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A. Περίλθψθ 
Σο ςφνδρομο Beckwith–Wiedemann (BWS, OMIM# 130650) είναι γενετικι 

διαταραχι που ςχετίηεται με ςωματικι υπερανάπτυξθ (γιγαντιςμό –μακροςωμία) 

ορατι ακόμα και πριν τθ γζννθςθ. Ζχει ςυχνότθτα εμφάνιςθσ ςτο γενικό πλθκυςμό  

(άντρεσ και γυναίκεσ) περίπου 1/13000 .  

Οι αςκενείσ με BWS εμφανίηουν ζνα ευρφ φάςμα φαινοτυπικϊν χαρακτθριςτικϊν, 

τα κυριότερα των οποίων είναι μακρογλωςςία, μακροςωμία, και εξόμφαλοσ/ 

ομφαλοκιλθ και διατρζχουν αυξθμζνο κίνδυνο εμφάνιςθσ καρκίνου παιδικισ 

θλικίασ, κυρίωσ όγκων “Wilms” και θπατοβλαςτωμάτων. 

Σο BWS είναι ςφνδρομο  που ςχετίηεται με επιγενετικζσ αλλοιϊςεισ και διαταραχζσ 

του προτφπου γονιδιακισ αποτφπωςθσ  και αφορά τθν  περιοχι 11p15.5 του 

χρωμοςϊματοσ 11 κακϊσ και τα γονίδια IGF2,Η19,CDKN1C,KCNQ1 και KCNQ1OT1 

που βρίςκονται ςτθν περιοχι αυτι. τθ πλειοψθφία των περιπτϊςεων (~85%) οι 

βλάβεσ είναι ςποραδικζσ ενϊ  ςε ποςοςτό 15% υπάρχει οικογενειακό ιςτορικό.  τισ 

οικογενείσ περιπτϊςεισ το BWS ςχετίηεται κυρίωσ με μεταλλάξεισ του γονιδίου 

CDKN1C (MIM:600856), κλθρονομείται με αυτοςωματικι επικρατιτικι 

κλθρονομικότθτα και φαίνεται να παρουςιάηει ατελι διειςδυτικότθτα που πικανόν 

να ςχετίηεται με τα υψθλά ποςοςτά ςωματικοφ και ιςτοειδικοφ μωςαϊκιςμοφ που 

παρατθροφνται ςτουσ αςκενείσ . 

Σο γονίδιο CDKN1C υπόκειται ςε γονιδιακι αποτφπωςθ και εκφράηεται μόνο από το 

μθτρικισ προζλευςθσ αλλθλόμορφο. Η πρωτεΐνθ CDKN1C λειτουργεί ωσ αρνθτικόσ 

ρυκμιςτισ τθσ κυτταρικισ ανάπτυξθσ και του κυτταρικοφ πολλαπλαςιαςμοφ.  

Για τθν πραγματοποίθςθ γονιδιακοφ ελζγχου χρθςιμοποιικθκε DNA, το οποίο είχε 

απομονωκεί από το περιφερικό αίμα 13 αςκενϊν (αγόρια-κορίτςια) με φυςιολογικό 

καρυότυπο που παραπζμφκθκαν από τουσ κλινικοφσ γενετιςτζσ με κλινικι εικόνα 

BWS. τουσ αςκενείσ αυτοφσ πραγματοποιικθκε ζλεγχοσ για αλλαγζσ μεκυλίωςθσ 

των κζντρων γονιδιακισ αποτφπωςθσ IC1 και IC2 γενετικό τόπο 11p15 μζςω MS-

MLPA, 9 από τουσ οποίουσ βρζκθκαν να φζρουν αλλαγζσ. τθ ςυνεχεία 

πραγματοποιικθκε ανίχνευςθ μεταλλάξεων/πολυμορφιςμϊν ςτο γονίδιο CDKN1C 

μζςω πρωτοκόλλου ECMA κακϊσ και μζςω τθσ ανάλυςθσ τθσ πρωτοταγοφσ δομισ 

του DNA.  
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το ςφνολο των αςκενϊν που εξετάςτθκαν ςτο γονίδιο CDKN1C (4 ςυνολικά 

αςκενείσ), πακολογικζσ μεταλλάξεισ δεν βρζκθκαν ςε κανζναν. Για τθν επιβεβαίωςθ 

των μεταλλάξεων ωσ μθ πακολογικϊν ζγινε επίςθσ ζλεγχοσ  ςε δφο ςυγγενείσ 

αυτϊν  αλλά και ςε 8 φυςιολογικά άτομα(control). Επιπλζον λόγω ςυςχζτιςθσ  του 

γονιδίου CDKN1C  με το ςφνδρομο Silver Russel πραγματοποιικθκε ζλεγχοσ ςε δφο 

(2) άτομα που παραπζμφκθκαν για SRS. 

υνοψίηοντασ, ςτθν μελζτθ αυτι: α) δεν βρζκθκαν πακολογικζσ μεταλλάξεισ ςε 

κανζναν από τουσ αςκενείσ που παραπζμφκθκαν, αλλά μόνο πολυμορφιςμοί, 

κακϊσ και κάποιεσ μεταλλάξεισ  όπου  θ  επίδραςθ τουσ μζνει να επιβεβαιωκεί  β) 

βρζκθκε ότι θ ςυχνότθτα τθσ εμφάνιςθσ διαγραμμζνων αμινοξζων ςτον τομζα PAPA 

τθσ πρωτεΐνθσ CDKN1C, ςτο φυςιολογικό πλθκυςμό  είναι αρκετά μεγάλθ κακϊσ  

τζςςερα ςτα οκτϊ (4/8) φυςιολογικά άτομα παρουςίαςαν διαγραφι αμινοξζων 

ςτον τομζα PAPA γ) διαπιςτϊκθκε ότι θ πικανότθτα εμφάνιςθσ  πακολογικισ 

μετάλλαξθσ ςτο γονίδιο CDKN1C ςε περιπτϊςεισ αςκενϊν με BWS ςτον ελλθνικό 

πλθκυςμό είναι εξαιρετικά χαμθλι, κάτι το οποίο βζβαια ζρχεται ςε ςυμφωνία με 

τθν γενικότερθ ςυχνότθτα εμφάνιςθσ που αναφζρεται ςτθν βιβλιογραφία δ)τζλοσ θ 

απουςία πακογόνων μεταλλάξεων δεν επιτρζπει ςυςχζτιςθ φαινοτφπου – 

γονοτφπου. 
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B. Ειςαγωγι 

1. Σο ςφνδρομο Beckwith-Wiedemann(BWS) 

 

Σο ςφνδρομο Beckwith-Wiedemann (BWS)(BWS,OMIM 130650) είναι γενετικι  

διαταραχι που εμφανίηεται ςτθ νεογνικι παιδικι θλικία και ςχετίηεται με ςωματικι 

υπερανάπτυξθ (γιγαντιςμό –μακροςωμία), και αυξθμζνθ προδιάκεςθ για τθν 

ανάπτυξθ όγκων[1][2]. 

Η διαταραχι αυτι ζχει 

πλθκυςμιακι ςυχνότθτα εμφάνιςθσ 

1/13700, ίςθ ςε άνδρεσ-γυναίκεσ 

και ςυναντάται ςε όλα τα ζκνθ. 

Μόνθ εξαίρεςθ αποτελεί θ 

περίπτωςθ των μονοηυγωτικϊν 

διδφμων, όπου παρατθροφνται 

αυξθμζνα ποςοςτά των κιλεων 

ζναντι των αρρζνων αςκενϊν [2].  

Ο ςυνολικόσ αρικμόσ των καταγεγραμμζνων βρεφϊν που γεννιοφνται με ς. BW 

είναι πικανά υποεκτιμθμζνοσ, επειδι πολλά νεογνά γεννιοφνται με BWS, αλλά 

ζχουν κλινικά χαρακτθριςτικά λιγότερο εμφανι και ωσ εκ τοφτου δεν 

εξακριβϊνονται και δεν καταγράφονται[1] . 

Η κλινικι εικόνα αςκενϊν με BWS ποικίλει ςθμαντικά , κακϊσ εμφανίηουν ζνα ευρφ 

φάςμα φαινοτυπικϊν χαρακτθριςτικϊν, τα κυριότερα των οποίων είναι 

μακρογλωςςία (Εικόνα 1), μακροςωμία, εξόμφαλοσ/ομφαλοκιλθ, βουβωνοκιλθ, 

ανωμαλίεσ ςτισ πτυχϊςεισ των αυτιϊν, και χαμθλά επίπεδα ςακχάρου ςτο αίμα 

μετά τθ γζννθςθ (νεογνικι υπογλυκαιμία)[1].  

To BWS αποτελεί ζνα από τα ςφνδρομα που ςχετίηονται με επιγενετικζσ αλλοιϊςεισ 

και διαταραχζσ του προτφπου γονιδιακισ αποτφπωςθσ. τθ πλειοψθφία των 

περιπτϊςεων (~85%) οι βλάβεσ είναι ςποραδικζσ ενϊ το 15% ζχουν οικογενειακό 

ιςτορικό. Η διειςδυτικότθτα ςε οικογενείσ περιπτϊςεισ είναι υψθλι, αν λθφκεί 

Εικόνα 1 Μακρογλωςςία ςε αςκενι με BWS 
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υπόψθ ότι θ γονιδιακι αποτφπωςθ ςχετίηεται με τθν γονεϊκι προζλευςθ του 

αλλθλομόρφου[1]. 

Μία ποικιλία γενετικϊν ι / και επιγενετικϊν αλλοιϊςεων, ςυγκεκριμζνων 

ρυκμιςτικϊν γονιδίων που βρίςκονται ςτο χρωμόςωμα 11 ςτθν περιοχι 11p15.5 

αφοροφν τον ρυκμό ανάπτυξθσ και ςχετίηονται με τον φαινότυπο- γονότυπο 

/επιγονότυπο του BWS[1]. 

Η κρίςιμθ περιοχι για το BWS περιλαμβάνει δφο τομείσ: το κζντρο αποτφπωςθσ 1 

(IC1) που ρυκμίηει τθν ζκφραςθ των γονιδίων IGF2 και H19 ςτον τομζα 1 και το 

κζντρο αποτφπωςθσ 2 (IC2), που ρυκμίηει τθν ζκφραςθ των γονιδίων CDKN1C, 

KCNQ10T1 και KCNQ1 ςτον τομζα 2 (βλ.Εικόνα 4). Η διαφορικι μεκυλίωςθ του IC1 

και IC2 ςυνδζεται με τθν ζκφραςθ ςυγκεκριμζνων γονιδίων ςτο πατρικό και μθτρικό 

αλλθλόμορφο ςε υγιι άτομα[1]. 

 

2. Κλινικά χαρακτθριςτικά 
 

Οι αςκενείσ με ςφνδρομο Beckwith-Wiedemann 

εμφανίηουν ζνα ευρφ φάςμα  κλινικϊν  

χαρακτθριςτικϊν και τα διαγνωςτικά κριτιρια 

ποικίλουν. 

Προγεννθτικά ςυχνά παρατθροφνται αυξθμζνθ 

ποςότθτα αμνιακοφ υγροφ (πολυδράμνιο) [3][4], 

προωρότθτα  και εμβρυϊκι μακροςωμία, ςε 

ποςοςτό που μπορεί να αγγίηει και το 50%. Άλλα 

χαρακτθριςτικά που εμφανίηονται προγεννθτικά, 

επίςθσ ςτθν πλειοψθφία των αςκενϊν, είναι 

μεγάλοσ ομφάλιοσ λϊροσ, διευρυμζνοσ πλακοφντασ 

και μζςοι όροι βάρουσ εμβρφων ςχεδόν διπλάςιοι 

από το κανονικό βάροσ για τθν θλικία κφθςθσ*4]. 

Ζμβρυα με BWS αναπτφςςονται με αυξθμζνο ρυκμό 

κατά το δεφτερο ιμιςυ τθσ κφθςθσ και κατά τα πρϊτα 

χρόνια τθσ ηωισ τουσ, όμωσ το φψοσ τουσ ωσ ενιλικεσ παραμζνει τυπικά ςτο 

Εικόνα 2 Συπικόσ φαινότυποσ αςκενι με 
BWS, με μακρογλωςςία και εξόμφαλο 
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ανϊτατο φυςιολογικό όριο. Ο ρυκμόσ ανάπτυξθσ ςυνικωσ επιβραδφνεται γφρω 

ςτθν θλικία των επτά με οκτϊ χρόνων. Ζνασ τρόποσ εμφάνιςθσ ανϊμαλθσ 

ανάπτυξθσ είναι και με τθν μορφι θμιυπερπλαςίασ  ι / και μακρογλωςςίασ. Η 

θμιυπερπλαςία (εφόςον υπάρχει), μπορεί να γίνει αντιλθπτι κατά τθ γζννθςθ, αλλά 

μπορεί να γίνει περιςςότερο ι λιγότερο εμφανισ κακϊσ ο αςκενισ μεγαλϊνει. Η 

θμιυπερπλαςία μπορεί να επθρεάςει τμθματικά περιοχζσ του ςϊματοσ ι 

επιλεγμζνα όργανα και ιςτοφσ. Όταν επθρεάηονται πολλά μζρθ του ςϊματοσ, θ 

θμιυπερπλαςία μπορεί να χαρακτθριςτεί ωσ ομόπλευρθ εάν περιορίηεται ςτθ μία 

πλευρά του ςϊματοσ  ι  ωσ ετερόπλευρθ  εάν εμφανίηεται ςε αντίκετεσ πλευρζσ 

του ςϊματοσ [5]. Σο ιδιαίτερα μεγάλο μικοσ τθσ γλϊςςασ μπορεί να οδθγιςει ςε 

δυςκολίεσ ςτθν διατροφι, ςτθν ομιλία και λιγότερο ςυχνά, ςε υπνικι άπνοια[1][3].  

Ζνα προςωπείο νεογνοφ με BWS μπορεί να 

περιλαμβάνει επίςθσ προεξζχοντεσ οφκαλμοφσ  

με υπερκόγχιεσ πτυχζσ, αιμαγγειωματϊδεισ 

ςπίλουσ προςϊπου, υποπλαςία μζςου 

προςϊπου με προζχουςα κάτω γνάκο, 

αναδιπλϊςεισ ςτον πρόςκιο λοβό του αυτιοφ 

(Εικόνα 3)και κοιλϊματα ςτθν όπιςκεν ζλικα του 

πτερυγίου[1][3][6]. 

Σο προςωπείο BWS ςυχνά όμωσ εξομαλφνεται κατά τθν διάρκεια τθσ παιδικισ 

θλικίασ τόςο, ϊςτε χρειάηεται να γίνει αξιολόγθςθ των πρϊιμων παιδικϊν 

φωτογραφιϊν, για τθν εκτίμθςθ των εφιβων ι ενθλίκων με υποψία για ς. BW [1].  

Αναφζρεται επίςθσ υπογλυκαιμία ςε 30-50% των βρεφϊν με BWS[3], θ οποία 

πικανότατα προκαλείται από υπερπλαςία των κυττάρων των νθςιδίων του 

παγκρζατοσ και  από υπερινςουλιναιμία. Οι περιςςότερεσ περιπτϊςεισ 

υπογλυκαιμίασ είναι ιπιεσ και παροδικζσ. Ωςτόςο, ςε πιο ςοβαρζσ περιπτϊςεισ 

BWS θ υπογλυκαιμία μπορεί να παραμείνει και αν δεν γίνει αντιλθπτι ι δεν 

χορθγθκεί κεραπεία, εγκυμονεί ςοβαρό κίνδυνο για αναπτυξιακζσ βλάβεσ[1].  

ε βρζφθ με BWS υπάρχει μια αυξθμζνθ ςυχνότθτα δυςπλαςιϊν και διαφόρων 

επιπλοκϊν, ςυμπεριλαμβανομζνων ελαττωμάτων του κοιλιακοφ τοιχϊματοσ 

(ομφαλοκιλθ, και κοιλιακόσ διαχωριςμόσ) [1][6] και οργανομεγαλία, ςε όργανα 

όπωσ το ςυκϊτι, ο ςπλινασ, το πάγκρεασ, τα νεφρά, ι τα επινεφρίδια. 

Εικόνα 3 Αναδίπλωςθ πρόςκιου λοβοφ του 
αυτιοφ ςε αςκενι με BWS 
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Πακογνωμονικά ευριματα ςε όργανα όπωσ τα επινεφρίδια, είναι θ εμβρυονικι 

κυτταρομεγαλία του φλοιοφ των επινεφριδίων ενϊ ςτα νεφρά οι νεφρικζσ 

ανωμαλίεσ μπορεί να περιλαμβάνουν πρωτογενείσ δυςπλαςίεσ, μυελοειδι νεφρικι 

δυςπλαςία, νεφροαςβζςτωςθ, και νεφρολικίαςθ[1]. 

Επιπλζον ςε ζνα 20% (με εφροσ 9-34%) των παιδιϊν με BWS εμφανίηονται 

δυςπλαςίεσ τθσ καρδιάσ, ενϊ περίπου ςτο ιμιςυ των περιπτϊςεων αυτϊν θ 

καρδιομεγαλία  υποχωρεί από μόνθ τθσ*3+*9+. 

Σζλοσ, υπάρχει μια αυξθμζνθ προδιάκεςθ ςτουσ αςκενείσ με BWS -ςυγκεκριμζνα 

παρουςιάηουν 1.000 φορζσ αυξθμζνο κίνδυνο -για τθν ανάπτυξθ εμβρυικϊν 

κακοθκειϊν[7], με πιο κοινζσ τον όγκο Wilms και το θπατοβλάςτωμα[8]. Άλλοι 

εμβρυικοί όγκοι περιλαμβάνουν ραβδομυοςάρκωμα, καρκίνωμα του φλοιοφ των 

επινεφριδίων και νευροβλάςτωμα [1]. 

Οι περιςςότεροι από τουσ όγκουσ που ςυνδζονται με BWS εμφανίηονται ςτα πρϊτα 

8-10 χρόνια ηωισ των αςκενϊν με πολφ λίγα περιςτατικά να αναφζρονται πζρα από 

αυτι τθν θλικία. Ο ςυνολικόσ κίνδυνοσ για τθν ανάπτυξθ όγκων ςε παιδιά - αςκενείσ 

εκτιμάται ςε 7,5% (με εφροσ 4-21 % ) [1][3][9].  

Αςκενείσ με ςοβαρι μορφι του BWS, διατρζχουν κίνδυνο πρόωρου κανάτου, 

οφειλόμενου ςε επιπλοκζσ λόγω τθσ μακρογλωςςίασ, τθσ υπογλυκαιμίασ, τθσ 

προωρότθτασ, τθσ καρδιομυοπάκειασ ι των όγκων. 

ε γενικζσ γραμμζσ, θ διάγνωςθ υποςτθρίηεται από τθν παρουςία τουλάχιςτον 

τριϊν χαρακτθριςτικϊν κλινικϊν ευρθμάτων (π.χ. τρία μείηονα ι δφο μείηονα και 

ζνα δευτερεφον) , ωςτόςο θ ανάπτυξθ εμβρυονικϊν όγκων μπορεί να ςυνοδεφεται 

από «θπιότερουσ» φαινοτφπουσ[3]. Θετικι μοριακι εξζταςθ μπορεί να 

επιβεβαιϊςει τθ διάγνωςθ του ςυνδρόμου, όμωσ ζνα αρνθτικό αποτζλεςμα δεν 

αποκλείει τθν φπαρξθ BWS[1] . 

Η μετζπειτα ανάπτυξθ ςε αςκενείσ με BWS που επιβιϊνουν ςτθν παιδικι θλικία, 

είναι ςυνικωσ φυςιολογικι και θ πρόγνωςθ είναι γενικά καλι. Μόνεσ περιπτϊςεισ 

με κακι πρόγνωςθ ςε αςκενείσ είναι θ φπαρξθ διπλαςιαςμοφ του τμιματοσ p15.5 

του χρωμόςωματοσ 11 ι υπογλυκαιμία που διζφυγε τθσ διάγνωςθσ. Κλινικά 

χαρακτθριςτικά  που μπορεί να παρουςιάςουν κατά τθν ανάπτυξθ τουσ αςκενείσ με 

κακι πρόγνωςθ, είναι θ αργι ανάπτυξθ, ο πόνοσ και οι παραμορφϊςεισ των 
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οςτϊν[1]. 

  

3. Τπεφκυνοσ γενετικόσ τόποσ για το BWS και θ επιγενετικι 

ρφκμιςι του. 
 

Όπωσ αναφζρκθκε το ςφνδρομο BWS είναι ζνα ςφνδρομο το οποίο ςχετίηεται με 

επιγενετικζσ αλλοιϊςεισ και διαταραχζσ του προτφπου γονιδιακισ αποτφπωςθσ. 

τθν χρωμοςωμικι περιοχι που ευκφνεται για το BWS, υπάρχουν κζντρα 

αποτφπωςθσ τα οποία ελζγχουν τθν ζκφραςθ γονιδίων.  

Ζνα κζντρο αποτφπωςθσ (Imprinting Center - IC) είναι μια περιοχι του DNA που 

μπορεί να ρυκμίηει τθν cis ζκφραςθ των αποτυπωμζνων γονίδιων  ακόμα και ςε 

μεγάλεσ αποςτάςεισ. Σα ICs ςυνικωσ χαρακτθρίηονται από διαφορικι μεκυλίωςθ 

του DNA και διαφορικζσ τροποποιιςεισ ιςτονϊν, ςτο πατρικό και μθτρικό 

αντίγραφο, αναφερόμενεσ επίςθσ ωσ περιοχζσ ελζγχου αποτφπωςθσ (ICR) ι 

διαφορικά μεκυλιωμζνεσ περιοχζσ (Differentially Methylated Regions - DMRs) [1]. 

Τπάρχουν δφο περιοχζσ αποτφπωςθσ ςτθν κρίςιμθ περιοχι για το BWS, οι οποίεσ 

αναφζρονται παρακάτω. 

Η κρίςιμθ περιοχι για το BWS βρίςκεται ςτο χρωμόςωμα 11 ςτθν 11p15.5 και 

περιλαμβάνει δφο τομείσ: τον τομζα 1 (ICR1) όπου βρίςκεται το κζντρο αποτφπωςθσ 

1 (IC1) που ρυκμίηει τθν ζκφραςθ των γονιδίων IGF2 και H19 και τον τομζα 2 όπου 

βρίςκεται το κζντρο αποτφπωςθσ 2 (IC2), που ρυκμίηει τθν ζκφραςθ των γονιδίων 

CDKN1C, KCNQ10T1 και KCNQ1 [1]. 

Η πρϊτθ περιοχι ι τομζασ 1 ICR1,είναι τελομερικι και περιζχει τα αποτυπωμζνα 

γονίδια Η19 και IGF2. Αναφζρεται επίςθσ ωσ, DMR1, ι H19DMR. Η ρφκμιςθ του εν 

λόγω τομζα ελζγχεται από το κζντρο αποτφπωςθσ 1 (IC1). Σο IC1 είναι διαφορικά 

μεκυλιωμζνο, ςυνικωσ μεκυλιωμζνο ςτο πατρικό αλλθλόμορφο και μθ 

μεκυλιωμζνο ςτο μθτρικό αλλθλόμορφο[1][10]. Χαρτογραφείται ανοδικά του 

υποκινθτι του γονιδίου Η19 και ρυκμίηει το IGF2 και το Η19.  

Σο τελομερικό ICR1 προςδίδει διαφορετικι αρχιτεκτονικι ςτθν χρωματίνθ των δφο 

γονικϊν αλλθλόμορφων, που οδθγεί ςε αμοιβαία ζκφραςθ του μθ κωδικοφ RNA -  



11 
 

καταςτολζα ανάπτυξθσ που εκφράηεται από το γονίδιο Η19 και του αυξθτικοφ 

παράγοντα IGF2[10]. 

Ειδικότερα, το Η19 δίνει ζνα μθ-κωδικό, μθ μεταφραηόμενο RNA που πικανά 

λειτουργεί ωσ καταςτολζασ όγκου, και εκφράηεται από το μθ μεκυλιωμζνο μθτρικό 

αλλθλόμορφο [10]. 

Σο IGF2 είναι ζνασ ιςχυρόσ παράγοντασ τθσ εμβρυϊκισ ανάπτυξθσ. Σα Η19 και IGF2 

είναι αμοιβαίωσ αποτυπωμζνα γονίδια, με το Η19 να είναι μθτρικά εκφραηόμενο 

και το IGF2 πατρικά εκφραηόμενο. Tα δφο αυτά γονίδια ςυνεκφράηονται ςε ιςτοφσ 

ενδοδερμικισ και μεςοδερμικισ προζλευςθσ κατά τθ διάρκεια τθσ εμβρυϊκισ 

ανάπτυξθσ και ανταγωνίηονται για τουσ ίδιουσ ενιςχυτζσ [10].  

το μθτρικό αλλθλόμορφο θ ρφκμιςθ τθσ μεταγραφισ επιτυγχάνεται με τθ ςφνδεςθ 

του δακτφλου – ψευδαργφρου τθσ πρωτεΐνθσ μονωτι CTCF (CCCTC-Binding factor ) 

με τισ αλλθλουχίεσ κζςεων δζςμευςθσ του CTCF τισ CTSs (CTCF binding sites), οι 

οποίεσ βρίςκονται εντόσ του IC1. Ο CTCF προςδζνεται μόνο ςτθ μθ μεκυλιωμζνθ 

ακολουκία του μθτρικοφ αλλθλόμορφου, όπου δρα ωσ μονωτισ ςε ενιςχυτζσ τθσ 

ζκφραςθσ του υποκινθτι του IGF2  [10][11].  

Μεκυλίωςθ του πατρικοφ αλλθλόμορφου ςτισ CTSs αποτρζπει τθ ςφνδεςθ του CTCF 

με το ICR1 και ζτςι καταςτζλλει τθν ζκφραςθ του Η19 ενϊ ταυτόχρονα πυροδοτεί 

τθν ζκφραςθ του IGF2 κακϊσ οι ενιςχυτζσ είναι πλζον ελεφκεροι να 

ενεργοποιιςουν τον υποκινθτι του. υνεπϊσ, θ αποτυπωμζνθ ζκφραςθ του Η19 

Εικόνα 4. Πρότυπο μεκυλίωςθσ των ICR1 και ICR2 και ςφνδεςθσ του CTCF μονωτι με αυτά ςτο πατρικό και το μθτρικό αλλιλιο 
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και θ καταςτολι του IGF2 απαιτοφν προκακοριςμζνθ ςφνδεςθ CTCF ςτο μθτρικό 

αλλθλόμορφο [10]. 

Διαγραφζσ ςτο μθτρικό αλλθλόμορφο που μειϊνουν τον αρικμό των CTSs και 

διαταράςςουν τθν αρχιτεκτονικι του ICR1 ζχουν ωσ αποτζλεςμα αυξθμζνα επίπεδα 

IGF2 και τθν εμφάνιςθ του ςυνδρόμου BWS. 

Η δεφτερθ περιοχι ι τομζασ 2 (CR2) βρίςκεται κεντρομερικά και περιζχει τα 

αποτυπωμζνα γονίδια CDKN1C, KCNQ1, και KCNQ1OT1 κακϊσ και άλλα γονίδια (π.χ. 

PHLDA, SLC22A18). Αναφζρεται και ωσ διαφορικά μεκυλιωμζνθ περιοχι 2 DMR2 , ι 

KvDMR1.Η ρφκμιςθ του εν λόγω τομζα ελζγχεται από το κζντρο αποτφπωςθσ 2 

(IC2). Σο IC2 βρίςκεται ςε επικάλυψθ με τα ιντρόνια 9/ 10 και το εξόνιο 10 του 

γονιδίου KCNQ1[10] και περιζχει τον υποκινθτι για το KCNQ1OT1 – ζνα μθ-κωδικό 

RNA με ςθμαντικι ρυκμιςτικι λειτουργία *1+*12]. Κανονικά είναι μεκυλιωμζνθ ςτο 

μθτρικό αλλθλόμορφο και μθ μεκυλιωμζνθ ςτο πατρικό αλλθλόμορφο. Η 

μεκυλίωςθ ςτο μθτρικό αλλθλόμορφο αναςτζλλει τθν ζκφραςθ του KCNQ1OT1 

αλλά επιτρζπει τθν ζκφραςθ του CDKN1C και KCNQ1[10]. Σο πατρικό αλλθλόμορφο, 

το οποίο είναι μθ μεκυλιωμζνο, εκφράηει το KCNQ1OT1, το οποίο ςτθ ςυνζχεια 

επιβάλλει αποςιϊπθςθ ςε γονίδια που υφίςτανται αποτφπωςθ (Εικόνα 5). Ωσ 

αποτζλεςμα αυτοφ, τα γονίδια CDKN1C και KCNQ1 εκφράηονται μόνο από το 

μθτρικό αντίγραφο του γονιδίου. Παρόλο που θ ακριβισ ρφκμιςθ τθσ περιοχισ 

αυτισ δεν είναι ςαφισ, είναι γνωςτό ότι θ απϊλεια μεκυλίωςθσ ςτο IC2 του 

μθτρικοφ αλλθλομόρφου οδθγεί ςε ζκφραςθ του KCNQ1OT1 και από τα δφο γονικά 

αλλθλόμορφα. Ζχει δειχκεί επίςθσ ότι άτομα με BWS και απϊλεια τθσ μεκυλίωςθσ 

ςτο IC2 ςτο μθτρικό χρωμόςωμα ζχουν μειωμζνθ ζκφραςθ του CDKN1C [13]. 
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Εικόνα 5 Α) Φυςιολογικι γονιδιακι αποτφπωςθ των γονιδίων ςτον τομζα 11p15,Β)Δυο περιπτϊςεισ μθ 
φυςιολογικισ γονιδιακισ αποτφπωςθσ ςτον τομζα 11p15 που οδθγοφν ςε BWS.Αναδθμοςίευςθ από*24+ 
GeneReviews® *Internet]. Beckwith-Wiedemann syndrome  

4. Γονίδια που ςχετίηονται με το ςφνδρομο Beckwith-

Wiedemann  
 

Ζνασ αρικμόσ γονίδιων που βρίςκονται ςτθν περιοχι 11p15 και είναι δυνατόν να 

υπόκεινται ςε γονιδιακι αποτφπωςθ, ζχουν ενοχοποιθκεί για το ςφνδρομο 

Beckwith-Wiedemann (BWS) περιλαμβανομζνων ογκοκαταςταλτικϊν γονιδίων 

κακϊσ και γονιδίων που κωδικοποιοφν ρυκμιςτικοφσ παράγοντεσ ανάπτυξθσ [1]. 

Πολλζσ διαφορετικοφ είδουσ μοριακζσ αλλαγζσ ςτα γονίδια αυτά κακϊσ και ςτθν 

ευρφτερθ περιοχι μποροφν να οδθγιςουν ςτθν εμφάνιςθ του ςυνδρόμου BW 

(Εικόνα 5). 
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IGF2 (ΜΙΜ:147470) 

 Σο γονίδιο IGF2 (Insulin-like Growth Factor II) βρίςκεται ςτθν περιοχι 11p15 με 

ςυντεταγμζνεσ 2.150.345-2.179.610  και ελζγχεται από το κζντρο αποτφπωςθσ 1 

(IC1). Κωδικοποιεί μια από τισ τρεισ πρωτεϊνικζσ ορμόνεσ που παρουςιάηουν 

παρόμοια δομι με τθν ινςουλίνθ κι είναι ζνα καλά χαρακτθριςμζνο ουδζτερο 

πεπτίδιο που πιςτεφεται ότι εκκρίνεται από το ιπαρ και κυκλοφορεί ςτο αίμα. Ζχει 

μιτογόνο δράςθ και ςυμμετζχει ςτθν ρφκμιςθ τθσ ανάπτυξθσ παίηοντασ ςθμαντικό 

ρόλο ςτθν εμβρυϊκι ανάπτυξθ[14].  

Σο IGF2 είναι ζνα αποτυπωμζνο γονίδιο που κωδικοποιεί ζναν, πατρικά 

εκφραηόμενο, εμβρυϊκό αυξθτικό παράγοντα. Ωςτόςο, ςτον ανκρϊπινο εγκζφαλο 

μία απϊλεια αποτφπωςθσ ζχει ωσ αποτζλεςμα τθν μεταγραφι τόςο του γονιδίου 

IGF2 όςο και του Η19 και από τα δφο γονικά αλλθλόμορφα. ε αςκενείσ με BWS 

κακϊσ και ςε αςκενείσ με πολλαπλοφσ όγκουσ, μεταξφ των οποίων και όγκουσ 

Wilms, παρατθρικθκε αυτι θ διαταραχι τθσ αποτφπωςθσ του IGF2 με αποτζλεςμα 

τθν ζκφραςθ του και από τα δυο αλλθλόμορφα. ε περιπτϊςεισ μοντζλων ηϊων 

που χρθςιμοποιοφνται για τθν μελζτθ του ςυνδρόμου, ποντίκια με μετάλλαξθ ςτο 

πατρικισ προζλευςθσ αλλθλόμορφο IGF2  γεννιοφνται μικρότερα ςε μζγεκοσ από τα 

φυςιολογικά, ενϊ όταν κλθρονομείται θ ίδια μετάλλαξθ από το μθτρικό 

αλλθλόμορφο δεν επθρεάηει τθν ανάπτυξθ του εμβρφου[15]. Επίςθσ, ςε 

περιπτϊςεισ υπερζκφραςθσ του IGF2 ι διαταραχισ λειτουργίασ του υποδοχζα IGF2 

παρατθρείται υπερανάπτυξθ των ποντικϊν [1][16]. 

 

Η19 (ΜΙΜ: 103280) 

 

 Σο Η19 είναι ζνα μθτρικά εκφραηόμενο γονίδιο (imprinted maternally expressed 

transcript) και κωδικοποιεί ζνα βιολογικϊσ δραςτικό μθ-κωδικό mRNA που πικανόν 

λειτουργεί ωσ καταςτολζασ όγκου. Σο γονίδιο βρίςκεται ςε περιοχι του 

χρωμοςϊματοσ 11p15 με ςυντεταγμζνεσ 2.016.405-2.019.064, ελζγχεται από το 

κζντρο αποτφπωςθσ 1 (IC1) και βρίςκεται πλθςίον του γονίδιου IGF2. Ζχει ζνα ρόλο 

ςτον περιοριςμό του ςωματικοφ βάρουσ και ςτθν αρνθτικι ρφκμιςθ του 

πολλαπλαςιαςμοφ των κυττάρων[22]. Σο γονίδιο αυτό ςυμμετζχει επιπλζον ςτον 
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ςχθματιςμό οριςμζνων τφπων καρκίνου και ςτθ ρφκμιςθ τθσ γονιδιακισ 

ζκφραςθσ[17].  

Οι περιοχζσ των Η19 και  IGF2 υπόκεινται ςε γονιδιακι αποτφπωςθ ζτςι  ϊςτε το 

Η19 να εκφράηεται μόνο από το μθτρικισ προζλευςθσ χρωμόςωμα 11 και το IGF2 

να εκφράηεται μόνο από το πατρικισ προζλευςθσ χρωμόςωμα[17]. Σο H19 αςκεί 

μεταγραφικι ρφκμιςθ ςε άλλα γονίδια με τθ ςτρατολόγθςθ τθσ πρωτεΐνθσ του 

μζκυλο CpG-τομζα δεςμευςισ 1 (MBD1) θ οποία αυξάνει τθν μεκυλίωςθ τθσ 

λυςίνθσ 9 τθσ ιςτόνθσ 3 (H3K9me3) ςε ςτοχευμζνεσ κζςεισ*10+. Περίπου το 50% των 

ατόμων με BWS παρουςιάηουν ζκφραςθ IGF2 ςτουσ ιςτοφσ και από τα δυο 

αλλθλόμορφα καταδεικνφοντασ μθ ςυηευγμζνθ ζκφραςθ του IGF2 και Η19, με τουσ 

περιςςότερουσ αςκενείσ να διατθροφν τθν φυςιολογικι, μόνο από το μθτρικό 

αλλθλόμορφο, ζκφραςθ του Η19. Λιγότερο ςυχνά, ζχουν αναφερκεί αλλαγζσ ςτθν 

ζκφραςθ ι μεκυλίωςθ του Η19 ςε αςκενείσ με BWS κακϊσ επίςθσ και ςτο 

ςφνδρομο Silver-Russell [18] που είναι ο αντίποδασ του ςυνδρόμου BW με αςκενείσ 

οι οποίοι εμφανίηουν μικροςωμία και αργι ζωσ κακόλου ανάπτυξθ. 

 

 CDKN1C (MIM:600856) 

  

Σο γονίδιο CDKN1C (cyclin-dependent kinase inhibitor 1C) βρίςκεται ςτθν περιοχι 

11p15 με ςυντεταμζνεσ 2.904.447-2.907.062 και ελζγχεται από το κζντρο 

αποτφπωςθσ 2 (IC2). Κωδικοποιεί τθν πρωτεΐνθ p57 ι Kip2, μζλοσ τθσ οικογζνειασ 

του  αναςτολζα τθσ κυκλίνο - εξαρτϊμενθσ κινάςθσ θ οποία δρα αρνθτικά ςτθ 

ρφκμιςθ του πολλαπλαςιαςμοφ των κυττάρων. Αυτό το γονίδιο είναι 

ογκοκαταςταλτικό και πικανόν αρνθτικόσ ρυκμιςτισ τθσ ανάπτυξθσ του εμβρφου. 

Οι δφο αυτζσ λειτουργίεσ μαηί με τθν προτιμϊμενθ μθτρικι ζκφραςθ (ατελι 

καταςτολι τθσ μεταγραφισ του πατρικοφ αλλθλόμορφου) του γονιδίου αυτοφ το 

κακιςτοφν ωσ ζνα υποψιφιο γονίδιο για τθν εμφάνιςθ του BWS. Οι μεταλλάξεισ ςτο 

γονίδιο αυτό ζχουν αναφερκεί ςε περίπου 5% των προςβεβλθμζνων ατόμων. Οι 

μεταλλάξεισ του CDKN1C απαντϊνται ςυχνότερα ςε άτομα με ομφαλοκιλθ, 

λυκόςτομα, κακϊσ και ςε άτομα με κετικό οικογενειακό ιςτορικό. Ωςτόςο, δεν 

μποροφν όλεσ οι περιπτϊςεισ κάκετθσ μεταβίβαςθσ του BWS προσ το παρόν να 

αποδοκοφν ςε μεταλλάξεισ CDKN1C [19]. Περεταίρω ςτοιχεία για το γονίδιο αυτό 
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αναφζρονται παρακάτω, κακϊσ μελετάται αναλυτικότερα ςτο πλαίςιο αυτισ τθσ 

εργαςίασ. 

 

KCNQ1 (MIM:607542) 

 

Σο γονίδιο KCNQ1 (potassium channel KQT - family member 1) βρίςκεται ςτθν 

περιοχι 11p15 με ςυντεταγμζνεσ  2.466.220-2.870.339 που ελζγχεται από το κζντρο 

αποτφπωςθσ 2 (IC2) και κωδικοποιεί τθν πρωτεΐνθ KvLQT1. Αποτελεί μζροσ ενόσ 

ταςεοελεγχόμενου διαφλου καλίου που απαιτείται για τθ φάςθ τθσ επαναπόλωςθσ 

του δυναμικοφ τθσ καρδιακισ δράςθσ. Σο γονιδιακό προϊόν μπορεί να ςχθματίςει 

ετεροπολυμερι με δφο άλλεσ πρωτεΐνεσ διαφλων καλίου, τισ KCNE1 και KCNE3. Σο 

γονίδιο φαίνεται να είναι μθ-φυςιολογικά αποτυπωμζνο ςε διάφορα είδθ καρκίνου 

κακϊσ και ςε περιπτϊςεισ BWS. Ζχει επίςθσ ενοχοποιθκεί ςε τουλάχιςτον δφο 

ςφνδρομα καρδιακισ αρρυκμίασ, το ςφνδρομο του βραχζοσ διαςτιματοσ QT 

(Romano-Ward) και το ςφνδρομο Jervell-LangeNielsen. Αυτό το γονίδιο εκφράηεται 

από το μθτρικό αλλθλόμορφο ςτουσ περιςςότερουσ ιςτοφσ, εκτόσ από τθν καρδιά 

όπου εκφράηεται διαλλθλικά, και ζχει τζςςερα μετάγραφα εναλλακτικοφ 

ματίςματοσ, δφο εκ των οποίων είναι μθ μεταφραηόμενα[20]. 

 

KCNQ1OT1 (ΜΙΜ: 604115) 

Σο KCNQ1OT1(KCNQ1 opposite strand/antisense transcript 1) ι LIT1 βρίςκεται ςτθν 

περιοχι 11p15 με ςυντεταγμζνεσ 2.629.557-2.721.227 και ελζγχεται από το κζντρο 

αποτφπωςθσ 2 (IC2). Είναι αντι-νοθματικό μθ κωδικό RNA μετάγραφο 91 kb 

πατρικισ ζκφραςθσ που προζρχεται από το ιντρόνιο 10 του KCNQ1. ε οριςμζνουσ 

τφπουσ κυττάρων εντοπίηεται, ςτον πυρινα κοντά ςτον πυρθνίςκο. Παίηει ζνα 

ςθμαντικό ρόλο ςτθν μεταγραφικι ςίγθςθ του τόπου KCNQ1 ρυκμίηοντασ τθν 

μεκυλίωςθ ιςτονϊν[1]. Αλλθλεπιδρά με τθν χρωματίνθ, και ςυγκεκριμζνα με τθ 

μεκυλτρανςφεράςθ τθσ ιςτόνθσ G9a (θ οποία είναι υπεφκυνθ για τθν μονο- και 

διμεκυλίωςθ τθσ λυςίνθσ 9 τθσ ιςτόνθσ 3, H3K9) και τθν Polycomb repressive 

complex 2 PRC2, υπεφκυνθ για τθν τριμεκυλίωςθ του H3K27 [12]. Μία περιοχι 890 

bp ςτο 5' άκρο του KCNQ1OT1 δρα ωσ περιοχι αποςιϊπθςθσ. Αυτι θ περιοχι 

ρυκμίηει τα επίπεδα CpG μεκυλίωςθσ των ςωματικϊσ αποκτθκζντων διαφορικά 
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μεκυλιωμζνων περιοχων- Differentially methylated region (DMRs), μεςολαβεί ςτθν 

αλλθλεπίδραςθ του KCNQ1OT1 με χρωματίνθ και με τθν DNA μεκυλτρανςφεράςθ 1 

(DNMT1), αλλά δεν επθρεάηει τισ αλλθλεπιδράςεισ των μεκυλτρανςφεραςϊν των 

ιςτονϊν με το KCNQ1OT1[21]. Ζνα ποςοςτό 50% των ατόμων με BWS παρουςιάηουν 

απϊλεια αποτφπωςθσ ςτθν 5’ διαφορικά μεκυλιωμζνθ περιοχι του υποκινθτι (IC2) 

του γονιδίου KCNQ1OT1 [22]. 

 

Άλλα αποτυπωμζνα γονίδια. 

 

τθν περιοχι 11p15 εκτόσ από τα γονίδια που αναφζρονται παραπάνω υπάρχουν 

και άλλα γονίδια που φαίνεται να εμπλζκονται ζμμεςα ςτο ςφνδρομο BWS όπωσ τα 

αποτυπωμζνα γονίδια, PHLDA2 ( γνωςτό ωσ IPL, HLDA2 ι BWR1C) [23][24]και 

SLC22A18 (επίςθσ γνωςτό ωσ TSSC5, BWR1A ι ITM) [24][25]. Και τα δφο γονίδια 

επιδεικνφουν επιλεκτικι ζκφραςθ του μθτρικοφ αλλθλόμορφου κατά τθν εμβρυϊκι 

ηωι και βρίςκονται κεντρομερικά του CDKN1C. Ενϊ κανζνα από τα δφο γονίδια δεν 

φαίνεται να εμπλζκεται άμεςα με το ςφνδρομο BWS, και τα δφο πιςτεφεται ότι 

ζχουν ρυκμιςτικζσ λειτουργίεσ, καταςταλτικζσ για τθν ανάπτυξθ. υγκεκριμζνα θ 

πρωτεΐνθ PHLDA2 ζχει δειχκεί ότι είναι ςθμαντικι για τθν κανονικι ανάπτυξθ του 

πλακοφντα και του εμβρφου[25]. 

5. Κφριεσ αιτίεσ του ςυνδρόμου Beckwith-Wiedemann 
 

Η διάγνωςθ με βάςθ τθν κλινικι αξιολόγθςθ πρζπει να επιβεβαιωκεί από τον 

κυτταρογενετικό ι και μοριακό  ζλεγχο. Κυτταρογενετικά ανιχνεφςιμεσ ανωμαλίεσ 

για το ςφνδρομο BW που αφοροφν το χρωμόςωμα 11p15 όπωσ διαπλαςιαςμοί,  

αναςτροφζσ, ι μετατοπίςεισ  του τμιματοσ 11p15.5 ζχουν βρεκεί ςε ποςοςτό 

μικρότερο του 1% των προςβεβλθμζνων ατόμων [24]. Η μοριακι γενετικι εξζταςθ 

μπορεί να εντοπίςει επιγενετικζσ αλλαγζσ και αλλαγζσ του γονιδιϊματοσ ςτο 

χρωμόςωμα 11p15 ςε άτομα με BWS, χωρίσ όμωσ να καλφπτει όλεσ τισ περιπτϊςεισ 

αςκενϊν, όπου ακόμα δεν ζχει βρεκεί αιτιολογία για τθν εμφάνιςθ του ςυνδρόμου. 

Οι επιγενετικζσ αλλαγζσ και αλλαγζσ του γονιδιϊματοσ ςτο χρωμόςωμα 11p15 που 
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ζχουν καταγραφεί ωσ τϊρα να προκαλοφν το ςφνδρομο και μπορεί να εντοπίςει θ 

μοριακι γενετικι εξζταςθ είναι οι εξισ (Εικόνα 6): 

 Απϊλεια μεκυλίωςθσ ςτο κζντρο αποτφπωςθσ 2 IC2 ςτο μθτρικό 

χρωμόςωμα ςτο 50% των αςκενϊν 

 Αφξθςθ μεκυλίωςθσ ςτο κζντρο αποτφπωςθσ 1 IC1 ςτο μθτρικό χρωμόςωμα 

ςε ποςοςτό περίπου 5% των περιπτϊςεων 

 Μεταλλάξεισ του γονιδίου CDKN1C ςτο μθτρικισ προζλευςθσ αλλθλόμορφο 

ςτο 40% των περιπτϊςεων με οικογενειακό ιςτορικό BWS και ςτο 5% -10% 

των περιπτϊςεων χωρίσ οικογενειακό ιςτορικό. 

 Πατρικι μονογονεϊκι διςωμία του 11p15.5 ςτο 20% των αςκενϊν 

 Τπομικροςκοπικι γονιδιωματικι μεταβολι ςτο χρωμόςωμα 11p15.5 ςε 

περίπου 1% των περιπτϊςεων[24] 
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6. Παρόμοιοι φαινότυποι και διαφορικι διάγνωςθ 
 

Κατά τθν παραπομπι αςκενϊν με φαινότυπο BWS, ςε κλινικοφσ γενετιςτζσ γίνεται  

προςπάκεια ςυνολικισ κλινικισ εκτίμθςθσ των χαρακτθριςτικϊν γνωριςμάτων. Η 

τελικι αξιολόγθςθ αυτι γίνεται με τθν ςυνδρομι παρακλινικϊν εξετάςεων (π.χ., 

απεικόνιςθσ του εγκεφάλου, μοριακϊν ι / και βιοχθμικϊν εξετάςεων) αλλά και 

μζςω τθσ ςυνεχοφσ παρακολοφκθςθσ των αςκενϊν, για τθν ςωςτι διάγνωςθ, 

κακϊσ αρκετά γενετικά ςφνδρομα παρουςιάηουν αλλθλοεπικάλυψθ με το BWS. 

Σζτοια γνωρίςματα είναι θ εμφάνιςθ υπερανάπτυξθσ, υπερπλαςίασ, αναπτυξιακισ 

κακυςτζρθςθσ, μακροςωμίασ, οργανομεγαλίασ, μακρογλωςςίασ, νεφρικϊν 

Εικόνα 6 Αιτίεσ του ςυνδρόμου Beckwith-Wiedemann κατά μοριακό μθχανιςμό 
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ανωμαλιϊν, όγκων τφπου Wilms, με πάραυτα φυςιολογικό καρυότυπο, χωρίσ τθν 

παρουςία κάποιου ιςτορικοφ υποξίασ ι υπογλυκαιμίασ. Παρακάτω παρατίκενται 

γενετικά ςφνδρομα τα οποία φζρουν κοινά χαρακτθριςτικά γνωρίςματα με το BWS. 

 

Simpson-Golabi-Behmel (SGBS) :Σο ςφνδρομο Simpson-Golabi-Behmel (SGBS) είναι 

μια φυλοςφνδετθ υπολειπόμενθ αςκζνεια  που μοιράηεται πολλά χαρακτθριςτικά 

με το ςφνδρομο BWS (π.χ., μακροςωμία, οργανομεγαλία, μακρογλωςςία, και 

νεφρικζσ ανωμαλίεσ). Διακρίνεται από τθν παρουςία δυςμορφικϊν ςτιγμάτων  ςτο 

πρόςωπο, χειλεοςχιςτία , διαρκρωτικϊν καρδιακϊν ανωμαλιϊν / ανωμαλιϊν ςτθν 

καρδιακι αγωγιμότθτα και ςκελετικϊν ανωμαλιϊν, ςυμπεριλαμβανομζνθσ και τθσ 

πολυδακτυλίασ. Ο αςκενισ μπορεί να παρουςιάηει και αναπτυξιακι κακυςτζρθςθ. 

Παρά το γεγονόσ ότι ζχουν αναφερκεί άτομα με καρκινικοφσ όγκουσ, ο κίνδυνοσ 

εμφάνιςθσ όγκων και το είδοσ των όγκων δεν ζχουν κατθγοριοποιθκεί ακόμα για το 

ςφνδρομο αυτό . Η ανάλυςθ αλλθλουχίασ του γονιδίου GPC3 δίνει ζνα ποςοςτό 

εμφάνιςθσ του ςυνδρόμου 37% -70% λόγω μετάλλαξθσ ι διαγραφισ του γονιδίου. 

Σο γονίδιο GPC3 κωδικοποιεί  τθν γλυπικάνθ-3, μια εξωκυτταρικι πρωτεογλυκάνθ 

που  πιςτεφεται ότι λειτουργεί ςτθ ρφκμιςθ τθσ κυτταρικισ ανάπτυξθσ [2][24]. 

Perlman (PS): Σο ςφνδρομο Perlman (PS) είναι μια ςπάνια αυτοςωμικι 

υπολειπόμενθ διαταραχι με μακροςωμία και υψθλι ςυχνότθτα εμφάνιςθσ όγκου 

Wilms. Σο προςωπείο ζχει χαρακτθριςτικά ςτοιχεία, θ νεογνικι κνθςιμότθτα είναι 

υψθλι και ςθμαντικι πνευματικι αναπθρία είναι ςυχνι. Σο ςφνδρομο PS 

πιςτεφεται ότι διαφζρει γενετικά από BWS όμωσ το γονίδιο που προκαλεί PS δεν 

ζχει ακόμθ προςδιοριςτεί[2][24]. 

Costello (CS): Σο ςφνδρομο Costello (CS) μπορεί να ομοιάηει με το BWS ςτθ νεογνικι 

περίοδο, κακϊσ τα βρζφθ που νοςοφν παρουςιάηουν μακροςωμία. Οι αςκενείσ 

παρουςιάηουν καρδιακζσ δομικζσ ανωμαλίεσ, υπερτροφικι καρδιομυοπάκεια, ι 

αρρυκμίεσ. Με τθν πάροδο του χρόνου, τα άτομα με CS παρουςιάηουν 

κακυςτζρθςθ ςωματικισ ανάπτυξθσ, και άλλα γνωρίςματα, ςυμπεριλαμβανομζνων  

των αδρϊν χαρακτθριςτικϊν του προςϊπου[2][24] . 

Sotos: Σο ςφνδρομο Sotos είναι μια αυτοςωμικι επικρατισ διαταραχι ςτθν οποία 

παρατθρείται χαρακτθριςτικό προςωπείο, νοθτικι υςτζριςθ, και υπερανάπτυξθ που 

αφορά τόςο το φψοσ, όςο και τθν περίμετρο τθσ κεφαλισ. Περίπου το 85% των 
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ατόμων με ςφνδρομο Sotos ζχουν μια μετάλλαξθ ι ζλλειμμα του γονιδίου NSD1. Αν 

ο κλινικόσ φαινότυποσ του αςκενοφσ με τθν μακροςωμία δεν ςυνοδεφεται από 

χαρακτθριςτικά ςτοιχεία του BWS, κα πρζπει να ελεγχκεί για μεταλλάξεισ ςτο 

γονίδιο NSD1[2][24]. 

Mucopolysaccaridosis type VI (Maroteaux-Lamy syndrome): Σο ςφνδρομο αυτό 

είναι μία αυτοςωματ 

ικι υπολειπόμενθ διαταραχι που προκαλείται από τθν ανεπάρκεια του ενηφμου 

arylsulfatase B (αρυλςουλφατάςθσ- Β). Κατά το πρϊτο ζτοσ τθσ ηωισ των παιδιϊν με 

αυτι τθ διαταραχι μπορεί να παρουςιαςτεί επιτάχυνςθ τθσ ανάπτυξθσ και 

προχωρθμζνθ οςτικι θλικία, ενδεικτικά ςτοιχεία μιασ κατάςταςθσ υπερανάπτυξθσ. 

Ωςτόςο, ςτθν θλικία των δφο ζωσ τριϊν ετϊν θ κλινικι εικόνα του αςκενοφσ  

περιλαμβάνει κόλωςθ του κερατοειδοφσ, θπατοςπλθνομεγαλία, κοντό ανάςτθμα, 

πολλαπλι δυςόςτωςθ, καρδιακζσ ανωμαλίεσ, και τραχιά χαρακτθριςτικά του 

προςϊπου[24]. 

 

Hemihyperplasia (Ημιυπερπλαςία): Η θμι-

υπερπλαςία μπορεί να υπάρξει ωσ ζνα 

μεμονωμζνο εφρθμα ι μπορεί να ςχετίηεται με 

άλλα ςφνδρομα όπωσ το ςφνδρομο Proteus, το 

PTEN Hamartoma Tumor Syndrome, το 

ςφνδρομο Klippel-Trenauny-Weber και τθν 

νευροϊνωμάτωςθ τφπου 1 *5+. Αξίηει να 

ςθμειωκεί ότι μια υποομάδα των ατόμων με 

προφανι μεμονωμζνθ θμι-υπερπλαςία, μπορεί 

ςτθν πραγματικότθτα να ζχουν BWS με 

ελάχιςτα κλινικά ευριματα (Εικόνα 7). 

Αςυμμετρίεσ, όπωσ ςτο  πρόςωπο ι το ςτικοσ, 

κα πρζπει να αξιολογοφνται για να 

αποκλειςτοφν θ πλαγιοκεφαλία και οι 

παραμορφϊςεισ κωρακικοφ τοιχϊματοσ. Σα 

Εικόνα 7 Αςκενισ με BWS και θμι-υπερπλαςία 
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παιδιά με μεμομονωμζνθ θμιυπερπλαςία ζχουν αυξθμζνο κίνδυνο εμφάνιςθσ 

καρκίνου κατά 5,9%  και κα πρζπει να βρίςκονται υπό ςυνεχι παρακολοφκθςθ για 

πικανι εμφάνιςθ όγκων.[5][24]. 

7. υςχζτιςθ κλινικϊν ευρθμάτων με μοριακι αιτιολογία 
 

Ανάπτυξθ όγκων 

Άτομα με BWS οφειλόμενθ ςε μονογονεϊκι διςωμία του γενετικοφ τόπου 11p15.5 ι 

υπερ-μεκυλίωςθ του γονιδίου Η19 του IC1 φζρουν το μεγαλφτερο κίνδυνο 

ανάπτυξθσ όγκου Wilms ι θπατοβλαςτϊματοσ. Αντίκετα αςκενείσ με απϊλεια 

μεκυλίωςθσ του μθτρικοφ αλλθλομόρφου ςτο IC2 φζρουν μικρότερο κίνδυνο 

εμφάνιςθσ καρκίνου. τουσ όγκουσ που εμφανίηονται ςε αυτι τθ μοριακι 

υποομάδα δεν περιλαμβάνονται οι όγκοι Wilms. Σζλοσ, τα άτομα με μεταλλάξεισ 

ςτο CDKN1C, παρά το γεγονόσ ότι είναι ζνα ογκοκαταςταλτικό γονίδιο, φαίνεται να 

ζχουν τον χαμθλότερο κίνδυνο ανάπτυξθσ όγκων με μόνο ζνα μικρό αρικμό 

περιπτϊςεων  με ανάπτυξθ όγκου να αναφζρεται*1+[7][26]. 

 

Ημιυπερπλαςία ςε περιπτϊςεισ BWS. 

Ημιυπερπλαςία ςε αςκενείσ με BWS, φαίνεται να οφείλεται είτε ςε μωςαϊκό 

μονογονεϊκισ διςωμίασ του γενετικοφ τόπου 11p15.5 είτε ςε μοριακζσ μεταβολζσ 

ςτο IC2/IC1 [1][5]. 

 

Θετικό οικογενειακό ιςτορικό.  

Ζχει βρεκεί ότι θ εμφάνιςθ BWS ςε αςκενείσ με οικογενειακό ιςτορικό οφείλεται ςε 

μεταλλάξεισ ςτο γονίδιο CDKN1C ςε περίπου 40% των περιπτϊςεων [26][27] ι 

μικροελλείψεισ ςτο IC1 και ςπανιότερα ςτο IC2. [1] 

 

Ομφαλοκιλθ. 

Η ομφαλοκιλθ ςυνδζεται ςυνικωσ με αλλοιϊςεισ ςτο IC2,π.χ απϊλεια μεκυλίωςθσ 

(LOM), ςτο μθτρικά κλθρονομοφμενο αλλθλόμορφο*28] ι με κάποια μετάλλαξθ ςτο 

γονίδιο CDKN1C [1][26]. 
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Αναπτυξιακι κακυςτζρθςθ. 

Αναπτυξιακι κακυςτζρθςθ δεν εμφανίηεται ςυχνά ςε αςκενείσ με BWS, αλλά 

ευριματα αυτισ, ςυνδζονται κυρίωσ με κυτταρογενετικά ανιχνεφςιμουσ 

διπλαςιαςμοφσ του γενετικοφ τόπου 11p15.5 του πατρικοφ αντιγράφου*1+είτε 

αποδίδονται ςε επιπλοκζσ που ςχετίηονται με τθν προωρότθτα, είτε ακόμα και ςε 

περιγεννθτικζσ επιπλοκζσ, όπωσ θ υπογλυκαιμία[29]. 

 

οβαρόσ φαινότυποσ BWS.  

Περιπτϊςεισ εμφάνιςθσ ςοβαροφ 

φαινότυπου BWS φαίνεται να 

ςχετίηονται, με πολφ υψθλά επίπεδα 

ζκφραςθσ του  τμιματοσ 11p15 του 

πατρικοφ χρωμοςϊματοσ. Αυξθμζνθ 

ςυχνότθτα εμφάνιςθσ ςοβαροφ 

φαινότυπου BWS παρουςιάηουν τα 

κιλεα μονοηυγωτικά δίδυμα ζναντι των 

αρρζνων μονοηυγωτικϊν διδφμων, παρά το ότι θ γενικότερθ ςυχνότθτα εμφάνιςθσ, 

είναι ίςθ ςε άνδρεσ και γυναίκεσ. Σα κιλεα μονοηυγωτικά δίδυμα, ςυνικωσ φζρουν 

απϊλεια τθσ μεκυλίωςθσ ςτο IC2. ε αντίκεςθ, τα λιγότερο ςυχνά παρατθροφμενα 

άρρενα  μονοηυγωτικά δίδυμα εμφανίηουν ζνα ευρφ φάςμα μοριακϊν αλλοιϊςεων 

που ςχετίηονται με το BWS [1][5] 

 

Τπογονιμότθτα / υποβοθκοφμενθ αναπαραγωγι (ART). 

Η υποβοθκοφμενθ αναπαραγωγι ART- Assisted Reproductive Tecnology- φαίνεται 

να ςχετίηεται με αυξθμζνο κίνδυνο εμφάνιςθσ BWS. Βρζφθ που ζχουν ςυλλθφκεί 

μζςω υποβοθκοφμενθσ αναπαραγωγισ  φαίνεται να είναι περιςςότερο πικανό να 

ζχουν BWS, ςυγκριτικά με βρζφθ που ζχουν ςυλλθφκεί φυςιολογικά. Ο κίνδυνοσ 

εμφάνιςθσ BWS ςε εξωςωματικι γονιμοποίθςθ, ςε οριςμζνεσ μελζτεσ αγγίηει το 

ποςοςτό 1/4000, 9 φορζσ μεγαλφτεροσ από τον κίνδυνο ςτο γενικό 

πλθκυςμό[30][32].  

Εικόνα 8 Ημιυπερπλαςία , ςοβαρι οργανομεγαλία και 
εξόμφαλοσ ςε αςκενι με BWS 
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 Μελζτεσ ζδειξαν ότι ςε αςκενείσ με BWS που ζχουν ςυλλθφκεί με εξωςωματικι 

γονιμοποίθςθ, θ αιτιολογία εμφάνιςθσ του ςυνδρόμου ςτισ πλείςτεσ των 

περιπτϊςεων, είναι θ απϊλεια τθσ μεκυλίωςθσ ςτο KCNQ1OT1 του ICR2 ςτο 

γενετικό τόπο 11p15 του μθτρικοφ αλλθλομόρφου[30][31]. υγκριτικά, ςε άτομα 

που προιλκαν από φυςιολογικι ςφλλθψθ, θ απϊλεια τθσ μεκυλίωςθσ ςτο 

KCNQ1OT1 του ICR2 παρατθρείται μόνο ςτο 50% του ςυνολικοφ πλθκυςμοφ BWS. 

Σο υπόλοιπο των περιπτϊςεων BWS προκφπτουν από μονογονεϊκι διςωμία του 

χρωμοςϊματοσ 11 (20%), αφξθςθ τθσ μεκυλίωςθσ ςτο μθτρικό αλλθλόμορφο ςτο 

κζντρο αποτφπωςθσ 1 (IC1) ςε περίπου(5%), ι άγνωςτθ μετάλλαξθ (20%).  

Η μεγάλθ ςυχνότθτα εμφάνιςθσ περιπτϊςεων BWS που οφείλονται ςε απϊλεια τθσ 

μεκυλίωςθσ ςτο KCNQ1OT1 του ICR2, ςε παιδιά που γεννικθκαν με ποβοθκοφμενθ 

αναπαραγωγι, υποδεικνφει ότι θ in vitro καλλιζργεια, με κάποιο τρόπο μπορεί να 

διαταράξει τθ μεκυλίωςθ ςτο ωοκφτταρο ι ςτο ηυγωτό και ςυγκεκριμζνα  να 

οδθγιςει ςτθν απϊλεια μεκυλίωςθσ του μθτρικοφ αλλθλομόρφου[30]. Εάν αυτι θ 

υπόκεςθ είναι ςωςτι τότε οι μεταβολζσ ςτα ανκρϊπινα πρωτόκολλα καλλιζργειασ 

των εμβρφων ΑRΣ κα μποροφςαν να μειϊςουν (ι να αυξιςουν) τον κίνδυνο 

διαταραχισ τθσ αποτφπωςθσ[32].  

ε μελζτεσ εμβρυοκαλλιεργειϊν ποντικοφ, διαπιςτϊκθκε ότι θ απϊλεια τθσ 

αποτφπωςθσ ςτο γονίδιο H19 ενιςχφκθκε με καλλιζργεια ςε ςυγκεκριμζνο 

καλλιεργθτικό μζςο. Η απϊλεια αποτφπωςθσ ςτο H19 ςυνζβθ μεταξφ των ςταδίων 

των δφο κυττάρων και  βλαςτοκφςτθσ. Σα ςτάδια ςτα οποία βρζκθκε θ απϊλεια 

μεκυλίωςθσ υποδθλϊνουν ότι οι ακριβείσ ςυνκικεσ in vitro καλλιζργειασ των 

εμβρφων κα μποροφςαν να επθρεάςουν τον κίνδυνο των επιγενετικϊν αλλαγϊν και 

ςτθν ανκρϊπινθ υποβοθκοφμενθ αναπαραγωγι[32]. 

Παρόλο όμωσ που δεν υπάρχει ςυγκεκριμζνθ τεχνικι υποβοθκοφμενθσ 

αναπαραγωγισ, που να ζχει ςυςχετιςκεί ςυγκεκριμζνα με τον αυξθμζνο κίνδυνο 

επιγενετικϊν ανωμαλιϊν που οδθγοφν ςτθν εμφάνιςθ του BWS *1+[31], τα ςτοιχεία 

υποδεικνφουν τθ ςθμαςία τθσ ακριβοφσ καταγραφισ των διαφορετικϊν τεχνικϊν 

τθσ ART, ιδίωσ του πρωτοκόλλου διζγερςθσ, του ανκρϊπινου χειριςμοφ, του 

ςταδίου ωρίμανςθσ των γαμετϊν, των μζςων καλλιζργειασ που χρθςιμοποιοφνται 

ςε κάκε βιμα και του χρονοδιαγράμματοσ τθσ εμβρφο-μεταφοράσ[31]. 
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Mετάλλαξθ CDKN1C Μετάκεςθ /Αναςτροφι 11p15

Μικροζλλειμα ςτο IC1 Διπλαςιαςμόσ 11p15(κυτταρογενετικά ορατόσ)

Σφποσ κακοικειασ Κίνδυνοσ εμφάνιςθσ όγκου

Όγκοσ Wilms Μεγαλφτεροσ του 25% Μονογονεικι διςωμία Προςκικθ μεκυλίωςθσ ςτο ΙC1

Ηπατοβλάςτωμα

Ηπατοβλάςτωμα/ Άλλο Μικρόσ   ̴5%

 Όγκοσ μθ-Wilms

Mόνο νευροβλάςτωμα Μικρότεροσ του 5%

Μονογονεικι διςωμία Προςκικθ μεκυλίωςθσ ςτο ΙC1

Mετάλλαξθ CDKN1C

Mετάλλαξθ CDKN1C

Απϊλεια μεκυλίωςθσ ςτο IC2

Αρςενικά

BWS ακόλουκο υπογονιμότθτασ +/- ART

Απϊλεια μεκυλίωςθσ ςτο IC2

Απϊλεια μεκυλίωςθσ ςτο IC2

Mετάλλαξθ CDKN1C

Διπλαςιαςμόσ 11p15(κυτταρογενετικά ορατόσ)

Τψθλά επίπεδα μονογονεικισ διςωμίασ

Απϊλεια μεκυλίωςθσ ςτο IC2

Μονογονεικι διςωμία(το πιο ςφνθκεσ)

Προςκικθ μεκυλίωςθσ ςτο ΙC1(λιγότερο ςφνθκεσ)

Απϊλεια μεκυλίωςθσ ςτο IC2 (λιγότερο ςφνθκεσ)

Κλινικά χαρακτθριςτικά

Απϊλεια μεκυλίωςθσ ςτο IC2

Μοριακι αιτιολογία

Νεοπλαςία

Χειλιοςχιςτία

Ημιυπερπλαςία

Θετικό οικογενιακό ιςτορικό

Ομφαλοκφλθ

Αναπτυξιακι κακυςτζρθςθ

οβαρόσ φαινότυποσ BWS

Θθλυκά

Μονοηυγωτικά δίδυμα

Μικροδιπλαςιαςμόσ IC2

 

8. Σο γονίδιο CDKN1C 
 

Σο γονίδιο CDKN1C (cyclin-dependent kinase inhibitor 1C- αναςτολζασ τθσ κυκλίνo-

εξαρτϊμενθσ κινάςθσ 1C) ανικει ςτθν οικογζνεια CIP  / kip  γονίδιων, είναι μζροσ 

ενόσ ςυμπλζγματοσ γονιδίων που εδράηονται ςτο μικρό (p) βραχίονα του 

χρωμοςϊματοσ 11(11p15.5) και υπόκεινται ςε γονιδιακι αποτφπωςθ*10]. Βρίςκεται 

500 kb κεντρομερικά του γονίδιου IGF2 [33], ζχει μικοσ 2051 bp [10][34]και 

περιζχει τρία εξόνια-δφο εκ των οποίων κωδικοποιοφν πρωτεΐνθ- και δφο ιντρόνια 

Εικόνα 9 Σο γονίδιο 11 και θ χρωμοςωματικι περιοχι που εδράηεται το γονίδιο CDKN1C 

Πίνακασ 1  υςχζτιςθ κλινικϊν ευρθμάτων με μοριακι αιτιολογία 
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πλοφςια ςε GC  , μεγζκουσ 535 και 83 bp αντίςτοιχα[8].Σο πρωτεϊνικό παράγωγο 

ζχει μικοσ 316 αμινοξζων και ςυναντάται με το όνομα CDKN1C, P57 ι KIP2[10][34]. 

Σο γονίδιο αυτό είναι αποτυπωμζνο, εκφραηόμενο κατά προτίμθςθ από το μθτρικό 

αλλθλόμορφο[34], χωρίσ όμωσ αυτό να είναι απόλυτο [33].  

Πράγματι, το πατρικό αλλθλόμορφο ζχει βρεκεί να εκφράηεται ςε χαμθλά επίπεδα 

ςε διάφορουσ ιςτοφσ και ςε επίπεδα ςυγκρίςιμα με το μθτρικό αλλθλόμορφο ςτον 

εμβρυϊκό εγκζφαλο και ςε οριςμζνουσ εμβρυικοφσ όγκουσ [33]. Σο πατρικά 

εκφραηόμενο CDKN1C αλλθλόμορφο ςυμβάλλει ςε ποςοςτό μεταξφ 10% και 30% ςε 

πολλαπλοφσ εμβρυικοφσ και ενιλικεσ ιςτοφσ *27][38]. Αυτό μπορεί να εξθγιςει εν 

μζρει ςπάνιεσ περιπτϊςεισ BWS με πατρικι μετάδοςθ μιασ πακογόνου CDKN1C 

μετάλλαξθσ*10].  

Κοντά ςτο γονίδιο, θ περιοχι KvDMR1 γνωςτι ωσ κζντρο γονιδιακισ αποτφπωςθσ 2 

(ICR2) είναι αυτι που ελζγχει τθν αποτφπωςθ του CDKN1C  κακϊσ και πολλά άλλα 

γονίδια που εμπλζκονται ςτθ ρφκμιςθ τθσ ανάπτυξθσ[1][12]. 

Η περιοχι 11p15.5 όπου εδράηεται το γονίδιο, ζχει αποδειχκεί ότι εμπλζκεται εκτόσ 

από το  ς. Beckwith-Wiedemann (BWS) και ςε ςφνδρομα όπωσ  το Silver–Russell 

syndrome (SRS) και το IMAGe syndrome , κακϊσ και ςε ςποραδικοφσ αλλά και 

οικογενείσ καρκίνουσ . 

Μεταλλάξεισ που ζχουν ςαν αποτζλεςμα τθν απϊλεια τθσ λειτουργίασ του γονιδίου 

προκαλοφν υπερανάπτυξθ (BWS) ενϊ μεταλλάξεισ αφξθςθσ λειτουργίασ, ςτον τομζα 

δζςμευςθσ του PCNA οδθγοφν ςε περιοριςμό τθσ ανάπτυξθσ(SRS, IMAGe 

Syndrome)[10]. Όμωσ, μόνο μθτρικά κλθρονομοφμενεσ μεταλλάξεισ ςτο CDKN1C 

ςχετίηονται με αυτζσ τισ διαταραχζσ τθσ ανάπτυξθσ, λόγω τθσ αποτφπωςθσ του 

γονιδίου[10]. 

υγκεκριμζνα για το BWS ,μόνο ζνασ μικρόσ αρικμόσ αςκενϊν, φζρουν ςθμειακζσ 

μεταλλάξεισ ςτο γονίδιο CDKN1C[19] .Αυτζσ οι μεταλλάξεισ ζχουν βρεκεί ςε 5-10% 

των ςποραδικϊν περιπτϊςεων BWS [26][28], ςε περίπου 40% των περιπτϊςεων με 

προθγοφμενο κετικό οικογενειακό ιςτορικό[26][28+και απαντϊνται ςυχνότερα ςε 

άτομα με ομφαλοκιλθ και υπερωιοςχιςτία[1][35+ (Πίνακασ 1) 

Σζλοσ, αρκετοί τφποι όγκων τθσ παιδικισ θλικίασ, ςυμπεριλαμβανομζνων των όγκων 

Wilms, του καρκινϊματοσ του φλοιοφ των επινεφριδίων και του 

ραβδομυοςαρκϊματοσ, εμφανίηουν μια προτιμϊμενθ απϊλεια του μθτρικοφ 
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αλλθλόμορφου 11p15, υποδθλϊνοντασ ότι θ γονιδιακι αποτφπωςθ παίηει 

ςθμαντικό ρόλο ςτθν ζκφραςθ του γονίδιου, κακιςτϊντασ το υποψιφιο 

ογκοκαταςταλτικό γονίδιο [43]. 

Όμωσ, παρότι θ γονιδιακι αποτφπωςθ παίηει ςθμαντικό ρόλο ςτθν ζκφραςθ του 

γονίδιου δεν είναι ο μοναδικόσ μθχανιςμόσ ελζγχου τθσ ζκφραςθσ του. ε αςκενείσ 

με BWS και μειωμζνθ ζκφραςθ του CDKN1C, παρά τθν φυςιολογικι μεκυλίωςθ ςτο 

κζντρο αποτφπωςθσ 2(IC2), παρατθρικθκε δραματικι μείωςθ τθσ διμεκυλιωμζνθσ 

ιςτόνθσ Η3-Κ4 και αφξθςθ τθσ διμεκυλιωμζνθσ ιςτόνθσ Η3-Κ9 και ΗΡ1-γ ςτον 

υποκινθτι του CDKN1C, υποδθλϊνοντασ ότι ςε αυτζσ τισ περιπτϊςεισ γονιδιακι 

απενεργοποίθςθ ςχετίηεται με καταςταλτικζσ αλλαγζσ τθσ χρωματίνθσ[28]. 

Άλλο παράδειγμα είναι θ περιγραφι μιασ ςπάνια παραλλαγι πλιρουσ HYDM 

(υδατιδϊδουσ μφλθσ), ςυχνά οικογενοφσ, θ οποία παρουςιάηει μια δραματικι 

υποζκφραςθ του CDKN1C. ε αυτι τθν ςπάνια παραλλαγι ζνασ γενετικόσ τόποσ από 

άλλο χρωμόςωμα, ο 19q13.3-q13.4, φαίνεται να ρυκμίηει τθν ζκφραςθ του 

γονιδίου[36]. αν ςυμπζραςμα λοιπόν το γονίδιο CDKN1C μπορεί εμφανίηει 

μειωμζνθ ζκφραςθ, μζςω πολλαπλϊν μθχανιςμϊν, ςυμπεριλαμβανομζνων και 

οριςμζνων που δεν περιλαμβάνουν μεκυλίωςθ  του κζντρου αποτφπωςθσ [28][36].  

 

9. Η πρωτεΐνθ CDKN1C(p57)  
 

H πρωτεΐνθ CDKN1C(p57 ι KIP2), είναι μια πρωτεΐνθ 316 αμινοξζων που 

αποτελείται από τρεισ (3) δομικά διακριτζσ περιοχζσ (Εικόνα 10): (i) τθ Ν τερματικι 

περιοχι αναςτολισ CDK (aa 1-110), (ii) μια κεντρικι περιοχι που αποτελείται από 

Εικόνα 10 Η δομι τθσ πρωτείνθσ CDKN1C. Σροποποίθςθ από άρκρο Guo et all2010 p57: A 
multifunctional protein in cancer [7] 
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ζνα εξαιρετικά πολυμορφικό επαναλαμβανόμενο εξανουκλεοτίδιο που κωδικοποιεί 

μια ςειρά επαναλιψεων προλίνθσ-αλανίνθσ, PAPA-επαναλιψεισ (aa 156-213) θ 

οποία είναι επίςθσ αναγκαία για τθν αναςτολι των CDK και είναι ςθμαντικά 

παρόμοια με τουσ CDK αναςτολείσ p21/Cip1 και p27/kip1 και τζλοσ (iii) μια 

εξαιρετικά διατθρθμζνθ C-τερματικι περιοχι (QT περιοχι) θ οποία παρουςιάηει 

ομολογία με τθν p27/kip1 και περιζχει ζναν τομζα δζςμευςθσ PCNA, που αποτρζπει 

τθν αντιγραφι του DNA in vitro και τθν είςοδο ςτθν  φάςθσ S in vivo κακϊσ και ζνα 

ςιμα πυρθνικοφ εντοπιςμοφ (NLS) [7][8]. 

Η CDKN1C είναι ζνασ αναςτολζασ κυτταρικοφ κφκλου, και δεςμεφεται ιςχυρά με 

αρκετά ςφμπλοκα κυκλίνθσ /cdk [35]. Ζτςι θ πρωτεΐνθ αυτι προκαλεί διακοπι του 

κφκλου του κυττάρου ςε φάςθ G1 λειτουργϊντασ ωσ αρνθτικόσ ρυκμιςτισ 

πολλαπλαςιαςμοφ των κυττάρων [3]. Ζχει βρεκεί επίςθσ ότι θ  CDKN1C εμπλζκεται 

και ςτθν ρφκμιςθ άλλων κυτταρικϊν διεργαςιϊν ςυμπεριλαμβανομζνθσ τθσ 

μεταγραφισ, τθσ απόπτωςθσ, τθσ διαφοροποίθςθσ, τθσ ανάπτυξθσ, και τθσ 

μετανάςτευςθσ, μζςω των PAPA επαναλιψεων και του καρβοξυ-τελικοφ τμιματοσ 

τθσ [7].Εκφράηεται λόγω αποτφπωςθσ κυρίωσ από το μθτρικό αλλθλόμορφο ςε 

καρδιά, εγκζφαλο, πνεφμονα, ςκελετικοφσ μυσ, νεφροφσ, πάγκρεασ και ςτουσ 

όρχεισ, κακϊσ επίςθσ υψθλά επίπεδα παρατθροφνται κατά τθν εγκυμοςφνθ ςτον 

πλακοφντα τθσ εγκφου[7][8][10]. Επιπλζον, μελζτεσ ζδειξαν ότι θ ζκφραςθ του 

CDKN1C είναι μεγαλφτερθ ςτον ιςτό των επινεφριδίων παρά ςτον εγκζφαλο ι τουσ 

μφεσ κατά τθν πρϊιμθ ανάπτυξθ του ανκρϊπου, με ανοςοϊςτοχθμικζσ μελζτεσ να 

δείχνουν τθν ιςχυρότερθ ζκφραςθ του CDKN1C εντόσ ενόσ υποςυνόλου κυττάρων 

ςτθν υποκαψικι ι τθν αναπτυςςόμενθ οριςτικι ηϊνθ των επινεφριδίων. [37]. 
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10. Σο γονίδιο CDKN1C και ςε άλλεσ αςκζνειεσ  

 

Σο γονίδιο CDKN1C είναι ζνα μθτρικά εκφραηόμενο γονίδιο και θ πρωτεΐνθ που 

εκφράηει ρυκμίηει αρνθτικά τον κυτταρικό πολλαπλαςιαςμό. Ζχει δειχκεί ότι οι 

μεταλλάξεισ, αλλαγζσ ςτον αρικμό αντιγράφων είτε τροποποιιςεισ αποτφπωςθσ 

που οδθγοφν ςε απϊλεια λειτουργίασ του, ςυνδζονται με τθ διαταραχι 

υπερανάπτυξθσ, που καλείται ςφνδρομο Beckwith-Wiedemann.  

Όμωσ το γονίδιο CDKN1C δε ςυνδζεται μόνο με το ςφνδρομο αυτό. Λόγω τθσ φφςθσ 

του ωσ ογκοκαταςταλτικό γονίδιο, άλλα και λόγω τθσ αποτφπωςθσ του, μεταλλάξεισ 

ι αλλαγζσ ςτο πρότυπο μεκυλίωςθσ του μπορεί να οδθγιςουν ςε αλλαγζσ ςτθν 

ζκφραςθ και τθν ρφκμιςθ του γονιδίου, με ςθμαντικι απϊλεια ι αφξθςθ 

λειτουργίασ του, δίνοντασ μια διαφορετικι κλινικι εικόνα κάκε φορά. Πρόςφατεσ 

λειτουργικζσ μελζτεσ εξθγοφν τθν αυςτθρι ςφνδεςθ των CDKN1C μεταλλάξεων με 

κλινικά αντίκετουσ φαινοτφπουσ και με τον τρόπο αυτό ςυμβάλουν ςτθν κατανόθςθ 

τθσ λειτουργίασ και ρφκμιςθ του γονιδίου ςε ςυγκεκριμζνεσ επιγενετικζσ ρυκμίςεισ 

[10]. 

ε γενικζσ γραμμζσ, μποροφν να διακρικοφν τρεισ τφποι μετάλλαξθσ ςχετιηόμενοι με 

το γονίδιο CDKN1C : (i) ςθμειακζσ μεταλλάξεισ CDKN1C απϊλειασ λειτουργίασ που 

ςχετίηονται με το BWS (ii) ςθμειακζσ μεταλλάξεισ ςτο γονίδιο CDKN1C που οδθγοφν  

ςε αφξθςθ τθσ λειτουργίασ του και προκαλοφν ςφνδρομα κακυςτζρθςθσ ανάπτυξθσ 

όπωσ το ςφνδομο IMAGe και το SRS (μζχρι τϊρα ζχουν εντοπιςτεί μόνο ςτθν 

περιοχι ςφνδεςθσ με το ΡCΝΑ-) και (iii) μεγάλεσ μεταβολζσ (όπωσ διαγραφζσ, 

επαναλιψεισ, ι μονογονεικι διςωμία) ςτθν περιοχι 11p15.5, των οποίων θ 

επίδραςθ ςτθν ζκφραςθ του CDKN1C εξαρτάται από το μζγεκοσ τουσ και το 

γονιδιωματικό τουσ περιεχομζνο [10]. 

Επιπλζον πρζπει να επιςθμανκεί ότι πλζον ζχει αποδειχκεί πωσ τροποποιιςεισ 

αποτφπωςθσ γονιδίων, ςυμπεριλαμβανομζνθσ μείωςθσ ι αφξθςθσ τθσ ζκφραςθσ 

του γονιδίου CDKN1C, μποροφν να πραγματοποιθκοφν μζςω πολλαπλϊν 

μθχανιςμϊν, ςυμπεριλαμβανομζνων και άλλων εκτόσ τθσ άμεςθσ μεκυλίωςθσ 

υποκινθτι. Σζτοια παραδείγματα είναι θ μεκυλίωςθ και αποακετυλίωςθ των 

ιςτονϊν με αποτζλεςμα καταςταλτικζσ αλλαγζσ ςτθν χρωματίνθ[28][29] και θ 
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απομακρυςμζνθ ρφκμιςθ ζκφραςθσ αποτυπωμζνων γονιδίων από τομείσ που 

βρίςκονται ςε διαφορετικά ςθμεία του γονιδιϊματοσ ,από τα αποτυπωμζνα 

γονίδια[36] 

Παρακάτω αναφζρονται αςκζνειεσ, ςφνδρομα, ανωμαλίεσ κφθςθσ, και κακοικειεσ 

ςτα οποία το γονίδιο CDKN1C ςυμμετζχει: 

 

φνδρομο Silver-Russell (SRS) :Σο ςφνδρομο Silver-Russell είναι μια διαταραχι τθσ 

ανάπτυξθσ που χαρακτθρίηεται από αργι ανάπτυξθ πριν και μετά τον τοκετό .Είναι 

κλινικά και μοριακά ο αντίποδασ του ς. Beckwith–Wiedemann . Βρζφθ με Silver-

Russell παρουςιάηουν χαμθλό βάροσ γζννθςθσ, αργι/ελάχιςτθ ανάπτυξθ, αδυναμία 

πρόςλθψθσ βάρουσ, κεφαλι αςυνικιςτα μεγάλθ ςε ςφγκριςθ με το ςϊμα. ε 

παιδικι θλικία οι αςκενείσ είναι λεπτοί, χωρίσ όρεξθ, με πικανόν χαμθλά επίπεδα 

ςακχάρου ςτο αίμα (υπογλυκαιμία), και αυξθμζνθ πικανότθτα εμφάνιςθσ 

μακθςιακϊν δυςκολιϊν[39].  

Η ακριβισ αιτία είναι άγνωςτθ. ε ζνα 10% των περιπτϊςεων του ςυνδρόμου 

βρζκθκε να ςχετίηεται θ μθτρικι μονογονεϊκι διςωμία (UPD) ςτο χρωμόςωμα 

7[3].Όμωσ ζχουν βρεκεί περιπτϊςεισ όπου εμπλζκονται γονίδια που εμφανίηουν 

αποτφπωςθ ςτο πατρικό αλλθλόμορφο και θ ζκφραςι τουσ ελζγχεται από κεντρικι 

περιοχι αποτφπωςθσ 1 (ICR1) όπωσ τα γονίδια Η19 και IGF2 αλλά και τα γονίδια 

CDKN1C, KCNQ1 όπου θ ζκφραςι τουσ ελζγχεται από κεντρικι περιοχι 

αποτφπωςθσ 2 (ICR2) [39]. 

υγκεκριμζνα για το γονίδιο CDKN1c ζχουν αναφερκεί περιπτϊςεισ SRS που 

οφείλονταν ςε μθτρικι διςωμία του 11p15 που περιλαμβάνει τον κεντρομερικό 

τομζα ICR2 (ςυμπεριλαμβανομζνου του γονιδίου CDKN1C), κακϊσ επίςθσ και 

οικογενείσ περιπτϊςεισ SRS όπου εντοπίςτθκε μετάλλαξθ του γονιδίου CDKN1C 

ςτθν περιοχι του τομζα δζςμευςθσ PCNA [39]. 

ε αντίκεςθ με τισ μεταλλάξεισ που παρατθροφνται ςτο ςφνδρομο BWS, οι CDKN1C 

μεταλλάξεισ που ςχετίηονται με ςφνδρομα κακυςτζρθςθσ τθσ ανάπτυξθσ 

αντιπροςωπεφουν μεταλλαγζσ αφξθςθσ λειτουργίασ του γονιδίου[39]. 

 

φνδρομο IMAGe: Σο ςφνδρομο IMAGe είναι ζνα αρκτικόλεξο για τα κφρια 

ευριματα που εμφανίηουν οι αςκενείσ  και ςυγκεκριμζνα, ενδομιτριο  περιοριςμό 
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ανάπτυξθσ (IUGR), μεταφυςιακι δυςπλαςία (Metaphysial Dysplasia), τθ ςυγγενι 

υποπλαςία επινεφριδίων (Adrenal Hypoplasia Congenital), και ανωμαλίεσ του 

ουρογεννθτικοφ ςυςτιματοσ ςτουσ άρρενεσ, του ςυνδρόμου αυτοφ (Genitourinary 

System Anomalies)[37]. 

 Η υποτονία και θ αναπτυξιακι κακυςτζρθςθ αναφζρονται ςε οριςμζνουσ αςκενείσ, 

όμωσ φαίνεται πωσ θ πλειοψθφία των αςκενϊν δεν εμφανίηουν τα χαρακτθριςτικά 

αυτά. Οι αςκενείσ με ςφνδρομο IMAGe, ζχουν κοινά χαρακτθριςτικά με αςκενείσ με 

SRS, όπωσ ενδομιτριο περιοριςμό ανάπτυξθσ και μεταγεννθτικι κακυςτζρθςθ 

ανάπτυξθσ, με εξζχον μζτωπο. Ωςτόςο, οι αςκενείσ με ςφνδρομο IMAGe 

ςυςτθματικά εμφανίηουν νεογνικι επινεφριδιακι ανεπάρκεια και δυςπλαςία ςτθ 

δομι των οςτϊν θ οποία δεν παρατθρείται ςε αςκενείσ με SRS[39]. 

Ιςχυρζσ ενδείξεισ για τθ διάγνωςθ αποτελοφν ο ενδομιτριοσ περιοριςμόσ 

ανάπτυξθσ ςε ςυνδυαςμό με ςυγγενι υποπλαςία επινεφριδίων, με ι χωρίσ  

οικογενειακό ιςτορικό ςυνδρόμου IMAGe[37][39]. 

Η διάγνωςθ επιβεβαιϊνεται ςε άτομα με εφρεςθ ετερόηυγθσ CDKN1C πακογόνου 

μεταλλαγισ κοντά ςτθν περιοχι ςφνδεςθσ PCNA του μθτρικά εκφραηόμενου 

αλλθλομόρφου και οδθγεί ςε απϊλεια τθσ περιοχι πρόςδεςθσ του PCNA 

[10][24][39]. 

H CDKN1C πακογόνα μεταλλαγι μεταδίδεται με αυτοςωμικό επικρατιτικό τρόπο. 

Ωςτόςο, μόνο θ μθτρικι μετάδοςθ τθσ πακογόνου παραλλαγισ οδθγεί ςτο 

ςφνδρομο IMAGe. Κάκε απόγονοσ αςκενοφσ  με το ςφνδρομο ζχει μια πικανότθτα 

50% να κλθρονομιςει τθν πακογόνο παραλλαγι ςτο CDKN1C και να εμφανίςει το 

ςφνδρομο[37]. 

 

Ηydatidiform mole-υδατιδϊδθσ μφλθ (HYDM): Η υδατιδϊδθσ μφλθ είναι μια 

ανϊμαλθ κφθςθ, που χαρακτθρίηεται από τθν υπερπλαςία τροφοβλάςτθσ και 

υπερανάπτυξθ των λαχνϊν του πλακοφντα και κακι ανάπτυξθ του εμβρφου[3]. 

Η γενετικι βάςθ τθσ εμφάνιςθσ τθσ ςτθ ςυντριπτικι πλειοψθφία των περιπτϊςεων 

είναι θ φπαρξθ πατρικοφ γονιδιϊματοσ ςε περίςςεια, ςε όλα τα χρωμοςϊματα[3]. 

Μια πλιρθσ υδατιδϊδθσ μφλθ προκαλείται από ζνα (ςυχνότθτα εμφάνιςθσ~90%) ι 

δφο (ςυχνότθτα εμφάνιςθσ ~10%) ςπερματοηωάρια που γονιμοποιεί/-οφν ωάριο 

που ζχει χάςει το DNA του (το ςπζρμα τότε αναδιπλαςιάηεται ςχθματίηοντασ ζνα 
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"πλιρεσ" ςφνολο 46 χρωμοςωμάτων). Ο γονότυποσ είναι τυπικά 46 XX ι 46 ΧΤ 

(διπλοειδισ και ςτισ 2 περιπτϊςεισ).  

Αν και οι περιςςότερεσ περιπτϊςεισ πλιρουσ HYDM οφείλονται ςε πατρικι 

μονογονεϊκι διςωμία UPD, ζχει περιγραφεί μια ςπάνια παραλλαγι, ςυχνά 

οικογενισ, μθ οφειλόμενθ ςε μονογονεϊκι διςωμία. Αςκενείσ με πλιρθ HYDM μθ 

οφειλόμενθ ςε UPD, παρουςιάηουν μια ςθμαντικι υποζκφραςθ του CDKN1C, με 

πρότυπο πανομοιότυπο με αυτό που παρατθρείται ςε πλιρθ HYDM οφειλόμενθ ςε 

UPD. ε μελζτθ του γονότυπου των αςκενϊν αυτϊν, εντοπίςτθκε ομοηυγωτία ςτθν 

χρωμοςωμικι περιοχι 19q13.3-q13.4 παρόμοια με τθν οφειλόμενθ ςε UPD πλιρθ 

HYDM. υμπζραςμα αυτοφ του ευριματοσ είναι ότι θ πλιρθσ HYDM, μπορεί να 

προκφψει φαινοτυπικά ςαν πλιρθσ HYDM οφειλόμενθ ςε  πατρικι μονογονεϊκι 

διςωμία, από μθ φυςιολογικι ζκφραςθ αποτυπωμζνων γονίδιων (όπωσ το CDKN1C) 

και φαίνεται ότι ζνασ γενετικόσ τόποσ όπωσ ο 19q13.3-q13.4 μπορεί να ρυκμίηει τθν 

ζκφραςθ των αποτυπωμζνων γονιδίων ςε άλλα χρωμοςϊματα[36]. 

 

υςχζτιςθ με τον καρκίνο  

 

Αρκετζσ ζρευνεσ ζχουν γίνει για τθν ςυμμετοχι του γονιδίου CDKN1C ςε διάφορα 

είδθ καρκίνου, είτε λόγω κάποιασ μετάλλαξθσ πάνω ςτο ίδιο γονίδιο είτε λόγω 

κάποιασ επιγενετικισ μεταβολισ ςτθν αποτφπωςθ του γονιδίου. 

Ωςτόςο, θ απενεργοποίθςθ λόγω μετάλλαξθσ ςτο CDKN1C, είναι ςπάνια ςε 

κακοικειεσ[19] με λίγα περιςτατικά, όπωσ για παράδειγμα αςκενείσ με 

νευροβλάςτωμα από μετάλλαξθ ςτο CDKN1C[40]. Αντίκετα αρκετά ςυχνι είναι θ 

υποβακμιςμζνθ ρφκμιςθ τθσ ζκφραςθσ του, μζςω ενόσ ςυνδυαςμοφ επιγενετικϊν 

μεταβολϊν όπωσ απϊλεια αποτφπωςθσ, μεκυλίωςθ του DNA, υπερμεκυλίωςθ 

υποκινθτι, καταςταλτικισ αποακετυλίωςθσ ιςτόνθσ ςτον υποκινθτι, αλλά και 

άλλων μθχανιςμϊν όπωσ απϊλεια ετεροηυγωτίασ και διαφορετικι ρφκμιςθ των 

microRNAs. 

υγκεκριμζνα, ευριματα υποδεικνφουν ότι θ ζκφραςθ του CDKN1C ςυνικωσ είναι 

μειωμζνθ, ςε νεοπλαςίεσ παγκρεατικοφ πόρου, καρκίνο του οιςοφάγου μζςω ενόσ 
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ςυνδυαςμοφ υπερμεκυλίωςθσ υποκινθτι, αποακετυλίωςθ ιςτόνθσ, είτε απϊλεια 

του μθτρικοφ αλλθλόμορφου από το οποίο εκφράηεται το CDKN1C[27][41]. 

Επίςθσ, ζχει αναφερκεί ότι θ μειωμζνθ ζκφραςθ του CDKN1C ςυμπίπτει με 

υπερζκφραςθ του PCNA (proliferating cell nuclear antigen) -παράγοντα 

απαραίτθτου για τθν αντιγραφι του DNA-, δείχνοντασ μια ςυνειςφορά ςτθν 

εμφάνιςθ και εξζλιξθ ςυγκεκριμζνα ςε καρκίνουσ του πνεφμονα, του παγκρζατοσ 

και του θπατοκυτταρικοφ καρκινϊματοσ[7][27]. 

Απϊλεια αποτφπωςθσ (loss of imprinting-LOI) / απενεργοποίθςθ του μθτρικοφ 

αλλθλομόρφου του CDKN1C ςτο IC2 παρατθρείται ςυχνά ςε μια ςειρά ανκρϊπινων 

καρκίνων, ςυμπεριλαμβανομζνων του μαςτοφ, του προςτάτθ, τθσ ουροδόχου 

κφςτθσ, του πνεφμονα, των ωοκθκϊν ,των όρχεων, κακϊσ και διάφορων τφπων 

όγκων τθσ παιδικισ θλικίασ, που περιλαμβάνουν ςαρκϊματα των μαλακϊν ιςτϊν, 

όγκο Wilms, καρκίνωμα του φλοιοφ των επινεφριδίων, ραβδομυοςάρκωμα, 

θπατοκυτταρικό καρκίνωμα, καρκίνωμα του γαςτρεντερικοφ ςωλινα, του ιπατοσ, 

του παγκρζατοσ, τθσ κεφαλισ ,του λαιμοφ κ.α. [7][38][42][43]. 

Σζλοσ, ςθμειϊνεται ότι ο εμβρυϊκόσ υπότυποσ ραβδομυοςαρκϊματοσ 

χαρακτθρίηεται από απϊλεια ολόκλθρου του μθτρικοφ αλλθλομόρφου το οποίο 

εκφράηει το CDKN1C[7]. 

11. Κλινικι και εργαςτθριακι διάγνωςθ του BWS 
 

Οι ςτρατθγικζσ οι οποίεσ ακολουκοφνται για τθ διάγνωςθ ι για τθν επιβεβαίωςθ 

τθσ διάγνωςθσ  του BWS ενόσ αςκενοφσ  από τουσ κλινικοφσ ιατροφσ περιγράφονται 

με τθν ςειρά πραγματοποίθςισ τουσ: 

• Καρυότυποσ για τθν εφρεςθ κυτταρογενετικά ανιχνεφςιμων ανωμαλιϊν, ο 

οποίοσ μπορεί να πραγματοποιείται ταυτόχρονα με τισ μοριακζσ γενετικζσ 

εξετάςεισ. Ωςτόςο, αν ο αςκενισ παρουςιάηει νοθτικι υςτζρθςθ, ο καρυότυποσ κα 

πρζπει να προθγείται. 

• Εξζταςθ MS-MLPA για τθν διάγνωςθ αλλαγϊν τθσ μεκυλίωςθσ των κζντρων 

γονιδιακισ αποτφπωςθσ IC1 και IC2. Σαυτόχρονθ αλλαγι ςτθν μεκυλίωςθ τόςο ςτο 

IC1 όςο και ςτο IC2 υποδεικνφουν  μονογονεϊκι διςωμία. Περαιτζρω εξετάςεισ 
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μποροφν επίςθσ να πραγματοποιθκοφν για τθν αξιολόγθςθ γονιδιακϊν 

μεταλλάξεων που οδθγοφν ςε αλλαγζσ μεκυλίωςθσ. 

• Ανάλυςθ τθσ αλλθλουχίασ του γονιδίου CDKN1C  για μεταλλάξεισ. Η 

ανάλυςθ αλλθλουχίασ πραγματοποιείται ςε οικογενείσ περιπτϊςεισ BWS, ςε 

αςκενείσ BWS με υπερωιοςχιςτία, ι ςε άτομα που πλθροφν τα διαγνωςτικά 

κριτιρια για BWS, αλλά δεν ζχουν καμία ανιχνεφςιμθ κυτταρογενετικι ανωμαλία, 

ανωμαλίεσ μεκυλίωςθσ, ι μονογονεϊκι διςωμία. 

• ε οικογενείσ περιπτϊςεισ ςτισ οποίεσ ο καρυότυποσ είναι φυςιολογικόσ και 

δεν ζχει ανιχνευκεί κάποια μετάλλαξθ ςτο γονίδιο CDKN1C οι αςκενείσ πρζπει να 

ελζγχονται για κλθρονομικά μικροελλείματα ι μικροδιπλαςιαςμοφσ με τθν βοικεια 

τθσ τεχνικισ των microarrays*24+. 

το ςχεδιάγραμμα που παρατίκεται παρακάτω (Εικόνα 11) παρουςιάηεται θ ςειρά 

και θ ςυλλογιςτικι κάτω από τθν οποία πραγματοποιοφνται χρονικά οι εξετάςεισ 

για τθν διάγνωςθ του ςυνδρόμου BW. 
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Εικόνα 11 Αλγόρικμοσ διαγνωςτικισ προςζγγιςθσ για το  BWS 



36 
 

C. κοπόσ μελζτθσ 
 

Η παροφςα εργαςία ζχει ωσ ςκοπό τθν ανίχνευςθ μεταλλάξεων που διαταράςςουν 

τθν ςωςτι λειτουργία του γονιδίου CDKN1C ςε ςειρά αςκενϊν με κλινικζσ ενδείξεισ 

για BWS. Σο υλικό τθσ μελζτθσ αποτζλεςαν αςκενείσ που παραπζμφκθκαν για 

ζλεγχο BWS και ςτουσ οποίουσ προθγικθκε ζλεγχοσ του προτφπου μεκυλίωςθσ τθσ  

περιοχισ 11p15 για τον αποκλειςμό των ςυχνότερων βλαβϊν που παρατθροφνται  

ςτο ςφνδρομο. 
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D.  Τλικά κα Μζκοδοι 

1. Τλικό μελζτθσ 
  

H παροφςα μελζτθ πραγματοποιικθκε ςτο Εργαςτιριο Ιατρικισ Γενετικισ του 

Πανεπιςτθμίου Ακθνϊν και περιλαμβάνει αςκενείσ οι οποίοι παραπζμπονται 

για ςφνδρομο Beckwith-Wiedemann, από κλινικοφσ γενετιςτζσ ςε όλθ τθν 

Ελλάδα. το διάςτθμα τθσ μελζτθσ παραπζμφκθκαν 13 αςκενείσ ( 6 αγόρια και 7 

κορίτςια ) θλικίασ από 2 μθνϊν ζωσ 2 ετϊν (μζςοσ όροσ 1,5 ζτθ)  με κλινικι 

ζνδειξθ για BWS και φυςιολογικό καρυότυπο. ε αυτοφσ απομονϊκθκε DNA 

από το περιφερικό αίμα και πραγματοποιικθκε ζλεγχοσ για αλλαγζσ 

μεκυλίωςθσ μζςω MS-MLPA, με τθν χριςθ του kit SALSA MS-MLPA PROBEMIX 

ME030-C3 BWS/RSS. Για τθν πραγματοποίθςθ γονιδιακοφ ελζγχου για το 

CDKN1C χρθςιμοποιικθκαν δείγματα (4) αςκενϊν που ιταν αρνθτικοί για 

αλλαγζσ μεκυλίωςθσ. Επιπλζον επειδι, όπωσ αναφζρκθκε και ςτο γενικό μζροσ, 

ζχει περιγραφεί πικανι ςυςχζτιςθ αλλοιϊςεων του γονιδίου CDKN1C και με τθν 

εκδιλωςθ του Silver Russel  (SRS) [39] πραγματοποιικθκε ζλεγχοσ και  ςε 2 

άτομα που παραπζμφκθκαν για SRS. Παρακάτω παρατίκενται αναλυτικά τα 

κλινικά χαρακτθριςτικά των αςκενϊν που μελετικθκαν. 

 Η μελζτθ αυτι πραγματοποιικθκε με τθν ςυναίνεςθ των γονζων των αςκενϊν, 

για τθν χριςθ του γενετικοφ υλικοφ των αςκενϊν. 

Σα κλινικά χαρακτθριςτικά των αςκενϊν που μελετικθκαν ςτθν παροφςα 

εργαςία παρουςιάηουν ετερογζνεια.  

Ο αςκενισ 231-12BW2C2 , αγόρι 2 μθνϊν παρουςίαηε θμιυπερτροφία 

αριςτεροφ κάτω άκρου, μεγαλοςωμία, μεγάλο βάροσ κατά τθν γζννθςθ, 

ομφαλοκιλθ, οργανομεγαλία, κακϊσ και πτυχζσ ςτο λοβό του αυτιοφ.  

Η αςκενισ 292-13BW13C20, 1 ζτουσ εμφάνιηε μακρογλωςςία, υποκυρεοειδιςμό 

και αδρά χαρακτθριςτικά προςϊπου.  

Η αςκενισ 198-14BW17C12, 2 ετϊν παρουςίαηε μακρογλωςςία, μικρι 

υπερτροφία του δεξιοφ κάτω άκρου, μικρι ομφαλοκιλθ, πτυχζσ ςτο λοβό του 

αυτιοφ και αμφοτερόπλευρο νεφροβλάςτωμα.  

Η αςκενισ 161-14BW5C7,  2 ετϊν εμφάνιηε μόνο μακρογλωςςία. 



38 
 

Εικόνα 12 Μθχάνθμα MagAttractR DNA Blood Biorobot M48 QIAGEN® 

2. Μζκοδοι 

2.1. Απομόνωςθ γενωμικοφ DNA από δείγμα ολικοφ αίματοσ 

 

Η απομόνωςθ του γενωμικοφ DNA πραγματοποιείται ςε ρομποτικό ςφςτθμα 

απομόνωςθσ «MagAttractR DNA Blood Biorobot M48» τθσ  QIAGENR (Εικόνα 12) 

ςφμφωνα με το πρωτόκολλο του ςυςτιματοσ MagAttract DNA Bloob Midi Kit, Cat 

No 951356(QIAGEN,USA) και τισ οδθγίεσ του καταςκευαςτι. 

Σο πρωτόκολλο που ακολουκείται βαςίηεται ςτθν πρωτεολυτικι δράςθ τθσ 

πρωτεάςθσ Κ, ςε ςυνδυαςμό με διαδικαςίεσ εξαλάτωςθσ των κυτταρικϊν 

πρωτεινϊν, με αφυδάτωςθ και χριςθ χαοτροπικϊν αλάτων (ςυγκεκριμζνα, άλατα 

οξικοφ καλίου και οξικοφ αμμωνίου). Η μόνθ διαφορά αυτισ τθσ 

αυτοματοποιθμζνθσ μεκόδου από τθν κλαςςικι, είναι θ χριςθ μαγνθτικϊν 

ςφαιριδίων ςτθν επιφάνεια των οποίων δεςμεφεται το  μόριο του DNA 

αποφεφγοντασ τθν απομόνωςι του μζςω πολλαπλϊν φυγοκεντριςεων. τθ 

ςυνζχεια πραγματοποιοφνται πολλαπλζσ εκπλφςεισ κακϊσ και μια τελικι με 
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Εικόνα 13 Φαςματοφωτόμετρο Nanodrop-1000 Spectrophotometer 

απεςταγμζνο νερό, με ςκοπό τθν αφξθςθ τθσ κακαρότθτασ του DNA. Σο κακαρό 

DNA είναι ζτοιμο προσ επεξεργαςία και μπορεί να φυλαχκεί ςε κερμοκραςίεσ 4o 

εϊσ -80o C[44]. 

 

2.2. Ποςοτικόσ προςδιοριςμόσ και ζλεγχοσ τθσ κακαρότθτασ του 

DNA 

Για τον ποςοτικό προςδιοριςμό τθσ ςυγκζντρωςθσ του DNA χρθςιμοποιικθκε το 

φαςματοφωτόμετρο Nanodrop-1000 Spectometer (NanoDrop Technologies, USA) 

(Εικόνα 13) ςτα 220-275 nm. Για τον κακοριςμό τθσ ςυγκζντρωςθσ απαιτείται μόνο 

1μl δείγματοσ, γεγονόσ το οποίο διευκολφνει τον κακαριςμό του οργάνου μεταξφ 

των εφαρμογϊν διαφορετικϊν δειγμάτων, εξαςφαλίηοντασ ζτςι τθν υψθλι ακρίβεια 

κακϊσ και τθν επαναλθψιμότθτα. Σο μθχάνθμα παρζχει επίςθσ τθν δυνατότθτα 

μζτρθςθσ υψθλϊν ςυγκεντρϊςεων χωρίσ να χρειάηεται αραίωςθ( 50x μεγαλφτερθ 

ςυγκζντρωςθ από ζνα κλαςςικό φαςματοφωτόμετρο), κακϊσ και αραιϊν 

ςυγκεντρϊςεων με κατϊτατο όριο 2ng/ml. Για τον κακοριςμό τθσ κακαρότθτασ του 

DNA, χρθςιμοποιείται θ αναλογία τθσ απορρόφθςθσ ςτα 260nm προσ 280nm ,με 

μια αναλογία  ~1,8 να είναι αποδεκτι. Μικρότερεσ αναλογίεσ υποδεικνφουν  
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μεγάλθ περιεκτικότθτα ςε πρωτεΐνεσ, φαινόλεσ, ι άλλεσ ουςίεσ που απορροφοφν  

ςτα 280 nm. 

 

2.3. Methylation Specific Multiplex Ligation-dependent Probe 

Amplification, Methylation-specific MLPA® (MS-MLPA) 

 

 Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification, MLPA 

Η πολλαπλι ενίςχυςθ υβριδοποιθμζνων ανιχνευτϊν από το ζνηυμο τθσ λιγάςθσ -

Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification (MLPA), είναι μια παραλλαγι τθσ 

πολλαπλισ αλυςιδωτισ αντίδραςθσ πολυμεράςθσ, PCR θ οποία επιτρζπει ςε 

πολλαπλζσ αλλθλουχίεσ ςτόχουσ να ενιςχυκοφν με ζνα μόνο ηεφγοσ εκκινθτϊν.  

Κάκε ανιχνευτισ αποτελείται από δφο ολιγονουκλεοτίδια που αναγνωρίηουν 

γειτονικζσ κζςεισ ςτόχουσ ςτο DNA. Ο ζνασ ανιχνευτισ περιζχει τθν αλλθλουχία 

πρόςδεςθσ του εμπρόςκιου εκκινθτι και ο άλλοσ ανιχνευτισ περιζχει τθν 

αλλθλουχία πρόςδεςθσ του ανάςτροφου εκκινθτι. Μόνο όταν και οι δφο ανιχνευτζσ 

υβριδοποιθκοφν προσ τουσ αντίςτοιχουσ ςτόχουσ τουσ, μποροφν να δθμιουργιςουν 

ζναν πλιρθ ανιχνευτι. Η ςφνδεςθ του πλιρουσ ανιχνευτι γίνεται με τθν βοικεια 

του ενηφμου λιγάςθ. Σο πλεονζκτθμα του διαχωριςμοφ του ανιχνευτι ςε δφο μζρθ 

είναι ότι μόνο οι ςυνδεδεμζνοι ανιχνευτζσ, ενιςχφονται ςτθν ςυνζχεια μζςω τθσ 

αντίδραςθσ PCR.  

Η αλλθλουχία κάκε ανιχνευτι ζχει ζνα μοναδικό μικοσ, ζτςι ϊςτε να μπορεί να 

διαχωριςτεί και να αναγνωριςτεί με τριχοειδι θλεκτροφόρθςθ. Ζνασ από τουσ δφο 

εκκινθτζσ που ςυμμετζχει ςτθν ενίςχυςθ ανιχνευτϊν είναι ςθμαςμζνοσ με 

φκοριόχρωμα. Με αυτόν τον τρόπο κάκε αμπλικόνιο παράγει μία φκορίηουςα 

κορυφι θ οποία μπορεί να ανιχνευκεί από ζναν αναλυτι DNA.  Η μελζτθ  των 

αποτελεςμάτων με ειδικά λογιςμικά επεξεργαςίασ επιτρζπει τθν ςυγκριτικι  

ανάλυςθ των προϊόντων που προκφπτουν από τισ κζςεισ υπό μελζτθ με αυτά των 

κζςεων αναφοράσ, προςδιορίηοντασ τθ ςχετικι ποςότθτα του κάκε αμπλικονίου. Η 

αναλογία που προκφπτει αποτελεί μζςο υπολογιςμοφ τθσ ςχετικισ αναλογίασ των 

αλλθλουχιϊν ςτόχων ςτο δείγμα DΝΑ[45]. 
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Εικόνα 14 χθματικι αναπαράςταςθ τθσ τεχνικισ MS-MLPA  1. αποδιάταξθ DNA και υβριδιςμό 
MLPA ανιχνευτϊν 2. ςφνδεςθ και πζψθ 3. αντίδραςθ PCR 4. διαχωριςμόσ των ενιςχυμζνων 

προϊόντων με τριχοειδι θλεκτροφόρθςθ 5. ανάλυςθ των δεδομζνων*46+. 

 

 

 Methylation-specific, MLPA MS-MLPA  

Η ειδικι για μεκυλίωςθ MLPA (MS-MLPA) είναι μια θμι-ποςοτικι μζκοδοσ για 

ανίχνευςθ μεκυλιωμζνων αλλθλουχιϊν του γονιδιϊματοσ. Η MS-MLPA είναι μια 

παραλλαγι τθσ τεχνικισ MLPA ςτθν οποία επιτρζπεται θ ταυτόχρονθ μελζτθ του  

αρικμοφ των  αντιγράφων και του προτφπου μεκυλίωςθσ τουσ και επιτυγχάνεται  με 

τθ χριςθ ενόσ περιοριςτικοφ ενηφμου ευαίςκθτου ςτθ μεκυλίωςθ, τθσ 

ενδονουκλεάςθσ HhaI. Η MS-MLPA χρθςιμοποιείται ςιμερα ευρζωσ για τθν 

ανίχνευςθ των επιγενετικϊν τροποποιιςεων και από τισ μεγαλφτερεσ εφαρμογζσ 

του αποτελοφν θ μελζτθ του προτφπου  μεκυλίωςθσ ςε καρκινικά κφτταρα και ςε 

αςκζνειεσ που ςχετίηονται με γονιδιακι αποτφπωςθ, όπωσ τα ςφνδρομα Prader 

Willi , Angelman, Beckwith Wiedemann  και Russell   Silver. 

Σο πρωτόκολλο τθσ MS-MLPA διαφζρει από τθν κλαςςικι ςτο τελευταίο ςτάδιο, τθσ 

λιγάςθσ και προυποκζτει τθν παρουςία δφο δειγμάτων (διαχωριςμόσ ςε δφο 

φιαλίδια) ανά άτομο υπό μελζτθ. το ζνα φιαλίδιο ακολουκείται κλαςςικι MLPA  
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και αφορά τον αρικμό αντιγράφων ενϊ ςτο δεφτερο προςτίκεται το ειδικό για 

μεκυλίωςθ ζνηυμο, και αφορά το πρότυπο  μεκυλίωςθσ. (Εικόνα 14) 

Τβρίδια των ανιχνευτϊν και μθ μεκυλιωμζνου δείγματοσ DNA ςτο δεφτερο φιαλίδιο 

πζπτονται από το ζνηυμο. Οι ανιχνευτζσ που ζχουν υποςτεί πζψθ δεν μποροφν να 

ενιςχυκοφν εκκετικά κατά τθ διάρκεια τθσ PCR και ωσ εκ τοφτου δεν παράγουν 

ςιμα κατά τθ διάρκεια τθσ τριχοειδοφσ θλεκτροφόρθςθσ. Αντίκετα, εάν το δείγμα 

DNA είναι μεκυλιωμζνο, τα υβρίδια DNA-ανιχνευτι προςτατεφονται από τθν πζψθ 

του ενηφμου  και οι προςδεμζνοι ανιχνευτζσ  δθμιουργοφν μια κορυφι κατά τθν 

ανάλυςθ των αποτελεςμάτων.  

i. υνοπτικό πρωτόκολλο MS-MLPA® για DNA ανάλυςθ  

 

1. Αποδιάταξθ του DNA 

• Επϊαςθ- 5 μl από το DNA (τελικισ ςυγκζντρωςθσ/αντίδραςθ ~ 40-80 ng)  DNA 

από κάκε προσ εξζταςθ δείγμα για 5min ςτουσ 98oC 

2. Τβριδιςμόσ ανιχνευτϊν για δείγμα DNA 

• Ψφξθ ςε κερμοκραςία δωματίου 

• Προςκικθ ςε κάκε δείγμα μείγματοσ, που αποτελείται από 1,5 μl SALSA 

probemix και 1,5 μl  ρυκμιςτικοφ διαλφματοσ MLPA και ανάδευςθ 

• Επϊαςθ για 1 min ςτουσ 95oC και ςτθν ςυνζχεια υβριδιςμόσ για τουλάχιςτον 16 

ϊρεσ ςτουσ  60οC 

3. Αντίδραςθ ςφνδεςθσ και ςφνδεςθσ -πζψθσ των υβριδοποιθμζνων ανιχνευτϊν 

• Μείωςθ τθσ κερμοκραςίασ του κερμοκυκλοποιθτι ςτουσ  20oC, 

• Προςκικθ 3 μl λιγάςθσ ρυκμιςτικοφ διαλφματοσ Α και 10 μl dH2O ςε κάκε 

δείγμα και ανάδευςθ. 

• Μεταφορά 10 μl  του ςυνολικοφ μείγματοσ ςε ζνα δεφτερο φιαλίδιο. 

• Σοποκζτθςθ των δειγμάτων ςε κερμοκυκλοποιθτι, ςε κερμοκραςία 48oC 

• Προςκικθ ςε κάκε δείγμα 10μl μείγματοσ Ligase-65 ςτο πρϊτο φιαλίδιο 

(αντίδραςθ χωρίσ πζψθ) 

• Προςκικθ ςε κάκε δείγμα 10μl μείγματοσ Ligase-Digestion ςτο δεφτερο 

φιαλίδιο (αντίδραςθ με πζψθ) 

• Επϊαςθ επί 30 λεπτά ςτουσ 48oC 
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• Aδρανοποίθςθ του ενηφμου λιγάςθσ για 5min ςτουσ 98oC 

4. Ενίςχυςθ με PCR των ςυνδεδεμζνων ανιχνευτϊν 

• Ψφξθ ςε κερμοκραςία δωματίου 

• Μεταφορά 10 μl ςε ζνα νζο ςωλινα 

• Προςκικθ 4 μl ρυκμιςτικοφ διαλφματοσ SALSA PCR + 26 μl dH2O ςε κάκε 

φιαλίδιο και ανάμειξθ 

• Προςκικθ 5μl μείγματοσ  πολυμεράςθσ ςε κερμοκραςία δωματίου 

• Ζναρξθ PCR 

5. Σριχοειδισ θλεκτροφόρθςθ των προϊόντων PCR 

6. Αποτελζςματα και ανάλυςθ 

• Κακοριςμόσ του ςχετικοφ μεγζκουσ των κορυφϊν φκοριςμοφ 

• φγκριςθ των αποτελεςμάτων με τα δείγματα αναφοράσ 

Μείγμα Ligase-65: 1,5 μl ρυκμιςτικοφ Ligase Β + 8,25 μl dH2O + 0,25 μl Ligase-65 

ανά δείγμα 

Μείγμα Ligase -Digestion: 1,5 μl ρυκμιςτικοφ Ligase Β + 8,25μl dH2O + 0,25μl Ligase -

65 + 0,5μl HhaI ανά δείγμα 

Μείγμα πολυμεράςθσ: 3,75μl dH2O + 1 μl μείγματοσ PCR Primer +0,25μl SALSA 

polymerase ανά δείγμα 
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Length (nt)  SALSA MLPA probe                                                                                                               HhaI site                                                                  

Signal reduction upon HhaI 
digestion of wild type DNA 
(from blood)* 

Chromosom
al position o 

64-70-76-82  
Q-fragments: DNA quantity; only visible with 
less than 100 ng sample DNA       

88-92-96 
D-fragments: Low signal of 88 or 96 nt 
fragment indicates incomplete denaturation       

121 H19DMR probe 8743-L8763  Yes 50% H19DMR 

27 Reference probe 9761-L10175      16p13 

135 KvDMR probe 7173-L6782  Yes 50%  KvDMR 

142 H19DMR probe 8745-L8765  Yes                                        20-10% H19DMR 

148  Reference probe 3564-L2930        -   3p21 

154 Reference probe 2944-L2376         -   7q31 

160  H19 probe 2219-L1713        -   5’ region 

166 KvDMR probe 6276-L5782  Yes 50% KvDMR 

172  IGF2 probe 6269-L5775 Yes 100% 5’ DMR0 

178 Reference probe 6198-L5701         -   21q21 

184 H19DMR probe 8744-L8764         -   H19DMR 

190 H19 probe 10585-L11140         -   5’ region 

196 CDKN1C probe 6262-L5768         -    Exon 1 

202  Reference probe 4487-L3876        -   1p35 

214 H19 probe 10586-L11141         -    5’ region 

220 KCNQ1 probe 3539-L2905         -   Exon 2 

229 H19 probe 6268-L5774         -   Exon 3 

238 H19DMR probe 11080-L11762  Yes 50% H19DMR 

247 Methyl. ref. probe 5162-L4543  Yes 100%  17q21 

256 Reference probe 1462-L0927         -    17p12 

265  KCNQ1 probe 3550-L2916        -   Exon 12 

277 KvDMR probe 7171-L6780  Yes 50% KvDMR 

284 IGF2 probe 6272-L5778         -   Exon 3 

292 Reference probe 4231-L3567         -   8p23 

301 H19DMR probe 6266-L5772  Yes 50% H19DMR 

310 Reference probe 4528-L3917         -   2q24 

319 Reference probe 8761-L8801         -   10p11 

328 KCNQ1 probe 3542-L4802         -   Exon 6 

337 Reference probe 1590-L1162         -    13q14 

346 Reference probe 4835-L4219         -   5p13 

355 Methyl. ref. probe 3883-L3331  Yes 100% 20q13 

364 KCNQ1 probe 3543-L4803         -   Exon 7 

373 † KCNQ1 probe 3553-L2919  Yes 20-40% NOT WITHIN KvDMR Exon 15 

382 Reference probe 1922-L1466         -   1q21 

393 KvDMR probe 7172-L6781  Yes 50% KvDMR 

400 KCNQ1 probe 3544-L2910         -   Exon 8 

409 KCNQ1 probe 3555-L2921         -   Exon 16 

418 Reference probe 1195-L0752         -   19q13 

427 Reference probe 7258-L6829         -    16q24 

436 KCNQ1 probe 3537-L2903         -   Alt exon  

444 CDKN1C probe 6263-L5769         -   Exon 1 

454 H19 probe 10588-L11143         -   5’ region 

463 Methyl. ref. probe 2260-L1747  Yes 100% 3p21 

474 Reference probe 3984-L3251        -   11p1 

481 Reference probe 6676-L6254        -   2q23 

Πίνακασ 2 Ανιχνευτζσ για το kit SALSA MS-MLPA PROBEMIX ME030-C3 BWS/RSS 
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2.4. Αντιγραφι εξονίων του γονιδίου CDKN1C με τθν μζκοδο PCR. 

 

Η αλυςιδωτι αντίδραςθ πολυμεράςθσ (Polymerase Chain Reaction-PCR), θ οποία 

αναπτφχκθκε και εφαρμόςτθκε για πρϊτθ φορά το 1987 από τον K. Mullis και τουσ 

ςυνεργάτεσ του,  είναι θ πλζον ςυνικθσ μζκοδοσ για τθν ενίςχυςθ ςυγκεκριμζνων 

αλλθλουχιϊν DNA in vitro. Με τθν βοικεια τθσ τεχνικισ αυτισ είναι δυνατι θ 

αναπαραγωγι αντιγράφων ενόσ ςυγκεκριμζνου τμιματοσ DNA μζχρι και 106  φορζσ. 

Η ςυγκεκριμζνθ μζκοδοσ χαρακτθρίηεται από εξαιρετικι ευαιςκθςία. H µζκοδοσ 

βαςίηεται ςε διαδοχικοφσ κφκλουσ αντιγραφισ (ςυνικωσ 25-35) που ξεκινοφν από 

κακοριςµζνεσ κζςεισ µιασ µιτρασ DNA .Κάκε κφκλοσ αποτελείται από τρία ςτάδια 

τα οποία διαφζρουν μεταξφ τουσ ςτον χρόνο και ςτθ κερμοκραςία: 

1. Αποδιάταξθ τθσ µιτρασ DNA ςε κερμοκραςίεσ από 93-97οC για 30-90 

sec(template denaturation) 

2. Τβριδιςμόσ των εκκινθτϊν ςτισ ςυμπλθρωματικζσ προσ αυτοφσ αλλθλουχίεσ ςτο 

DNA υπόςτρωμα. Ο υβριδιςμόσ των εκκινθτϊν ςτθ DNA μιτρα γίνεται ςε 

κερμοκραςίεσ 50-70ο C για 30 sec ωσ 3min. Για κάκε ηεφγοσ εκκινθτϊν, θ 

κερμοκραςία υβριδιςμοφ είναι ςυγκεκριμζνθ και εξαρτάται αποκλειςτικά  από  το 

Σm τουσ το οποίο βρίςκεται βάςει τθσ αλλθλουχίασ νουκλεοτιδίων τουσ από τον 

τφπο Σm=2(Α+Σ)+4(G+C) 

3. Επιµικυνςθ των εκκινθτϊν (primer extension) που ζχουν υβριδοποιθκεί ςτθν 

αλυςίδα με τθν βοικεια ελεφκερων τριφωςφορικϊν δεοξυνουκλεοτιδίων (dNTPs) 

και ςφνκεςθ DNA µε κατεφκυνςθ 5'→3'. Σθν αντίδραςθ καταλφει θ κερμοανκεκτικι 

πολυμεράςθ Taq και θ κερμοκραςία ςτθν οποία πραγματοποιείται θ επιμικυνςθ 

είναι 70-75 οC για 30 sec ωσ 3min. το τζλοσ κάκε κφκλου όλεσ οι δίκλωνεσ αλυςίδεσ 
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αποδιατάςςονται ξανά και θ διαδικαςία επαναλαμβάνεται από τθν αρχι.

 

Εικόνα 15 χθματικι αναπαράςταςθ μεκόδου PCR 

 Η πειραματικι διαδικαςία περιλαμβάνει ετοιμαςία  του μείγματοσ  με όλα τα 

απαραίτθτα αντιδραςτιρια  

τθν ςυνζχεια παραλαμβάνονται τα προϊόντα PCR και διαχωρίηονται με 

θλεκτροφόρθςθ ςε πικτωμα αγαρόηθσ[47][48]. 
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2.5. χεδιαςμόσ εκκινθτϊν 

 

Ζνα από τα πιο ςθμαντικά ςτάδια είναι ο ςχθματιςμόσ των εκκινθτϊν τθσ 

αντίδραςθσ PCR. 

Η ικανότθτα των εκκινθτϊν  να δεςμευτοφν ςε μια μοναδικι κζςθ πάνω ςτθν 

αλλθλουχία DNA, προςδιορίηει τθν ειδικότθτα που κα πραγματοποιθκεί ο 

πολλαπλαςιαςμόσ. Για τθν αποφυγι μθ ειδικοφ πολλαπλαςιαςμοφ υπάρχουν τρείσ 

μεταβλθτζσ οι οποίεσ κα πρζπει να προςεχκοφν κατά το ςχεδιαςμό εκκινθτϊν:  

 i)  το μικοσ τον εκκινθτϊν να κυμαίνεται μεταξφ 18-24 βάςεων. 

 Σο μικοσ αυτό κεωρείται κατάλλθλο για τθν αποφυγι μθ ειδικισ πρόςδεςθσ των 

εκκινθτϊν και πολλαπλαςιαςμοφ περιοχισ διαφορετικισ από αυτισ που 

επικυμοφμε. 

ii) θ ςυμπλθρωματικότθτα των βάςεων μεταξφ του ηεφγουσ των εκκινθτϊν. 

 Πρζπει να λθφκεί υπόψθ  θ πικανότθτα  ςυμπλθρωματικότθτασ των βάςεων για  

τθν αποφυγι δθμιουργίασ διμερϊν μεταξφ τουσ. 

iii) θ αναλογία βάςεων για τθν ςφςταςθ των εκκινθτϊν. 

 Θα πρζπει  τα  Σm του κάκε ηεφγουσ εκκινθτϊν να μθν ζχουν μεγάλθ διαφορά 

μεταξφ τουσ (Σm-5 oC), ϊςτε να μθν υπάρχει  μεγάλθ απόκλιςθ ςτθν κερμοκραςία 

υβριδιςμοφ τουσ. Σο Σm  του εκάςτοτε εκκινθτι βρίςκεται από τον τφπο 

Σm=2(Α+Σ)+4(G+C). Επίςθσ κα πρζπει να αποφεφγεται θ φπαρξθ 

επαναλαμβανόμενων αλλθλουχιϊν, κακϊσ μειϊνουν κατά πολφ τθν ειδικότθτα 

υβριδιςμοφ των εκκινθτϊν ςτισ αλλθλουχίεσ ςτόχουσ. 

 Η αντίδραςθ PCR πραγματοποιικθκε για το γονίδιο CDK1NC για τον 

πολλαπλαςιαςμό όλων των εξονίων του (1 ωσ 3). Οι αλλθλουχίεσ των εκκινθτϊν που 

χρθςιμοποιικθκαν ςχεδιάςτθκαν εκ νζου ςτο εργαςτιριο Ιατρικισ Γενετικισ. 

(Πίνακασ 3)και (Εικόνα16) . Οι εκκινθτζσ ςχεδιάςτθκαν με βάςθ τθν αλλθλουχία του 

εναλλακτικοφ μεταγράφου 1 του CDKN1NC (κωδικόσ γονιδίου ENSG00000129757) 

όπωσ αναφζρεται ςτο ensembl (www.ensembl.org). 

Οι εκκινθτζσ που χρθςιμοποιικθκαν ςτο ςυγκεκριμζνο πείραμα, ςχεδιάςτθκαν με 

τζτοιο τρόπο, ϊςτε να καλφπτονται όλα τα εξόνια του γονιδίου CDKN1C. Για τθν πιο 

εφκολθ αντιγραφι των εξονίων κατά τθν διαδικαςία τθσ PCR, χωρίςαμε τα εξόνια 
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του γονιδίου ςε επιμζρουσ τμιματα (αμπλικόνια) τα οποία  ςθμειϊνονται ςτθν 

εικόνα  16 κακϊσ και ςτον πίνακα3. 

Επιπλζον κα πρζπει να ςθμειωκεί ότι για το ςχεδιαςμό των εκκινθτϊν, ςτθν 

αλλθλουχία όλων των εμπρόςκιων εκκινθτϊν, εκτόσ του επιμζρουσ τμιματοσ 1b, 

προςτζκθκε θ αλλθλουχία του εκκινθτι  Universal primer M13 5’- 

gtaaaacgacggccagt-3’, κακϊσ και ςτθν αλλθλουχία όλων των οπίςκιων εκκινθτϊν, 

εκτόσ του επιμζρουσ τμιματοσ 1b, προςτζκθκε θ αλλθλουχία του εκκινθτι  

Universal primer M13 5’-caggaaacagctatgac-3’. 

 Οι αλλθλουχίεσ αυτζσ προςτζκθκαν για τθν απλοφςτευςθ τθσ διαδικαςίασ 

αντίδραςθσ αλλθλοφχιςθσ κακϊσ για το κάκε διαφορετικό αμπλικόνιο χρειάηεται 

τελικά μόνο ζνα ηεφγοσ εκκινθτϊν M13, και όχι διαφορετικά ηεφγθ εκκινθτϊν ανά 

αμπλικόνιο  

Σο γονίδιο CDKN1C 

 
ENST00000414822 
Chromosome 11: 2,904,443-2,907,111 reverse strand 
 

>chromosome:GRCh37:11:2903843:2907711:-1 
GGGCCTTAGGGCCAGCAGGTGTGTGAGGGCTCCAGGCGCGCGGAGCCCTCGAAGGGACAC 
CAGCCCAGCAGCAGCAGGCCGCGCGGGGGCAGCCGAAGACCCCATCCGGCGCAGGCCAGG 
GCCGAGCTGGCAGCGGCGGGTCCAAGCCTCGTCAGCTGGCGCAGGAGGCCCACGGGCGAG 
CGCGGGACGGAGCTGGGCGCCGGGGTCCGGACCGGGCCGGGGTCGAGTTGGGCCTGGCCG 
GACACCGGACCCGCCAGGAGCCGGCCCCTGCCGCGCTGGGCTGAGGCCCCCGCCTGCAGA 
CAAAGGAGCCGGCGGGGGGCGGGAGCCGGGGGGGTGGGGGAGTGTTGCAGGGGGGATGGG 
GCGAGGGGGCGGGCGTCGCGGTGTCACGTTACCGCCCGCAGCGCCCTTTAACTCCCGCCC 
CCGCCCCGCTCACCGCCCCCTTCCCCTGCTACAGCGCGCTCGCCCCGCGGCCGCCAATCA 

GCCGCGCGCCCCGGCCGCGCGCCCCGCCCCGCCCCCGGTGGGTGTGCGCGCG[GCCAATGG 

GCGGTGCGCG]GGGGCCGGGCCGCGGCGGGGCGGGGCAGCGGGGCGGCCGCCAATCGCCGT 

Exon1 
GGTGTTGTTGAAACTGAAAATACTACATTATGCTAATCGCGGCCGGGCCCGCGCGCACGG 
GGGTGGGGCCCGCGCGTATAAAGGGGGCGCAGGCGGGCTGGGCGTTCCACAGGCCAAGTG 
CGCTGTGCTCGAGGGGTGCCGGCCAGGCCTGAGCGAGCGAGCTAGCCAGCAGGCATCGAG 
GGGGCGCGGCTGCCGTCCGGACGAGACAGGCGAACCCGACGCAGAAGAGTCCACCACCGG 
ACAGCCAGGTAGCCGCCGCGTCCCTCGCACACGCAGAGTCGGGCGGCGCGGGGTCTCCCT 
TGCGCCCGGCCTCCGCCCTCTCCTCCTCTCCTTTCCCCTTCTTCTCGCTGTCCTCTCCTC 

[TCTCGCTGCCCGCGTTTGC]GCAGCCCCGGGCCATGTCCGACGCGTCCCTCCGCAGCACAT 

CCACGATGGAGCGTCTTGTCGCCCGTGGGACCTTCCCAGTACTAGTGCGCACCAGCGCCT 
GCCGCAGCCTCTTCGGGCCGGTGGACCACGAGGAGCTGAGCCGCGAGCTGCAGGCCCGCC 
TGGCCGAGCTGAACGCCGAGGACCAGAACCGCTGGGATTACGACTTCCAGCAGGACATGC 
CGCTGCGGGGCCCTGGACGCCTGCAGTGGACCGAAGTGGACAGCGACTCGGTGCCCGCGT 

Ανάςτροφοσ 

εκκινθτισ1a  

+Εμπρόςκιοσ 

εκκινθτισ 1b  

Εμπρόςκιοσ 

εκκινθτισ 1a 

http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Location/View?db=core;g=ENSG00000129757;r=11:2904443-2907111;t=ENST00000414822
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TCTACCGCGAGACGGTGCAGGTGGGGCGCTGCCGCCTGCTGCTGGCGCCGCGGCCCGTCG 

CGGTCGCGGTGGCTGTCAGCCCGCCCCTCGAGCCGGCCGC[TGAGTCCCTCGACGGCCT]CG 

AGGAGGCGCCGGAGCAGCTGCCTAGTGTCCCGGTCCCGGCCCCGGCGTCCACCCCGCCCC 
CAGTCCCGGTCCTGGCTCCAGCCCCGGCCCCGGCTCCGGCTCCGGTCGCGGCTCCGGTCG 
CGGCTCCGGTCGCGGTCGCGGTCCTGGCCCCGGCCCCGGCCCCGGCTCCGGCTCCGGCTC 
CGGCCCCGGCTCCAGTCGCGGCCCCGGCCCCAGCCCCGGCCCCGGCCCCGGCCCCGGCCC 
CCGCCCCGGCCCCGGCCCCGGACGCGGCGCCTCAAGAGAGCGCCGAGCAGGGCGCGAACC 
AGGGGCAGCGCGGCCAGGAGCCTCTCGCTGACCAGCTGCACTCGGGGATTTCGGGACGTC 
CCGCGGCCGGCACCGCGGCCGCCAGCGCCAACGGCGCGGCGATCAAGAAGCTGTCCGGGC 
CTCTGATCTCCG 
Intron 1 
 GTGAGCCCCGCACGGCCCCGCCCCGGCCCGGCCCGGCCCCGCTTTGTCCGGCCGGCCGGT 

CCCCCCAGCCCTCGGGGGCCTCGCTGGGTTCCCGC[CTCCTCCCGTGGCATTAA]AGGGCCC 

GCAGCGCTCAGGGCGCGGCTGCGCCCTTACCCCCCTCCCCGCCCCGTTGTTGTGCCCTCC 
AGCGGCTTCGCGCGGGCGGGGTGGGAGGCTGAATCCCGGCCGCGACCCCCCGGGAGCGCA 
GTTTTCGCCCCCGGCCGCGGGAGCCCCTCCCCGGGCGCGGCCGGGCGCCGTGAGCACGGC 
GTGGAGGGGGTTAAGCGCGGCGGCGGCCCCGGGGGGCTTGGCCGCGGGACAAGGGGAAAT 

GCTTACACAGCACAT[TGCGCGGCGACGTAAACA]AAGCTGACCCGCCGCGGACCTCGGCGC 

GGGCGGGGACGGCGCCCCCACCCCGGCCGGCCCGCGCCCCGCGCCCTCTCCCGGCCCCCT 
CTCGGGTCTCCGGGCCGGCCCCGCCCTGACCGGCCGCGCGCGCTGTCGCCCGCAG  
Exon 2 
ATTTCTTCGCCAAGCGCAAGAGATCAGCGCCTGAGAAGTCGTCGGGCGATGTCCCCGCGC 
CGTGTCCCTCTCCAAGCGCCGCCCCTGGCGTGGGCTCGGTGGAGCAGACCCCGCGCAAGA 
GGCTGCGGTGAGCCAA  
Intron2  
GTGAGTACAGCGCACCTGGGGGGGCGCGGAGGGCCGACCCGCCGGGTCCCCGCCGGCTTT 
GCTGACCGCCCCTCTCCTCGCAG  
Exon3 
TTTAGAGCCCAAAGAGCCCCGAGGGAACCTGCCGGGGCAGCGGACGTTGGAAGGGCGCTG 

GGCCTCGGCTGGGACCGTTCATGTAGCAGCAACCGGCGGCGGCTGCC[GCAGAGCAGCGTTC 

GGTT]TTGTTTTTAAATTTTGAAAACTGTGCAATGTATTAATAACGTCTTTTTATATCTAAA  

TGTATT[CTGCACGAGAAGGTACACT]GGTCCCAAGGTGTAAAGCTTTAAGAGTCATTTATAT  

AAAATGTTTAATCTCTGCTGAAACTCAGTGCAAAAAAAAGAAAAAAGAAAAAAAAAAGGAA  
AAAATAAAAAAACCATGTATATTTGTACAAAAAGTTTTTAAAGTTATACTAACTTATATTT  
TCTATTTATGTCCAGGCGTGGACCGCTCTGCCACGCACTAGCTCGGTTATTGGTTATGCCA  
AAGGCACTCTCCATCTCCCACATCTGGTTATTGACAAGTGTAACTTTATTTTCATCGCGGA  
CTCTGGGGAAGGGGGTCACTCACAAGCTGTAGCTGCCATACATGCCCATCTAGCTTGCAG  
TCTCTTCGCGCTTTCGCTGTCTCTCTTATTATGACTGTGTTTATCTGAAACTTGAAGACA  
AGTCTGTTAAAATGGTTCCTGAGCCGTCTGTACCACTGCCCCGGCCCCTCGTCCGCCGGG  
TTCTAAATAAAGAGGCCGAAAAATGCTGCAACTCCAGTCTGTTTGTGCTTGTGCCTGCCT  

CCAGCTCCCTTCTCCTGCACCCCCAAA[AGCTGGAGAGCTGGAACG]CAGGAGAGAGCAGCC 

CAAAGTGGGCATCCCCAGTCCATCCAAAAGGGGAAGCCTCTCTCCTGGCTGGGCCTGGCC 
 CACACCCACCTGCTCCAGTCCCCTTATCTCAGGAGGGGCGGCCGGCCTGCACTGCACCCT 
GCATTTATCACCTCTCACCTGCGGGGCTGCAGAAAGACAAGCCTGGACTTCATGTAGCCC 
CAGGAGGCAGGGAGCACAGCCCCTGACTTGCTGCCCAGACCCAGGCTTGTTTCAAGGAAA 
CCACCCGCAACCCCTCTGCTGATGGGCTCAAGCCCCTGCTAGTTTGAGGATGCGCTGAGG 

Ανάςτροφοσ 

εκκινθτισ 3b 

Ανάςτροφοσ 

εκκινθτισ 3a 

Εμπρόςκιοσ 

εκκινθτισ 3b 

Εμπρόςκιοσ 

εκκινθτισ 2 

Ανάςτροφοσ 

εκκινθτισ 1c 

Εμπρόςκιοσ 

εκκινθτισ 1c + 

Ανάςτροφοσ 

εκκινθτισ1b 
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TGGAGGGTGTGGAGCAGGGCTCCACCAAGACACAGCCAGTCCTCCAGACTTCTTCAGGCC 
TTGCACCAGGGTCTCCTGTTTTTGTGGGCCAGGGTCTCCCTAGGTCTTGCCACAAGACAC 
TCAAAGTGTTCAAGGTCTAGTCACACCTGCAGTGGAGGAGGGGCAGCCTCGAAGCCTCTG 
AGGGGAGGCAGAAATGGGAGCACAAGGGGGAGGTGC 
 
 

 

 

Πίνακασ 3 Εκκινθτζσ γονιδίου CDKN1C 

 

 

i. Αντιδραςτιρια PCR 

 
Για τθν αντίδραςθ PCR χρθςιμοποιικθκε το Kit QIAGEN Multiplex PCR το οποίο 

περιλαμβάνει το QIAGEN Multiplex PCR Master Mix και  το διάλυμα Q-Solution. 

To QIAGEN Multiplex PCR Master Mix περιζχει τθν DNA πολυμεράςθ  HotStarTaq, 

ζνα ειδικό ρυκμιςτικό διάλυμα, MgCl2 και dNTPs. 

CDKN1NC ΕΚΚΙΝΗΣΕ 

Αμπλικόνια Εκκινθτζσ Αλθλουχία Προιόν ςε bp 

Αμπλικόνιο 1a. 
Εμπρόςκιοσ 

εκκινθτισ 
5’-gtaaaacgacggccagtGCCAATGGGCGGTGCGCG-3’   

  
 Ανάςτροφοσ 

εκκινθτισ 
 5’-caggaaacagctatgacGCAAACGCGGGCAGCGAGA-3’ 

     

oooo446ooo 

Αμπλικόνιο 1b.  
Εμπρόςκιοσ 

εκκινθτισ 
5’-TCTCGCTGCCCGCGTTTG -3’   

  
 Ανάςτροφοσ 

εκκινθτισ 
5’-AGGCCGTCGAGGGACTCA-3’ 

  

oooo418oooo 

Αμπλικόνιο 1c.  
Εμπρόςκιοσ 

εκκινθτισ 
5’- gtaaaacgacggccagtTGAGTCCCTCGACGGCCT-3’   

  
 Ανάςτροφοσ 

εκκινθτισ 
5’-caggaaacagctatgacTTAATGCCACGGGAGGAG-3’ 

     

oooo565ooo 

Αμπλικόνιο 2-

3a. 

Εμπρόςκιοσ 

εκκινθτισ 
5’-gtaaaacgacggccagtTGCGCGGCGACGTAAACA-3’   

  
 Ανάςτροφοσ 

εκκινθτισ 
5’-caggaaacagctatgacAGTGTACCTTCTCGTGCAG-3’ 

  

oooo586oooo 

Αμπλικόνιο 3b 
Εμπρόςκιοσ 

εκκινθτισ 
5’-gtaaaacgacggccagtGCAGAGCAGCGTTCGGTT-3’   

  
 Ανάςτροφοσ 

εκκινθτισ 
5’-caggaaacagctatgacCGTTCCAGCTCTCCAGCT-3’ 

     

oooo665ooo 

Εικόνα 16  Η  αλλθλουχία του γονιδίου CDKN1C..τθν εικόνα ςθμειϊνονται τα  αμπλικόνια ςτα οποία χωρίςαμε 
το γονίδιο για τθν μελζτθ του, κακϊσ και οι εκκινθτζσ που ςχεδιάςτθκαν για το κάκε αμπλικόνιο. 
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Η DNA πολυμεράςθ  HotStarTaq είναι μια τροποποιθμζνθ μορφι τθσ DNA 

πολυμεράςθσ Taq, θ οποία ςε ςυνκικεσ περιβάλλοντοσ δεν ζχει ενηυμικι 

ενεργότθτα γεγονόσ που δεν επιτρζπει τθν επιμικυνςθ μθ ειδικϊν εκκινθτϊν που 

ςχθματίηονται ςε χαμθλζσ κερμοκραςίεσ κατά τον πρϊτο κφκλο τθσ αντίδραςθσ, και 

ςυνεπϊσ αποτρζπει τθν δθμιουργία παραπροϊόντων.  

Σο ειδικό ρυκμιςτικό διάλυμα περιζχει τον ςυνκετικό παράγοντα MP ο οποίοσ 

αυξάνει τθν τοπικι ςυγκζντρωςθ των εκκινθτϊν ςτο εκμαγείο, ςτακεροποιεί τουσ 

ειδικά προςδεμζνουσ εκκινθτζσ και επιτρζπει τθν αποτελεςματικι επζκταςθ τουσ. 

Σο ρυκμιςτικό διάλυμα επίςθσ περιζχει KCl και (NH4)2SO4 τα οποία διευκολφνουν 

τθν δράςθ του παράγοντα MP.  

Σο Q-Solution επιτρζπει τθν αποτελεςματικι ενίςχυςθ περιοχϊν που ενιςχφονται 

δφςκολα όπωσ περιοχϊν πλοφςιων ςε GC, δεν επθρεάηει τθν κακαρότθτα του PCR 

προϊόντοσ και είναι μθ τοξικό. 

Για τθν εξαςφάλιςθ τθσ  αντιγραφισ περιοχϊν δυςπρόςιτων ςτο ζνηυμο 

χρθςιμοποιικθκαν επιπροςκζτωσ κάποιοι ενιςχυτικοί παράγοντεσ, οι Deaza-GTP 

Roche® και DMSO.Σο Deaza-GTP ςυνδζεται αςκενϊσ με τισ νουκλεοτιδικζσ βάςεισ 

για τθν ελαχιςτοποίθςθ των δευτεροταγϊν δομϊν DNA, ενϊ είναι ζνα καλό 

υπόςτρωμα για τθν DNA πολυμεράςθ. Σο DMSO είναι πρόςκετο που κακιςτά το 

DNA πιο προςιτό για ενίςχυςθ ςτο ζνηυμο και βελτιϊνει τον διαχωριςμό των 

κλϊνων ςε περιοχζσ πλοφςιεσ ςε GC. 

Ενδεικτικά αναφζρονται οι ποςότθτεσ που χρθςιμοποιοφνται για τθν παραςκευι 

μείγματοσ για αντίδραςθ PC,τα προγράμματα και οι κερμοκραςίεσ των 

αντιδράςεων PCR(Πίνακεσ 4,5,6)[47][48]. 
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Πίνακασ 4 Αμπλικόνια και ποςότθτεσ αντιδραςτθρίων 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Πίνακασ 5 Πρόγραμμα PCR για όλα τα αμπλικόνια 

ΠΡΟΓΡΑΜΜΑ PCR αμπλικόνια 
1b,2-3a 

95oC 5min* 
 

94oC 1min 
 

zones T 
annealing 

1.0sec 30cycles 

72oC 
Extension 

1.0sec 
 

72oC 10min 
 

4oC 
  

 

 

Πίνακασ 6  Θερμοκραςίεσ PCR όλων των αμπλικόνια 

  

AMPLICONS 

1a,1b,1c,2-3a 3b 

PREMIX   PREMIX   

MULTIPLEX 2.5 units 5 μl 
HOTSTAR 2.5 
units 

5 μl 

QSLN 1 μl MgCl2 25 mM 0 μl 

MgCl2 25 mM 0 μl H2O 4 μl 

H2O 1 μl PRIMER F 10μΜ 0,5 μl 

DMSO 5% 1 μl PRIMER R 10μΜ 0,5 μl 

Deaza-GTP 10 mM 
0,25 
μl 

DNA (20-50ng) 1 μl 

PRIMER F 10μΜ 
0,5 
μl 

  
PRIMER R 10μΜ 

0,5 
μl 

  DNA (20-50ng) 1 μl 
  

ΠΡΟΓΡΑΜΜΑ PCR αμπλικόνια 
1a,1c,3b 

95oC 5min*   

95oC 45sec   

zones T 
annealing 

45sec 32cycles 

72oC 
Extension 

45sec   

72oC 10min   

4oC 
  

Αμπλικόνια Θερμοκραςία Co 

1a  64oooooo   

1b                      58(56-64) 

1c 56oooooo 

2-3a                       64(58-64) 

3b 58 ooooo 
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2.6. Ηλεκτροφόρθςθ  προϊόντων PCR ςε πικτωμα αγαρόηθσ 

 

Μετά το τζλοσ τθσ αντίδραςθσ PCR γίνεται ζλεγχοσ, για  τθν  επιτυχία τθσ 

αντίδραςθσ και για μζγεκοσ των προϊόντων τθσ με ςκοπό τθν επαλικευςθ τθσ 

απομόνωςθσ των ςωςτϊν προϊόντων. Για τον ζλεγχο αυτό χρθςιμοποιείται θ 

τεχνικι τθσ θλεκτροφόρθςθσ ςε πικτωμα αγαρόηθσ.  

Η αγαρόηθ( D-γαλακτόηθ-3,6-άνυδρο L-γαλακτόηθ) είναι γραμμικό πολυμερζσ, το 

οποίο ζχει τθν τάςθ να ςχθματίηει πθκτϊματα. Λόγω τθσ δομισ διπλισ ζλικασ που 

ςχθματίηουν τα μόρια τθσ, είναι δυνατι θ δζςμευςθ νεροφ μζςα ςε αυτι, 

δθμιουργϊντασ ζτςι πικτωμα.  

Σα προϊόντα τθσ PCR μποροφν να θλεκτροφορθκοφν  ςε αυτό το πικτωμα, του 

οποίου θ ςυγκζντρωςθ κακορίηεται από το μζγεκοσ των προϊόντων (π.χ. 2-2.5% 

ςυγκζντρωςθ αγαρόηθσ για προϊόντα 100-500bp ). 

Η τεχνικι τθσ θλεκτροφόρθςθσ είναι μια τεχνικι ταχεία, εφκολα εφαρμόςιμθ και 

ςτθρίηεται ςτθν ιδιότθτα του DNA, να είναι αρνθτικά φορτιςμζνο ςε ουδζτερο pH, 

εξαιτίασ των φωςφορικϊν ομάδων του. Ζτςι τα μόρια του DNA κατά τθν 

θλεκτροφόρθςθ τουσ μετακινοφνται προσ το κετικό θλεκτρόδιο. Σα μικρότερα μόρια 

του DNA μετακινοφνται γριγορα προσ το κετικό θλεκτρόδιο, ενϊ τα μεγαλφτερα 

μόρια λόγω μεγζκουσ μετακινοφνται πιο αργά. Με αυτόν τον τρόπο επιτυγχάνεται 

διαχωριςμόσ μορίων διαφορετικοφ μικουσ. Κακϊσ το πικτωμα αγαρόηθσ λόγω τθσ 

δομισ του εμποδίηει τθν τυχαία διάχυςθ των μορίων DNA, αυτά διαχωρίηονται ςε 

ηϊνεσ. Οι ηϊνεσ αυτζσ είναι μθ ορατζσ με γυμνό μάτι, και για να μπορζςουν να 

γίνουν ορατζσ γίνεται χριςθ βρωμιοφχου αικιδίου. Η χθμικι ουςία  αυτι 

παρεμβάλλεται ςτθν διπλι ζλικα του DNA, 

ςχθματίηοντασ ςφμπλοκα με αυτι, τα οποία 

φκορίηουν φςτερα από ζκκεςθ ςε υπεριϊδθ 

ακτινοβολία.  

Παράγοντεσ οι οποίοι επθρεάηουν τθν 

μετακίνθςθ των μορίων DNA μζςα ςτο 

πικτωμα αγαρόηθσ είναι: α) το μοριακό βάροσ 

των μορίων του DNA, β) θ ςυγκζντρωςθ τθσ 
Εικόνα 17.  υςκευι θλεκτροφόρθςθσ Thermo Scientific 
EC ClassicTM (Fischer Scientific, UK) 
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αγαρόηθσ ςτο πικτωμα, γ) θ διαμόρφωςθ του DNA (κυκλικι-γραμμικι), δ) θ 

εφαρμοηόμενθ τάςθ του ρεφματοσ, ε) θ παρουςία παρεμβαλλόμενων χρωςτικϊν, 

ςτ) θ ςφςταςθ του ρυκμιςτικοφ διαλφματοσ τθσ θλεκροφόρθςθσ.  

 

Για τθν παραςκευι του πθκτϊματοσ απαιτοφνται: 

Ρυκμιςτικό διάλυμα Tris-βορικό οξφ-EDTA (TBE 1x). 

Αγαρόηθ ςε ςκόνθ (Certified Molecular Biology Agarose, Cat No 161-3102, Bio-Rad 

Laboratories).  

Βρωμιοφχο αικίδιο (EtBr)  

Πικτωμα αγαρόηθσ 2% w/v παραςκευάηεται με 3 g αγαρόηθσ, 150 ml TBE και 12 μL 

βρωμιοφχου αικιδίου. Η θλεκτροφόρθςθ εφαρμόςτθκε οριηόντια ςε θλεκτρικό 

πεδίο ςτακερισ ιςχφοσ και κατεφκυνςθσ, με χρωςτικι που αποτελείται από μπλε 

τθσ βρωμοφαινόλθσ, φικόλθ και H2O. Η χρωςτικι χρθςιμοποιείται προκειμζνου το 

DNA που θλεκτροφορείται να μθν διαχζεται λόγω του μικροφ βάρουσ του ςτο 

ρυκμιςτικό διάλυμα αλλά και για τον ευκολότερο εντοπιςμό του κατά τθν 

διαδικαςία τθσ θλεκτροφόρθςθσ. Επιπλζον, απαιτείται δείκτθσ μοριακοφ βάρουσ 

(μάρτυρασ), ο οποίοσ δίνει χαρακτθριςτικζσ ηϊνεσ γνωςτοφ μεγζκουσ κατά τθν 

θλεκτροφόρθςθ ,δίνοντασ τθν δυνατότθτα ζτςι να μπορεί να υπολογιςτεί το 

μζγεκοσ του δείγματοσ που θλεκτροφορείται. 

2,5 μL DNA από προϊόν PCR αναμειγνφονται με 2,5 μL χρωςτικισ και 

θλεκτροφοροφνται ςτα ~130 Volt παράλλθλα με 2 μL δείκτθ μοριακοφ βάρουσ 

фX174 DNA-HaeIII Digest 1.000 μg/ml, Cat No N3026s (New England Biolabs Inc., 

Εικόνα 17). 

 

2.7. Ανίχνευςθ μεταλλάξεων/πολυμορφιςμϊν μζςω πρωτοκόλλου 

ECMA (Εnzymatic Cleavage Mismatched Analysis) 
 

Η μζκοδοσ ΕCMA (Εnzymatic Cleavage Mismatched Analysis) είναι μια χριςιμθ 

μζκοδοσ για τθν αποκάλυψθ μεταλλάξεων ι πολυμορφιςμϊν όπωσ 

αντικαταςτάςεισ, προςκικεσ ι ελλείψεισ μιασ ι περιςςοτζρων βάςεων του DNA .Η 

μζκοδοσ αυτι αναπτφχκθκε και τυποποιικθκε  ςτο Εργαςτιριο Ιατρικισ Γενετικισ 

του Πανεπιςτθμίου Ακθνϊν και βαςίηεται ςτθ χριςθ του ενηφμου SurveyorTM. 



55 
 

 Η Surveyor Nuclease (SurveyorTM) είναι μια DNA ενδονουκλεάςθ που ανικει ςτθν 

οικογζνεια των CEL I νουκλεαςϊν και ζχει τθν ικανότθτα να αναγνωρίηει τθ κζςθ τθσ 

μθ ςυμπλθρωματικότθτασ (mishmatch) των βάςεων, ςε ζνα δίκλωνο μόριο DNA 

(ετεροδιμερζσ) που δθμιουργείται μεταξφ του μεταλλαγμζνου και του 

φυςιολογικοφ προϊόντοσ PCR και να κόβει ςε εκείνο το ςθμείο προσ το 3’ τμιμα τθσ 

κζςθσ αυτισ . 

Αρχικά ςτο πρϊτο ςτάδιο τθσ, ςε κερμικό κυκλοποιθτι γίνεται αποδιάταξθ των 

αλυςίδων DNA των δειγμάτων  και τυχαία επαναδιάταξθ με αποτζλεςμα τθν εκ 

νζου δθμιουργία ομοδιμερϊν ι ετεροδιμερϊν ςτθ περίπτωςθ παρουςίασ 

μεταλλάξεων. τθν ςυνζχεια, ςτο δεφτερο ςτάδιο, γίνεται πζψθ των ετεροδιμερϊν 

που προζκυψαν, με το ζνηυμο SurveyorTM. Κατόπιν τα προϊόντα DNA 

θλεκτροφοροφνται ςε πικτωμα αγαρόηθσ. Από τον αρικμό και το  μζγεκοσ των 

κραυςμάτων που προκφπτουν παρζχονται πλθροφορίεσ για τον αρικμό των 

μεταλλάξεων ι πολυμορφιςμϊν που υπάρχουν κακϊσ και για  τθν πικανι τουσ 

κζςθ.  

Η μζκοδοσ δεν απαιτεί ειδικό εξοπλιςμό ι ςιμανςθ για κάκε προϊόν PCR κακϊσ οι 

ςυνκικεσ του ςχθματιςμοφ των ετεροδιμερϊν και τθσ ενηυμικισ πζψθσ είναι κοινζσ 

για όλα τα προϊόντα. Είναι γριγορθ, αποτελεςματικι, αςφαλισ, και πολφ απλι 

κακϊσ θ φπαρξθ αλλοιϊςεων γίνεται ορατι ςε ζνα απλό πικτωμα αγαρόηθσ. Η 

ανίχνευςθ ςθμειακϊν μεταλλάξεων με τθν μζκοδο ECMA είναι εφικτι ςε κάκε 

κλαςςικό εργαςτιριο Μοριακισ Διαγνωςτικισ[49]. 

 

Όργανα-αντιδραςτιρια και πειραματικι πορεία 

Σα αντιδραςτιρια που χρθςιμοποιοφνται ςτθν ςυγκεκριμζνθ τεχνικι είναι: 

• Surveyor Mutation Detection Kit, Cat No 706020 (Transgenomic®, UK) που 

περιζχει Surveyor Nuclease S και Surveyor Nuclease Enhancer S (104). 

• Αλβουμίνθ οροφ βοόσ (BSA) 10% (v/v). Παραςκευάηεται από ακετυλιωμζνθ 

αλβουμίνθ οροφ βοόσ 10mg/ml, Cat No R3961 (Promega, USA). 

• DNA προϊόντα PCR αλλθλουχίασ αναφοράσ και αλλθλουχίασ προσ μελζτθ. 

• Χρωςτικι Orange G 1X. Παραςκευάηεται από διάλυμα 6X Orange Loading 

Dye, Cat No R0631 (Fermentas, Canada). 
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• Δείκτθσ μοριακοφ βάρουσ 1 kb DNA ladder фX174 DNA-HaeIII Digest 1.000 

μg/ml, Cat No N3026s (New England Biolabs Inc.). 

 

Αρχικά πραγματοποιείται PCR τθσ προσ μελζτθ αλλθλουχίασ και τθσ αλλθλουχίασ 

ελζγχου όπωσ περιγράφθκε παραπάνω. τθν ςυνζχεια πραγματοποιείται ανάμιξθ 

των PCR προϊόντων ϊςτε κατά τθν επαναδιάταξθ, ςε περίπτωςθ φπαρξθσ 

μεταλλάξεων, να ςχθματιςτοφν ετεροδιμερι τα οποία κα αναγνωρίςει  το ζνηυμο. Η 

αναλογία ανάμιξθσ των προϊόντων PCR  είναι 5 μl  του προσ εξζταςθ δείγματοσ με 5 

μl  δείγματοσ ελζγχου, υπό τθν προχπόκεςθ ότι τα προϊόντα PCR ζχουν περίπου τθν 

ίδια ςυγκζντρωςθ. Απαραίτθτθ είναι θ χριςθ δειγμάτων ελζγχου με γνωςτι 

φυςιολογικι αλλθλουχία (αρνθτικό δείγμα ελζγχου) κακϊσ και ενόσ αςκενοφσ με 

γνωςτι μετάλλαξθ  (κετικό δείγμα ελζγχου). Ζπειτα ακολουκεί αποδιάταξθ και 

επαναδιάταξθ των αλυςίδων DNA για τθ δθμιουργία ετεροδιμερϊν ςε κερμικό 

κυκλοποιθτι με βάςθ τισ παρακάτω ςυνκικεσ (Πίνακασ 7).  

 

Πίνακασ 7. υνκικεσ 1
ου

 ςταδίου τθσ αντίδραςθσ ECMA. 

τάδιο υνκικεσ αντίδραςθσ 

1.      Αποδιάταξθ του DNA  95°C για 2min  

  85°C για 1min  

2.      Δθμιουργία ετεροδιμερϊν 50°C για 1 min 

3.      Eπανάλθψθ των  ςταδίων  
(1-2)    

 

Σα δείγματα ςτθν ςυνζχεια τοποκετοφνται ςε πάγο και προςτίκεται ςε αυτά 

Surveyor Nuclease S, Surveyor Nuclease Enhancer S και BSA 1%(αραίωςθ από 10% 

v/v) ςε αναλογία 1:1:1. Για ποςότθτα δείγματοσ 10 μl, προςτίκεται ςυνολικι 

ποςότθτα 1,5μl με αυτι τθν αναλογία αντιδραςτθρίων. 

 τθν ςυνζχεια τα δείγματα επωάηονται ςε κερμικό κυκλοποιθτι για 35min ςτθν 

κερμοκραςία δράςθσ του ενηφμου ςτουσ 46°C. Σζλοσ τα κραφςματα DNA  

θλεκτροφοροφνται ςε πικτωμα αγαρόηθσ 2%. Για τθν ανάλυςθ χρθςιμοποιείται 1 μl 

χρωςτικισ Orange G 1X που αναμιγνφεται με το κάκε δείγμα. Σα κραφςματα DNA 

φωτογραφίηονται ςε υπεριϊδθ ακτινοβολία ανά 15 min, 30 min και 1h[49]. 
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2.8. Κακαριςμόσ των προϊόντων τθσ PCR 
 

Σα προιόντα τθσ PCR χρθςιμοποιοφνται ωσ υπόςτρωμα ςε μια δεφτερθ αντίδραςθ  

για τθν ανάλυςθ τθσ πρωτοταγοφσ δομισ του DNA(Sequencing reaction). Για να 

πραγματοποιθκεί θ ανάλυςθ αυτι, τα προϊόντα τθσ PCR υποβάλλονται ςε 

διαδικαςία κακαριςμοφ. Η διαδικαςία αυτι ζχει ςτόχο τθν απομάκρυνςθ 

υπολειμμάτων τθσ αντίδραςθσ PCR (εκκινθτζσ ,δινουκλεοτίδια κλπ). Ο κακαριςμόσ 

(1 step PCR clean up) ζγινε ςε ζνα ςτάδιο με τθν χριςθ ενόσ και μόνο 

ενηφμου(Exostar-Ilustra)[48]. 

Σο ζνηυμο αυτό αποτελεί μείγμα αλκαλικισ φωςφατάςθσ με εξωνουκλεάςθ 1, τα 

οποία ζχουν ωσ ςτόχο τθν απομάκρυνςθ νουκλεοτιδίων και υπολειμμάτων 

εκκινθτϊν. Είναι μια γριγορθ διαδικαςία ,χωρίσ ενδιάμεςα ςτάδια που μπορεί να 

ςυντελζςουν ςτθν απϊλεια προϊόντων. Σο πρωτόκολλο που ακολουκείται είναι το 

εξισ: 

Αρχικά χρθςιμοποιείται μια ποςότθτα 5μl  από το PCR προϊόν ςτθν οποία 

προςτίκενται 2μl από το ζνηυμο με βάςθ τισ οδθγίεσ του καταςκευαςτι. Σο 

πρωτόκολλο χρθςιμοποιικθκε με μικρζσ τροποποιιςεισ οι οποίεσ φαίνονται 

παρακάτω (Πίνακεσ 8 και 9). 

Πίνακασ 8 Αντιδραςτιρια για τον κακαριςμό PCR ενόσ βιματοσ 

1 step PCR clean up 

Exostar-1 1μl 

DNA(PCR product) 2,5μl 

 

Πίνακασ 9 υνκικεσ αντίδραςθσ κακαριςμοφ PCR 

υνκικεσ αντίδραςθσ 

Co Min 

37 15 

80 15 
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2.9. Ανάλυςθ τθσ πρωτοταγοφσ δομισ του DNA/Αλλθλοφχιςθ κατά 

Sanger 
 

Η αλλθλοφχθςθ του DNA είναι ο προςδιοριςμόσ τθσ ακριβοφσ αλλθλουχίασ 

νουκλεοτιδίων ςε ζνα δείγμα DNA. Η πιο δθμοφιλισ μζκοδοσ ανάλυςθσ καλείται 

μζκοδοσ κατά Sanger (το όνομά του από τον εφευρζτθ του, Frederick Sanger). Για 

τθν πραγματοποίθςθ τθσ αντίδραςθσ αυτισ χρειάηεται εκτόσ από το DNA-μιτρα, 

του οποίου κα προςδιοριςτεί θ αλλθλουχία, DNA Πολυμεράςθ Ι, ζνα μίγμα  

τεςςάρων δεοξυνουκλεοτιδίων (dΑΣΡ, dGTP, dCTP,dΣΣΡ) και ζνα μίγμα  των 

αντίςτοιχων διδεοξυνουκλεοτιδίων, ddATP ddGTP ddCΣΡ ddTTP.  

Η τεχνικι αυτι ςτθρίηεται  ςτθν δυνατότθτα τθσ DNA πολυμεράςθσ να χρθςιμοποιεί 

κατά τθν αντιγραφι  του DNA, εκτόσ των τριφωςφορικϊν δεοξυνουκλεοτιδίων 

(dΝTPs) και 2’,3’ τριφωςφορικά διδεοξυνουκλεοτίδια (ddΝTPs) ωσ υποςτρϊματα, 

ςυνκετικά νουκλεοτίδια που δεν διακζτουν τθν υδροξυλομάδα( -ΟΗ) ςτο 3' άτομο 

του άνκρακα. Ζνα διδεοξυνουκλεοτίδιο μπορεί να προςτεκεί ςτον νεοςυντικζμενο 

κλϊνο DNA ςχθματίηοντασ φωςφοδιεςτερικό δεςμό με το προθγοφμενο 

νουκλεοτίδιο, όμωσ θ επιμικυνςθ τθσ αλυςίδασ ςταματά εκεί, κακϊσ δεν υπάρχει 

καμία 3 '-ΟΗ για να ςυνδεκεί το επόμενο νουκλεοτίδιο. Για το λόγο αυτό, θ μζκοδοσ 

αυτι καλείται επίςθσ και μζκοδοσ τερματιςμοφ αλυςίδασ. Εάν ο λόγοσ των 

δεόξυνουκλεοτιδίων προσ τα αντίςτοιχα διδεοξυνουκλεοτίδια είναι αρκετά υψθλόσ, 

μερικοί κλϊνοι DNA κα πετφχουν τθν προςκικθ αρκετϊν εκατοντάδων 

νουκλεοτιδίων πριν από τθν ειςαγωγι του διδεοξυουκλεοτιδίου εκδόχου του 

(Εικόνα 18). [50].  
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τθν παροφςα εργαςία  για τθν ανάλυςθ τθσ πρωτοταγοφσ δομισ χρθςιμοποιικθκε 

το ςφςτθμα Applied Biosystems 3500 Genetic Analyser. Σο ςφςτθμα 

θλεκτροφόρθςθσ αυτό χρθςιμοποιεί 8 τριχοειδι αγγεία τα οποία περιζχουν μια 

μιτρα διαχωριςμοφ, θ οποία ςυντίκεται  από ζνα πολυμερζσ το POPΣΜ. Η εφαρμογι 

θλεκτρικοφ πεδίου που δθμιουργείται προκαλεί τθν μετακίνθςθ των αρνθτικά 

φορτιςμζνων κραυςμάτων του DNA κατά μικοσ του διαχωριςτικοφ πολυμεροφσ. 

το εκάςτοτε ‘‘κελί εντοπιςμοφ’’ (detection cell), οι χρωςτικζσ που είναι 

προςδεδεμζνεσ ςτο DNA διεγείρονται από ζνα μικρό laser. H δζςμθ φωτόσ του laser 

κατευκφνεται κατά μικοσ των τριχοειδϊν, και τα ςθμαςμζνα ddNTPs απορροφοφν 

ποςότθτα ενζργειασ από τθν δζςμθ φωτόσ αυτι και τθν αποδίδουν προσ όλεσ τισ 

κατευκφνςεισ ωσ μεγαλφτερο μικοσ κφματοσ. Με τθν ανάλυςθ δεδομζνων από το 

λογιςμικό, γίνεται θ αντιςτοίχθςθ των φκοριςμϊν αυτϊν με 4 χρϊματα τα οποία 

ζχουν κακοριςτεί για το κάκε ζνα νουκλεοτίδιο τθσ πρωτοταγοφσ δομισ(Applied 

Biosystems 3500/3500xL Genetic Analyser User Guide). Με το λογιςμικό του 

ςυςτιματοσ παράγεται το θλεκτροφόρθμα. Σα απαραίτθτα αντιδραςτιρια  

Εικόνα 18 χθματικι αναπαράςταςθ τθσ ανάλυςθσ τθσ πρωτοταγοφσ δομισ του DNA 
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παρζχονται από τθν εταιρεία Big Dye® Terminator (BDT) v3.1 Cycle Sequencing Kit. 

τθν ςυνζχεια για τθν ανάλυςθ και αποκικευςθ των δεδομζνων χρθςιμοποιικθκε  

το λογιςμικό BioEdit[51]. 

 

i. Πειραματικι διαδικαςία sequencing reaction 

 

Η αντίδραςθ προετοιμάηεται ςτον πάγο και λαμβάνει χϊρα ςε κερμοκυκλοποιθτι.  

Σα αντιδραςτιρια που χρθςιμοποιοφνται κακϊσ και οι ςυνκικεσ τθσ αντίδραςθσ 

φαίνονται ςτουσ πίνακεσ  10 και 11. Ωσ εκκινθτζσ χρθςιμοποιικθκαν είτε οι 

universal primers m-13, είτε ςτθν περίπτωςθ του απλικονίου 1b οι εκκινθτζσ τθσ PCR 

αντίδραςθσ[51]. 

 
 
Πίνακασ 10 Ποςότθτεσ αντιδραςτθρίων για το Sequencing Reaction mix 

Sequencing Reaction Mix Όγκοσ (μl) 

 BigDye Term Buffer(BigDye® 

Terminator) 1,75 

 BigDye Term Enzyme 0,25 

Primer Forward ι Reverse(10 μΜ)  0,4 

Η2Ο  6,6 

Προϊόν PCR   1 

Σελικόσ όγκοσ  10 

 
 
 
 
Πίνακασ11 υνκικεσ και ςτάδια αντίδραςθσ Sequencing 

τάδια υνκικεσ 

1. Ενεργοποίθςθ ενηφμου  

96°C για 

1 min  

2. Αποδιάταξθ του DNA 

96°C για 

10 seq  

3. Τβριδιςμόσ εκκινθτι 

55°C για 

5 seq     

4. Επζκταςθ εκκινθτι 

60°C για 

4 min 

5. Επανάλθψθ ςταδίων 2-4  24 φορζσ        - 

6. Σζλοσ αντίδραςθσ  4 °C 
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Kακαριςμόσ τθσ αντίδραςθσ αλλθλοφχιςθσ με αικανόλθ 

 

Για τθν ανάλυςθ τθσ πρωτοταγοφσ δομισ, απαιτείται επιπλζον κακαριςμόσ μετά τθν 

αντίδραςθ. Ο κακαριςμόσ που ακολουκικθκε ιταν θ διαδικαςία κατακριμνιςθσ με 

αικανόλθ. Η κατακριμνιςθ με αικανόλθ είναι μια ευρζωσ γνωςτι διαδικαςία για 

τον κακαριςμό ι τθν ςυγκζντρωςθ των νουκλεϊκϊν οξζων. Η παραπάνω διαδικαςία 

πραγματοποιείται με τθν προςκικθ άλατοσ και αικανόλθσ ςε ζνα διάλυμα το οποίο 

περιζχει DNA ι RNA. Με τθν παρουςία αλάτων, θ αικανόλθ κατακρθμνίηει τα 

νουκλεϊκά οξζα. Σο πρωτόκολλο που ακολουκικθκε ςτθ ςυγκεκριμζνθ μελζτθ 

παρατίκεται παρακάτω: 

1. Για κάκε δείγμα παραςκευάηεται μίγμα από 55 μl αικανόλθσ 100% και 2 μl οξικοφ 

αμμϊνιου (NH4C2H3O2) 7,5 Μ. Η αικανόλθ τοποκετείται ςε ςωλθνάριο των 15ml και 

ςτθ ςυνζχεια το οξικό αμμϊνιο προςτίκεται αργά ςτα τοιχϊματα του ςωλθναρίου. 

2. Ακολουκεί ιπια ανάδευςθ ϊςτε το μίγμα να είναι ομοιογενζσ.  

3. ε κάκε δείγμα των 10 μl προςτίκενται 29 μl μίγματοσ.  

4. Σο δείγμα τοποκετείται για 30 λεπτά ςτο ψυγείο. 

5. Η ψυχόμενθ φυγόκεντροσ τίκεται ςε λειτουργία ϊςτε να φκάςει τθν 

κερμοκραςία των 4°C. 

6. Ακολουκεί φυγοκζντρθςθ ςτα 2210g για 30 λεπτά ςτουσ 4°C. 

7. Παραςκευάηουμε αικανόλθ 70%. 

8. Σο υπερκείμενο τθσ φυγοκζντρθςθσ αφαιρείται και προςτίκενται 50 μl αικανόλθσ 

70%. 

9. Ακολουκεί φυγοκζντρθςθ ςτα 2210g για 3 λεπτά ςτουσ 4°C. 

10. Σο υπερκείμενο αφαιρείται και το ίηθμα αφινεται αναποδογυριςμζνο να 

ςτεγνϊςει ςε κερμοκραςία δωματίου για 10min. 

11. 10μl ΗiDi φορμαμiδίου προςτίκενται ςτο βάκοσ των ςωλθναρίων και 

ακουλουκεί ανάδευςθ 20 φορζσ με πιπζτα. Σο φορμαμίδιο χρθςιμοποιείται για 

ςτακεροποίθςθ των μονόκλωνων αλυςίδων DNA.  

12. Σο δείγμα φορτϊνεται ςε plate και το plate καλφπτεται με πλαςτικό κάλυμμα. 

13. Ακολουκεί γριγορθ φυγοκζντρθςθ και κατόπιν τα δείγματα τοποκετοφνται ςτον 

αυτόματο αναλυτι αλλθλοφχιςθσ.  
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Σα αποτελζςματα αξιολογοφνται με χριςθ του προγράμματοσ BioEdit Sequence 

Alignment Editor. 
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C. Αποτελζςματα 
 

Για τον ζλεγχο όλων των αςκενϊν (13) που παραπεμφκικαν  από τουσ κλινικοφσ 

ιατροφσ με ζνδειξθ για BWS αρχικά πραγματοποιικθκε θ τεχνικι MS-MLPA. Από 

τουσ 13 αςκενείσ που παραπζμφκθκαν για BWS, 9 βρζκθκαν να φζρουν αλλαγζσ 

μεκυλίωςθσ ςε κάποια από τα δφο κζντρα αποτφπωςθσ IC1 και IC2 ςτο γενετικό 

τόπο 11p15. 

 τουσ υπόλοιποφσ 4 που δεν βρζκθκε κάποια αλλαγι ςτο πρότυπο μεκυλίωςθσ των 

κζντρων IC1 και ΙC2, πραγματοποιικθκε ςτθ ςυνζχεια ζλεγχοσ για τθν ανίχνευςθ 

μεταλλάξεων/πολυμορφιςμϊν ςτο γονίδιο CDKN1C μζςω πρωτοκόλλου ECMA και 

ανάλυςθσ τθσ πρωτοταγοφσ δομισ του DNA. 

ε αυτοφσ τουσ 4 αςκενείσ, πακολογικζσ μεταλλάξεισ ςτο γονίδιο CDKN1C δεν 

βρζκθκαν ςε κανζναν. Αντίκετα βρζκθκαν  γνωςτοί πολυμορφιςμοί, αλλά και 

μεταλλάξεισ άγνωςτθσ κλινικισ ςθμαςίασ.  

Για τθν επιβεβαίωςθ των μεταλλάξεων ωσ μθ πακολογικϊν ζγινε επίςθσ ζλεγχοσ ςε 

δφο (2) ςυγγενείσ αυτϊν κακϊσ επίςθσ  ςε οκτϊ (8) φυςιολογικά άτομα (control) 

Σζλοσ, ςτα 2 άτομα που παραπζμφκθκαν για SRS και πραγματοποιικθκε ζλεγχοσ 

λόγω τθσ πικανισ ςυςχζτιςθσ των αλλοιϊςεων του γονιδίου CDKN1C και με τθν 

εκδιλωςθ του Silver Russel (SRS), δεν βρζκθκε καμία μετάλλαξθ.  

 τθν ςυνζχεια παρατίκενται ενδεικτικά κάποιεσ εικόνεσ  τθσ τριχοειδοφσ 

θλεκτροφόρθςθσ  δείγματοσ αςκενοφσ, με ςφνδρομο BW ςτουσ οποίουσ 

επιβεβαιϊκθκε θ αλλαγι του προτφπου μεκυλίωςθσ  ςτο IC2, κακϊσ και ενόσ 

φυςιολογικοφ ατόμου . 
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Εικόνα 19 Συπικι εικόνα αποτελεςμάτων MS-MLPA μετά από ανάλυςθ ςε αυτόματο ςφςτθμα  τριχοειδοφσ 
αλεκτροοφόρθςθσ (ΑΒΙ3500)  και επεξεργαςία με ειδικό λογιςμικό Gene Marker 1.95 τθσ Soft  Genetics  ςε δείγμα  
αςκενι  (406-12BW5C5. A) Αποτελζςματα  πριν τθν πζψθ με το ζνηυμο HhaI και Β) μετά τθν πζψθ με το ζνηυμο HhaI 
Παρατθρείται  απϊλεια μεκυλίωςθσ ςτο κζντρο αποτφπωςθσ IC2(KvDMR1) 
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Εικόνα 20 Συπικι εικόνα αποτελεςμάτων MS-MLPA μετά από ανάλυςθ ςε αυτόματο ςφςτθμα  τριχοειδοφσ 
αλεκτροοφόρθςθσ (ΑΒΙ3500)  και επεξεργαςία με ειδικό λογιςμικό Gene Marker 1.95 τθσ Soft  Genetics  ςε 
δείγμα φυςιολογικοφ ατόμου . μετά τθν πζψθ με  ζνηυμο HhaI. 

 

Με τθν τεχνικι ΕCMA εξετάςτθκαν οι τζςςερισ (4) αςκενείσ που παραπζμφκθκαν 

για τθν ανίχνευςθ μεταλλάξεων/πολυμορφιςμϊν ςτο γονίδιο CDKN1C. Η τεχνικι 

αυτι δεν κατζδειξε κάποιο εφρθμα, κακϊσ δεν προζκυψαν πάνω από ζνα 

κραφςματα για το κάκε αςκενι κατά τθν θλεκτροφόρθςθ. Κακϊσ υπάρχει ζνα μικρό 

ποςοςτό μεταλλάξεων ι πολυμορφιςμϊν που μπορεί να διαφφγουν τθσ τεχνικισ 

φψουσ 5-10%, ζγινε περεταίρω ζλεγχοσ του κάκε αςκενοφσ με τθν μζκοδο 

ανάλυςθσ τθσ πρωτοταγοφσ δομισ του DNA κατά Sanger. 

Παρακάτω παρατίκενται ενδεικτικά κάποιεσ εικόνεσ των θλεκτροφοριςεων που 

πραγματοποιικθκαν. θμειϊνεται πωσ ςτισ εικόνεσ με τισ ενδείξεισ Control 1 και 2 

αναφζρονται δείγματα αςκενϊν με γνωςτζσ μεταλλάξεισ, οι οποίεσ  εντοπίςκθκαν  

ςε προθγοφμενεσ μελζτεσ με τθν τεχνικι ECMA. 
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Εικόνα 21.Εικόνα πθκτϊματοσ αγαρόηθσ 2% των προϊόντων που λιφκθκαν μετά από τθν εφαρμογι του 
πρωτοκόλλου ECMA ECMA για τμιμα του εξονίου1 (αμπλικόνιο 1C) ςτο χρονικό διάςτθμα των 15 min. 
θμειϊνεται ότι θ εικόνα είναι μια ενδεικτικι εικόνα τριϊν εκ των αςκενϊν κακϊσ και ότι με τισ ενδείξεισ 
Control 1-2 αναφζρονται δείγματα αςκενϊν με γνωςτζσ μεταλλάξεισ, οι οποίεσ  εντοπίςκθκαν  ςε 
προθγοφμενεσ μελζτεσ με τθν τεχνικι ECMA. 

 

Εικόνα 22 .Εικόνα πθκτϊματοσ αγαρόηθσ 2% των προϊόντων που λιφκθκαν μετά από τθν εφαρμογι του 
πρωτοκόλλου ECMA για τμιμα του εξονίου1 (αμπλικόνιο 1C) ςτο χρονικό διάςτθμα των 30 min. θμειϊνεται ότι θ 
εικόνα είναι μια ενδεικτικι εικόνα τριϊν εκ των αςκενϊν κακϊσ και ότι με τισ ενδείξεισ Control 1-2 αναφζρονται 
δείγματα αςκενϊν με γνωςτζσ μεταλλάξεισ, οι οποίεσ  εντοπίςκθκαν  ςε προθγοφμενεσ μελζτεσ με τθν τεχνικι ECMA. 
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Εικόνα 23.Εικόνα πθκτϊματοσ αγαρόηθσ 2% των προϊόντων που λιφκθκαν μετά από τθν εφαρμογι του 
πρωτοκόλλου ECMA για τμιμα του εξονίου1 (αμπλικόνιο 1C) ςτο χρονικό διάςτθμα των 60 min (1h). 
θμειϊνεται ότι θ εικόνα είναι μια ενδεικτικι εικόνα τριϊν εκ των αςκενϊν κακϊσ και ότι με τισ ενδείξεισ 
Control 1-2 αναφζρονται δείγματα αςκενϊν με γνωςτζσ μεταλλάξεισ, οι οποίεσ  εντοπίςκθκαν  ςε 
προθγοφμενεσ μελζτεσ με τθν τεχνικι ECMA. 

 
1. Αςκενισ 231-12BW2C2 

 
τον αςκενι  231-12BW2C2 βρζκθκε για τμιμα του εξονίου 1(αμπλικόνιο 1c) 
γνωςτόσ πολυμορφιςμόσ c.- 947Σ>C. 
 

 
  

Εικόνα 24  Αλλθλοφχθςθ του αμπλικονίου 1c . ςτον αςκενι 231-12BW2C2 όπου παρατθρείται 
γνωςτόσ  πολυμορφιςμόσ  c.- 947Σ>C, 
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Εικόνα 26  Αποτζλεςμα αλλθλοφχθςθσ του αμπλικονίου 2 ςτον αςκενι 292-13BW13C20 όπου 
παρατθρείται ομόηυγθ προςκικθ μιασ βάςθσ G 24 κζςεισ μετά το τζλοσ του  εξονίου 2, 
IVS2+24_ IVS2+25insG. τθν  εικόνα α) απεικονίηεται θ αλλθλουχία του εξεταηόμενου 
δείγματοσ ,και ςτθν β) θ φυςιολογικι αλλθλουχία 

2. Αςκενισ 292-13BW13C20 
 

τον αςκενι 292-13BW13C20 βρζκθκε για τμιμα του εξονίου 1(αμπλικόνιο 1c) 

ομόηυγθ ζλλειψθ 12 βάςεων c. 904-915del CTCCGGTCGCGG ,p. 171A-174V delAPVA. 

Επίςθσ βρζκθκε ςτο ιντρόνιο 2 προςκικθ μιασ βάςεωσ IVS2+24_ IVS2+25insG 

 

 

 
 

Εικόνα 25 Αποτζλεςμα αλλθλοφχθςθσ του αμπλικονίου 1c ςτον αςκενι 292-13BW13C20 όπου παρατθρείται ομόηυγθ 
ζλλειψθ 12 βάςεων c. 904-915delCTCCGGTCGCGG ,p. 171A-174VdelAPVA τθν εικόνα  α) θ φυςιολογικι αλλθλουχία 
δείγματοσ ,και ςτθν β )απεικονίηεται θ αλλθλουχία του εξεταηόμενου. 
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Α) 

Β) 

3. Αςκενισ 198-14BW17C12 

τον  αςκενι 198-14BW17C12 βρζκθκε για τμιμα του εξονίου 1(αμπλικόνιο 1c) 

γνωςτόσ πολυμορφιςμόσ c.- 947Σ>C. 

 
  

Εικόνα 27 Αποτζλεςμα αλλθλοφχθςθσ του αμπλικονίου 1c του αςκενι 198-
14BW17C12 όπου παρατθρείται γνωςτόσ  πολυμορφιςμόσ  c.- 947Σ>C, 

Εικόνα 28 Αποτζλεςμα αλλθλοφχθςθσ  του αμπλικονίου 2 του αςκενι 198-
14BW17C12 όπου παρατθρείται ετερόηυγθ ζνκεςθ  μιασ βάςθσ G 24 κζςεισ μετά το 
τζλοσ του  εξονίου 2, IVS2+24_ IVS2+25insG ςτο ιντρονίο 2. τθν εικόνα α) 
απεικονίηεται θ αλλθλουχία του εξεταηόμενου δείγματοσ ,και ςτθν β) θ φυςιολογικι 
αλλθλουχία 
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4. Αςκενισ 161-14BW5C7 
 
τον αςκενι 161-14BW5C7 βρζκθκε για τμιμα του εξονίου 1(αμπλικόνιο 
1c)  ετερόηυγθ ζλλειψθ 12 βάςεων ,c. 904-915 delCTCCGGTCGCGG, p. 171A-
174VdelAPVA.  

 

  

 

 

 Δείγματα ατόμων  με Silver Russell     

Οι αςκενείσ 419-12SR4C9 και 189-14SR16C11 βρζκθκαν φυςιολογικοί για 
όλα τα εξόνια. 

 

Εικόνα 29 Αποτζλεςμα αλλθλοφχθςθσ του αμπλικονίου 1c 5. του αςκενι 161-14BW5C7 όπου παρατθρείται ετερόηυγθ ζλλειψθ 
12 βάςεων c. 904-915delCTCCGGTCGCGG , p. 171A-174VdelAPVA. . τθν εικόνα α) απεικονίηεται θ αλλθλουχία του 
εξεταηόμενου δείγματοσ ,και ςτθν β) θ φυςιολογικι αλλθλουχία 
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 Γονείσ τθσ αςκενοφσ 292-13BW13C20 

a) τθ μθτζρα 292-13ΒW13M7 βρζκθκε για τμιμα του εξονίου 1 
(αμπλικόνιο 1c) ετερόηυγθ ζλλειψθ 12 βάςεων c. 904-
915delCTCCGGTCGCGG, p. 171A-175VdelAPVAV κακϊσ και γνωςτόσ 
πολυμορφιςμόσ c.- 947Σ->C. 
 

  

Εικόνα 30 Αποτζλεςμα αλλθλοφχθςθσ του αμπλικονίου 1c ςτθ μθτζρα 292-13ΒW13M7 του αςκενοφσ 292-13BW13C20 όπου 
παρατθρείται ετερόηυγθ ζλλειψθ 12 βάςεων c. 904-915delCTCCGGTCGCGG, p. 171A-174VdelAPVA. τθν εικόνα α) απεικονίηεται θ 
αλλθλουχία του εξεταηόμενου δείγματοσ ,και ςτθν β) θ φυςιολογικι αλλθλουχία 

Εικόνα 31 Αποτζλεςμα αλλθλοφχθςθσ του αμπλικονίου 1c ςτθ μθτζρα 292-13ΒW13M7 του αςκενοφσ 292-
13BW13C20 όπου παρατθρείται γνωςτόσ  πολυμορφιςμόσ c.- 947 Σ>C, τθν εικόνα α) απεικονίηεται θ 
αλλθλουχία του εξεταηόμενου δείγματοσ ςτθν οποία υπάρχει αςυμβατότθτα μεταξφ των καμπφλων 
απεικόνιςθσ των δφο αλλθλομόρφων διότι υπάρχει ετερόηυγθ ζλλειψθ 12 βάςεων c. 904-
915delCTCCGGTCGCGG p. 171A-174VdelAPVA κ. τθν εικόνα β) απεικονίηεται θ αλλθλουχία ενόσ δείγματοσ 
ςτθν οποία υπάρχει αςυμβατότθτα μεταξφ των καμπφλων απεικόνιςθσ των δφο αλλθλομόρφων διότι 
υπάρχει ετερόηυγθ ζλλειψθ 12 βάςεων c. 904-915delCTCCGGTCGCGG, p. 171A-174VdelAPVA, χωρίσ να 
υπάρχει όμωσ ο πολυμορφιςμόσ c.- 947Σ>C,.Σζλοσ ςτθν εικόνα γ) απεικονίηεται θ αλλθλουχία ενόσ 
δείγματοσ ςτθν οποία υπάρχει ο πολυμορφιςμόσ c.- 947Σ>C ,ενόσ κατά τα άλλα φυςιολογικοφ δείγματοσ 
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b) τον πατζρα 292-13ΒW13F8 βρζκθκε για τμιμα του εξονίου 1 (αμπλικόνιο 
1c) ομόηυγθ ζλλειψθ 12 βάςεων c. 904-915delCTCCGGTCGCGG, p. 171A-
174VdelAPVA. 

 
 

  

Εικόνα 32 Αποτζλεςμα αλλθλοφχθςθσ του αμπλικονίου 1c  ςτον πατζρα 292-13ΒW13F8 του αςκενοφσ 292-13BW13C20 όπου 
παρατθρείται ομόηυγθ ζλλειψθ 12 βάςεων delCTCCGGTCGCGG ,c. 904-915,p. 171A-174VdelAPVA. τθν εικόνα  α) θ φυςιολογικι 
αλλθλουχία δείγματοσ ,και ςτθν β) απεικονίηεται θ αλλθλουχία του εξεταηόμενου. 
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 Δείγματα φυςιολογικϊν-υγιϊν ατόμων (control). 
 

Γενικότερα ςτθν κατθγορία Control  για τμιμα του εξονίου 1 (αμπλικόνιο 1c) 
βρζκθκαν  

i)  Ετερόηυγθ ζλλειψθ 12 βάςεων c. 904-915delCTCCGGTCGCGG, p. 171A-
174VdelAPVA ςτο Control Α 

ii)  Γνωςτόσ πολυμορφιςμόσ Σ>C,c.- 947 ςτα Control C, Control E, Control G 
iii)  Ομόηυγθ ζλλειψθ 12 βάςεων c. 904-915delCTCCGGTCGCGG, p. 171A-

174VdelAPVA ςτα Control D, Control F 
iv)  Ετερόηυγθ ζλλειψθ 6 βάςεων c. 1016-1021 delGGCCCC , p. 209-210 

delAP  ςτο Control C 
 

 
  

Εικόνα 33 Αποτζλεςμα αλλθλοφχθςθσ του αμπλικονίου  1c ςτο ControlC όπου παρατθρείται ετερόηυγθ ζλλειψθ 6 βάςεων ,c. 1016-
1021 delGGCCCC p. 209-210del AP τθν εικόναα) απεικονίηεται θ αλλθλουχία του εξεταηόμενου δείγματοσ ,και ςτθν β)θ 
φυςιολογικι αλλθλουχία. 
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Πίνακασ 12 υνοπτικι παρουςίαςθ ευρθμάτων τθσ παροφςασ μελζτθσ 

  Κωδικόσ Αμπλικόνιο 1C Αμπλικόνιο 2-3A 

Αςκενείσ       

1 231-12BW2C2 Πολυμορφιςμόσ c.- 947Σ>C  Normal 

2 292-13BW13C20 

Ομόηυγο ζλλειμμα  904-

915delCTCCGGTCGCGG 

Ζνκεςθ νουκλεοτιδίου G IVS2+24_ 

IVS2+25insG 

3 198-14BW17C12 Πολυμορφιςμόσ c.- 947Σ>C  

Ζνκεςθ νουκλεοτιδίου G IVS2+24_ 

IVS2+25insG 

4 161-14BW5C7 

Ετερόηυγo ζλλειμμα  904-

915delCTCCGGTCGCGG Normal 

Control       

1 292-13ΒW13M7 

Ετερόηυγo ζλλειμμα  904-

915delCTCCGGTCGCGG +Πολυμορφιςμόσ c.- 

947Σ>C  - 

2 292-13ΒW13F8 

Ομόηυγο ζλλειμμα  904-

915delCTCCGGTCGCGG - 

A  - 

Ετερόηυγo ζλλειμμα  904-

915delCTCCGGTCGCGG - 

B - Normal  

C  - 

Ετερόηυγo ζλλειμμα c. 1016-1021 

delGGCCCC+ Πολυμορφιςμόσ c.- 947Σ>C  - 

D  - 

Ομόηυγο ζλλειμμα  904-

915delCTCCGGTCGCGG - 

E  - Πολυμορφιςμόσ c.- 947Σ>C  - 

F  - 

Ομόηυγο ζλλειμμα  904-

915delCTCCGGTCGCGG - 

G  - Πολυμορφιςμόσ c.- 947Σ>C  - 

H  Normal - 
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Αςκενείσ SR    

1 419-12SR4C9 Normal Normal 

2 189-14SR16C11 Normal Normal 
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D. υηιτθςθ-υμπεράςματα 
 

Η παροφςα εργαςία αποτελεί, εξ όςων γνωρίηουμε, τθν πρϊτθ προςπάκεια μελζτθσ 

του γονιδίου CDKN1C ςε αςκενείσ με πικανό ςφνδρομο  Beckwith Wiedemann, BWS 

ςτθν Ελλάδα και επζτρεψε τθν ανίχνευςθ μοριακϊν αλλοιϊςεων που ζχουν ιδθ 

αναφερκεί ςτθ διεκνι βιβλιογραφία και αφοροφν πολυμορφιςμοφσ ι μεταλλάξεισ 

άγνωςτθσ κλινικισ ςθμαςίασ.  

Από τουσ 13 αςκενείσ που παραπζμφκθκαν  για διερεφνθςθ BWS από κλινικοφσ 

γενετιςτζσ ςτο διάςτθμα από 01/14 μζχρι 12/14, εννζα (9) άτομα (ποςοςτό περίπου 

69.2%.) βρζκθκαν να φζρουν επιγενετικζσ αλλοιϊςεισ ςε ζνα από τα  δφο κζντρα 

αποτφπωςθσ IC1 και IC2 τθσ κρίςιμθσ για το ςφνδρομο περιοχισ 11p15. 

τουσ υπόλοιποφσ 4 αςκενείσ  που δεν βρζκθκε κάποια αλλαγι τθσ μεκυλίωςθσ των 

κζντρων IC1 και ΙC2 πραγματοποιικθκε ζλεγχοσ για τθν ανίχνευςθ 

μεταλλάξεων/πολυμορφιςμϊν του γονιδίου CDKN1C μζςω πρωτοκόλλου ECMA 

κακϊσ και άμεςθ ανάλυςθ τθσ πρωτοταγοφσ δομισ του DNA ( direct sequencing). ε 

5-10% των ςποραδικϊν περιπτϊςεων BWS και περίπου 40% των περιπτϊςεων με 

κετικό οικογενειακό ιςτορικό BWS  θ εκδιλωςθ του ςυνδρόμου αποδίδεται ςτθν 

παρουςία πακολογικϊν αλλοιϊςεων που εμπίπτουν ςε ζνα ετερογενζσ φάςμα 

μεταλλάξεων του γονιδίου CDKN1C[26][28].Μζχρι ςιμερα, ο ςυνολικόσ αρικμόσ 

των παραλλαγϊν που ζχουν χαρακτθριςκεί είναι 62, περιλαμβάνουν 37 

αντικαταςτάςεισ, 21 ελλείψεισ, 2 ελλείψεισ με ταυτόχρονθ ζνκεςθ βάςεων και 2 

διπλαςιαςμοφσ με  53 από αυτζσ να αφοροφν ςε μοναδικζσ παραλλαγζσ [52]. 

αράντα δφο μεταλλάξεισ επθρεάηουν τθν  λειτουργία τθσ πρωτεΐνθσ και 13 δεν 

ζχουν ακόμθ ταξινομθκεί γιατί δεν είναι αποδεδειγμζνθ θ εμπλοκι τουσ ςτθ 

διαταραχι τθσ  λειτουργίασ τθσ [52].  

Μζχρι ςιμερα δεν ζχουν εντοπιςκεί ςθμεία υψθλισ μεταλλακτικότθτασ «hot spot» 

παρά τα ςχετικά υψθλά ποςοςτά εμφάνιςθσ ςυγκεκριμζνων αλλοιϊςεων ςε 

μελζτεσ που αναφζρονται ςτον  ιταλικό πλθκυςμό  όπωσ θ μετάλλαξθ ςτο 

νουκλεοτίδιο c.845C ςτο εξόνιο 1 του γονιδίου. Η περιοχι αυτι φαίνεται να είναι 

μια ηϊνθ δυναμικά υψθλισ μεταλλακτικότθτασ, κακϊσ 4 αςκενείσ τθσ μελζτθσ, 
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παρουςίαηαν διαφόρων ειδϊν μεταβολζσ ςε αυτι τθ κζςθ, όπωσ αντικαταςτάςεισ 

και ελλείμματα βάςεων[8].  

Από τθν μελζτθ ςτουσ αςκενείσ που παραπζμφκθκαν, προζκυψε θ ανίχνευςθ:  α) 

ενόσ γνωςτοφ πολυμορφιςμοφ c.- 947Σ>C ςτο εξόνιο 1, β) προςκικθ ενόσ 

νουκλεοτιδίου G 24 νουκλεοτίδια μετά το τζλοσ του εξονίου 2 ( IVS2+24_ 

IVS2+25insG), γ) ενόσ ελλείμματοσ 12 βάςεων c. 904-915delCTCCGGTCGCGG ςτο 

εξόνιο 1. 

τθν πρϊτθ περίπτωςθ τθσ  c.- 947Σ>C το τρινουκλεοτίδιο GCT μετατράπθκε ςε GCC, 

μια ςυνϊνυμθ δθλαδι μετάλλαξθ κακϊσ και τα δφο τρινουκλεοτίδια κωδικοποιοφν 

για το αμινοξφ αλανίνθ. Ο πολυμορφιςμόσ αυτόσ βρίςκεται ςτον εξαιρετικά 

πολυμορφικό τομζα PAPA τθσ πρωτεΐνθσ, ο οποίοσ αποτελείται από μια ςειρά 

επαναλιψεων προλίνθσ-αλανίνθσ, PAPA-επαναλιψεισ (aa 156-213)[7][8]. Η 

παραλλαγι αυτι βρζκθκε ςε ετεροηυγωτία ςε δφο από τουσ αςκενείσ (231-

12BW2C2 , 198-14BW17C12) 

τθν δεφτερθ περίπτωςθ  τθσ ιντρονικισ παραλλαγισ IVS2+24_ IVS2+25insG, θ 

ζνκεςθ γουανίνθσ 24 κζςεισ μετά το τζλοσ του εξονίου2, ςτο ιντρόνιο 2, εφρθμα 

που ςφμφωνα με τθν βιβλιογραφία φαίνεται να μθν επθρεάηει τθν λειτουργικότθτα 

τθσ πρωτεΐνθσ CDKN1C [52] Η IVS2+24_ IVS2+25insG  βρζκθκε  ςε ομοηυγωτία ςε 

ζναν από τουσ αςκενείσ (292-13BW13C20). 

τθν τρίτθ περίπτωςθ ανιχνεφκθκε γνωςτό ζλλειμμα 12 βάςεων (904-

915delCTCCGGTCGCGG) (ensembl) [54] με αναμενόμενο αποτζλεςμα τθν, εντόσ 

πλαιςίου ανάγνωςθσ, διαγραφι  τεςςάρων αμινοξζων αλανίνθσ-προλίνθσ-βαλίνθσ-

αλανίνθσ 171A-174VdelAPVA, από τθν πολυπεπτιδικι αλυςίδα τθσ πρωτεΐνθσ 

CDKN1C [53].Η μετάλλαξθ βρίςκεται και αυτι ςτον εξαιρετικά πολυμορφικό τομζα 

PAPA τθσ πρωτεΐνθσ που περιλαμβάνει  μια ςειρά επαναλιψεων προλίνθσ-

αλανίνθσ, PAPA-επαναλιψεισ (aa 156-213)[7][8]. Σο ζλλειμμα αυτό βρζκθκε ςε δφο 

από τουσ αςκενείσ(292-13BW13C20  ςε ομοηυγωτία και  161-14BW5C7ςε  

ετεροηυγωτία ). Για τθν διερεφνθςθ του κλθρονομοφμενου ι de novo χαρακτιρα τθσ 

αλλοίωςθσ και τον πικανό χαρακτθριςμό  των μεταλλάξεων ωσ πακολογικϊν ι μθ, 

πραγματοποιικθκε επίςθσ ζλεγχοσ, ςτουσ γονείσ τθσ αςκενοφσ 292-13BW13C20 

κακϊσ και ςε 8 άτομα  από το γενικό πλθκυςμό χωρίσ αναφορά κλινικϊν ενδείξεων 

για BWS (ομάδα control). Επίςθσ, λόγω ςυςχζτιςθσ του γονιδίου CDKN1C με το 
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ςφνδρομο  Russell  Silver πραγματοποιικθκε επιπλζον ζλεγχοσ ςε δφο αςκενείσ  

που παραπζμφκθκαν για  SRS. 

τθ περίπτωςθ τθσ  αςκενοφσ 292-13BW13C20 θ μθτζρα ζφερε το  ζλλειμμα 12 

βάςεων ςε ετεροηυγωτία ενϊ ο  πατζρασ ςε ομοηυγωτία χωρίσ ςυνοδά κλινικά 

ςτοιχεία.  

τθν περίπτωςθ των αςκενϊν με ςφνδρομο SRS δεν εντοπίςτθκε κάποια μετάλλαξθ 

ςτο γονίδιο CDKN1C. 

Παράλλθλα, ςε τρία άτομα από τον φυςιολογικό πλθκυςμό ανιχνεφκθκε τόςο  ςε 

ετεροηυγωτία (ζνα -1- άτομο), όςο και ςε ομοηυγωτία (δφο -2- άτομα) το ζλλειμμα 

των 12 βάςεων 904-915delCTCCGGTCGCGG. Κατά τον ζλεγχο του φυςιολογικοφ 

πλθκυςμοφ βρζκθκαν επίςθσ τρία άτομα  ( Control C, Control E,Control G) που 

ζφεραν ςε ετεροηυγωτία τον πολυμορφιςμό c.- 947Σ>C ςτο εξόνιο 1. Σζλοσ, 

ανιχνεφκθκε  ςε ζνα άτομο από τον φυςιολογικό πλθκυςμό (Control C) νζο 

ζλλειμμα 6 βάςεων εντόσ πλαιςίου ανάγνωςθσ c. 1016-1021 delGGCCCC , ςε 

ετεροηυγωτία, διαγραφι δθλαδι δφο αμινοξζων αλανίνθσ-προλίνθσ p. 209-210 del 

AP, εφρθμα το οποίο δεν βρζκθκε να αναφζρεται ςτθν βιβλιογραφία . 

Με βάςθ τα δεδομζνα τα οποία προζκυψαν από τθν μελζτθ των γονζων τθσ 

αςκενοφσ 292-13BW13C20, αλλά και του φυςιολογικοφ πλθκυςμοφ,  θ μετάλλαξθ 

μπορεί να χαρακτθριςκεί ωσ μθ πακολογικι ςτθν περίπτωςθ του BWS. Σο 

ςυμπζραςμα αυτό προκφπτει αφενόσ από το γεγονόσ ότι και οι δφο γονείσ τθσ 

αςκενοφσ εμφανίηονται φαινοτυπικά υγιείσ  - παρά το γεγονόσ ότι παρουςιάηουν το 

ζλλειμμα των 12 βάςεων 904-915delCTCCGGTCGCGG-, και αφετζρου από τθν 

ανεφρεςθ ςτον γενικό πλθκυςμό, τριϊν ατόμων, φαινοτυπικά υγιϊν, με το 

ζλλειμμα αυτό. Βζβαια, κακϊσ θ επίδραςθ τθσ μετάλλαξθσ  δεν ζχει ακόμθ 

επιβεβαιωκεί, δεν μπορεί να αποκλειςκεί το ενδεχόμενο να παίηει κάποιο  ρόλο 

ςτθν εκδιλωςθ άλλων αςκενειϊν. Η κλινικι ςθμαςία τθσ μετάλλαξθσ αυτισ χριηει 

περαιτζρω διερεφνθςθσ ςε μεγαλφτερο αρικμό δειγμάτων. 

Σα κλινικά χαρακτθριςτικά των αςκενϊν, που μελετικθκαν ςε αυτι τθν εργαςία 

όπωσ και ςτθν βιβλιογραφία*1+*4+ παρουςιάηαν ετερογζνεια. Σα ςυχνότερα 

αφοροφςαν  μακρογλωςςία, θμιυπερτροφία και  πτυχζσ ςτο λοβό του αυτιοφ/ 

κοιλϊματα ςτθν οπίςκια ζλικα του πτερυγίου. Κακϊσ δεν βρζκθκαν πακογόνεσ 
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μεταλλάξεισ ςε κανζναν από τουσ αςκενείσ, δεν μπορεί να γίνει κάποια ςυςχζτιςθ 

φαινοτφπου γονοτφπου για το γονίδιο CDKN1C.  

υνοψίηοντασ, ςτθν μελζτθ αυτι: α) δεν βρζκθκαν πακολογικζσ μεταλλάξεισ ςε 

κανζναν από τουσ αςκενείσ που παραπζμφκθκαν, αλλά μόνο πολυμορφιςμοί,όπωσ 

και κάποιεσ μεταλλάξεισ των οποίων θ  επίδραςθ μζνει να επιβεβαιωκεί,  β) 

βρζκθκε ότι θ ςυχνότθτα τθσ εμφάνιςθσ διαγραμμζνων αμινοξζων ςτον τομζα PAPA 

τθσ πρωτεΐνθσ CDKN1C, ςτο φυςιολογικό πλθκυςμό είναι αρκετά μεγάλθ κακϊσ 4 

ςτα 8 φυςιολογικά άτομα παρουςίαςαν απαλοιφι αμινοξζων ςτον τομζα PAPA, γ) 

αναμζνεται δε θ πικανότθτα εμφάνιςθσ πακολογικισ μετάλλαξθσ ςτο γονίδιο 

CDKN1C ςε περιπτϊςεισ αςκενϊν με BWS ςτον ελλθνικό πλθκυςμό να 

χαρακτθριςτεί ωσ εξαιρετικά χαμθλι, κάτι το οποίο βζβαια ζρχεται ςε ςυμφωνία με 

τθν γενικότερθ ςυχνότθτα εμφάνιςθσ που αναφζρεται ςτθν βιβλιογραφία και δ) θ 

απουςία πακογόνων μεταλλάξεων δεν επιτρζπει ςυςχζτιςθ φαινοτφπου 

γονοτφπου.  
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