θερμά 

για την αμέριστη υποστήριξη του. Ιδιαίτερες ευχαριστίες οφείλω στα υπόλοιπα μέλη της τριμε-

λούς συμβουλευτικής επιτροπής, τον Καθηγητή Ιατρικής Ανοσολογίας κ. Ματθαίο Σπελέτα και την 

Καθηγήτρια Ιατρικής Βιοπαθολογίας και Κλινικής Μικροβιολογίας κ. Ευθυμία Πετεινάκη, για το 

χρόνο που αφιέρωσαν για τη μελέτη και την αξιολόγηση της διδακτορικής μου διατριβής.  

 Ευχαριστώ θερμά το σύνολο του προσωπικού του Εργαστηρίου Κυτταρικών και Μοριακών 

Ανοσολογικών Εφαρμογών CEMIA και ιδιαίτερα την διδάκτορα Μαρία Ζαμανάκου για τις ατέλειω-

τες ώρες που αφιέρωσε να μου μεταδώσει τις γνώσεις της, για την πολύτιμη βοήθεια της, και την 

υποστήριξη της. Ευχαριστώ επίσης τον κ. Γεδεών Λουλέ για την εργαστηριακή εκπαίδευση που 

μου χάρισε, την πολύτιμη βοήθεια του, τις χρήσιμες συμβουλές του και την καθοδήγηση σε όλη 

την διάρκεια της εκπόνησης της διδακτορικής μου διατριβής. Στις κυρίες Λουκία Ποταμιάνου, Κλε-

οπάτρα Γραβάνη και Ελένη Τσιφτέ οφείλω ένα ευχαριστώ για την ατμόσφαιρα που δημιούργησαν 

και την άριστη συνεργασία τους.  

 Ευχαριστώ όλα τα μέλη του Εργαστηρίου Ανοσολογίας και Ιστοσυµβατότητας του Τμήμα-

τος Ιατρικής του Πανεπιστημίου Θεσσαλίας. Στην κ. Ειρήνη Σεβδαλή οφείλω ένα τεράστιο ευχαρι-

στώ για την βοήθεια της στην εκπόνηση των πειραμάτων μου, καθώς σε στέρηση του δικού της 

χρόνου ήταν πάντα πρόθυμη να με βοηθήσει και να με κατευθύνει σε ότι χρειάστηκα σε όλη την 

πορεία μου. Δεν πρόκειται να ξεχάσω ποτέ την βοήθεια που μου πρόσφερε απλόχερα η κ. Γερα-

σιμίνα Τσιντή, η οποία με βοήθησε στην εκπόνηση των πειραμάτων μου και αποτέλεσε ένα εξαι-

ρετικό παράδειγμα επιστήμονα από το οποίο διδάχθηκα.  

 Θα ήθελα να ευχαριστήσω τον Δρ. Ματθαίο Σπελέτα, τον Δρ. Φώτη Ψαρρό, τη Δρ. Henri-

ette Farkas, τη Δρ. Dorottya Csuka, τη Δρ. Anna Valerieva, τον Δρ. Gregor Porebski, τον Δρ. Markus 

Maurer και τον Δρ Markus Magerl για την παροχή των δειγμάτων από ασθενείς με κληρονομικό 

αγγειοοίδημα, χωρίς τα οποία δεν θα ήταν εφικτή η εκπόνηση της παρούσας διδακτορικής διατρι-

βής. 

 Ευχαριστώ θερμά τους γονείς μου για την αγάπη τους και την αμέριστη στήριξη τους σε 

όλη τη μέχρι τώρα πορεία μου. Τέλος, αφιερώνω τη διδακτορική διατριβή μου στον Γιώργο μου, 

ο οποίος αποτέλεσε στήριγμα σε όλη την πορεία μου.

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
08/07/2024 09:30:45 EEST - 3.145.104.144



15 

ΣΥΝΤΟΜΟΓΡΑΦΙΕΣ  

ACE (Angiotensin-converting enzyme): Μετατρεπτικό ένζυμο αγγειοτενσίνης 

ACEI (Angiotensin-converting enzyme inhibitors): Αναστολέας ενζύμου μετατροπής αγγεοτενσίνης 

ACEI-AAE (Angioedema Related to Angiotensin-Converting Enzyme): Αγγειοοίδημα που σχετίζεται 

με το ένζυμο μετατροπής της αγγειοτενσίνης 

ACMG (American College of Medical Genetics and Genomics): Αμερικανικό Κολλέγιο Ιατρικής 

Γενετικής και Γονιδιωματικής 

AMP (Association for Molecular Pathology): Σύλλογος Μοριακής Παθολογίας 

ANGPT1 (Angiopoietin 1): Αγγειοποιητίνη-1 

ANGPT1-HAE (Hereditary angioedema with normal C1 inhibitor and angiopoietin-1 gene mutation): 

Κληρονομικό αγγειοοίδημα με φυσιολογικό αναστολέα C1 εστεράσης και μετάλλαξη στο γονίδιο 

που κωδικοποιεί την αγγειοποιητίνη-1 

ASSP (Alternative Splice Site Predictor): Βιοπληροφορικό εργαλείο ανεύρεσης θέσεων ματίσματος 

B2R (Bradykinin-2 receptor): Υποδοχέας βραδυκινίνης-2 

BK (Bradykinin): Βραδυκινίνη 

C1-INH (C1-inhibitor inhibitor): Αναστολέας C1 εστεράσης 

C1-INH-AAE (Acquired angioedema due to acquired C1-inhibitor deficiency): Επίκτητο 

αγγειοοίδημα λόγω επίκτητης ανεπάρκειας C1-αναστολέα 

C1-INH-HAE (Hereditary angioedema with C1 inhibitor deficiency): Κληρονομικό αγγειοοίδημα με 

ανεπάρκεια αναστολέα C1 εστεράσης 

CADD (Combined Annotation Dependent Depletion): Βιοπληροφορικό εργαλείο πρόβλεψης 

παθογονικότητας 

CK1 (Cytokeratin 1): Κυτοκερατίνη 1 

CNV (Copy Number Variation): Παραλλαγές στον αριθμό αντιγράφων 

CPN1 (Carboxypeptidase N): Καρβοξυπεπτιδάση Ν 

EGF (Epidermal growth factor): Eπιδερμικός αυξητικός παράγοντας 

EJC (exon-junction complexes): Συμπλέγματα εξωνίων 

ESE (Exonic splicing enhancer): Εξωνικός ενισχυτής ματίσματος 

ESS (Exonic splicing silencer): Εξωνικός καταστολέας ματίσματος 

Factor XII (Coagulation factor XII): Παράγοντα πήξης XII 

FXII-HAE (Hereditary angioedema with normal C1 inhibitor and factor XII mutation): Κληρονομικό 

αγγειοοίδημα με φυσιολογικό αναστολέα C1 εστερασης και μετάλλαξη στο γονίδιο που 

κωδικοποιεί τον παράγοντα πήξης XII 

GERP (Genomic Evolutionary Rate Profiling): Βιοπληροφορικό εργαλείο που εξετάζει τον εξελικτικό 

ρυθμό μίας γονιδιακής περιοχής 

HMWK (High-molecular-weight kininogen): Κινινογόνο υψηλού μοριακού βάρους 

hnRNPs (Heterogeneous nuclear ribonucleoproteins): Ετερογενείς πυρηνικές 

ριβονουκλεοπρωτεΐνες 

HS3OST6 (Heparan sulfate glucosamine 3-O-sulfotransferase 6): Ηπαράνη θειική γλυκοζαμίνη 3-Ο-

σουλφοτρανσφεράση 6 

HSF (Human Splicing Finder): Βιοπληροφορικό εργαλείο ανεύρεσης θέσεων λανθασμένου 

ματίσματος 

IGV (Ιntegrative Genome Viewer): Oλοκληρωμένο Πρόγραμμα Προβολής Γονιδιώματος 
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INH-AAE (Idiopathic nonhistaminergic acquired angioedema): Ιδιοπαθές μη ισταμινεργικό 

επίκτητο αγγειοοίδημα 

ISE (Intronic splicing enhancer): Ιντρονικός ενισχυτής ματίσματος 

ISS (Intronic splicing silencer): Ιντρονικός καταστολέας ματίσματος 

KAL (Kallikrein): Καλλικρεΐνη πλάσματος 

KNG1 (Kininogen 1): Κινινογόνου 1 

KNG1-HAE (Hereditary angioedema with normal C1 inhibitor and Kininogen 1 mutation): 

Κληρονομικό αγγειοοίδημα με φυσιολογικό αναστολέα C1 εστερασης και μετάλλαξη στο γονίδιο 

που κωδικοποιεί το κινινογόνου 1 

LMWK (Low-molecular-weight kininogen): Κινινογόνο χαμηλού μοριακού βάρους 

miRNAs (micro RNAs): Mικρά μη-κωδικοποιούμενα RNA μονής έλικας 

MYOF (Myoferlin): Μυοφερλίνη 

nC1-INH-HAE (Hereditary angioedema with normal C1 inhibitor deficiency): Κληρονομικό 

αγγειοοίδημα με φυσιολογικό αναστολέα C1 εστεράσης  

NGD (no-go mRNA decay): No-go αποικοδόμηση 

NGS (Next Generation Sequencing): Αλληλούχηση Νέας Γενεάς 

NI (No impact): Χωρίς αντίκτυπο 

NMD (Nonsense-mediated decay): Διαμεσολαβούμενη αποικοδόμηση 

NP (Not provided): Δεν παρέχεται 

NSD (Νonstop decay): Αποικοδόμηση μη-τερματισμού 

PAI (Plasminogen activator inhibitor): Αναστολέας ενεργοποιητή πλασμινογόνου 

PK (Prekallikrein): Προκαλλικρεϊνη 

PLG (Plasminogen): Πλασμινογόνο 

PLG-HAE (Hereditary angioedema with normal C1 inhibitor and plasminogen mutation): 

Κληρονομικό αγγειοοίδημα με φυσιολογικό αναστολέα C1 εστεράσης και μετάλλαξη στο γονίδιο 

που κωδικοποιεί το πλασμινογόνο 

PRCP (Serine protease prolylcarboxypeptidase): Πρωτεάση σερίνης προλυλοκαρβοξυπεπτιδάσης 

PTC (premature stop codon): Πρόωρο κωδικόνιο τερματισμού 

RCL (reactive centre loop): Kινητός κεντρικός βρόχος 

scuPA (Single-chain urokinase-type plasminogen activator): Ενεργοποιητής πλασμινογόνο μονής 

αλυσίδας τύπου ουροκινάσης 

snoRNAs (Small nucleolar RNA): Μικρό πυρηνικό RNA 

TIE2 (Tyrosine-protein kinase): Κινάση της πρωτεΐνης τυροσίνης 

tPA (Tissue plasminogen activator): Ενεργοποιητής πλασμινογόνου 

Trap score (Transcript-inferred Pathogenicity score): Βιοπληροφορικό εργαλείο πρόβλεψης 

παθογονικότητας 

U-HAE (Hereditary angioedema with normal C1 inhibitor and of unknown origin): Κληρονομικό 

αγγειοοίδημα με φυσιολογικό αναστολέα C1 εστεράσης και άγνωστη προέλευση 

uPA (Urokinase-type plasminogen activator): Ενεργοποιητής πλασμινογόνου τύπου ουροκινάσης 

uPAR (Urokinase plasminogen activator receptor): Υποδοχέας ενεργοποιητή πλασμινογόνου 

ουροκινάσης 

VEGF (Vascular endothelial growth factor): Αγγειακός ενδοθηλιακός αυξητικός παράγοντας 

VEGFR2 (Vascular endothelial growth factor receptor 2): Υποδοχέας αγγειακού ενδοθηλιακού 

αυξητικού παράγοντα 2 

VUS (Variants of uncertain significance): Μετάλλαξη άγνωστης παθογονικότητας 
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WES (Whole Exome Sequencing): Αλληλούχηση των κωδικοποιουσών περιοχών 

WGS (Whole Genome Sequencing): Αλληλούχηση ολόκληρου του γονιδιώματος  
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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 

Σκοπός: Σε περίπου 9,2% των ασθενών με κληρονομικό αγγειοοίδημα λόγω ανεπάρκειας του ανα-

στολέα C1 εστεράσης, η παθογόνος μετάλλαξη δεν ανιχνεύεται με την αλληλούχηση των εξωνίων 

του SERPING1. Συμπεραίνεται ως εκ τούτου ότι η αιτιατή μετάλλαξη μπορεί να εντοπίζεται σε ι-

ντρονική περιοχή του γονιδίου. Επιπλέον, μέχρι σήμερα έχουν ανιχνευτεί τέσσερις παθογονικές 

μεταλλάξεις στο εξώνιο 9 του F12 και έχουν συσχετιστεί με το FXII-HAE. Ενδιαφέρον παρουσιάζει 

η αναζήτηση μεταλλάξεων στο F12 πέρα από το εξώνιο 9. Κατόπιν αυτών σκοπός της μελέτης α-

ποτέλεσε (α) η ανίχνευση παθογονικών ιντρονικών μεταλλάξεων στο SERPING1 και (β) η ανίχνευση 

νέων μεταλλάξεων στο γονίδιο F12 που δυνητικά ευθύνονται για την εμφάνιση του FXII-HAE. 

Ασθενείς και Μεθοδολογία: Χρησιμοποιώντας την τεχνολογία αλληλούχησης νέας γενεάς, η ο-

ποία στοχεύει ολόκληρο το SERPING1, προσδιορίστηκαν οι αλληλουχίες δεκαπέντε ασθενών με 

C1-INH-HAE χωρίς μεταλλάξεις στις εξωνικές περιοχές του γονιδίου. Από τις ιντρονικές μεταλλά-

ξεις που εντοπίστηκαν μελετήθηκαν αυτές που είχαν συχνότητα μικρότερη από 5% και εξετάστη-

καν με τη χρήση δέκα βιοπληροφορικών εργαλείων. Για τις φιλτραρισμένες μεταλλάξεις πραγμα-

τοποιήθηκαν οικογενειακές και λειτουργικές μελέτες στο επίπεδο του mRNA. Με στόχο την αλλη-

λούχηση του γονιδίου F12, γονοτυπήθηκαν με τη πλατφόρμα NGS 197 ασθενείς με nC1-INH-HAE, 

161 ασθενείς με C1-INH-HAE και 46 υγιή μέλη των οικογενειών τους. Η επαλήθευση των ανιχνευ-

μένων μεταλλάξεων και οι οικογενειακές μελέτες πραγματοποιήθηκαν με αλληλούχηση κατά 

Sanger. 

Αποτελέσματα:  Από τις 37 ιντρονικές μεταλλάξεις που ανιχνεύτηκαν στο γονίδιο SERPING1, διε-

ρευνήθηκαν περαιτέρω τρεις μεταλλάξεις, c.-22-155G>T, c.890-14C>G, c.1029+384A>G. Τα βιο-

πληροφορικά εργαλεία χαρακτήρισαν τις μεταλλάξεις ως παθογονικές, ενώ οι οικογενειακές με-

λέτες έδειξαν ότι οι μεταλλάξεις ανιχνεύονται μόνο στα ασθενή μέλη της εκάστοτε οικογένειας. Η 

λειτουργική μελέτη για τη μετάλλαξη c.-22-155G>T έδειξε αποικοδόμηση του μεταλλαγμένου αλ-

ληλομόρφου. Επιπλέον, στο F12 εντοπίστηκαν έξι μεταλλάξεις, τέσσερις από τις οποίες χαρακτη-

ρίστηκαν ως καλοήθεις (c.41T>C, c.418C>G, c.1025C>T, c.530C>T) και δύο μεταλλάξεις άγνωστης 

παθογονικότητας (c.1530G>C, c.1768T>G). Τρεις συνώνυμες μεταλλάξεις (c.756C>T, c.711C>T, 

c.1599A>G), ο κοινός πολυμορφισμός c.619G>C και ο λειτουργικός πολυμορφισμός c.-4T>C ανι-

χνεύθηκαν σε συχνότητες αλληλομόρφων παρόμοιες με αυτές που παρουσιάζονται στη βάση 

gnomAD για τον ευρωπαϊκό πληθυσμό. Τέλος, ανιχνεύτηκαν οι δύο δημοσιευμένες παθογονικές 

μεταλλάξεις c.983C>A και c.892_909dup. 

Συμπεράσματα: Τρεις από τις 37 ιντρονικές μεταλλάξεις στο SERPING1 χαρακτηρίστηκαν ως πα-

θογονικές και πιθανώς παθογονικές για το C1-INH-HAE. Επομένως, η χρήση της τεχνολογίας αλλη-

λούχησης νέας γενεάς θα πρέπει να χρησιμοποιείται σε περιπτώσεις C1-INH-HAE, όπου οι τυπικές 

προσεγγίσεις αποτυγχάνουν να αποκαλύψουν τη αιτιατή μετάλλαξη. Επιπλέον, η ανάλυση ολό-

κληρης της μεταφραζόμενης περιοχής του F12 είναι σημαντική για την ανίχνευση νέων μεταλλά-

ξεων που πιθανώς οδηγούν στην εμφάνιση του FXII-HAE.  
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ABSTRACT  

Objective: In approximately 9.2% of patients with C1-INH-HAE, no causal variant has been identified 

by standard mutational screening, which is ordinarily restricted to the coding exons of the 

SERPING1. This suggests that, in some patients, the causative variant that modifies C1-INH expres-

sion may be located in the intronic region of SERPING1. Furthermore, until now four pathogenic 

variants have been identified in exon 9 of F12 and have been associated with FXII-HAE. Of interest 

is the search for alterations in F12 beyond exon 9. The purpose of this study was (a) to detect path-

ogenic intronic variants in SERPING1 and (b) to detect new F12 variants that are potentially respon-

sible for the FXII-HAE pathogenesis. 

Material and Methods: Using NGS platform targeting the entire SERPING1, 15 DNA samples be-

longing to C1-INH-HAE patients with no detectable mutations in the coding region of the gene were 

sequenced. Of the intronic variants identified, those with frequency less than 5% were analyzed 

using ten bioinformatics tools. Pedigree analysis and examination of their pathogenic effect on the 

mRNA level were performed for filtered in variants. Furthermore, DNA samples from 197 patients 

with nC1-INH-HAE, 161 patients with C1-INH-HAE and 46 healthy family members were genotyped 

by targeted NGS aiming the sequencing of the F12. Sanger sequencing was performed for the veri-

fication of all identified variants and family segregation studies. 

Results: Of the 37 intronic variants detected in the SERPING1, only three were further examined, 

c.-22-155G>T, c.890-14C>G and c.1029+384A>G. Bioinformatics tools predicted the variants as 

pathogenic, while pedigrees analysis showed its co-segregation with the disease. Functional study 

for the c.-22-155G>T variant showed degradation of the mutant allele. Moreover, six variants were 

identified in F12, four of which were characterized as benign (c.41T>C, c.418C>G, c.1025C>T, 

c.530C>T) and two of uncertain significance (c.1530G>C, c.1768T>G). Three synonymous variants 

(c.756C>T, c.711C>T, c.1599A>G), the common polymorphism c.619G>C and the functional poly-

morphism c.-4T> C were detected in allele frequencies similar to those presented in the gnomAD 

database for the European population. Finally, the two published pathogenic variants, c.983C> A 

and c.892_909dup, were detected. 

Conclusions: Three intronic variants were detected by NGS in the SERPING1 and were proven as 

pathogenic and likely pathogenic for C1-INH-HAE. Therefore, advanced DNA sequencing methods 

should be performed in cases of C1-INH-HAE where standard approaches fail to uncover the genetic 

alteration. Furthermore, analyzing the entire translated region of F12 is important in order to iden-

tify new variants that possibly affect HAE expressivity.  
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1. ΕΙΣΑΓΩΓΗ  

Ο όρος «αγγειοοίδημα» δημιουργήθηκε για πρώτη φορά το 1586 και αποδίδεται στον 

Marcelo Donati, ο οποίος περιέγραψε έναν νεαρό που παρουσίασε ευαισθησία σε συγκεκριμένο 

είδος τροφής και ανέπτυξε οίδημα στα χείλη [1]. Το αγγειοοίδημα ορίζεται ως το τοπικό και 

αυτοπεριοριζόμενο οίδημα στον υποδόριο και τον υποβλεννογόνο ιστό, διάρκειας 2 έως 5 ημερών 

εμφανιζόμενο κυρίως στα άκρα, στο πρόσωπο, στη γαστρεντερική και στην αναπνευστική οδό, 

λόγω προσωρινής αύξησης της αγγειακής διαπερατότητας που προκαλείται από την 

απελευθέρωση αγγειοδραστικού μεσολαβητή. Το 1882, ο Ελβετός γιατρός, Heinrich Quincke 

παρουσίασε μία πλήρη ιατρική έκθεση στην οποία αναγνώριζε το αγγειοοίδημα ως ξεχωριστή 

οντότητα και το ονόμασε «αγγειονευρωτικό οίδημα» [2, 3]. Ο Sir William Osler [4] περιέγραψε το 

αγγειοοίδημα ως μια διακριτή νοσολογική οντότητα και τόνισε την κληρονομική φύση της νόσου 

και το μετονόμασε σε «κληρονομικό αγγειονευρωτικό οίδημα». Το αγγειοοίδημα έλαβε 

περαιτέρω αναγνώριση τη δεκαετία του 1960 μετά την ανακάλυψη περιπτώσεων 

αγγειοοιδήματος σε σουηδικά αρχεία εκκλησιών τα οποία χρονολογούνταν στον 17ο αιώνα [5]. Το 

1961, οι Lepow et al ανακάλυψαν τον αναστολέα C1 εστεράσης (C1-INH) [6]. Την ίδια εποχή, ο 

Landeman και οι συνεργάτες του περιέγραψαν έναν ασθενή με κληρονομικό αγγειοοίδημα, ο 

οποίος παρουσίαζε χαμηλές ποσότητες αναστολέα της καλλικρεΐνης και πρότεινε ότι η 

καλλικρεΐνη μπορεί να εκκινεί το σχηματισμό του οιδήματος. Το 1963, οι Donaldson και Evans 

ανακάλυψαν ότι οι ασθενείς με κληρονομικό αγγειοοίδημα είχαν χαμηλά επίπεδα C1-INH [7, 8].  

Δύο διαφορετικοί τύποι κληρονομικού αγγειοοιδήματος που προκαλούνται από 

ανεπάρκεια λειτουργικής C1-INH (C1-INH-HAE) έχουν ταυτοποιηθεί. Οι φαινοτυπικές εκδηλώσεις 

και των δύο τύπων είναι παρόμοιες [9, 10]. Ο επιπολασμός του C1-INH-HAE εκτιμάται περίπου 1 

στα 50.000 άτομα παγκοσμίως [11]. Το κληρονομικό αγγειοοίδημα τύπου Ι είναι η πιο 

συνηθισμένη μορφή C1-INH-HAE (85% των περιπτώσεων) και προκαλείται από ανεπαρκή επίπεδα 

C1-INH. Το κληρονομικό αγγειοοίδημα τύπου II αποτελεί την λιγότερο κοινή μορφή του C1-INH-

HAE (15% των περιπτώσεων) και χαρακτηρίζεται από φυσιολογικά επίπεδα C1-INH, αλλά χαμηλά 

επίπεδα λειτουργικού C1-INH [12].  

Το 1972, οι Caldwell et al εντόπισαν μία νέα μορφή αγγειοοιδήματος στο οποίο η 

ανεπάρκεια του C1-INH δεν ήταν κληρονομική, αλλά επίκτητη και σχετιζόμενη με το 

λεμφοσάρκωμα (C1-INH-AAE) [13]. Στα επόμενα χρόνια, η έρευνα του αγγειοοιδήματος 

επικεντρώθηκε στην παθοφυσιολογία του αγγειοοιδήματος που σχετίζεται με την ανεπάρκεια του 

C1-INH, η οποία εν τέλει αποδείχθηκε ότι προκαλείται από τη βραδυκινίνη [14].  

Το 2000, οι Bork et al [15] περιέγραψαν μία νέα μορφή κληρονομικού αγγειοοιδήματος με 

φυσιολογικό C1-INH (nC1-INH-HAE) με παρόμοια κλινικά χαρακτηριστικά με το C1-INH-HAE, 

ωστόσο το nC1-INH-HAE παρουσίαζε μέση ηλικία έναρξης συμπτωμάτων μεταγενέστερη από το 

C1-INH-HAE [16]. Επιπλέον, τα κλινικά συμπτώματα εμφανίζονταν κυρίως σε γυναίκες, ενώ το 

έναυσμα για την έναρξη των επεισοδίων αγγειοοιδήματος αποτελούσε η λήψη αντισυλληπτικών, 

η θεραπεία ορμονικής υποκατάστασης ή η εγκυμοσύνη, υποδηλώνοντας ένα σημαντικό ρόλο των 

οιστρογόνων στην εκδήλωση του νοσήματος. 

Τα τελευταία πενήντα χρόνια, έχουν σημειωθεί πρόσθετες εξελίξεις στη κατανόηση της 

γενετικής και της παθογένεσης του κληρονομικού αγγειοοιδήματος, οι οποίες έχουν οδηγήσει σε 

όλο και πιο αποτελεσματικές θεραπείες. Σημαντικό ρόλο στη μελέτη του γενετικού υπόβαθρου 

του νοσήματος διαδραμάτισε η ανάπτυξη νέων τεχνολογιών αλληλούχησης, όπως η αλληλούχηση 

νέας γενεάς, οι οποίες διευκόλυναν την εκτεταμένη ανάλυση και διερεύνηση νέων γονιδίων που 
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πιθανόν να εμπλέκονται στη παθογένεση του αγγειοοιδήματος. Μέχρι σήμερα έχουν αναφερθεί 

πάνω από 700 μεταλλάξεις στο γονίδιο SERPING1, οι οποίες έχουν ως αποτέλεσμα ανεπαρκή (C1-

INH-HAE τύπου Ι) ή δυσλειτουργικό C1-INH (C1-INH-HAE τύπου ΙΙ), το οποίο οδηγεί σε αυξημένη 

παραγωγή βραδυκινίνης. Το κληρονομικό αγγειοοίδημα με φυσιολογικό C1-INH (nC1-INH-HAE) 

μέχρι σήμερα έχει συνδεθεί με μεταλλάξεις στα γονίδια FXII [16], πλασμινογόνου (PLG) [17], αγ-

γειοποιητίνη 1 (ANGPT1) [18], κινινογόνου 1 (KNG1) [19] και μυοφερλίνης (MYOF) [20]δηλαδή σε 

γονίδια που εμπλέκονται στην ενεργοποίηση του συστήματος καλλικρεΐνης-κινίνης (Εικόνα 1). Το 

2021, το nC1-INH-HAE συσχετίστηκε με μία νέα μετάλλαξη στο γονίδιο ηπαράνης θειική 

γλυκοζαμίνη 3-Ο-σουλφοτρανσφεράση 6 (HS3OST6) [21]. Οι ασθενείς, στους οποίους το αγγειοοί-

δημα είναι σαφώς κληρονομικό και δεν εντοπίζεται γενετική αιτία, ταξινομούνται ως νοσούντες 

από αγγειοοίδημα άγνωστης προέλευσης (U-HAE) (Εικόνα 2). 

 

Εικόνα 1: Μεταλλάξεις στα γονίδια F12, PLG, ANGPT1, KNG1 και MYOF που συνδέονται με διάφορους τύ-

πους nC1-INH-HAE και η επίδρασή τους στο ινωδολυτικό σύστημα και το σύστημα καλλικρεΐνης-κινίνης [22]. 

Δεν εμφανίζεται η πρόσφατη μετάλλαξη στο γονίδιο HS3OST6.   
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Εικόνα 2: Ταξινόμηση του αγγειοοιδήματος χωρίς κνίδωση [23]. 
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2. C1-INH-HAE  

2.1. ΓΕΝΕΤΙΚΗ ΚΑΙ ΠΑΘΟΦΥΣΙΟΛΟΓΙΑ ΤΟΥ C1-INH-HAE  

Το C1-INH-HAE (OMIM: 106100) είναι ένα σπάνιο πιθανώς θανατηφόρο νόσημα που κλη-

ρονομείται με αυτοσωματικό επικρατές χαρακτήρα, ο οποίος εκδηλώνεται με επαναλαμβανόμενα 

επεισόδια οιδήματος σε διάφορα μέρη του σώματος [24]. Το νόσημα προκαλείται από μεταλλά-

ξεις του γονιδίου SERPING1, που κωδικοποιεί τον C1-INH. 

O C1-INH είναι ένας αναστολέας πρωτεάσης σερίνης. Είναι μια γλυκοπρωτεΐνη 478 αμινο-

ξέων [25], η οποία παίζει κεντρικό ρόλο στην αγγειακή ομοιόσταση. Το μοριακό του βάρος είναι 

76 kDa [26] και περιέχει 13 θέσεις γλυκοζυλίωσης. Ο C1-INH αποτελείται από ένα Ν-τερματικό 

τομέα 113 αμινοξέων και μια περιοχή σερπίνης 365 αμινοξέων. Η πρωτεΐνη είναι σφαιρική και 

αποτελείται από 9 α-έλικες, 3 β-φύλλα και ένα εκτεθειμένο κινητό κεντρικό βρόχο (RCL) [27], ο 

οποίος βρίσκεται έξω από το κεντρικό β-φύλλο και αλληλεπιδρά με τις πρωτεάσες-στόχους. Τα 

κατάλοιπα που λαμβάνουν μέρος στην αλληλεπίδραση με τις πρωτεάσες-στόχους είναι τα P1 και 

P1΄, Arg444-Thr445. Με την ομοιοπολική πρόσδεση της πρωτεάσης-στόχου στον C1-INH διασπά-

ται ο δεσμός Arg444-Thr445 και μετατοπίζεται η πρωτεάση-στόχος επί του C1-INH [28] (Εικόνα 3). 

 

Εικόνα 3: Κρυσταλλογραφική απεικόνιση της δομής της πρωτεΐνης C1-INH [29]. 

Ο C1-INH αποτελεί κύριος ρυθμιστής στον καταρράκτη του συμπληρώματος, στην πήξη και 

στα συστήματα επαφής. Ασκεί σημαντική ανασταλτική επίδραση στις κύριες πρωτεάσες σε αυτές 

τις οδούς, συμπεριλαμβανομένου του παράγοντα Hageman, της καλλικρεΐνης και της πλασμίνης. 

H βασική λειτουργία του C1-INH είναι η πρόληψη της περιττής ενεργοποίησης της κλασικής οδού 

του συμπληρώματος που ενεργεί στις πρωτεάσες C1s και C1r [30]. Επιπρόσθετα, μετέχει στον έ-

λεγχο των πρωτεασών MASP-1 και MASP-2 της οδού λεκτίνης της μαννόζης και ρυθμίζει την 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
08/07/2024 09:30:45 EEST - 3.145.104.144



25 

παραγωγή των κινινών εμποδίζοντας την ενεργοποίηση της καλλικρεΐνης του πλάσματος και του 

παράγοντα πήξης XII, αποτελώντας έτσι ρυθμιστικό παράγοντα του συστήματος κινίνης-καλλικρε-

ΐνης στο πλάσμα, δηλαδή του συστήματος επαφής [31, 32]. Τέλος, ο C1-INH αναστέλλει τις πρω-

τεάσες του ινωδολυτικού συστήματος και τον ιστικό ενεργοποιητή του πλασμινογόνου. Μεταλλά-

ξεις στο γονίδιο SERPING1 προκαλούν ανεπάρκεια του C1-INH, το οποίο οδηγεί σε αύξηση της πα-

ραγωγής της βραδυκινίνης, αύξηση της αγγειακής διαπερατότητας και κατά συνέπεια οίδημα [33] 

(Εικόνα 4).  

 

Εικόνα 4: Η ποσοτική ή λειτουργική ανεπάρκεια του C1-INH οδηγεί σε απορρύθμιση των οδών του συμπλη-

ρώματος, της οδού επαφής και της ινωδολυτικής οδού. 

Το γονίδιο SERPING1 (Ensembl: ENSG00000149131 OMIM: 606860) εντοπίζεται στη χρω-

μοσωμική θέση 11q12-q13.1 και εκτείνεται σε 17.159 bp, ενώ αποτελείται από 8 εξώνια και 7 ι-

ντρόνια [15]. O υποκινητής του γονιδίου δεν διαθέτει αλληλουχία ΤΑΤΑ, αλλά έναν εκκινητή τύ-

που-TdT και μία οδό πολυπουρίνης-πολυπυριμιδίνης. Tο πρώτο εξώνιο περιέχει 38 bp μη κωδικο-

ποιούσας αλληλουχίας και το δεύτερο έχει ένα σήμα πεπτιδίου 22 bp πριν από την πρώτη μεθειο-

νίνη. Δημιουργεί ένα mRNA 1827 bp εξαιρουμένης της πολύ (Α) ουράς. Το γονίδιο SERPING1 υπό-

κεινται σε εναλλακτικό μάτισμα. Το φυσιολογικό μετάγραφο (GeneBank: NM_000062.2) περιέχει 

το σύνολο των εξωνίων του γονιδίου και κωδικοποιεί ένα πλήρως λειτουργικό C1-INH, ενώ ο ρόλος 

άλλων εναλλακτικών μεταγράφων, συμπεριλαμβανομένης της δεύτερης πιο συχνής παραλλαγής 

στην οποία παραλείπεται το εξώνιο 3 [34], δεν έχει γίνει ακόμη κατανοητό [35]. Τα 7 ιντρόνια 

παρουσιάζουν υψηλή πυκνότητα διασκορπισμένων επαναλαμβανόμενων αλληλουχιών Alu [36], 

καθιστώντας το γονίδιο επιρρεπές σε μεγάλες ελλείψεις και διπλασιασμούς.  
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Το C1-INH-HAE διαγιγνώσκεται βάσει κλινικών και βιοχημικών ευρημάτων. Παρόλα αυτά, 

η εύρεση του γονότυπου του SERPING1 απαιτείται σε ορισμένες ειδικές καταστάσεις [37], ενώ η 

ανίχνευση της αιτιολογικής μετάλλαξης είναι απαραίτητη για μια επιτυχημένη προγεννητική ή 

προεμφυτευτική διάγνωση του C1-INH-HAE [38] καθώς και για τη γονιδιακή θεραπεία [39]. Μέχρι 

σήμερα έχουν ανιχνευτεί 748 διαφορετικές μεταλλάξεις στο γονίδιο SERPING1 που προκαλούν C1-

INH-HAE. Οι μεταλλάξεις είναι κυρίως εκτεταμένες αναδιατάξεις (indels), μετατόπισης πλαισίου 

(frameshift), παρανοηματικές (missense), μη νοηματικές (nonsense) και μεταλλάξεις που προκα-

λούν μάτισμα. Οι μεταλλάξεις ματίσματος αντιπροσωπεύουν το 13% όλων των μεταλλάξεων στο 

γονίδιο SERPING1 και το 47% από αυτές βρίσκονται σε συντηρημένες περιοχές που εκτείνονται 

από τη θέση -2 έως +2 θέση στα όρια εξωνίων-ιντρονίων. [40] 

2.2. ΙΝΤΡΟΝΙΚΕΣ ΜΕΤΑΛΛΑΞΕΙΣ ΣΤΟ ΓΟΝΙΔΙΟ SERPING1 

 Η ύπαρξη των ιντρονικών μεταλλάξεων στο γονίδιο SERPING1 που οδηγούν στο C1-INH-

HAE έχει επιχειρηθεί να διερευνηθεί, ωστόσο μικρός αριθμός ιντρονικών μεταλλάξεων έχει συσχε-

τιστεί με την τροποποίηση της μεταγραφής των εξωνικών περιοχών του γονιδίου [41, 42]. Μέχρι 

σήμερα έχουν ανιχνευτεί 52 ιντρονικές μεταλλάξεις στο γονίδιο SERPING1 που οδηγούν σε C1-INH-

HAE (Εικόνα 5). Η πλειονότητα των μεταλλάξεων που έχουν συσχετιστεί με την εκδήλωση C1-INH-

HAE εντοπίζονται στις δύο πρώτες βάσεις (GU) (5’ θέση ματίσματος-donor site) και στις δύο τελευ-

ταίες βάσεις του εκάστοτε ιντρονίου (AG) (3’ θέση ματίσματος-acceptor site) του γονιδίου 

SERPING1. Οι μεταλλάξεις στις θέσεις ματίσματος μπορεί να οδηγήσουν στην παράλειψη κάποιου 

εξωνίου, στην ενεργοποίηση μίας κρυφής θέσης ματίσματος, στη δημιουργία ενός ψευδο-εξω-

νίου, ή στην διατήρηση ενός ιντρονίου [43]. Η παράκαμψη ενός εξωνίου θεωρείται η πιο συχνή 

επίπτωση μίας μετάλλαξης στις θέσεις ματίσματος [44].  

 Η πρώτη αναφορά σε ιντρονική μετάλλαξη στο γονίδιο SERPING1, η οποία σχετίζεται με το 

C1-INH-HAE έγινε το 1991 από τους Siddique et al. Μελέτησαν μία οικογένεια με C1-INH-HAE και 

ανίχνευσαν τη μετάλλαξη c.1029+1G>T στη πρώτη βάση του ιντρονίου 6 στη 5’ θέση ματίσματος 

(donor site) [45]. Οι ερευνητές δεν μπόρεσαν να αποδείξουν τη λειτουργία της μετάλλαξης στο 

επίπεδο του mRNA, καθώς το mRNA ήταν φυσιολογικό. Ωστόσο, το κανονικό mRNA είχε σχετική 

αφθονία περίπου 50%, γεγονός που υποδηλώνει ότι το αντίγραφο του μεταλλαγμένου αλληλίου 

δεν μετατράπηκε σε ένα σταθερό mRNA, αλλά αποικοδομήθηκε ταχύτατα από ρυθμιστικούς μη-

χανισμούς του κυττάρου.  

 Οι μεταλλάξεις c.-22-2A>C [46], c.-22-2A>G [47] και c.-22-1G>A [34, 48, 49, 50, 51] στις 

δύο τελευταίες βάσεις του ιντρονίου 1 οδηγούν σε τροποποίηση της 3’ θέση ματίσματος (acceptor 

site) και επηρεάζουν την σωστή μεταγραφή του γονιδίου με τον αποκλεισμό του εξωνίου 2 από το 

παραγόμενο mRNA, όπως απέδειξαν οι Duponchel et al [34].  
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Την 5’ θέση ματίσματος του ιντρονίου 2 επηρεάζουν οι μεταλλάξεις c.51+1G>T [52, 53], 

c.51+1G>A (rs1470120365) [49, 50, 54, 55], c.51+2T>C [53], ενώ την 3’ θέση ματίσματος του ιντρο-

νίου 2 οι μεταλλάξεις c.52-2A>G [50, 54] και c.52-1G>A (rs886041353, ClinVar:280064) [49]. Αυτές 

οι παραλλαγές καταστρέφουν την κανονική θέση ματίσματος στο ιντρόνιο 2 και αναμένεται να 

προκαλέσουν μη φυσιολογικό μάτισμα του γονιδίου SERPING1. 

Στην πρώτη βάση του ιντρονίου 3, οι Kalmár et al ανίχνευσαν την μετάλλαξη c.550+1G>A 

σε οικογένεια με C1-INH-HAE [50, 55] και την θεώρησαν ως παθογονική, καθώς επηρεάζει το νου-

κλεοτίδιο G στην 5’ θέση ματίσματος. Στο δεύτερο νουκλεοτίδιο του ιντρονίου 3 έχει ανιχνευτεί η 

μετάλλαξη c.550+2T>C σε μία Ισπανική και μία Ελληνική οικογένεια με C1-INH-HAE. Η μετάλλαξη 

θεωρήθηκε ως παθογονική λόγω της θέσης της [56, 57]. Στo συντηρημένο δινουκλεοτίδιο AG στη 

3’ θέση ματίσματος στο ιντρόνιο 3 έχουν ανιχνευτεί οι μεταλλάξεις c.551-2delA [56], c.551-2A>G 

[49, 58] και c.551-1G>A [57] σε ασθενείς με C1-INH-HAE. Η λειτουργική μελέτη των μεταλλάξεων 

c.551-2delA και c.551-2A>G έδειξε ότι καταργείται η σωστή σύνδεση του εξωνίου 4 και οδηγούν 

σε παράλειψη του συγκεκριμένου εξωνίου. 

 Οι Colobran et al ανίχνευσαν την μετάλλαξη c.685+2T>A στο ιντρονίου 4 του γονιδίου 

SERPING1 σε ένα οχτάχρονο κορίτσι με C1-INH-HAE και την οικογένεια της. Βάση λειτουργικών 

μελετών στο επίπεδο mRNA αποδείχθηκε ότι η συγκεκριμένη μετάλλαξη οδηγεί σε παράλειψη του 

εξωνίου 4 [59]. Το εξώνιο 4 αποτελείται από 135 bp, που αντιστοιχούν σε 45 κωδικόνια, η έλλειψη 

των οποίων δεν προκαλεί αλλαγή πλαισίου ανάγνωσης. Επομένως το μεταλλαγμένο αλληλόμορφο 

που υπολείπεται του εξωνίου 4 θα μπορούσε να παράγει μια πρωτεΐνη που στερείται 45 αμινο-

ξέων. Τα επίπεδα του μεταλλαγμένου mRNA ήταν πολύ χαμηλά σε σχέση με το φυσιολογικό, γε-

γονός που υποδείκνυε ότι το μεταλλαγμένο mRNA υποβαλλόταν σε επεξεργασία με κάποιο από 

τα τρία μονοπάτια επιτήρησης. Επιπλέον, χρησιμοποιώντας το βιοπληροφορικό εργαλείο RNAfold 

βρέθηκε ότι η δευτεροταγής δομής τροποποιείται. Αυτά τα δεδομένα συνάδουν με την αποικοδό-

μηση του μεταλλαγμένου mRNA μέσω της οδού no-go αποικοδόμηση (NGD), η οποία συνδέεται 

με δευτερεύοντα χαρακτηριστικά δομής. Η αλληλουχία του εξωνίου 4 περιλαμβάνει τρία δευτε-

ρεύοντα δομικά στοιχεία που εμπλέκονται σε εκτεταμένες επαφές με άλλα δευτερεύοντα στοιχεία 

δομής. Η απώλεια του εξωνίου 4 που δημιουργείται από τη μετάλλαξη c.685+2T>A φαίνεται να 

επηρεάζει το κινητό κεντρικό βρόχο, δηλαδή την περιοχή που ευθύνεται για την αλληλεπίδραση 

με πρωτεάσες-στόχους. Στην ίδια θέση του ιντρονίου, οι Pappalardo et al ανίχνευσαν τη μετάλλαξη 

c.685+2T>G σε μία οικογένεια με C1-INH-HAE, ενώ στην πρώτη βάση του ιντρονίου 4 ανίχνευσαν 

την μετάλλαξη c.685+1G>T [50, 54]. Στην 5’ θέση ματίσματος στο ιντρόνιο 4, οι Gösswein et al 

ανίχνευσαν τη μετάλλαξη c.685+1G>A (rs113263597) σε 4 ασθενείς με C1-INH-HAE, οι οποίοι ανή-

καν σε 2 διαφορετικές οικογένειες [49, 50].  

 Οι Roche et al ανίχνευσαν τη μετάλλαξη c.889+2T>C, στο δεύτερο νουκλεοτίδιο του ιντρο-

νίου 5 σε μία οικογένεια ισπανικής καταγωγής και μελέτησαν την επίδραση της στην διαδικασία 

της μεταγραφής. Η ανάλυση RT-PCR έδειξε ότι η μετάλλαξη μειώνει ή καταργεί τη σωστή σύνδεση 

του εξωνίου 5 και οδηγεί σε μη φυσιολογικά αντίγραφα mRNA [50, 56]. Την κανονική θέση ματί-

σματος του ιντρονίου 5 επηρεάζει η μετάλλαξη c.889+1G>T, η οποία εντοπίζεται στο πρώτο νου-

κλεοτίδιο του ίδιου ιντρονίου [49, 50]. Την 3’ θέση ματίσματος στο ιντρόνιο 5 επηρεάζουν οι με-

ταλλάξεις c.890-2A>G [50, 60] και c.890-1G>A [50, 52, 61].  

 Στο δινουκλεοτίδιο GT στη 5’ θέση ματίσματος στο ιντρόνιο 6 έχει ανιχνευτεί η μετάλλαξη 

c.1029+1G>A [49, 50], ενώ το δινουκλεοτίδιο AG στη 3’ θέση ματίσματος επηρεάζουν οι μεταλλά-

ξεις c.1030-1G>A [57] και c.1030-1G>C [48, 49, 50]. Οι López-Lera et al μελέτησαν την επίδραση 

της μετάλλαξης c.1030-1G>C στο επίπεδο του mRNA και απέδειξαν την έλλειψη του εξωνίου 7 από 
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το παραγόμενο mRNA [62]. 

 Στη πρώτη βάση του ιντρονίου 7 έχουν ανιχνευτεί δύο μεταλλάξεις, c.1249+1G>C [62] και 

c.1249+1G>A (rs112565881, ClinVar:3951) [49, 50]. Η λειτουργική μελέτη της μετάλλαξης 

c.1249+1G>C στο επίπεδο του mRNA από τους López-Lera et al έδειξε ότι η μετάλλαξη οδηγεί σε 

παράλειψη του προηγούμενου εξωνίου. Στο δεύτερο νουκλεοτίδιο του ιντρονίου έχουν ανιχνευτεί 

οι μεταλλάξεις c.1249+2T>A [50, 63] και c.1249+2delT [56]. Το μεταλλαγμένο Τ νουκλεοτίδιο απο-

τελεί μέρος του μοτίβου αναγνώρισης το οποίο είναι απαραίτητο για την εκτομή του ιντρονίου 7 

κατά την επεξεργασία του mRNA C1-INH. Το δινουκλεοτίδιο GT στη 5’ θέση ματίσματος εμπλέκεται 

στη δέσμευση των U1 μικρών πυρηνικών ριβονουκλεοπρωτεϊνών και με αυτό το τρόπο σχηματίζει 

μια θέση διάσπασης στο σωμάτιο συναρμογής [64]. Οι μεταλλάξεις σε αυτό το διατηρημένο δι-

νουκλεοτίδιο GT μειώνουν τον βαθμό σωστού ματίσματος και επίσης προάγουν την παρεκκλί-

νουσα ένωση εξωνίων [65]. Η λειτουργική ανάλυση με RT-PCR έδειξε ότι η μετάλλαξη c.1249+2delT 

μειώνει ή καταργεί τη σωστή σύνδεση του προηγούμενου εξωνίου και οδηγεί σε μη φυσιολογικά 

αντίγραφα mRNA. Αντίθετα, η μετάλλαξη c.1249+2T>A, η οποία ανιχνεύτηκε στην ίδια θέση από 

τους Kawachi et al, απέδωσε 50% μείωση του mRNA, αλλά δεν ανιχνεύτηκε μη φυσιολογικό mRNA, 

το οποίο υποδηλώνει ότι το αντίγραφο από το μεταλλαγμένο αλληλόμορφο ήταν ιδιαίτερα αστα-

θές. Tο δινουκλεοτίδιο AG στη 3’ θέση ματίσματος στο ιντρόνιο 7 επηρεάζουν οι μεταλλάξεις 

c.1250-1G>A [46] και c.1250-2A>G [49]. 

 Πέρα από τις θέσεις των δινουκλεοτιδίων στις 5’ και 3’ θέσεις ματίσματος έχουν ανιχνευτεί 

μεταλλάξεις και σε άλλες ιντρονικές θέσεις, οι οποίες χαρακτηρίζονται ως συντηρημένες και εξαι-

ρετικά σημαντικές για τη διαδικασία της μεταγραφής. Στο τρίτο νουκλεοτίδιο του ιντρονίου 2 έχει 

ανιχνευτεί η μετάλλαξη c.51+3A>G σε τρεις οικογένειες με C1-INH-HAE [34, 54, 56, 62]. Η μετάλ-

λαξη επηρεάζει μια θέση όπου συνήθως εντοπίζονται πουρίνες σε πρωτεύοντα, 57% Α και 39% G, 

σύμφωνα με τους Senapathy et al [66]. Oι Duponchel et al και οι Lopez-Lera et al μελέτησαν την 

επίδραση της συγκεκριμένης μετάλλαξης στο επίπεδο του RNA και διεπίστωσαν ότι η μετάλλαξη 

προκαλεί την παράκαμψη του εξωνίου 2 και 3 στο παραγόμενο mRNA. Στην ίδια θέση στο ιντρόνιο 

5, οι Johnsrud et al [67], ανίχνευσαν τη μετάλλαξη c.889+3A>T, η οποία οδηγεί σε έλλειψη του 

εξωνίου 5, διατηρώντας το πλαίσιο ανάγνωσης και κωδικοποιώντας μια πρωτεΐνη 

p.Asp229_Ser296del που δεν διαθέτει κεντρικό τμήμα της συμπαγούς διπλωμένης περιοχής σερ-

πίνης του C1-INH. Στο ιντρόνιο 6 έχει ανιχνευτεί η μετάλλαξη c.1029+3_c.1029+6 del4bp σε δύο 

ασθενείς με C1-INH-HAE, οι οποίοι είναι μέλη της ίδιας οικογένεια [49].  

 Μεταλλάξεις σε ασθενείς με C1-INH-HAE έχουν ανιχνευτεί στο τέταρτο νουκλεοτίδιο του 

ιντρονίου 5 και του ιντρονίου 6, c.889+4delAGGGT [57] και c.1029+4delA [47].  

 Στο 85% των περιπτώσεων στη πέμπτη θέση των ιντρονίων στις θέσεις ματίσματος εντο-

πίζεται η βάση G [66]. Μεταλλάξεις στη θέση +5 πιστεύεται ότι μειώνουν σημαντικά τη σύνδεση 

στη 5’ θέση ματίσματος με τη συμπληρωματική θέση στο σωματίδιο U1snRNP, το οποίο είναι ένα 

από τα πρώτα βήματα στη σύνθετη διαδικασία του ματίσματος του mRNA [68]. Κοινή συνέπεια 

των μεταλλάξεων στη 5’ θέση ματίσματος είναι η παράλειψη του αμέσως προηγούμενου εξωνίου, 

ακολουθούμενο από την ενεργοποίηση παρεκκλίνουσας θέσης 5' ματίσματος και πλήρης διατή-

ρηση ιντρονίων [69]. Ενναλακτικά, η μετάλλαξη στη συγκεκριμένη θέση μπορεί να οδηγήσει σε 

ποσοτικά, δηλαδή μειωμένη ποσότητα φυσιολογικού mRNA, ή ποιοτικά ελαττώματα, μέσω παρά-

λειψης ενός εξωνίου, ενεργοποίηση μίας κρυφής θέσης ματίσματος, ή δημιουργία μίας νέας θέσης 

ματίσματος. Στο ιντρόνιο 2 του γονιδίου SERPING1 έχει ανιχνευτεί η μετάλλαξη c.51+5G>A, η ο-

ποία βάση λειτουργικών μελετών οδηγεί σε παράλειψη του εξωνίου 2 [34, 48, 50]. Οι Roche et al, 

ανίχνευσαν τις μεταλλάξεις c.550+5G>C και c.550+5G>A στο ιντρόνιο 3 του γονιδίου SERPING1 σε 
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τρεις ασθενείς με C1-INH-HAE, οι οποίες επηρεάζουν τις διατηρημένες γουανίνες στην 5’ θέση μα-

τίσματος στο συγκεκριμένο ιντρόνιο [50, 56]. Στην θέση +5 του ιντρονίου 7 του γονιδίου έχουν 

ανιχνευτεί οι μεταλλάξεις c.1249+5G>T [54, 58] και c.1249+5G>A [42, 58, 70]. Όπως αναφέρεται 

από τους Grodecká et al, η μετάλλαξη c.1249+5G>T πιθανότατα οδηγεί στην ενεργοποίηση κρυ-

φών θέσεων ματίσματος και εισάγει ένα πρόωρο κωδικόνιο λήξης και ως εκ τούτου το μεταλλαγ-

μένο mRNA αποικοδομείται μέσω ρυθμιστικών μηχανισμών [58]. Παρόλο που για τη μετάλλαξη 

c.1249+5G>A δεν κατέστη δυνατός ο προσδιορισμός του ελαττώματος που προκαλεί, η παρά-

καμψη του εξωνίου 7 και η διατήρηση του ιντρονίου 7 θα δημιουργούσε πρόωρο κωδικόνιο λήξης 

της μεταγραφής, καθιστώντας το μεταλλαγμένο μετάγραφο ως στόχο καταστροφής από τους ρυθ-

μιστικούς μηχανισμούς του κυττάρου, το οποίο αποδείχθηκε από τους Colobran et al [42].  

  Το νουκλεοτίδιο στη θέση +6 της 5’ θέσης ματίσματος στο ιντρόνιο 2 επηρεάζει η μετάλ-

λαξη c.51+6T>G, η οποία πιθανώς προκαλεί μια παρεκκλίνουσα πορεία μεταγραφής [62].  

 Το νουκλεοτίδιο -3 κοντά στην 3’ θέση ματίσματος, στο οποίο εντοπίζεται συνήθως το 

πολύ συντηρημένο νουκλεοτίδιο C, επηρεάζουν οι μεταλλάξεις c.551-3C>G [49] στο ιντρόνιο 3 και 

c.686-3C>G [50, 56] στο ιντρόνιο 4 του γονιδίου SERPING1. Ο προσδιορισμός της παθογονικότητας 

τους βασίστηκε στον εντοπισμό τους σε δύο οικογένειες με C1-INH-HAE. Η μετάλλαξη c.686-3C>G 

οδηγεί σε παράλειψη του αμέσως επόμενου εξωνίου, βάση λειτουργικών μελετών στο επίπεδο 

του mRNA [56].  

 Κοντά στη 3’ θέση ματίσματος συνήθως εντοπίζεται ένα μοτίβο με πολυπυριμιδίνες (C ή 

T) 5-40 νουκλεοτιδίων μεταξύ της θέσης διακλάδωσης (branch point) και της 3’ θέσης ματίσματος 

[71]. Σε έναν ασθενή με C1-INH-HAE πολωνικής καταγωγής ανιχνεύτηκε η μετάλλαξη c.-22-19_-22-

4delAGGCTGGCTGGCTCCG στο ιντρόνιο 1 του γονιδίου SERPING1, η οποία χαρακτηρίζεται ως πα-

θογονική από το βιοπληροφορικό εργαλείο MutationTaster [70]. Οι Pappalardo et al ανίχνευσαν 

την μετάλλαξη c.551-5T>A στο ιντρόνιο 3 του γονιδίου SERPING1 σε μία οικογένεια με C1-INH-HAE 

και την χαρακτήρισαν ως παθογονική λόγω της θέσης της κοντά στη 3’ θέση ματίσματος [54]. Στην 

ίδια περιοχή του ιντρονίου 4 έχει ανιχνευτεί η μετάλλαξη c.686-12A>G σε τρεις οικογένειες με C1-

INH-HAE [51, 54]. H λειτουργική μελέτη αυτής της μετάλλαξης οδήγησε στο συμπέρασμα ότι προ-

καλεί τροποποίηση στο παραγόμενο μεταγραφικό προϊόν [58]. Σε μία ασθενή με C1-INH-HAE ελ-

ληνικής καταγωγής έχει ανιχνευτεί η μετάλλαξη c.890-14C>G στο ιντρόνιο 5 του γονιδίου 

SERPING1 [57]. Οι Kesim et al και Gösswein et al ανίχνευσαν την μετάλλαξη c.1250-13G>A στο ι-

ντρόνιο 7 σε δύο οικογένειες τούρκικης και γερμανικής καταγωγής με C1-INH-HAE [49, 72]. Η με-

τάλλαξη μειώνει την πιθανότητα ματίσματος σε ποσοστό παρόμοιο με μία μετάλλαξη στις θέσεις 

ματίσματος. 

 Mέχρι σήμερα έχουν ανιχνευτεί μόνο τρεις μεταλλάξεις που βρίσκονται πιο βαθιά στο ε-

σωτερικό του γονιδίου SERPING1 και έχουν συσχετιστεί με το κληρονομικό αγγειοοίδημα, με μόνο 

μία εξ αυτών να θεωρείται ως βαθιά ιντρονική μετάλλαξη (δηλαδή μετάλλαξη που βρίσκεται 100 

bp από τα όρια ιντρονίων-εξωνίων). Οι Suffritti et al ανίχνευσαν τη μετάλλαξη c.685+31G>A 

(rs751335805) στο ιντρόνιο 4 του γονιδίου σε ασθενή ιταλικής καταγωγής [73]. Στο ιντρόνιο 6 του 

γονιδίου SERPING1 έχει ανιχνευτεί η μετάλλαξη c.1029+84G>A (rs118132731) σε δύο οικογένειες 

με κληρονομικό αγγειοοίδημα [54, 74]. Η μετάλλαξη c.1029+84G>A υποθέτετέ ότι επηρεάζει τη 

διαδικασία της μεταγραφής, καθώς και μεταλλάξεις πιο βαθιά μέσα στα ιντρόνια δύναται να επη-

ρεάσουν το μάτισμα [75]. Τέλος, οι Hujová et al ανίχνευσαν την πρώτη βαθιά ιντρονική μετάλλαξη 

στο γονίδιο SERPING1, c.1029+384A>G, σε δώδεκα ασθενείς με C1-INH-HAE οι οποίοι ανήκουν σε 

μία οικογένεια τσέχικης καταγωγής. Η βιοπληροφορική ανάλυση προέβλεψε ότι η μετάλλαξη ο-

δηγεί στη δημιουργία μίας νέας 5’ θέσης ματίσματος και επομένως οδηγεί στην ένταξη ενός 
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ψευδο-εξωνίου στο μεταγραφόμενο mRNA. Η είσοδος του ψευδο-εξωνίου οδηγεί στη δημιουργία 

ενός πρόωρου κωδικονίου τερματισμού και πιθανή καταστροφή του παραγόμενου mRNA από ε-

λεγκτικούς μηχανισμούς του κυττάρου, το οποίο θα μπορούσε δυνητικά να εξηγήσει τη μειωμένη 

ποσότητα της πρωτεΐνης. Η λειτουργική μελέτη που διεξήχθη με RT-PCR απέδειξε εν τέλει την ά-

νωθεν πρόβλεψη [76]. 

 Όπως σε πολλά άλλα γονίδια, οι κωδικοποιούσες περιοχές και τα όρια εξωνίων-ιντρονίων 

υπάγονται στη ρουτίνα για τη διάγνωση μεγάλου αριθμού νοσημάτων. Ωστόσο, αυτή η προσέγ-

γιση μπορεί να οδηγήσει στην παράληψη μεγάλου αριθμού παθογικών ιντρονικών μεταλλάξεων. 

Η συχνότητα των βαθιών ιντρονικών μεταλλάξεων, οι οποίες μπορεί να είναι ζωτικής σημασίας σε 

πολλούς ασθενείς που εξακολουθούν να μην έχουν μοριακή γενετική διάγνωση, θα μπορούσε να 

υποτιμηθεί [77]. Δυνητικά θα μπορούσε να είναι ένας από τους κυριότερους λόγους για τους ο-

ποίους το 9,2% (από 3,8 έως 17,9%) των ασθενών με C1-INH-HAE, η αιτιολογική μετάλλαξη στο 

γονίδιο SERPING1 παραμένει άγνωστη, καθώς η τυπική εξέταση περιορίζεται στην αλληλούχηση 

των εξωνικών περιοχών και των ορίων εξωνίων-ιντρονίων του γονίδιο SERPING1 [57, 78], το οποίο 

δείχνει ότι, σε μερικούς ασθενείς, η αιτιολογική μετάλλαξη που τροποποιεί την έκφραση της C1-

INH μπορεί να βρίσκεται σε βαθιά ιντρονική περιοχή του γονιδίου. 

2.3. EΠΙΠΤΩΣΕΙΣ ΤΩΝ ΙΝΤΡΟΝΙΚΩΝ ΜΕΤΑΛΛΑΞΕΩΝ 

 Τα ιντρόνια είναι ένα χαρακτηριστικό της ευκαρυωτικής εξέλιξης [79]. Ένα από τα καλύ-

τερα παραδείγματα για τη κρισιμότητα της ιντρονική λειτουργία στους ευκαρυώτες είναι η αύξηση 

της αφθονίας των πρωτεϊνών των γονιδίων που φέρουν ιντρόνια. Η δομή των ιντρονίων και των 

εξωνίων των ευκαρυωτικών γονιδίων έχει διαδραματίσει σημαντικό ρόλο στη δημιουργία νέων 

γονιδίων [80], και η δυνατότητα εναλλακτικής επιλογής διαφορετικών συνδυασμών εξωνίων απο-

τέλεσε κρίσιμο παράγοντα για τη δημιουργία ποικιλομορφίας στην έκφραση σε πιο πολύπλοκους 

οργανισμούς [81].  

 Για πολλά χρόνια η σημασία της γονιδιωματικής αλληλουχίας συνδεόταν κυρίως με την 

ικανότητά της να κωδικοποιεί πρωτεΐνες και, ως εκ τούτου, οι ιντρονικές αλληλουχίες θεωρούνταν 

ως επί το πλείστων μη λειτουργικές. Τα ιντρόνια καλούνταν ως «junk DNA», καθώς απομακρύνο-

νται από το ώριμο mRNA. Ωστόσο, πρόσφατα δεδομένα τονίζουν την σημασία των ιντρονίων. Επι-

γραμματικά αναφέρονται τα παρακάτω. Έχει παρατηρηθεί μια αξιοσημείωτη διατήρηση πολλών 

ιντρονικών θέσεων, υπονοώντας ότι τουλάχιστον ορισμένα ιντρονικά χαρακτηριστικά υπόκεινται 

σε εξελικτικό περιορισμό [82, 83, 84]. Συντηρημένες θέσεις θεωρούνται οι αλληλουχίες ματίσμα-

τος, οι θέσεις σύνδεσης των ρυθμιστικών πρωτεϊνών και οι αλληλουχίες που κωδικοποιούν RNA 

γονίδια [85]. Επιπρόσθετα, τα ιντρόνια έχουν αποδειχθεί ότι αυξάνουν την μεταγραφική αποτελε-

σματικότητα σε θηλαστικά [86], καθώς ο υποκινητής δρα σε συνδυασμό με τις περιοχές-ενισχυτές 

ματίσματος [87, 88]. Η διατήρηση ορισμένων ιντρονικών αλληλουχιών έγκειται στο γεγονός ότι 

από αυτές τις αλληλουχίες δύναται να προέρχονται τα περισσότερα μικρά πυρηνικά RNA 

(snoRNAs) [89] και τα micro RNAs (miRNAs). Επιπλέον, το εναλλακτικό μάτισμα αυξάνει την πρω-

τεϊνική ποικιλότητα δημιουργώντας πολλαπλές ισομορφές mRNA από ένα μόνο γονίδιο. Ένα μόριο 

pre-mRNA μπορεί να υπόκεινται σε ενναλακτικό μάτισμα μέσω παράλειψης εξωνίων, επιλογής 

διαφορετικής θέσης ματίσματος και διατήρηση ιντρονίων στο παραγόμενο ώριμο mRNA [90]. Τέ-

λος, τα ιντρόνια περιέχουν πληθώρα αλληλουχιών παρόμοιων με τα συναφή μοτίβα των κανονι-

κών θέσεων ματίσματος [91, 92] που καλούνται ως ψευδο-εξώνια ή ως κρυφές θέσεις ματίσματος. 

Σε σύγκριση με τα κανονικά εξώνια τα ψευδο-εξώνια τείνουν να έχουν μικρότερο αριθμό μοτίβων 
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που ενισχύουν το μάτισμα και περισσότερα μοτίβα καταστολής ματίσματος [93, 94, 95]. Αυτό που 

καθορίζει την προτίμηση για τις κανονικές θέσεις ματίσματος προκύπτει από το συνδυαστικό α-

ποτέλεσμα πρωτεϊνών που συνδέονται με το pre-mRNA και είτε σταθεροποιούν τις αλληλεπιδρά-

σεις του σωμάτιου συναρμογής είτε αναστέλλουν τη στρατολόγηση των συστατικών του σωμάτιου 

συναρμογής [96]. 

 Οι μεταλλάξεις στις ιντρονικές περιοχές, είτε εντοπίζονται κοντά στις εξωνικές θέσεις είτε 

εντοπίζονται βαθιά στο εσωτερικό των ιντρονίων δύναται να προκαλέσουν προβλήματα στη δια-

δικασία της μεταγραφής. Οι μεταλλάξεις στις θέσεις κανονικού ματίσματος επηρεάζουν έντονα τις 

αλληλουχίες που ορίζουν τα όρια εξωνίων-ιντρονίων. Οι μεταλλάξεις σε αυτές τις θέσεις είναι πι-

θανό να μεταβάλουν την αλληλεπίδραση μεταξύ του pre-mRNA και των πρωτεϊνών που εμπλέκο-

νται στην απομάκρυνση του εκάστοτε ιντρονίου και συνήθως οδηγούν σε παράλειψη ενός εξω-

νίου. Ωστόσο, εάν η θέση ματίσματος είναι αδύναμη και η μετάλλαξη αποκαλύψει μία κρυφή θέση 

ματίσματος, αυτή η εναλλακτική θέση μπορεί να χρησιμοποιηθεί. Αυτό μπορεί να οδηγήσει στην 

εισαγωγή μέρους του ιντρονίου στο παραγόμενο mRNA ή στην απομάκρυνση ενός θραύσματος 

εξωνίου εάν η κρυφή θέση ματίσματος υπάρχει σε ιντρόνιο ή εξώνιο, αντίστοιχα [97]. Το αποτέ-

λεσμα της μετάλλαξης στην κανονική θέση ματίσματος εξαρτάται από την ισχύ της θέσης ματίσμα-

τος, την ύπαρξη κρυφών θέσεων ματίσματος και την πυκνότητα ESS και ESE, ή δευτερεύουσες δο-

μές που σχηματίζονται από το pre-mRNA.  

 Οι μεταλλάξεις στις βαθιές ιντρονικές θέσεις συνήθως έχουν ως αποτέλεσμα την προ-

σθήκη ενός μέρους της αλληλουχίας του ιντρονίου, το ψευδο-εξώνιο, στο ώριμο mRNA. Συνήθως 

τέτοιου τύπου μεταλλάξεις δημιουργούν νέες μη κανονικές θέσεις ματίσματος που αναγνωρίζο-

νται από το σωμάτιο συναρμογής και χρησιμοποιούνται σε συνδυασμό με τις υπάρχουσες κρυφές 

θέσεις ματίσματος. Η προσθήκη ενός ψευδο-εξωνίου θεωρείται μία από τις πλέον πιο συχνές αι-

τίες που οδηγούν στην εκδήλωση ενός νοσήματος [98]. Ο πιο κοινός μηχανισμός περιλαμβάνει 

μεταλλάξεις οι οποίες δημιουργούν μία νέα 5’ θέση ματίσματος και ενεργοποιούν μία προϋπάρ-

χουσα μη-κανονική 3’ θέση ματίσματος. Πιο σπάνια θεωρείται η ύπαρξη μετάλλαξης που δημιουρ-

γεί μια νέα 3’ θέση ματίσματος. Η εμφάνιση ενός ψευδο-εξωνίου τείνει να τροποποιεί το αναγνω-

στικό πλαίσιο εισάγοντας ένα πρόωρο κωδικόνιο τερματισμού (PTC) με αποτέλεσμα την παρα-

γωγή μικρότερης πρωτεΐνης. Ωστόσο, η παρουσία του PTC οδηγεί σε ταχύτερη αποικοδόμηση 

mRNA κατά τη διάρκεια μιας προστατευτικής διαδικασίας που ονομάζεται διαμεσολαβούμενη α-

ποικοδόμηση (NMD) [99]. Η αποικοδόμηση του ελλειμματικού mRNA αποτρέπει την παρεκκλί-

νουσα σύνθεση πρωτεϊνών [100]. Επιπρόσθετα, η δημιουργία ενός ενισχυτή ματίσματος μέσα σε 

μία ιντρονική περιοχή μπορεί να αποτελέσει ένα επαρκές στοιχείο για να προαγάγει την αναγνώ-

ριση από το σωμάτιο συναρμογής που οδηγεί στην ένταξη ενός ψευδο-εξωνίου. Εναλλακτικά, δύ-

ναται να προκληθεί η ένταξη ψευδο-εξωνίων με μεταλλάξεις που απενεργοποιούν κατασταλτικές 

αλληλουχίες ή δευτερεύουσες δομές [101, 102]. Οι περισσότερες βαθιές ιντρονικές μεταλλάξεις 

δεν έχουν καμία επίδραση στην κανονική θέση ματίσματος. Ωστόσο, ορισμένες μεταλλάξεις που 

δημιουργούν μια νέα θέση ματίσματος παρεμβαίνοντας στην αναγνώριση των φυσικών σημείων 

ματίσματος [103]. Οι γενετικές παραλλαγές δύναται να προκαλέσουν ασθένεια μέσω απενεργο-

ποίησης γονιδίων RNA που κωδικοποιούνται από τα ιντρόνια [104, 105].  

 Η διαδικασία ματίσματος εξαρτάται επίσης από την παρουσία συγκεκριμένων αλληλου-

χιών: τη θέση διακλάδωσης (branch point) και τις αλληλουχίες της οδού πολυπυριμιδίνης που δε-

σμεύουν συγκεκριμένες πρωτεΐνες που βοηθούν στον σχηματισμό του συμπλόκου συναρμογής. 

Οι μεταλλάξεις που εντοπίζονται στη θέση διακλάδωσης μπορεί να οδηγήσουν σε παράλειψη ε-

ξωνίου λόγω της δυσλειτουργίας των πρωτεϊνών σύνδεσης SF1 και U2 snRNP και ρήξη της 
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κανονικής 3’ θέσης ματίσματος. Επίσης, οι μεταλλάξεις σε αυτή τη θέση μπορούν να προκαλέσουν 

διατήρηση μέρους του ιντρονίου εάν δημιουργούν νέα 3’ θέση ματίσματος [106]. Η οδός πολυπυ-

ριμιδίνης με αλληλουχία εμπλουτισμένη σε νουκλεοτίδια πυριμιδίνης βρίσκεται μεταξύ 5 και 40 

bp από τη 3’ θέση ματίσματος. Οι μεταλλάξεις σε αυτή την αλληλουχία πιθανότατα οδηγούν σε 

προβλήματα στη διαδικασία του ματίσματος [107]. Οι μεταλλάξεις και στις δύο αυτές θέσεις θεω-

ρούνται σπάνιες και είναι δύσκολο να εντοπιστούν.  

 Τα ευκαρυωτικά κύτταρα για να μπορέσουν να αντιμετωπίσουν τα παρεκκλίνοντα από το 

κανονικό mRNA μετάγραφα έχουν αναπτύξει μία σειρά από ελεγκτικούς μηχανισμούς. Ωστόσο, τα 

μετάγραφα που δεν περιέχουν έντονες διαφορές από το κανονικό mRNA δεν μπορούν να διακρι-

θούν τόσο εύκολα. Μερικά από αυτά τα mRNA, εάν μεταφραστούν, μπορούν να παράγουν παρεκ-

κλίνουσες πρωτεΐνες που είναι επιζήμιες για το κύτταρο. Για την ελαχιστοποίηση αυτών των σφαλ-

μάτων, τα κύτταρα έχουν αναπτύξει μηχανισμούς για την παρακολούθηση των παραγόμενων 

mRNA καθώς μεταφράζονται και για την καταστροφή των μεταλλαγμένων μεταγράφων. Υπάρχουν 

τρεις οδοί παρακολούθησης mRNA: η διαμεσολαβούμενη αποικοδόμηση (NMD), η αποικοδόμηση 

μη-τερματισμού (NSD) και η no-go αποικοδόμηση (NGD) (Εικόνα 6).  

 Η NMD στοχεύει ειδικά mRNA που περιέχουν ένα πρόωρο κωδικόνιο τερματισμού. Όλα 

τα κωδικόνια τερματισμού πρέπει αρχικά να αναγνωρίζονται από τους κανονικούς συντελεστές 

τερματισμού μετάφρασης eRF1 και eRF3. Υπάρχουν δύο βασικά μοντέλα που εξηγούν πώς τα με-

ταλλαγμένα μετάγραφα αναγνωρίζονται ως στόχοι. Το μοντέλο των συμπλεγμάτων εξωνίων (EJC) 

προτείνει ότι το EJC-ένα μεγάλο σύμπλεγμα πολλαπλών πρωτεϊνών που έχει δημιουργηθεί 20 με 

24 βάσεις πριν από τη σύνδεση εξωνίων-ενεργεί ως ένα δεύτερο σήμα για την επισήμανση ενός 

κωδικονίου τερματισμού ως PTC [108, 109, 110, 111, 112, 113, 114]. Κατά τη διάρκεια της μετά-

φρασης, τα ριβοσώματα σαρώνουν το mRNA και σταματούν σε ένα κωδικόνιο τερματισμού. Εάν 

υπάρχει EJC πριν του κωδικονίου τερματισμού, η πρωτεϊνική κινάση SMG1, το υπόστρωμά της 

Upf1, μια ATPase/ελικάση και οι παράγοντες απελευθέρωσης ευκαρυωτικών πολυπεπτιδίων eRF1 

και eRF3 προσλαμβάνονται για να σχηματίσουν το σύμπλεγμα SURF στο mRNA. Η φωσφορυλίωση 

του UPF1 από το SMG1 οδηγεί στην πρόσληψη SMG5, SMG6 και SMG7 μέσω φωσφο-ειδικών αλ-

ληλεπιδράσεων [115]. Μετά την πρόσληψη, τα SMG5 και SMG7 προάγουν την αποσύνθεση RNA 

με τη στρατολόγηση παραγόντων, οδηγώντας στην έκθεση των άκρων μεταγραφής σε κυτταρικές 

εξωνουκλεάσες [116, 117]. Το δεύτερο μοντέλο για το NMD υποστηρίζει ότι η ασυνήθιστα μακριά 

3' αμετάφραστη περιοχή πριν από ένα PTC δρα ως ένα δεύτερο σήμα. Η συσσώρευση UPF1 καθώς 

και άλλων ρυθμιστικών στοιχείων στο 3′ UTR μεσολαβεί στην πρόσληψη άλλων παραγόντων NMD 

και στην έναρξη της αποσύνθεσης mRNA [118, 119]. 

 Η NSD στοχεύει mRNA με έλλειψη κωδικονίου τερματισμού και η NGD στοχεύει το mRNA 

που περιέχει μια σειρά πιθανές αλληλουχίες παρεμπόδισης. Το μονοπάτι παρακολούθησης NGD 

υποβαθμίζει τα mRNA που περιέχουν ακινητοποιημένα ριβοσώματα [120]. Το NGD συμβαίνει ό-

ταν η επιμήκυνση της μετάφρασης παρεμποδίζεται από την παρουσία σταθερών ενδομοριακών ή 

διαμοριακών δομών RNA, ενζυματικής διάσπασης, χημικά κατεστραμμένων αλληλουχιών ή σπά-

νιων κωδικονίων [121, 122, 123]. Το NSD στοχεύει δύο τύπους mRNA χωρίς κωδικόνιο τερματι-

σμού: mRNA χωρίς διακοπή, τα οποία περιέχουν αλληλουχίες πολύ (Α) ουράς στο άκρο 3' και 

mRNAs χωρίς κωδικόνιο τερματισμού, που δεν έχουν αλληλουχίες πολύ (Α) ουράς [124]. Τα μη 

διακοπτόμενα mRNA δημιουργούνται με πρόωρη πολυαδενυλίωση, ενώ μια ενδονουκλεολυτική 

διάσπαση στην περιοχή κωδικοποίησης οδηγεί σε mRNAs χωρίς κωδικόνιο τερματισμού.  
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Εικόνα 6: Οι τρεις οδοί παρακολούθησης mRNA: η διαμεσολαβούμενη αποικοδόμηση (NMD), η αποικοδό-

μηση μη-τερματισμού (NSD) και η no-go αποικοδόμηση (NGD). 
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3. FXII-HAE 

3.1. ΓΕΝΕΤΙΚΗ ΤΟΥ FXII-HAE 

Το 1986, οι Warin et al [125], ανέφεραν δύο αδελφές που παρουσίασαν σοβαρά επεισόδια 

αγγειοοιδήματος μετά την λήψη αντισυλληπτικών και κατά τη διάρκεια της εγκυμοσύνης τους. 

Δεκατέσσερα χρόνια αργότερα, το 2000, ταυτόχρονα οι Bork et al [126] και οι Binkley και Davis 

[127], περιέγραψαν γυναίκες ασθενείς με παρόμοια κλινική εικόνα με το C1-INH-HAE, αλλά με 

φυσιολογικό C1-INH, και χωρίς παθογόνο μετάλλαξη στο γονίδιο SERPING1. Σαν κύριο αίτιο για τα 

επεισόδια αγγειοοιδήματος αποτέλεσαν τα αυξημένα επίπεδα οιστρογόνων, δηλαδή τα αντισυλ-

ληπτικά, η θεραπεία υποκατάστασης ορμονών και η εγκυμοσύνη.  

Ακολουθώντας μια λειτουργική υπόθεση ότι το γενετικό υπόβαθρο του νοσήματος μπορεί 

να εντοπίζεται στο γονίδιο που κωδικοποιεί τον παράγοντα πήξης διερευνήθηκε το γονίδιο F12 

(Ensembl: ENSG00000131187, OMIM: 610619). Το γονίδιο F12 έχει χαρτογραφηθεί στο χρωμό-

σωμα 5 (5q33-qter) και περιλαμβάνει 13 ιντρόνια και 14 εξώνια που καλύπτουν 12 kb [128]. Έχουν 

περιγραφεί αρκετές μεταλλάξεις απώλειας-λειτουργίας στο γονίδιο F12 που σχετίζονται με ανε-

πάρκεια FXII (νόσος του Hageman, OMIM: 234000).  

Το γονίδιο F12 κωδικοποιεί τον παράγοντα πήξης XII, μια πρωτεάση σερίνης που κυκλο-

φορεί στο ανθρώπινο πλάσμα ως απλή αλυσίδα αδρανούς ζυμογόνου σε συγκέντρωση περίπου 

30 μg /ml. Αυτό το ζυμογόνο μονής αλυσίδας μετατρέπεται σε πρωτεάση σερίνης δύο αλυσίδων 

με βαριά αλυσίδα (άλφα-παράγοντας XIIa) και ελαφριά αλυσίδα. Η βαριά αλυσίδα περιέχει δύο 

τομείς τύπου ινωδονεκτίνης, δύο τομείς τύπου επιδερμικού αυξητικού παράγοντα (EGF), έναν το-

μέα kringle και έναν πλούσιο σε προλίνη τομέα, ενώ η ελαφριά αλυσίδα περιέχει μόνο μια κατα-

λυτική περιοχή (Εικόνα 7) [129]  

Υπάρχουν δύο οδοί για την ενεργοποίηση της πρωτεΐνης FXII: η αυτόματη ενεργοποίηση 

κατά την έκθεση σε αρνητικά φορτισμένες επιφάνειες και η πρωτεολυτική ενεργοποίηση σε κυτ-

ταρικές μεμβράνες. Η FXII ενεργοποιείται αυτόματα σε μια τεχνητή ή βιολογική επιφάνεια, όπως 

καολίνη ή θρόμβος για ενεργοποίηση της FXII στη α-FXIIa. Η α-FXIIa στη συνέχεια ενεργοποιεί το 

FXI στο FXIa για να ξεκινήσει αιμόσταση και ενεργοποιεί την προκαλλικρεϊνη (PK) για να σχηματίσει 

καλλικρεΐνη πλάσματος (KAL). Η KAL διασπά το υψηλού μοριακού βάρους κινινογόνο (HMWK) για 

να απελευθερώσει τη βραδυκινίνη (BK), η οποία προκαλεί αγγειοδιαστολή και αγγειακή διαπερα-

τότητα. Η KAL ενεργοποιεί επίσης το σύστημα συμπληρώματος ενεργοποιώντας απευθείας τα συ-

στατικά συμπληρώματος C3 και C5 και διασπώντας τη α-FXIIa για να σχηματίσει β-FXIIa, το οποίο 

στη συνέχεια ενεργοποιεί το μακρομοριακό C1qr, s σύμπλοκο σε ενζυματικά ενεργό C1r και C1s. 

Οι Maas et al [130] πρότειναν έναν δεύτερο μηχανισμό αυτόματης ενεργοποίησης FXII, ο οποίος 

συμβαίνει κατά την έκθεση της FXII σε συσσωματώματα λανθασμένων πρωτεϊνών και αυτή η ε-

νεργοποίηση έχει ως αποτέλεσμα την ενεργοποίηση PK χωρίς ενεργοποίηση FXI. Μια δεύτερη δια-

δρομή για την ενεργοποίηση της FXII συμβαίνει σε ενδοθηλιακά κύτταρα. Το ΡΚ που συνδέεται με 

το ΗΚ σε ενδοθηλιακά κύτταρα ενεργοποιείται στο KAL από την πρωτεάση σερίνης προλυλοκαρ-

βοξυπεπτιδάση (PRCP). Στη συνέχεια, το KAL ενεργοποιεί τη FXII σε α-FXIIa. Η FXII δεσμεύεται επί-

σης σε ενδοθηλιακά κύτταρα παρουσία ιόντων ψευδαργύρου και όταν δεσμεύεται διεγείρει τη 

φωσφορυλίωση ERK1/2 (Εικόνα 8) [131].  
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Εικόνα 7: Αναπαράσταση της δομής της πρωτεΐνης FXII: η FXII χωρίζεται σε διάφορους τομείς. Η επάνω 

δομή: αλληλουχία αμινοξέων; η κάτω δομή: γραμμικό διάγραμμα των περιοχών της πρωτεΐνης που χωρίζο-

νται βάση χρώματος. Αμινοξέα -19-1: οδηγό πεπτίδιο, 1-88: περιοχή ινωδονεκτίνης τύπου II, 94-131: περιοχή 

τύπου EGF, 133-173: περιοχή τύπου ινωδονεκτίνης Ι, 174-210: περιοχή τύπου EGF, 215-295: περιοχή kringle, 

296-349: περιοχή πλούσια σε προλίνη, 354-596: καταλυτικός τομέας ή ελαφριά αλυσίδα. Τα αμινοξέα 1-353 

είναι η βαριά αλυσίδα [132]. 

 

Εικόνα 8: Αναπαράσταση των δύο οδών ενεργοποίησης της πρωτεΐνης FXII: της αυτόματης ενεργοποίησης 

κατά την έκθεση σε αρνητικά φορτισμένες επιφάνειες και τη πρωτεολυτική ενεργοποίηση σε κυτταρικές 

μεμβράνες [131]. 
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 Ως αποτέλεσμα της υπόθεσης ότι οι αιτιατές μεταλλάξεις βρίσκονται στο γονίδιο που κω-

δικοποιεί την πρωτεΐνη FXII, το 2006, o Dewald και ο Bork συνέδεσαν αυτό το είδος αγγειοοιδή-

ματος με το γονίδιο F12 [133]. Η αλληλούχηση των εξωνικών περιοχών του γονιδίου και των θέ-

σεων σύνδεσης εξωνίων-ιντρονίων οδήγησε στην ανίχνευση δύο σημειακών μεταλλάξεων στην 

ίδια θέση του εξωνίου 9 του γονιδίου F12 σε 20 ασθενείς με nC1-INH-HAE που ανήκαν σε 5 γερ-

μανικές οικογένειες. Και οι δύο μεταλλάξεις βρίσκονται στη δεύτερη θέση του κωδικονίου (ACG) 

που κωδικοποιεί το αμινοξύ 328 της ώριμης πρωτεΐνης, ενός υπολείμματος θρεονίνης. Η μία με-

τάλλαξη οδηγεί σε υποκατάσταση θρεονίνης-λυσίνης (p.Thr328Lys) και η άλλη σε υποκατάσταση 

θρεονίνης-αργινίνης (p.Thr328Arg). Οι δύο μεταλλάξεις, c.983C>A (p.Thr328Lys) και c.983C>G (p. 

Thr328Arg), ανιχνεύτηκαν σε ετερόζυγη μορφή σε όλους τους ασθενείς. Δύο γυναίκες και οκτώ 

άνδρες, μέλη των παραπάνω οικογενειών, φέρουν την μετάλλαξη c.983C>A, αλλά δεν έχουν βιώ-

σει επεισόδια αγγειοοιδήματος, το οποίο υποδεικνύει την μειωμένη διεισδυτικότητα και τη φύλο-

περιορισμένη εκδήλωση του νοσήματος. Την ίδια χρονιά, η μετάλλαξη c.983C>A (p.Thr328Lys) στο 

γονίδιο F12 ανιχνεύτηκε σε μία γαλλική οικογένεια, η οποία μοιράζεται τον ίδιο απλότυπο με τις 

πέντε γερμανικές οικογένειες, που υποδεικνύει την ύπαρξη ενός κοινού Ευρωπαϊκού προγόνου 

από τον οποίο προήλθε η μετάλλαξη [134]. Εντοπίζονται στην πλούσια σε προλίνη περιοχή της 

πρωτεΐνης FXII, το οποίο βρίσκεται κοντά στην καταλυτική περιοχή και σε μία από τις τρεις θέσεις 

σύνδεσης με την επιφάνεια [135]. 

Το 2011, μια νέα μετάλλαξη, μία έλλειψη 72 bp (c.971_1018+24del72), ανιχνεύτηκε σε 3 

μέλη μιας οικογένειας τούρκικης καταγωγής, οι οποίοι διέμεναν στη Γερμανία. Η οικογένεια περι-

λάμβανε 2 αδελφές με nC1-INH-HAE και τον ασυμπτωματικό πατέρα τους [136]. Το 2014, εντοπί-

στηκε μία ακόμα τούρκικη οικογένεια, με δύο γυναίκες με FXII-HAE, με την ίδια 72-bp έλλειψη, η 

οποία παρουσίαζε τον ίδιο απλότυπο, υποστηρίζοντας έντονα μια κοινή προέλευση αυτής της με-

τάλλαξης [137]. Η μελέτη του DNA και του mRNA στις τέσσερις γυναίκες με FXII-HAE από τις δύο 

οικογένειες τούρκικης καταγωγής έδειξε ότι η έλλειψη των 72 bp (c.971_1018+24del72), η οποία 

ξεκινάει από το εξώνιο 9 και επεκτείνεται μέχρι το ιντρόνιο 9 του γονιδίου F12 οδηγεί στην απώ-

λεια του 3'-άκρου του εξωνίου 9 και του 5'-άκρου του ιντρονίου 9. Η έλλειψη ξεκινάει στο κωδικό-

νιο c.971A (κωδικοποιεί το αμινοξύ p.Lys324) στο εξώνιο 9 και τελειώνει 24 bp μετά την εκκίνηση 

του ιντρονίου 9. Η έλλειψη εντοπίστηκε στην περιοχή του γονιδίου που κωδικοποιεί την πλούσια 

σε προλίνη περιοχή της πρωτεΐνης FXII, η οποία περιλαμβάνει τα αμινοξέα 315 έως 368. Η μετάλ-

λαξη οδηγεί στην απώλεια της θέσης ματίσματος στο εξώνιο 9, το οποίο έχει ως αποτέλεσμα τη 

διατήρηση του ιντρονίου 9, εκτός από τα πρώτα 24 νουκλεοτίδια που αφαιρέθηκαν με την έλ-

λειψη, στο μεταγραφικό mRNA και στη μεταφραζόμενη πρωτεΐνη. Η συνέπεια της έλλειψης είναι 

μια μεταλλαγμένη πρωτεΐνη FXII χωρίς τα 16 αμινοξέα p.Lys324 έως p.Gly339, τα οποία κωδικο-

ποιούνται από το 3’ άκρο του εξωνίου 9 και την προσθήκη 27 αμινοξέων που κωδικοποιούνται 

από τα 81 νουκλεοτίδια του ιντρονίου 9 μεταξύ των p.Pro323 και p.Ala340. Έτσι, η μεταλλαγμένη 

πρωτεΐνη FXII είναι μακρύτερη κατά 11 αμινοξέα στην πλούσια σε προλίνη περιοχή. Ωστόσο, ο 

καταλυτικός τομέας και η θέση διάσπασης ενεργοποίησης μεταξύ των κωδικονίων p.Arg372 και 

p.Val373 δεν τροποποιείται, με αποτέλεσμα τη διατήρηση της φυσιολογικής δράσης πήξης της FXIΙ 

[137]. Το 2017, η έλλειψη c.971_1018+24del72 στο γονίδιο F12 ανιχνεύτηκε σε έναν ασθενή από 

την Βραζιλία με καυκάσια και αφρικανική καταγωγή [138].  

To 2013, σε μία οικογένεια ουγγρικής καταγωγής ανιχνεύτηκε ένας διπλασιασμός 18 bp 

(c.892_909dup) που οδηγεί στην επανάληψη έξι αμινοξέων στην ίδια περιοχή του παράγοντα XII 

στην οποία περιεγράφηκαν οι υπόλοιπες μεταλλάξεις [139]. H υπό διερεύνηση οικογένεια αποτε-

λούνταν από μία 37χρονη γυναίκα με υποτροπιάζον αγγειοοίδημα, το οποίο συμπεριλάμβανε 
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πρήξιμο στο πρόσωπο και το φάρυγγα, και την κόρη της, η οποία είχε ένα μόνο επεισόδιο οιδήμα-

τος στο πρόσωπο σε ηλικία οκτώ ετών. Η μετάλλαξη ανιχνεύτηκε στον πατέρα, στον θείο και στην 

γιαγιά της ασθενούς που δεν είχαν εμφανίσει κανένα επεισόδιο αγγειοοιδήματος κατά τη διάρ-

κεια της ζωής τους. Η λειτουργική επίδραση αυτής της νέας μετάλλαξης δεν είναι εμφανής, καθώς 

η πηκτική δράση της FXII ήταν φυσιολογική και στους δύο φορείς, δείχνοντας ότι το c.892_909dup 

δεν μεταβάλλει τη δραστηριότητα της πήξης. Επιπρόσθετα, η ύπαρξη της μετάλλαξης σε τρεις φο-

ρείς χωρίς την ταυτόχρονη εκδήλωση συμπτωματολογίας υποδεικνύει ότι ακόμη και αν η αναγνω-

ρισμένη μετάλλαξη είναι παθογόνος, περαιτέρω γενετικοί ή περιβαλλοντικοί παράγοντες επηρε-

άσουν την εμφάνιση επεισοδίων. 

Οι τέσσερεις μεταλλάξεις που έχουν ανιχνευτεί μέχρι σήμερα εντοπίζονται στην πλούσια 

σε προλίνη περιοχή της πρωτεΐνης FXII. 

Η μετάλλαξη c.983C>A (p.Thr328Lys) είναι η πιο συχνά ανιχνεύσιμη σε σχέση με τις υπό-

λοιπες τρεις παθογονικές μεταλλάξεις οι οποίες έχουν ανιχνευτεί στο γονίδιο F12, παρόλα αυτά 

παρουσιάζει μειωμένη διεισδυτικότητα, καθώς έχει ανιχνευτεί σε άνδρες και γυναίκες που δεν 

έχουν εκδηλώσει επεισόδια αγγειοοιδήματος [140, 141]. Περισσότερο από το 90% των ανδρών 

φορέων είναι ασυμπτωματικοί σε σύγκριση με το 40% των γυναικών [142]. Συνολικά, η μετάλλαξη 

c.983C>A (p.Thr328Lys) έχει ανιχνευτεί σε 400 γυναίκες και 131 άνδρες, οι οποίοι ανήκουν σε 168 

οικογένειες, από τους οποίους 66 γυναίκες και 93 άνδρες ήταν ασυμπτωματικοί. Οι φορείς της 

μετάλλαξης έχουν κυρίως ευρωπαϊκή καταγωγή (Ισπανία [143, 144, 145, 146, 147], Ιταλία [148, 

149, 150, 151, 152] Γαλλία [134, 147, 153, 154, 155], Γερμανία [133], Λουξεμβούργο [156]), αλλά 

έχει εντοπιστεί και μεγάλος αριθμός οικογενειών με καταγωγή από τη Βραζιλία [157, 158, 159, 

160, 161], μία οικογένεια με καταγωγή από την Αυστραλία [162] και τρεις οικογένειες αραβικής 

καταγωγής [163, 164]. Η πλειονότητα των φορέων της μετάλλαξης είναι ετερόζυγοι, με μόνη εξαί-

ρεση 2 ασθενών, μίας γυναίκας και ενός άνδρα με καταγωγή από την Βραζιλία, οι οποίοι είναι 

ομόζυγοι για την μετάλλαξη και παρουσιάζουν πιο βαριά συμπτωματολογία [160]. Οι αναλύσεις 

απλοτύπου των ασθενών με FXII-HAE και την μετάλλαξη c.983C>A (p.Thr328Lys) δείχνουν την ύ-

παρξη ενός κοινού προγόνου από τον οποίο προήλθε η συγκεκριμένη μετάλλαξη τόσο ανάμεσα 

στον ευρωπαϊκό όσο και στο βραζιλιάνικο πληθυσμό. Ο κοινός αυτός πρόγονος πιθανότατα προ-

έρχεται από τον κεντροευρωπαϊκό πληθυσμό και χρονολογείται γύρω στον 11o αιώνα. Πρέπει ε-

πίσης να επισημανθεί ότι ο βραζιλιάνικός πληθυσμός αποτελεί ένα μείγμα γηγενής, ευρωπαϊκής 

και αφρικανικής καταγωγής. Ωστόσο, μελέτες υποστηρίζουν ότι η ευρωπαϊκή καταγωγή είναι το 

κυρίαρχο φαινόμενο για το 60,6% έως 77,7% [165], το οποίο μπορεί να εξηγήσει την ύπαρξη ενός 

κοινού προγόνου με τους Ιταλούς, Γερμανούς, Ισπανούς και Γάλλους. 

Επιπρόσθετα, έχουν αναφερθεί στη βιβλιογραφία δύο ακόμα μεταλλάξεις στο γονίδιο F12, 

c1681-1G>A (ιντρόνιο 13) και c.1027G>C (εξώνιο 10), σε δύο περιπτώσεις ιδιοπαθούς μη ισταμι-

νεργικού αγγειοοιδήματος (InH-AAE) [166]. Αν και τα παραπάνω δεδομένα μπορεί να υποδηλώ-

νουν μεταλλάξεις με «επικερδή» λειτουργικότητα (gain of function mutation) σε ασθενείς με FXII-

HAE, και οι δύο από αυτές τις μεταλλάξεις έχουν προηγουμένως εντοπιστεί σε συσχέτιση με ανε-

πάρκεια της πρωτεΐνης FXII. Πιο πρόσφατα, οι Hofman et al, ανίχνευσαν μία μετάλλαξη στο γονίδιο 

F12, c.859T>A (p.Trp268Arg), η οποία δεν σχετίζεται με το κληρονομικό αγγειοοίδημα. Οι φορείς 

της μετάλλαξης αυτής αντιμετωπίζουν εξάνθημα από κνίδωση, αρθραλγία, πυρετό και κόπωση. Η 

μετάλλαξη c.859T>A επηρεάζει τη διαμόρφωση πρωτεΐνης FXII και την έκθεση του βρόχου ενερ-

γοποίησης. Αυτό έχει ως αποτέλεσμα την ενδοκυτταρική αυτόματη ενεργοποίηση και χαμηλού 

βαθμού έκκριση ενεργοποιημένου FXII [167].  

Τέλος, ο πολυμορφισμός c.-46C>T στο γονίδιο F12 (rs1801020) αναγνωρίστηκε ως 
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τροποποιητής του κλινικού φαινοτύπου του C1-INH-HAE. Αυτός ο πολυμορφισμός βρίσκεται στην 

περιοχή του υποκινητή του γονιδίου F12, τέσσερα νουκλεοτίδια πριν από το κωδικόνιο έναρξης, 

δημιουργώντας ένα νέο κωδικόνιο έναρξης για τη μεταγραφή του mRNA και μια μετατόπιση πλαι-

σίου που παράγει μια μεταλλαγμένη πρωτεΐνη. Το αλληλόμορφο Τ καταστρέφει την αλληλουχία 

Kozak (GCCAGCCATGG) που σηματοδοτεί την έναρξης μετάφρασης και αποτρέπει τη σωστή ανα-

γνώριση του κωδικονίου έναρξης της μετάφρασης [168]. Λόγω της επιζήμιας επίδρασής του πο-

λυμορφισμού στη μετάφραση, ο c.-4T>C έχει αποδειχθεί ότι δρα ως τροποποιητής γενετικών νο-

σημάτων επηρεάζοντας τα επίπεδα FXII και FXIIa στο αιμοστατική παθολογία και τη στεφανιαία 

νόσο [169, 170, 171, 172, 173, 174, 175]. Οι φορείς του πολυμορφισμού εμφάνισαν σημαντικά 

καθυστερημένη έναρξη της νόσου και δεν είχαν την ανάγκη μακροχρόνιας θεραπείας [57]. Ενώ 

έχει αποδειχτεί ότι επηρεάζει τη διεισδυτικότητα του C1-INH-HAE [176, 177], καθώς το αλληλό-

μορφο C μπορεί να είναι προστατευτικό, καθώς το αλληλόμορφο T και ο γονότυπος TT εμφανίζεται 

μεταξύ των συμπτωματικών ασθενών με C1-INH-HAE. 

3.2. ΠΑΘΟΦΥΣΙΟΛΟΓΙΑ ΤΟΥ FXII-HAE 

Μετά την ανακάλυψη των τεσσάρων παθογονικών μεταλλάξεων, προτάθηκε ότι προσδί-

δουν μια πιθανή αύξηση της λειτουργίας του FXII που οδηγεί σε αύξηση της ενεργοποίησης του 

συστήματος επαφών και συνεπώς μπορεί να προκαλέσει αυξημένο σχηματισμό βραδυκινίνης. Οι 

μετρήσεις δραστικότητας αμιδολυτικής και κινινογενάσης έχουν δείξει αυξημένη δραστικότητα 

του γονιδίου F12 και αυξημένη παραγωγή βραδυκινίνης σε άτομα που φέρουν την μετάλλαξη 

c.983C>A (p.Thr328Lys) σε ετερόζυγη κατάσταση, και έτσι αυτή η μετάλλαξη έχει θεωρηθεί ως με-

τάλλαξη με επικερδή λειτουργικότητα. Η αυξημένη βιοδραστικότητα της FXII οδηγεί σε αυξημένα 

επίπεδα παραγωγής καλλικρεΐνης μέσω αποκοπής πλάσματος προ-καλλικρεΐνη η οποία, με τη 

σειρά της, αυξάνει την ενεργοποίηση της FXII μέσω ενός βρόχου θετικής ανατροφοδότησης. Το 

ενεργοποιημένο FXII παράγει βραδυκινίνη από κινινογόνο υψηλού μοριακού βάρους, το οποίο 

είναι ένας από τους πιο ισχυρούς μεσολαβητές της αγγειοδιαστολής και παίζει καθοριστικό ρόλο 

στην ανάπτυξη αγγειοοιδήματος [150]. Στην πραγματικότητα, οι ασθενείς με FXII-HAE που είναι 

φορείς της μετάλλαξης c.983C>A (p.Thr328Lys) έχουν αυξημένη αμιδολυτική δραστικότητα FXII, 

αλλά με φυσιολογικά επίπεδα πρωτεΐνης του πλάσματος [134]. Αντιθέτως, οι Bork et al [178] έδει-

ξαν ότι δεν υπάρχει διαφορά μεταξύ των ασθενών με FXII-HAE και υγειών ούτε στην επιφανειακή 

ενεργοποίηση της FXII από διοξείδιο του πυριτίου ούτε σε δραστηριότητα όμοια με τη καλλικρε-

ΐνη, υποδεικνύοντας ότι η μετάλλαξη c.983C>A (p.Thr328Lys) δεν προκαλεί αυξημένη δραστικό-

τητα. Έτσι, ο ρόλος των μεταλλάξεων του γονιδίου F12 και η υποκείμενη παθοφυσιολογία του νο-

σήματος παρέμενε ελάχιστα κατανοητή. Παρόλα αυτά, η ανταπόκριση ορισμένων ασθενών σε α-

νταγωνιστή υποδοχέα βραδυκινίνης (icatibant) κατά τη διάρκεια επεισοδίων αγγειοοιδήματος υ-

ποστηρίζει την υπόθεση ότι εμπλέκεται η δυσλειτουργία της οδού επαφής, με την πρωταρχική 

μεσολαβητή να είναι η βραδυκινίνη [179].  

Πρόσφατες μελέτες έχουν επικεντρωθεί στη μελέτη της λειτουργίας της πλούσιας σε προ-

λίνη περιοχής, όπου εντοπίζονται όλες οι μεταλλάξεις του γονιδίου F12 που προκαλούν FXII-HAE. 

Η πλούσια σε προλίνη περιοχή συνδέει τους επιφανειακούς δεσμικούς τομείς του FXII με τον το-

μέα πρωτεάσης του. Το αμινοξύ 309 θρεονίνης είναι στόχος γλυκοζυλίωσης και εμφανίζει παρεκ-

κλίνουσα γλυκοζυλίωση στο p.Thr328Lys και p.Thr328Arg. Ως αποτέλεσμα, η πλούσια σε προλίνη 

περιοχή είναι λιγότερο αρνητικά φορτισμένη και αναπτύσσει αυξημένη ικανότητα για αυθόρμητη 

ενεργοποίηση της θειικής δεξτράνης, που μπορεί να ενεργοποιήσει το σύστημα επαφής. Επίσης, 
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οι μεταλλάξεις c.983C>A (p.Thr328Lys), c.983C>G (p.Thr328Arg) και c.971_1018+24del72 εισάγουν 

μία ή περισσότερες θέσεις διάσπασης στην πρωτεΐνη FXII. Δεδομένου ότι η ενεργοποίηση της πρω-

τεΐνης FXII σε μια αρνητικά φορτισμένη επιφάνεια ή σε ενδοθηλιακά κύτταρα απαιτεί διάσπαση 

από PK [180], οι θέσεις διάσπασης που εισάγονται από τις μεταλλάξεις είναι μη ευαίσθητες στη 

PK [181], υποδηλώνοντας ότι ένα άλλο ένζυμο εμπλέκεται στον μηχανισμό παραγωγής της βραδυ-

κινίνης κατά τη διάρκεια των επεισοδίων αγγειοοιδήματος στο FXII-HAE. Περαιτέρω μελέτες για 

τις μεταλλάξεις αποκάλυψαν ότι οι νέες θέσεις διάσπασης ενισχύουν το ρυθμό ενεργοποίησης του 

μεταλλαγμένου FXII από τη πλασμίνη, καθιστώντας το C1-INH αναποτελεσματικό στην πρόληψη 

της υπερβολικής παραγωγής βραδυκινίνης [181, 182].  

Μελέτες έχουν δείξει ότι η μεταγραφή του γονιδίου F12 ρυθμίζεται από οιστρογόνα [183]. 

Στην περιοχή του υποκινητή του γονιδίου F12 εντοπίζεται το στοιχείο απόκρισης στα οιστρογόνα 

που συμβάλλει στην αύξηση της γονιδιακής έκφρασης κατά τη διάρκεια καταστάσεων αύξησης 

των οιστρογόνων [184, 185]. Συνολικά, γυναίκες με αυξημένα επίπεδα οιστρογόνων και μετάλλαξη 

στο γονίδιο F12 έχουν αυξημένα επίπεδα του παράγοντα XII [186, 187]. Ωστόσο, έχουν παρατηρη-

θεί και άνδρες φορείς της μετάλλαξης που παρουσιάζουν επεισόδια αγγειοοιδήματος. Στους συ-

γκεκριμένους άνδρες τα επεισόδια είναι λιγότερο σοβαρά και συχνά, ενώ η μέση ηλικία έναρξης 

είναι μεγαλύτερη από αυτή των γυναικών [153]. 

Οι ασθενείς με FXII-HAE παρουσιάζουν υψηλή διακύμανση των συμπτωμάτων ως προς τη 

συχνότητα και τη σοβαρότητα τους, ακόμη και μεταξύ των μελών της ίδιας οικογένειας [147]. Μέ-

χρι πρόσφατα, δεν υπήρχε εξήγηση για αυτήν την ακραία μεταβλητότητα, η οποία φαίνεται ακόμα 

και στο ίδιο άτομα με την πάροδο του χρόνου. Εκτός από τη γενετική βάση του κληρονομικού 

αγγειοοιδήματος, ο υπερβολικός σχηματισμός κινίνης, σε συνδυασμό με μειωμένο καταβολισμό 

της, φαίνεται να έχει κεντρικό ρόλο [147, 188, 189]. Ωστόσο, τα επίπεδα δεν φαίνεται να επαρκούν 

για τη διάκριση μεταξύ διαφορετικών φαινοτύπων, οδηγώντας στην υπόθεση ότι η δραστικότητα 

των ενζύμων αποικοδόμησης κινίνης οδηγούν σε διαφορετικές φαινοτυπικές εκδηλώσεις της νό-

σου. Υποστηρίζοντας περαιτέρω αυτήν την ιδέα, οι Charignon et al [147] εντόπισαν μία συσχέτιση 

μεταξύ του σοβαρού φαινοτύπου του FXII-HAE και του μειωμένου καταβολισμού της κινίνης και 

της μειωμένης δραστικότητας CPN (καρβοξυπεπτιδάση Ν) και ACE (μετατρεπτικό ένζυμο αγγειο-

τενσίνης). 

Όσον αφορά την πιθανή γενετική επίδραση στον καταβολισμό της κινίνης, ο Duan και ο 

Binkley [149] πρότειναν την εισαγωγή/έλλειψη του πολυμορφισμού του ACE [190] και τον APP-

ρυθμιστικό πολυμορφισμό, ΧPNPEP2 c-2399, που μπορεί να εμπλακεί στη μειωμένη δραστικότητα 

APP (αμινοπεπτιδάσης Ρ). Η ανίχνευση του αλληλομόρφου που σχετίζονται με χαμηλό ACE στα 

επίπεδα ορού και του αλληλομόρφου που σχετίζεται με χαμηλή δραστηριότητα ΑΡΡ στον ορό 

τριών συμπτωματικών γυναικών από την ίδια οικογένεια οδήγησε στο συμπέρασμα ότι αυτός ο 

γενετικός συνδυασμός μπορεί να συμβάλει στην έκφραση της νόσου σε φορείς της μετάλλαξης 

στο γονίδιο F12. Η APP και η ACE είναι υπεύθυνα ένζυμα για την υποβάθμιση της βραδυκινίνης. 

Παρόλα αυτά, η ερευνητική εργασία των Piñero-Saavedra et al [143] δεν επιβεβαίωσε την υπό-

θεση των Duan και Binkley [149], καθώς δεν εντόπισαν στατιστικά σημαντικές διαφορές στην κα-

τανομή της εισαγωγής/έλλειψης του πολυμορφισμού ACE ή του APP-ρυθμιστικού πολυμορφι-

σμού, που αξιολογήθηκαν σε συνδυασμό και ξεχωριστά, μεταξύ των κλινικών φαινοτύπων των 

φορέων της μετάλλαξης του γονιδίου F12. Οι Zuberbier et al [191] υποστήριξαν ότι ο αυξημένος 

σχηματισμός κινίνης θα μπορούσε να χρησιμοποιηθεί σαν ένδειξη εμφάνισης της νόσου. 

Αυτό το είδος HAE χαρακτηρίστηκε αρχικά από κανονικά επίπεδα C1-INH και C4, ακόμη 

και κατά τη διάρκεια των επεισοδίων [126, 127, 192, 193, 194]. Ωστόσο, οι Bouillet et al [195] και 
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άλλοι [153, 154] ανακάλυψαν ότι η δραστηριότητα του C1-INH ήταν φυσιολογική ή σχεδόν φυσιο-

λογική σε περιόδους χωρίς συμπτωματολογία, αλλά χαμηλότερη κατά τη διάρκεια της θεραπείας 

στο 67% των γυναικών-ασθενών που εξετάστηκαν. Οι Picone et al [164] περιέγραψαν δύο γυναί-

κες-ασθενείς κατά τη διάρκεια της εγκυμοσύνης τους, οι οποίες παρουσίαζαν παροδική ανεπάρ-

κεια του C1-INH. Οι Marcos et al [145] παρατήρησαν μείωση του C1-INH (κάτω από το 50%) κατά 

τη διάρκεια των επεισοδίων και κατά τη διάρκεια της εγκυμοσύνης σε υψηλές συγκεντρώσεις οι-

στρογόνων. Δύο ασθενείς είχαν φυσιολογική λειτουργία του C1-INH κατά τη διάρκεια της αντισυλ-

ληπτικής θεραπείας, αλλά μειώθηκε κατά τη διάρκεια των επεισοδίων.  
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4. ΑΣΘΕΝΕΙΣ ΚΑΙ ΥΛΙΚΑ ΤΗΣ ΜΕΛΕΤΗΣ 

4.1. ΑΝΙΧΝΕΥΣΗ ΙΝΤΡΟΝΙΚΩΝ ΜΕΤΑΛΛΑΞΕΩΝ ΣΤΟ ΓΟΝΙΔΙΟ SERPING1 

Στη μελέτη για την ανίχνευση ιντρονικών μεταλλάξεων στο γονίδιο SERPING1 συμπεριλήφ-

θηκαν δεκαπέντε δείγματα DNA (4 ελληνικά, 2 ουγγρικά, 4 πολωνικά, 3 βουλγαρικά, 2 γερμανικά; 

7 άνδρες, 8 γυναίκες; μέση ηλικία 43±16,2 ετών) που διαγνώστηκαν με C1-INH-HAE τύπου I, σύμ-

φωνα με τα κριτήρια που έχει ορίσει η επιτροπή που ενασχολείται με το κληρονομικό αγγειοοί-

δημα [11], αλλά χωρίς μεταλλάξεις στο γονίδιο SERPING1 μετά από συμβατική μοριακή ανάλυση. 

Οικογενειακή μελέτη έγινε εφικτή σε έξι οικογένειες. Επτά υγιείς και είκοσι δύο ασθενείς με C1-

INH-HAE συγγενείς των ασθενών εξετάστηκαν (μέσος όρος ηλικίας 64,4±18,6; 13 γυναίκες, 16 άν-

δρες).  

Επιπρόσθετα, σαν δείγματα ελέγχου χρησιμοποιήθηκαν 197 ασθενείς με nC1-INH-HAE και 

46 δείγματα από υγιή άτομα. 

Η μελέτη έλαβε την έγκριση της Επιτροπής Δεοντολογίας και Βιοηθικής του Πανεπιστημίου 

Θεσσαλίας και τηρεί τους κανόνες της Διακήρυξης του Ελσίνκι. Επιπρόσθετα, ελήφθησαν έγγρα-

φες υπογεγραμμένες συγκαταθέσεις από τα άτομα που συμμετείχαν, τόσο για τη διενέργεια του 

μοριακού ελέγχου των ίδιων ή και των ανήλικων μελών της οικογένειάς τους, όσο και για τη δη-

μοσίευση των αποτελεσμάτων σε επιστημονικά περιοδικά. 

4.2. ΑΝΙΧΝΕΥΣΗ ΜΕΤΑΛΛΑΞΕΩΝ ΣΤΟ ΓΟΝΙΔΙΟ F12 

Στη μελέτη συμπεριλήφθηκαν 197 ασθενείς με nC1-INH-HAE, οι οποίοι ανήκουν σε 166 

οικογένειες ευρωπαϊκής καταγωγής, 161 ασθενείς με C1-INH-HAE (154 τύπου I, 7 τύπου II) και 46 

δείγματα από υγιή μέλη των οικογενειών τους. Τα δείγματα DNA των ασθενών με nC1-INH-HAE 

προήλθαν από 141 U-HAE, 8 FXII-HAE, 20 INH-AAE, 3 ACEI-AAE, 5 CPN1, 20 δείγματα από ασθενείς 

με επαναλαμβανόμενα επεισόδια αγγειοοιδήματος και φυσιολογικό C1-INH αλλά με άγνωστο οι-

κογενειακό ιστορικό που δεν πληρεί τα κριτήρια για INH-AAE (Πίνακας 1).  

Πίνακας 1: Τόπος καταγωγής των οικογενειών που έλαβαν χώρα στη μελέτη για την ανίχνευση μεταλλάξεων 

στο γονίδιο F12.  

Τόπος Καταγωγής nC1-INH-HAE C1-INH-HAE 

Ελληνική 34 32 

Ρουμάνικη 0 18 

Ουγγρική 53 31 

Γερμανική 5 25 

Ισπανική 29 11 

Πολωνική 9 28 

Ιταλική 31 0 

Γαλλική 3 0 

Βουλγαρική 2 16 

Σύνολο 166 161 

Επιπρόσθετα, σε 320 δείγματα (161 nC1-INH-HAE, 159 C1-INH-HAE) τα οποία ανήκουν σε 
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διαφορετικές οικογένειες έλαβε χώρα ανάλυση για την ανίχνευση μεγάλων ελλείψεων ή διπλα-

σιασμών στο γονίδιο F12 (CNV analysis). 

Όπως αναφέρθηκε στο κεφάλαιο 4.1, λήφθηκε συγκατάθεση από όλους τους ασθενείς και 

τα μέλη της οικογένειας τους που έλαβαν μέρος στη μελέτη. 

Τα μηχανήματα, ο μετρητικός εξοπλισμός, τα διάφορα αναλώσιμα υλικά και τα αντιδρα-

στήρια που χρησιμοποιήθηκαν παρουσιάζονται στο παράρτημα (Πίνακας 17, Πίνακας 18, Πίνακας 

19, Πίνακας 20). 
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5. ΜΕΘΟΛΟΓΙΑ ΈΡΕΥΝΑΣ 

5.1. ΑΝΙΧΝΕΥΣΗ ΙΝΤΡΟΝΙΚΩΝ ΜΕΤΑΛΛΑΞΕΩΝ SERPING1 

5.1.1. ΑΛΛΗΛΟΥΧΗΣΗ ΜΕ NGS 

Η ανίχνευση νέων ιντρονικών μεταλλάξεων στο γονίδιο SERPING1 και οι επτά οικογενεια-

κές μελέτες πραγματοποιήθηκαν με την τεχνολογία αλληλούχησης νέας γενιάς (Next Generation 

Sequencing, NGS). Σχεδιάστηκε ένα panel χρωμοσωμικών περιοχών χρησιμοποιώντας το Ion 

AmpliSeq Designer (Thermo Fisher Scientific), με σκοπό την κάλυψη ολόκληρου του γονιδίου 

SERPING1 (NM_000062.2) συμπεριλαμβανομένων των 5’ και 3’ αμετάφραστων περιοχών, των ε-

ξωνικών και ιντρονικών περιοχών (Chr11:57.364.831-57.382.476; GRCh37). Η κάλυψη που επιτεύ-

χθηκε ήταν 99,9% και 79,9% στις εξωνικές και ιντρονικές περιοχές του γονιδίου SERPING1, αντί-

στοιχα. Οι ιντρονικές περιοχές για τις οποίες δεν επιτεύχθηκε πλήρης κάλυψη εντοπίζονται στα 

ιντρόνια 3, 4 και 6 (41,4%, 42,2% και 22,5%, αντίστοιχα) (Πίνακας 2).  

Πίνακας 2: Παρουσίαση των περιοχών του γονιδίου SERPING1, των χρωμοσωμικών συντεταγμένων των ι-

ντρονίων και των εξωνίων του γονιδίου, του μεγέθους της κάθε περιοχής και του αριθμού των βάσεων που 

δεν καλύπτει το panel των γονιδίων. 

Περιοχή Χρωμοσωμικές συντεταγμένες Μέγεθος (bp) Απώλεια bp Κάλυψη (%) 

Εξώνιο 1 ch11:57.365.027-57.365.195 168 0 100 

Ιντρόνιο1 ch11:57.365.196-57.365.721 526 8 98,48 

Εξώνιο 2 ch11:57.365.722-57.365.794 73 1 98,63 

Ιντρόνιο 2 ch11:57.365.795-57.367.351 1557 20 98,72 

Εξώνιο 3 ch11:57.367.352-57.367.850 499 0 100 

Ιντρόνιο 3 ch11:57.367.851-57.369.507 1657 686 58,60 

Εξώνιο 4 ch11:57.369.508-57.369.642 135 0 100 

Ιντρόνιο 4 ch11:57.369.643-57.373.482 3840 1620 57,81 

Εξώνιο 5 ch11:57.373.483-57.373.686 204 0 100 

Ιντρόνιο 5 ch11:57.373.687-57.373.880 194 0 100 

Εξώνιο 6 ch11:57.373.881-57.374.020 140 0 100 

Ιντρόνιο 6 ch11:57.374.021-57.379.189 5169 1161 77,54 

Εξώνιο 7 ch11:57.379.190-57.379.409 220 0 100 

Ιντρόνιο 7 ch11:57.379.410-57.381.800 2391 357 85,07 

Εξώνιο 8 ch11:57.381.801-57.382.326 526 0 100 

Η απομόνωση του γενετικού υλικού από ολικό αίμα έγινε με τη χρήση του iPrep Pure Link 

DNA blood kit (Invitrogen) και η διαδικασία έλαβε χώρα στο μηχάνημα iPrep™ Purification Instru-

ment (Thermo Scientific), σύμφωνα με τις οδηγίες του κατασκευαστή. Στη συνέχεια, μετρήθηκε η 

συγκέντρωση του γενετικού υλικού με τη χρήση του Qubit® dsDNA HS Assay Kits (Life Technologies) 

στο μηχάνημα Fluorometer Qubit® 2.0 ή Qubit Fluorometer 4.0 (Life Technologies) σύμφωνα με τις 

οδηγίες του κατασκευαστή.  

Για την προετοιμασία της βιβλιοθήκης χρησιμοποιήθηκε το Ion AmpliSeq™ Library Kit 2.0 

(Life Technologies) και το Ion Xpress™ Barcode Adapter 1-96 Kit (Thermo Scientific). H διαδικασία 

εκτελέστηκε στο μηχάνημα Thermal Cycler Veriti (Life Technologies). Η ποσοτικοποίηση των βι-

βλιοθηκών έγινε με το Qubit® dsDNA HS Assay Kits (Life Technologies) στο μηχάνημα Fluorometer 

Qubit® (Life Technologies). Οι βιβλιοθήκες αραιώθηκαν στα 100 pΜ και έγινε συνδυασμός τους 

προσθέτοντας ίσες ποσότητες από τις διαφορετικές βιβλιοθήκες. Η βιβλιοθήκη ενισχύθηκε 
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κλωνικά με τη χρήση του PGM™ Hi‑Q™ OT2 Kit (Life Technologies) στο μηχάνημα Ion OneTouch™ 

2 Instrument (Life Technologies). Η PCR σε γαλάκτωμα (emulsion PCR) λαμβάνει χώρα για την ενί-

σχυση των κλώνων DNA σε ISPs σφαιρίδια. Τα ISPs εμπλουτίστηκαν με τη χρήση του Dynabeads® 

MyOne ™ Streptavidin C1 Beads (Thermo Scientific) και πλύθηκαν με το IonOneTouch Wash 

Solution το οποίο περιλαμβάνεται στο Ion PGM™ Hi‑Q™ OT2 Kit (Life Technologies) χρησιμοποιώ-

ντας το Ion One Touch ES (Life Technologies). Η αλληλούχηση έγινε σε πλατφόρμα NGS με τη χρήση 

του Ion PGM™ Hi‑Q™ Sequencing Kit (Life Technologies) στο μηχάνημα Ion PGM™ System (Life 

Technologies). Όλες οι παραπάνω διαδικασίες έγιναν σύμφωνα με τις οδηγίες του κατασκευαστή. 

Το λογισμικό Torrent Server v.5.2 (Thermo Scientific) χρησιμοποιήθηκε για την ανάλυση 

δεδομένων NGS. Τα plug in που χρησιμοποιήθηκαν ήταν το Coverage Analysis v.5.2.1.2 και το Var-

iant Caller v.5.2. χρησιμοποιώντας ως γονιδίωμα αναφοράς το hg19 (SERPING1, NM_000062.2). Η 

μετέπειτα ανάλυση των αποτελεσμάτων έγινε στο λογισμικό Ion Reporter software v.5.2 (Thermo 

Scientific). Η οπτικοποίηση των μεταλλάξεων έλαβε χώρα με το πρόγραμμα integrative genome 

viewer v2.2 (IGV, Broad Institute). 

Οι μεταλλάξεις εξετάσθηκαν ως προς τη συχνότητα τους στον παγκόσμιο και ευρωπαϊκό 

πληθυσμό σύμφωνα με τη βάση δεδομένων Genome Aggregation Database (gnomAD). Επίσης, ε-

ξετάστηκε η ύπαρξη τους στη βάση δεδομένων Single Nucleotide Polymorphisms [196] build 141 

GRCh37.p13 (dbSNP). 

Η πιθανή επίδραση των φιλτραρισμένων ιντρονικών μεταλλάξεων αξιολογήθηκε χρησιμο-

ποιώντας δέκα διαφορετικά βιοπληροφορικά εργαλεία. Η αλληλουχία με και χωρίς την εκάστοτε 

μετάλλαξη υποβλήθηκε σε πέντε από τα βιοπληροφορικά εργαλεία τα οποία εξετάζουν την επί-

δραση της μετάλλαξης κατά τη διάρκεια της μεταγραφής: το NNSPLICE [197], το Netgene2 [198], 

το Alternative Splice Site Predictor (ASSP) [199], το FSPLICE και το Human Splicing Finder (HSF) [200, 

201]. Αυτά τα βιοπληροφορικά εργαλεία παρέχουν μία βαθμολογία, η οποία συμβολίζει τη πιθα-

νότητα η θέση της μετάλλαξης να λειτουργήσει ως θέση ματίσματος. 

Η παθογονικότητα των φιλτραρισμένων ιντρονικών μεταλλάξεων εξετάστηκε με πέντε ε-

πιπλέον βιοπληροφορικά εργαλεία. Το Combined Annotation Dependent Depletion (CADD) παρέ-

χει μία πρόβλεψη για τη λειτουργική επίδραση των μεταλλάξεων [202]. Το Transcript-inferred 

Pathogenicity score (Trap score) αξιολογεί την ικανότητα μίας μετάλλαξης να προκαλέσει μία πα-

θολογική κατάσταση καταστρέφοντας το τελικό μετάγραφο [203]. Το DANN αποτελεί μία μεθοδο-

λογία για τη βαθμολόγηση της παθογονικότητας, η οποία βασίζεται σε βαθιά νευρωνικά δίκτυα 

[204]. Το Genomic Evolutionary Rate Profiling (GERP) αξιολογεί πόσο συντηρημένη είναι η περιοχή 

στην οποία εμφανίζεται η μετάλλαξη [205]. Τέλος, το βιοπληροφορικό εργαλείο SpliceAid 2 προ-

βλέπει την τροποποίηση του μοτίβου ματίσματος που οφείλεται στη μετάλλαξη [206, 207].  

H βαθμολογία που παρέχεται από τα βιοπληροφορικά εργαλεία μπορεί να ερμηνευτεί ό-

πως αναλύεται παρακάτω: 

• NNSPLICE: Τα όρια κυμαίνονται από το 0 μέχρι το 1, με ελάχιστο αποτέλεσμα για την περιοχή 

ματίσματος 5' και 3' να είναι 0,4 [208]. Σε περίπτωση που η μετάλλαξη δεν προκαλεί τη δημιουργία 

θέσης ματίσματος δεν εμφανίζεται στον πίνακα που παρέχεται σαν αποτέλεσμα.  

• Netgene2: Τα όρια κυμαίνονται από το 0,5 μέχρι το 0,95 [209]. Σε περίπτωση που η μετάλλαξη 

δεν προκαλεί τη δημιουργία θέσης ματίσματος δεν εμφανίζεται στον πίνακα που παρέχεται σαν 

αποτέλεσμα. 

• ASSP: Τα όρια κυμαίνονται από το 0 μέχρι το 1 [210]. Σε περίπτωση που η μετάλλαξη δεν προ-

καλεί τη δημιουργία θέσης ματίσματος δεν εμφανίζεται στον πίνακα που παρέχεται σαν αποτέλε-

σμα. 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
08/07/2024 09:30:45 EEST - 3.145.104.144



47 

• FSPLICE: Το όριο για τις 3΄ θέσεις ματίσματος είναι 4,175 και το όριο για τις 5΄θέσεις ματίσματος 

είναι 6,099 [211].Σε περίπτωση που η μετάλλαξη δεν προκαλεί τη δημιουργία θέσης ματίσματος 

δεν εμφανίζεται στον πίνακα που παρέχεται σαν αποτέλεσμα. 

• CADD: Τα όρια κυμαίνονται από το 0 μέχρι το 30 [212]. Πιο συγκεκριμένα, αποτέλεσμα μεγα-

λύτερο από 30 σημαίνει ότι η μετάλλαξη είναι εξαιρετικά παθογονική. Αποτέλεσμα μεγαλύτερο 

από 20 ότι είναι παθογονική. Αποτέλεσμα το οποίο κυμαίνεται από 15 έως 20 σημαίνει ότι η με-

τάλλαξη χαρακτηρίζεται ως πιθανώς παθογονική. Αποτέλεσμα μικρότερο από 15 σημαίνει ότι η 

μετάλλαξη χαρακτηρίζεται ως πιθανώς καλοήθης και μικρότερο από 10 ως καλοήθης.  

• Trap: Τα όρια κυμαίνονται από το 0 μέχρι το 1, με το 1 να χαρακτηρίζει την πιο παθογονική 

μετάλλαξη [213]. 

• DANN: Τα όρια κυμαίνονται από το 0 μέχρι το 1, με το 1 να χαρακτηρίζει την πιο παθογονική 

μετάλλαξη.  

• GERP: Τα όρια κυμαίνονται από το -12,3 μέχρι το 6,17, με πιο συντηρημένη περιοχή να λαμβά-

νει τη βαθμολογία 6,17. 

Οι φιλτραρισμένες μεταλλάξεις που ανιχνεύτηκαν διασταυρώθηκαν ως προς τη παθογονι-

κότητα τους με καταχωρήσεις της βάσης δεδομένων ClinVar 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/). Τέλος, αναζητήθηκαν στη βάση δεδομένων Pubmed 

(https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/) με σκοπό τη βιβλιογραφική διερεύνηση της σύνδεσης τους με 

το C1-INH-HAE . 

5.1.2. ΑΛΛΗΛΟΥΧΗΣΗ ΚΑΤΑ SANGER 

Η επαλήθευση τριών πιθανώς παθογονικών ιντρονικών μεταλλάξεων (c.-22-155G>T, 

c.890-14C>G, c.1029+384A>G) στο γονίδιο SERPING1 και οι οικογενειακές μελέτες για τις συγκε-

κριμένες μεταλλάξεις πραγματοποιήθηκαν με αλληλούχηση κατά Sanger. Πιο συγκεκριμένα, από 

κάθε δείγμα χρησιμοποιήθηκαν 100-250 ng γενωμικού DNA που ενισχύθηκαν σε αντίδραση PCR 

συνολικού όγκου 30 μl που περιείχε 200 μΜ από κάθε τριφωσφορικό νουκλεοτίδιο, 30 pmoles 

από τον κάθε έναν από τους δύο εκκινητές, 1,5 mΜ MgCl2, ρυθμιστικό διάλυμα 10Χ και 1,26 U του 

ενζύμου Taq πολυμεράση (Thermo Fisher). Ο Πίνακας 3 παρουσιάζει τα διαφορετικά ζεύγη εκκι-

νητών για την αλληλούχηση των ιντρονικών περιοχών ένα, πέντε και έξι του γονιδίου SERPING1, 

καθώς και τις συνθήκες της αντίδρασης PCR. Οι αντιδράσεις διενεργήθηκαν σε θερμοκυκλοποιητή 

Veriti 96-Well Thermal Cycler (Life Technologies). Τα προϊόντα της αντίδρασης PCR καθαρίστηκαν 

με τη χρήση του αντιδραστηρίου USB ExoSAP-IT (Affymetrix Inc) σύμφωνα με τις οδηγίες του κα-

τασκευαστή. Η αλληλούχηση κατά Sanger έλαβε χώρα στον γενετικό αναλυτή 3730 DNA Analyzer 

(Life Technologies) με τη χρήση του αντιδραστηρίου BigDye Terminator DNA sequencing kit 

(Applied Biosystems), σύμφωνα με τις οδηγίες του κατασκευαστή. Η ανάλυση των δεδομένων διε-

νεργήθηκε με τη βοήθεια του προγράμματος Sequence Scanner v.2 (Applied Biosystems). 
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Πίνακας 3: Αλληλουχίες των εκκινητών και συνθήκες PCR για την αλληλούχηση των ιντρονικών περιοχών 

του γονιδίου SERPING1. 

Περιοχή Εκκινητές Συνθήκες PCR αντίδρασης 

Ιντρόνιο 1 [60] F:5’CTGCACCCAAGCTTCCCCGTTCAC3’ 

R:5’CCCCGTCCCCCATCCCACAAG3’  

94°C για 2 min, 30 κύκλοι: 94°C για 45 sec, 

65°C για 45 sec, 72°C για 1 min, τελική επι-

μήκυνση: 72°C για 5 min 

Ιντρόνιο 5 [60] F:5’ACGACGTGTTCAGGACTCAT3’  

R:5’AAAAGATAGGGTGGAAATACAGAT3’  

94°C για 2 min, 30 κύκλοι: 94°C για 45 sec, 

60°C για 45 sec, 72°C για 45 sec, τελική επι-

μήκυνση: 72°C για 5 min 

Ιντρόνιο 6 [76] F:5’GAAACCTACTTGAGTCTCCTGAC3’  

R:5’CTTTGTTTCTCAGCCAGGTATTG3’  

94°C για 2 min, 30 κύκλοι: 94°C για 45 sec, 

49°C για 45 sec, 72°C για 45 sec, τελική επι-

μήκυνση: 72°C για 5 min 

5.1.3. ΛΕΙΤΟΥΡΓΙΚΗ ΜΕΛΕΤΗ ΤΩΝ ΜΕΤΑΛΛΑΞΕΩΝ 

Για να διερευνηθεί η παθογονικότητα της ιντρονικής μετάλλαξης c.-22-155G>T στο ιντρό-

νιο ένα του γονιδίου SERPING1 συλλέχθηκε ολικό αίμα από τον ασθενή και τρία μέλη της οικογέ-

νειας του που φέρουν τη μετάλλαξη και είναι ετερόζυγα για τον πολυμορφισμό rs4926 

(c.1438G>A). Μέσα σε 24 ώρες από την συλλογή του αίματος διενεργήθηκε η απομόνωση μονο-

πύρηνων κυττάρων με την προσθήκη του αίματος µε αργή έγχυση πάνω στη στιβάδα της φικόλης 

(4 ml αίματος σε 4 ml φικόλης). Στη συνέχεια, το δείγμα φυγοκεντρήθηκε σε 1200 rpm για 30 min 

με αργή επιτάχυνση και χωρίς φρένο. H στοιβάδα των µονοπύρηνων κυττάρων συλλέχθηκε με τη 

βοήθεια πλαστικής πιπέτας Pasteur και τοποθετήθηκε σε καινούριο αποστειρωμένο σωληνάριο 

των 15 ml. Στο αποστειρωμένο σωληνάριο με τα μονοπύρηνα κύτταρα προστέθηκε 1 x PBS μέχρι 

τα 10 ml. Το σωληνάριο φυγοκεντρήθηκε στα 1600 rpm για 7 min. Μετά το πέρας της φυγοκέντρη-

σης αφαιρέθηκε το υπερκείμενο και ακολούθησε εναιώρηση των κυττάρων με 1 ml 1 x PBS σε 1,7 

ml φιαλίδιο eppendorf ελεύθερο RNασών. Τέλος, το 1,7 ml eppendorf φυγοκετρήθηκε σε µικρο-

φυγόκεντρο στα 3500 rpm για 6 min και το υπερκείµενο απομακρύνθηκε µε προσοχή και αποθη-

κεύτηκε το ίζημα σε κατάψυξη -80οC µέχρι τη χρήση τους.  

Καθώς απώτερος σκοπός της διαδικασίας αποτέλεσε η απομόνωση του RNA, για να απο-

φευχθεί η αποδιάταξη του, όλες οι επιφάνειες καθαρίστηκαν µε ειδικό διάλυµα RNase Zap, το 

οποίο απενεργοποιεί τα ένζυμα που καταστρέφουν το RNA. Επιπρόσθετα, κατά τη διάρκεια της 

διαδικασίας χρησιμοποιήθηκαν υλικά τα οποία είναι ελεύθερα RNασών από τον κατασκευαστή. 

Η εκχύλιση του RNA έλαβε χώρα µε τη χρήση του αντιδραστηρίου TRI. Αρχικά, αποψύ-

χθηκε το ίζημα από την κατάψυξη -80οC και απευθείας προστέθηκε σε αυτό 1 ml TRI. Για την πλήρη 

ομογενοποίηση του μείγματος έγινε ισχυρή ανακίνηση του φιαλιδίου και εισαγωγή του μείγματος 

µέσα από σύριγγα 2,5 ml. Στη συνέχεια, το μείγμα επωάστηκε σε συνθήκες περιβάλλοντος για 5 

min και ακολούθησε φυγοκέντρηση στους 4oC για 10 min στα 12000 g. Με το πέρας της φυγοκέ-

ντρησης έγινε μεταφορά του υπερκειμένου σε νέο 1,7 ml φιαλίδιο eppendorf ελεύθερο RNασών 

και προσθήκη 100 µl χλωροφορµίου. Το δείγμα ανακινήθηκε με σκοπό την ομοιογένεια του μείγ-

ματος και επωάστηκε σε συνθήκες περιβάλλοντος για 8 min και ακολούθησε φυγοκέντρηση στους 

4oC για 10 min στα 12000 g. Η υδάτινη στοιβάδα μεταφέρθηκε σε νέο 1,7 ml φιαλίδιο eppendorf 

ελεύθερο RNασών και προστέθηκαν 500 µl ισοπροπανόλη. Στο φιαλίδιο έγινε ισχυρή ανακίνηση 

και επωάστηκε σε συνθήκες περιβάλλοντος για 5 min. Ακολούθησε φυγοκέντρηση στους 20oC για 

8 min στα 12000 g. Το υπερκείµενο απομακρύνθηκε και το ίζηµα επαναδιαλύθηκε σε 1 ml 75% 
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αιθανόλης µε ισχυρή ανακίνηση του φιαλιδίου. Το φιαλίδιο φυγοκεντρήθηκε στους 4oC για 5 min 

στα 7600 g, το υπερκείµενο απομακρύνθηκε και το φιαλίδιο παρέμεινε ανοικτό σε συνθήκες πε-

ριβάλλοντος για 30 min, ώστε να εξατμιστεί η εναποµείνουσα αιθανόλη. Τέλος, επαναδιαλύθηκε 

το pellet σε 33 μl νερό. 

Για την ποσοτικοποίηση του RNA χρησιμοποιήθηκαν 2 μl τα οποία μετρήθηκαν με φωτο-

μέτρηση. Επαλήθευση της συγκέντρωσης έγινε µε ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης 1,5% µε 

βρωµιούχο αιθίδιο.  

Για να λάβει χώρα η μετατροπή των μορίων RNA σε cDNA, απαιτείται η αντίδραση αντί-

στροφης µεταγραφής. Πιο συγκεκριμένα, για τη σύνθεση του πρώτου κλώνου cDNA χρησιμοποι-

ήθηκε 1 mg RNA σε αντίδραση που περιείχε 25 mM εξαµερή ως τυχαίοι εκκινητές (Roche), 10 mM 

dNTPs (Invitrogen), αναστολέα RNAσών (Promega) και 200 U/μl M-MLV Reverse Transcriptase 

(Invitrogen), το οποίο περιέχει 5xRT buffer, M-MLV RT (200 U/µl) και 0,1 M DTT.  

Τα δείγματα RNA και τα αντιδραστήρια αποψύχθηκαν και διατηρήθηκαν σε πάγο μέχρι τη 

χρήση τους. Ο Πίνακας 4 παρουσιάζει τις ποσότητες των αντιδραστηρίων για την προετοιμασία 

του μείγματος. 

Πίνακας 4: Αναλογία των αντιδραστηρίων για τη σύνθεση cDNA. 

Αντιδραστήρια Όγκος ανά δείγμα (µl) 

5xRT buffer 5 

dNTP mix (10 mM) 2 

Αναστολέας RNAσών 0,6 

RT 1,25 

0,1M DTT 2,25 

Συνολικός όγκος 11,1 

Σε 0,2 ml RCR Tube (Corning) προστέθηκαν 4 µl εξαµερή ως τυχαίοι εκκινητές, 1 mg RNA 

και συμπληρώθηκε με νερό ώστε ο τελικός όγκος να αγγίζει τα 14 μl. Τo 0,2 ml RCR Tube τοποθε-

τήθηκε στο θερμοκυκλοποιητή Veriti 96-Well Thermal Cycler (Life Technologies) στους 7oC για 2 

min και στη συνέχεια προστέθηκε 11 µl του μείγματος αντιδραστηρίων που προετοιμάστηκε πα-

ραπάνω. Τα δείγματα επωάστηκαν στους 42οC για 60 min και στους 65οC για 10 min. Στο τέλος της 

αντίδρασης προστέθηκαν 25 µl νερό και αποθηκεύτηκε στους -20οC. 

Στο παραγόμενο cDNA, ένα θραύσμα από τα εξώνια 6 με 8 ενισχύθηκε, αλληλουχήθηκε 

και συγκρίθηκε με την αλληλουχία gDNA. Οι εκκινητές που χρησιμοποιήθηκαν στην αντίδραση PCR 

είναι ο F:5’AACTCAGTTATAAAAGTGCCCATGATGAAT3’ [214] και ο R:5’CCCTTTTGGTGGATAGCG3’ 

[42]. Πιο συγκεκριμένα, από κάθε δείγμα χρησιμοποιήθηκαν 100-250 ng cDNA που ενισχύθηκε σε 

αντίδραση PCR συνολικού όγκου 30 μl που περιείχε 200 μΜ από κάθε τριφωσφορικό νουκλεοτί-

διο, 30 pmoles από τον κάθε έναν από τους δύο εκκινητές, 1,5 mΜ MgCl2, ρυθμιστικό διάλυμα 10Χ 

και 1,26 U του ενζύμου Taq πολυμεράση (Thermo fisher). Το μείγμα τοποθετήθηκε σε έναν θερ-

μοκυκλοποιητή Veriti 96-Well Thermal Cycler (Life Technologies) και οι συνθήκες της αντίδρασης 

PCR είναι 94°C για 2 min, 35 κύκλοι: 94°C για 1 min, 55°C για 1 min, 72°C για 1 min, τελική επιμή-

κυνση: 72°C για 10 min. To ενισχυμένο προϊόν της αντίδρασης PCR καθαρίστηκε με τη χρήση του 

αντιδραστηρίου USB ExoSAP-IT (Affymetrix Inc) σύμφωνα με τις οδηγίες του κατασκευαστή. Η αλ-

ληλούχηση κατά Sanger έλαβε χώρα στον γενετικό αναλυτή 3730 DNA Analyzer (Life Technologies) 

και του αντιδραστηρίου BigDye Terminator DNA sequencing kit (Applied Biosystems), σύμφωνα με 

τις οδηγίες του κατασκευαστή. Η ανάλυση των δεδομένων διενεργήθηκε με τη βοήθεια του προ-

γράμματος Sequence Scanner v.2 (Applied Biosystems). 
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Για να διερευνηθεί η παθογονικότητα της ιντρονικής μετάλλαξης c c.890-14C>G συλλέ-

χθηκε ολικό αίμα από τον ασθενή και τρία μέλη της οικογένειας του (δύο ασθενείς και δύο υγιείς). 

Τα μονοπύρηνα κύτταρα διαχωρίστηκαν με διαβάθμιση φικόλης και το συνολικό RNA απομονώ-

θηκε με τη χρήση τουv TRI. Στη συνέχεια, έλαβε χώρα η σύνθεση του cDNA, με την αντίδραση 

αντίστροφης µεταγραφής. H διαδικασία περιγράφεται αναλυτικά παραπάνω. Στο παραγόμενο 

cDNA, ένα θραύσμα από τα εξώνια 3 έως 6 ενισχύθηκε, αλληλουχήθηκε και συγκρίθηκε μεταξύ 

των υγειών και των ασθενών με σκοπό την ανεύρεση διαφορών στο παραγόμενο mRNA. Οι εκκι-

νητές που χρησιμοποιήθηκαν στην αντίδραση PCR ήταν ο F:5’CTCTACCACGCCTTCTCAGCAATGAA-

GAAG3’ και ο R:5’GGCTTTCAAAGTTTGGTCAATGAAATGGGC3’ [56]. Oι συνθήκες της αντίδρασης 

PCR ήταν 94 °C για 2 min, 35 κύκλοι: 94 °C για 1 min, 55 °C για 1 min, 72 °C για 1 min, τελική 

επιμήκυνση: 72 °C για 10 min. To ενισχυμένο προϊόν της αντίδρασης PCR καθαρίστηκε με τη χρήση 

του αντιδραστηρίου USB ExoSAP-IT (Affymetrix Inc) σύμφωνα με τις οδηγίες του κατασκευαστή. Η 

αλληλούχηση κατά Sanger έλαβε χώρα στον γενετικό αναλυτή 3730 DNA Analyzer (Life 

Technologies) με τη χρήση αντιδραστηρίου BigDye Terminator DNA sequencing kit (Applied 

Biosystems), σύμφωνα με τις οδηγίες του κατασκευαστή. Η ανάλυση των δεδομένων διενεργή-

θηκε με το πρόγραμμα Sequence Scanner v.2 (Applied Biosystems). 

5.1.4. ΧΑΡΑΚΤΗΡΙΣΜΟΣ ΤΩΝ ΜΕΤΑΛΛΑΞΕΩΝ 

Για τον χαρακτηρισμό της παθογονικότητας των μεταλλάξεων ακολουθήθηκαν οι κατευ-

θυντήριες οδηγίες του American College of Medical Genetics and Genomics (ACMG)/Association 

for Molecular Pathology (AMP) [215]. Με βάση τα ACMG κριτήρια οι χαρακτηρισμοί που αποδό-

θηκαν στις μεταλλάξεις είναι: καλοήθης (benign), πιθανώς καλοήθης (likely benign), πιθανώς πα-

θογονική (likely pathogenic), παθογονική (pathogenic) και μετάλλαξη άγνωστης παθογονικότητας 

(variants of uncertain significance, VUS). 

5.2. ΑΝΙΧΝΕΥΣΗ ΜΕΤΑΛΛΑΞΕΩΝ ΣΤΟ ΓΟΝΙΔΙΟ F12 

5.2.1. ΑΛΛΗΛΟΥΧΗΣΗ ΜΕ NGS 

Για την ανίχνευση μεταλλάξεων στο γονίδιο F12 σχεδιάστηκε ένα panel χρωμοσωμικών 

περιοχών χρησιμοποιώντας το Ion AmpliSeq Designer (Thermo Fisher Scientific), προκειμένου να 

αναλυθούν όλες οι εξωνικές περιοχές, οι θέσεις σύνδεσης εξωνίων-ιντρονίων και οι αμετάφραστες 

(5’ και 3'-UTR) περιοχές του γονιδίου F12. 16 amplicons διαιρούμενα σε δύο ομάδες εκκινητών 

παρέχουν πλήρη κάλυψη των μεταφραζόμενων περιοχών του γονιδίου. Πρόσθετα amplicons (809 

συνολικά) για 55 διαφορετικά γονίδια [216],που εμπλέκονται στον μεταβολισμό της βραδυκινίνης, 

συμπεριλαμβανομένου του γονιδίου SERPING1, εισήχθησαν στο panel.  

Η απομόνωση του γενετικού υλικού, η μέτρηση της συγκέντρωσης του DNA και η αλλη-

λούχηση με NGS περιγράφονται αναλυτικά στην ενότητα 5.1.1. Πρέπει να σημειωθεί ότι 396 δείγ-

ματα DNA αλληλουχήθηκαν με τη χρήση του Ion PGM™ System και 11 δείγματα αλληλουχήθηκαν 

με τη χρήση του συστήματος S5. Πιο συγκεκριμένα, οι άνωθεν διαδικασίες που περιλαμβάνουν 

μέρος της προετοιμασίας των βιβλιοθηκών αυτοματοποιήθηκαν χρησιμοποιώντας το Ion Chef™ 

(Life Technologies) και τα αντιδραστήρια που περιλαμβάνονται στο Ion 520™ & Ion 530™ ExT Kit-

Chef (Thermo Fisher). Ο φόρτος εργασίας και ο αριθμός των χειροκίνητων βημάτων μειώθηκαν, 

ενώ η απόδοση φόρτωσης του τσιπ και η ομοιομορφία φόρτωσης αυξήθηκαν χρησιμοποιώντας το 

Ion Chef™ σε σύγκριση με την απόδοση που επιτεύχθηκε με το σύστημα Ion OneTouch™ 2.  
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Η αλληλούχηση των 11 δειγμάτων έγινε σε πλατφόρμα NGS με τη χρήση του Ion 520™ & 

Ion 530™ ExT Kit-Chef (Thermo Fisher) στο μηχάνημα Ion Torrent S5 (Life Technologies) και οι δια-

δικασίες έλαβαν χώρα σύμφωνα με τις οδηγίες του κατασκευαστή. 

Η αρχική ανάλυση των δεδομένων αλληλούχησης πραγματοποιήθηκε στο λογισμικό Tor-

rent Server v.5.2 (Thermo Scientific) με τη χρήση των plug in Coverage Analysis v.5.2.1.2 και Variant 

Caller v.5.2. χρησιμοποιώντας ως γονιδίωμα αναφοράς το hg19 (F12, NM_000505.3). Στη συνέχεια, 

περαιτέρω ανάλυση των αποτελεσμάτων (annotation) έγινε στο λογισμικό Ion Reporter software 

v.5.2 (Thermo Scientific).  

H πρόβλεψη της παθογονικότητας των μεταλλάξεων που ανιχνεύθηκαν βασίστηκε στα 

βιοπληροφορικά εργαλεία SIFT (http://sift.jcvi.org/) και PolyPhen2 

(http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/). Το βιοπληροφορικό εργαλείο GERP χρησιμοποιήθηκε 

με σκοπό την αξιολόγηση του πόσο συντηρημένη είναι η περιοχή στην οποία εμφανίζεται η με-

τάλλαξη [205]. Για την εκτίμηση της παθογονικότητας των συνώνυμων μεταλλάξεων χρησιμοποι-

ήθηκε το βιοπληροφορικό εργαλείο Human Splicing Finder [200, 201], καθώς τα εργαλεία SIFT και 

Polyphen2 δεν μπορούν να χρησιμοποιηθούν σε μεταλλάξεις που δεν τροποποιούν άμεσα το πρω-

τεϊνικό προϊόν. Η συχνότητά της εκάστοτε ανιχνευμένης μετάλλαξης συγκρίθηκε με την αντίστοιχη 

συχνότητα στον παγκόσμιο και ευρωπαϊκό πληθυσμό που παρουσιάζεται στη βάση πληθυσμια-

κών δεδομένων gnomAD. H βαθμολογία που παρέχεται από τα βιοπληροφορικά εργαλεία μπορεί 

να ερμηνευτεί όπως αναλύεται παρακάτω: 

• SIFT: Η βαθμολογία SIFT προβλέπει εάν μια υποκατάσταση αμινοξέος επηρεάζει τη λειτουργία 

των πρωτεϊνών. Η βαθμολογία κυμαίνεται από 0,0 (επιβλαβής) έως 1,0 (ανεκτή). Από 0,0 έως 0,05 

- Οι παραλλαγές με βαθμολογίες σε αυτό το εύρος θεωρούνται επιβλαβείς. Οι παραλλαγές με 

βαθμολογία κοντά στο 0,0 προβλέπονται με μεγαλύτερη πιθανότητα ότι είναι επιβλαβείς. Από 

0,05 έως 1,0 - Οι παραλλαγές με βαθμολογίες σε αυτό το εύρος προβλέπεται να είναι ανεκτές 

(καλοήθεις).  

• PolyPhen2: Η βαθμολογία PolyPhen-2 προβλέπει το πιθανό αντίκτυπο μιας υποκατάστασης α-

μινοξέων στη δομή και τη λειτουργία μιας ανθρώπινης πρωτεΐνης. Αυτή η βαθμολογία αντιπρο-

σωπεύει την πιθανότητα ότι μια υποκατάσταση είναι καταστροφική. Η βαθμολογία PolyPhen-2 

κυμαίνεται από 0,0 (καλοήθης) έως 1,0 (παθογονική). Οι παραλλαγές με βαθμολογία 0,0 προβλέ-

πεται να είναι καλοήθεις. Οι τιμές που πλησιάζουν το 1,0 προβλέπονται με μεγαλύτερη πιθανό-

τητα ότι είναι παθογονικές. Η βαθμολογία μπορεί να ερμηνευθεί ως εξής: Από 0,0 έως 0,15 - Οι 

παραλλαγές με βαθμολογίες σε αυτό το εύρος προβλέπεται να είναι καλοήθεις. Από 0,15 έως 1,0 

- Οι παραλλαγές με βαθμολογίες σε αυτό το εύρος είναι πιθανώς παθογονικές. Από 0,85 έως 1,0 - 

Οι παραλλαγές με βαθμολογίες σε αυτό το εύρος προβλέπονται με μεγαλύτερη πιθανότητα ότι 

είναι παθογονικές. 

• GERP: Τα όρια κυμαίνονται από το -12,3 μέχρι το 6,17, με πιο συντηρημένη περιοχή να λαμβά-

νει τη βαθμολογία 6,17. 

H οπτικοποίηση των αποτελεσμάτων έγινε με το πρόγραμμα integrative genomics viewer 

v2.2 (IGV, Broad Institute).  

Οι μεταλλάξεις που ανιχνεύτηκαν διασταυρώθηκαν ως προς τη παθογονικότητα τους με 

καταγραφές της βάσης δεδομένων ClinVar (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/). Τέλος, αναζη-

τήθηκε η καταχώρησή τους στη βάση δεδομένων Pubmed (https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/) με 

σκοπό τη βιβλιογραφική διερεύνηση της σύνδεσης του FXII-HAE με τις ανευρεθείσες μεταλλάξεις.  

Η ανίχνευση των CNVs (copy number variations) βασίστηκε στον αλγόριθμο Hidden Mar-

kov Model στο λογισμικό Ion Reporter software v.5.2 (Thermo Scientific), χρησιμοποιώντας paired 
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CNV analysis, το φίλτρο «Confident Germline CNVs-CNVs Only» και τις προεπιλεγμένες παραμέ-

τρους. Με τη χρήση της ανάλυσης αυτής, συγκρίθηκαν 320 δείγματα με ένα πρότυπο δείγμα ελέγ-

χου το οποίο δεν παρουσιάζει CNVs στην περιοχή του γονιδίου F12 (paired CNV analysis) με σκοπό 

την ανίχνευση διπλασιασμών ή ελλείψεων σε μεγάλη περιοχή του γονιδίου [216]. 

5.2.2. ΑΛΛΗΛΟΥΧΗΣΗ ΚΑΤΑ SANGER 

Η επαλήθευση των νέων πιθανώς παθογόνων μεταλλάξεων στο γονίδιο F12 και οι έξι οι-

κογενειακές μελέτες πραγματοποιήθηκαν με αλληλούχηση κατά Sanger. Η διαδικασία της PCR, 

του καθαρισμού των προϊόντων της PCR και η αλληλούχηση κατά Sanger περιγράφονται στην πα-

ράγραφο 5.1.2. Ο Πίνακας 5 παρουσιάζει τα διαφορετικά ζεύγη εκκινητών για την αλληλούχηση 

των εξωνίων ένα, έξι, επτά, εννέα και δώδεκα του γονιδίου F12, καθώς και τις συνθήκες της αντί-

δρασης PCR.  

Πίνακας 5: Αλληλουχίες των εκκινητών και οι συνθήκες PCR για την αλληλούχηση των εξωνίων του γονιδίου 

F12 [217]. 

Περιοχή Εκκινητές Συνθήκες PCR αντίδρασης 

Εξώνιο 1 F:5’CAAGGAAGTTGCTCCACTTGGC3’ 

R:5’CATGGCTCATGGCTGTGATA3’  

95°C για 5 min, 37 κύκλοι: 95°C για 1 min, 56°C για 1 min, 

72°C για 1 min, τελική επιμήκυνση: 72°C για 10 min 

Εξώνιο 6 F:5’TTGCTGGATACTCGGAGACTTGGC3’ 

R:5’GCACACCACCCGGCCTCTG3’  

95°C για 5 min, 37 κύκλοι: 95°C για 1 min, 56°C για 1 min, 

72°C για 1 min, τελική επιμήκυνση: 72°C για 10 min 

Εξώνιο 7 F:5’GATGGTTGGGAACGGGCCAGGGA3’ 

R:5’TCTCATCTGCTTTCCGCACTCTC3’  

95°C για 5 min, 37 κύκλοι: 95°C για 1 min, 60°C για 1 min, 

72°C για 1 min, τελική επιμήκυνση: 72°C για 10 min 

Εξώνιο 9 F:5’TGGGTGACCCCTCCGCCCCA3’ 

R:5’CCGGCTGGCCGGAATCTAGCT3’  

95°C για 5 min, 37 κύκλοι: 95°C για 1 min, 58°C για 1 min, 

72°C για 1 min, τελική επιμήκυνση: 72°C για 10 min 

Εξώνιο 12 F:5’CCCGTCAGCTACCAGCACGA3’ 

R:5’TACCAAAGTCGCGGGCTTCT3’  

95°C για 5 min, 37 κύκλοι: 95°C για 1 min, 52°C για 1 min, 

72°C για 1 min, τελική επιμήκυνση: 72°C για 10 min 

Για τον χαρακτηρισμό της παθογονικότητας των μεταλλάξεων ακολουθήθηκαν οι κατευ-

θυντήριες οδηγίες του American College of Medical Genetics and Genomics (ACMG)/Association 

for Molecular Pathology (AMP) [215]. 
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6. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 

6.1. ΑΝΙΧΝΕΥΣΗ ΙΝΤΡΟΝΙΚΩΝ ΜΕΤΑΛΛΑΞΕΩΝ ΣΤΟ ΓΟΝΙΔΙΟ SERPING1 

Στα δεκαπέντε δείγματα DNA από ασθενείς με C1-INH-HAE, τα οποία εξετάστηκαν με 

σκοπό την ανίχνευση μεταλλάξεων στις ιντρονικές περιοχές του γονιδίου SERPING1, επιβεβαιώ-

θηκε η απουσία εξωνικών μεταλλάξεων στο γονίδιο με εξαίρεση δύο γνωστούς πολυμορφισμούς, 

τον rs4926 στο εξώνιο 8 και τον rs28362944 στο εξώνιο 2. 

 Ωστόσο, 37 διαφορετικές ιντρονικές μεταλλάξεις ανιχνεύτηκαν σε αυτούς τους ασθενείς. 

Οι 24 από αυτές έχουν συχνότητα αλληλομόρφου μεγαλύτερη από 5% (Πίνακας 6). Η εκτίμηση 

των 24 αυτών μεταλλάξεων με τα εννέα βιοπληροφορικά εργαλεία παρουσιάζεται στο παράρτημα 

(Πίνακας 21). Η ροή εργασιών που ακολουθήθηκε για τον χαρακτηρισμό των 37 ιντρονικών μεταλ-

λάξεων που ανιχνεύτηκαν στο γονίδιο SERPING1 φαίνεται στην Εικόνα 9. 

 

Εικόνα 9: Ροή εργασιών που ακολουθήθηκε για το χαρακτηρισμό των 37 ιντρονικών μεταλλάξεων που ανι-

χνεύτηκαν στο γονίδιο SERPING1. 
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Πίνακας 6: Η χρωμοσωμική θέση, η καταχώρηση στην βάση δεδομένων dbSNP, η ιντρονική θέση στο γονίδιο 

SERPING1 και η συχνότητα στον παγκόσμιο και ευρωπαϊκό πληθυσμό των 24 ιντρονικών μεταλλάξεων με 

συχνότητα μεγαλύτερη από 5%. 

Χρωμοσωμική  

θέση 
Μετάλλαξη dbSNP Ιντρόνιο 

gnomAD 

(%) 

gnomAD 

(EU-%) 

chr11:57.365.895 c.51+101G>A rs28362945 2 12,66 16,08 

chr11:57.366.405 c.51+625_51+626dupTG rs3054018 2 38,70 32,10 

chr11:57.366.656 c.52-696C>T rs1005511 2 39,27 31,48 

chr11:57.367.222 c.52-130C>T rs1005510 2 38,50 31,54 

chr11:57.369.008 c.551-500C>G rs28362947 3 22,06 28,42 

chr11:57.369.013 c.551-495A>C rs28362948 3 22,05 28,41 

chr11:57.369.353 c.551-155A>G rs2936694 3 36,48 28,91 

chr11:57.369.730 c.685+88G>A rs11229063 4 22,25 28,70 

chr11:57.370.742 c.685+1100C>T rs78364821 4 22,52 28,67 

chr11:57.371.911 c.686-1572G>T rs28362949 4 22,10 28,45 

chr11:57371918 c.686-1565G>A rs28362950 4 22,43 28,44 

chr11:57372526 c.686-957A>G rs28362951 4 22,2 28,61 

chr11:57374332 c.1029+312T>C rs11603020 6 22,8 29,11 

chr11:57374871 c.1029+851C>G rs11229066 6 22,79 29,12 

chr11:57374946 c.1029+926G>T rs11229067 6 22,79 29,10 

chr11:57375463 c.1029+1443G>C rs78624400 6 22,82 29,15 

chr11:57376130 c.1029+2110T>C rs2454659 6 61,2 69,26 

chr11:57376131 c.1029+2111G>A rs138770460 6 22,7 28,94 

chr11:57377968 c.1030-1222A>G rs3824988 6 22,78 29,06 

chr11:57377992 c.1030-1198G>T rs2508443 6 32,92 39,81 

chr11:57378325 c.1030-865C>T rs2511989 6 38,38 40,16 

chr11:57379170 c.1030-20A>G rs2511988 6 58,43 68,09 

chr11:57381263 c.1250-538T>C rs10896631 7 22,77 29,07 

chr11:57381519 c.1250-282T>C rs1557522 7 30,9 40,02 

Πέντε μεταλλάξεις (c.686-179A>G, c.1029+260G>A, c.1029+1497A>G, c.1030-1975G>C, 

c.1030-1513delT) έχουν συχνότητα αλληλομόρφου μεγαλύτερη από 0,002%, δηλαδή συχνότητα 

αλληλομόρφου μεγαλύτερη από τη συχνότητα του C1-INH-HAE. Ο Πίνακας 7 παρουσιάζει τη συ-

χνότητα στον παγκόσμιο και ευρωπαϊκό πληθυσμό, τη χρωμοσωμική θέση και τη καταχώρηση 

τους στην βάση του NCBI. Ο Πίνακας 8 και ο Πίνακας 9 παρουσιάζουν τη βιοπληροφορική ανά-

λυση των μεταλλάξεων. Όπως είναι εμφανές από τους παρακάτω πίνακες, οι πέντε μεταλλάξεις 

δεν επηρεάζουν την μεταγραφή και χαρακτηρίζονται ως καλοήθεις από τα βιοπληροφορικά εργα-

λεία.  

c.686-179A>G 

Η μετάλλαξη c.686-179A>G η οποία εντοπίστηκε στο ιντρόνιο 4 του γονιδίου SERPING1 

(chr11:57.373.304), ανιχνεύτηκε σε έναν 58-χρονο ασθενή με κληρονομικό αγγειοοίδημα τύπου Ι 
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ουγγρικής καταγωγής. Εξετάστηκαν οχτώ ασθενή μέλη της οικογένειας του (6 άνδρες, 2 γυναίκες; 

μέσος όρος ηλικίας 28,4±14,2) και η μετάλλαξη ανιχνεύτηκε σε όλα τα μέλη που εξετάστηκαν.  

c.1029+260G>A 

Η μετάλλαξη c.1029+260G>A, η οποία εντοπίζεται στο ιντρόνιο 6 του γονιδίου SERPING1 

(chr11:57.374.280), ανιχνεύτηκε σε έναν 45-χρονο ασθενή με κληρονομικό αγγειοοίδημα τύπου Ι 

ελληνικής καταγωγής. Εξετάστηκαν τρία ασθενή μέλη της οικογένειας του (2 άνδρες, 1 γυναίκα; 

μέσος όρος ηλικίας 30,6±19,7) και η μετάλλαξη δεν ανιχνεύτηκε σε κανένα από αυτά. Αντιθέτως, 

ανιχνεύτηκε σε ένα υγιές άτομο από την ομάδα ελέγχου.  

c.1029+1497A>G 

Η μετάλλαξη c.1029+1497A>G, η οποία εντοπίζεται στο ιντρόνιο 6 του γονιδίου SERPING1 

(chr11:57.375.517), ανιχνεύτηκε σε μία 53-χρονη ασθενή με C1-INH-HAE ουγγρικής καταγωγής, 

ωστόσο δεν ανιχνεύτηκε στα υπόλοιπα τρία ασθενή μέλη της οικογένειας της (1 άνδρας, 2 γυναί-

κες; μέσος όρος ηλικίας 32,3±14,2). Επιπλέον, η μετάλλαξη ανιχνεύτηκε σε δύο ασθενείς με U-HAE 

από την ομάδα ελέγχου.  

c.1030-1975G>C 

Η μετάλλαξη c.1030-1975G>C, η οποία εντοπίστηκε στο ιντρόνιο 6 του γονιδίου SERPING1 

(chr11:57.377.215), ανιχνεύτηκε σε δύο μη συγγενείς ασθενείς C1-INH-HAE πολωνικής καταγωγής, 

ηλικίας 22 και 30 ετών. Εξετάστηκαν τέσσερα μέλη μίας οικογένειας (2 άνδρες, 2 γυναίκες; μέσος 

όρος ηλικίας 47,3±16), τα οποία είχαν διαγνωστεί με C1-INH-HAE και η μετάλλαξη δεν εντοπίστηκε 

στα τρία από τα τέσσερα άτομα. Επίσης, ανιχνεύτηκε σε τέσσερεις ασθενείς με U-HAE από την 

ομάδα ελέγχου.  

c.1030-1513delT 

Η μετάλλαξη c.1030-1513delT στο ιντρόνιο 6 του γονιδίου SERPING1 (chr11:57.377.676), 

ανιχνεύτηκε σε μία 34-χρονη ασθενή με C1-INH-HAE γερμανικής καταγωγής. Εξετάστηκε ένα μέλος 

της οικογένειας της το οποίο έχει διαγνωστεί με κληρονομικό αγγειοοίδημα, ωστόσο δεν ανιχνεύ-

τηκε η μετάλλαξη.  

Πίνακας 7: Η χρωμοσωμική θέση, η καταχώρηση στην βάση δεδομένων dbSNP, η ιντρονική θέση στο γονίδιο 

SERPING1 και η συχνότητα στον παγκόσμιο και ευρωπαϊκό πληθυσμό των πέντε ιντρονικών μεταλλάξεων με 

συχνότητα μεγαλύτερη από 0,002%. 

Χρωμοσωμική θέση Μετάλλαξη dbSNP Ιντρόνιο 
gnomAD 

(%) 

gnomAD 

(EU-%) 

chr11:57373304 c.686-179A>G rs189335964 4 0,1 0,18 

chr11:57374280 c.1029+260G>A rs191053716 6 0,12 0,24 

chr11:57375517 c.1029+1497A>G rs17661117 6 0,70% 0,65 

chr11:57377215 c.1030-1975G>C rs151035150 6 1,13 1,63 

chr11:57377676 c.1030-1513delT rs1184255008 6 0,003 0,006 
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Πίνακας 8: Η εκτίμηση των πέντε ιντρονικών μεταλλάξεων με συχνότητα μεγαλύτερη από 0,002% με βάση 

τέσσερα βιοπληροφορικά εργαλεία. [NI, No impact; D, new donor; ISS, Intronic splicing silencer; ISE, Intronic 

splicing enhancer]. 

Μετάλλαξη NNSPLICE Netgene2 ASSP HSF 

c.686-179A>G NI NI NI NI 

c.1029+260G>A NI NI NI Alteration of ESS  

c.1029+1497A>G 
NI NI NI Activation of an intronic cryptic donor 

site 

c.1030-1975G>C NI NI NI Alteration of ESS  

c.1030-1513delT NI NI NI 
Activation of an intronic cryptic donor 

site/Alteration of ESS 

Πίνακας 9: Η εκτίμηση των πέντε ιντρονικών μεταλλάξεων με συχνότητα μεγαλύτερη από 0,002% με βάση 

πέντε βιοπληροφορικά εργαλεία. [NI, No impact; D, new donor]. 

Μετάλλαξη FSPLICE CADD Trap  DANN GERP 

c.686-179A>G NI 4,62 0,05 0,62 0,731 

c.1029+260G>A NI 0,29 0,05 0,38 -5,5399 

c.1029+1497A>G NI 5,38 0,04 0,82 -2.0999 

c.1030-1975G>C NI 0,16 0,04 0,48 -2.8099 

c.1030-1513delT ΝΙ NP NP NP -5.6799 

Οι εναπομείνασες οκτώ μεταλλάξεις έχουν συχνότητα μικρότερη από 0,001%, δηλαδή συ-

χνότητα αλληλομόρφου μικρότερη από τη συχνότητα του C1-INH-HAE. Έξι από αυτές τις μεταλλά-

ξεις δεν έχουν αναφερθεί σε παγκόσμιες βάσεις δεδομένων (novel) και 2 έχουν αναφερθεί και στο 

παρελθόν. Ο Πίνακας 10 παρουσιάζει αυτές τις μεταλλάξεις, ο Πίνακας 11 και ο Πίνακας 12 πα-

ρουσιάζουν τη βιοπληροφορική ανάλυση των συγκεκριμένων μεταλλάξεων με τα εννέα εργαλεία. 

Πίνακας 10: Η χρωμοσωμική θέση, η καταχώρηση στην βάση δεδομένων dbSNP, η ιντρονική θέση στο γονί-

διο SERPING1 των οκτώ ιντρονικών μεταλλάξεων με συχνότητα μικρότερη από 0,001%. 

Χρωμοσωμική θέση Μετάλλαξη dbSNP Ιντρόνιο 

chr11:57365567 c.-22-155G>T - 1 

chr11:57369352 c.551-156A>G - 3 

chr11:57371995 c.686-1488_686-1487insT - 4 

chr11:57372148 c.686-1335T>A rs1156278971 4 

chr11:57372150 c.686-1333A>T - 4 

chr11:57373867 c.890-14C>G - 5 

chr11:57374404 c.1029+384A>G - 6 

chr11:57381647 c.1250-154C>G rs879810971 7 
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Πίνακας 11: Η εκτίμηση των οκτώ ιντρονικών μεταλλάξεων με βάση τέσσερα βιοπληροφορικά εργαλεία. [NI, 

No impact; D, new donor; ISS, Intronic splicing silencer; ISE, Intronic splicing enhancer]. 

Μετάλλαξη NNSPLICE Netgene2 ASSP HSF 

c.-22-155G>T D:0,96 D:0,79 D:0,46 Activation of an intronic cryptic donor 

site 

c.551-156A>G  NI NI NI Creation of ESE 

c.686-1488_686-1487insT NI NI NI Creation of an intronic ESE 

c.686-1335T>A NI NI NI Alteration of ESS/ Creation of ESE 

c.686-1333A>T NI NI NI NI 

c.890-14C>G NI A:0,18 NI Activation of an intronic cryptic acceptor 

site 

c.1029+384A>G D: 0,90 D:0,34 D:0,89 Activation of an intronic cryptic donor 

site 

c.1250-154C>G NI NI NI Creation of ESE 

Πίνακας 12: Η εκτίμηση των οκτώ ιντρονικών μεταλλάξεων με βάση πέντε βιοπληροφορικά εργαλεία. [NI, 

No impact; D, new donor]. 

Μετάλλαξη  FSPLICE CADD Trap  DANN GERP 

c.-22-155G>T D:10,16 21,2 0,686 0,9507 4,8 

c.551-156A>G NI 1,427 0,103 0,3543 NP 

c.686-1488_686-1487insT NI NP NP NP 1,252 

c.686-1335T>A NI 0,131 0,078 0,1134 -2,39 

c.686-1333A>T NI 0,969 0,012 0,1669 -2.75 

c.890-14C>G NI 4,918 0,464 0,6503 2,3399 

c.1029+384A>G D:0,34 7,069 0,229 0,4525 -0,749 

c.1250-154C>G NI 3,911 0,122 0,5833 1,0099 

Όπως είναι εμφανές από τους παραπάνω πίνακες μόνο τρεις από τις οκτώ μεταλλάξεις με 

συχνότητα αλληλομόρφου μικρότερη από το 0,001% χαρακτηρίζονται ως παθογονικές από την 

πλειονότητα των βιοπληροφορικών εργαλείων (c.-22-155G>T, c.890-14C>G και c.1029+384A>G).  

c.551-156A>G 

Η μετάλλαξη c.551-156A>G, η οποία εντοπίζεται στο ιντρόνιο 3 του γονιδίου SERPING1 

(chr11:57.369.352), ανιχνεύτηκε σε μία 53-χρονη ασθενή με C1-INH-HAE ουγγρικής καταγωγής, 

αλλά δεν ανιχνεύτηκε στα υπόλοιπα τρία ασθενή μέλη της οικογένειας της (1 άνδρας, 2 γυναίκες; 

μέσος όρος ηλικίας 32,3±14,2). Επιπρόσθετα, ανιχνεύτηκε σε είκοσι τρία άτομα με nC1-INH-HAE 

από την ομάδα ελέγχου (15 U-HAE, 3 INH-AAE, 1 ACEI-AAE, 1 CPN1, 2 δείγματα από ασθενείς με 

επαναλαμβανόμενα επεισόδια αγγειοοιδήματος και φυσιολογικό C1-INH αλλά με άγνωστο οικο-

γενειακό ιστορικό που δεν πληρεί τα κριτήρια για INH-AAE, 1 υγιής). 

c.686-1488_686-1487insT 

Η μετάλλαξη c.686-1488_686-1487insT στο ιντρόνιο 4 του γονιδίου SERPING1 

(chr11:57.371.995), ανιχνεύτηκε σε μία 63-χρονη ασθενή με C1-INH-HAE πολωνικής καταγωγής. 

Εξετάστηκαν τέσσερα ασθενή μέλη της οικογένειας της (3 άνδρες, 1 γυναίκα; μέσος όρος ηλικίας 

39±13,4) και η μετάλλαξη δεν ανιχνεύτηκε σε κανέναν από τα συγγενή μέλη. Επιπλέον, ανιχνεύ-

τηκε σε έναν U-HAE ασθενή από την ομάδα ελέγχου. 

c.686-1335T>A 
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Η μετάλλαξη c.686-1335T>A στο ιντρόνιο 4 του γονιδίου SERPING1 ανιχνεύτηκε σε μία α-

σθενή με C1-INH-HAE (chr11:57.372.148). Εξετάστηκαν τέσσερα ασθενή μέλη της οικογένειας της 

(3 άνδρες, 1 γυναίκα; μέσος όρος ηλικίας 39±13,4) και η μετάλλαξη ανιχνεύτηκε μόνο στα δύο. 

Επιπρόσθετα, η μετάλλαξη ανιχνεύτηκε σε τρεις ασθενείς με nC1-INH-HAE από την ομάδα ελέγχου 

(1 U-HAE, 1 ACEI-AAE, 1 δείγμα από ασθενή με επαναλαμβανόμενα επεισόδια αγγειοοιδήματος 

και φυσιολογικό C1-INH αλλά με άγνωστο οικογενειακό ιστορικό που δεν πληρεί τα κριτήρια για 

INH-AAE). 

c.686-1333A>T 

Η μετάλλαξη c.686-1333A>T, η οποία εντοπίζεται στο ιντρόνιο 4 του γονιδίου SERPING1 

(chr11:57.372.150), ανιχνεύτηκε σε δύο μη συγγενείς ασθενείς με C1-INH-HAE πολωνικής καταγω-

γής (48 και 63 χρονών). Εξετάστηκαν τέσσερα ασθενή μέλη μίας εκ των δύο οικογενειών και η 

μετάλλαξη εντοπίστηκε και στα τέσσερα άτομα (3 άνδρες, 1 γυναίκα; μέσος όρος ηλικίας 39±13,4). 

Επιπρόσθετα, ανιχνεύτηκε σε 28 nC1-INH-HAE (21 U-HAE, 1 ACEI-AAE, 2 INH-AAE, 4 δείγματα από 

ασθενείς με επαναλαμβανόμενα επεισόδια αγγειοοιδήματος και φυσιολογικό C1-INH αλλά με ά-

γνωστο οικογενειακό ιστορικό που δεν πληρεί τα κριτήρια για INH-AAE) και σε 6 υγιείς. 

c.1250-154C>G 

Η μετάλλαξη c.1250-154C>G, η οποία εντοπίζεται στο ιντρόνιο 7 του γονιδίου SERPING1 

(chr11:57.381.647), ανιχνεύτηκε σε έναν 45-χρονο ασθενή ελληνικής καταγωγής με C1-INH-HAE. 

Εξετάστηκαν έξι μέλη της οικογένειας του (3 ασθενείς και 3 υγιείς; 3 άνδρες, 3 γυναίκες) και η 

μετάλλαξη ανιχνεύτηκε σε έναν ασθενή και σε έναν υγιή.  

c.-22-155G>T 

Η c.-22-155G>T, η οποία εντοπίζεται στο ιντρόνιο 1 του γονιδίου SERPING1 

(chr11:57.365.567), ανιχνεύτηκε σε δύο Έλληνες ασθενείς με C1-INH-HAE, οι οποίοι ανήκουν σε 

δύο μη συγγενικές οικογένειες. Η μία εκ των δύο οικογενειών διερευνήθηκε περαιτέρω. Εξετάστη-

καν συνολικά επτά μέλη της οικογένειας, τρείς υγιείς και τέσσερεις ασθενείς (4 άνδρες, 3 γυναίκες) 

(Εικόνα 10). Η μετάλλαξη c.-22-155G>T ανιχνεύτηκε και στους τέσσερεις ασθενείς με C1-INH-HAE, 

οι οποίοι ανήκουν σε δύο γενιές της οικογένειες, ενώ απουσίαζε από τα τρία υγιή μέλη της οικο-

γένειας (Εικόνα 11). Οι ασθενείς IV3, III6, III2, III4 ήταν ηλικίας 8, 40, 44 και 45 ετών (ο αρχικός ασθε-

νής που προσήλθε για διερεύνηση), ενώ είχαν ηλικία έναρξης της νόσο 8, 7, 24 και 13 έτη, και με 

μέσο όρο συχνότητας επεισοδίων αγγειοοιδήματος 2, 5, 14 και 5 επεισόδια ανά έτος, αντίστοιχα. 

Ο πέμπτος μη συγγενής ασθενής ήταν ένας άντρας 45 ετών χωρίς οικογενειακό ιστορικό αγγειοοι-

δήματος, ο οποίος παρουσίαζε επεισόδια αγγειοοιδήματος, κυρίως δερματικών, από την ηλικία 

των 25 ετών. Η ανεύρεση μελών της οικογένειας του για περαιτέρω διερεύνηση της μετάλλαξης 

κατέστη αδύνατη.  

Σύμφωνα με τα βιοπληροφορικά εργαλεία NNSPLICE, NetGene 2, ASSP, FSPLICE και HSF η 

μετάλλαξη c.-22-155G>T πιθανόν να ενεργοποιεί μία νέα πιο ισχυρή 5’ θέση ματίσματος από την 

κανονική στο ιντρόνιο 1, με αποτέλεσμα να δημιουργείται ένα ενναλακτικό μετάγραφο. Με βάση 

τα εργαλεία CADD, Trap και DANN η μετάλλαξη προβλέπεται ως παθογονική. Το βιοπληροφορικό 

εργαλείο GERP χαρακτηρίζει την περιοχή στην οποία λαμβάνει χώρα η μετάλλαξη ως μη ιδιαίτερα 

συντηρημένη. Με σκοπό την περαιτέρω διερεύνηση της μετάλλαξης χρησιμοποιήθηκε το βιοπλη-

ροφορικό εργαλείο SpliceAid 2 το οποίο έδειξε ότι η παραλλαγή c.-22-155G>T τροποποιεί το με-

ταγραφικό μοτίβο που αναγνωρίζεται από τους μεταγραφικούς παράγοντες hnRNP H1, hnRNP H2, 

hnRNP F και hnRNP H3, που εμποδίζουν τη δέσμευσή τους στην αντίστοιχη γονιδιακή περιοχή 
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(Εικόνα 12).  

Η λειτουργική μελέτη της μετάλλαξης c.-22-155G>T έδειξε απώλεια της ετεροζυγωτίας για 

τον πολυμορφισμό rs4926 (c.1438G>A) στο εξώνιο 8 του γονιδίου SERPING1. Πιο συγκεκριμένα, 

όπως φαίνεται στην Εικόνα 13, στο gDNA, οι ασθενείς της εξεταζόμενης οικογένειας, οι οποίοι 

είναι φορείς της μετάλλαξης c.-22-155G>T, ήταν ετερόζυγοι για τον πολυμορφισμό rs4926 

(c.1438G>A), ενώ όλα τα υγιή μέλη της οικογένειας ήταν ομόζυγα για τον άγριο τύπο (c.1438G). 

Αντιθέτως, στο cDNA, όλοι οι ασθενείς βρέθηκαν ομόζυγοι για τον άγριο τύπο c.1438G, καθώς 

υπήρχε μόνο το αλληλόμορφο (G). 

 

Εικόνα 10: Γενεαλογικό δέντρο της ελληνικής οικογένειας που φέρει τη μετάλλαξη c.-22-155G>T στο γονίδιο 

SERPING1. Επεισόδια αγγειοοιδήματος έχουν εμφανίσει οι Ι1, Ι3, ΙΙ1, ΙΙ2, II4, III2, III4, III6, III8, IV1 και IV3.  
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Εικόνα 11: Η μετάλλαξη c.-22-155G>T στο ιντρόνιο 1 του γονιδίου SERPING1 όπως επιβεβαιώθηκε με αλλη-

λούχηση κατά Sanger σε επτά μέλη της ελληνικής οικογένειας. Η αρίθμηση των μελών της οικογένειας βα-

σίζεται στο οικογενειακό τους δένδρο που παρουσιάζεται στην Εικόνα 10. 

 

Εικόνα 12: Ανάλυση της επίδρασης της μετάλλαξης c.-22-155G>T με το βιοπληροφορικό εργαλείο SpliceAid 

2.  
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Εικόνα 13: Απώλεια της ετεροζυγωτία του πολυμορφισμού rs4926 (c.1438G>A) στους φορείς της μετάλλα-

ξης c.-22-155G>T. Στο gDNA, οι ασθενείς της εξεταζόμενης οικογένειας οι οποίοι είναι φορείς της μετάλλα-

ξης c.-22-155G>T ήταν ετερόζυγοι για τον πολυμορφισμό rs4926 (c.1438G>A), ενώ στο cDNA ήταν ομόζυγοι 

για τον άγριο τύπο c.1438G. 

c.1029+384A>G 

H δημοσιευμένη παθογονική μετάλλαξη c.1029+384A>G στο ιντρόνιο 6 του γονιδίου 

SERPING1 (chr11:57.374.404) εντοπίστηκε σε μία 43χρονη γυναίκα ασθενή με C1-INH-HAE (III3) 

ουγγρικής καταγωγής, η οποία παρακολουθούνταν στο ουγγρικό κέντρο αναφοράς για το αγ-

γειοοίδημα από την ηλικία των 3 ετών, όταν διαγνώστηκε για πρώτη φορά (Εικόνα 14). Ο παππούς 

της ασθενούς (I2) παρουσίαζε επίσης συμπτώματα αγγειοοιδήματος, αλλά απεβίωσε στην ηλικία 

των 50 ετών, πριν λάβει χώρα η διάγνωση του. Η μητέρα της (II5) απεβίωσε σε ηλικία 23 ετών από 

λαρυγγικό οίδημα που προκλήθηκε από το C1-INH-HAE. Από τα εναπομείναντα μέλη της οικογέ-

νειάς εξετάστηκαν τρεις ασθενείς με C1-INH-HAE (II1, II3 και III1) και τρεις υγιείς (III2, IV1 και IV2) 

(Εικόνα 15). Η μετάλλαξη c.1029+384A>G ανιχνεύτηκε στους ασθενείς, ενώ δεν ανιχνεύτηκε στα 

υγιή μέλη της οικογένειας που εξετάστηκαν (Εικόνα 16).  

Ο ασθενής II1 παρουσίαζε ήπια συμπτωματολογία με έξι περίπου επεισόδια αγγειοοιδή-

ματος κατά την περίοδο 22 ετών. Έχει υποστεί οξεία θεραπεία με πλασματοποιημένο C1-INH κατά 

τη διάρκεια των επεισοδίων αγγειοοιδήματος. Οι ασθενείς II3 και III1 παρουσίαζαν βαριά συμπτω-

ματολογία καθώς έχουν κατά μέσο όρο δώδεκα επεισόδια αγγειοοιδήματος τον χρόνο. Σε αυτές 

τις περιπτώσεις, εισήχθη μακροχρόνια θεραπευτική προφύλαξη. 

Σύμφωνα με τα βιοπληροφορικά εργαλεία NNSPLICE, NetGene 2, ASSP, FSPLICE και HSF η 

μετάλλαξη c.1029+384A>G πιθανόν να ενεργοποιεί μία νέα πιο ισχυρή 5’ θέση ματίσματος από 

την κανονική στο ιντρόνιο 6, με αποτέλεσμα την παραγωγή ενός εναλλακτικού μεταγράφου. Το 

εργαλείο CADD χαρακτηρίζει τη μετάλλαξη ως καλοήθη, ενώ τα εργαλεία Trap και DANN χαρακτη-

ρίζουν την μετάλλαξη ως ουδέτερη. Το βιοπληροφορικό εργαλείο GERP χαρακτηρίζει την περιοχή 

στην οποία λαμβάνει χώρα η μετάλλαξη ως μη συντηρημένη.  
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Εικόνα 14: Η μετάλλαξη c.1029+384A>G στο ιντρόνιο 6 του γονιδίου SERPING1. Στην εικόνα απεικονίζεται 

το αποτέλεσμα που εξάγεται από το NGS. 

  

Εικόνα 15: Γενεαλογικό δέντρο της ουγγρικής οικογένειας που φέρει τη μετάλλαξη c.1029+384A>G στο γο-

νίδιο SERPING1. Επεισόδια αγγειοοιδήματος έχουν εμφανίσει οι Ι2, ΙΙ1, ΙΙ3, ΙΙ5, IIΙ1, III3. Οι ασθενείς Ι2 και ΙΙ5 δεν 

μπόρεσαν να εξεταστούν για την ύπαρξη της μετάλλαξης καθώς δεν βρίσκονται εν ζωή.  
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Εικόνα 16: Η μετάλλαξη c.1029+384A>G στο ιντρόνιο 6 του γονιδίου SERPING1 όπως επιβεβαιώθηκε με αλ-

ληλούχηση κατά Sanger σε επτά μέλη της ουγγρικής οικογένειας. Η αρίθμηση των μελών της οικογένειας 

βασίζεται στο οικογενειακό τους δένδρο που παρουσιάζεται στην Εικόνα 15. 

c.890-14C>G 

Η c.890-14C>G, η οποία εντοπίζεται στο ιντρόνιο 5 του γονιδίου SERPING1 (chr11: 

57.373.867), ανιχνεύτηκε σε μία Ελληνίδα ασθενή με C1-INH-HAE (Εικόνα 17). Εξετάστηκαν συνο-

λικά επτά μέλη της οικογένειας, δύο υγιείς και πέντε ασθενείς (3 άνδρες, 4 γυναίκες). Η μετάλλαξη 

c.890-14C>G ανιχνεύτηκε και στους πέντε ασθενείς με C1-INH-HAE, ενώ απουσίαζε από τα δυο 

υγιή μέλη της οικογένειας (Εικόνα 18, Εικόνα 19). Οι ασθενείς III2, III5, III21, IV6 και IV9 ήταν ηλικίας 

67, 54, 67, 30 και 33 ετών (ο αρχικός ασθενής που προσήλθε για διερεύνηση), αντίστοιχα. Επίσης 

με κληρονομικό αγγειοοίδημα είχαν διαγνωστεί οι Ι2, Ι5, ΙΙ2, ΙΙ14, ΙΙ16, ΙΙΙ24, αλλά δεν μπόρεσαν να 

εξεταστούν για την ύπαρξη της μετάλλαξης καθώς δεν βρίσκονται πλέον εν ζωή. 

Ο ασθενής III2 εμφάνισε για πρώτη φορά συμπτώματα στην ηλικία των 57 ετών στο δέρμα, 

ενώ κατά τη διάρκεια της ζωής του έχει εμφανίζει μία φορά λαρυγγικό οίδημα. Ο ασθενής III5 είχε 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
08/07/2024 09:30:45 EEST - 3.145.104.144



64 

το πρώτο επεισόδιο αγγειοοιδήματος στην ηλικία των τεσσάρων ετών, ενώ στην ηλικία των 45 

εμφάνισε για πρώτη φορά λαρυγγικό οίδημα. Από τότε έχει πενήντα επεισόδια λαρυγγικού οιδή-

ματος. Ο ασθενής III21 εμφάνισε για πρώτη φορά συμπτώματα στο πεπτικό στην ηλικία των 18, 

ενώ από τότε έχει εμφανίσει πέντε φορές στη ζωή του λαρυγγικό οίδημα. Τέλος, ο ασθενής IV6 

είχε ηλικία εμφάνισης του πρώτου επεισοδίου κληρονομικού αγγειοοιδήματος τα δώδεκα χρόνια 

με δερματικό οίδημα. 

Τα βιοπληροφορικά εργαλεία HSF και NetGene 2 υποστήριξαν ότι η μετάλλαξη c.890-

14C>G πιθανόν να δημιουργεί μία νέα 3΄ θέσης ματίσματος πριν από την κανονική 3’ θέση ματί-

σματος στο ιντρόνιο 5. Σε αντίθεση, τα βιοπληροφορικά εργαλεία NNSPLICE, ASSP και FSPLICE υ-

ποστήριξαν ότι η μετάλλαξη δεν έχει καμία επίδραση στο επίπεδο της μεταγραφής. Το CADD χα-

ρακτηρίζει τη μετάλλαξη ως καλοήθη, ενώ το Trap και το DANN δίνουν ένα ενδιάμεσο αποτέλεσμα, 

χωρίς να μπορούν να διακρίνουν πλήρως την επίπτωση της μετάλλαξης. Το βιοπληροφορικό ερ-

γαλείο GERP χαρακτηρίζει την περιοχή στην οποία λαμβάνει χώρα η μετάλλαξη ως μη συντηρη-

μένη.  

Για να διευρυνθεί η ανάλυση εξετάστηκε η μετάλλαξη με ένα ακόμα βιοπληροφορικό ερ-

γαλείο, το SpliceAid 2, το οποίο έδειξε ότι η παραλλαγή c.890-14C>G τροποποιεί το μεταγραφικό 

μοτίβο που αναγνωρίζεται από τους μεταγραφικούς παράγοντες hnRNP K, SRp20 και YB-1, που 

εμποδίζουν τη δέσμευσή τους στην αντίστοιχη γονιδιακή περιοχή (Εικόνα 20).  

Η λειτουργική μελέτη για την μετάλλαξη c.890-14C>G, η οποία βασίστηκε στην απομό-

νωση mRNA από υγιή και ασθενή μέλη της οικογένειας και στη σύνθεση cDNA, έδειξε ότι δεν υ-

πάρχει διαφορά μεταξύ του mRNA των ασθενών και των υγειών μεταξύ του εξωνίου 3 και του 

εξωνίου 6 (Εικόνα 21). 
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Εικόνα 17: Η μετάλλαξη c.890-14C>G στο ιντρόνιο 5 του γονιδίου SERPING1 στο δείγμα IV6. Στην επάνω 

εικόνα απεικονίζεται το αποτέλεσμα που εξάγεται από το NGS, ενώ στην κάτω εικόνα απεικονίζεται η επι-

βεβαίωση με τη μέθοδο Sanger της μετάλλαξης στο γονίδιο SERPING1. 
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Εικόνα 18: Γενεαλογικό δέντρο της ελληνικής οικογένειας που φέρει τη μετάλλαξη c.890-14C>G στο ιντρόνιο 

5 του γονιδίου SERPING1. Επεισόδια αγγειοοιδήματος έχουν εμφανίσει οι Ι2, Ι5, ΙΙ2, ΙΙ14, ΙΙ16, III2, III5, III21, IV6 

και IV9. Οι ασθενείς Ι2, Ι5, ΙΙ2, ΙΙ14, ΙΙ16, ΙΙΙ24 δεν μπόρεσαν να εξεταστούν για την ύπαρξη της μετάλλαξης καθώς 

δεν βρίσκονται εν ζωή. 

 

Εικόνα 19: Μέρος του χρωματογραφήματος που παρουσιάζει τη μετάλλαξη c.890-14C>G στο ιντρόνιο 5 του 

γονιδίου SERPING1 στο δείγμα IV6. 
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Εικόνα 20: Ανάλυση της επίδρασης της μετάλλαξης c.890-14C>G στο ιντρόνιο 5 του γονιδίου SERPING1 με 

το βιοπληροφορικό εργαλείο SpliceAid 2. 
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Εικόνα 21: Σύγκριση του αποτελέσματος της αλληλούχησης του cDNA μεταξύ των υγειών και των ασθενών 

που φέρουν την μετάλλαξη c.890-14C>G στο ιντρόνιο 5 του γονιδίου SERPING1. Στην εικόνα Α παρουσιάζε-

ται μέρος του χρωματογραφήματος στην θέση σύνδεσης του εξωνίου 5 (κόκκινο χρώμα) με το εξώνιο 6 (μπλε 

χρώμα), ενώ στην εικόνα Β παρουσιάζεται η σύγκριση των δύο αλληλουχιών όπως προέκυψε από την αλλη-

λούχηση του cDNA. 
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6.2. ΑΝΙΧΝΕΥΣΗ ΜΕΤΑΛΛΑΞΕΩΝ ΣΤΟ ΓΟΝΙΔΙΟ F12 

Στα 358 δείγματα DNA από ασθενείς με κληρονομικό αγγειοοίδημα που εξετάστηκαν για 

την ανίχνευση μεταλλάξεων στο γονίδιο F12 ανιχνεύτηκαν δεκατρείς διαφορετικές μεταλλάξεις 

(δώδεκα σημειακές μεταλλάξεις και ένας διπλασιασμός). Όλες οι μεταλλάξεις που ανιχνεύτηκαν 

παρουσιάζονται στην Εικόνα 22. Ο Πίνακας 13 παρουσιάζει τις συχνότητες αλληλομόρφων και ο 

Πίνακας 14 την βιοπληροφορική ανάλυση των μεταλλάξεων με τρία εργαλεία. 

 

Εικόνα 22: Μεταλλάξεις που ανιχνεύτηκαν στο γονίδιο F12. 

Δύο από τις παραλλαγές που ανιχνεύτηκαν είναι γνωστοί κοινοί πολυμορφισμοί, ο c.-4T>C 

(rs1801020) και ο c.619G>C (p.Ala207Pro, rs17876030).  

c.-4T>C 

Ο λειτουργικός πολυμορφισμός c.-4T>C (rs1801020) στην 5’ αμετάφραστη περιοχή του γο-

νιδίου F12 ανιχνεύτηκε με συχνότητα αλληλίου 78,1%. H συχνότητα αλληλομόρφου του πολυμορ-

φισμού rs1801020 σε άτομα ευρωπαϊκής προέλευσης στη βάση δεδομένων gnomAD είναι 75,38% 

και στον παγκόσμιο πληθυσμό είναι 65,22%. Υπάρχουν πέντε καταχωρήσεις στη βάση δεδομένων 

ClinVar (Variation ID:1167) οι οποίες χαρακτηρίζουν την μετάλλαξη αυτή ως καλοήθη για το κλη-

ρονομικό αγγειοοίδημα (2 καταχωρήσεις) και την νόσο ανεπάρκειας του παράγοντα FXII (1 κατα-

χώρηση). To GERP έδωσε την τιμή GERP rejected substitutions 4,44, το οποίο υποδηλώνει ότι η 

μετάλλαξη βρίσκεται σε μη συντηρημένη περιοχή καθώς η τιμή είναι κάτω από 5,5. 

c.619G>C  

Ο πολυμορφισμός c.619G>C (p.Ala207Pro, rs17876030) στο εξώνιο 7 του γονιδίου F12 α-

νιχνεύτηκε με συχνότητα αλληλίου 96,8%. H συχνότητα αλληλομόρφου του πολυμορφισμού 

rs17876030 σε άτομα ευρωπαϊκής προέλευσης στη βάση δεδομένων gnomAD είναι 98,67% και 

στον παγκόσμιο πληθυσμό είναι 95,15%. Υπάρχουν τέσσερεις καταχωρήσεις στη βάση δεδομένων 

ClinVar (Variation ID:256310) που χαρακτηρίζουν την μετάλλαξη αυτή ως καλοήθη για το κληρο-

νομικό αγγειοοίδημα (1 καταχώρηση) και την νόσο ανεπάρκειας του παράγοντα FXII (1 καταχώ-

ρηση). Τα βιοπληροφορικά εργαλεία SIFT και PolyPhen2 προβλέπουν την συγκεκριμένη μετάλλαξη 

ως ανεκτή και καλοήθη, αντίστοιχα. Το βιοπληροφορικό εργαλείο GERP έδωσε την τιμή GERP 
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rejected substitutions 2,0799, το οποίο είναι μικρότερο του 5,5 και άρα η περιοχή στην οποία ανι-

χνεύτηκε ο πολυμορφισμός c.619G>C δεν είναι ιδιαίτερα συντηρημένη. 

Πίνακας 13: Μεταλλάξεις που ανιχνεύτηκαν στο γονίδιο F12 και οι συχνότητες τους στον ευρωπαϊκό πλη-

θυσμό (gnomAD) και στην παρούσα μελέτη. 

Μετάλλαξη Εξώνιο dbSNP gnomAD (EU) 
nC1-INH-HAE 

(n=166) 

C1-INH-HAE 

(n=161) 

c.-4T>C utr_5 rs1801020 75,38% 149 (76,20%) 151 (80,12%) 

c.41T>C 1 rs143809932 0,002% 0 (<0,001%) 1 (0,31%) 

c.418C>G 6 rs35515200 0,35% 2 (0,60%) 1 (0,31%) 

c.530C>T 7 rs144821595 0,006% 2 (0,60%) 0 (<0,001%) 

c.619G>C 7 rs17876030 98,67% 162 (95,78%) 160 (97,83%) 

c.711C>T 8 rs17876047 3,17% 8 (2,40%) 6 (1,86%) 

c.756C>T 8 rs41309752 0,48% 4 (1,20%) 5 (1,55%) 

c.892_909 

dup 
9 rs774034606 <0,001% 1 (0,30%) 0 (<0,001%) 

c.983C>A 9 rs118204456 <0,001% 2 (0,60%) 0 (<0,001%) 

c.1025C>T 10 rs2230939 0,13% 0 (<0,001%) 1 (0,31%) 

c.1530G>C 12 - <0,001% 1 (0,30%) 0 (<0,001%) 

c.1599A>G 13 rs1424350386 <0,001% 1 (0,30%) 0 (<0,001%) 

c.1768T>G 14 - <0,001% 1 (0,31%) 0 (<0,001%) 

Πίνακας 14: Η εκτίμηση των μεταλλάξεων που ανιχνεύτηκαν στο γονίδιο F12 με βάση τρία βιοπληροφορικά 

εργαλεία. [NP, Not provided]. 

Μετάλλαξη SIFT PolyPhen2 GERP 

c.-4T>C NP NP 4,44 

c.41T>C 0 0,995 4,36 

c.418C>G 0,51 0,896 2,0699 

c.530C>T 0,51 0,002 -9,09 

c.619G>C 0,29 0 2,0799 

c.711C>T NP NP -10,6 

c.756C>T NP NP -10,1 

c.892_909 

dup 
NP NP -1,5179 

c.983C>A 0,07 0,91 4,0599 

c.1025C>T 0,42 0,001 -5,28 

c.1530G>C 0,03 1 -1,74 

c.1599A>G NP NP -7,65 

c.1768T>G 0 1 5,4099 

Επιπρόσθετα, ανιχνεύτηκαν δύο κοινές συνώνυμες μεταλλάξεις στο εξώνιο 8 του γονιδίου 

F12, c.756C>T (rs41309752) και c.711C>T (rs17876047).  

c.756C>T  

Η μετάλλαξη c.756C>T ανιχνεύτηκε σε 4 δείγματα nC1-INH-HAE και σε 5 δείγματα C1-INH-

HAE σε ετερόζυγη μορφή. H συχνότητα αλληλομόρφου της μετάλλαξης c.756C>T σε άτομα ευρω-

παϊκής προέλευσης στη βάση δεδομένων gnomAD είναι 0,4830% και στον παγκόσμιο πληθυσμό 

είναι 1,389%. Υπάρχουν δύο καταχωρήσεις στη βάση δεδομένων ClinVar που χαρακτηρίζουν την 

μετάλλαξη αυτή ως καλοήθη για το κληρονομικό αγγειοοίδημα και την νόσο ανεπάρκειας του 
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παράγοντα FXII. Το βιοπληροφορικό εργαλείο GERP έδωσε την τιμή GERP rejected substitutions -

10,1, το οποίο υποδηλώνει ότι η περιοχή στην οποία εντοπίζεται η μετάλλαξη δεν είναι καθόλου 

συντηρημένη. Καθώς η μετάλλαξη είναι συνώνυμη εξετάστηκε η επίπτωση της στη διαδικασία του 

ματίσματος με το βιοπληροφορικό εργαλείο HSF, το οποίο προέβλεψε ότι η μετάλλαξη δεν έχει 

σημαντικό αντίκτυπο στη διαδικασία του ματίσματος.  

c.711C>T 

Η συνώνυμη μετάλλαξη c.711C>T ανιχνεύτηκε σε 8 δείγματα nC1-INH-HAE και σε 6 δείγ-

ματα C1-INH-HAE σε ετερόζυγη μορφή. H συχνότητα αλληλομόρφου της μετάλλαξης c.711C>T σε 

άτομα ευρωπαϊκής προέλευσης στη βάση δεδομένων gnomAD είναι 3,165% και στον παγκόσμιο 

πληθυσμό είναι 2,275%. Στην βάση δεδομένων ClinVar υπάρχουν δύο καταχωρήσεις που χαρα-

κτηρίζουν την μετάλλαξη c.711C>T ως καλοήθη για το κληρονομικό αγγειοοίδημα και την νόσο 

ανεπάρκειας του παράγοντα FXII. Το βιοπληροφορικό εργαλείο GERP έδωσε την τιμή GERP re-

jected substitutions -10,6, το οποίο υποδηλώνει ότι η περιοχή της μετάλλαξης δεν είναι καθόλου 

συντηρημένη. Καθώς η μετάλλαξη είναι συνώνυμη εξετάστηκε η επίπτωση της στο μάτισμα με το 

εργαλείο HSF, το οποίο προέβλεψε ότι η μετάλλαξη προκαλεί αλλαγές στα μοτίβα ESE/ESS. 

c.1599A>G  

Σε έναν ασθενή ουγγρικής καταγωγής με U-HAE εντοπίστηκε μια σπάνια συνώνυμη μετάλ-

λαξη στο εξώνιο 13, c.1599A>G (rs1424350386), που δεν έχει ανιχνευτεί στις 125.748 εξωνικές 

αλληλουχίες και στα 15.708 γονιδιώματα στη βάση gnomAD (<0,001%). Δεν εντοπίζεται κάποια 

καταχώρηση της παθογονικότητας της μετάλλαξης στη βάση δεδομένων του NCBI, ClinVar. Το βιο-

πληροφορικό εργαλείο GERP έδωσε την τιμή GERP rejected substitutions -7,65, το οποίο υποδη-

λώνει ότι η περιοχή που βρίσκεται η παραλλαγή δεν είναι καθόλου συντηρημένη. Καθώς η μετάλ-

λαξη είναι συνώνυμη εξετάστηκε η επίπτωση της στο μάτισμα με το εργαλείο HSF, το οποίο προέ-

βλεψε ότι η μετάλλαξη πιθανόν να προκαλεί αλλαγές στα μοτίβα ESE/ESS. 

c.983C>A  

Η σημειακή παθογόνος μετάλλαξη c.983C>A (p.Thr328Lys, rs118204456) στο εξώνιο 9 του 

γονιδίου F12 ανιχνεύτηκε σε τρεις γυναίκες ασθενείς με κληρονομικό αγγειοοίδημα και φυσιολο-

γικό αναστολέα C1 εστεράσης, που ανήκουν σε δύο μη συγγενείς ισπανικές οικογένειες (Εικόνα 

23). Τα βιοπληροφορικά εργαλεία SIFT και PolyPhen2 χαρακτηρίζουν την συγκεκριμένη μετάλλαξη 

ως ανεκτή και πιθανώς παθογονική, αντίστοιχα. Το βιοπληροφορικό εργαλείο GERP έδωσε την 

τιμή GERP rejected substitutions 4,0599, το οποίο υποδηλώνει ότι η περιοχή που βρίσκεται η πα-

ραλλαγή δεν είναι ιδιαίτερα συντηρημένη. Στην βάση δεδομένων ClinVar υπάρχουν τέσσερεις κα-

ταχωρήσεις (Variation ID:1169) που χαρακτηρίζουν την μετάλλαξη c.983C>A ως παθογονική σε συ-

σχέτιση με το FXII-HAE. Επιπρόσθετα, η συγκεκριμένη μετάλλαξη έχει συσχετιστεί με το FXII-HAE 

σε πολλαπλές δημοσιεύσεις στη βάση δεδομένων Pubmed.  
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Εικόνα 23: Η μετάλλαξη c.983C>A στο εξώνιο 9 του γονιδίου F12. Στην εικόνα Α απεικονίζεται το αποτέλεσμα 

που εξάγεται από το NGS, ενώ στην εικόνα Β απεικονίζεται η επιβεβαίωση με τη μέθοδο Sanger της μετάλ-

λαξης στο γονίδιο F12. 

c.892_909dup  

 Η δημοσιευμένη παθογόνος μετάλλαξη c.892_909dup στο εξώνιο 9 του γονιδίου F12 ανι-

χνεύτηκε σε μία ουγγρική οικογένεια (Εικόνα 24). Εξετάστηκαν δώδεκα μέλη της οικογένειας (επτά 

άνδρες και πέντε γυναίκες). Η γυναίκα ΙΙΙ2 αποτελεί την πρωταρχική ασθενή, η οποία είχε εμφανί-

σει επεισόδια αγγειοοιδήματος τρεις φορές τα τελευταία δύο χρόνια, συμπεριλαμβανομένου οι-

δήματος στο πρόσωπο και το φάρυγγα. Η κόρη της (IV2) είχε παρουσιάσει ένα μόνο επεισόδιο 

οιδήματος προσώπου σε ηλικία οκτώ ετών. Τα υπόλοιπα μέλη της οικογένειας που εξετάστηκαν 

δεν έχουν εμφανίσει συμπτώματα αγγειοοιδήματος. Το βιοπληροφορικό εργαλείο GERP έδωσε 

την τιμή GERP rejected substitutions -1,5179, το οποίο υποδηλώνει ότι η περιοχή που βρίσκεται η 

παραλλαγή δεν είναι συντηρημένη. Ο διπλασιασμός των 18 bp εμφανίστηκε στα πέντε μέλη της 

οικογένειας σε ετερόζυγη μορφή (Εικόνα 25, Εικόνα 26). 
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Εικόνα 24: Γενεαλογικό δέντρο της ουγγρικής οικογένειας που φέρει την παθογόνο μετάλλαξη 

c.892_909dup. Επεισόδια αγγειοοιδήματος έχουν εμφανίσει μόνο η ΙΙΙ2 και η IV2. 

 

Εικόνα 25: Μέρος του χρωματογραφήματος που παρουσιάζει τον διπλασιασμό των 18 bp στο εξώνιο 9 του 

γονιδίου F12. 
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Εικόνα 26: Η μετάλλαξη c.892_909dup στο εξώνιο 9 του γονιδίου F12 όπως επιβεβαιώθηκε με αλληλούχηση 

κατά Sanger σε δέκα μέλη της ουγγρικής οικογένειας. Η αρίθμηση των μελών της οικογένειας βασίζεται στο 

οικογενειακό τους δένδρο που παρουσιάζεται στην Εικόνα 24. 

Σε δύο διαφορετικούς ασθενείς με C1-INH-HAE τύπου I ανιχνεύτηκαν οι μεταλλάξεις 

c.41T>C (p.Leu14Ser, rs143809932) και c.1025C>T (p.Pro342Leu, rs2230939).  

c.41T>C  

Η μετάλλαξη c.41T>C εντοπίζεται στο εξώνιο 1 του γονιδίου F12 σε έναν ασθενή βουλγα-

ρικής καταγωγής (Εικόνα 27). Τα βιοπληροφορικά εργαλεία SIFT και PolyPhen2 προβλέπουν την 

συγκεκριμένη μετάλλαξη ως επιβλαβής και πιθανώς παθογονική, αντίστοιχα. Το βιοπληροφορικό 

εργαλείο GERP έδωσε την τιμή GERP rejected substitutions 4,36, το οποίο υποδηλώνει ότι η πε-

ριοχή που βρίσκεται η παραλλαγή δεν είναι ιδιαίτερα συντηρημένη. H συχνότητα αλληλομόρφου 

της μετάλλαξης c.41T>C σε άτομα ευρωπαϊκής προέλευσης στη βάση δεδομένων gnomAD είναι 

0,002% και στο παγκόσμιο πληθυσμό είναι 0,01556%. Δεν υπάρχει κάποια καταχώρηση στο Clin-

Var, η οποία να χαρακτηρίζει την μετάλλαξη αυτή ως προς την παθογονικότητα της.  
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Εικόνα 27: Η μετάλλαξη c.41T>C στο εξώνιο 1 του γονιδίου F12 όπως επιβεβαιώθηκε με αλληλούχηση κατά 

Sanger σε έναν ασθενή βουλγαρικής καταγωγής. 

c.1025C>T 

Όπως αναφέρθηκε, η μετάλλαξη c.1025C>T εντοπίστηκε στο εξώνιο 10 του γονιδίου F12 

σε έναν Πολωνό ασθενή με C1-INH-HAE τύπου I με παθογόνο μετάλλαξη στο γονίδιο SERPING1. Η 

μετάλλαξη εντοπίζεται σε τρεις διαφορετικές καταχωρήσεις στη βάση δεδομένων ClinVar 

(Variation ID:352993) που την χαρακτηρίζουν ως καλοήθη για το FXII-HAE, πιθανώς καλοήθη και 

άγνωστης παθογονικότητας για τη νόσο ανεπάρκειας του παράγοντα FXII. Τα βιοπληροφορικά ερ-

γαλεία SIFT και PolyPhen2 την προβλέπουν ως ανεκτή και καλοήθης, αντίστοιχα. Το βιοπληροφο-

ρικό εργαλείο GERP έδωσε την τιμή GERP rejected substitutions -5,28, το οποίο υποδηλώνει ότι η 

περιοχή στην οποία εντοπίζεται η παραλλαγή δεν είναι συντηρημένη. Η συχνότητα της μετάλλαξης 

c.1025C>T στον ευρωπαϊκό πληθυσμό είναι 0,13% και στον παγκόσμιο πληθυσμό είναι 0,07692% 

στη βάση δεδομένων gnomAD.  

c.418C>G 

Η μετάλλαξη c.418C>G (p.Leu140Val, rs35515200) στο εξώνιο 6 του γονιδίου F12 ανιχνεύ-

θηκε σε έναν Γερμανό ασθενή με C1-INH-HAE τύπου I (Εικόνα 28) και δύο ασθενείς με U-HAE, έναν 

ιταλικής και έναν πολωνικής καταγωγής. Έλαβαν χώρα δύο οικογενειακές μελέτες για να διερευ-

νηθεί η παθογονικότητα της μετάλλαξης c.418C>G. Στην ιταλική οικογένεια εξετάστηκαν τρία υγιή 

μέλη της οικογένειας και η μετάλλαξη ανιχνεύτηκε στην υγιή μητέρα του ασθενή (Ι2) (Εικόνα 29). 

Στην πολωνική οικογένεια εξετάστηκαν τρία υγιή μέλη της οικογένειας και η μετάλλαξη ανιχνεύ-

τηκε στον πατέρα (Ι1) και τον αδερφό του ασθενή (ΙΙ2) (Εικόνα 30).Τα βιοπληροφορικά εργαλεία 

SIFT και PolyPhen2 χαρακτηρίζουν την μετάλλαξη ως ανεκτή και πιθανώς παθογονική, αντίστοιχα. 

Το εργαλείο GERP έδωσε την τιμή GERP rejected substitutions 2,0699, το οποίο υποδηλώνει ότι η 

περιοχή στην οποία βρίσκεται η μετάλλαξη δεν είναι συντηρημένη. Η συχνότητα της στον ευρω-

παϊκό πληθυσμό είναι 0,35% και στον παγκόσμιο πληθυσμό είναι 0,2232% στη βάση δεδομένων 

gnomAD. Στη βάση δεδομένων ClinVar υπάρχουν τρεις καταχωρήσεις (Variation ID:353001) που 

χαρακτηρίζουν τη μετάλλαξη ως καλοήθη (1 καταχώρηση) σε συσχέτιση με το FXII-HAE και πιθα-

νώς καλοήθη σε συσχέτιση με τη νόσο ανεπάρκειας του παράγοντα FXII (1 καταχώρηση) και μία 

καταχώρηση που χαρακτηρίζει τη μετάλλαξη ως πιθανώς καλοήθη χωρίς να διευκρινίζεται το νό-

σημα.  
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Εικόνα 28: Η μετάλλαξη c.418C>G στο εξώνιο 6 του γονιδίου F12 όπως οπτικοποιείται στο πρόγραμμα IGV.  
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Εικόνα 29: Στην εικόνα Α απεικονίζεται το γενεαλογικό δέντρο της ιταλικής οικογένειας που φέρει την με-

τάλλαξη c.418C>G στο εξώνιο 6 του γονιδίου F12. Επεισόδια αγγειοοιδήματος έχει εμφανίσει μόνο ο ΙΙ1. Στην 

εικόνα Β απεικονίζεται η μετάλλαξη c.418C>G στο εξώνιο 6 του γονιδίου F12 όπως οπτικοποιείται στο πρό-

γραμμα IGV στον ασθενή ΙΙ1. Στην εικόνα Γ απεικονίζεται η μετάλλαξη c.418C>G στο εξώνιο 6 του γονιδίου 

F12 όπως επιβεβαιώθηκε με αλληλούχηση κατά Sanger στα τέσσερα μέλη της ιταλικής οικογένειας.  
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Εικόνα 30: Στην εικόνα Α απεικονίζεται το γενεαλογικό δέντρο της πολωνικής οικογένειας που φέρει την 

μετάλλαξη c.418C>G στο εξώνιο 6 του γονιδίου F12. Επεισόδια αγγειοοιδήματος έχει εμφανίσει μόνο ο ΙΙ1. 

Στην εικόνα Β απεικονίζεται η μετάλλαξη c.418C>G στο εξώνιο 6 του γονιδίου F12 όπως οπτικοποιείται στο 

πρόγραμμα IGV στον ασθενή ΙΙ1. Στην εικόνα Γ απεικονίζεται η μετάλλαξη c.418C>G στο εξώνιο 6 του γονι-

δίου F12 όπως επιβεβαιώθηκε με αλληλούχηση κατά Sanger στα τρία μέλη της πολωνικής οικογένειας.  

c.530C>T 

 Η μετάλλαξη c.530C>T (p.Ala177Val, rs144821595) ανιχνεύθηκε σε δύο ασθενείς με U-

HAE, έναν ισπανικής και έναν ιταλικής καταγωγής. Η μετάλλαξη c.530C>T εντοπίζεται στο εξώνιο 

7 του γονιδίου F12 (Εικόνα 31). Έλαβε χώρα μία οικογενειακή μελέτη με σκοπό την ανίχνευση της 

μετάλλαξης c.530C>T. Στην ισπανική οικογένεια εξετάστηκαν τέσσερα υγιή μέλη της οικογένειας 

και η μετάλλαξη ανιχνεύτηκε στον υγιή πατέρα, στην υγιή αδερφή και στον υγιή αδερφό της α-

σθενούς (Εικόνα 32). Τα βιοπληροφορικά εργαλεία SIFT και PolyPhen2 προβλέπουν την μετάλλαξη 

ως ανεκτή και καλοήθης, αντίστοιχα. Το βιοπληροφορικό εργαλείο GERP έδωσε την τιμή GERP re-

jected substitutions -9,09, το οποίο υποδηλώνει ότι η περιοχή στην οποία βρίσκεται η μετάλλαξη 

δεν είναι καθόλου συντηρημένη. Η συχνότητα της στον ευρωπαϊκό πληθυσμό είναι 0,005960% και 

στον παγκόσμιο πληθυσμό είναι 0,004474%. Στη βάση δεδομένων ClinVar δεν υπάρχει καταχώ-

ρηση της συγκεκριμένης μετάλλαξης ως προς την παθογονικότητα της.  
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Εικόνα 31: Η μετάλλαξη c.530C>T στο εξώνιο 7 του γονιδίου F12 όπως οπτικοποιείται στο πρόγραμμα IGV 

στον ασθενή με U-HAE ιταλικής καταγωγής.  
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Εικόνα 32: Στην εικόνα Α απεικονίζεται το γενεαλογικό δέντρο της ισπανικής οικογένειας που φέρει την 

μετάλλαξη c.530C>T στο εξώνιο 7 του γονιδίου F12. Επεισόδια αγγειοοιδήματος έχει εμφανίσει μόνο ο ΙΙ1. 

Στην εικόνα Β απεικονίζεται η μετάλλαξη c.530C>T στο εξώνιο 7 του γονιδίου F12 όπως οπτικοποιείται στο 

πρόγραμμα IGV στον ασθενή ΙΙ1. Στην εικόνα Γ απεικονίζεται η μετάλλαξη c.530C>T στο εξώνιο 7 του γονι-

δίου F12 όπως επιβεβαιώθηκε με αλληλούχηση κατά Sanger στα τέσσερα μέλη της ισπανικής οικογένειας. 

c.1768T>G 

Η μετάλλαξη c.1768T>G (p.Cys590Gly) στο εξώνιο 14 του γονιδίου F12 ανιχνεύτηκε σε έναν 

ασθενή γερμανικής καταγωγής που παρουσιάζει υποτροπιάζον αγγειοοίδημα ασαφούς προέλευ-

σης. H μετάλλαξη αυτή δεν έχει ανιχνευτεί στις 125.748 εξωνικές αλληλουχίες και στα 15.708 γο-

νιδιώματα στη βάση gnomAD (<0,001%). Δεν εντοπίζεται κάποια καταχώρηση της παθογονικότη-

τας της μετάλλαξης στη βάση δεδομένων του ClinVar. Τα βιοπληροφορικά εργαλεία SIFT και 

PolyPhen2 χαρακτηρίζουν την μετάλλαξη ως επιβλαβή και παθογονική, αντίστοιχα. To GERP έδωσε 

την τιμή GERP rejected substitutions 5,4099, το οποίο υποδηλώνει ότι η μετάλλαξη βρίσκεται σε 
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μία συντηρημένη περιοχή. 

c.1530G>C 

Η μετάλλαξη c.1530G>C (p.Glu510Asp) ανιχνεύθηκε σε ένα 12-χρονο κορίτσι ελληνικής κα-

ταγωγής με κληρονομικό αγγειοοίδημα που παρουσιάζει πέντε έως έξι κρίσεις αγγειοοιδήματος 

στο πρόσωπο ανά μήνα. Η ασθενής αυτή έχει φυσιολογικές τιμές C1-INH. Η μετάλλαξη c.1530G>C 

ανιχνεύτηκε στο εξώνιο 12 του γονιδίου F12. Τα βιοπληροφορικά εργαλεία SIFT και PolyPhen2 

χαρακτηρίζουν την μετάλλαξη ως επιβλαβή και πιθανώς παθογονική, αντίστοιχα. To GERP έδωσε 

την τιμή GERP rejected substitutions -1,74, το οποίο υποδηλώνει ότι η μετάλλαξη βρίσκεται σε μία 

μη συντηρημένη περιοχή. Δεν υπάρχει αναφορά αυτής της μετάλλαξης στη βάση δεδομένων 

ClinVar και δεν έχει ανιχνευτεί στις 125.748 εξωνικές αλληλουχίες και στα 15.708 γονιδιώματα στη 

βάση gnomAD (<0,001%). Έλαβε χώρα οικογενειακή μελέτη με σκοπό την ανίχνευση της μετάλλα-

ξης c.1530G>C. Εξετάστηκαν πέντε άτομα της οικογένειας (τρείς γυναίκες και δύο άνδρες). Η με-

τάλλαξη ανιχνεύτηκε στον πατέρα (ΙΙ2), στο θείο (ΙΙ1) και τη γιαγιά (Ι2) της ασθενούς (ΙΙΙ1), οι οποίοι 

δεν είχαν κανένα επεισόδιο αγγειοοιδήματος κατά τη διάρκεια της ζωής τους (Εικόνα 33 και Ει-

κόνα 34).  

 

Εικόνα 33: Το γενεαλογικό δέντρο της ελληνικής οικογένειας που φέρει την μετάλλαξη c.1530G>C στο εξώ-

νιο 14 του γονιδίου F12. Επεισόδια αγγειοοιδήματος έχει εμφανίσει μόνο ο ΙΙΙ1. 
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Εικόνα 34: Στην εικόνα απεικονίζεται η μετάλλαξη c.1530G>C στο εξώνιο 14 του γονιδίου F12 όπως επιβε-

βαιώθηκε με αλληλούχηση κατά Sanger στα έξι μέλη της ελληνικής οικογένειας. Η αρίθμηση των μελών της 

οικογένειας βασίζεται στο οικογενειακό τους δένδρο που παρουσιάζεται στην Εικόνα 33. 

Στο γονίδιο F12 δεν ανιχνεύτηκε κανένας διπλασιασμός ή έλλειψη σε μεγάλες περιοχές 

του γονιδιώματος βάση της ταυτοποίησης των αλλαγών στον αριθμό των αντιγράφων (CNVs anal-

ysis) στα 320 δείγματα που συγκρίθηκαν με ένα πρότυπο δείγμα ελέγχου το οποίο δεν παρουσιά-

ζει CNVs.  
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7. ΣΥΖΗΤΗΣΗ  

7.1. ΑΝΙΧΝΕΥΣΗ ΙΝΤΡΟΝΙΚΩΝ ΜΕΤΑΛΛΑΞΕΩΝ ΣΤΟ ΓΟΝΙΔΙΟ SERPING1 

 Ο C1-INH, o οποίος είναι ένας αναστολέας πρωτεάσης σερίνης, αρχικά αναγνωρίστηκε για 

τη ρυθμιστική του δραστηριότητα στο σύστημα συμπληρώματος. Ελέγχει την οδό του συμπληρώ-

ματος μέσω αναστολής των MASP1, MASP2, C1s, C1r, του συστήματος επαφής αναστέλλοντας τον 

παράγοντα XII και την καλλικρεΐνη του πλάσματος, την ενδογενή αλληλουχία πήξης μέσω της α-

ναστολής του παράγοντα XI και της θρομβίνης, και το ινωδολυτικό σύστημα μέσω αναστολής του 

ενεργοποιητή πλασμίνης και πλασμινογόνου [218]. Tην δεκαετία του 1960, συσχετίστηκε η ανε-

πάρκεια του αναστολέα C1 εστεράσης με το κληρονομικό αγγειοοίδημα [219], αλλά μόνο τη δε-

καετία του 1980 μελέτες έδειξαν ότι το κληρονομικό αγγειοοίδημα οφείλεται σε μεταλλάξεις στο 

γονίδιο SERPING1, το γονίδιο που κωδικοποιεί τον C1-INH [220, 221, 222]. 

 Μέχρι σήμερα, συνολικά έχουν ανιχνευτεί 748 διαφορετικές μεταλλάξεις στο γονίδιο 

SERPING1, οι οποίες σχετίζονται με το C1-INH-HAE [40], η πλειονότητα των οποίων εντοπίζονται 

στις εξωνικές περιοχές του γονιδίου. Ωστόσο, υπάρχουν περιπτώσεις C1-INH-HAE στις οποίες η 

μετάλλαξη είναι αδύνατο να ανιχνευτεί στην κωδικοποιούσα περιοχή του γονιδίου SERPING1 [15, 

223]. Με την έλευση των νέων τεχνολογιών αλληλούχησης, η ανίχνευση νέων παραλλαγών στο 

γονίδιο SERPING1 σε ασθενείς με C1-INH-HAE έχει βελτιωθεί, αποκαλύπτοντας επιπλέον αιτιατές 

παραλλαγές που δεν ανιχνεύονται με το συμβατικό τρόπο γονοτύπησης [224]. Έτσι, παρατηρείται 

σημαντική μείωση του ποσοστού των C1-INH-HAE ασθενών με μη αναγνωρισμένη αιτιατή παραλ-

λαγή στο γονίδιο SERPING1, που εκτιμάται μεταξύ 3,8% και 17,9% [47, 49, 54, 62, 67, 225, 226, 

227].  

Επομένως, η ανάπτυξη των νέων τεχνολογιών αλληλούχησης οδήγησε στην ανίχνευση αυ-

ξανόμενου αριθμού βαθέων ιντρονικών μεταλλάξεων, δηλαδή μεταλλάξεων που εντοπίζονται 

τουλάχιστον 100 bp από την πλησιέστερη κανονική τοποθεσία ματίσματος. Η απόδειξη του ρόλου 

τους, όμως, στα διάφορα γενετικά νοσήματα συνάντησε πληθώρα τεχνικών δυσκολιών. Οι μεταλ-

λάξεις που επηρεάζουν συντηρημένες αλληλουχίες ματίσματος σε συνδέσεις εξωνίων-ιντρονίων 

αναγνωρίζονται εύκολα ως πιθανώς παθογονικές, ενώ οι παραλλαγές σε ιντρονικές περιοχές είναι 

δύσκολο να ταξινομηθούν χωρίς λειτουργικές ενδείξεις που παρέχονται από την ανάλυση της με-

ταγραφής ή την in vitro ανάλυση με χρήση της τεχνικής minigene [228]. Η απλούστερη και η πιο 

αποτελεσματική μέθοδος για να προσδιοριστεί εάν η επιλεγμένη παραλλαγή επηρεάζει το μάτι-

σμα είναι η ανάλυση του RNA. Η αλληλούχηση του RNA / cDNA μετά την αντίστροφη μεταγραφή 

PCR (RT-PCR) επιτρέπει την διερεύνηση του ρόλου της μετάλλαξης στην αλληλουχία του mRNA. Το 

κύριο πρόβλημα με αυτή την προσέγγιση είναι η πιθανότητα της πρόωρης καταστροφής του με-

ταλλαγμένου μεταγράφου από λειτουργικούς μηχανισμούς του κυττάρου, το οποίο εμποδίζει την 

περαιτέρω μελέτη της εκάστοτε μετάλλαξης. Σε μια τέτοια κατάσταση, το αποτέλεσμα της πιθανής 

μετάλλαξης ματίσματος μπορεί εύκολα να παραλειφθεί [69]. Εάν το κατάλληλο υλικό για λειτουρ-

γική αλληλούχηση RNA δεν είναι διαθέσιμο, μια εναλλακτική πιθανότητα είναι η τεχνική minigene 

- ένα in vitro υβριδικό σύστημα που επιτρέπει την «παγίδευση εξωνίων». Αυτό το σύστημα είναι 

ιδιαίτερα χρήσιμο για την ανάλυση γονιδίων με χαμηλό επίπεδο έκφρασης σε λευκοκύτταρα ή 

ινοβλάστες [229]. Αυτή η προσέγγιση μπορεί να χρησιμοποιηθεί για να επιβεβαιώσει εάν η πα-

ραλλαγή επηρεάζει την αποτελεσματικότητα του ματίσματος ή προκαλεί την ενεργοποίηση εναλ-

λακτικών κρυφών θέσεων ματίσματος [230]. Παρόλα αυτά, η τεχνική minigene είναι μία περίπλοκη 
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και κοστοβόρα μέθοδος που απαιτεί εξειδικευμένο εργαστηριακό εξοπλισμό και δεν μπορεί να 

εφαρμοστεί από το σύνολο των μοριακών εργαστηρίων [231]. 

Μία ακόμα σημαντική τροχοπέδη στην αναγνώριση και την ταυτοποίηση της παθογονικό-

τητας των μεταλλάξεων που οδηγούν στην εκδήλωση C1-INH-HAE είναι η έλλειψη της διαθέσιμης 

πληροφορίας σε μία κοινής αποδοχής βάση δεδομένων. Πρέπει να αναφερθεί ότι μόνο οι μισές 

παραλλαγές στο γονίδιο SERPING1 οι οποίες βρέθηκαν στη βιβλιογραφία και σχετίζονται με το 

HAE έχουν αναφερθεί σε δημόσιες βάσεις δεδομένων, όπως το HAEdb και το ClinVar, με διαφορές 

μεταξύ τους όσων αφορά τον χαρακτηρισμό των μεταλλάξεων. Η δημόσια βάση ClinVar, η οποία 

κυκλοφόρησε το 2013, αποτελεί μια πρωτογενή κεντρική βάση δεδομένων που χρηματοδοτήθηκε 

από το NCBI για την αρχειοθέτηση κλινικά σχετικών παραλλαγών για πολλές ασθένειες, ενώ η 

βάση HAEdb αποτελεί μια βάση δεδομένων στην οποία καταγράφονται αποκλειστικά μεταλλάξεις 

στο γονίδιο SERPING1, η οποία όμως εγκαταλείφθηκε τον τελευταίο χρόνο [232]. Παρόλο που το 

ClinVar περιέχει περίπου τέσσερεις φορές λιγότερες αναφορές από το HAEdb, επιτρέπει την ενα-

πόθεση παραλλαγών με κλινικές παρατηρήσεις και ισχυρισμούς και έχει τη δυνατότητα αναθεώ-

ρησης της εκτίμησης της παθογονικότητας σε περίπτωση που προκύψουν νέα δεδομένα [233].  

Επιπλέον, στις δημόσιες βάσεις δεδομένων έχει παρατηρηθεί η έλλειψη πληροφοριών 

σχετικά με παραλλαγές γονιδίων που σχετίζονται με το HAE και έχουν αποδειχθεί ως καλοήθεις 

[234]. Η συμπερίληψη των συγκεκριμένων μεταλλάξεων στην διαθέσιμη πληροφορία θα μπο-

ρούσε να λειτουργήσει σαν μέθοδος αποκλεισμού μεταλλάξεων ως αιτιατές για το συγκεκριμένο 

νόσημα.  

Όπως αναφέρθηκε, την τελευταία δεκαετία, η τεχνολογία αλληλούχησης έχει εξελιχθεί τα-

χύτατα με την έλευση της αλληλούχησης νέας γενεάς. Υιοθετώντας και αξιοποιώντας την, τα κλι-

νικά εργαστήρια πραγματοποιούν τώρα έναν ολοένα αυξανόμενο κατάλογο γενετικών δοκιμών 

που εκτείνονται σε γονότυπους, μεμονωμένα γονίδια, panel γονιδίων, αλληλούχηση εξωνικών πε-

ριοχών και άλλες γενετικές δοκιμές που παρέχουν ένα τεράστιο όγκο νέων δεδομένων. Λόγω της 

αυξημένης πολυπλοκότητας, αυτή η εκτεταμένη χρήση γενετικών δοκιμών συνοδεύεται από νέες 

προκλήσεις στην ερμηνείας των μεταλλάξεων κάτω από κοινά αποδεχτούς κανόνες που θα είναι 

διαθέσιμοι στο σύνολο της επιστημονικής κοινότητας. Σε αυτό το πλαίσιο το 2015, η ACMG και η 

AMP κυκλοφόρησαν ένα ευρέως εγκεκριμένο έγγραφο με κατευθυντήριες οδηγίες για την ερμη-

νεία παραλλαγών [215]. Αυτές οι οδηγίες περιγράφουν τη διαδικασία ταξινόμησης των μεταλλά-

ξεων σε πέντε κατηγορίες - παθογονικές, πιθανώς παθογονικές, VUS, πιθανώς καλοήθεις και κα-

λοήθεις-βάσει κριτηρίων που χρησιμοποιούν πολλαπλούς τύπους αποδεικτικών δεδομένων. Ω-

στόσο, οι οδηγίες ACMG-AMP δεν λαμβάνουν υπόψη τους συγκεκριμένους γονιδιακούς παράγο-

ντες, όπως τη συχνότητα εμφάνισης και τον επιπολασμό. 

Προκειμένου να χρησιμοποιηθούν οι κατευθυντήριες οδηγίες ACMG-AMP στο κληρονο-

μικό αγγειοοίδημα, αναπτύχθηκε μια συγκεκριμένη προσαρμογή των κριτηρίων με στόχο τη βελ-

τίωση τους για την ερμηνεία των παραλλαγών κυρίως για το γονίδιο SERPING1 [37]. Κάθε παραλ-

λαγή που ανιχνεύεται στο γονίδιο SERPING1 πρέπει να αξιολογηθεί σε σχέση με την παρουσία της 

σε δημόσιες βάσεις δεδομένων, πληθυσμιακά δεδομένα, in silico ανάλυση, in vivo και in vitro α-

ποτελέσματα δοκιμών και αποτελέσματα οικογενειακών μελετών. Τα προαναφερθέντα διαθέσιμα 

αποδεικτικά στοιχεία πρέπει να σταθμίζονται και να εφαρμόζονται στα κριτήρια ACMG/AMP [37]. 

Στη συνέχεια, η παραλλαγή και τα αποδεικτικά στοιχεία πρέπει να υποβληθούν στο ClinVar. Οι 

νέες παραλλαγές που κατατίθενται στο ClinVar θα ελέγχονται από μία ομάδα εμπειρογνωμόνων 

εξειδικευμένους για το HAE, η οποία αποφασίστηκε να συσταθεί από την ClinGen με σκοπό την 

αξιολόγηση της παθογένειας των γενετικών παραλλαγών που υποβάλλονται στο ClinVar, το 
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σχεδιασμό και την επικύρωση κανόνων για την ταξινόμηση των παραλλαγών [235]. Όταν νέα στοι-

χεία αλλάζουν την αρχική εκτίμηση της μετάλλαξης, η ταξινόμηση πρέπει να επαναλαμβάνεται και 

τα ενημερωμένα αποτελέσματα πρέπει να κοινοποιούνται σε όλα τα εμπλεκόμενα μέρη (Εικόνα 

35). 

 

Εικόνα 35: Ροή εργασιών για την αξιολόγηση των ανιχνευμένων μεταλλάξεων που δυνητικά θα μπορούσαν 

να οδηγούν στην εκδήλωση του κληρονομικού αγγειοοιδήματος [37]. 

Μέχρι σήμερα, έχουν καταγραφεί 52 ιντρονικές μεταλλάξεις στο γονίδιο SERPING1 σε α-

σθενείς με C1-INH-HAE, οι πλειονότητα των οποίων εντοπίζονται όμως στην 5’ και 3’ θέσεις ματί-

σματος ή μερικά νουκλεοτίδια από αυτές τις περιοχές. Μόλις τον τελευταίο χρόνο καταγράφθηκε 

η πρώτη βαθιά ιντρονική μετάλλαξη, c.1029+384A>G, της οποίας η σχέση με το C1-INH-HAE έχει 

αποδειχθεί μετά την διεκπεραίωση λειτουργικών μελετών στο επίπεδο του RNA [76].  

Με σκοπό την ανίχνευση μεταλλάξεων στις μη κωδικοποιούσες περιοχές του γονιδίου 

SERPING1 σε ασθενείς με C1-INH-HAE, αλληλουχήθηκε το μεγαλύτερο μέρος του γονιδίου σε 15 

ασθενείς με C1-INH-HAE χωρίς μεταλλάξεις στο γονίδιο SERPING1 μετά από συμβατική μοριακή 

ανάλυση. Η αλληλούχηση νέας γενεάς επιβεβαίωσε την απουσία εξωνικών μεταλλάξεων στο γο-

νίδιο SERPING1 με εξαίρεση τους δύο γνωστούς πολυμορφισμούς, τον rs4926 στο εξώνιο 8 και τον 

rs28362944 στο εξώνιο 2. Επιπλέον, ανιχνεύτηκαν 37 διαφορετικές ιντρονικές μεταλλάξεις σε αυ-

τούς τους ασθενείς, οι οποίες χαρακτηρίστηκαν βάση των κατευθυντήριων οδηγιών ACMG/AMP. 

Ο Πίνακας 15 παρουσιάζει την εκτίμηση της παθογονικότητας τους και τα κριτήρια ACMG-

AMP για των χαρακτηρισμό των μεταλλάξεων. 
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Πίνακας 15: Η εκτίμηση της παθογονικότητας των ανιχνευμένων ιντρονικών μεταλλάξεων στο γονίδιο 

SERPING1 με βάση τα κριτήρια ACMG-AMP για των χαρακτηρισμό των μεταλλάξεων και η καταχώρηση του 

στη βάση ClinVar. 

Μετάλλαξη ClinVar Κριτήρια Χαρακτηρισμός 

c.-22-155G>T 870444 PS3, PM2, PP1, PP2, PP3, PP4 Παθογονική 

c.51+101G>A 983229 BA1 Καλοήθης 

c.51+625_51+626dupTG 983237 BA1 Καλοήθης 
c.52-696C>T 983238 BA1 Καλοήθης 

c.52-130C>T 983239 BA1 Καλοήθης 

c.551-500C>G 983240 BA1 Καλοήθης 
c.551-495A>C 983241 BA1 Καλοήθης 

c.551-156A>G 983242 BS2, BS4, BP4,BP5 Καλοήθης 
c.551-155A>G 983243 BA1 Καλοήθης 

c.685+88G>A 92196 BA1 Καλοήθης 

c.685+1100C>T 983245 BA1 Καλοήθης 
c.686-1572G>T 983246 BA1 Καλοήθης 

c.686-1565G>A 983247 BA1 Καλοήθης 

c.686-1488_686-1487insT 983248 BS4, BP4, BP5 Πιθανώς Καλοήθης 
c.686-1335T>A 983249 BS4, BP4, BP5 Πιθανώς Καλοήθης 

c.686-1333A>T 983250 BS2, BP4,BP5 Πιθανώς Καλοήθης 

c.686-957A>G 983251 BA1 Καλοήθης 
c.686-179A>G 983252 BS1,BP4 Πιθανώς Καλοήθης 

c.890-14C>G 1064580 PM2, PP1, PP2, PP3, PP4 Πιθανώς Παθογονική 
c.1029+260G>A 983253 BS1,BS2,ΒS4,BP4, Καλοήθης 

c.1029+312T>C 983254 BA1 Καλοήθης 

c.1029+851C>G 983255 BA1 Καλοήθης 
c.1029+926G>T 983256 BA1 Καλοήθης 

c.1029+1443G>C 983257 BA1 Καλοήθης 

c.1029+1497A>G 983258 BS1, BS4, BP4,BP5 Καλοήθης 
c.1029+2110T>C 983259 BA1 Καλοήθης 

c.1029+2111G>A 983260 BA1 Καλοήθης 

c.1030-1975G>C 983230 BS1, BS4, BP4, BP5 Καλοήθης 
c.1030-1513delT 983231 BS1, BS4, BP4 Καλοήθης 

c.1030-1222A>G 983232 BA1 Καλοήθης 
c.1030-1198G>T 983233 BA1 Καλοήθης 

c.1030-865C>T 983234 BA1 Καλοήθης 

c.1030-20A>G 254785 BA1 Καλοήθης 
c.1250-538T>C 983235 BA1 Καλοήθης 

c.1250-282T>C 983236 BA1 Καλοήθης 

c.1250-154C>G 983244 BS2, BS4, BP4 Καλοήθης 
c.1029+384A>G 870445 PS4, PM2, PP1, PP2, PP3, PP4, PP5 Παθογονική 

 Οι 24 από τις ανιχνευμένες μεταλλάξεις έχουν συχνότητα αλληλομόρφου μεγαλύτερη από 

10%, το οποίο τις κατατάσσει αυτόματα ως καλοήθεις βάση του ACMG-AMP κριτηρίου BA1, το 

οποίο αναφέρει ότι αν η συχνότητα αλληλομόρφων είναι μεγαλύτερη από 5% σε βάσεις δεδομέ-

νων πληθυσμού όπως στο Exome Sequencing Project, στο 1000 Genomes Project, ή στο Exome 

Aggregation Consortium κατατάσσεται ως καλοήθης μετάλλαξη, χωρίς την ανάγκη να υπάρχει 

άλλο κριτήριο που να υποστηρίζει την καλοήθεια [215]. 

c.686-179A>G 

 Η μετάλλαξη c.686-179A>G (rs189335964) η οποία εντοπίστηκε στο ιντρόνιο 4 του γονι-

δίου SERPING1 χαρακτηρίζεται ως πιθανώς καλοήθης βάση των ACMG-AMP κριτηρίων, καθώς η 

συχνότητα αλληλομόρφων στην βάση δεδομένων πληθυσμού gnomAD (0,18% για τον ευρωπαϊκό 

πληθυσμό και 0,1% για τον παγκόσμιο πληθυσμό) είναι μεγαλύτερη από το αναμενόμενο για το 

κληρονομικό αγγειοοίδημα (0,002%) (BS1) [215]. Επίσης, το σύνολο των βιοπληροφορικών 
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εργαλείων στα οποία υποβλήθηκε η μετάλλαξη την χαρακτηρίζουν ως καλοήθη (BP4). Το βιοπλη-

ροφορικό εργαλείο GERP επισήμανε ότι η μετάλλαξη εντοπίζεται σε μία μη συντηρημένη περιοχή 

του γονιδίου. 

c.1029+260G>A 

 Η μετάλλαξη c.1029+260G>A (rs191053716) στο ιντρόνιο 4 του γονιδίου SERPING1 ανι-

χνεύεται σε συχνότητα 0,12% στον παγκόσμιο πληθυσμό και 0,24% στον ευρωπαϊκό πληθυσμό, 

δηλαδή σε συχνότητα αρκετά μεγαλύτερη από το αναμενόμενο για το νόσημα (BS1). Ανιχνεύτηκε 

σε ένα υγιές ενήλικο άτομο από την ομάδα ελέγχου (BS2), αλλά δεν παρατηρήθηκε στα τρία α-

σθενή μέλη της οικογένειας του πρωταρχικού ασθενή (BS4). Τα εννέα βιοπληροφορικά εργαλεία 

στα οποία υποβλήθηκε η μετάλλαξη για την εκτίμηση της πιθανής παθογονικότητας της δείχνουν 

ότι δεν επηρεάζει το γονίδιο ή το γονιδιακό προϊόν (BP4). Η μετάλλαξη εντοπίζεται σε μία μη συ-

ντηρημένη περιοχή του γονιδίου βάση του βιοπληροφορικού εργαλείου GERP. Το βιοπληροφο-

ρικό εργαλείο Human Splicing Finder επισήμανε ότι η μετάλλαξη προκαλεί τροποποίηση μίας θέ-

σης ESS, χωρίς όμως να επηρεάζει την διαδικασία του ματίσματος. Συνοψίζοντας, βάση των ACMG-

AMP κριτηρίων η μετάλλαξη c.1029+260G>A χαρακτηρίζεται ως καλοήθης [215].  

c.1029+1497A>G 

Η μετάλλαξη c.1029+1497A>G (rs17661117), η οποία εντοπίζεται στο ιντρόνιο 6 του γονι-

δίου SERPING1 χαρακτηρίζεται ως καλοήθης βάση των ACMG-AMP κριτηρίων [215]. Ανιχνεύτηκε 

σε μία 53-χρονη ασθενή με C1-INH-HAE, ωστόσο δεν ανιχνεύτηκε στα τρία ασθενή μέλη της οικο-

γένειας της (BS4). Η συχνότητα της μετάλλαξης στον παγκόσμιο πληθυσμό είναι 0,70% και στον 

ευρωπαϊκό πληθυσμό είναι 0,65% βάση της gnomAD database, δηλαδή σε συχνότητα αρκετά με-

γαλύτερη σε σχέση με το κληρονομικό αγγειοοίδημα (0,002%) (BS1). Τα οχτώ βιοπληροφορικά ερ-

γαλεία στα οποία υποβλήθηκε η μετάλλαξη για την εκτίμηση της πιθανής παθογονικότητας της 

χαρακτήρισαν την μετάλλαξη ως καλοήθη (BP4). Η μετάλλαξη c.1029+1497A>G εντοπίζεται σε μία 

μη συντηρημένη περιοχή του γονιδίου βάση του βιοπληροφορικού εργαλείου GERP. Το εργαλείο 

Human Splicing Finder επισήμανε ότι η μετάλλαξη προκαλεί την ενεργοποίηση μίας κρυφής 5’ θέ-

σης ματίσματος, το οποίο όμως δεν επιβεβαιώθηκε από τα υπόλοιπα βιοπληροφορικά εργαλεία. 

Επιπλέον, η μετάλλαξη ανιχνεύτηκε σε δύο ασθενείς με U-HAE από την ομάδα ελέγχου, δηλαδή 

σε ασθενείς με εναλλακτική μοριακή βάση για την ασθένεια (BP5).  

c.1030-1975G>C 

 Η μετάλλαξη c.1030-1975G>C (rs151035150), η οποία εντοπίζεται στο ιντρόνιο 6 του γονι-

δίου SERPING, ανιχνεύεται σε συχνότητα 1,13% στον παγκόσμιο πληθυσμό και 1,63% στον ευρω-

παϊκό πληθυσμό, δηλαδή σε συχνότητα αρκετά μεγαλύτερη από το αναμενόμενο για το C1-INH-

HAE (BS1). Η παρουσία της μετάλλαξης c.1030-1975G>C διερευνήθηκε σε μία εκ των δύο οικογε-

νειών και ανιχνεύτηκε μόνο σε ένα από τα τέσσερα ασθενή μέλη (BS4). Τα εννέα βιοπληροφορικά 

εργαλεία στα οποία υποβλήθηκε η μετάλλαξη c.1030-1975G>C για την εκτίμηση της πιθανής πα-

θογονικότητας της δείχνουν ότι δεν επηρεάζει το γονίδιο ή το γονιδιακό προϊόν (BP4). To εργαλείο 

GERP επισήμανε ότι η μετάλλαξη εντοπίζεται σε μία μη συντηρημένη περιοχή του γονιδίου. Το 

Human Splicing Finder επισήμανε ότι η μετάλλαξη προκαλεί τροποποίηση μίας θέσης ESS, χωρίς 

όμως να επηρεάζει την διαδικασία του ματίσματος. Τέλος, ανιχνεύτηκε σε τέσσερεις ασθενείς με 

U-HAE από την ομάδα ελέγχου (BP5). Συνοψίζοντας, βάση των ACMG-AMP κριτηρίων η μετάλλαξη 

c.1030-1975G>C χαρακτηρίζεται ως καλοήθης [215]. 
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c.1030-1513delT 

 Η μετάλλαξη c.1030-1513delT (rs1184255008) στο ιντρόνιο 6 του γονιδίου SERPING1 χα-

ρακτηρίζεται ως καλοήθης βάση των ACMG-AMP κριτηρίων, καθώς η συχνότητα αλληλομόρφων 

στην βάση δεδομένων πληθυσμού gnomAD (0,003% για τον ευρωπαϊκό πληθυσμό και 0,006% για 

τον παγκόσμιο πληθυσμό) είναι μεγαλύτερη από το αναμενόμενο για το κληρονομικό αγγειοοί-

δημα (0,002%) (BS1) [215]. Η παρουσία της μετάλλαξης c.1030-1513delT διερευνήθηκε σε ένα α-

σθενές μέλος της οικογένειας της αρχικής ασθενούς, ωστόσο δεν ανιχνεύτηκε η μετάλλαξη σε αυτό 

το άτομο (BS4). Τα τρία από τα εννέα βιοπληροφορικά εργαλεία ήταν αδύνατο να χρησιμοποιη-

θούν καθώς δεν υποστηρίζουν την εκτίμηση ελλείψεων (CADD, Trap, DANN). Τα πέντε από τα εν-

νέα βιοπληροφορικά εργαλεία στα οποία υποβλήθηκε η μετάλλαξη για την εκτίμηση της πιθανής 

παθογονικότητας της δείχνουν ότι δεν επηρεάζεται το γονίδιο ή το γονιδιακό προϊόν (BP4). To ερ-

γαλείο GERP επισήμανε ότι η μετάλλαξη c.1030-1513delT εντοπίζεται σε μία μη συντηρημένη πε-

ριοχή του γονιδίου. Το βιοπληροφορικό εργαλείο Human Splicing Finder επισήμανε ότι η μετάλ-

λαξη θα μπορούσε να προκαλεί την ενεργοποίηση μίας κρυφής 5’ θέσης ματίσματος ή ενναλακτικά 

προκαλεί τροποποίηση μίας θέσης ESS, το οποίο όμως δεν επιβεβαιώθηκε από τα υπόλοιπα βιο-

πληροφορικά εργαλεία. 

c.551-156A>G 

 Η μετάλλαξη c.551-156A>G, η οποία ανιχνεύεται στο ιντρόνιο 3 του γονιδίου SERPING1, 

χαρακτηρίζεται ως καλοήθης βάση των ACMG-AMP κριτηρίων [215]. Εντοπίστηκε σε μία ασθενή 

με C1-INH-HAE, αλλά δεν παρατηρήθηκε στα τρία ασθενή μέλη της οικογένειας της (BS4). Mε την 

χρήση της ομάδας ελέγχου επιτεύχθηκε η ανίχνευση της μετάλλαξης σε ένα υγιές ενήλικο άτομο 

(BS2) και σε ασθενείς με εναλλακτική μοριακή βάση για την ασθένεια (BP5). To βιοπληροφορικό 

εργαλείο GERP δεν μπόρεσε να δώσει αποτέλεσμα για την συγκεκριμένη περιοχή στην οποία ε-

ντοπίζεται η μετάλλαξη. Τα υπόλοιπα βιοπληροφορικά εργαλεία στα οποία υποβλήθηκε η μετάλ-

λαξη για την εκτίμηση της πιθανής παθογονικότητας της δείχνουν ότι δεν επηρεάζεται το γονίδιο 

ή το γονιδιακό προϊόν (BP4). Το βιοπληροφορικό εργαλείο Human Splicing Finder επισήμανε ότι η 

μετάλλαξη θα μπορούσε να προκαλεί την δημιουργία μίας θέσης ESE, το οποίο όμως δεν επιβε-

βαιώθηκε από τα υπόλοιπα βιοπληροφορικά εργαλεία.  

c.686-1488_686-1487insT 

 Η μετάλλαξη c.686-1488_686-1487insT στο ιντρόνιο 4 του γονιδίου SERPING1, ανιχνεύ-

τηκε σε μία 63-χρονη ασθενή με C1-INH-HAE, αλλά δεν ανιχνεύτηκε στα τέσσερα ασθενή μέλη της 

οικογένειας της (BS4). Επιπλέον, ανιχνεύτηκε σε έναν U-HAE ασθενή από την ομάδα ελέγχου, δη-

λαδή σε ασθενή με εναλλακτική μοριακή βάση για την ασθένεια (BP5). Τα τρία από τα εννέα βιο-

πληροφορικά εργαλεία ήταν αδύνατο να χρησιμοποιηθούν καθώς δεν υποστηρίζουν την εκτίμηση 

των ελλείψεων (CADD, Trap, DANN). Το σύνολο των υπολοίπων βιοπληροφορικών εργαλείων στα 

οποία υποβλήθηκε η μετάλλαξη για την εκτίμηση της πιθανής παθογονικότητας της δείχνουν ότι 

δεν επηρεάζεται το γονίδιο ή το γονιδιακό προϊόν (BP4). Το Human Splicing Finder επισήμανε ότι 

η μετάλλαξη θα μπορούσε να προκαλεί την δημιουργία μίας θέσης ESE, το οποίο όμως δεν επιβε-

βαιώθηκε από τα υπόλοιπα βιοπληροφορικά εργαλεία. To εργαλείο GERP επισήμανε ότι η μετάλ-

λαξη εντοπίζεται σε μία μη συντηρημένη περιοχή του γονιδίου. Συνοψίζοντας, βάση των ACMG-

AMP κριτηρίων η μετάλλαξη c.686-1488_686-1487insT χαρακτηρίζεται ως πιθανώς καλοήθης 

[215]. 

c.686-1335T>A 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
08/07/2024 09:30:45 EEST - 3.145.104.144



89 

Η μετάλλαξη c.686-1335T>A (rs1156278971) στο ιντρόνιο 4 του γονιδίου SERPING1, η ο-

ποία ανιχνεύτηκε σε μία ασθενή με C1-INH-HAE, εντοπίστηκε μόνο στα δύο από τα τέσσερα συγ-

γενικά ασθενή μέλη της οικογένειας του αρχικού ασθενούς (BS4). Επιπρόσθετα, η μετάλλαξη ανι-

χνεύτηκε σε τρεις ασθενείς με nC1-INH-HAE από την ομάδα ελέγχου, δηλαδή σε ασθενείς με εναλ-

λακτική μοριακή βάση για την ασθένεια (BP5). Τα εννέα βιοπληροφορικά εργαλεία στα οποία υ-

ποβλήθηκε η μετάλλαξη c.686-1335T>A για την εκτίμηση της πιθανής παθογονικότητας της δεί-

χνουν ότι δεν επηρεάζει το γονίδιο ή το γονιδιακό προϊόν (BP4). Το βιοπληροφορικό εργαλείο Hu-

man Splicing Finder επισήμανε ότι η μετάλλαξη προκαλεί τροποποίηση μίας θέσης ESS ή εναλλα-

κτικά τη δημιουργία μίας θέσης ESE, χωρίς όμως να επηρεάζει την διαδικασία του ματίσματος. To 

GERP επισήμανε ότι η c.686-1335T>A εντοπίζεται σε μία μη συντηρημένη περιοχή του γονιδίου. 

Συνοψίζοντας, βάση των ACMG-AMP κριτηρίων η μετάλλαξη c.686-1335T>A χαρακτηρίζεται ως 

πιθανώς καλοήθης [215]. 

c.686-1333A>T 

Η μετάλλαξη c.686-1333A>T, η οποία εντοπίστηκε στο ιντρόνιο 4 του γονιδίου SERPING1, 

χαρακτηρίζεται ως πιθανώς καλοήθης βάση των ACMG-AMP κριτηρίων [215]. Mε την χρήση της 

ομάδας ελέγχου επιτεύχθηκε η ανίχνευση της μετάλλαξης σε έξι υγιή ενήλικα άτομα (BS2) και σε 

28 ασθενείς με εναλλακτική μοριακή βάση για την ασθένεια (BP5). Τα εννέα βιοπληροφορικά ερ-

γαλεία στα οποία υποβλήθηκε η μετάλλαξη c.686-1333A>T για την εκτίμηση της πιθανής παθογο-

νικότητας της δείχνουν ότι δεν επηρεάζει το γονίδιο ή το γονιδιακό προϊόν (BP4). To βιοπληροφο-

ρικό εργαλείο GERP επισήμανε ότι η μετάλλαξη εντοπίζεται σε μία μη συντηρημένη περιοχή του 

γονιδίου. 

c.1250-154C>G 

Η μετάλλαξη c.1250-154C>G (rs879810971), η οποία εντοπίζεται στο ιντρόνιο 7 του γονι-

δίου SERPING1, ανιχνεύτηκε σε έναν 45-χρονο ασθενή ελληνικής καταγωγής με C1-INH-HAE και σε 

δύο από τα έξι μέλη της οικογένειας του, έναν υγιή και έναν ασθενή με C1-INH-HAE (BS2, BS4). Τα 

εννέα βιοπληροφορικά εργαλεία στα οποία υποβλήθηκε η μετάλλαξη c.1250-154C>G για την εκτί-

μηση της παθογονικότητας της χαρακτηρίζουν την μετάλλαξη ως καλοήθη (BP4). To εργαλείο GERP 

επισήμανε ότι η μετάλλαξη εντοπίζεται σε μία μη συντηρημένη περιοχή του γονιδίου. Συνοψίζο-

ντας, βάση των ACMG-AMP κριτηρίων η μετάλλαξη c.1250-154C>G χαρακτηρίζεται ως καλοήθης 

[215]. 

c.-22-155G>T 

 Η μετάλλαξη c.-22-155G>T, η οποία εντοπίζεται στο ιντρόνιο 1 του γονιδίου SERPING1, 

ανιχνεύτηκε σε δύο ασθενείς με C1-INH-HAE και σε όλα τα ασθενή μέλη από τη μία οικογένεια 

που εξετάστηκε, ενώ δεν ανιχνεύτηκε στα υγιή μέλη της οικογένειας.  

 Στην πλειονότητα τους οι παθογονικές βαθιές ιντρονικές μεταλλάξεις οδηγούν στην δη-

μιουργία ψευδο-εξωνίων λόγω ενεργοποίησης μη κανονικών θέσεων ματίσματος. Εναλλακτικά 

προκαλούν αλλαγές σε ρυθμιστικά στοιχεία της μεταγραφής ή τροποποιούν τα ρυθμιστικά μοτίβα 

μεταγραφής και τα γονίδια RNA που δεν κωδικοποιούνται.  

 Η ανάλυση της μετάλλαξης με τα βιοπληροφορικά εργαλεία έδειξε ότι επηρεάζει το μάτι-

σμα και μεταβάλλει το μεταγραφόμενο mRNA. Αναλυτικότερα, με τη χρήση των βιοπληροφορικών 

εργαλείων NNSPLICE, NetGene2 και FSPLICE και ASSP έχει αποδειχθεί ότι η μετάλλαξη c.-22-

155G>Τ εισάγει στο γονιδίωμα μια νέα 5’ θέση ματίσματος ισχυρότερη από την φυσιολογική το 

οποίο οδηγεί σε ένα μεγαλύτερο εξώνιο 1 στο επίπεδο του mRNA. Αυτό επιβεβαιώθηκε από το 
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εργαλείο HSF δείχνοντας, παράλληλα, ότι η παραλλαγή διαταράσσει ένα ISE που αναγνωρίζεται 

από συγκεκριμένους ρυθμιστικούς παράγοντες. Σύμφωνα με το βιοπληροφορικό εργαλείο ASSP η 

νέα 5’ θέση ματίσματος δρα σε συνδυασμό με την προϋπάρχουσα κανονική 3’ θέση ματίσματος, 

καθώς δεν αναγνωρίζεται άλλη πιο ισχυρή μη-κανονική 3’ θέση ματίσματος που δυνητικά θα μπο-

ρούσε να ενεργοποιηθεί από την μετάλλαξη. Αυτό έχει σαν αποτέλεσμα την προσθήκη στο ώριμο 

mRNA 370 bp, οι οποίες προέρχονται από το ιντρόνιο 1 (Εικόνα 36). Η αλληλουχία που προστίθε-

ται διαθέτει δύο νέα κωδικόνια ATG, που θα μπορούσαν να χρησιμοποιηθούν σαν κωδικόνιο έ-

ναρξης κατά τη μετάφραση. Σύμφωνα με το μοντέλο σάρωσης, η ριβοσωμική υπομονάδα 40S σα-

ρώνει το mRNA σε κατεύθυνση 5’ με 3’ και μπορεί να ξεκινήσει τη μετάφραση στο πρώτο AUG που 

συναντά [236]. Το πρώτο ATG διαθέτει το κατάλληλο μοτίβο για να λειτουργήσει ως κωδικόνιο 

έναρξης (AnnAUGn) [237]. Αυτό έχει ως αποτέλεσμα την αλλαγή του πλαισίου ανάγνωσης και την 

δημιουργία πρόωρου κωδικονίου τερματισμού, 330 νουκλεοτίδια μετά το νέο κωδικόνιο έναρξης. 

Στο επίπεδο του RNA, τα PTC μπορούν να παραχθούν λόγω του ενναλακτικού ματίσματος ή, λιγό-

τερο συχνά, από σφάλματα μεταγραφής. Εκτιμάται ότι, στα θηλαστικά, περίπου το ένα τρίτο των 

εναλλακτικών συναρμολογημένων μεταγράφων περιέχει PTC και αποτελεί υπόστρωμα για τους 

ελεγκτικούς μηχανισμούς του κυττάρου [238]. Το μεταλλαγμένο mRNA είναι ευαίσθητο στην α-

ποικοδόμηση από τις ρυθμιστικές οδούς παρακολούθησης του κυττάρου. Κατά συνέπεια, μόνο το 

αλλήλιο άγριου τύπου μεταφράζεται και αυτό έχει ως αποτέλεσμα ανεπάρκεια της πρωτεΐνης C1-

INH. 

 Επιπλέον, με την ανάλυση τόσο της φυσιολογικής αλληλουχίας όσο και της μεταλλαγμέ-

νης, το SpliceAid 2 κατέληξε στο συμπέρασμα ότι η διαφορετική σύνθεση καταστρέφει μοτίβα που 

αναγνωρίζονται από ρυθμιστικούς παράγοντες, συμπεριλαμβανομένων των μοτίβων ματίσματος 

για τους μεταγραφικούς παράγοντες hnRNP H1, hnRNP H2, hnRNP F, hnRNP H3 που ενεργούν ως 

καταστολείς στην φυσιολογική αλληλουχία. Οι ετερογενείς πυρηνικές ριβονουκλεοπρωτεΐνες 

(hnRNP), συνδέονται με εξωνικές και ιντρονικές θέσεις και προκαλούν σίγαση του ματίσματος 

[239]. Η οικογένεια πρωτεϊνών hnRNP περιλαμβάνει διαφορετικές πρωτεΐνες με μοριακό βάρος 

μεταξύ 34 και 120 kDa, που ονομάζονται αλφαβητικά από hnRNP A έως hnRNP U [240]. Η ρυθμι-

στική τους δράση μπορεί να περιλαμβάνει τη δέσμευση των πρωτεϊνών hnRNP στα δύο άκρα του 

εξωνίου, και λόγω της αλληλεπίδρασής τους, μπλοκάρεται το σύμπλεγμα του σωμάτιου συναρμο-

γής. Ένας άλλος προτεινόμενος μηχανισμός υποδηλώνει ότι οι hnRNPs καλύπτουν το εξώνιο και 

ενεργούν ως ανταγωνιστές των ενισχυτών ματίσματος αποτρέποντας τη δέσμευσή τους [241, 242, 

243]. Oι μεταγραφικοί παράγοντες hnRNP H και F ελέγχουν τις διαδικασίες εναλλακτικού ματίσμα-

τος δεσμευόμενοι σε οδούς G που βρίσκονται σε κοντινή απόσταση από τις 5’ και 3’ θέσεις ματί-

σματος [244, 245, 246, 247, 248]. Οι hnRNP H και F μπορούν είτε να ενισχύσουν είτε να αναστέλ-

λουν το εναλλακτικά ματισμένο εξώνιο και το μέγεθος του φαινομένου εξαρτάται από το μήκος 

των οδών G, την ιντρονική έναντι της εξωνικής θέσης και την ισχύ των 5’ θέσεων ματίσματος [249, 

250, 251, 252, 253]. 

 Η περιοχή στην οποία εντοπίζεται η μετάλλαξη c.-22-155G>T αποτελεί μία όχι ιδιαίτερα 

συντηρημένη περιοχή βάση του βιοπληροφορικού εργαλείου GERP. Αρκετές μελέτες έχουν δείξει 

ότι τα πρώτα ιντρόνια των εκάστοτε γονιδίων είναι συνήθως τα μεγαλύτερα σε μέγεθος και τα πιο 

συντηρημένα [254]. Η διατήρηση του πρώτου ιντρονίου σχετίζεται πιθανώς με την παρουσία ρυθ-

μιστικών στοιχείων [255] και ένα συγκεκριμένο πρότυπο οργάνωσης χρωματίνης [256]. Ωστόσο, 

το πρώτο ιντρόνιο του γονιδίου SERPING1 δεν είναι το μακρύτερο σε σχέση με τα υπόλοιπα ιντρό-

νια εντός του γονιδίου όπως συμβαίνει στα περισσότερα είδη [257]. 
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Εικόνα 36: Γραφική παρουσίαση της επίδρασης της παραλλαγής c.-22-155G>T σύμφωνα με τη βιοπληροφο-

ρική ανάλυση. Η παραλλαγή προβλέπεται ότι σχηματίζει μία εναλλακτική 5’ θέση ματίσματος που οδηγεί σε 

ένα τροποποιημένο μεταλλαγμένο RNA μεγαλύτερο (370 bp) από το φυσιολογικό. 

 Με σκοπό την επιβεβαίωση των δεδομένων που παρήχθησαν από τα βιοπληροφορικά ερ-

γαλεία, έλαβε χώρα λειτουργική μελέτη στο επίπεδο του mRNA. Για αυτό το λόγο χρησιμοποιή-

θηκε ένα εξωνικό SNP, δηλαδή ο πολυμορφισμός rs4926 (c.1438G>A), που στο επίπεδο του DNA 

στους ασθενείς ήταν σε ετερόζυγη κατάσταση. Σε επίπεδο RNA, αυτός ο πολυμορφισμός βρέθηκε 

σε ομόζυγη κατάσταση, πράγμα που δείχνει ότι το μεταλλαγμένο αλληλόμορφο είναι υποβαθμι-

σμένο, προφανώς μέσω μονοπατιών παρακολούθησης mRNA. Αυτό πιθανότατα σχετίζεται με τους 

ευκαρυωτικούς μηχανισμούς ποιοτικού ελέγχου που αναγνωρίζουν και εξαλείφουν παρεκκλίνου-

σες μορφές mRNA κατά τη διαδικασία της μετάφρασης [258], η διαμεσολαβούμενη αποικοδό-

μηση, η αποικοδόμηση μη-τερματισμού ή η no-go αποικοδόμηση. Τα μονοπάτια NMD και NSD 

προκύπτουν από την παρουσία ενός πρόωρου κωδικονίου τερματισμού ή από την έλλειψη κωδι-

κονίου τερματισμού, αντίστοιχα. Ο τρίτος μηχανισμός, NGD, συνδέεται με δευτερεύοντα χαρακτη-

ριστικά δομής. Δεδομένου ότι από τη βιοπληροφορική ανάλυση προέκυψε ότι δημιουργείται ένα 

πρόωρο κωδικόνιο τερματισμού, ο εποπτικός μηχανισμός του κυττάρου που χρησιμοποιείται στην 

περίπτωση της c.-22-155G>T είναι πιθανότατα ο NMD. 

 Συνοψίζοντας τα παραπάνω, η μετάλλαξη ανιχνεύτηκε σε έναν ασθενή με φαινότυπο ι-

διαίτερα συγκεκριμένο για το C1-INH-HAE με μία γενετική αιτιολογία (PP4). Εντοπίστηκε στο σύ-

νολο των ασθενών-μελών της οικογένειας που εξετάστηκαν σε ένα γονίδιο που είναι γνωστό ότι 

προκαλεί το συγκεκριμένο νόσημα (PP1). Όπως αποδείχθηκε, η μετάλλαξη οδηγεί σε αποικοδό-

μηση του παραγόμενου mRNA από ρυθμιστικούς μηχανισμούς του κυττάρου και το σύνολο των 

ασθενών που είναι φορείς της συγκεκριμένης μετάλλαξης έχουν μειωμένη πρωτεΐνη C1-INH, επο-

μένως η βλαβερή επίδραση της μετάλλαξης έχει αποδειχθεί βάση in vitro λειτουργικών μελετών 

(PS3). H μετάλλαξη c.-22-155G>T χαρακτηρίζεται ως παθογονική από το σύνολο των βιοπληροφο-

ρικών εργαλείων (PP3). Ανιχνεύεται σε ένα γονίδιο που έχει χαμηλό ποσοστό μη παθογόνων πα-

ραλλαγών και στο οποίο οι μεταλλάξεις είναι ένας κοινός μηχανισμός ασθένειας (PP2). H μετάλ-

λαξη απουσιάζει από την πληθυσμιακή βάση δεδομένων gnomAD (PM2). Σύμφωνα με τις κατευ-

θυντήριες οδηγίες ACMG-AMP η μετάλλαξη c.-22-155G>T χαρακτηρίζεται ως παθογονική [215]. 

c.1029+384A>G 

Η μετάλλαξη c.1029+384A>G η οποία ανιχνεύεται στο ιντρόνιο 6 του γονιδίου SERPING1 

χαρακτηρίζεται βάση των κατευθυντήριων οδηγιών ACMG-AMP ως παθογονική [215]. Οι Hujová 

et al ανίχνευσαν την μετάλλαξη σε μία οικογένεια τσέχικης καταγωγής, η οποία αποτελούνταν από 

δώδεκα ασθενείς με C1-INH-HAE [76]. Όπως αποδείχθηκε βάση λειτουργικών μελετών η μετάλ-

λαξη c.1029+384A>G οδηγεί στην εισαγωγή ενός ψευδο-εξωνίου 89 bp στο παραγόμενο mRNA 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
08/07/2024 09:30:45 EEST - 3.145.104.144



92 

[76]. Το ψευδο-εξώνιο οδηγεί σε μεταγενέστερο πρόωρο κωδικόνιο τερματισμού και πιθανή αποι-

κοδόμηση μέσω ρυθμιστικών μηχανισμών του κυττάρου. Αυτό εξηγεί το χαμηλό επίπεδο του ανα-

στολέα C1-INH. 

Στην πληθυσμιακή ομάδα που εξετάσαμε η μετάλλαξη ανιχνεύτηκε σε τρία ασθενή μέλη 

μίας οικογένειας, ενώ δεν ανιχνεύτηκε στα τρία υγιή μέλη της. Τα βιοπληροφορικά εργαλεία πα-

ρουσίασαν αντικρουόμενα αποτελέσματα καθώς τα εργαλεία NNSPLICE, NetGene 2, ASSP, FSPLICE 

και HSF προέβλεψαν ότι η μετάλλαξη c.1029+384A>G ενεργοποιεί μία 5’ θέση ματίσματος, το ερ-

γαλείο CADD χαρακτήρισε τη μετάλλαξη ως καλοήθη, ενώ τα εργαλεία Trap και DANN χαρακτηρί-

ζουν την μετάλλαξη ως ουδέτερη. Η θέση που εντοπίζεται η μετάλλαξη δεν είναι συντηρημένη 

βάση του βιοπληροφορικού εργαλείου GERP.  

Συνοψίζοντας τα παραπάνω, η μετάλλαξη εντοπίστηκε στο σύνολο των ασθενών-μελών 

της οικογένειας που εξετάστηκε σε ένα γονίδιο που είναι γνωστό ότι προκαλεί το συγκεκριμένο 

νόσημα, ενώ απουσιάζει από τα υγιή μέλη της οικογένειας (PP1). Ο φαινότυπος των ασθενών ήταν 

ιδιαίτερα συγκεκριμένος όσων αφορά το κληρονομικό αγγειοοίδημα (PP4), ενώ η μετάλλαξη ανι-

χνεύεται στο γονίδιο SERPING1 το οποίο παρουσιάζει χαμηλό ποσοστό μη παθογόνων παραλλα-

γών και στο οποίο οι μεταλλάξεις είναι ένας κοινός μηχανισμός που οδηγεί στην εμφάνιση αγγειο-

οιδήματος (PP2). H μετάλλαξη c.1029+384A>G χαρακτηρίζεται ως παθογονική από πέντε βιοπλη-

ροφορικά εργαλεία (PP3). Η συχνότητα της μετάλλαξης είναι μικρότερη από 0,001%, καθώς δεν 

έχει ανιχνευτεί στις 125.748 εξωνικές αλληλουχίες και στα 15.708 γονιδιώματα στη βάση δεδομέ-

νων gnomAD (PM2) και ο επιπολασμός της μετάλλαξης στους ασθενείς είναι αυξημένος σε σύ-

γκριση με τον επιπολασμό στην ομάδα ελέγχου (PS4). Οι Hujová et al [76] ανέφεραν πρόσφατα 

την παραλλαγή ως παθογονική (ΡΡ5). Σύμφωνα με τις κατευθυντήριες οδηγίες ACMG-AMP η με-

τάλλαξη χαρακτηρίζεται ως παθογονική [215]. 

c.890-14C>G 

Η μετάλλαξη c.890-14C>G στο ιντρόνιο 5 του γονιδίου SERPING1 ανιχνεύτηκε σε πέντε α-

σθενείς με C1-INH-HAE μέλη μίας οικογένειας, αλλά δεν ανιχνεύτηκε στους υγιείς συγγενείς τους.  

 Η πρόβλεψη των βιοπληροφορικών εργαλείων δεν παρουσιάζει ομοιογένεια στο σύνολο 

της, καθώς τα εργαλεία HSF και NetGene 2 υποστήριξαν ότι η μετάλλαξη c.890-14C>G οδηγεί στη 

δημιουργία μίας νέας 3’ θέσης ματίσματος, ενώ τα εργαλεία NNSPLICE, ASSP, FSPLICE, CADD, και 

Trap χαρακτηρίζει τη μετάλλαξη ως καλοήθη (Εικόνα 37). Το βιοπληροφορικό εργαλείο NetGene 

2 επισημαίνει ότι η νέα μεταλλαγμένη 3’ θέση ματίσματος είναι λιγότερο ισχυρή από την φυσιο-

λογική, ενώ το βιοπληροφορικό εργαλείο HSF προβλέπει ότι η μετάλλαξη εντοπίζεται στη θέση 

διακλάδωσης του ιντρονίου 5, που αποτελεί μία από τις ρυθμιστικές θέσεις της μεταγραφής.  

Στο 3’ άκρο ενός ιντρονίου εντοπίζονται τρία στοιχεία αλληλουχίας κρίσιμα για το μάτισμα, 

και συγκεκριμένα: η αλλουλουχία διακλάδωσης, η οδός πολυπυριμιδίνης και το συντηρημένο δι-

νουκλεοτίδιο AG στη 3’ θέση ματίσματος [259]. Αν και έχουν αναφερθεί αρκετές μεταλλάξεις στις 

θέσεις ματίσματος 5’ και 3’ που επηρεάζουν τη μεταγραφή [260], μόνο λίγες μεταλλάξεις στη θέση 

διακλάδωσης έχουν εντοπιστεί που οδηγούν στην εκδήλωση γενετικής νόσου. Η αλληλουχία δια-

κλάδωσης, εντοπισμένη μεταξύ -9 και -400 bp από την 3’ θέση ματίσματος έχει το μοτίβο YUNAY 

σε ανθρώπους και θεωρείται ως απαραίτητο συστατικό για τον πρώιμο σχηματισμό του συμπλό-

κου συναρμογής [261]. Καθώς οι ακολουθίες της θέσης διακλάδωσης είναι πολύ υποβαθμισμένες, 

ο ακριβής εντοπισμός τους είναι εξαιρετικά δύσκολο να προσδιοριστεί. Παλαιότερες μελέτες έδει-

χναν ότι οι μεταλλάξεις στην αλληλουχία διακλάδωσης ενδέχεται να μειώσουν την απόδοση ματί-

σματος και να οδηγήσουν σε μη κανονικό μάτισμα [262, 263], αλλά ορισμένα pre-mRNA με 
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τροποποιημένες ή διαγραμμένες θέσεις διακλάδωσης διεκπεραιώνουν την διαδικασία του ματί-

σματος [264]. Η αποτυχία κατάργησης του ματίσματος αποδίδεται στη χρήση εναλλακτικών αλλη-

λουχιών διακλάδωσης [265, 266]. 

Σύμφωνα με το βιοπληροφορικό εργαλείο ASSP η 5’ θέση ματίσματος είναι η πιο ισχυρή 

θέση ματίσματος οπότε η μετάλλαξη c.890-14C>G δρα σε συνδυασμό με την προϋπάρχουσα κα-

νονική 5’ θέση ματίσματος, καθώς δεν αναγνωρίζεται άλλη πιο ισχυρή μη-κανονική 5’ θέση ματί-

σματος που δυνητικά θα ενεργοποιούνταν από την μετάλλαξη. Αυτό θα μπορούσε να έχει σαν 

αποτέλεσμα την προσθήκη στο παραγόμενο mRNA 13 νουκλεοτιδίων. Οι επιπλέον βάσεις που 

προστίθεται δεν διαθέτουν νέο κωδικόνιο ATG, που θα μπορούσε να χρησιμοποιηθεί σαν κωδικό-

νιο έναρξης κατά τη μετάφραση.  

Η περιοχή στην οποία εντοπίζεται η παραλλαγή χαρακτηρίζεται ως μη διατηρημένη, βάση 

του βιοπληροφορικού εργαλείου GERP. To εργαλείο SpliceAid 2 τροποποιεί το μεταγραφικό μο-

τίβο που αναγνωρίζεται από τους μεταγραφικούς παράγοντες hnRNP K, SRp20 και YB-1 με αποτέ-

λεσμα να διακόπτει τη σύνδεση τους στην αντίστοιχη γονιδιακή περιοχή. 

Όπως αναφέρθηκε και παραπάνω, ο μεταγραφικός παράγοντας hnRNP K είναι μία από τις 

κύριες πρωτεΐνες δέσμευσης στο pre-mRNA. Η hnRNP Κ είναι μια πρωτεΐνη σύνδεσης RNA/DNA 

που είναι στόχος πολλαπλών κινασών ή προσλήψεων παραγόντων που εμπλέκονται στη μεταγωγή 

σήματος και στην έκφραση γονιδίου. Το hnRNP K έχει πολλαπλές πυρηνικές και κυτοσολικές λει-

τουργίες, συμπεριλαμβανομένης της ρύθμισης της μεταγραφής [267], του ματίσματος [268], της 

σίγασης του mRNA [269], της σταθερότητας του mRNA και της μετάφρασης [270]. Αυτό που κάνει 

το hnRNP K διαφορετικό από τα άλλα hnRNPs είναι η λειτουργική του ευελιξία που διαμεσολα-

βείτε από την ικανότητα αλληλεπίδρασης με πολλαπλές πρωτεΐνες. Με αυτόν τον τρόπο, το hnRNP 

K μπορεί να τοποθετηθεί στο κέντρο ενός τεράστιου δικτύου αλληλεπίδρασης, επιτρέποντάς του 

να παίζει πολλαπλούς ρόλους σε διαφορετικές κυτταρικές διαδικασίες. 

 Οι πρωτεΐνες πλούσιες σε Ser/Arg (SR) αποτελούν παράγοντες ματίσματος [271]. Οι SR 

πρωτεΐνες παρουσιάζουν διπλή λειτουργικότητα στο pre-mRNA και στο εναλλακτικό μάτισμα. Η 

κύρια λειτουργία τους ασκείται στο επίπεδο της επιλογής της θέσης ματίσματος. Αλληλοεπιδρούν 

με ESEs σχηματίζοντας έτσι ένα φράγμα που αποτρέπει την παράλειψη του εξωνίου, διασφαλίζο-

ντας έτσι τη σωστή γραμμική σειρά των εξωνίων. Επιπλέον, οι πρωτεΐνες SR ρυθμίζουν την επιλογή 

των εναλλακτικών θέσεων ματίσματος, προωθώντας έτσι την συμπερίληψη εναλλακτικών εξω-

νίων. Οι πρωτεΐνες SR ανταγωνίζονται τη δραστικότητα των hnRNPs, οι οποίες δεσμεύονται σε ESS 

[272]. Το SRp20, το οποίο ονομάζεται επίσης SRSF3, είναι το μικρότερο μέλος της υψηλής συντη-

ρημένης οικογένειας συντελεστών ματίσματος πλούσια σε SR. Το SRp20 ρυθμίζει τη σύνθεση πολ-

λών γονιδίων [273, 274, 275, 276, 277]. Εκτός από τη ρύθμιση του ματίσματος του RNA, το SRp20 

συμμετέχει επίσης σε άλλες σημαντικές κυτταρικές λειτουργίες. Έχει εμπλακεί στη μετάφραση 

πρωτεϊνών [278], στον τερματισμό της μεταγραφής [279] και στη σηματοδότηση ινσουλίνης [280].  

 Η πρωτεΐνη δέσμευσης YB-1 εμπίπτει σε μια ομάδα πρωτεϊνών που δεν ακολουθούν τον 

κλασικό κανόνα «μία πρωτεΐνη-μία λειτουργία» αλλά έχει πολλές λειτουργίες. Το YB-1 συμμετέχει 

σε μία ευρεία ποικιλία γεγονότων που εξαρτώνται από το DNA/RNA, συμπεριλαμβανομένης της 

αποκατάστασης του DNA, της μεταγραφής του pre-mRNA και του ματίσματος, τη ρύθμιση της στα-

θερότητας του mRNA και τη μετάφραση [281].  

Συνοψίζοντας τα παραπάνω, η μετάλλαξη εντοπίστηκε σε έναν ασθενή με φαινότυπο ι-

διαίτερα συγκεκριμένο για το C1-INH-HAE (PP4). Ανιχνεύτηκε στο σύνολο των ασθενών-μελών της 

οικογένειας που εξετάστηκαν στο γονίδιο SERPING1 το οποίο είναι γνωστό ότι προκαλεί το συγκε-

κριμένο νόσημα (PP1), ενώ απουσιάζει από τη βάση πληθυσμιακών δεδομένων gnomAD (PM2). H 
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μετάλλαξη c.890-14C>G χαρακτηρίζεται ως παθογονική από το μεγαλύτερο μέρος των βιοπληρο-

φορικών εργαλείων (PP3). Ανιχνεύεται σε ένα γονίδιο που έχει μικρό ποσοστό από καλοήθεις με-

ταλλάξεις και στο οποίο οι μεταλλάξεις είναι ένας κοινός μηχανισμός ασθένειας (PP2). Λαμβάνο-

ντας υπόψιν τις κατευθυντήριες οδηγίες ACMG-AMP η μετάλλαξη χαρακτηρίζεται ως πιθανώς πα-

θογονική [215]. 

 

Εικόνα 37: Γραφική παρουσίαση της επίδρασης της παραλλαγής c.890-14C>G σύμφωνα με τη βιοπληροφο-

ρική ανάλυση. Η παραλλαγή προβλέπεται να σχηματίζει μία εναλλακτική 3’ θέση ματίσματος που οδηγεί σε 

ένα τροποποιημένο μεταλλαγμένο RNA μεγαλύτερο από το φυσιολογικό.  

  H μελέτη επιβεβαίωσε την αρχική υπόθεση ότι οι ιντρονικές μεταλλάξεις θα μπορούσαν 

να είναι η αιτία της νόσου C1-INH-HAE, στις περιπτώσεις όπου οι συμβατικές μέθοδοι μοριακής 

ανάλυσης δεν μπόρεσαν να αποκαλύψουν την αιτιατή μετάλλαξη, επισημαίνοντας ένα ακόμη πλε-

ονέκτημα του NGS στη μοριακή ανάλυση αυτών των ασθενών [302]. Βάση της συγκεκριμένης με-

λέτης συμπεραίνεται ότι οι μέθοδοι προσδιορισμού αλληλουχίας υψηλής απόδοσης πρέπει να ε-

κτελούνται σε περιπτώσεις C1-INH-HAE όπου οι τυπικές προσεγγίσεις αποτυγχάνουν να αποκαλύ-

ψουν την αιτιατή μετάλλαξη.  

Παρόλα αυτά, πρέπει να σημειωθεί ότι από το σύνολο των δεκαπέντε ασθενών των ο-

ποίων το DNA αλληλουχήθηκε, μόνο σε τέσσερεις εξ αυτών βρέθηκαν αιτιατές (παθογονικές/ πι-

θανώς παθογονικές) μεταλλάξεις. Οι υπόλοιποι έντεκα ασθενείς στους οποίους δεν ανιχνεύτηκαν 

ιντρονικές μεταλλάξεις στις περιοχές του γονιδίου SERPING1 που εξετάστηκαν θα πρέπει να διε-

ρευνηθούν περαιτέρω σε μελλοντικές ερευνητικές εργασίες. Σημαντικό, θα ήταν να εξεταστούν οι 

περιοχές τις οποίες αδυνατεί να καλύψει το panel γονιδίων που χρησιμοποιήθηκε στην παρούσα 

μελέτη [216]. Οι συγκεκριμένες περιοχές εντοπίζονται κυρίως στο ιντρόνιο 3, 4 και 6, όπου η αλ-

ληλουχία παρουσιάζει πληθώρα ομοπολυμερών περιοχών. Ορισμένες τεχνικές αλληλούχησης 

νέας γενιάς που βασίζονται σε αλληλουχία-με-σύνθεση (NGS) έχουν σχετικά υψηλό ποσοστό 

σφάλματος στον προσδιορισμό ομοπολυμερών περιοχών, λόγω των αρχών που χρησιμοποιούνται 

για την ανίχνευση, με αποτέλεσμα οι περιοχές αυτές να αποφεύγονται κατά το σχεδιασμό του 

panel [282].  

Επιπρόσθετα, ακόμη και η πιο σχολαστική αλληλούχηση του συνόλου των κωδικοποιου-

σών και μη περιοχών του γονιδίου δεν θα μπορούσε να ανιχνεύσει μια παθογόνο παραλλαγή στα 

ρυθμιστικά μοτίβα που λειτουργούν σε μεγάλες αποστάσεις από το γονίδιο και θα μπορούσαν να 

είναι υπεύθυνα για την ασθένεια. Οι ρυθμιστικοί μηχανισμοί της γονιδιακής έκφρασης περιλαμ-

βάνουν διαφορετικά κυκλικά κυκλώματα με πολλαπλά ειδικά συστατικά. Έτσι, μηχανισμοί που 

παρεμβαίνουν στην έκφραση του γονιδίου SERPING1, θα πρέπει να ληφθούν υπόψη εκτός από 

την διερεύνηση μεταλλάξεων σε μη κωδικοποιούσες περιοχές.  
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Τέλος, θα πρέπει να εξεταστεί η περίπτωση της συνύπαρξης δύο ή περισσότερων μεταλ-

λάξεων και η επιρροή αυτών στο παραγόμενο προϊόν. Δυνητικά θα μπορούσε μία παραλλαγή, η 

οποία έχει χαρακτηριστεί ως καλοήθεις και εντοπίζεται είτε στην εξωνική είτε στην ιντρονική πε-

ριοχή να δρα σε συνδυασμό με μία διαφορετική μετάλλαξη και να επηρεάζει την εκδήλωση του 

C1-INH-HAE. Μέχρι σήμερα, έχει διερευνηθεί η επίπτωση του συνδυασμού δύο μεταλλάξεων σε 

άλλα νοσήματα, είτε αυτές εντοπίζονται στις ιντρονικές είτε στις εξωνικές θέσεις, αλλά δεν έχει 

δοθεί ιδιαίτερη έμφαση στην συνδυαστική δράση περισσότερων μεταλλάξεων και η επίπτωση αυ-

τών στη μεταγραφική διαδικασία και στο μεταγραφόμενο προϊόν [283]. Στο C1-INH-HAE έχει εξε-

ταστεί η ταυτόχρονη συνύπαρξη μίας παθογόνικής εξωνικής μετάλλαξης με γνωστούς πολυμορ-

φισμούς σε διάφορα γονίδια που εμπλέκονται στον μεταβολισμό της βραδυκινίνης και η τροπο-

ποίηση της κλινικής έκφρασης του C1-INH-HAE [57], αλλά δεν έχει μελετηθεί η ταυτόχρονη δράση 

δύο μεταλλάξεων οι οποίες θα μπορούσαν να δρουν συνδυαστικά.  

7.2. ΑΝΙΧΝΕΥΣΗ ΜΕΤΑΛΛΑΞΕΩΝ ΣΤΟ ΓΟΝΙΔΙΟ F12 

Το 2000 μια νέα μορφή αγγειοοιδήματος περιεγράφηκε σε ασθενείς χωρίς ποσοτική ή 

ποιοτική ανεπάρκεια C1-INH [126, 127]. Αυτός ο τύπος HAE, παρουσιάζει παρόμοιο κλινικό φαι-

νότυπο με αυτόν των τύπων I και II. Ένας σημαντικός παράγοντας που προκαλεί αυτή τη νέα 

μορφή, η οποία εμφανίζεται κυρίως στις γυναίκες, είναι η έκθεση σε αυξημένα επίπεδα οιστρογό-

νων. Ερευνώντας το γενετικό υπόβαθρο αυτού του νοσήματος ανιχνεύτηκαν τέσσερεις μεταλλά-

ξεις στο εξώνιο 9 του γονιδίου F12, που κωδικοποιεί τον παράγοντα πήξης XII, c.983C>A 

(p.Thr328Lys) και c.983C>G (p.Thr328Arg) [133], c.971_1018+24del72 [136, 138] και c.892_909dup 

[139]. H πρωτεΐνη FXII, μια πρωτεάση σερίνης, εμπλέκεται στην απελευθέρωση της βραδυκινίνης, 

και ως ενεργοποιημένο ένζυμο έχει την ικανότητα να διασπά την προκαλλικρεΐνη παράγοντας καλ-

λικρεΐνη, ένα ένζυμο υπεύθυνο για την απελευθέρωση βραδυκινίνης από κινινογόνο υψηλού μο-

ριακού βάρους. 

Η πρώτη μελέτη που καθόρισε τη λειτουργία αυτών των μεταλλάξεων έδειξε ότι τα δείγ-

ματα πλάσματος από ασθενείς που έφεραν τη μετάλλαξη c.983C>A (p.Thr328Lys) παρουσίασαν 

αυξημένη αμιδολυτική δραστηριότητα σε σύγκριση με την ομάδα ελέγχου, γεγονός που υποδη-

λώνει ότι οι μεταλλάξεις προκαλούν κέρδος λειτουργίας [134]. Μεταγενέστερες μελέτες αποκάλυ-

ψαν ότι αυτή η αυξημένη δραστηριότητα FXII που μετρήθηκε στο πλάσμα των ασθενών οφείλεται 

στην αυξημένη ικανότητα ενεργοποίησης του μεταλλαγμένου FXII. Οι Björkqvist et al [284] κατέ-

δειξαν ένα αυξημένο ποσοστό ενεργοποίησης του FXII που προκαλείται από τις σημειακές μεταλ-

λάξεις χρησιμοποιώντας χαμηλές δόσεις θειικής δεξτράνης που ήταν επαρκείς ώστε να προκαλέ-

σουν σχηματισμό FXIIa σε φορείς των μεταλλάξεων αλλά όχι σε υγιή άτομα, ωστόσο, η αύξηση της 

συγκέντρωσης θειικής δεξτράνης εξάλειψε τη διαφορά. Oι δύο σημειακές μεταλλάξεις και η έλ-

λειψη των 72 bp εισάγουν νέες θέσεις στην πρωτεΐνη που είναι ευαίσθητες στην ενζυματική διά-

σπαση και ως εκ τούτου στην ενεργοποίηση από την πλασμίνη, και αυτή η υπερβολική ενεργοποί-

ηση καθιστά προσωρινά το C1-INH αναποτελεσματικό στην παρεμπόδιση της υπερπαραγωγής 

βραδυκινίνης [181]. 

Οι Ivanov et al [285] υποστηρίζουν έναν μηχανισμό για την ενισχυμένη παραγωγή βραδυ-

κινίνης σε ασθενείς που φέρουν τις δύο σημειακές μεταλλάξεις που περιλαμβάνει μια συγκεκρι-

μένη αλληλουχία πρωτεολυτικών αντιδράσεων, όπως προτάθηκε πρόσφατα από τους Jukema et 

al [286]. Το αρχικό βήμα αποτελεί η δημιουργία μιας περικομμένης μορφής FXII (δFXII) από πρω-

τεάσες που δημιουργούνται κατά τη διάρκεια της πήξης του αίματος, αφαιρώντας την περιοχή της 
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μη καταλυτικής βαριάς αλυσίδας της πρωτεΐνης. Αυτή θα μπορούσε να καταλύεται από οποιαδή-

ποτε πρωτεάση όπως η πλασμίνη, η θρομβίνη ή το FXIa. Το προκύπτον κομμένο FXII ενεργοποιεί-

ται από την καλλικρεΐνη πιο γρήγορα από ότι το φυσιολογικό FXII, επιταχύνοντας την παραγωγή 

καλλικρεΐνης και βραδυκινίνης με τρόπο ανεξάρτητο από την επιφάνεια [287, 288].  

Για ασθενείς με nC1-INH-HAE, η διάγνωση FXII-HAE, PLG-HAE, ANGPT1-HAE, KNG1-HAE, 

MYOF-HAE και MHS3OST6-HAE μπορεί να εξακριβωθεί μόνο μετά την γονοτύπηση των αντίστοι-

χων γονιδίων, καθώς δεν υφίσταται βιοχημικές εξετάσεις που να μπορούν να διαγνώσουν τους 

συγκεκριμένους τύπους HAE. Επιπλέον, η διάγνωση του U-HAE σε ασθενείς με φυσιολογικά επί-

πεδα C1-INH εξαρτάται από την απουσία παθογόνων παραλλαγών σε αυτά τα γονίδια. Σε περίπου 

40 περιπτώσεις ασθενών οι οποίοι αρχικά είχαν αρχικά διαγνωστεί ότι νοσούν από InH-AAE, μετά 

την γονοτύπηση των γονιδίων F12, PLG, και ANGPT1, βρέθηκε ότι πάσχουν από FXII-HAE, PLG-HAE 

ή ANGPT1-HAE, αντίστοιχα [289]. Ως εκ τούτου, συνιστάται η γονοτύπηση των γονιδίων F12, PLG, 

ANGPT1, KNG1, MYOF και MHS3OST6 για την επιβεβαίωση της διάγνωσης του InH-AAE. Τέλος, 

υπάρχουν περιστατικά C1-INH-HAE, τα οποία εκφράστηκαν κλινικά μετά τη λήψη αναστολέων εν-

ζύμου μετατροπής της αγγειοτενσίνης και διαγνώστηκαν αποκλειστικά από τη μέτρηση των επι-

πέδων C1-INH και C4. Αυτό θα μπορούσε να ισχύει και στην περίπτωση του nC1-INH-HAE, λαμβά-

νοντας υπόψη και την μεγαλύτερη ηλικία εκδήλωσης των πρώτων συμπτωμάτων. Έτσι, ο γονότυ-

πος των F12, PLG, ANGPT1, KNG1, MYOF και MHS3OST6 θα πρέπει να εξετάζεται για τη διάγνωση 

του ACEI-AAE. 

Από το 2006, όταν περιεγράφηκαν για πρώτη φορά οι μεταλλάξεις που οδηγούν στην εμ-

φάνιση του FXII-HAE [133], οι ασθενείς και οι οικογένειες τους οι οποίοι νοσούσαν εντοπίστηκαν 

χρησιμοποιώντας γενετικές μεθόδους τυποποίησης. Σε αυτές περιλαμβάνονται μεγάλες οικογέ-

νειες δύο ή περισσοτέρων γενιών που προηγουμένως είχαν διαγνωστεί με nC1-INH-HAE άγνωστης 

προέλευσης. Με βάση τις παρατηρήσεις της Angioedema Outpatient Service στη Γερμανία, εκτι-

μήθηκε ότι ο επιπολασμός του FXII-HAE στη Γερμανία σε 1: 400.000 [290]. Η συνολική αναλογία 

ανδρών προς γυναικών εμφανίζεται περίπου 1:10. Σε μια ομάδα με 42 ασθενείς από τη Βραζιλία 

η αναλογία ήταν 1:6 [157]. Ο λόγος για τον υψηλότερο επιπολασμό ανδρών ασθενών στη Βραζιλία 

παραμένει άγνωστος. Το FXII-HAE παρουσιάζει ατελή διεισδυτικότητα, η οποία υπολογίζεται πε-

ρίπου 66,3%: 4,0% στους άντρες, έναντι 86,1% στις γυναίκες [290]. Επίσης, η εκδήλωση των συ-

μπτωμάτων παρουσιάζει καθυστέρηση σε σχέση με το C1-INH-HAE, καθώς εμφανίζονται συνήθως 

στην ηλικία των 20 ετών με εύρος 1,65 έτη [290]. 

Καθώς το σύνολο των ανιχνευόμενων παθογονικών μεταλλάξεων που οδηγούν σε FXII-

HAE εντοπίζονται στο εξώνιο 9, συνίσταται στην μοριακή διάγνωση ρουτίνας η αλληλούχηση απο-

κλειστικά του εξωνίου 9 σε ασθενείς με nC1-INH-HAE. Παρόλα αυτά, η διαρκής ανάπτυξη των με-

θόδων αλληλούχησης παρέχει την δυνατότητα εξέτασης του συνόλου των εξωνικών περιοχών των 

γονιδίων που εμπλέκονται στο μονοπάτι της βραδυκινίνης, γεγονός το οποίο θα μπορούσε να α-

ναδείξει νέες μεταλλάξεις στο γονίδιο F12 σε εξώνια πέραν του εξωνίου 9. Ο χαρακτηρισμός αυτών 

των μεταλλάξεων αποτελεί μία δύσκολη υπόθεση. Η χαμηλή διεισδυτικότητα του νοσήματος και 

η καθυστέρηση της εμφάνισης των συμπτωμάτων αποτελούν δύο παράγοντες που περιπλέκουν 

την ερμηνεία των νέων μεταλλάξεων στο γονίδιο F12, καθώς οι οικογενειακές μελέτες δεν μπο-

ρούν να χρησιμοποιηθούν ως μοναδικό κριτήριο παθογονικότητας και πρέπει να συνδυαστούν με 

τη χρήση πολλαπλών βιοπληροφορικών εργαλείων. Βάση των διεθνών οδηγιών για την διαχείριση 

του κληρονομικού αγγειοοιδήματος οι τυχαία ανιχνευόμενες παραλλαγές που σχετίζονται με HAE 

θα πρέπει να αξιολογούνται από την προαναφερθείσα ομάδα εμπειρογνωμόνων της ClinGen 
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σύμφωνα με τις κατευθυντήριες οδηγίες ACMG/AMP, μετά την κατάθεση τους στο ClinVar από το 

εκάστοτε ερευνητικό εργαστήριο [37]. 

Με σκοπό την ανίχνευση μεταλλάξεων στο γονίδιο F12 σε ασθενείς με κληρονομικό αγ-

γειοοίδημα, αλληλουχήθηκε το σύνολο της μεταφρασμένης περιοχής του γονιδίου F12 σε 197 α-

σθενείς με nC1-INH-HAE, 161 ασθενείς με C1-INH-HAE και σε 46 δείγματα από υγιή μέλη των οι-

κογενειών τους. Η ανάλυση ολόκληρης της μεταφραζόμενης περιοχής είναι σημαντική για τον ε-

ντοπισμό νέων παραλλαγών που πιθανώς επηρεάζουν την έκφραση του HAE.  

Η αλληλούχηση του συνόλου των εξωνικών περιοχών του γονιδίου F12 οδήγησε στην ανί-

χνευση 13 διαφορετικών μεταλλάξεων. Ο Πίνακας 16 παρουσιάζει την εκτίμηση της παθογονικό-

τητας τους και τα κριτήρια ACMG-AMP για των χαρακτηρισμό των μεταλλάξεων.  

Πίνακας 16: Η εκτίμηση της παθογονικότητας των ανιχνευμένων μεταλλάξεων στο γονίδιο F12 με βάση τα 

κριτήρια ACMG-AMP για των χαρακτηρισμό των μεταλλάξεων και η καταχώρηση του στη βάση ClinVar. 

Μετάλλαξη ClinVar Κριτήρια Χαρακτηρισμός 

c.-4T>C 1167 BA1, BS1, BS2, BP5, BP6 Καλοήθης 

c.41T>C 983442 BS1, BP5 Πιθανώς Καλοήθης 

c.418C>G 353001 BS1, BS2, BP5, BP6 Καλοήθης 

c.530C>T 983439 BS1, BS2, BP4 Καλοήθης 

c.619G>C  256310 BA1, BS1, BS2, BP4, BP5, BP6 Καλοήθης 

c.711C>T 352999 BS1, BS2, BP4, BP5, BP6, BP7 Καλοήθης 

c.756C>T 352998 BS1, BS2, BP4, BP5, BP6, BP7 Καλοήθης 

c.983C>A 1169 PS3, PS4, PM1, PM5, PP1 Παθογονική 

c.892_909dup 403709 PM1, PM2, PM4, PP5 Πιθανώς παθογονική  

c.1025C>T 352993 BS1, BP4, BP5, BP6 Πιθανώς Καλοήθης 

c.1530G>C 983440 PM2, PP3, BS2 
Άγνωστης Παθογονικότη-

τας 

c.1599A>G 983443 PM2, BP4, BP7 Πιθανώς Καλοήθης 

c.1768T>G 983441 PM2, PM5, PP3 
Άγνωστης Παθογονικότη-

τας 

c.-4T>C  

Στην πληθυσμιακή ομάδα που εξετάστηκε ανιχνεύτηκε ο λειτουργικός πολυμορφισμός c.-

4T>C (rs1801020) στη 5’ αμετάφραστη περιοχή του γονιδίου F12 σε συχνότητα αλληλίου παρόμοια 

με αυτή που παρατηρείται στη βάση δεδομένων gnomAD, δηλαδή με συχνότητα αλληλομόρφων 

μεγαλύτερη από 5% (ΒΑ1). Στον ευρωπαϊκό πληθυσμό η συχνότητα είναι 75,38% και στον παγκό-

σμιο πληθυσμό είναι 65,22%, δηλαδή μεγαλύτερη από την αναμενόμενη για το FXII-HAE 

(0,00025%) (BS1). Η μετάλλαξη ανιχνεύτηκε σε 24 υγιή μέλη των οικογενειών που εξετάστηκαν 

(BS2) και σε 151 ασθενείς με C1-INH-HAE, 17 INH-HAE, 3 ACEI-HAE και 2 CPN1 (BP5). Στο ClinVar 

χαρακτηρίζεται ως καλοήθης, με δύο αστέρια, σε πολλαπλές καταχωρήσεις για το κληρονομικό 

αγγειοοίδημα και την νόσο ανεπάρκειας του παράγοντα FXII και χωρίς διενέξεις (BP6). H θέση στην 

οποία εντοπίζεται η συγκεκριμένη μετάλλαξη δεν είναι ιδιαίτερα συντηρημένη βάση του βιοπλη-

ροφορικού εργαλείου GERP. Ο πολυμορφισμός c.-4T>C έχει συσχετιστεί με ηπιότερη κλινική ει-

κόνα σε ασθενείς με C1-INH-HAE. Αυτό το γεγονός μπορεί να αποδοθεί στην επίδραση του στη 

σύνθεση του FXII. Η μετάλλαξη c.-4T>C εντοπίζεται στην περιοχή του υποκινητή και δημιουργεί 

ένα νέο κωδικόνιο έναρξης (ATG) για τη μεταγραφή του mRNA, το οποίο μετατοπίζει το πλαίσιο 

ανάγνωσης και οδηγεί σε κομμένη πρωτεΐνη [291]. Oι Gianni et al έδειξαν ότι οι φορείς του πολυ-

μορφισμού c.428G>A στο γονίδιο KLKB1, όσο και του πολυμορφισμού c.-4T>C στο γονίδιο F12 
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οδηγούν σε καθυστέρηση στην έναρξη της νόσου κατά 8,8 χρόνια και παρουσιάζουν 64% χαμηλό-

τερη πιθανότητα για χρήση μακροχρόνιας προφυλακτικής θεραπείας [177, 292, 293]. Συνοψίζο-

ντας, βάση των ACMG-AMP κριτηρίων η μετάλλαξη c.-4T>C χαρακτηρίζεται ως καλοήθης [215]. 

c.619G>C 

Ο δεύτερος πολυμορφισμός που ανιχνεύτηκε στο εξώνιο 7 του γονιδίου F12, c.619G>C 

(rs17876030), χαρακτηρίζεται ως καλοήθης βάση των ACMG-AMP κριτηρίων [215]. Η μετάλλαξη 

ανιχνεύεται στη βάση δεδομένων πληθυσμού gnomAD σε συχνότητα 98,67% στον ευρωπαϊκό πλη-

θυσμό και 95,15% στον παγκόσμιο πληθυσμό, δηλαδή η συχνότητα αλληλίου ξεπερνάει το 5% 

(BA1) και επομένως μεγαλύτερη από την αναμενόμενη για το FXII-HAE συχνότητα (BS1). Ο πολυ-

μορφισμός έχει ανιχνευτεί σε 24 υγιή μέλη των οικογενειών που εξετάστηκαν (BS2) και σε 160 

ασθενείς με C1-INH-HAE, 18 INH-HAE, 3 ACEI-HAE και 3 CPN1 (BP5). Τα δύο βιοπληροφορικά ερ-

γαλεία που χρησιμοποιήθηκαν για την εκτίμηση της παθογονικότητας των F12 μεταλλάξεων, SIFT 

και PolyPhen2, χαρακτήρισαν την μετάλλαξη ως καλοήθη (BP4). Η συγκεκριμένη θέση στην οποία 

εντοπίζεται η μετάλλαξη δεν είναι ιδιαίτερα συντηρημένη βάση του εργαλείου GERP. Η μετάλλαξη 

c.619G>C στη βάση δεδομένων ClinVar χαρακτηρίζεται ως καλοήθης, με βαθμολογία δύο αστέρια, 

σε πολλαπλές καταχωρήσεις και χωρίς διενέξεις. Το UniProt ταξινομεί αυτήν την παραλλαγή ως 

καλοήθη, με τις σχετικές δημοσιεύσεις PMID:2888762 [294], PMID:3011063 [295], PMID:3754331 

[296], PMID:3877053 [129] και PMID:3886654 [297] (BP6). 

c.756C>T 

Η συνώνυμη μετάλλαξη c.756C>T (rs41309752) στο εξώνιο 8 του γονιδίου F12 χαρακτηρί-

ζεται ως καλοήθης από τα ACMG-AMP κριτήρια [215]. Όπως αναφέρθηκε, η συχνότητα αλληλο-

μόρφου της μετάλλαξης στη βάση δεδομένων gnomAD είναι μεγαλύτερη από την αναμενόμενη 

για το νόσημα (BS1). Η μετάλλαξη έχει παρατηρηθεί σε ένα υγιή συγγενή των οικογενειών που 

εξετάστηκαν (BS2) και σε 5 δείγματα C1-INH-HAE, δηλαδή σε ασθενείς με διαφορετική μοριακή 

βάση (BP5). Στο ClinVar η μετάλλαξη έχει χαρακτηριστεί ως καλοήθης, με δύο αστέρια και χωρίς 

διενέξεις (BP6). Η θέση δεν είναι έντονα διατηρημένη βάση του βιοπληροφορικού εργαλείου GERP 

και η μετάλλαξη δεν έχει καμία εμφανή επίπτωση στη διαδικασία του ματίσματος βάση του βιο-

πληροφορικού εργαλείου HSF (BP4). Τέλος, η μετάλλαξη αποτελεί μία συνώνυμη παραλλαγή, χω-

ρίς προβλεπόμενη επίπτωση στη διαδικασία του ματίσματος (η παραλλαγή είναι 45 bp πριν από 

τη θέση ματίσματος) και όπως αναφέρθηκε η θέση δεν είναι συντηρημένη (BP7). 

c.711C>T 

Στο εξώνιο 8 του γονιδίου F12 ανιχνεύτηκε η συνώνυμη μετάλλαξη c.711C>T (rs17876047), 

η οποία χαρακτηρίζεται ως καλοήθης σύμφωνα με τα ACMG-AMP κριτήρια [215]. H συχνότητα 

αλληλομόρφου είναι μεγαλύτερη από την αναμενόμενη για το νόσημα (BS1), καθώς στη βάση δε-

δομένων gnomAD η παγκόσμια συχνότητα είναι 2,275%. Η μετάλλαξη έχει παρατηρηθεί σε ένα 

υγιή συγγενή των οικογενειών που εξετάστηκαν (BS2) και σε 6 δείγματα C1-INH-HAE, δηλαδή σε 

ασθενείς με διαφορετική μοριακή βάση (BP5). Στο δημόσιο αρχείο ClinVar η μετάλλαξη χαρακτη-

ρίζεται ως καλοήθης, με δύο αστέρια, για το κληρονομικό αγγειοοίδημα και την νόσο ανεπάρκειας 

του παράγοντα FXII και χωρίς διενέξεις ως προς το θέμα της παθογονικότητας (BP6). Η θέση στην 

οποία εντοπίζεται η παραλλαγή δεν είναι διατηρημένη βάση του εργαλείου GERP και η μετάλλαξη 

δεν έχει καμία επίπτωση στη διαδικασία του ματίσματος βάση του βιοπληροφορικού εργαλείου 

HSF παρά μόνο τροποποιεί κάποια μοτίβα ESE/ESS (BP4). Τέλος, η μετάλλαξη αποτελεί μία συνώ-

νυμη παραλλαγή, χωρίς προβλεπόμενη επίπτωση στη διαδικασία του ματίσματος και η θέση στην 
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οποία εντοπίζεται η παραλλαγή δεν είναι συντηρημένη (BP7). 

c.1599A>G 

H συνώνυμη μετάλλαξη c.1599A>G (rs1424350386) στο εξώνιο 13 του γονιδίου F12 εμφα-

νίζει συχνότητα αλληλίου <0,001%, καθώς δεν έχει ανιχνευτεί σε 125.748 εξωνικές αλληλουχίες 

και σε 15.708 γονιδιώματα στη βάση gnomAD (PM2). Βάση του βιοπληροφορικού εργαλείου 

GERP, η θέση στην οποία εντοπίζεται η παραλλαγή δεν είναι ιδιαίτερα διατηρημένη και η μετάλ-

λαξη δεν τροποποιεί τη διαδικασία του ματίσματος βάση του βιοπληροφορικού εργαλείου HSF 

παρά μόνο κάποια μοτίβα ESE/ESS (BP4). Η μετάλλαξη c.1599A>G είναι μία συνώνυμη παραλλαγή, 

χωρίς προβλεπόμενη επίπτωση στη διαδικασία του ματίσματος και η θέση στην οποία εντοπίζεται 

δεν είναι συντηρημένη (BP7). Συνοψίζοντας, βάση των ACMG-AMP κριτηρίων η μετάλλαξη 

c.1599A>G χαρακτηρίζεται ως πιθανώς καλοήθης [215].  

 Στον πληθυσμό που εξετάστηκε με σκοπό την ανίχνευση μεταλλάξεων στις εξωνικές πε-

ριοχές του γονιδίου F12 εντοπίστηκαν οι δύο δημοσιευμένες παθογονικές μεταλλάξεις, c.983C>A 

και c.892_909dup που έχουν συσχετιστεί βιβλιογραφικά με το FXII-HAE.  

c.983C>A 

 Η c.983C>A (p.Thr328Lys, rs118204456) στο εξώνιο 9 του γονιδίου F12 έχει ανιχνευτεί συ-

νολικά στη βιβλιογραφία σε 531 άτομα, εκ των οποίων 159 δεν έχουν εμφανίσει συμπτώματα 

[133, 134, 143, 144, 145, 146, 147, 148, 149, 150, 151, 152, 153, 154, 155, 156, 157, 158, 159, 160, 

161, 162, 163, 164]. Η μετάλλαξη εντοπίζεται στη πλούσια σε προλίνη περιοχή στην οποία έχουν 

ανιχνευτεί όλες οι παθογονικές μεταλλάξεις που έχουν συνδεθεί με το νόσημα (PM1) και αποτελεί 

την πιο συχνά εμφανιζόμενη μετάλλαξη που έχει συσχετιστεί με το FXII-HAE, βάση λειτουργικών 

μελετών που υποστηρίζουν την παθογονικότητα της (PS3). Στο ClinVar η μετάλλαξη χαρακτηρίζεται 

ως παθογονική ως προς το FXII-HAE σε τέσσερεις διαφορετικές καταχωρήσεις, με βαθμολογία δύο 

αστεριών. Στην ίδια θέση έχει εντοπιστεί η σημειακή μετάλλαξη c.983C>G σε ασθενείς με κληρο-

νομικό αγγειοοίδημα (PM5) [133]. H c.983C>A ανιχνεύτηκε σε τρεις γυναίκες ασθενείς, μέλη δύο 

διαφορετικών οικογενειών, οι οποίες εμφάνιζαν επεισόδια αγγειοοιδήματος είτε κατά τη διάρκεια 

των περιόδων κύησης είτε μετά τη χορήγηση οιστρογόνων (PP1). Στη βάση πληθυσμιακών δεδο-

μένων gnomAD η συχνότητα αλληλίου της μετάλλαξης στον παγκόσμιο πληθυσμό είναι 

0,0004271% (PS4). Βάση τα κριτήρια ACMG-AMG η μετάλλαξη χαρακτηρίζεται ως παθογονική 

[215]. 

c.892_909dup 

 Η δημοσιευμένη μετάλλαξη c.892_909dup [139] στο εξώνιο 9 του γονιδίου F12, η οποία 

οδηγεί σε διπλασιασμό 6 αμινοξέων στην πρωτεΐνη σε μία περιοχή που δεν περιέχει ομοπολυ-

μερή, ανιχνεύτηκε στην υπό διερεύνηση πληθυσμιακή ομάδα σε μία ουγγρική οικογένεια (PM4). 

Από τα πέντε μέλη της οικογένειας που ήταν φορείς της μετάλλαξης μόνο δύο γυναίκες έχουν 

παρουσιάσει επεισόδια οιδήματος, το οποίο υποδεικνύει ότι περαιτέρω γενετικοί ή περιβαλλοντι-

κοί παράγοντες μπορεί ενδεχομένως να επηρεάζουν την έκφραση του νοσήματος. Η ύπαρξη της 

μετάλλαξης στην πλούσια σε προλίνη περιοχή στην οποία εντοπίζονται και οι υπόλοιπες τρεις πα-

θογονικές παραλλαγές που έχουν συσχετιστεί με το FXII-HAE, υποδηλώνει παρόμοιες λειτουργικές 

συνέπειες (PM1). Η συχνότητα αλληλίου που εμφανίζει η μετάλλαξη είναι <0,001%, καθώς δεν 

έχει ανιχνευτεί σε 125.748 εξωνικές αλληλουχίες και σε 15.708 γονιδιώματα στη βάση gnomAD 

(PM2). Στο ClinVar η μετάλλαξη χαρακτηρίζεται ως παθογονική ως προς το FXII-HAE σε μία κατα-

χώρηση, χωρίς αστέρια (PP5). Λαμβάνοντας υπόψη τα άνωθεν η μετάλλαξη χαρακτηρίζεται ως 
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πιθανώς παθογονική βάση των ACMG-AMP κριτηρίων [215]. 

c.41T>C 

Η μετάλλαξη c.41T>C (p.Leu14Ser, rs143809932) στο εξώνιο 1 του γονιδίου F12 χαρακτη-

ρίζεται ως πιθανώς καλοήθης βάση των κριτηρίων ACMG-AMP [215]. H συχνότητα αλληλίου της 

μετάλλαξης στη βάση πληθυσμιακών δεδομένων gnomAD είναι 0,002% σε άτομα ευρωπαϊκής 

προέλευσης και 0,01556% στον παγκόσμιο πληθυσμό, δηλαδή μεγαλύτερη από την αναμενόμενη 

για το FXII-HAE (0,00025%) (BS1). Στον πληθυσμό που εξετάστηκε η μετάλλαξη ανιχνεύτηκε σε έ-

ναν ασθενή με C1-INH-HAE, δηλαδή σε νόσημα με διαφορετική μοριακή βάση (BP5). 

c.1025C>T 

Η μετάλλαξη c.1025C>T (p.Pro342Leu, rs2230939) ανιχνεύτηκε στο εξώνιο 10 του γονιδίου 

F12 σε έναν ασθενή με C1-INH-HAE (BP5). Εντοπίζεται στην πλούσια σε προλίνη περιοχή της πρω-

τεΐνης. Στη βάση πληθυσμιακών δεδομένων gnomAD η συχνότητα αλληλίου της μετάλλαξης στον 

ευρωπαϊκό πληθυσμό είναι 0,13% και στον παγκόσμιο πληθυσμό είναι 0,07692% (BS1). Σε μία κα-

ταχώρηση στη βάση ClinVar χαρακτηρίζεται ως καλοήθης για το FXII-HAE (BP6). Τέλος, τα δύο βιο-

πληροφορικά εργαλεία που χρησιμοποιήθηκαν για την εκτίμηση της παθογονικότητας των μεταλ-

λάξεων στο γονίδιο F12, SIFT και PolyPhen2, χαρακτήρισαν την μετάλλαξη ως καλοήθη (BP4). Βάση 

του βιοπληροφορικού εργαλείου GERP, η θέση στην οποία εντοπίζεται η μετάλλαξη δεν είναι κα-

θόλου διατηρημένη. Συνοψίζοντας τα παραπάνω ACMG-AMP κριτήρια η μετάλλαξη χαρακτηρίζε-

ται ως πιθανώς καλοήθης [215]. 

c.418C>G 

Στο εξώνιο 6 του γονιδίου F12 ανιχνεύθηκε η μετάλλαξη c.418C>G (p.Leu140Val, 

rs35515200), η οποία βάση των κριτηρίων ACMG-AMP χαρακτηρίζεται ως καλοήθης [215]. Όπως 

αναφέρθηκε, η μετάλλαξη εντοπίστηκε σε έναν ασθενή με C1-INH-HAE, δηλαδή σε νόσημα με δια-

φορετική μοριακή βάση (BP5) και σε δυο ασθενείς με nC1-INH-HAE. Με σκοπό τη διερεύνηση της 

παθογονικότητας της μετάλλαξης έλαβαν χώρα δύο οικογενειακές μελέτες και η μετάλλαξη ανι-

χνεύτηκε σε τρία υγιή άτομα (BS2). Η συχνότητα αλληλίου της στον ευρωπαϊκό πληθυσμό είναι 

0,35% και στον παγκόσμιο πληθυσμό είναι 0,2232% στη βάση δεδομένων gnomAD (BS1).  Στο 

ClinVar (353001) υπάρχουν τρεις καταχωρήσεις που χαρακτηρίζουν τη μετάλλαξη ως καλοήθη 

(BP6). 

c.530C>T 

Η μετάλλαξη c.530C>T (p.Ala177Val, rs144821595) στο εξώνιο 7 του γονιδίου F12 χαρα-

κτηρίζεται βάση των κριτηρίων ACMG-AMP ως καλοήθης [215]. Εντοπίστηκε σε δύο ασθενείς με 

nC1-INH-HAE και σε τρία υγιή μέλη της οικογένειας ενός εκ των ασθενών (BS2). Στην πληθυσμιακή 

βάση δεδομένων gnomAD η συχνότητα της στον ευρωπαϊκό πληθυσμό είναι 0,005960% και στον 

παγκόσμιο πληθυσμό είναι 0,004474%, δηλαδή μεγαλύτερη από την αναμενόμενη για το υπό με-

λέτη νόσημα (0,00025%) (BS1). Τα δύο βιοπληροφορικά εργαλεία, SIFT και PolyPhen2, που χρησι-

μοποιήθηκαν χαρακτηρίζουν την μετάλλαξη ως καλοήθη. Το βιοπληροφορικό εργαλείο GERP χα-

ρακτήρισε τη θέση που εντοπίζεται η μετάλλαξη ως καθόλου συντηρημένη (BP4). 

c.1768T>G 

Στο εξώνιο 14 του γονιδίου F12 ανιχνεύτηκε η μετάλλαξη c.1768T>G (p.Cys590Gly) σε έναν 

ασθενή με υποτροπιάζον αγγειοοίδημα ασαφούς προέλευσης. Η μετάλλαξη p.Cys590Gly 
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εντοπίζεται στον καταλυτικό τομέα της πρωτεΐνης. H συχνότητα αλληλίου της μετάλλαξης είναι 

<0,001%, καθώς δεν έχει ανιχνευτεί στις 125.748 εξωνικές αλληλουχίες και στα 15.708 γονιδιώ-

ματα στη βάση πληθυσμιακών δεδομένων gnomAD (PM2). Τα δύο βιοπληροφορικά εργαλεία, SIFT 

και PolyPhen2, που χρησιμοποιήθηκαν χαρακτηρίζουν την μετάλλαξη ως παθογονική (PP3). Το ερ-

γαλείο GERP χαρακτήρισε την περιοχή στην οποία εντοπίζεται η μετάλλαξη ως συντηρημένη. Στην 

ίδια θέση έχει εντοπιστεί μία ακόμα μετάλλαξη η οποία έχει ταξινομηθεί ως παθογόνος από το 

UniProt [298] (PM5). Συνοψίζοντας τα παραπάνω ACMG-AMP κριτήρια η μετάλλαξη χαρακτηρίζε-

ται ως άγνωστης παθογονικότητας [215]. 

c.1530G>C 

Η μετάλλαξη c.1530G>C (p.Glu510Asp) στο εξώνιο 12 του γονιδίου F12 χαρακτηρίζεται 

βάση των κριτηρίων ACMG-AMP ως παραλλαγή άγνωστης παθογονικότητας [215]. Η παραλλαγή 

ανιχνεύτηκε σε μία ασθενή με αγγειοοίδημα ασαφούς προέλευσης και σε τρία υγιή άτομα που 

ανήκαν στην οικογένεια της ασθενούς (BS2, PM2). Εντοπίζεται στον καταλυτικό τομέα της πρωτε-

ΐνης. Τα βιοπληροφορικά εργαλεία SIFT και PolyPhen2 χαρακτηρίζουν την μετάλλαξη ως παθογο-

νική (PP3). Η συχνότητα αλληλίου της μετάλλαξης είναι μικρότερη από 0,001%, καθώς δεν έχει 

ανιχνευτεί στις 125.748 εξωνικές αλληλουχίες και στα 15.708 γονιδιώματα στη βάση πληθυσμια-

κών δεδομένων gnomAD.  

Τέλος, πρέπει να αναφερθεί ότι δεν εντοπίστηκαν μεγάλες βλάβες, ελλείψεις και διπλα-

σιασμοί, στο γονίδιο F12.  

7.3. ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ 

Οι τεχνολογίες αλληλούχησης νέας γενεάς έχουν φέρει επανάσταση στον τομέα της γονι-

διωματικής και έχουν αποδειχθεί ένα χρήσιμο διαγνωστικό εργαλείο [18, 19, 20, 299, 300]. Η ε-

φαρμογή προσδιορισμού αλληλούχησης DNA υψηλής απόδοσης, συμπεριλαμβανομένης της αλ-

ληλούχησης ολόκληρου γονιδιώματος (WGS), της αλληλούχησης των κωδικοποιουσών περιοχών 

(WES) και της στοχευμένης αλληλούχησης NGS με τη χρήση panel συγκεκριμένων γονιδίων δίνουν 

την δυνατότητα ταυτόχρονης ανάλυσης μεγάλου αριθμού γονιδίων που δυνητικά μπορεί να σχε-

τίζονται με το HAE [301, 302]. Με την εφαρμογή της γονιδιωματικής στη διάγνωση του HAE προ-

σφέρεται μια ευκαιρία για να επιταχυνθεί η διάγνωση ασθενών.  

Οι ασθενείς με αγγειοοίδημα συχνά διαγιγνώσκονται λανθασμένα, με το ποσοστό εσφαλ-

μένης διάγνωσης να ανέρχεται στο 50% [303]. H αρχική εσφαλμένη διάγνωση οδηγεί σε έναν α-

ριθμό περιττών διαγνωστικών διαδικασιών, το οποίο διευρύνει ακόμα περισσότερο τον χρόνο διά-

γνωσης έως και 10 χρόνια [304, 305, 306, 307].  

Παρά το γεγονός ότι οι διεξαγόμενες μελέτες τονίζουν την ύψιστη σημασία των γενετικών 

ερευνών σε ασθενείς με αγγειοοίδημα, η αρχική διάγνωση του ΗΑΕ εξακολουθεί να περιλαμβάνει 

μόνο την εξέταση των πρωτεϊνών C4 και C1-INH. Ενώ η διάγνωση του nC1-INH-HAE θεωρείται επί 

του παρόντος διάγνωση αποκλεισμού, επειδή βασίζεται μόνο στα κλινικά χαρακτηριστικά και στο 

οικογενειακό ιστορικό [308], ενώ δεν υπάρχουν επιβεβαιωτικές εργαστηριακές δοκιμές [302]. Η 

γενετική δοκιμή θεωρείται αποκλειστική εξέταση για τους FXII-HAE, PLG-HAE, ANGPT1-HAE, KNG1-

HAE, MYOF-HAE και HS3OST6-HAE [37].  

Συμπερασματικά, η αλληλούχηση DNA υψηλής απόδοσης προσφέρει ένα ισχυρό εργαλείο 

στον εντοπισμό γενετικών αιτιών για πολλές σπάνιες ασθένειες, συμπεριλαμβανομένου του HAE, 

που ήταν προηγουμένως αδύνατη με τις κλασικές προσεγγίσεις. Επομένως, η γονιδιωματική ως 
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πρωτεύον διαγνωστικό εργαλείο θα ωφελήσει τους ασθενείς με HAE και θα μειώσει τις καθυστε-

ρήσεις στη διάγνωση [302].  

Ωστόσο, η ανίχνευση βαθιών ιντρονικών μεταλλάξεων χρησιμοποιώντας μια προσέγγιση 

NGS μπορεί να αποτύχει, καθώς αυτές οι μεταλλάξεις ως επί το πλείστων απορρίπτονται, δεδομέ-

νου του υψηλού αριθμού ιντρονικών μεταλλάξεων και την απόσταση αυτών των παραλλαγών από 

τις κωδικοποιούσες και συντηρημένες περιοχές [69]. Οι διαγνωστικές στρατηγικές NGS στοχεύουν 

κυρίως στις κωδικοποιούσες και παρακείμενες στα εξώνια ιντρονικές περιοχές [309], οι οποίες 

συνήθως καλύπτουν έως και 50 bp ιντρονικών αλληλουχιών [310, 311]. Το WES είναι ικανό μόνο 

να αναλύει περιοχές που κωδικοποιούν πρωτεΐνες, με περιορισμένη κάλυψη των ιντρονικών πε-

ριοχών. Αυτός ο περιορισμός στην αλληλούχηση θα μπορούσε να επιλυθεί με αλληλούχηση ολό-

κληρου το γονιδιώματος. Αλλά ακόμη και όταν χρησιμοποιείτε το WGS, η αφθονία των SNP στα 

ιντρόνια καθιστά τον εντοπισμό της αιτιατής μετάλλαξης εξαιρετικά δύσκολο. Παρόλα αυτά, συ-

νιστάται ο έλεγχος των ιντρονίων των γονιδίων που σχετίζονται με τη νόσο, εάν η παραλλαγή που 

προκαλεί το νόσημα δεν αποκαλύπτεται χρησιμοποιώντας προσδιορισμό της εξωνικής αλληλου-

χίας [312]. Με σκοπό να συνδυαστούν τα πλεονεκτήματα των WGS και του WES, οι Flanagan et al 

πρότειναν την χρήση ενός στοχευμένου NGS panel γονιδίων που θα συμπεριλαμβάνει ολόκληρα 

τα ιντρόνια εκτός από τα εξώνια για γονίδια που θεωρούνται απαραίτητα να εξεταστούν στο σύ-

νολο τους [313]. Η στοχευμένη αλληλούχηση NGS, είναι ικανή να καλύπτει ολόκληρη την ποικιλία 

των γονιδίων ΗΑΕ, συμπεριλαμβανομένων των ιντρονικών περιοχών ενδιαφέροντος, αντιπροσω-

πεύοντας μία πιο αποδοτική διαγνωστική λύση.  

Περίπου το 25% των περιπτώσεων αγγειοοιδήματος με φυσιολογικό αναστολέα C1 εστε-

ράσης συνδέεται με μια μετάλλαξη στο γονίδιο F12. Αν και δεν υπάρχουν συνεπή επιδημιολογικά 

δεδομένα για τον επιπολασμού του FXII-HAE [314], συγκεκριμένες μεταλλάξεις στο F12 αναγνωρί-

ζονται πιο συχνά στο nC1-INH-HAE [155, 157]. Οι μεταλλάξεις που έχουν περιγραφεί μέχρι σήμερα 

ως αιτιολογικές για το FXII-HAE βρίσκονται στο εξώνιο 9 του γονιδίου F12 εντός της πλούσιας σε 

προλίνη περιοχής [133, 136, 139]. Στην εξέταση ρουτίνας των ασθενών με nC1-INH-HAE συνίσταται 

η διερεύνηση μόνο του εξωνίου 9 του γονιδίου F12 με αλληλούχηση κατά Sanger [157, 164]. Πε-

ρισσότερες από 40 μεταλλάξεις που περιγράφονται σε ολόκληρο το γονίδιο σχετίζονται με την 

ανεπάρκεια του παράγοντα XII στο HGMD [315], υποδεικνύοντας ότι οι μεταλλάξεις εκτός του ε-

ξωνίου 9 είναι απίθανο να είναι υπεύθυνες για το HAE. Ωστόσο, πρέπει να σημειωθεί ότι η πλού-

σια σε προλίνη περιοχή του FXII εκτείνεται από το αμινοξύ p.296 έως το p.349, δηλαδή τα τελευ-

ταία εννέα αμινοξέα κωδικοποιούνται στο εξώνιο 10. Έτσι, η ανάλυση μόνο του εξωνίου 9 μπορεί 

να οδηγήσει σε απώλεια ανίχνευσης αιτιατών μεταλλάξεων που δυνητικά θα μπορούσαν να οδη-

γήσουν στην εκδήλωση HAE.  

Συμπεραίνεται, ότι οι υψηλές γονιδιωματικές τεχνολογίες διευκολύνουν την εκτεταμένη 

ανάλυση των γονιδίων που εμπλέκονται στην παθογένεση του αγγειοοιδήματος. Ωστόσο, η ερμη-

νεία των αποτελεσμάτων τους αντιπροσωπεύει μια μάλλον δύσκολη προσπάθεια. Σε πολλά γονί-

δια, συμπεριλαμβανομένου του SERPING1, η απώλεια λειτουργίας είναι ένας γνωστός μηχανισμός 

ασθένειας. Στο γονίδιο F12, ωστόσο, μόνο συγκεκριμένος αριθμός μεταλλάξεων οδηγούν σε FXII-

HAE, καθώς οι αιτιολογικές παραλλαγές πρέπει να προκαλούν κέρδος λειτουργίας στην κωδικο-

ποιημένη πρωτεΐνη. Επιπλέον, λόγω της ατελής διείσδυσης που παρατηρείται στο FXII-HAE, ιδιαί-

τερα στους άνδρες, το οικογενειακό ιστορικό δεν είναι απαίτηση για τη μοριακή έρευνα, προσθέ-

τοντας ένα ακόμα επίπεδο δυσκολίας. Ελλείψει λειτουργικής και οικογενειακής μελέτης, όλες οι 

σημειακές μεταλλάξεις, που προβλέπονται να τροποποιήσουν τη δομή της πρωτεΐνης και εντοπί-

ζονται έξω από το εξώνιο 9 χαρακτηρίζονται ως μεταλλάξεις άγνωστης παθογονικότητας. 
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 Τέλος, είναι καίριο να αναφερθεί η σημασία της κοινή χρήσης των δεδομένων αλληλού-

χησης μέσω μιας κεντρικής βάσης δεδομένων για την επίτευξη ακριβής και συνεπής ερμηνείας 

των μεταλλάξεων που προσδιορίζονται από γενετικές δοκιμές. Σημαντικό βήμα στην ερμηνεία και 

στην κοινή χρήση των δεδομένων αποτέλεσε η δημόσια βάση δεδομένων ClinVar, η οποία είναι 

ένα διεθνές αρχείο που βασίζεται στην υποβολή ερμηνείες των ανιχνευμένων μεταλλάξεων που 

φιλοξενείται από το NCBI. Για το σκοπό αυτό, τα κλινικά εργαστήρια και οι ερευνητές που εμπλέ-

κονται στη γονοτύπηση των ασθενών με αγγειοοίδημα συνιστάται να υποβάλουν όλες τις ανιχνευ-

όμενες μεταλλάξεις στο ClinVar, συμπεριλαμβανομένων των κλινικών ερμηνειών τους και των δε-

δομένων που χρησιμοποιήθηκαν για την ταξινόμηση των μεταλλάξεων, με σκοπό η πληροφορία 

να είναι διαθέσιμη στο σύνολο της επιστημονικής κοινότητας.  
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Πίνακας 17: Εξοπλισμός που χρησιμοποιήθηκε στην μελέτη. 

Μηχανήματα Όνομα μηχανήματος Κατασκευάστρια εταιρεία Αριθμός Καταλόγου 

Μηχάνημα εξαγωγής DNA DNA extractor, iprep Thermo Scientific 0809D0094 

Φωτόμετρο Spectrophotometer Genova Plus Jenway 51856 

Φθοριόμετρο Qubit® 2.0 Qubit Fluorometer 2.0 Life Technologies 2286613946 

Φθοριόμετρο Qubit® 4.0 Qubit Fluorometer 4.0 Life Technologies 2322619099876 

Θερμοκυκλοποιητής Thermal Cycler Veriti FAST Life Technologies 299010546 

Θερμοκυκλοποιητής Thermal Cycler Veriti  Life Technologies 299026165 

Μαγνήτης  96well magnetic separator Invitrogen CS15096 

Περιστροφικός αναδευτήρας πιάτου Plate orbital shaker Eppendorf  5353AH710086 

Αναδευτήρα Vortex GVLab Gilson 01.438505 

Φυγόκεντρος  Centrifuge CL40 Thermo Scientific 41011433 

Μικροφυγόκεντρος MicroCL21R Thermo Scientific  40979526 

Μηχάνημα UV UV-Transilluminator UST-20S-8E UV01S080832/0908-677 

Μηχάνημα ηλεκτροφόρησης Electrophoresis power supply and tank EC300 XL CI596120314205 

Γενετικός αναλυτής Genetic Analyser ABI3730xl Life Technologies 1414-002 

Γενετικός αναλυτής Genetic Analyser ABI3730 Life Technologies 21144-016 

Θερμικό Μπλοκ ρυθμισμένου στους 50°C Heat block set to 50°C MEDINGEN  8353104 

Ζυγός Scale EMB500-1 WD110041724 

Σύστημα καθαρισμού του νερού Smart 2 Pure Thermo Scientific 41634720 

Ion Rerorter server system Ion Rerorter server system Thermo Scientific 743V8N2 

Ion Chef Ion Chef Life Technologies 242470092 

Ion S5 XL System Ion S5 XL System Life Technologies 2772817010125 

Μηχάνημα Ion OneTouch™ 2 Ion One Touch 2 Life Technologies 2456428-2251 

Ion OneTouch™ ES Ion One Touch ES Life Technologies 65721 

Μηχάνημα Ion PGM™ Ion Torrent PGM Life Technologies 274670120 

Μικροφυγόκεντρος για Ion PGM™ Chip Ion PGM™ Chip Minifuge Life Technologies  1309 1266 
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Πίνακας 18: Μετρητικός εξοπλισμός ο οποίος χρησιμοποιήθηκε στη διεκπεραίωση της μελέτης.  

Μετρητικός εξοπλισμός Όνομα προϊόντος Κατασκευάστρια εταιρεία Αριθμός Καταλόγου 

Βαθµονοµηµένη πιπέτα 1-10 μl Pipetman P10  Gilson F144802 

Βαθµονοµηµένη πιπέτα 2-20 μl Pipetman P20  Gilson F123600 

Βαθµονοµηµένη πιπέτα 10-100 μl Pipetman P100  Gilson F123615 

Βαθµονοµηµένη πιπέτα 20-200 μl Pipetman P200  Gilson F123601 

Βαθµονοµηµένη πιπέτα 100-1000 μl Pipetman P1000  Gilson F123602 

Βαθµονοµηµένη πολυκάναλη πιπέτα 2-20 μl Pipetman P8x20  Gilson F14401 

Βαθµονοµηµένη πολυκάναλη πιπέτα 20-200 μl Pipetman P8x200  Gilson F14403 
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Πίνακας 19: Αναλώσιμα τα οποία χρησιμοποιήθηκαν στην διεκπεραίωση της παρούσας ερευνητικής εργασίας.  

Αναλώσιμα 
Όνομα  

προϊόντος 

Κατασκευάστρια  

εταιρεία 

Αριθμός  

Καταλόγου 

Ρύγχη πιπέτας 200 µl, μη αποστειρωμένα TIPS D200 Gilson F161930 

Ρύγχη πιπέτας 10 µl, μη αποστειρωμένα TIPS DL10 Gilson F161450 

Ρύγχη πιπέτας 1200 µl, με φίλτρο, αποστειρωμένα TIPS DF1200ST Gilson F171803 

Ρύγχη πιπέτας 1000 µl, με φίλτρο, αποστειρωμένα TIPS DF1000ST Gilson F171703 

Ρύγχη πιπέτας 200 µl, με φίλτρο, αποστειρωμένα TIPS DF200ST Gilson F171503 

Ρύγχη πιπέτας 200 µl, αποστειρωμένα TIPS D200ST Gilson F171301 

Ρύγχη πιπέτας 100 µl, με φίλτρο, αποστειρωμένα TIPS DF100ST Gilson F171403 

Ρύγχη πιπέτας 30 µl, με φίλτρο, αποστειρωμένα TIPS DF30ST Gilson F171303 

Ρύγχη πιπέτας 10 µl, με φίλτρο, αποστειρωμένα TIPS DFL10ST Gilson F171203 

Μεμβράνη σιλικόνης για αλληλούχηση σε 96-Well Reaction Plate Plate Septa 96well Applied Biosystems 4315933 

Πλαστική διαφανής μεμβράνη για 96-Well Reaction Plate MicroAmp Optical Reaction Plate Applied Biosystems N8010560 

Πλαστική μεμβράνη αλουμινίου για 96-Well Reaction Plate Aluminium seal tape Thermo Scientific 232698 

Πιάτα PCR αντίδρασης 
MicroAmp Optical 96-Well Reaction Plate no Bar-

code 10/pkg 
Applied Biosystems N8010560 

Φιαλίδιο 5 ml Eppendorf Tubes Conical 5 ml Eppendorf 15188344 

Φιαλίδιο φυγοκέντρησης 1,7mL Microcentrifuge Tube 1,7 ml AXYGEN MCT-175-C 

Φιαλίδιο PCR 0,2 ml, αποστειρωμένα  RCR Tubes 0,2 ml with flot cap RNAse DNase free  Corning 6571 

Φιαλίδιο 0,5 m RCR Tubes 0,5 ml AXYGEN PCR-05-C 

Καπάκια για σειρά οκτώ φιαλιδίων 0,2 ml FG-optical caps Applied Biosystems 4323032 

Σειρά οκτώ φιαλιδίων 0,2 ml Microamp 8-strip reaction tubes 0,2 ml Applied Biosystems N8010580 

Πλαστικές πιπέτες Pasteur Plastic Pasteurs BD 357575 

Κατάλληλο φιαλίδιο μέτρησης συγκέντρωσης σε φωτόμετρο 
Photometer Cuvette X100 UV 70-550 Μl individu-

ally packed 
BRAND 759235 

Γυάλινο δοχείο 250 ml  Beakers Glass 250 ml FisherBrand FB33112 

Γυάλινο δοχείο 600 ml Beakers Glass 600 ml FisherBrand FB33114 

Φιαλίδιο φυγοκέντρησης 50 mL 50 ml centrifuge tube Thermo Scientific 339652 

Φιαλίδιο φυγοκέντρησης 15 mL 15 ml centrifuge tube Thermo Scientific 339650 
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Πίνακας 20: Αντιδραστήρια που χρησιμοποιήθηκαν στη μελέτη και χαρακτηριστικά τους.  

Αντιδραστήρια Όνομα προϊόντος 
Κατασκευάστρια  

εταιρεία 

Αριθμός  

Καταλόγου 

Κιτ απομόνωσης DNA  iPrep Pure Link DNA blood kit Invitrogen IS-10005 

Πολυµεράση Taq DreamTaq DNA Polymerase EA Thermo Fisher EP0702 

Χλωριούχο μαγνήσιο 50 mM 50mM Magnesium Chloride Invitrogen B0300-1VL 

Ολιγονουκλεοτίδια dNTP Set (100 mM) Thermo 10297018 

Μάρτυρας DNA 100 bp DNA Ladder (50 μg) Invitrogen 15628-019 

Αγαρόζη Agarose Invitrogen 16500-500 

Χρωστική SYBR® Safe DNA Gel Stain (400 μl) Invitrogen S33102 

∆ιάλυµα TΑΕ 10 x TAE Buffer UltraPure  Gibco 15558-042 

Kit καθαρισµού προϊόντος PCR Purelink PCR Purification kit Invitrogen K310002 

Kit καθαρισµού προϊόντος PCR Exosapit Applied Biosystems 78201.1.ML 

Kit αλληλούχησης BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit  Applied Biosystems 4337457 

Ρυθμιστικό διάλυμα του Kit αλληλούχησης BigDye® Terminator v1.1 & v3.1 5X Sequencing Buffer Applied Biosystems 4336699 

Betaine Betaine solution 5 M Sigma-Aldrich B0300-1VL 

Αιθανόλη 100% Ethanol Absolute Scharlau ET00162500 

Φορμαμίδιο Hi-Di Formamide Applied Biosystems 4311320 

Άνυδρο οξικό νάτριο Sodium acetate anhydrous Scharlau SO00360500 

EDTA Ethyenediaminetetraacetic Acid, EDTA Scharlau AC09630250 

Κιτ μέτρησης συγκέντρωση στο Qubit Qubit® dsDNA HS Assay Kits Life Technologies Q32854 

POP-7 ™ Πολυμερές για 3730/3730xl DNA Αναλυτές POP-7 Polymer for 3730/3730xl DNA Analyzers Applied Biosystems 4335615 

Εκκινητές του panel γονιδίων για το HAE NGS primers HAE Ion Torrent IAD92366_241 

Kit δημιουργίας Βιβλιοθήκης Ion AmpliSeq™ 2.0 Ion Ampliseq Library kit 2.0-96LV Life Technologies 4480441 

Αντιδραστήριο για τον καθαρισμό των αντιδράσεων και την επιλογή με-

γεθών  
Agencourt® AMPure® XP Beckman Coulter A63881 

Προσαρμογείς-κωδικοί ιχνηλασιμότητας Ion Xpress™ 1-96 Kit Ion Xpress Barcode Adapters 1-96 kit Thermo Fisher 4474517 

Ion PGM Hi-Q Wash 2 Bottle Kit Ion PGM Hi-Q Wash 2 Bottle Kit Life Technologies A25591 

Ρυθμιστικό διάλυμα 3730 3730 Buffer 10x with EDTA Applied Biosystems 4335613 

Κιτ βαθμονόμησης PGM Ion PGM™ Calibration Standard  Life Technologies A27832 
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Πίνακας 20: Αντιδραστήρια που χρησιμοποιήθηκαν στη μελέτη και χαρακτηριστικά τους (συνέχεια).  

Αντιδραστήρια Όνομα προϊόντος Κατασκευάστρια εταιρεία Αριθμός Καταλόγου 

Ion PGM™ Hi-Q™ OT2 Kit Ion PGM™ Hi-Q™ OT2 Kit Life Technologies A27739 

Κιτ αλληλούχησης NGS Ion PGM™ Hi-Q™ Sequencing Kit Life Technologies A25592 

Κιτ αλληλούχησης NGS Ion 520™ & Ion 530™ ExT Kit-Chef Thermo Fisher Α30670 

Τσιπ 520 Ion 520™ Chip Kit Thermo Fisher Α27762 

Τσιπ 530 Ion 530™ Chip Kit Thermo Fisher Α27764 

Σφαιρίδια εμπλουτισμού  Ion PGM™ Enrichment Beads Life Technologies 4478525 

Τσιπ 318 Ion 318 Chip Kit V2 BC Life Technologies 4488146 

Τσιπ 316 Ion 316 Chip Kit V2 BC Life Technologies 4488145 

∆ιάλυµα TRI TRI  Ambion 9783 

Φικόλη Ficoll Histopaque BIOCHROM L6115 

Διάλυμα PBS 10 x PBS Gibco 70013-016 

Χλωροφόρµιο Chloroform  Euroclone EMR 112250 

Ισοπροπανόλη 2-propanol  Scharlau AL03241000 

Αντίστροφη Μεταγραφάση M-MLV Reverse Trancripatase Invitogen 28025-021 

Αναστολέας RNασών RNase inhibitor, 2,500U, 40 U/μl Promega N2111 

Εξαµερή ως τυχαίοι εκκινητές Primer random p[dN]6 Roche 1034731 

Σύριγγα 2,5 ml 2,5 ml syringe - - 

Βρωµιούχο αιθίδιο Ethidium Bromide, 10 mg/ml Βιο Rad 161-0433 

∆ιάλυµα προστασίας από RNάσες 
RNaseZap™ RNase Decontamination Solu-

tion 
Invitrogen AM9780 

Δεξαμενή πεπιεσμένου αζώτου Tank of compressed nitrogen Linde 300311-00015908 

Γυάλινη φιάλη (1 λίτρο) Glass bottle (1 L) - - 

Αποστειρωμένο νερό Water for injection sterile bottle 1000 ml Demo solutions 1205 
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Πίνακας 21: Η εκτίμηση των 29 ιντρονικών μεταλλάξεων με βάση εννέα βιοπληροφορικά εργαλεία. [NI, No impact; NP, Not provided; D, new donor; ISS, Intronic splicing 

silencer; ISE, Intronic splicing enhancer; ESS, Exonic splicing silencer; ESE, Exonic splicing enhancer]. 

Coding NNSPLICE Netgene2 ASSP FSPLICE HSF CADD Trap DANN GERP 

c.51+101G>A NI NI NI NI Alteration ESS  7,49 0,01 0,74 0,5159 

c.51+625_51+626dupTG NI NI NI NI Activation intronic cryptic donor site NP NP NP -0,6039 

c.52-696C>T NI NI NI NI Creation ESE 5,53 0,11 0,61 1,4199 

c.52-130C>T NI NI NI NI Creation ESE 8,87 0,05 0,52 3,7699 

c.551-500C>G NI NI NI NI 
Activation intronic cryptic acceptor 

site/Alteration ESS/Creation ESE 
7,52 0,23 0,77 -0,989 

c.551-495A>C NI NI NI NI Alteration ESS/Creation ESE  8,83 0,10 0,72 3,17 

c.551-155A>G NI NI NI NI Creation of ESE. 1,42 0,10 0,35 NP 

c.685+88G>A NI NI NI NI Alteration ESS/Creation ESE  14,85 0,03 0,87 3,68 

c.685+1100C>T D:0,75 NI NI D: 8,76 Activation intronic cryptic donor site, NP 0,63 0,92 NP 

c.686-1572G>T NI NI NI NI Alteration ESS/ Creation ESE 1,68 0,16 0,66 -0,4609 

c.686-1565G>A NI NI NI NI Alteration ESS  7,44 0,03 0,65 2,44 

c.686-957A>G NI NI NI NI Activation intronic cryptic donor site, 2,79 0,04 0,62 0,06689 

c.1029+312T>C NI NI NI NI Alteration ESS/Creation ESE  8,59 0,02 0,74 0,8529 

c.1029+851C>G NI NI NI NI Creation ESE 0,66 0,07 0,23 -2,75 

c.1029+926G>T NI NI NI NI NI 0,29 0,05 0,70 -5 

c.1029+1443G>C NI NI NI NI NI 0,59 0,25 0,64 -1,09 

c.1029+2110T>C NI NI NI NI Creation ESE 3,14 0,04 0,42 0,421 

c.1029+2111G>A D:0,75 NI NI - Alteration ESS/ Creation ESE 0,50 0,06 0,23 -0,841 

c.1030-1198G>T NI NI NI NI Alteration ESS  1,81 0,14 0,53 -1,11 

c.1030-1222A>G NI NI NI NI NI 0,43 0,09 0,38 -5,51 

c.1030-865C>T NI NI NI NI NI 0,12 0,02 0,64 -4,4899 

c.1030-20A>G D: 0,73 NI D:0  NI 4,78 0,20 0,56 0,25 

c.1250-538T>C NI NI NI NI Alteration ESS/Creation ESE  0,78 0,10 0,5, -1,5299 

c.1250-282T>C NI NI NI NI Creation ESE  6,99 0,11 0,81 1,2 
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