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Περίληψη 

 Έχουν εντοπιστεί πολλοί παράγοντες κινδύνου για την εμφάνιση 

επανειλημμένων απωλειών κύησης (ΕΑΚ).  Οι πιο σημαντικοί από αυτούς τους 

παράγοντες είναι οι  ανατομικές ανωμαλίες, οι χρωμοσωμικές ανωμαλίες, οι 

ενδοκρινολογικές διαταραχές, οι θρομβοφιλίες και οι ιδιοπαθείς διαταραχές. Μεταξύ 

αυτών, κυρίαρχη θέση στην εμφάνιση ΕΑΚ κατέχουν οι θρομβώσεις/θρομβοφιλίες, 

είτε κληρονομούμενες είτε επίκτητες, οι οποίες αποτελούν και συχνό παράγοντα 

κινδύνου για καρδιαγγειακές νόσους.  Το γονίδιο ANRIL έχει προσελκύει ολοένα και 

αυξανόμενη προσοχή στην πρόσφατη βιβλιογραφία λόγω της συσχέτισης του με τις 

καρδιαγγειακές νόσους. Ωστόσο, πλέον το ενδιαφέρον εστιάζεται στο να καθοριστεί 

πιθανή συσχέτιση του ANRIL με τις ΕΑΚ. Αυτός είναι και ο στόχος της παρούσας 

μελέτης ασθενών-μαρτύρων, η οποία συμπεριλαμβάνει δείγματα περιφερικού αίματος 

από 56 γυναίκες με ΕΑΚ (ομάδα ΕΑΚ) και  69 γυναίκες μετά από τοκετό ζώντος 

νεογνού (ομάδα control). Έγινε απομόνωση του DNA από το περιφερικό αίμα και ο 

πολυμορφισμός ενισχύθηκε με την βοήθεια της PCR. Επίσης, έγινε διαστρωμάτωση 

της ομάδας ΕΑΚ αναλόγως με τον αριθμό των αποβολών. Το OR για το 

αλληλόμορφο Α για τη σύγκριση μεταξύ των γυναικών με 2 και 3 αποβολές 

υπολογίστηκε,  αφού λήφθηκε υπόψιν η ηλικία και το BMI της μητέρας. Συνολικά, τα 

αποτελέσματα της μελέτης δείχνουν διαφορετικό επιπολασμό του πολυμορφισμού 

rs4977574 του γονιδίου του ANRIL στις γυναίκες με ΕΑΚ, ενώ μια συσχέτιση με τον 

αριθμό των αποβολών δεν μπορεί να αποκλειστεί. Επομένως, φαίνεται ότι είναι 

πιθανόν οι πολυμορφισμοί του γονιδίου του ANRIL παίζουν ρόλο στην εμφάνιση 

ΕΑΚ. Παρέχοντας έτσι επιπλέον υποστηρικτικά στοιχεία για την υπόθεση της 

συσχέτισης καρδιαγγειακών νόσων με ΕΑΚ. Περαιτέρω έρευνα χρειάζεται για να 
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επιβεβαιώσει ή να απορρίψει αυτή τη συσχέτιση καθώς επίσης και να εντοπίσει τους 

υπεύθυνους μηχανισμούς, εάν αυτοί υπάρχουν. 
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Abstract 

There are many risk factors for recurrent pregnancy loss (RPL). They range 

from anatomical abnormalities, chromosomal abnormalities, endocrinological 

dysfunction, thrombophilias, and idiopathic causes. Among them, 

thromboses/thrombophilias, either inherited or acquired play a major role in RPL 

development, which is also a common contributing factor to cardiovascular disease. 

ANRIL gene has attracted increasing attention recently because of its association with 

cardiovascular disease. However, the potential association of ANRIL with RPL, if 

any, remains to be established. Thus, the present case-control study involved women 

with RPL and women following livebirth from a university hospital to investigate this 

potential correlation. Peripheral blood samples were collected from 56 women with 

RPL (RPL group) and 69 women following livebirth (Control group). Their DNA was 

extracted from peripheral blood and polymorphism of interest was enhanced with 

PCR. RPL group was further stratified according to number of pregnancy losses. OR 

for the allele A between two and three pregnancy losses was adjusted for maternal age 

and BMI. Overall, study results suggest different prevalence of ANRIL rs4977574 

polymorphism depending on the presence of RPL, while an association with number 

of RPL cannot be excluded. Consequently, ANRIL gene polymorphism might have a 

role in the development of RPL. Providing additional evidence for the shared 

pathophysiological mechanisms hypothesis between cardiovascular diseases and RPL. 

Further research is required to confirm or reject this correlation and shed light on the 

underlying mechanism, if one exists.  
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1 Εισαγωγή 

 

1.1 Φυσιολογία αναπαραγωγικού συστήματος  

 

1.1.1 Άξονας υποθαλάμου υπόφυσης ωοθηκών 

 

Το γυναικείο αναπαραγωγικό σύστημα ρυθμίζεται κυρίως από το σύστημα 

υποθαλάμου-υπόφυσης-ωοθήκες. Οι νευρώνες που παράγουν γοναδοτροπίνες 

μετακινούνται περί τη δεύτερη εβδομάδα εμβρυϊκής ζωής από την οσφρητική περιοχή 

στον τοξοειδή πυρήνα του υποθαλάμου. Ο πρόσθιος λοβός της υπόφυσης 

σχηματίζεται αρχικά σαν ένα άνοιγμα στην οροφή του στόματος (Θύλακος Rathke) 

(1). Αυτή η στενή εμβρυολογική προέλευση και το εκτεταμένο αγγειακό δίκτυο που 

συνδέει τον υποθάλαμο και τον πρόσθιο λοβό της υπόφυσης εξηγεί την στενή 

αλληλεπίδραση τους  στη λειτουργία του αναπαραγωγικού συστήματος.  

 Ο υποθάλαμος θεωρείται η αρχή του αναπαραγωγικού άξονα. Από εκεί 

παράγεται ο παράγοντας απελευθέρωσης των γοναδοτροπινών (Gonadotropin 

releasing hormone, GnRH). Με την σειρά της η GnRH διεγείρει τον πρόσθιο λοβό 

της υπόφυσης να παράγει την θυλακιοτρόπο (Follicular stimulating hormone, FSH) 

και ωχρινοτρόπο ορμόνη (Luteinizing hormone, LH) (2). Οι FSH και LH στην 

συνέχεια δρουν σε συνέργεια, ρυθμίζοντας στενά τη διαδικασία της 

ωοθυλακιορρηξίας και την παραγωγή οιστρογόνων από την ωοθήκη. Τέλος, υπάρχει 

μηχανισμός αρνητικού feedback από τα οιστρογόνα στην παραγωγή GnRH και 

FSH/LH από τον υποθάλαμο και την υπόφυση αντίστοιχα (Εικόνα 1).  



8 
 

 

Εικόνα 1. Άξονας υποθαλάμου-υπόφυσης ωοθηκών. 

 

1.1.2 Εμμηνορρυσιακός Κύκλος 

 

Η FSH και η LH είναι υπεύθυνες για τη ρύθμιση της ωοθυλακιορρηξίας και 

του εμμηνορρυσιακού κύκλου (3). Ο εμμηνορρυσιακός κύκλος χωρίζεται σε 

ωοθυλακική και ωχρινική φάση. Η ωοθυλακική φάση ξεκινά την πρώτη ημέρα του 

κύκλου ή την πρώτη ημέρα της εμμηνορυσίας και διαρκεί συνήθως 10-14 ημέρες 

μέχρι την ωορρηξία. Κατά την διάρκεια της ωοθυλακικής φάσης γίνεται η επιλογή 

του κυρίαρχου ωοθυλακίου. Χαρακτηρίζεται από αύξηση της FSH λόγω της 

απώλειας του αρνητικού feedback των οιστρογόνων στην υπόφυση, μετά την 

εκφύλιση του ωχρού σωματίου από τον προηγούμενο κύκλο. Με την αύξηση της 

FSH, το κυρίαρχο ωοθυλάκιο ξεκινά να παράγει οιστρογόνα (4). Η αύξηση των 
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οιστρογόνων οδηγεί σε αύξηση της έκφρασης υποδοχέων της FSH και της LH στα 

κοκκώδη κύτταρα της ωοθήκης (5). Αρχικά τα αυξανόμενα επίπεδα οιστρογόνων 

ασκούν αρνητικό feedback στην παραγωγή LH από τον πρόσθιο λοβό της υπόφυσης. 

Παρόλα αυτά, στο μέσο του κύκλου παρατηρείται ένα μοναδικό φαινόμενο, όπου το 

αρνητικό feedback μεταβάλλεται σε θετικό feedback. Τα ολοένα και αυξανόμενα 

επίπεδα οιστρογόνων προκαλούν την αιχμή της LH, περίπου 10-12 ώρες μετά (3). Ως 

αποτέλεσμα της αιχμής αυτής προκαλείται η ωοθυλακιορρηξία κατά την οποία 

απελευθερώνεται το ωοκύτταρο, αφού ολοκληρώσει την πρώτη μειωτική διαίρεση. 

Μετά την ωοθυλακιορρηξία, ξεκινά η ωχρινική φάση. Αυτή η φάση παίρνει 

το όνομα της από την μετατροπή των εναπομεινάντων κυττάρων του κυρίαρχου 

ωοθυλακίου σε ωχρό σωμάτιο. Αυτό παράγει προγεστερόνη σε απάντηση στην LH 

(6). Η προγεστερόνη με τη σειρά της αναστέλλει την έκκριση LH (7). Εάν μετά την 

ωορρηξία έχουμε γονιμοποίηση και εμφύτευση, η παραγωγή βήτα χοριακής 

γοναδοτροπίνης από την τροφοβλάστη θα οδηγήσει το ωχρό σωμάτιο στην παραγωγή 

προγεστερόνης (8). Ωστόσο, εάν δεν έχουμε γονιμοποίηση, το ωχρό σωμάτιο 

εκφυλίζεται και έχουμε πτώση της προγεστερόνης και των οιστρογόνων. Η πτώση 

αυτή διεγείρει την παραγωγή FSH μέσω του μηχανισμού αρνητικού feedback και την 

έναρξη του επόμενου κύκλου.  

 

1.1.3 Κυκλικές αλλαγές του ενδομητρίου 

 

 Οι ωοθηκικές ορμόνες προκαλούν τις κυκλικές αλλαγές του ενδομητρίου. 

Παρομοίως όπως και με τις φάσεις του κύκλου με βάση την ωοθήκη, υπάρχουν και 

δυο φάσεις με βάση το ενδομήτριο. Η παραγωγική φάση αντιστοιχεί στην 
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ωοθυλακική φάση της ωοθήκης. Η αύξηση των επιπέδων οιστρογόνων οδηγεί σε 

ανάπτυξη των αδένων, του διάμεσου ιστού και του ενδοθηλίου του ενδομητρίου. Οι 

αδένες του ενδομητρίου είναι αρχικά μικρές και στενές δομές αλλά η αύξηση των 

οιστρογόνων οδηγεί σε ανάπτυξη των αδένων και του διάμεσου ιστού καθώς επίσης 

και του αριθμού των ενδοθηλιακών κυττάρων. Ο διάμεσος ιστός του ενδομητρίου 

γίνεται λιγότερο πυκνός. Οι σπειροειδείς αρτηρίες αρχικά δεν έχουν διακλαδώσεις 

ούτε περιελίξεις, όμως με την δράση των οιστρογόνων αναπτύσσουν ένα εκτεταμένο 

δίκτυο ακριβώς κάτω από το ενδομήτριο (9).   

 Μετά την ωοθυλακιορρηξία, τα αυξημένα επίπεδα οιστρογόνων και 

προγεστερόνης οδηγούν στην εκκριτική φάση του ενδομητρίου, η οποία αντιστοιχεί 

στην ωχρινική φάση της ωοθήκης. Η περαιτέρω ανάπτυξη του ενδομητρίου 

αναστέλλεται από την προγεστερόνη (10). Κατά τη διάρκεια της εκκριτικής φάσης οι 

σπειροειδείς αρτηρίες εμφανίζουν περισσότερες περιελίξεις, οι αδένες αρχίζουν να 

αποδομούνται και ο διάμεσος ιστός γίνεται οιδηματώδης. 

 Με την εκφύλιση του ωχρού σωματίου, τα επίπεδα οιστρογόνων και 

προγεστερόνης μειώνονται, οδηγώντας σε αποδόμηση το ενδομητρίου. Ο διάμεσος 

ιστός και οι αδένες ξεκινούν την διαδικασία της απόπτωσης, οδηγώντας σε μείωση 

του πάχους του ενδομητρίου. Το γεγονός αυτό οδηγεί στη μείωση της αιματικής 

παροχής στις σπειροειδείς αρτηρίες και τον επακόλουθο αγγειόσπασμο. Το τελικό 

αποτέλεσμα είναι η διακοπή της αιματικής παροχής και η ιστική ισχαιμία. Η ισχαιμία 

οδηγεί σε μια φλεγμονώδη κατάσταση και αύξηση των προσταγλανδινών. Οι 

προσταγλανδίνες προκαλούν συσπάσεις του μυομητρίου (κράμπες περιόδου) οι 

οποίες βοηθούν την εκκένωση του ενδομητρίου (11). Επιπλέον, η απόσυρση από την 

προγεστερόνη οδηγεί σε απελευθέρωση λυσοσωματικών ενζύμων στο 

κυτταρόπλασμα, εντείνοντας την ιστική νέκρωση (12). Ακολούθως, οδηγούμαστε σε 
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λύση του ενδομητρικού ιστού και εξαγγείωση ερυθρών αιμοσφαιρίων στον διάμεσο 

ιστό. Η πτώση των επιπέδων προγεστερόνης οδηγεί επίσης στην απελευθέρωση 

μεταλοπρωτεϊνασών, που κατόπιν οδηγούν σε περαιτέρω κυτταρικό θάνατο (13). Το 

τελικό αποτέλεσμα όλων αυτών των γεγονότων είναι η αποδόμηση του ενδομητρίου 

καθώς το στρώμα του ενδομητρίου αποβάλλεται από την ενδομητρική κοιλότητα 

κατά την εμμηνορρυσία. Η Εικόνα 2 απεικονίζει μια σύνοψη των φάσεων και των 

γεγονότων του εμμηνορρυσιακού κύκλου.  

 

 

Εικόνα 2. Απεικόνιση των φάσεων του εμμηνορρυσιακού κύκλου. 
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1.2 Γονιμοποίηση, πρώιμη εμβρυϊκή ανάπτυξη και 

εμφύτευση 

 

1.2.1 Γονιμοποίηση και πρώιμη εμβρυϊκή ανάπτυξη 
 

 Μετά την ωοθυλακιορρηξία, το ωάριο απελευθερώνεται από την ωοθήκη και 

προσλαμβάνεται από τους κροσσούς του κώδωνος στην σάλπιγγα. Έπειτα προχωρά 

μέσα στην σάλπιγγα από τις συσπάσεις των λείων μυϊκών ινών,  καθώς επίσης και 

από την κίνηση των βλεφαρίδων το επιθηλίου των σαλπίγγων, προωθώντας το προς 

την ενδομητρική κοιλότητα (14).  

 Η γονιμοποίηση συνήθως συμβαίνει στην λήκυθο του ωαγωγού. Εκεί το 

σπερματοζωάριο εισέρχεται μέσα στο ωάριο και εκεί γίνεται συνένωση των δυο 

πυρήνων, σχηματίζοντας τον ζυγώτη. Η συνένωση των δυο πυρήνων του 

σπερματοζωαρίου και του ωαρίου αποκαθιστά τον φυσιολογικό διπλοειδικό αριθμό 

χρωμοσωμάτων στο κύτταρο (15). Ο ζυγώτης φτάνει μετά από περίπου 3 ημέρες στην 

ενδομητρική κοιλότητα. Κατά τη διάρκεια αυτής της πορείας, ξεκινούν οι κυτταρικές 

διαιρέσεις και η αρχική ανάπτυξη του εμβρύου. Ο ζυγώτης εμφανίζει ταχείες 

διαδοχικές κυτταρικές διαιρέσεις (αυλάκωση). Το αποτέλεσμα αυτών των διαιρέσεων 

είναι ο σχηματισμός της μόρουλας, η οποία αποτελείται από 8-32 κύτταρα. Αυτή 

συνεχίζει να αναπτύσσεται και σχηματίζει την βλαστοκύστη. Στο στάδιο της 

βλαστοκύστης, τα κύτταρα διαφοροποιούνται στην τροφοβλάστη, που θα 

σχηματίσουν τον πλακούντα και την έσω κυτταρική μάζα που τελικά θα σχηματίσουν 

το έμβρυο (16). Στην Εικόνα 3 συνοψίζεται η διαδικασία της γονιμοποίησης και της 

πρώιμης εμβρυϊκής ανάπτυξης. 
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Εικόνα 3. Γονιμοποίηση και πρώιμη εμβρυϊκή ανάπτυξη. 

  

1.2.2 Προετοιμασία ενδομητρίου και εμφύτευση 

 

 Σε περίπτωση που υπάρξει γονιμοποίηση το ενδομήτριο ξεκινά μια σειρά 

νέων μορφολογικών και λειτουργικών αλλαγών, για να προετοιμαστεί για την 

εμφύτευση του εμβρύου. Με την παρουσία του ωχρού σωματίου, τα υψηλά επίπεδα 

προγεστερόνης οδηγούν σε μια διαδικασία γνωστή ως φθαρτοποίηση του 

ενδομητρίου. Η παρουσία της προγεστερόνης εμποδίζει την απόπτωση του 

ενδομητρίου και προκαλεί τη μετατροπή των στρωματικών κυττάρων σε φθαρτικά 

κύτταρα, τα οποία απελευθερώνουν προλακτίνη, αυξητικό παράγοντα που μοιάζει με 

ινσουλίνη (insulin-like growth factor), ρελαξίνη και ρενίνη (17). Επομένως, η 

φθαρτοποίηση είναι μείζονος σημασίας για την αλληλεπίδραση εμβρύου, πλακούντα 
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και μητέρας. Το τελικό αποτέλεσμα είναι η δημιουργία ευνοϊκού περιβάλλοντος για 

την εμφύτευση και την  ανάπτυξη του εμβρύου.  

 Μεταξύ της 4ης και 6ης ημέρας μετά τη γονιμοποίηση, η βλαστοκύστη 

εμφυτεύεται στη βασική στιβάδα του ενδομητρίου (Εικόνα 4). Η τροφοβλάστη ξεκινά 

να διαφοροποιείται σε δυο είδη κυττάρων (18). Η εσωτερική στοιβάδα μετατρέπεται 

σε κυτταροτροφοβλάστη και η εξωτερική στοιβάδα σε συγκύτιοτροφοβλάστη. Η 

συγκυτιοτροφοβλάστη είναι υπεύθυνη για την παραγωγή προγεστερόνης και βήτα 

χοριακής γοναδοτροπίνης. Εννέα μέρες μετά τη γονιμοποίηση, η 

συγκυτιοτροφοβλάστη σχηματίζει τις χοριακές λάχνες, οι οποίες επεκτείνονται προς 

τη βασική στοιβάδα. Στις λάχνες αυτές θα σχηματιστούν χώροι γεμάτοι με υγρό που 

τελικά θα ενωθούν με τις φλεβικές κοιλότητες τις μητέρας. Μέχρι τη 17η ημέρα έχει 

ολοκληρωθεί η διαδικασία της εμφύτευσης και ξεκινά η μητροπλακουντιακή 

κυκλοφορία (16). Η εμβρυϊκή κυκλοφορία εγκαθίσταται,  όταν τα εμβρυϊκά αγγεία 

συνδέονται με τα αγγεία της κυτταροτροφοβλάστης.  

 

Εικόνα 4. Διαδικασία εμφύτευσης της βλαστοκύστης.
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1.3 Επανειλημμένες απώλειες κύησης (ΕΑΚ) 

 

1.3.1 Ορισμός - Επιδημιολογία 

  

 Σύμφωνα με τις κατευθυντήριες οδηγίες της Ευρωπαϊκής Εταιρίας 

Ανθρώπινης Αναπαραγωγής και Εμβρυολογίας (European Society of Human 

Reproduction and Embryology, ESHRE) ως Επανειλημμένες Απώλειες Κύησης 

(ΕΑΚ) ορίζεται η παρουσία δύο ή περισσοτέρων επαναλαμβανόμενων αποβολών 

(19). Ως αποβολή ορίζεται η αυτόματη απώλεια της κύησης,  πριν το κύημα φτάσει 

την βιωσιμότητα και πιο συγκεκριμένα από τη στιγμή της σύλληψης μέχρι τις 24 

εβδομάδες της κύησης.  

 Ο προσδιορισμός της επίπτωσης των ΕΑΚ αποτελεί μια πρόκληση και 

εξαρτάται από το πόσο νωρίς αναγνωρίζουν οι γυναίκες την κύηση. Επιπλέον μέχρι 

το 2017 δεν υπήρχε συμφωνία στον ορισμό των ΕΑΚ με αποτέλεσμα να δυσκολεύει 

η σύνοψη αποτελεσμάτων από τις εκάστοτε μελέτες. Υπολογίζεται ότι περίπου το 

50% των κυήσεων χάνεται,  πριν εντοπιστούν κλινικά (19,20). Βασιζόμενοι σε 

δεδομένα από μεγάλες μελέτες στην Ευρώπη και στις ΗΠΑ, η μέση επίπτωση των 

ΕΑΚ υπολογίζεται μεταξύ 1% και 4% των γυναικών που προσπαθούν να πετύχουν 

εγκυμοσύνη (21,22). Σε μια πρόσφατη μετα-ανάλυση δεν φάνηκε να υπάρχει 

γεωγραφική διαφορά στην επίπτωση των ΕΑΚ (23). Ωστόσο η αλλαγή της επίπτωσης 

με τον χρόνο είναι δύσκολο να προσδιοριστεί καθώς όπως προαναφέρθηκε δεν 

υπήρχε μέχρι πριν λίγα χρόνια συμφωνία για τον ορισμό (19).  
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1.3.2 Παθοφυσιολογία – Αίτια Επανειλημμένων Απωλειών 

Κύησης (ΕΑΚ) 

  

Κάθε κύηση αποτελεί ένα μοναδικό γεγονός αλληλεπίδρασης εμβρύου και 

ενδομητρίου. Υπάρχουν συγκεκριμένοι παθοφυσιολογικοί μηχανισμοί που μπορούν 

να προκαλέσουν αυτόματη αποβολή, παρόλο που μπορεί να διαφέρουν μεταξύ των 

γυναικών. Έχουν αναγνωριστεί διάφοροι παράγοντες κινδύνου για ΕΑΚ (Πίνακας 1). 

Πίνακας 1. Παράγοντες κινδύνου για ΕΑΚ*. 

• Ηλικία μητέρας 

• Αριθμός προηγούμενων αποβολών 

• Συγγενείς/ επίκτητες δυσμορφίες της μήτρας 

• Χρόνια ενδομητρίτιδα 

• Βαρύς υποθυρεοειδισμός 

• Μη φυσιολογικός καρυότυπος γονέων 

• Παχυσαρκία (BMI > 30 kg/m2) 

Στο 50-70% των περιπτώσεων ΕΑΚ δεν αναγνωρίζεται κάποιος παράγοντας 

κινδύνου. 

*Δεδομένα από Αμερικανική Εταιρεία Αναπαραγωγικής Ιατρικής (American Society for Reproductive Medicine, ASRM) (20) 

και Ευρωπαϊκή Εταιρεία Ανθρώπινης Αναπαραγωγής και Εμβρυολογίας (European Society of Human Reproduction and 

Embryology, ESHRE) (19). 

 

Γενετικοί παράγοντες 

 Η ανευπλοειδία του εμβρύου είναι μια συχνή αιτία αποβολής σε γυναίκες με 

ΕΑΚ (24). Βάση του τυπικού γενετικού ελέγχου, κυρίως με καρυότυπο, η συχνότητα 
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χρωμοσωματικών ανωμαλιών σε γυναίκες με ΕΑΚ είναι μικρότερη από αυτές με 

μεμονωμένες αποβολές (25–27). Ωστόσο, πιο ευαίσθητες μέθοδοι, όπως το next-

generation sequencing, δείχνουν ότι πιθανόν τα ποσοστά ανευπλοειδίας σε γυναίκες 

είτε με μεμονωμένες αποβολές είτε με ΕΑΚ είναι παρόμοια (28–30). Κατά την 

ερμηνεία τον αποτελεσμάτων θα πρέπει να λαμβάνουμε υπόψιν τον μωσαϊκισμό, 

καθώς στις περιπτώσεις αυτές μπορεί να έχουμε φυσιολογικές κυήσεις (31).  

 Η πιο συχνή αιτία εμβρυϊκών χρωμοσωμικών ανωμαλιών είναι ο μη 

διαχωρισμός κατά τη διάρκεια της μείωσης και οι δομικές χρωμοσωμικές ανωμαλίες. 

Στην περίπτωση του μη διαχωρισμού υπάρχει αποτυχία διαμοιρασμού ίσου αριθμού 

χρωμοσωμάτων στα θυγατρικά κύτταρα, με αποτέλεσμα να εμφανίζονται μονοσωμίες 

και τρισωμίες. Στην περίπτωση των ανασυνδυασμένων δομικών χρωμοσωμικών 

ανωμαλιών έχουμε μεταφορά γενετικού υλικού είτε στο ίδιο είτε σε διαφορετικά 

χρωμοσώματα (32) (Εικόνα 5 & 6).  

 

Εικόνα 5. Μη διαχωρισμός χρωμοσωμάτων κατά την μείωση. 
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Εικόνα 6. Ανασυνδυασμός χρωμοσωμάτων. 

 Ο σημαντικότερος παράγοντας κινδύνου για την εμφάνιση ανευπλοειδιών 

είναι η μεγάλη ηλικία της μητέρας (33), αλλά, όμως,  δεν είναι σαφές κατά πόσο η 

αύξηση των ανευπλοειδιών με την αύξηση της ηλικίας της μητέρας συμβάλλει στις 

ΕΑΚ (29,34,35). Το ποσοστό αποβολών που οφείλονταν σε χρωμοσωματικές 

ανωμαλίες ήταν υψηλότερο στις αποβολές μεταξύ 9 και 14 εβδομάδων κύησης (36). 

Ανασυνδυασμός χρωμοσωμάτων μπορεί να συμβεί de novo ή μπορεί να προϋπάρχει 

στους γονείς. Οι δομικές χρωμοσωμικές ανωμαλίες στους γονείς είναι συχνότερες 

στις ΕΑΚ (2-5%), σε σχέση με τον γενικό πληθυσμό (0.7%) (37,38).  Επίσης, 

αποτελεί σημείο διαμάχης το  κατά πόσο ανωμαλίες του σπερματοζωαρίου 

συμβάλλουν στην εμφάνιση ΕΑΚ. Μερικές μελέτες έχουν βρει ότι οι επιγενετικές 

τροποποιήσεις του DNA του σπερματοζωαρίου (39) και η αυξημένη κατάτμηση του 

DNA μπορεί να συμβάλουν στην εμφάνιση ΕΑΚ (40,41). Παρόλα αυτά σε μια 

μεγάλη μελέτη σε γυναίκες που υποβάλλονταν σε εξωσωματική γονιμοποίηση και 

ενδοκυτταροπλασματική έγχυση σπερματοζωαρίου δεν βρέθηκε συσχέτιση μεταξύ 

αυξημένης κατάτμησης DNA και κίνδυνο αποβολής (42).  
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Διαταραχές της μήτρας 

Πολλοί παράγοντες που συμβάλλουν στην εμφάνιση ΕΑΚ συσχετίζονται με 

τη λειτουργία του ενδομητρίου. Αρχικά οι δομικές ανωμαλίες της μήτρας 

διαγιγνώσκονται συχνά κατά τη διερεύνηση της υπογονιμότητας και ΕΑΚ. Συγγενείς 

ανωμαλίες μήτρας (Εικόνα 7) εμφανίζονται συχνότερα σε γυναίκες με ιστορικό 

αποβολής (13.3%) από ότι στον γενικό πληθυσμό (5.5%) (43). Επιπλέον έχουν γίνει 

προσπάθειες συσχέτισης επίκτητων ανωμαλιών της μήτρας με εμφάνιση ΕΑΚ. Τα 

υποβλεννογόνια ινομυώματα, αλλά όχι τα ενδοτοιχωματικά ή τα υπορογόνια, έχουν 

συσχετιστεί με αυξημένο κίνδυνο αποβολών. Επιπλέον άλλες καταστάσεις όπως οι 

ενδομητρικοί πολύποδες και οι ενδομητρικές συμφύσεις έχουν διαγνωστεί σε 

γυναίκες με ΕΑΚ και υπάρχει η υπόθεση ότι διαταράσσουν την πλακουντοποίηση, 

χωρίς ακόμα να υπάρχουν καθοριστικά δεδομένα (44) (Εικόνα 7).  

 

Εικόνα 7. Συγγενείς και επίκτητες ανατομικές ανωμαλίες της μήτρας. 
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Χρόνια ενδομητρίτιδα 

Χρόνια ενδομητρίτιδα είναι η τοπική φλεγμονή του ενδομητρίου, που 

προκαλείται συνήθως από λοιμώξεις. Στις περισσότερες περιπτώσεις είναι 

ασυμπτωματική ή με ήπια, μη ειδικά συμπτώματα (45). Το γεγονός αυτό σε 

συνδυασμό με το ποικίλο εύρος των πλασματοκυττάρων που απαιτούνται για την 

διάγνωση (46) καθιστά δυσχερή την ακριβή εκτίμηση της επίπτωσης στον πληθυσμό. 

Έχει προταθεί ότι η χρόνια ενδομητρίτιδα προκαλεί αποβολές μέσω της διήθησης του 

ενδομητρίου από κύτταρα του ανοσοποιητικού. Ωστόσο δεν υπάρχουν πειραματικά 

δεδομένα, που να αποδεικνύουν αιτιολογική σχέση της διήθησης του ενδομητρίου 

από κύτταρα του ανοσοποιητικού και την εμφάνιση ΕΑΚ. Τα διαθέσιμα δεδομένα 

είναι περιορισμένα και προέρχονται από μελέτες παρατήρησης που δείχνουν 

βελτίωση των αποτελεσμάτων σε γυναίκες με ΕΑΚ μετά τη θεραπεία με αντιβιοτικά 

(47–49). Παρόλα αυτά, δεν υπάρχει σαφές συμπέρασμα,  καθώς υπάρχει έλλειψη 

τυχαιοποιημένων κλινικών δοκιμών. 

  

Ανεπάρκεια ωχρινικής φάσης 

Η χαμηλή παραγωγή προγεστερόνης κατά την ωχρινική φάση του 

εμμηνορροϊκού κύκλου, γνωστή και ως ανεπάρκεια ωχρινικής φάσης, θεωρείται 

σημαντική αιτία αποβολών,  λόγω του κρίσιμου ρόλου της προγεστερόνης για την 

εμφύτευση και την εγκυμοσύνη. Μια μετα-ανάλυση δύο μεγάλων κλινικών δοκιμών 

έδειξε ότι η κολπικά χορηγούμενη προγεστερόνη βελτιώνει τα αποτελέσματα σε 

γυναίκες που παρουσιάζουν κολπική αιμορραγία στην εγκυμοσύνη και έχουν 

ιστορικό μιας ή περισσότερων αποβολών (50). Η αποτελεσματικότητα της θεραπείας 

ήταν μεγαλύτερη όσο μεγαλύτερος ήταν ο αριθμός των αποβολών. 
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Ανοσολογικοί παράγοντες 

 Το έμβρυο αποτελεί ένα ημι-αλλομόσχευμα και η ανοσολογική ανοχή από την 

πλευρά της μητέρας είναι απαραίτητη για την επιτυχημένη έκβαση μιας κύησης. Η 

ανακάλυψη του μηχανισμού ανοσολογικής ανοχής κατά τη διάρκεια της κύησης 

αποτελεί για δεκαετίες αντικείμενο έρευνας κυρίως σε ό,τι αφορά την αιτιολογία και 

την αντιμετώπιση ΕΑΚ σχετιζόμενων με ανοσολογικούς μηχανισμούς (51).  

 Τα λεμφοκύτταρα της βασικής στοιβάδας του ενδομητρίου διαδραματίζουν 

ζωτικό ρόλο στην αρχή της κύησης, ελέγχοντας και διατηρώντας τη φθαρτοποίηση, 

προάγοντας τη διείσδυση της τροφοβλάστης, την τοπική αγγειογέννεση και 

αναδιαμόρφωση των σπειροειδών αρτηριών, καθώς επίσης, και  καθαρίζοντας τα 

κυτταρικά θραύσματα μετά την απόπτωση (51). Η ανεπαρκής φθαρτοποίηση και 

διάφορες καταστάσεις που προκαλούν συστηματική φλεγμονή, όπως η παχυσαρκία 

(52), μπορούν να προκαλέσουν μια προ-φλεγμονώδη κατάσταση στο ενδομήτριο, που 

επηρεάζει διάφορες λειτουργείες των λεμφοκυττάρων κατά τη διάρκεια των αρχικών 

σταδίων της κύησης (53). 

 Τα NK κύτταρα αναγνωρίζουν τα αντιγόνα επιφανείας HLA-G  στην 

τροφοβλάστη και εκκρίνουν αυξητικούς παράγοντες για το έμβρυο (54). Ωστόσο δεν 

είναι ξεκάθαρο, αν υπάρχει διαταραχή του αριθμού ή της λειτουργίας των NK 

κυττάρων σε γυναίκες με ΕΑΚ (55). Γι’ αυτό το λόγο χρειάζονται περαιτέρω μελέτες, 

ώστε να καθοριστεί η επίπτωση και ο παθοφυσιολογικός μηχανισμός, εάν υπάρχει, με 

τον οποίον συσχετίζονται με τις ΕΑΚ.  
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 Τα Τ-ρυθμιστικά λεμφοκύτταρα παίζουν σημαντικό ρόλο στην εμφάνιση 

ανοσολογικής ανοχής μεταξύ μητέρας και εμβρύου (56). Αυτό το συμπέρασμα 

υποστηρίζεται από μελέτες σε ποντίκια (51), ενώ αντίθετα μελέτες και σε ιστούς από 

αποβολές ανθρώπινων εμβρύων έχουν δείξει λιγότερα Τ-ρυθμιστικά λεμφοκύτταρα 

και αυξημένα Τ1- και Τ17-βοηθητικά λεμφοκύτταρα (57,58).  

 Τα δενδριτικά κύτταρα με ανοσοκατασταλτικές ιδιότητες μπορούν να 

προάγουν τη διαφοροποίηση των Τ-ρυθμιστικών κυττάρων στο ενδομήτριο αλλά και 

σε άλλους ιστούς (59). Επιπλέον μειώνονται σημαντικά στη μέση ωχρινική φάση στις 

γυναίκες με ΕΑΚ (60). Συμπερασματικά, τα δεδομένα αυτά δείχνουν ότι είναι πιθανό 

η διαταραχή της ανοσολογικής λειτουργίας του ενδομητρίου να παίζει κάποιο ρόλο 

στις ΕΑΚ.  

 

Ενδοκρινικοί παράγοντες 

 Διάφορες ενδοκρινολογικές διαταραχές μπορούν να συμβάλουν στην 

εμφάνιση αποβολών. Ο βαρύς υποθυρεοειδισμός μπορεί να προκαλέσει αποβολή, 

καθώς επίσης επηρεάζει τη νευρολογική ανάπτυξη του εμβρύου (61,62). Από την 

άλλη πλευρά ο υποκλινικός υποθυρεοειδισμός δεν φαίνεται να αυξάνει τον κίνδυνο 

για ΕΑΚ (63). 

Το σύνδρομο πολυκυστικών ωοθηκών ορίζεται σύμφωνα με τα κριτήρια 

Rotterdam (64), και έχει συσχετιστεί με ένα εύρος επιπλοκών της κύησης,  όπως ο 

σακχαρώδης διαβήτης κύησης και η προεκλαμψία (65). Ωστόσο δεν υπάρχουν σαφή 

στοιχεία που να συσχετίζουν το σύνδρομο πολυκυστικών ωοθηκών με ΕΑΚ (66,67). 

Ο επιπολασμός του συνδρόμου πολυκυστικών ωοθηκών σε γυναίκες με ΕΑΚ είναι 
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παρόμοιος  με τον γενικό πληθυσμό (66) και η διάγνωση του συνδρόμου δεν 

επηρεάζει την πρόγνωση των γυναικών με ΕΑΚ (67). 

Η παχυσαρκία (BMI ≥ 30 kg/m2) αποτελεί ανεξάρτητο παράγοντα κινδύνου 

για την εμφάνιση ΕΑΚ (68,69). Παχύσαρκες γυναίκες με ΕΑΚ έχουν περισσότερες 

ευπλειδικές αποβολές σε σχέση με τις  μη παχύσαρκες γυναίκες (70). Επιπλέον η 

παχυσαρκία έχει συσχετιστεί με πολλές ενδοκρινικές διαταραχές, όπως το σύνδρομο 

πολυκυστικών ωοθηκών, ο υποθυρεοειδισμός και ο σακχαρώδης διαβήτης. Παρόλα 

αυτά όμως αυτές οι συννοσηρότητες μεμονωμένα δεν έχουν σαφείς συσχετίσεις με τις 

ΕΑΚ (63,66,67). Πρόσφατες μελέτες έχουν δείξει ότι η παχυσαρκία είναι πιθανόν να 

επηρεάζει το ενδομήτριο (71), καθώς οι παχύσαρκες γυναίκες φαίνεται να έχουν 

λιγότερα μεσεγχυματικά βλαστικά κύτταρα στην μέση ωχρινική φάση (72), ενώ 

επίσης εμφανίζουν και αυξημένα προϊόντα γλυκοζυλίωσης, τα οποία εμποδίζουν την 

φθαρτοποίηση και τη διείσδυση της βλαστοκύστης  (52). 

Επιπλέον, για την έλλειψη βιταμίνης D δεν υπάρχουν αρκετά κλινικά 

δεδομένα για να τη συσχετίσουν με τις ΕΑΚ (73,74). Τέλος,  παρόλο που έχουν 

προταθεί μερικοί πιθανοί μηχανισμοί με τους οποίους η βιταμίνη D μπορεί να 

οδηγήσει σε αποβολές, όπως η αύξηση των αυτό-αντισωμάτων, 

συμπεριλαμβανομένου των αντιθυρεοειδικών και των αντιφωσφωλιπιδικών (74), ο 

παθοφυσιολογικός μηχανισμός δεν είναι ξεκάθαρος. 

 

Θρομβωτικοί παράγοντες 

 Η θρομβοφιλία είναι μια επίκτηση ή κληρονομούμενη διαταραχή που 

επηρεάζει την πήξη του αίματος και αυξάνει τον κίνδυνο φλεβικής ή αρτηριακής 
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θρόμβωσης. Επιπλέον η εγκυμοσύνη αποτελεί μια προθρομβωτική κατάσταση και ο 

συνδυασμός με μια άλλη κατάσταση αυξημένης πηκτικότητας μπορεί να οδηγήσει σε 

αποβολή καθώς επίσης και σε επιπλοκές που σχετίζονται με διαταραχές του 

πλακούντα (75). Ο μηχανισμός αυτός θα είναι το επίκεντρο αυτής της εργασίας 

καθώς όπως θα γίνει εμφανές και παρακάτω το γονίδιο του ANRIL συσχετίζεται με 

διάφορα καρδιαγγειακά συμβάματα (76–78).  

 Το ενδιαφέρον για το ρόλο της θρομβοφιλίας στις ΕΑΚ είναι εμφανές για 

περισσότερα από 25 χρόνια (79). Ο κίνδυνος για αποβολή αυξάνεται στις γυναίκες με 

θρομβοφιλία (80). Πιο συγκεκριμένα υπάρχει αυξημένος κίνδυνος σε περιπτώσεις 

μεταλλάξεων που επηρεάζουν τους παράγοντες που συμμετέχουν στην πήξη του 

αίματος όπως στην πρωτεΐνη C, την πρωτεΐνη S και άλλους παράγοντες που 

συμμετέχουν στον μηχανισμό πήξης (80–82) (Εικόνα 8). 

 

Εικόνα 8. Διάφοροι παράγοντες που συμμετέχουν στον μηχανισμό πήξης 
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Άλλες καταστάσεις, όπως τα αντιφωσφωλιπιδικά αντισώματα, μέχρι πριν 

κάποια χρόνια θεωρούνταν ότι προκαλούσαν ανεξήγητης αιτιολογίας ΕΑΚ. Τα 

αντισώματα αυτά μπορεί να είναι είτε σε συσχέτιση με συστηματικό ερυθηματώδη 

λύκο (αντιπηκτικό του λύκου), είτε αντισώματα κατά της καρδιολιπίνης (83).  

Παρόλα αυτά, σε πιο πρόσφατες μελέτες δεν έχουν παρουσιαστεί ξεκάθαρα στοιχεία 

για αυτές τις συσχετίσεις μεταξύ θρομβοφιλίας και εμφάνιση ΕΑΚ (80–82,84).  

 

1.4 ANRIL 

 

1.4.1 Γενικά στοιχεία 
 

 Το γονίδιο του ANRIL (Antisense Non-coding RNA in the INK4 Locus) 

είναι μια πολύ πρόσφατη ανακάλυψη από την ανάπτυξη των μελετών συσχέτισης σε 

όλο το γονιδίωμα (Genome-Wide Association Studies, GWAS), μια πρωτοποριακή 

τεχνική για την μελέτη των γενετικών της αθηρωμάτωσης (85). Η πρώτη 

δημοσιευμένη μελέτη που συσχετίζει το ANRIL με την αθηρωμάτωση είναι λιγότερο 

από 15 χρόνια πριν (86). Η ανακάλυψη του έγινε, όταν η μελέτη GWAS αναγνώρισε 

μια περιοχή στο χρωμόσωμα 9 (9p21), η οποία περιλαμβάνει πολλούς 

πολυμορφισμούς μονού νουκλεοτιδίου (Single Nucleotide Polymporphism, SNP) σε 

μια περιοχή που δεν περιέχει γονίδια που κωδικοποιούν πρωτεΐνες (87–90). Η 

περιοχή κλειδί των SNPs για τον συσχετισμό αυτό αλληλεπικαλύπτεται με τα εξώνια 

13-19 του ANRIL (91,92). Το ANRIL, γνωστό και ως CDKN2B‐AS ή 

CDKN2B‐AS1, μεταγράφεται σε αντίθετη κατεύθυνση από το γονιδιακό σύνολο 



26 
 

INK4b‐ARF‐INK4a, γεγονός από το οποίο προέκυψε και το όνομα του (Antisense 

Non-coding RNA in the INK4 Locus, ANRIL) (93,94).  

  

1.4.2 Νοσολογικές συσχετίσεις ANRIL 

  

Η ανακάλυψη του ANRIL είναι πολλά υποσχόμενη με πιθανές συσχετίσεις 

και εφαρμογές σε πολλές νοσολογικές οντότητες. Η πιο ισχυρή συσχέτιση φαίνεται 

να υπάρχει με την τις καρδιαγγειακές νόσους (85,86) αλλά υπάρχουν συσχετίσεις και 

με μεγάλο εύρος άλλων νόσων, όπως  ο τύπου 2 διαβήτης (86,95), η νόσος Alzheimer 

(96), τογλαύκωμα (97,98), η ενδομητρίωση (99), η περιοδοντίτιδα (100), αλλά και 

διάφορες μορφές καρκίνου (101) (Πίνακας 2). 

Πίνακας 2. Νοσολογικές οντότητες που συσχετίζονται με το ANRIL. 

• Καρδιαγγειακά νοσήματα (π.χ. οξύ έμφραγμα του μυοκαρδίου και οξύ 

εγκεφαλικό επεισόδειο) (85,86) 

• Σακχαρώδης διαβήτης (86,95) 

• Γλαύκωμα (97,98) 

• Νόσος Alzheimer (96) 

• Πολλαπλή σκλήρυνση (102) 

• Ενδομητρίωση (99) 

• Περιοδοντίτιδα (100) 

• Διάφορες μορφές καρκίνου (101) 
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 Αξιοσημείωτο είναι το μεγάλο εύρος των μορφών καρκίνου που 

συσχετίζονται με διάφορους πολυμορφισμούς του ANRIL. Αυτό συμβαίνει λόγω της 

συμμετοχής των μεταγραφών της περιοχής αυτής σε διαφορετικά μονοπάτια 

μεταγωγής σήματος που συσχετίζονται με την καρκινογένεση, όπως το ATM-E2F1 

(103), PI3K/Akt (104), TGF-β1/ Smad (105),  Notch και mTOR (106,107). Μέσω 

όλων αυτών των σηματοδοτικών μονοπατιών διάφοροι πολυμορφισμοί του ANRIL 

συσχετίζονται με το πολλούς παθοφυσιολογικούς μηχανισμούς με διαφορετικές 

μορφές καρκίνου, όπως αναφέρονται στον Πίνακα 3. 

Πίνακας 3. Συσχετίσεις ANRIL με διάφορες μορφές καρκίνου.  

Τύπος καρκίνου Μηχανισμός συσχέτισης 

Μελάνωμα (108) Κυτταρική μετανάστευση 

Καρκίνος τραχήλου 

μήτρας (104,109) 

Κυτταρικός πολλαπλασιασμός, μετανάστευση και διείσδυση  

Καρκίνος μαστού 

(110,111) 

Κυτταρικός πολλαπλασιασμός, απόπτωση, κυτταρική 

γήρανση, αναδιαμόρφωση εξωκυττάριας ουσίας 

Καρκίνος στοματικής 

κοιλότητας (112) 

Κυτταρικός πολλαπλασιασμός, μετανάστευση και διείσδυση  

Καρκίνος του 

στομάχου  (106,113) 

Κυτταρική επιβίωση, μετανάστευση, διείσδυση και 

απόπτωση 

Καρκίνος του 

προστάτη (105) 

Κυτταρικός πολλαπλασιασμός και μετανάστευση 

Καρκίνος 

ρινοφάρυγγα 

(114,115) 

Κυτταρικός πολλαπλασιασμός και απόπτωση 
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Καρκίνος παχέος 

εντέρου (116,117) 

Κυτταρικός πολλαπλασιασμός, μετανάστευση και διείσδυση  

Οξεία μυελογενής 

λευχαιμία (118) 

Κυτταρική επιβίωση 

Ηπατοκυτταρικός 

καρκίνος (119) 

Κυτταρικός πολλαπλασιασμός και μετανάστευση 

Καρκίνος χοληδόχου 

κύστης (120) 

Κυτταρικός πολλαπλασιασμός και απόπτωση 

Ωοθηκικός καρκίνος 

(121) 

Κυτταρικός πολλαπλασιασμός και απόπτωση 

 

Τέλος, υπάρχουν ολοένα και περισσότερα δεδομένα που δείχνουν ότι το 

ANRIL εκφράζεται στα ενδοθηλιακά κύτταρα (ΕΚ) των αγγείων, τα λεία μυϊκά 

κύτταρα (ΛΜΚ), τα μονοπύρηνα κύτταρα (ΜΚ) και  παίζει σημαντικό ρόλο στην 

δημιουργία και την εξέλιξη των αθηρωματικών πλακών (122–125). Λόγω 

εναλλακτικού ματίσματος, το ANRIL μπορεί να σχηματίσει τουλάχιστον 20 

μετάγραφα, είτε γραμμικά είτε κυκλικά (126–128). Τα δεδομένα που δείχνουν την 

συμμετοχή του ANRIL στον παθοφυσιολογικό μηχανισμό των αρτηριακών 

θρομβώσεων θεωρείται ο συνδετικός κρίκος με τις ΕΑΚ. 

 

1.5 Στόχος της μελέτης 
 

 Στόχος της παρούσας μελέτης είναι να εξετάσει εάν η παρουσία του 

πολυμορφισμoύ rs4977574 στο γονιδίου ANRIL (Antisense Non-coding RNA in the 
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INK4 Locus) διαφέρει ανάμεσα σε γυναίκες με ή χωρίς ΕΑΚ, καθώς επίσης και 

αναλόγως με τον αριθμό των αποβολών. Το ενδιαφέρον για την διερεύνηση αυτής της 

συσχέτισης προέκυψε από τα δεδομένα για τη σύνδεση του ANRIL με διάφορες 

μορφές καρδιαγγειακών νόσων, οι οποίες πιθανόν να μοιράζονται κοινούς 

παθοφυσιολογικούς μηχανισμούς με τις ΕΑΚ. Επίσης, μέχρι σήμερα δεν υπάρχουν 

δεδομένα για την παραπάνω σύνδεση μεταξύ πολυμορφισμών του γονιδίου ANRIL 

και την εμφάνιση ΕΑΚ. 
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Ειδικό Μέρος 
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2 Υλικά και Μέθοδοι 

 

2.1 Δείγματα 
 

Στους συμμετέχοντες συμπεριλαμβάνονται 125 γυναίκες, εκ των οποίων οι 69 

συνιστούν την ομάδα ελέγχου της δειγματοληψίας που αποτελείται από γυναίκες που 

έχουν ολοκληρώσει τουλάχιστον μία επιτυχημένη εγκυμοσύνη και δεν αναφέρεται 

καμία απώλεια κύησης στο ατομικό τους αναμνηστικό και οι 56 αποτελούν την 

πειραματική ομάδα, η οποία περιλαμβάνει τις γυναίκες με ιστορικό τουλάχιστον δύο 

αυτόματων αποβολών, οι οποίες προσήλθαν στο Τμήμα των Επανειλημμένων 

Αποβολών της Α΄ Μαιευτικής και Γυναικολογικής Κλινικής του Νοσοκομείου 

Αλεξάνδρα. 

 

2.2 Απομόνωση του γονιδιωματικού DNA από ολικό αίμα 
 

Για την απομόνωση του γονιδιωματικού DNA από το περιφερικό αίμα των 

γυναικών χρησιμοποιήσαμε το εμπορικό σκεύασμα PureLink Genomic DNA Kits for 

purification of genomic DNA της invitrogen by life technologies. Το kit αυτό 

επιτρέπει τη γρήγορη και αποτελεσματική απομόνωση του γονιδιωματικού DNA από 

κύτταρα και ιστούς θηλαστικών, φρέσκα ή κατεψυγμένα δείγματα αίματος, 

βαμβακοφόρους στυλεούς και ιστούς μονιμοποιημένους με φορμαλίνη και 

εγκλεισμένους σε παραφίνη (formalin-fixed paraffin-embedded tissues). Το 

περιφερικό αίμα λαμβάνεται με απλή αιμοληψία περιφερικού αίματος (2-3 ml) και 
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τοποθετείται σε σωληνάριο που περιέχει αντιπηκτικό, συγκεκριμένα ηπαρίνη ή 

EDTA, για να αποφευχθεί η πήξη (φιαλίδιο γενικής αίματος).  

Αναλυτικά χρησιμοποιήθηκε το προτεινόμενο από τον κατασκευαστή 

πρωτόκολλο που περιλαμβάνει τα ακόλουθα βήματα: 

1. Προσθέτουμε 200 μl φρέσκου ή κατεψυγμένου αίματος σε ένα 

αποστειρωμένο σωληνάριο φυγοκέντρισης (Eppendorf tube του 1.5 

ml).  

2. Προσθέτουμε 20 μl πρωτεϊνάσης Κ.  

3. Προσθέτουμε 20 μl RNAάσης Α, αναδεύουμε καλά με αυτόματο 

αναδευτήρα τύπου δίνης (Vortex) και επωάζουμε σε θερμοκρασία 

δωματίου για 2 λεπτά.  

4. Προσθέτουμε 200 μl PureLink Genomic Lysis/ Binding Buffer και 

αναδεύουμε καλά με αυτόματο αναδευτήρα τύπου δίνης (Vortex), για 

να αποκτήσουμε ένα ομογενοποιημένο διάλυμα.  

5. Επωάζουμε στο υδατόλουτρο στους 55οC για 10 λεπτά για να 

προωθήσουμε την πέψη των πρωτεϊνών.  

6. Προσθέτουμε 200 μl 96-100% αιθανόλη.  

7. Αναδεύουμε καλά με αυτόματο αναδευτήρα τύπου δίνης (Vortex) για 

5 δευτερόλεπτα, για να παραχθεί ένα ομογενοποιημένο διάλυμα.  

8. Μεταφέρουμε το διάλυμα (~640 μl) στην περιστρεφόμενη στήλη 

PureLink Spin Column.  
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9. Φυγοκεντρούμε τη στήλη σε 10.000 x g (12.500 rpm) για 1 λεπτό σε 

θερμοκρασία δωματίου.  

10. Απορρίπτουμε το σωλήνα συλλογής και τοποθετούμε τη στήλη σε ένα 

καθαρό σωλήνα συλλογής.  

11. Προσθέτουμε 500 μl Wash Buffer 1 στη στήλη.  

12. Φυγοκεντρούμε τη στήλη σε 10.000 x g (12.500 rpm) για 1 λεπτό σε 

θερμοκρασία δωματίου.  

13. Απορρίπτουμε τον σωλήνα συλλογής και τοποθετούμε τη στήλη σε 

ένα καθαρό σωλήνα συλλογής.  

14. Προσθέτουμε 500 μl Wash Buffer 2 στη στήλη.  

15. Φυγοκεντρούμε τη στήλη στη μέγιστη ταχύτητα για 3 λεπτά σε 

θερμοκρασία δωματίου. Απορρίπτουμε τον σωλήνα συλλογής. 

16. Τοποθετούμε τη στήλη σε έναν αποστειρωμένο σωλήνα 

μικροφυγοκέντρισης του 1,5 ml. 

17. Προσθέτουμε 150 μl PureLink Elusion Buffer απευθείας στο κέντρο 

της μεμβράνης της στήλης. 

18. Φυγοκεντρούμε τη στήλη στη μέγιστη ταχύτητα για 1 λεπτό σε 

θερμοκρασία δωματίου. 

19. Απορρίπτουμε τη στήλη και πωματίζουμε το σωλήνα φυγοκέντρισης 

του 1,5 ml. 
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20. Αποθηκεύουμε το σωλήνα φυγοκέντρισης του 1,5 ml, που περιέχει το 

απομονωμένο DNA σε ρυθμιστικό διάλυμα στους -20οC. 

Το απομονωμένο DNA που προκύπτει έχει μέγεθος 20-50 kb και είναι 

κατάλληλο, για να ενισχυθεί με αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης (PCR).  

 

2.3 Αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης (Polymerase Chain 

Reaction, PCR) 
 

Η αλυσιδωτή αντίδραση της πολυµεράσης (Polymerase Chain Reaction, PCR) 

είναι µια μέθοδος της µοριακής βιολογίας, η οποία επιτρέπει την αντιγραφή τμήματος 

αλληλουχίας του DNA σε πολλαπλά αντίγραφα, διευκολύνοντας την περαιτέρω 

μελέτη του. Η μέθοδος βασίζεται στην ιδιότητα της θερμοανθεκτικής Taq 

πολυμεράσης, που προέρχεται από το θερμόφιλο βακτήριο Thermus aquaticus, να 

διατηρεί τη δραστικότητά της κατά την αποδιάταξη στους 95οC και να έχει τη 

βέλτιστη δυνατότητα πολυμερισμού στους 72οC, κατά τα διαδοχικά στάδια 

θέρμανσης και ψύξης, κάτι το οποίο επιτρέπει την αυτοματοποίηση της μεθόδου.  

 Η PCR περιλαμβάνει επαναλήψεις κύκλων αντιγραφής καθένας εκ των 

οποίων αποτελείται από τρία στάδια: (1) την αποδιάταξη του δίκλωνου DNA (DNA 

denaturation) στους 95οC, (2) την αναδιάταξη των εκκινητών (primer annealing) στη 

θερμοκρασία υβριδισμού των εκκινητών και (3) την επιμήκυνση των εκκινητών 

(primer extension) στους 72οC. 

Η αντίδραση στηρίζεται στην επέκταση δύο συνθετικών ολιγονουκλεοτιδικών 

εκκινητών (primers), οι οποίοι υβριδίζονται με αλληλουχίες που βρίσκονται 

εκατέρωθεν της αλληλουχίας - στόχου του DNA, που επιθυμούμε να ενισχυθεί.  
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Οι εκκινητές που χρησιμοποιήθηκαν για την απομόνωση του πολυμορφισμού 

ANRIL A>G (rs4977574) είναι ο forward5’- 

TTGAGGGTACATCAAAAGCATTCTATATCG-3’ και ο reverse5’- 

TTTATTAGAGTGACTTGAACATCCCGT-3’, οι οποίοι υβριδοποιούνται στους 

53οC. Για την οπτικοποίηση των αποτελεσμάτων της αλυσιδωτής αντίδρασης 

πολυμεράσης χρησιμοποιούμε ένα πήκτωμα ηλεκτροφόρησης και αναμένουμε 

87bp/20bp, 107bp/87bp/20bp και 107bp ολιγονουκλεοτίδια για τους GG, GA και AA 

γονοτύπους αντίστοιχα. 

Τα μείγματα της αντίδρασης προθερμαίνονται στους 95οC για 15 min για να 

ενεργοποιηθεί η DNA πολυμεράση (1ος κύκλος). Το δίκλωνο DNA αποδιατάσσεται 

στους 95οC, για να διαχωριστούν οι συμπληρωματικές αλυσίδες. Έπειτα η 

θερμοκρασία ελαττώνεται για να επιτρέψει στους εκκινητές να υβριδοποιηθούν στις 

συμπληρωματικές αλληλουχίες των αλυσίδων του DNA, ενώ αυτή η θερμοκρασία 

ποικίλει ανάλογα με τους εκκινητές.  

Για να ενισχύσουμε το δείγμα του DNA, είναι απαραίτητο να επαναληφθεί ο 

κύκλος εναλλαγής θερμοκρασίας 25-40 φορές, κάτι το οποίο επιτυγχάνεται 

χρησιμοποιώντας έναν θερμοκυκλοποιητή (thermal cycler), ο οποίος είναι 

προγραμματισμένος να εναλλάσσει τη θερμοκρασία στιγμιαία και ικανός να διατηρεί 

τα δείγματα στην επιθυμητή θερμοκρασία για το ενδεδειγμένο χρονικό διάστημα που 

απαιτείται, για να ολοκληρωθεί η αντίδραση. 

Το πρωτόκολλο της PCR που χρησιμοποιήθηκε για την ενίσχυση του γονιδίου 

του ANRIL περιλαμβάνει τα ακόλουθα βήματα: 

1. Σε ένα αποστειρωμένο σωληνάριο φυγοκέντρισης του 0,5 mL 

προσθέτουμε 2,5μl 10X PCR Buffer minus Mg2+, 1μl 10 mM dNTP 
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mixture, 1 μl 50 mM MgCl2, 1μl Primer Sense mix, 1μl Primer 

Antisense mix, 2 μl Template DNA, 0,3 μl Taq DNA polymerase, 16,2 

μl απεσταγμένο νερό. 

2.  Τοποθετούμε τα σωληνάρια στον θερμικό κυκλοποιητή, όπου 

επωάζουμε στους  95°C για 15 λεπτά. 

3. Εκτελούμε τα ακόλουθα βήματα για 29 κύκλους: 95°C για 1 λεπτό, 

65°C για 1 λεπτό και 72°C για 1 λεπτό. 

4. Επωάζουμε τα σωληνάρια στους 72°C για 10 λεπτά και διατηρούμε 

την αντίδραση στους 4ο C. 

5. Τα δείγματα μπορούν να αποθηκευτούν στους -20οC μέχρι να 

χρησιμοποιηθούν. 

Για να αξιολογήσουμε την επιτυχία της συμβατικής PCR πρέπει να 

οπτικοποιήσουμε το αποτέλεσμα της, κάτι το οποίο επιτυγχάνεται με post-PCR 

analysis όπως ηλεκτροφόρηση του PCR προϊόντος σε πήκτωμα αγαρόζης, η οποία 

δίνει τη δυνατότητα για την ανίχνευση και την αδρή ποσοτικοποίηση της ενισχυμένης 

αλληλουχίας.  

 

2.4 Ηλεκτροφόρηση DNA σε πηκτή αγαρόζης (Agarose gel 

electrophoresis) 
 

Η ηλεκτροφόρηση DNA σε πηκτή αγαρόζης εφαρμόζεται σε όλες εκείνες τις 

περιπτώσεις που απαιτείται διαχωρισμός και εντοπισμός ή και απομόνωση διακριτών 

τμημάτων DNA ενός δείγματος. Η μέθοδος βασίζεται στην αρχή ότι η κινητικότητα 
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των νουκλεϊκών οξέων σε ηλεκτρικό πεδίο καθορίζεται από το μέγεθος και τη δομή 

τους.  

Για τον έλεγχο του αποτελέσματος της αντίδρασης PCR πραγματοποιείται 

ηλεκτροφόρηση του προϊόντος της PCR. Το πήκτωμα αγαρόζης που χρησιμοποιείται 

στο πείραμα έχει περιεκτικότητα 3%, και σε αυτήν προστίθενται 5 μL βρωμιούχο 

αιθίδιο, συγκέντρωσης 5 mg/mL, το οποίο είναι μια φθορίζουσα χρωστική, που 

καθιστά ορατά τα μόρια DNA κάτω από υπεριώδες φως.  

2.5 Στατιστική ανάλυση  
 

 Για τις αριθμητικές μεταβλητές αναφέρονται μέση τιμή, τυπική απόκλιση, 

διάμεσος, 25ο και 75ο εκατοστημόριο. Οι κατηγορικές μεταβλητές αναφέρονται ως 

απόλυτες τιμές και ποσοστά.  

 Για τις συγκρίσεις αριθμητικών μεταβλητών χρησιμοποιήθηκε T-test, Mann-

Whitney U-test, ANOVA και Kruskal-Wallis H-test αναλόγως με τον αριθμό των 

συγκρινόμενων ομάδων και την κανονικότητα της κατανομής της μεταβλητής. Για τη 

σύγκριση κατηγορικών μεταβλητών χρησιμοποιήθηκε το χ2 και το Fisher exact test 

αναλόγως. 

 Τα αποτελέσματα για το ANRIL υπολογίστηκαν τόσο μεταξύ controls και 

ΕΑΚ όσο και μετά από διαστρωμάτωση,  αναλόγως με τον αριθμό των αποβολών. 

 Χρησιμοποιήθηκε λογιστική παλινδρόμηση για να υπολογιστεί ο λόγος odds 

(Odds Ratio, OR) και το 95% διάστημα εμπιστοσύνης (95% Confidence Interval, 

95%CI) για τη σύγκριση της πιθανότητας παρουσίας του αλληλομόρφου Α μεταξύ 
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των γυναικών με 2 και 3 αποβολές. Τα αποτελέσματα του OR προσαρμόστηκαν για 

την ηλικία και το BMI της μητέρας. 

 Επίπεδο στατιστικής σημαντικότητας ορίστηκε ως p<0.05. Για τη στατιστική 

ανάλυση έγινε χρήση του στατιστικού λογισμικού SPSS 28.0. 
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3 Αποτελέσματα 

 

3.1 Χαρακτηριστικά ασθενών με επανειλημμένες απώλειες 

κύησης (ΕΑΚ) 

 

 Στον Πίνακα 4 αναφέρονται τα χαρακτηριστικά των ασθενών με ΕΑΚ. 

Συνολικά είχαμε δείγματα από 56 γυναίκες με ΕΑΚ. Αυτές είχαν μέση ηλικία 35 έτη 

και 37.9 έτη οι σύντροφοι τους, ενώ το BMI τους ήταν κατά μέσο όρο 23. Μετά τη 

διαστρωμάτωση με τον αριθμό των αποβολών, τα αντίστοιχα αποτελέσματα ήταν 

33.1, 36.7, και 35.8 έτη για την ηλικία των γυναικών, 34.5, 40.7, και 36.5 έτη για την 

ηλικία των συντρόφων και 23.1, 22.8, και 24.7 για το BMI, για αριθμό αποβολών 2, 

3, και 4. Τέλος, φάνηκε ότι οι γυναίκες με 2 αποβολές είχαν μεγαλύτερη ηλικία (33.1 

vs 36.7 έτη, p=0.019) καθώς επίσης και οι σύντροφοι τους (34.5 vs 40.7 έτη, 

p=0.027) σε σχέση με τις γυναίκες με 3 αποβολές. 
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Πίνακας 4. Χαρακτηριστικά ασθενών με ΕΑΚ. 

Μεταβλητή Σύνολο 

ΕΑΚ 

(Ν=56) 

2 Αποβολές 

(Ν=26) 

3 Αποβολές 

(Ν=26) 

4 Αποβολές 

(Ν=4) 

p-value 

(2 vs 3 

Αποβολές) 

Ηλικία γυναίκας 

(έτη) 

Μέση τιμή (Τυπική 

απόκλιση) 

Διάμεσος (25ο, 75ο 

εκατοστημόριο) 

Ν 

 

 

35.0 (5.7) 

 

35.0 (31.0, 

40.0) 

56 

 

 

33.1 (5.6) 

 

33.0 (30.0, 

38.0) 

26 

 

 

36.7 (5.2) 

 

38.0 (32.0, 

41.0) 

26 

 

 

35.8 (7.3) 

 

34.0 (30.0, 

43.3) 

4 

 

 

 

 

 

 

0.019 

BMI 

Μέση τιμή (Τυπική 

απόκλιση) 

Διάμεσος (25ο, 75ο 

εκατοστημόριο) 

Ν 

 

23.0 (3.1) 

 

22.5 (20.3, 

25.1) 

50 

 

23.1 (3.2) 

 

22.7 (20.7, 

24.2) 

24 

 

22.8 (3.1) 

 

22.1 (20.2, 

25.7) 

24 

 

24.7 (0.4) 

 

24.7 (24.7, -) 

 

2 

 

 

 

 

 

0.914 

Ηλικία συντρόφου 

(έτη) 

Μέση τιμή (Τυπική 

απόκλιση) 

Διάμεσος (25ο, 75ο 

εκατοστημόριο) 

Ν 

 

 

37.9 (5.8) 

 

37.0 (34.0, 

40.0) 

23 

 

 

34.5 (3.7) 

 

34.5 (31.8, 

38.5) 

10 

 

 

40.7 (6.7) 

 

37 (36, 46) 

 

11 

 

 

36.5 (0.7) 

 

36.5 (36.0, -) 

 

2 

 

 

 

 

 

 

0.027 
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3.2 Αποτελέσματα ANRIL μεταξύ controls και 

επανειλημμένων απωλειών κύησης (ΕΑΚ) 

Τα αποτελέσματα υπολογίστηκαν με βάση τα αποτελέσματα της 

ηλεκτροφόρησης σε συγκεκριμένες ζώνες (Εικόνα 9). Τα αποτελέσματα των 

πολυμορφισμών του ANRIL μεταξύ των control και των ΕΑΚ βρίσκονται στον 

Πίνακα 5. Οι γυναίκες στην ομάδα των controls εμφάνιζαν στατιστικά σημαντική 

υψηλότερη συχνότητα το αλληλόμορφο Α σε σχέση με τις γυναίκες με ΕΑΚ [31 

(44.9%) controls vs 14 (25%) ΕΑΚ, p=0.021] (Εικόνα 10). Από αυτές,  9 γυναίκες 

στην ομάδα των controls και 3 (5.4%) ήταν ομόζυγες για το αλλήλιο Α (A/A). Όταν η 

ανάλυση έγινε με βάση το γονότυπο τα αποτελέσματα δεν έφτασαν το επίπεδο 

στατιστικής σημαντικότητας (p=0.062) (Εικόνα 11). 

 

Εικόνα 9. Έλεγχος του αποτελέσματος της PCR με την χρήση βρωμιούχο αιθιδίου 

μετά από ηλεκτροφόρηση. 
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Πίνακας 5. Αποτελέσματα πολυμορφισμών του ANRIL μεταξύ controls και ΕΑΚ. 

Πολυμορφισμός 

ANRIL 

Controls 

(n=69) 

ΕΑΚ 

(n=56) 

p-value 

G/G 38 (55.1%) 42 (75%)  

0.062, για τον γονότυπο 

0.021, για την παρουσία (A) 
G/A 22 (31.9%) 11 (19.6%) 

A/A 9 (13%) 3 (5.4%) 

 

 

Εικόνα 10. Αποτελέσματα αλληλομόρφου Α για το ANRIL μεταξύ των controls και 

των ΕΑΚ. 
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Εικόνα 11. Αποτελέσματα γονοτύπων για το ANRIL μεταξύ των controls και των 

ΕΑΚ. 

  

3.3 Αποτελέσματα ANRIL αναλόγως με τον αριθμό των 

αποβολών 

 

Ο Πίνακας 6 παρουσιάζει τα αποτελέσματα μετά τη διαστρωμάτωση,  

αναλόγως με τον αριθμό των αποβολών. Η πρώτη ομάδα χωρίς αποβολές ισοδυναμεί 

με την ομάδα των controls. Αναλόγως με τον αριθμό των αποβολών βρέθηκε να 

υπάρχει μια διαφοροποίηση στο ποσοστό των γυναικών που είχαν το αλληλόμορφο 

A. Πιο συγκεκριμένα, παρατηρήθηκε σταδιακή μείωση του ποσοστού των γυναικών 

που είχαν το αλληλόμορφο A με την αύξηση του αριθμού των αποβολών, ωστόσο οι 

διαφορές δεν ήταν στατιστικά σημαντικές. Τριάντα μια (44.9%) γυναίκες χωρίς 
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εμφάνιση αποβολών είχαν το αλληλόμορφο Α, 8 (30.7%) γυναίκες με δυο αποβολές, 

6 (23.1%) με 3 αποβολές, και καμία με τέσσερις αποβολές (p=0.078) (Εικόνα 12). 

Όταν έγινε η ανάλυση με βάση το γονότυπο, 9 (13%) γυναίκες χωρίς αποβολή, 3 

(11.5%) με δυο αποβολές και καμία με τρεις αποβολές ήταν ομόζυγες για το 

παθολογικό αλληλόμορφο (Α/Α) (p=0.188) (Εικόνα 13).  

Πίνακας 6. Αποτελέσματα πολυμορφισμών του ANRIL μεταξύ controls και ΕΑΚ μετά την 

διαστρωμάτωση αναλόγως με τον αριθμό των αποβολών. 

Πολυμορφισμός 

ANRIL 

Καμία 

(n=69) 

Δύο 

(n=26) 

Τρείς 

(n=26) 

Τέσσερις 

(n=4) 

p-value 

G/G 38 (55.1%) 18 (69.3%) 20 (76.9%) 4 (100%) 0.188, για τον γονότυπο 

0.078, για την παρουσία 

(Α) 
G/A 22 (31.9%) 5 (19.2%) 6 (23.1%) 0 (0%) 

A/A 9 (13%) 3 (11.5%) 0 (0%) 0 (0%) 

 

 

Εικόνα 12. Αποτελέσματα αλληλομόρφου Α για το ANRIL αναλόγως με τον αριθμό 

των αποβολών. 
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Εικόνα 13. Αποτελέσματα γονοτύπων για το ANRIL αναλόγως με τον αριθμό των 

αποβολών. 

 Τέλος, υπολογίστηκες ο λόγος των odds (OR) για την παρουσία του 

αλληλομόρφου Α μεταξύ των γυναικών με 2 και 3 αποβολές. Πριν ληφθεί υπόψιν η 

ηλικία και το BMI της μητέρας το OR ήταν 0.675, με 95% διάστημα εμπιστοσύνης 

(95%CI) 0.196-2.322 (p=0.533). Αφού ληφθεί υπόψιν η ηλικία και το BMI της 

μητέρας, τα αποτελέσματα ήταν παρόμοια και μη στατιστικά σημαντικά 

[adjOR(95%CI): 0.535(0.135-2.131), p=0.375] (Πίνακας 7). 

Πίνακας 7. Λογιστική παλινδρόμηση για την παρουσία του 

αλληλομόρφου Α μεταξύ των γυναικών με 2 και 3 αποβολές. 

OR (95%CI) 

Μη προσαρμοσμένο 

p-value 

0.675 (0.196-2.322) 

0.533 

Προσαρμοσμένο* 

p-value 

0.535 (0.135-2.131) 

0.375 

*Προσαρμοσμένο για την ηλικία και το BMI της μητέρας. 
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4 Συζήτηση 
 

Η μελέτη αυτή εξέτασε εάν η παρουσία  του πολυμορφισμού rs4977574 στο 

γονίδιο ANRIL διαφέρει ανάμεσα σε γυναίκες με ή χωρίς ΕΑΚ, καθώς και με τον 

αριθμό των αποβολών. Τα αποτελέσματα δείχνουν ότι οι γυναίκες με ΕΑΚ 

εμφανίζουν λιγότερο συχνά το αλληλόμορφο Α σε σχέση με αυτές χωρίς, με 

μεγαλύτερο ποσοστό αυτών να είναι ετερόζυγες (G/A). Όταν έγινε ανάλυση με βάση 

τον αριθμό των αποβολών,  οι γυναίκες με μεγαλύτερο αριθμό αποβολών φάνηκε να 

έχουν σε μικρότερο ποσοστό το αλληλόμορφο Α, παρόλο που οι διαφορές δεν ήταν 

στατιστικά σημαντικές. Αφού λήφθηκαν υπόψιν η ηλικία και το BMI της μητέρας, τα 

αποτελέσματα ήταν παρόμοια. Φαίνεται επομένως ότι υπάρχει μια συσχέτιση του 

πολυμορφισμού rs4977574 στο γονίδιο του ANRIL με την παρουσία ΕΑΚ, ενώ μια 

συσχέτιση με τον αριθμό των αποβολών με βάση τα αποτελέσματα αυτής της μελέτης 

δεν μπορεί να αποκλειστεί. 

Μέχρι σήμερα δεν υπάρχουν δεδομένα για τον επιπολασμό πολυμορφισμών 

του γονιδίου του ANRIL σε γυναίκες με ΕΑΚ. Αυτή είναι η πρώτη μελέτη που 

διερευνά την παρουσία πολυμορφισμών του γονιδίου του ANRIL σε γυναίκες με 

ΕΑΚ. Από την άλλη πλευρά είναι φανερό ότι πολυμορφισμοί του γονιδίου του 

ANRIL συσχετίζονται με εμφάνιση καρδιαγγειακών νόσων (85,86). Πιο 

συγκεκριμένα ο πολυμορφισμός rs4977574 έχει φανεί από δυο πρόσφατες μετα-

αναλύσεις ότι συσχετίζεται με αύξηση του κινδύνου για στεφανιαία νόσο (129,130). 

Και οι δυο μελέτες κατέληξαν στο συμπέρασμα ότι το αλληλόμορφο G του 

πολυμορφισμού συσχετίζεται με αυξημένο κίνδυνο (129,130). Τα αποτελέσματα μας 

δείχνουν αυξημένο ποσοστό του αλληλομόρφου G σε γυναίκες με καθ’ έξιν 

αποβολές. Υποθέτουμε επομένως ότι είναι πιθανόν να υπάρχει ένας κοινός 
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παθοφυσιολογικός μηχανισμός που συνδέει τις δυο νοσολογικές οντότητες. Το 

ενδιαφέρον θα εστιαστεί στη σύνδεση των αποτελεσμάτων μας με όσα είναι γνωστά 

μέχρι σήμερα για τις ΕΑΚ και τους μηχανισμούς με τους οποίους πιθανόν να 

συνδέεται το ANRIL με την εμφάνιση καρδιαγγειακών νόσων. 

Φαίνεται πως ο κύριος ο υποκείμενος μηχανισμός που εξηγεί αυτή την 

συσχέτιση είναι η εμφάνιση και η εξέλιξη της αθηρωμάτωσης, η οποία έχει 

συσχετιστεί με τον πολυμορφισμό rs4977574 τόσο στα στεφανιαία αγγεία (131), όσο 

και στις καρωτίδες (132,133), και η οποία πιθανόν είναι ανεξάρτητη της υπέρτασης 

(134). Επίσης φαίνεται ότι η κατανάλωση λαχανικών, κρασιού (135) και το κάπνισμα 

(136) αλληλοεπιδρούν με τον πολυμορφισμό αυτόν τροποποιώντας τον κίνδυνο για 

την εμφάνιση καρδιαγγειακών νόσων. Το τελικό αποτέλεσμα είναι η ρήξη της 

αθηρωματικής πλάκας και η θρόμβωση του αγγείου (131). Αναλόγως με το αγγείο 

που θα προσβληθεί, εξηγείται η συσχέτιση που παρατηρείται μεταξύ του 

πολυμορφισμού rs4977574 και του οξέος εμφράγματος του μυοκαρδίου (129,137) ή 

του οξέος ισχαιμικού εγκεφαλικού επεισοδίου (138).  

 Από την άλλη πλευρά, στη σύγχρονη βιβλιογραφία έχουν ταυτοποιηθεί 

διάφοροι παράγοντες κινδύνου που προδιαθέτουν για την εμφάνιση ΕΑΚ (139). 

Μεταξύ αυτών προεξέχουσα θέση κατέχουν οι θρομβώσεις/θρομβοφιλίες. Συχνά 

κατά την διερεύνηση των αιτιών αυτών η προσοχή μας εστιάζεται στις φλεβικές 

θρομβώσεις. Στα αίτια των φλεβικών θρομβώσεων συγκαταλέγονται οι μεταλλάξεις 

παραγόντων που συμμετέχουν στον καταρράκτη της πήξης, όπως ο παράγοντας V 

Leiden και η προθρομβίνη (140), οι οποίες συχνά αναφέρονται ως κληρονομήσιμες 

θρομβοφιλίες. Παρόλα αυτά, αυτές ίσως να μην αποτελούν τον κύριο αιτιολογικό 

παράγοντα, καθώς υπάρχουν μελέτες οι οποίες δεν κατάφεραν να δείξουν σημαντική 

συσχέτιση (141,142). Η ESHRE (European Society of Human Reproduction and 
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Embryology) και ο ASRM (American Society for Reproductive Medicine) 

συστήνουν να μην γίνεται διερεύνηση για κληρονομήσιμες θρομβοφιλίες σε γυναίκες 

με ΕΑΚ (19,143). Ακόμα και σε περιπτώσεις που υπάρχει φλεβική θρομβοεμβολική 

νόσος η αξία της διερεύνησης και αντιμετώπισης αυτών των αιτιών δεν είναι 

ξεκάθαρη (144). Από την άλλη πλευρά συστήνεται και από τους δυο οργανισμούς να 

γίνεται έλεγχος για επίκτητες θρομβοφιλίες, όπως το αντιφωσφολιπιδικό σύνδρομο 

(19,143). Ένα από τα κύρια κριτήρια για τη διάγνωση του συνδρόμου είναι η 

παρουσία θρόμβωσης, η οποία μπορεί να είναι αρτηριακή (145). Η θεραπεία αυτών 

των καταστάσεων σχεδόν σε όλες τις περιπτώσεις περιλαμβάνει χαμηλή δόση 

ασπιρίνης (146). Παρομοίως, η πρόληψη και η θεραπεία πολλών καρδιαγγειακών 

νόσων βασίζεται μεταξύ άλλων στη χορήγηση χαμηλής δόσης ασπιρίνης (147). Ο 

κύριος στόχος της ασπιρίνης είναι η πρόληψη της συγκόλλησης των αιμοπεταλίων 

και της δημιουργίας θρόμβου μετά από ρήξη της αθηρωματικής πλάκας (148). 

Λαμβάνοντας υπόψιν τα παραπάνω, γίνεται εμφανής η σημασία της αρτηριακής 

θρόμβωσης στην παθοφυσιολογία των ΕΑΚ.  

Όλα αυτά τα στοιχεία είναι υποστηρικτικά της υπόθεσης μας ότι οι ΕΑΚ και 

οι καρδιαγγειακές νόσοι μοιράζονται κάποιους κοινούς παθοφυσιολογικούς 

μηχανισμούς, στους οποίους εμπλέκεται το γονίδιου του ANRIL και οι 

πολυμορφισμοί του, εξηγώντας τις συσχετίσεις που παρατηρούνται. Μια πιθανή 

ερμηνεία είναι ότι το αλληλόμορφο G στον πολυμορφισμό rs4977574 αυξάνει τον 

κίνδυνο για αθηρωμάτωση (131–133) και κατ’ επέκταση της αρτηριακής θρόμβωσης, 

οδηγώντας αναλόγως με την θέση του αγγείου που προσβάλλεται σε οξύ έμφραγμα 

του μυοκαρδίου (129,137), οξύ ισχαιμικό εγκεφαλικό επεισόδιο (138), ή ΕΑΚ.  

Διερευνώντας τον κοινό παθοφυσιολογικό μηχανισμό που υποθέτουμε ότι 

υπάρχει πιο διεξοδικά, αναλύονται παρακάτω διαφορετικοί μοριακοί μηχανισμοί με 
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τους οποίους πιθανόν το ANRIL να συμμετέχει στον σχηματισμό, τη ρήξη και τη 

θρόμβωση της αθηρωματικής πλάκας. Αυτό επιτυγχάνεται μέσω της έκφρασης του 

ANRIL στα ενδοθηλιακά κύτταρα (ΕΚ) των αγγείων, τα λεία μυϊκά κύτταρα (ΛΜΚ), 

τα μονοπύρηνα κύτταρα (ΜΚ) (122–125). 

 

4.1 Μοριακοί μηχανισμοί που πιθανόν εξηγούν τις 

συσχετίσεις με το ANRIL 
 

Διάφορες μελέτες έχουν διαλευκάνει πολλούς μοριακούς μηχανισμούς με τους 

οποίους μπορούν να συσχετιστούν διαφοροποιήσεις του γονιδίου του ANRIL με τις 

καρδιαγγειακές νόσους. Κατά προέκταση, οι μηχανισμοί αυτοί μπορεί να εξηγούν την 

συσχέτιση που βρέθηκε στην παρούσα μελέτη με τις ΕΑΚ. Η μεταβολή της έκφρασης 

του ANRIL στα ΕΚ των αγγείων συμμετέχει στη φλεγμονώδη αντίδραση και 

επιταχύνει την ενδοθηλιακή βλάβη που συσχετίζεται με την αθηρωμάτωση. Αυτό 

επιτυγχάνεται μέσω του μονοπατιού TNF‐α‐NF‐κB‐ANRIL/YY1‐IL6/8 (149), την 

αύξηση της έκφρασης του CARD8 (CAspase Recruitment Domain‐containing protein 

8) (150) και του VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) (151). Ο 

προφλεγμονώδης παράγοντας TNF-α επάγει την έκφραση του ANRIL, η οποία 

μειώνεται μετά τη σίγαση του NF-κB (149,152). Επιπλέον, με την παρουσία του 

TNF-α, ο NF-κB φαίνεται να συνδέεται στον εκκινητή του ANRIL, ρυθμίζοντας την 

έκφραση του γονιδίου. Ο μεταγραφικός παράγοντας YY1 (Yin Yang 1) αποτελεί και 

γνωστό μεσολαβητή του μονοπατιού NF-κB (153,154), καθώς μπορεί να συνδεθεί 

στον εκκινητή των γονιδίων IL6/IL8 (155,156).  To ANRIL σχηματίζει σύμπλοκο με 

το YY1, το οποίο αυξάνει την έκφραση της IL6 και IL8. Μάλιστα φαίνεται να είναι 

τόσο σημαντικός μεσολαβητής αυτού του μονοπατιού που μετά από knock-out του 
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ANRIL αναστέλλεται την έκφραση των IL6 και IL8 από τον TNF-α (149). Ο 

παράγοντας CARD8, που αποτελεί μέρος του φλεγμονοσώματος, προάγει την 

φλεγμονώδη αντίδραση μέσω της καταστολής της εξαρτώμενης από την caspase-1 

έκκρισης IL-1β και την ενεργοποίηση του NF-κB (157,158). Προηγούμενες μελέτες 

έδειξαν ότι ο CARD8 διαδραματίζει σημαντικό ρόλο στην παθοφυσιολογία του 

ισχαιμικού αγγειακού εγκεφαλικού και των καρδιαγγειακών νόσων (150,159). Ο Bai 

και οι συνεργάτες του βρήκαν ότι υπάρχει θετική συσχέτιση μεταξύ της έκφρασης 

του ANRIL και του CARD8, καθώς επίσης η αυξημένη έκφραση του CARD8 

επιταχύνει την ενδοθηλιακή βλάβη στα αγγεία (157,160). Ο VEGF είναι ένας κύριος 

αγγειογενετικός παράγοντας που εμπλέκεται στην ενδοθηλιακή βλάβη, μέσω 

προαγωγής της κυτταρικής μετανάστευσης και του πολλαπλασιασμού των ΕΚ 

(161,162). Έχει βρεθεί ότι το ANRIL ρυθμίζει την έκφραση του VEGF μέσω του 

μονοπατιού NF-κB (163,164) και της κινητοποίησης του PRC2, p300 και miRNA-

200b (165–167). Ο Thomas και οι συνεργάτες του βρήκαν ότι το ANRIL αυξάνει την 

έκφραση του VEGF μέσω της αλληλεπίδρασης με τους ανωτέρω παράγοντες (p300, 

PRC2 και miRNA-200b), οδηγώντας τελικά σε ενδοθηλιακή βλάβη (151,168–171) 

(Εικόνα 14). Τέλος, η υπερέκφραση του CANRIL βρέθηκε ότι αυξάνει τους δείκτες 

φλεγμονής του πλάσματος (IL-1, IL-6, MMP-9, CRP, caspase-3, κλπ), επάγοντας με 

αυτόν τον τρόπο την απόπτωση των ΕΚ (160,172,173). 
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Εικόνα 14. Μηχανισμοί με τους οποίους το ANRIL οδηγεί σε ενδοθηλιακή βλάβη. 

 H ανώμαλη έκφραση του ANRIL έχει αποδειχτεί από πολλές μελέτες ότι 

εμπλέκεται στον πολλαπλασιασμό, τη μετανάστευση, τη γήρανση και την απόπτωση 

των ΛΜΚ των αγγείων, τα οποία συνδέονται άμεσα με την παθοφυσιολογία της 

αθηρωμάτωσης (Εικόνα 10) (164,174–176). Το ANRIL ρυθμίζει την έκφραση των 

CDKN2A και CDKN2B (Cyclin‐Dependent Kinase iNhibitor 2A & 2B), τα οποία 

έχουν καίριο ρόλο στη ρύθμιση του κυτταρικού κύκλου, την απόπτωση και τη 

γήρανση των κυττάρων (176,177). Το CDKN2B με τη σειρά του κωδικοποιεί το 

p15INK4b, που είναι ένας μεσολαβητής της ρύθμισης του κυτταρικού κύκλου από τον 

TGF-β, ο οποίος επάγει τον κυτταρικό θάνατο μέσω συσσώρευσης νεκρωτικών 

κυτταρικών υπολειμμάτων εντός της εξελισσόμενης πλάκας (178). Επιπλέον, ο 

CDKN2A κωδικοποιεί το p16INK4a, που είναι ένας αναστολέας των cdk4 και cdk6 

(Cycle‐Dependent Kinases 4 and 6). Οι τελευταίοι παράγοντες αποτελούν κύριους 

ρυθμιστές της απόπτωσης των κυττάρων μέσω αλληλεπίδρασης του μονοπατιού p53 
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(174,179). Το ANRIL εμπλέκεται στη θρομβογένεση, την αγγειακή αναδιαμόρφωση, 

και τη σταθεροποίηση της πλάκας μέσω της τροποποίησης της έκφρασης των 

CDKN2A και CDNK2B (180). Επιπλέον, ο συνδυασμός ANRIL και του SUZ12 

(βασικό τμήμα του συμπλέγματος PRC2) απενεργοποιεί το p15INK4 μέσω μεθυλίωσης 

της ιστόνης H3 στη λυσίνη 27 (H3K27), προωθώντας με αυτό τον τρόπο τον 

πολλαπλασιασμό και τη μετανάστευση των ΛΜΚ (176). Επιπλέον, η αλληλεπίδραση 

μεταξύ του ANRIL και τμήματος του CBX7 (ChromoBoX 7, μια υπομονάδα του 

PRC1) είχε ως αποτέλεσμα την αλληλεπίδραση του PRC1 και P16INK4 μέσω 

μεθυλίωσης στην H3K27, καταλήγοντας σε γήρανση και απόπτωση των ΛΜΚ. Το 

ANRIL μπορεί και συμβάλλει στη ρύθμιση του κυτταρικού κύκλου μέσω της 

προαγωγής της αλληλεπίδρασης του PRCI και του PRC2 με σύμπλεγμα γονιδίων 

INK4b-ARF-INK4a. Αυτό με την σειρά του συμβάλλει στον πολλαπλασιασμό, τη 

μετανάστευση, τη εκφύλιση και την απόπτωση των ΛΜΚ. Τα μετάγραφα του ANRIL 

οδήγησαν στον πολλαπλασιασμό και την εκφύλιση των ΛΜΚ μέσω της αναστολής 

της γονιδιακής έκφρασης που συσχετίζονται με τα μονοπάτια NF-κB. Οι Congrains 

και οι συνεργάτες  έδειξαν ότι το εξώνιο 1-siRNA και το 19-siRNA του ANRIL 

μείωσαν τον πολλαπλασιασμό και τη εκφύλιση των ΛΜΚ μέσω της καταστολής της 

έκφρασης της CDKN2B (181). Επιπλέον, σε μετέπειτα μελέτη οι ίδιοι ερευνητές 

κατέδειξαν επίσης ότι η μείωση της έκφρασης των αντίστοιχων εξονίων (17-18) του 

ANRIL στα ΛΜΚ περιόρισε  την έκφραση αντίστοιχων μεταγραφών του ANRIL 

(NR003529.3 και DQ485454.1) που σχετίζονταν με την αθηρωμάτωση (175). Το 

BCL2-A1 (B‐Cell CLL/lymphoma 2–related protein A1), ένα από τα γονίδια που 

σχετίζονται με την απόπτωση και κωδικοποιεί πολλαπλά μέλη της οικογένειας 

πρωτεϊνών BCL-2, μειώνει την απελευθέρωση του προ-αποπτωτικού κυτοχρώματος c 

από τα μιτοχόνδρια και μπλοκάρει την ενεργοποίηση της caspase‐3, αναστέλλοντας 



53 
 

έτσι την απόπτωση των ΛΜΚ (182). Η CDH5 (CaDHerin 5), ένας από τους 

υποδοχείς προσκόλλησης, μεσολαβεί στις εξαρτώμενες από το ασβέστιο 

αλληλεπιδράσεις μεταξύ κυττάρων και δρα ως μόριο σηματοδότης, που προάγει τον 

πολλαπλασιασμό και την απόπτωση των ΛΜΚ (183). H μείωση της έκφρασης του 

ANRIL αύξησε την έκφραση του BCL2A1 και μείωσε την έκφραση του CDH5 στα 

ΛΜΚ, γεγονός που εξασθένισε την απόπτωση των ΛΜΚ (184) (Εικόνα 15). 

 

Εικόνα 15. Μηχανισμοί με τους οποίους το ANRIL οδηγεί σε δυσλειτουργία λείων 

μυϊκών κυττάρων (ΛΜΚ) και αθηρωμάτωση. 

Τα ΜΚ λόγω των προ-φλεγμονωδών ιδιοτήτων τους, προσκολλώνται σε 

ενεργοποιημένα ΕΚ, διεισδύουν στο ενδοθηλιακό στρώμα και διαφοροποιούνται σε 

μακροφάγα, τα οποία προάγουν την αποικοδόμηση της εξωκυττάριας ουσίας και 

οδηγούν σε επιφανειακή διάβρωση ή ρήξη των αθηρωματικών πλακών (185). Τα 

στοιχεία ALU αποτελούν μια οικογένεια ειδικών για τα SINEs (Short Interspersed 
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Repeat Elements) και συνδέονται με την αθηρωμάτωση μέσω της διευκόλυνσης της 

προσκόλλησης και του πολλαπλασιασμού των ΜΚ (186). Η λειτουργική συνάφεια 

των μοτίβων ALU με το ANRIL επιβεβαιώθηκε με μελέτες knock-out (187,188). 

Επίσης, βρέθηκε ότι το ANRIL (μαζί με τα στοιχεία ALU) διευκόλυνε την 

προσκόλληση και τον πολλαπλασιασμό των ΜΚ, επιδεινώνοντας έτσι την ανάπτυξη 

αθηρωμάτωσης (189). Γίνεται επομένως κατανοητό ότι το ANRIL μπορεί να 

διαδραματίζει σημαντικό ρόλο σε πολλές πτυχές της παθοφυσιολογίας των 

καρδιαγγειακών νόσων. Αυτό πιθανόν να αποτελεί και τον συνδετικό κρίκο μεταξύ 

του ANRIL και των ΕΑΚ.  

 

4.2 Πλεονεκτήματα και περιορισμοί 
 

 Η παρούσα μελέτη αποτελεί την πρώτη  μελέτη που ερευνά πολυμορφισμούς 

του γονιδίου ANRIL σε γυναίκες με ΕΑΚ, συμπεριλαμβάνοντας περισσότερα από 

120 δείγματα από γυναίκες με ή χωρίς ΕΑΚ. Υπήρχαν στοιχεία για τον αριθμό τον 

αποβολών που είχε η κάθε γυναίκα,  επιτρέποντας την διαστρωμάτωση αναλόγως με 

τον αριθμό των αποβολών. Επιπλέον, υπήρχαν διαθέσιμα στοιχεία για τις γυναίκες 

που εμφάνισαν ΕΑΚ, όπως η ηλικία και το BMI της μητέρας. Αυτοί οι παράγοντες 

θεωρείται ότι συσχετίζονται με την εμφάνιση ΕΑΚ (21,69) και λαμβάνοντας τα 

υπόψιν αυξάνεται η αξιοπιστία  των αποτελεσμάτων. Όλα τα πειράματα διεξάχθηκαν 

στο ίδιο εργαστήριο, ελαχιστοποιώντας τις μεταβολές στις συνθήκες μεταξύ των 

πειραμάτων.  

 Η μελέτη δεν είναι ελεύθερη περιορισμών. Παρόλο το μέγεθος του 

πληθυσμού που εξυπηρετεί το κέντρο και τον συνολικό αριθμό των δειγμάτων, 
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κάποιες υπο-ομάδες, όπως οι γυναίκες με τέσσερις αποβολές, συμπεριελάμβαναν 

μικρό αριθμό δειγμάτων, περιορίζοντας έτσι τη δύναμη των στατιστικών ελέγχων να 

δείξουν μια σημαντική διαφορά. Ωστόσο, παρά την παρουσία του τελευταίου 

περιορισμού κάποια αποτελέσματα ήταν ή άρχισαν να θεωρούνται στατιστικά 

σημαντικά. Τέλος, δεν υπήρχαν διαθέσιμα δεδομένα για τις γυναίκες στην ομάδα των 

controls, όπως ήταν για την ομάδα των ΕΑΚ, περιορίζοντας με αυτό τον τρόπο την 

προσαρμογή στις αντίστοιχες συγκρίσεις.  

 

4.3 Συμπεράσματα και μελλοντικές προοπτικές 
 

 Συμπερασματικά, αυτή είναι η πρώτη μελέτη που ερευνά πολυμορφισμούς 

του γονιδίου ANRIL σε γυναίκες με ΕΑΚ. Τα αποτελέσματα δείχνουν ότι ο 

πολυμορφισμός rs4977574 του γονιδίου του ANRIL συσχετίζεται με την παρουσία 

ΕΑΚ, ενώ μια συσχέτιση με τον αριθμό των αποβολών με βάση τα παρόντα 

αποτελέσματα δεν μπορεί να αποκλειστεί. Η μελέτη αυτή έρχεται να προσθέσει 

υποστηρικτικά στοιχεία για την υπόθεση παρουσίας κοινού παθοφυσιολογικού 

μηχανισμού μεταξύ καρδιαγγειακών νόσων και ΕΑΚ, πιθανόν μέσω της 

αθηρωμάτωσης και της αγγειακής θρόμβωσης. Καθώς έχει βρεθεί στην βιβλιογραφία 

ότι καρδιαγγειακές νόσοι (129,130) και αθηρωμάτωση (131–133) συσχετίζονται με 

τον πολυμορφισμό rs4977574 του γονιδίου του ANRIL. Μελλοντικές προκλήσεις 

αποτελούν την περαιτέρω διαλεύκανση των μοριακών μηχανισμών που εμπλέκονται 

στην συσχέτιση του ANRIL με την εμφάνιση ΕΑΚ. Καλά σχεδιασμένες μελέτες θα 

μπορούν να συμπεριλάβουν λεπτομερή στοιχεία των γυναικών,  τα οποία θα μπορούν 

να ληφθούν υπόψιν κατά την ανάλυση των δεδομένων, οδηγώντας σε πιο ασφαλή 

συμπεράσματα.    
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