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Μοριακός Έλεγχος

• Εξετάσεις με μεθόδους Μοριακής Βιολογίας 

▫ Ανίχνευση γενετικού υλικού (DNA/RNA)

• Ευαίσθητη και ποσοτική

▫ Μελέτη αλληλουχιών νουκλεοτιδίων
 Γονότυποι

 Πολυμορφισμοί



Τεχνικές - Μέθοδοι

• PCR με ειδικούς εκκινητές
▫ real-time 

• Υβριδισμός με ειδικούς ανιχνευτές

• RFLP

• Sequencing



Εφαρμογές στα Νοσήματα του Ήπατος

• Γενετικά νοσήματα

• Ιογενείς Ηπατίτιδες

• Ιικό φορτίο

• Ιική αντοχή

• Γονότυποι

• Ηπατοκυτταρικός Καρκίνος - Ίνωση 







Ανεπάρκεια α1-αντιθρυψίνης 

• Αυτοσωματική υπολειπόμενη νόσος (codominant –συνεπικράτηση-
συγκυρίαρχα γονίδια)

• Γονίδιο α1-AT στο χρωμόσωμα 14 (14q32.1)
• Κάθε αλλήλιο υπεύθυνο για 50% των επιπέδων α1-AT 
• Οφείλεται σε μεταλλαγές στο γονίδιο SERPINA1 (serpin peptidase 

inhibitor, clade A) που κωδικογράφει την -πρωτεΐνη αναστολέα  
πρωτεασών σερίνης- AAT

• Παράγεται κυρίως στο ήπαρ, και αναστέλλει προφλεγμονώδεις
πρωτεάσες όπως η neutrophil elastase, και με τον τρόπο αυτό 
προστατεύει τους πνεύμονες από πρωτεολυτιτικές βλάβες

• Μεταλλαγές οδηγούν σε αντικατάσταση αα (στη θέση γλουταμικού
οξέος) και εμποδίζουν την έκκριση α1-AT (αλλαγή στη διάταξη)

• Ηπατική νόσος λόγω συσσώρευσης πολυμερών ΑΑΤ
• Περίπου 120 μεταλλαγές (allelic variants) έχουν περιγραφεί
• Επίπτωση 1 : 2,000–5,000 (υποδιάγνωση)



Διαγνωστικές Εξετάσεις για Ανεπάρκεια 
α1-ΑΤ 

• Ποσοτικός προσδιορισμός α1-ΑΤ
▫ Φυσιολογικές Τιμές 90-200 mg/dL

• Φαινοτυπική ανάλυση με ισοηλεκτρική
εστίαση

• Ανάλυση γονιδιακή
▫ Ασθενείς με επίπεδα ορού <125 mg/dL

• Βιοψία ήπατος

http://en.wikipedia.org/wiki/File:A1AT.png
http://en.wikipedia.org/wiki/File:A1AT.png


Tomás P Carroll et al. Respiratory Research 2011, 12:91 

Γονοτυπική ΑνάλυσηΦαινοτυπική Ανάλυση

isoelectric focusing + IFX RT-PCR



Αλλήλιο Z σχετίζεται με τη μέγιστη 
ανεπάρκεια α1-AT

• Συχνότητα ΖZ στις ΗΠΑ 
σε πληθυσμό  Ευρωπαϊκής 
καταγωγής 1 στους 3500

• Περίπου 60,000

• Σε Σκανδιναβικές χώρες 
αυξημένη συχνότητα

BLANCO ET AL. 

EUROPEAN RESPIRATORY JOURNAL

2006

http://erj.ersjournals.com/content/27/1/77/F1.large.jpg
http://erj.ersjournals.com/content/27/1/77/F1.large.jpg


• PiMM: 100% (φυσιολογικό) 

• PiMS: 80% επιπέδων A1AT

• PiSS: 60% επιπέδων A1AT (264Glu:Val)

• PiMZ: 60% επιπέδων A1AT 

• PiSZ: 40% επιπέδων A1AT 

• PiZZ: 10-15% επιπέδων (342Glu:Lys)



Αιμοχρωμάτωση

• Κληρονομική (ΗΗ) 

• Τύπου Ι—HFE -6p21.3

▫ C282Y ομοζυγώτες

▫ C282Y : H63D 
συνδυασμένοι 
ετεροζυγώτες

▫ Άλλες σπάνιες μεταλλαγές

• Τύποι 2, 3, και 4—Μη-HFE 
μεταλλαγές

• Δευτεροπαθής

• Σοβαρή χρόνια αιμόλυση και μη 
αποδοτική ερυθροποίηση

• Πολλαπλές μεταγγίσεις

• Μεσογειακή αναιμία

• Παρεντερικά συμπληρώματα 
σιδήρου

• Χρόνιες Ηπατοπάθειες

• Πορφυρία cutanea tarda







Διάγνωση

• Αυξημένη φερριτίνη στον ορό

• Αυξημένος σίδηρος (στο ήπαρ)

• Αυξημένος κορεσμός τρασνφερρίνης

• Μοριακή ανάλυση για επιβεβαίωση

• Χαμηλή ευαισθησία (μεταλλαγές διαφέρουν 
γεωγραφικά)



Γονίδιο HFE (HFE for High Iron Fe)

• Περιγράφηκε το 1996

• Ομοιότητα με HLA αντιγόνα τάξης 1

• C282Y Α/α 282 τυροσίνη αντί κυστεΐνης

• 83% -100% ομοζυγώτες C282Y

• 4% H63D, στη θέση 63 + C282Y (compound 
heterozygote)





PCR-RFLP

C282Y H63D



HFE εξέταση

• Συγγένεια με άτομα με αιμοχρωμάτωση

• Δύο εξετάσεις έχουν δείξει υψηλά επίπεδα 
σιδήρου (φεριτίνη- τρανσφερίνη)

• Διάγνωση αιμοχρωμάτωσης







Νόσος Wilson

• ATP7B πρωτεΐνη 

(μεταφορέας χαλκού)

υπεύθυνη για τη WD

• ATP7B γονίδιο κλωνοποιήθηκε

το 1993

• >380 μεταλλαγές σε ασθενείς 

• H1069Q η πιο συχνή -72% 

Table 3: Signs and Symptoms of Wilson’s Disease

http://ehp.niehs.nih.gov/members/2002/suppl-5/695-698fatemi/fig1.jpg
http://ehp.niehs.nih.gov/members/2002/suppl-5/695-698fatemi/fig1.jpg






Υπολειπόμενος 

Χαρακτήρας

http://en.wikipedia.org/wiki/File:Autorecessive.svg
http://en.wikipedia.org/wiki/File:Autorecessive.svg


A) sequence analysis of ATP7B gene
B-D) Liver biopsy Wilson’s disease

Kok et al.2008



Ιογενείς Ηπατίτιδες

• Μοριακός έλεγχος για τη διάγνωση και 
παρακολούθηση HCV και HBV λοιμώξεων

• Ανίχνευση - Ποσοτικός Προσδιορισμός Ιού

• Γονότυπος

• Ιική Αντοχή



MMWR. 2003;52:1-33. Ott MJ and Aruda M. J Pediatr Health 
Care. 1999;13:211-216. Ribeiro RM, et al. Microbes and 
Infection. 2002;4:829-835
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Αναπαραγωγή

Lai CL, et al. J Med Virol. 2000;61:367-373.
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HBV DNA- στη Χρόνια Ηπατίτιδα Β

• Ανίχνευση ιαιμίας

• Εκτίμηση ενεργότητας νόσου

• Πρόβλεψη κινδύνου ανάπτυξης ΗΚΚ  και κίρρωσης

• Διαφοροποίηση ανενεργού φορίας από HBeAg-αρνητική 

χρόνια ηπατίτιδα B 

• Απόφαση χορήγησης θεραπείας 

• Παρακολούθηση θεραπειας

• Πρόβλεψη κινδύνου ανάπτυξης αντοχής στη θεραπεία

• Ανίχνευση αντοχής σε αντιικά

• Εκτίμηση μολυσματικότητας



Λανθάνουσα (κρυπτική) HBV 

Λοίμωξη

• Η απουσία HBsAg στον ορό ασθενών θετικών 

για HBV DNA στον ορό ή σε ιστό με ευαίσθητη 

PCR με εκκινητές από διαφορετικές HBV 

περιοχές (S, C ή X), ανεξάρτητα από τους 

υπόλοιπους ορολογικούς δείκτες 



Ανίχνευση Μεταλλαγών

• Αντιγόνο επιφάνειας : αποτυχία ανοσοποίησης

• Πολυμεράση: αντοχή σε αντιικά 

• Προπυρηνική περιοχή (precore stop codon): 

HBeAg-αρνητική χρόνια ηπατίτιδα 

• Μεταλλαγές στο βασικό πυρηνικό εκκινητή: 

προοδευτική επιδείνωση και ανάπτυξη ΗΚΚ



Μεταλλαγή σε Προπυρηνικό Κωδικόνιο
Τερματισμού Αποκλείει την Παραγωγή 
HBeAg

1814 1901

HBcAg

HBeAg Serum

Precore                    Core

Region                      Region

G 1896 = stop codon TAG 

Core Gene
ATG ATG



Γονοτυπική Αντοχή

Allen MI, et al. Hepatology. 1998;27:1670-1677. Tenney D, et al. Antimicrob Agents Chemother. 2004;48:3498-
3507.  
Qi X, et al. Antivir Ther. 2007;12:355-362, Clarke 2002, Tran 2006, Pas 2008, Vincenti 2009, Niesters 2010

845 aa

Terminal

protein
Spacer Pol/RT RNaseH

A B C ED

YMDDF_V_LLAQ

I(G) II(F)

rtM204V/ILAM resistance rtA18IT/V

rtA181T/V rtN236TADV/TDF resistance*

rtM204V

rtS202G/C/I

rtM250I/V
rtT184S/A/I/L/G/C/M

ETV resistance rtL180M

rtM204ILdT resistance rtA181T/V

1 183 349 (rt1) 692 (rt344)

rtI169T

Μέθοδος αναφοράς sequencing (HBV polymerase

gene)

Ανάστροφος υβριδισμός (Line-probe assays)

5% πληθυσμού

Γνωστές μεταλλαγές

Gene chip technology: ανίχνευση πολυμορφισμών



Γονότυπος και Εξέλιξη Νόσου

• Γονότυπος C
▫ Συσχέτιση με πιο βαριά ηπατική νόσο 

και ΗΚΚ σε σχέση με τον γονότυπο B

• Γονότυπος B
▫ Συσχέτιση με οροαναστροφή από 

HBeAg σε anti-HBe σε νεότερη ηλικία 
από το γονότυπο C

• Γονότυποι A και Β
▫ Υψηλότερα ποσοστά απόκρισης σε 

αντιικά και αρνητικοποίησης του 
HBeAg μετά από peg IFN-α από 
γονότυπο D και C, αντιστοίχως

Keeffe EB, et al. Clin Gastroenterol Hepatol. 2006
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cccDNA

• Ευαίσθητος δείκτης 

λοίμωξης

• Έμπόδιο στην 

εκρίζωση της 

λοίμωξης

• Στον πυρήνα τον 

ηπατοκυττάρων 30-

50 copies/cell

• Μέτρηση με real-

time PCR 



Μέτρηση cccDNA στο Ήπαρ

• Επίπεδα HBV cccDNA  σημαντικά υψηλότερα σε HBeAg- θετικούς 
ασθενείς σε σχέση με HBeAg-αρνητικούς ασθενείς (0.01 copies/cell, P
< .001),  ανενεργούς φορείς (0.02 copies/cell, P < .001)

• Στη θεραπεία της HBeAg-θετικής CHB τα επίπεδα του cccDNA στο 
ήπαρ αποτελούν προγνωστικο παράγοντα μακροχρόνιας απόκρισης

• Στη θεραπεία της HBeAg-αρνητικής CHB τα επίπεδα και το ποσοστό
του ccc DNA στο ήπαρ αποτελούν προγνωστικούς παράγοντες 

μακροχρόνιας απόκρισης και αρνητικοποίησης του HBsAg στον ορό

Werle-Lapostolle B et al. Gastroenterology. 2004;126:1750-1758 



HBV cccDNA στον Ορό

• Real Time PCR

• Αρκετές μελέτες έχουν δείξει 
ότι το HBV cccDNA είναι 
ανιχνεύσιμο σε ορό ασθενών με 
χρόνια ΗBV λοίμωξη και ότι τα 
επίπεδά του συσχετίζονται με 
το ενδοηπατικό cccDNA

• R = 0.481, P = 0.002

Shi M et al.  PLoS ONE, 2015

Taranta et al. Journal of Clinical Virology, 2014, 354 - 360

WONG ET AL. HEPATOLOGY, 2004



Chimpanzee plasma with high infectious titer

nucleic acid extraction

RNA, DNA

denature

ssRNA, ssDNA

reverse transcriptase, primers

dsDNA, RNA-DNA hybrid

RNAse, DNAP1

dsDNA

4 methylase, Eco RI, linkers

dsDNA with EcoRI site on ends

clone into λphage

λ gt 11 phage with variety of dsDNA sequences

Η Ανακάλυψη του Ιού της Ηπατίτιδας C με την 
Εφαρμογή Τεχνικών Μοριακής Βιολογίας

A BB un 3'5'

core E1 E2 NS2 NS3 NS4 NS5p7

A

Choo Q-L, Kuo G, Weiner AJ, 

Overby LR, Bradley DW, 

Houghton Science 1989; 244: 

359-362
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Hepatitis C Virus
Fate of Acute Infection

15%

Chronic

85%

Spontaneous

resolution

Alter MJ, et al. N Eng J Med. 1999;341:556-562.



Barbara Rehermann & Michelina Nascimbeni, 

Nature Reviews Immunology, 2005



Εργαστηριακή Διάγνωση HCV Λοίμωξης

HCV ΑΝΤΙΣΩΜΑΤΑ

ΑΡΝΗΤΙΚΟ

STOP

ΑΝΟΣΟΚΑΤΑΣΤΟΛΗ

ΕΚΘΕΣΗ

ΘΕΤΙΚΟ

HCV RNA

ΘΕΤΙΚΟ

HCV ΛΟΙΜΩΞΗ

ΑΡΝΗΤΙΚΟ

ΟΧΙ HCV

ΕΠΑΝΕΛΕΓΧΟΣ ΣΕ ΕΚΘΕΣΗ ΤΟΥΣ 
ΤΕΛΕΥΤΑΙΟΥΣ 6 ΜΗΝΕΣ Ή ΠΡΟΣΦΑΤΗ 
HCV ΛΟΙΜΩΞΗ Ή ΚΛΙΝΙΚΑ ΣΤΟΙΧΕΙΑCDC 2013



Γονότυποι 9/12/2011



Γονότυποι - LIPA

http://jcm.asm.org/content/vol46/issue6/images/large/zjm0060881530001.jpeg
http://jcm.asm.org/content/vol46/issue6/images/large/zjm0060881530001.jpeg


Αλληλούχηση





Αντοχή σε DAAs

HCV γενετική ετερογένεια συγγενών στελεχών 

(quacispesies) περιλαμβάνονται resistance-

associated variants (RAVs)



Ανίχνευση Αντοχής. Πρέπει να εξετάζεται? 
• Με τη νέα τεχνολογία μπορεί να ανιχνευθούν <0,5%

• Πριν την έναρξη αγωγής - Baseline test? 

▫ + σε μεγάλο ποσοστό ασθενών οι οποίοι όμως αποκρίνονται στα 
νέα φάρμακα

▫ Εξαίρεση Q80K (simeprevir) 9-48% ασθενών με HCV g 1a (↓SVR)

• Σε αποτυχία αγωγής

▫ Ο πληθυσμός ανθεκτικών στελεχών εμπλουτίζεται

▫ Τα ανθεκτικά στελέχη εξαφανίζονται  σταδιακά σε περίπου ένα 
χρόνο μετά τη θεραπεία



HEV - HDV
• Η ανίχνευση του HDV RNA με PCR είναι η πιο 

αξιόπιστη μέθοδος διάγνωσης ειδικά σε αρχική 
φάση της λοίμωξης 

• Παρακολούθηση θεραπείας

• HEV RNA (RT-PCR) η πιο αξιόπιστη μέθοδος 
διάγνωση 

• Η ευαισθησία και ειδικότητα διαθέσιμων ELISA 
ποικίλει

• IgM 2/6 έχουν ευαισθησία και ειδικότητα > 95%



Γονιδιακές Μικροσυστοιχίες - ΗΚΚ

Scanned

microarray

No matches Red matches

Red matches

Κύτταρο

Απομόνωση mRNAs

DNA στην εξέτασηΠαραγωγή φθοριζόντων

cDNAs

τροπ/νο
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Επιγενετικές 
Μελέτες

Dr WONG Chun Ming, Jack
Hong Kong



MicroRNA: Μικρό μη μεταγραφόμενο RNA που δρα στο μεταγραφικό και μετα-
μεταγραφικό έλεγχο της γονιδιακής έκφρασης



Highly stable miRNA is released from 
hepatocytes after acute liver damage

Front Physiol. 2012; 3: 476 

MicroRNA: Μικρό μη μεταγραφόμενο RNA που δρα στο μεταγραφικό και 

μετα-μεταγραφικό έλεγχο της γονιδιακής έκφρασης



MicroRNAs: ΗΚΚ

GIORDANO AND COLUMBANO HEPATOLOGY, 2013



microRNAs στην ηπατική ίνωσηmicroRNAs στην ηπατική ίνωση



KAΛΟ ΑΠΟΓΕΥΜΑ


