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ΑνάλυσηΑνάλυση
 

γονιδιακώνγονιδιακών
 

πολυμορφισμώνπολυμορφισμών



Γενετική
 

προδιάθεση:



 

ΠώςΠώς
 

τοτο
 

γενετικόγενετικό
 

υλικόυλικό
 

((γονότυποςγονότυπος) ) επηρεάζειεπηρεάζει
 

ήή
 

διαφοροποιείδιαφοροποιεί
 

τηντην
 

πιθανότηταπιθανότητα
 εμφάνισηςεμφάνισης

 
μίαςμίας

 
νόσουνόσου

 
σταστα

 
άτομαάτομα

 
ενόςενός

 
πληθυσμούπληθυσμού

Susceptible 
genotype

Resistant 
genotype

Increased RiskIncreased Risk

Low RiskLow Risk

 ΤοΤο
 

0,1% 0,1% τουτου
 

γενετικούγενετικού
 

μαςμας
 

υλικούυλικού

Γενετική
 

ποικιλομορφία:

ΓΕΝΕΤΙΚΟΙ
 

ΠΟΛΥΜΟΡΦΙΣΜΟΙ

ΌμοιοιΌμοιοι
 

κατάκατά
 

τοτο
 

99,9% 99,9% τουτου
 

γενετικούγενετικού
 

μαςμας
 

υλικούυλικού



Γενετικοί
 

Πολυμορφισμοί:

Αλλαγές

 

στην

 

αλληλουχία

 

του

 

DNA

 

(πολλαπλά

 

αλληλόμορφα)

 

που

 

εμφανίζονται

 

στο

 γενικό

 

πληθυσμό

 

με

 

συχνότητα

 

μεγαλύτερη

 

από

 

1%.

ΠΟΛΥΜΟΡΦΙΣΜΟΙ

ΑντικατάστασηΑντικατάσταση

 

μίαςμίας

 

βάσηςβάσης

 

στοστο

 

DNADNA
((AA,,TT,,CC, , ήή

 

GG) ) 
Single Nucleotide Polymorphisms 

(SNPs) 

ΕνθέσειςΕνθέσεις
InsertionsInsertions

ΕλλείψειςΕλλείψεις
DeletionsDeletions

 Όταν

 

εμπλέκουν

 

περιοχές

 

γονιδίων

 

που

 

κωδικοποιούνται, μπορεί

 

να

 

έχουν

 

επιβλαβείς

 

επιπτώσεις

 στο

 

άτομο.

 Πληθώρα

 

καταγεργαμμένων

 

πολυμορφισμών

 

(~1

 

SNP/1,250kb, ~2.5 Million SNPs)

 

:

ΓενετικήΓενετική
 

ΠροδιάθεσηΠροδιάθεση



ΗΗ
 

αθροιστικήαθροιστική
 

δράσηδράση
 

γονοτοξικώνγονοτοξικών
 

περιβαλλοντικώνπεριβαλλοντικών
 

εκθέσεωνεκθέσεων
 

εμπλέκεταιεμπλέκεται
 στουςστους

 
μηχανισμούςμηχανισμούς

 
παθογένεσηςπαθογένεσης

 
τωντων

 
««πολυπαραγοντικώνπολυπαραγοντικών»»

 
νόσωννόσων

((ππ..χχ. . καρκίνοςκαρκίνος, , νευρολογικέςνευρολογικές
 

παθήσειςπαθήσεις) ) 

ΓΟΝΙΔΙΩΜΑΤΙΚΗΓΟΝΙΔΙΩΜΑΤΙΚΗ
 

ΑΣΤΑΘΕΙΑΑΣΤΑΘΕΙΑ

Γονοτοξική
 

έκθεση

Αλλοιώσεις
 στο

 
DNA

Επιδιόρθωση

 

DNA

Αποτοξικοποίηση



 Επιστρατεύονται
 

ομάδες
 

γονιδίων
 

που
 

κωδικοποιούν
 

««ένζυμαένζυμα
 

αποτοξικοποίησηςαποτοξικοποίησης»»::

ΜηχανισμοίΜηχανισμοί
 

ΑποτοξικοποίησηςΑποτοξικοποίησης

ΤρανσφεράσεςΤρανσφεράσες

 

τηςτης

 

γλουταθειόνηςγλουταθειόνης

 

ΤΤ1 (1 (GSTT1GSTT1) ) καικαι

 

ΜΜ11

 

(GSTM1)(GSTM1)

 

: : 
ΈνζυμαΈνζυμα--κλειδιάκλειδιά»»

 

τηςτης

 

22ηςης

 

φάσηςφάσης

 

τηςτης

 

κυτταρικήςκυτταρικής

 

αποτοξικοποίησηςαποτοξικοποίησης

 

((detoxification phase II)detoxification phase II). . 
ΣυμμετέχουνΣυμμετέχουν

 

στηνστην

 

προστασίαπροστασία

 

τωντων

 

κυττάρωνκυττάρων

 

απόαπό

 

γονοτοξικούςγονοτοξικούς

 

ενδιάμεσουςενδιάμεσους

 

οξυγονομένουςοξυγονομένους

 

μεταβολίτεςμεταβολίτες..

Chemical

 
(PAH)

Cyt450

PHASE IPHASE I
Reactive Reactive 

IntermediateIntermediate

Detoxification

DNA adducts

Excretion

Mutagenesis

PHASE II
PHASE IIGSTT1 or M1

GSTT1 or M1

EEμπλέκεταιμπλέκεται

 

στονστον

 

μεταβολισμόμεταβολισμό

 

τουτου

 

βενζολίουβενζολίου

 

καικαι

 

τωντων

 

παραγόντωνπαραγόντων

 

τουτου

 

((κινόνεςκινόνες,,

 

αμίνεςαμίνες, , αζωτούχεςαζωτούχες

 ενώσειςενώσεις) ) μετατρέποντάςμετατρέποντάς

 

τατα

 

σεσε

 

υδροκινόνεςυδροκινόνες

 

πουπου

 

είναιείναι

 

λιγότερολιγότερο

 

τοξικέςτοξικές

 

καικαι

 

απομακρύνονταιαπομακρύνονται

 

ευκολότεραευκολότερα

 απόαπό

 

τοτο

 

κύτταροκύτταρο. . 

ΗΗ

 

οξειδορεδουκτάσηοξειδορεδουκτάση

 

NADNAD((PP))HH--κινόνηκινόνη

 

((NQONQO1)1): : 



ΤαΤα
 

γονίδιαγονίδια
 

GSTT1GSTT1
 

καικαι
 

GSTM1 GSTM1 

 ΠαρουσιάζουνΠαρουσιάζουν

 

πολυμορφισμόπολυμορφισμό

 

τουτου

 

τύπουτύπου

 

ολικήςολικής

 

έλλειψηςέλλειψης

 

((null genotypenull genotype).).

ΑπώλειαΑπώλεια
 

ενζυματικήςενζυματικής
 

δράσηςδράσης





 

ΣυνέπειαΣυνέπεια

 

τωντων

 

πολυμορφισμώνπολυμορφισμών

 

είναιείναι

 

άτομαάτομα

 

τουτου

 

πληθυσμούπληθυσμού

 

νανα

 

διαφέρουνδιαφέρουν

 

ωςως

 

προςπρος

 

τηντην

 

ικανότητάικανότητά

 τουςτους

 

νανα

 

μεταβολίσουνμεταβολίσουν

 

καικαι

 

νανα

 

αποβάλλουναποβάλλουν

 

γονοτοξικέςγονοτοξικές

 

ουσίεςουσίες..

 ΠαρουσιάζειΠαρουσιάζει

 

πολυμορφισμόπολυμορφισμό

 

τουτου

 

τύπουτύπου

 

SNPSNP

 

(Single Nucleotide Polymorphism)(Single Nucleotide Polymorphism)

C A G C G C A A C T5’ 3’

Nucleotide position 609

NQO1 C TT

ΤοΤο
 

γονίδιογονίδιο
 

NQONQO11::

 ΆτομαΆτομα

 

ετερόζυγαετερόζυγα

 

((CC//TT))

 

παρουσιάζουνπαρουσιάζουν

 

μειωμένημειωμένη

 

ενεργότηταενεργότητα

 

τουτου

 

ενζύμουενζύμου

 

NQO1 NQO1 ενώενώ

 

άτομαάτομα

 

πουπου
φέρουνφέρουν

 

τοντον

 

πολυμορφισμόπολυμορφισμό

 

σεσε

 

ομόζυγηομόζυγη

 

κατάστασηκατάσταση

 

((TT//TT))

 

παρουσιάζουνπαρουσιάζουν

 

ολικήολική

 

απώλειααπώλεια
τηςτης

 

δράσηςδράσης

 

NQO1NQO1..

ΆτομαΆτομα
 

««γενετικάγενετικά
 

προδιαθετημέναπροδιαθετημένα»»
 

γιαγια
 

τηντην
 

εμφάνισηεμφάνιση
 

νόσουνόσου
 

;;



 ΣυσχετισμόςΣυσχετισμός

 

τουτου

 

γονοτύπουγονοτύπου

 

μεμε

 

παραμέτρουςπαραμέτρους

 

όπωςόπως

 

τατα

 

κλινικάκλινικά

 

χαρακτηριστικάχαρακτηριστικά

 

((φύλοφύλο, , ηλικίαηλικία))
καικαι

 

τιςτις

 

κυτταρογενετικέςκυτταρογενετικές

 

υποομάδεςυποομάδες..



 

ΔιερεύνησηΔιερεύνηση

 

τουτου

 

ρόλουρόλου

 

τωντων

 

πολυμορφισμώνπολυμορφισμών

 

στηνστην

 

προδιάθεσηπροδιάθεση

 

εμφάνισηςεμφάνισης

 

στονστον

 

ΕλληνικόΕλληνικό

 πληθυσμόπληθυσμό

 

μεμε

 

μελέτεςμελέτες

 

ασθενώνασθενών

 

––

 

μαρτύρωνμαρτύρων

 

((CaseCase--Control Studies)Control Studies)..

CaseCase--Control StudiesControl Studies

ΓονοτυπικέςΓονοτυπικές
 

μελέτεςμελέτες
 

τωντων
 

πολυμορφισμώνπολυμορφισμών
 

σταστα
 

γονίδιαγονίδια
 

GSTT1,GSTT1,
 

GSTM1GSTM1
 

καικαι
 

NQO1NQO1: : 

 ΝευρολογικάΝευρολογικά

 

νοσήματανοσήματα ΠολλαπλήΠολλαπλή

 

ΣκλήρυνσηΣκλήρυνση

 

((ΠΣΠΣ))

 ΑιματολογικάΑιματολογικά
 

νοσήματανοσήματα ΜυελοδυσπλαστικάΜυελοδυσπλαστικά
 

ΣύνδρομαΣύνδρομα
 

((ΜΔΣΜΔΣ))





 

ΔείγματαΔείγματα

 

μυελούμυελού

 

τωντων

 

οστώνοστών

 

ασθενώνασθενών

 

μεμε

 

πρωτοπαθέςπρωτοπαθές

 

ΜΔΣΜΔΣ, , περιφερικούπεριφερικού

 

αίματοςαίματος

 

ασθενώνασθενών

 

μεμε

 ΠΣΠΣ

 

καικαι

 

περιφερικούπεριφερικού

 

αίματοςαίματος

 

υγιώνυγιών

 

δοτώνδοτών

 

(controls(controls))..

Απομόνωση
 

DNA

ΥλικόΥλικό
 

καικαι
 

ΜέθοδοιΜέθοδοι

ΑιμόλυσηΑιμόλυση

 

ερυθρώνερυθρών

ΡήξηΡήξη

 

κυτταρικώνκυτταρικών

 

μεμβρανώνμεμβρανών

ΚατακρήμνισηΚατακρήμνιση

 

τουτου

 

DNADNA

ΈκπλυσηΈκπλυση

ΕνυδάτωσηΕνυδάτωση





 

EEπιτρέπειπιτρέπει

 

τοντον

 

πολλαπλασιασμόπολλαπλασιασμό

 

ενόςενός

 

επιλεγμένουεπιλεγμένου

 

τμήματοςτμήματος

 

DNADNA..



 

ΧρησιμοποιούνταιΧρησιμοποιούνται

 

ζεύγοιζεύγοι

 

εκκινητώνεκκινητών

 

((primers),primers),

 

πουπου

 

έχουνέχουν

 

συμπληρωματικήσυμπληρωματική

 

αλληλουχίααλληλουχία

 

μεμε

 

τατα

 άκραάκρα

 

τουτου

 

DNADNA--στόχουστόχου

 

(primers)(primers)..

ΗΗ
 

AAλυσιδωτήλυσιδωτή
 

AAντίδρασηντίδραση
 

ΠολυμεράσηςΠολυμεράσης
 

Polymerase Chain Reaction (PCR)Polymerase Chain Reaction (PCR)

ΑποδιάταξηΑποδιάταξη

 

τουτου

 

DNADNA

 

στόχουστόχου

 

((θέρμανσηθέρμανση

 

9494--9595οοC)C)

ΣύνδεσηΣύνδεση

 

τωντων

 

εκκινητώνεκκινητών

 

σταστα

 

άκραάκρα

 

τουτου

 

DNADNA--στόχουστόχου

ΕπέκτασηΕπέκταση

 

τωντων

 

συμπληρωματικώνσυμπληρωματικών

 

αλυσίδωναλυσίδων

 
TaqTaq

 

PolymerasePolymerase: : 
ΠολυμεράσηΠολυμεράση

 

σταθερήσταθερή

 

σεσε

 

υψηλέςυψηλές

 

θερμοκρασίεςθερμοκρασίες

3030--40 40 κύκλοικύκλοι

Polymerase Chain Reaction (Polymerase Chain Reaction (PCRPCR):):



GSTT1
b-globin

1 2 3 4 5 6 7 8 M

GSTT1
Multiplex PCR

 
(GSTT1+b-globin)





 

EEπιτρέπειπιτρέπει

 

τηντην

 

ανάδειξηανάδειξη

 

πολυμορφισμώνπολυμορφισμών

 

τύπουτύπου

 

SNPsSNPs

 

((ΠολυμορφισμόςΠολυμορφισμός

 

στοστο

 

γονίδιογονίδιο

 

NQO1NQO1)): : 

1.1.

 

ΗΗ

 

προςπρος

 

μελέτημελέτη

 

περιοχήπεριοχή

 

πολλαπλασιάζεταιπολλαπλασιάζεται

 

μεμε

 

απλήαπλή

 

PCRPCR. . 

PCR-RFLPs
 Restriction Fragment Length Polymorphisms

1      2       3     4      5      6     7      8      9     10 11    12    M  

(C/C)(C/C)

 
wildwild--typetype

(T/T)(T/T)
homozygous mutanthomozygous mutant

(C/T)(C/T)
heterozygous mutantheterozygous mutant

195195

 

bpbp

112 112 bpbp
151 151 bpbp

3. 3. ΔιαχωρισμόςΔιαχωρισμός

 

τωντων

 

θραυσμάτωνθραυσμάτων

 

ανάλογαανάλογα

 

μεμε

 

τοτο

 

μέγεθόςμέγεθός

 

τουςτους

 

μεμε

 

ηλεκτροφόρησηηλεκτροφόρηση

 

::

HinfIHinfI

 

Restriction site:Restriction site:NQO1 C T

2.  2.  ΠεριοριστικήΠεριοριστική

 

ενδονουκλεάσηενδονουκλεάση

 

HinfIHinfI

 

(restriction enzyme): (restriction enzyme): τοτο

 

μεταλλαγμένομεταλλαγμένο

 

αλληλόμορφοαλληλόμορφο

 αποτελείαποτελεί

 

θέσηθέση

 

κοπήςκοπής, , μεμε

 

αποτέλεσμααποτέλεσμα

 

τητη

 

δημιουργίαδημιουργία

 

κομματιώνκομματιών

 

(fragments), (fragments), διαφόρωνδιαφόρων

 

μεγεθώνμεγεθών

 ανάλογαανάλογα

 

μεμε

 

τηντην

 

παρουσίαπαρουσία

 

ήή

 

όχιόχι

 

πολυμορφισμούπολυμορφισμού..



ΠΟΛΥΜΟΡΦΙΣΜΟΙΠΟΛΥΜΟΡΦΙΣΜΟΙ
 

GSTT1GSTT1, , GSTM1GSTM1
 

ΚΑΙΚΑΙ
 

NQO1NQO1
ΣΕΣΕ

 
ΑΣΘΕΝΕΙΣΑΣΘΕΝΕΙΣ

 
ΜΕΜΕ

 
ΠΡΩΤΟΠΑΘΕΣΠΡΩΤΟΠΑΘΕΣ

 
ΜΥΕΛΟΔΥΣΠΛΑΣΤΙΚΟΜΥΕΛΟΔΥΣΠΛΑΣΤΙΚΟ

 
ΣΥΝΔΡΟΜΟΣΥΝΔΡΟΜΟ

 
((ΜΔΣΜΔΣ))



 
MMεγαλύτερηεγαλύτερη

 
έωςέως

 
σήμερασήμερα

 
σειράσειρά

 
ασθενώνασθενών

 
μεμε

 
πρωτοπαθέςπρωτοπαθές

 
ΜΔΣΜΔΣ

 
((n=330) n=330) πουπου

 
έχειέχει

 αναλυθείαναλυθεί
 

γονοτυπικάγονοτυπικά
 

γιαγια
 

τουςτους
 

πολυμορφισμούςπολυμορφισμούς
 

τωντων
 

γονιδίωνγονιδίων
 

GSTT1,GSTT1,
 

GSTM1 GSTM1 καικαι
 NQO1NQO1..



 
ΠροσδιορισμόςΠροσδιορισμός

 
γιαγια

 
τοντον

 
ελληνικόελληνικό

 
πληθυσμόπληθυσμό

 
((δείγμαδείγμα

 
ομοιογενούςομοιογενούς

 
εθνογεωγραφικήςεθνογεωγραφικής

 προέλευσηςπροέλευσης), ), τηςτης
 

συχνότηταςσυχνότητας
 

απουσίαςαπουσίας
 

τωντων
 

γονιδίωνγονιδίων
 

GSTT1GSTT1
 

καικαι
 

GSTM1 GSTM1 καθώςκαθώς
 

καικαι
 τηςτης

 
συχνότηταςσυχνότητας

 
πολυμορφισμούπολυμορφισμού

 
στοστο

 
γονίδιογονίδιο

 
NQO1NQO1..

ΑποτελέσματαΑποτελέσματα



ΣχέσηΣχέση
 

πολυμορφισμούπολυμορφισμού
 

γονιδίουγονιδίου
 

αποτοξικοποίησηςαποτοξικοποίησης
 

μεμε
 

συγκεκριμένησυγκεκριμένη
 

κυτταρογενετικήκυτταρογενετική
 ομάδαομάδα..

ΣχεδόνΣχεδόν

 

όλοιόλοι

 

οιοι

 

ασθενείςασθενείς

 

μεμε

 

έλλειψηέλλειψη

 

del(5q)del(5q)

 

έδειξανέδειξαν

 

««θετικόθετικό

 

γονότυπογονότυπο»»

 

γιαγια

 

τοτο

 

γονίδιογονίδιο

 

GSTTGSTT1, 1, 
σεσε

 

σχέσησχέση

 

μεμε

 

τιςτις

 

υπόλοιπεςυπόλοιπες

 

κυτταρογενετικέςκυτταρογενετικές

 

ομάδεςομάδες..

 
Table 3. Distribution of GSTT1 null genotype among MDS cases with 
5q31/EGR1 deletion, classified in groups of different karyotype complexity 

Complexity No No with GSTT1 null genotype 
(%) 

Isolated 5q deletion 22  0 
5q deletion +1 additional abnormality 4  0 
Complex (≥3 abnormalities) 21 2 (9.5) 

Total 47 2* (4.2) 

*Significantly lower when compared to patients with an abnormal karyotype 
(n=105, Table 2) (OR = 6.3; 95% CI, 1.4-2.8; P = 0.008). Also significantly lower 
when compared with normal controls (OR = 4.209; 95% CI, 0.990-17.888; P = 
0.042). 

StavropoulouStavropoulou et al., et al., LeukemiaLeukemia 2008 Aug;22(8):16432008 Aug;22(8):1643--6 6 del(5)(q13q33)

ΑποτελέσματαΑποτελέσματα

ΔημιουργίαΔημιουργία

 

ενδιάμεσωνενδιάμεσων

 

τοξικώντοξικών

 

μεταβολιτώνμεταβολιτών; ; 
((ππ..χχ. . ΜεταβολισμόςΜεταβολισμός

 

διχλωρομεθανίουδιχλωρομεθανίου))



 ΗΗ

 

πολλαπλήπολλαπλή

 

σκλήρυνσησκλήρυνση

 

((ΠΠ..ΣΣ.): .): ΧρόνιαΧρόνια

 

φλεγμονώδηςφλεγμονώδης

 

απομυελινωτικήαπομυελινωτική

 

νόσοςνόσος

 

τουτου

 

ΚΝΣΚΝΣ

ΠοσοστόΠοσοστό

 

εμφάνισηςεμφάνισης

 

τηςτης

 

νόσουνόσου

 

σεσε

 

δεδομένοδεδομένο

 

πληθυσμόπληθυσμό: : διπλάσιοδιπλάσιο

 

στιςστις

 

γυναίκεςγυναίκες

 

απαπ’’ότιότι

 

στουςστους

 

άνδρεςάνδρες. . 

ΓονοτυπικήΓονοτυπική

 

ανάλυσηανάλυση

 

ΕλλήνωνΕλλήνων

 

ασθενώνασθενών

 

μεμε

 

ΠΣΠΣ

 

ωςως

 

προςπρος
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(n=74, 65.5% vs. 33.3%, P=0.034).(n=74, 65.5% vs. 33.3%, P=0.034).
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