
 1

 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ΠΑΝΕΠΙΣΤΗΜΙΟ ΚΡΗΤΗΣ 
ΤΜΗΜΑ ΙΑΤΡΙΚΗΣ 

ΕΡΓΑΣΤΗΡΙΟ ΙΟΛΟΓΙΑΣ 
(∆ιευθυντής: Καθηγητής ∆.Α. Σπαντίδος) 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

ΕΜΜΑΝΟΥΗΛ Ν. ΠΑΠΑ∆ΑΚΗΣ 
 
 
 
 
 
ΜΕΛΕΤΗ ΓΕΝΕΤΙΚΩΝ ΤΟΠΩΝ ΥΠΕΥΘΥΝΩΝ ΓΙΑ ΤΗ 
ΛΕΙΤΟΥΡΓΙΑ ΤΩΝ ΓΟΝΙ∆ΙΩΝ H-ras, p53 ΚΑΙ ΑΤΜ ΣΤΟΝ 

ΚΑΡΚΙΝΟ ΤΟΥ ΜΑΣΤΟΥ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

∆Ι∆ΑΚΤΟΡΙΚΗ ∆ΙΑΤΡΙΒΗ 
 
 
 
 

ΗΡΑΚΛΕΙΟ 2005  
 



 2

ΠEPIEXOMENA 

BIOΓPAΦIKO ΣHMEIΩMA 

ΠEPIΛHΨH 

ABSTRACT  

EYXAPIΣTIEΣ 

 

 



 3

A. ΓENIKO MEPOΣ 
ΣEΛI∆A 

 

KEΦAΛAIO 1ο 

ΚΑΡΚΙΝΟΣ ΤΟΥ ΜΑΣΤΟΥ   
    1.1 Γενικά                                                                                                                               1 

1.2 Στοιχεία ανατοµικής                                                                                                          1 

1.3 Σταδιοποίηση                                                                                                                     3 

    Πίνακας 1.1 Ταξινόµηση TNM για τον καρκίνο του µαστού                                                   3     

1.4 Επίπτωση και επιδηµιολογικά στοιχεία                                                                              5 

1.5 Αιτιολογικοί παράγοντες                                                                                                   6 

    Πίνακας 1.2 Πιθανοί αιτιολογικοί παράγοντες για την ανάπτυξη                                             

καρκίνου του µαστού                                                                                                              7 

1.6 Παθοφυσιολογικοί παράγοντες και παθογένεση                                                                 9 

1.7 Προγνωστικοί παράγοντες                                                                                               11 

    Πίνακας 1.3. Οι κυριότεροι παράγοντες που αναφέρεται ότι 

προλέγουν την πρόγνωση του καρκίνου του µαστού                                                             14  
 

KEΦAΛAIO 2ο 

ΤΟ ΓΟΝΙ∆ΙΟ ΤΗΣ ΑΤΑΞΙΑΣ- ΤΗΛΑΓΓΕΙΕΚΤΑΣΙΑΣ (ΑΤΜ) 
2.1 Εισαγωγή                                                                                                                         15 

2.2 ∆οµή του γονιδίου ΑΤΜ                                                                                                  16 

Σχήµα 2.1. Χαρτογράφηση του γονιδίου ΑΤΜ στο χρωµόσωµα 11q22.3.                             16 

2.3 Λειτουργία του γονιδίου                                                                                                  16 

Σχήµα 2.2. Σχηµατική παρουσίαση των περιοχών της πρωτεΐνης ΑΤΜ                                 19 

Σχήµα 2.3. Ο ρόλος του ATM στις κυτταρικές αποκρίσεις                                                    20 

2.4 Σχέση γονιδίου  ΑΤΜ και κακοήθειας                                                                              21 
 



 4

 

KEΦAΛAIO 3ο 

OΓKOΓONI∆IA RAS 
3.1. Γενικά                                                                                                                             24 

Πίνακας 3.1. Τα ογκογονίδια ras                                                                                           25 

3.2 ∆οµή των γονιδίων ras                                                                                                     25 

Σχήµα 3.1. ∆οµή των γονιδίων H-ras, N-ras και K-ras                                                         26     

3.3 Ρύθµιση των γονιδίων ras                                                                                                27 

    Σχήµα 3.2. Aπεικόνιση των κυριότερων θέσεων ρύθµισης της µεταγραφής 

  του γονιδίου H-ras                                                                                                                 28 

3.4 H πρωτεΐνη p21                                                                                                               28 

3.5 Ενεργοποίηση των γονιδίων ras                                                                                       29 

3.6 Μεταλλαγµένες πρωτεΐνες ras                                                                                         30 

         Πίνακας 3.2 Συχνότητα ενεργοποίησης των γονιδίων ras σε καρκίνους  

διαφόρων οργάνων του ανθρώπου                                                                                        33                 

         Σχήµα 3.3. Mεταλλάξεις των γονιδίων ras  σε καρκίνους διαφόρων  

 οργάνων του ανθρώπου                                                                                                         33 

3.7. Επαναλαµβανόµενες αλληλουχίες του γονιδίου H-ras                                                    33 

3.7.1 Η µινιδορυφορική περιοχή (VTR) του ογκογονιδίου H-ras                                           34 

3.7.2 Η µικροδορυφορική περιοχή του ογκογονιδίου H-ras                                                   35 

3.7.3 Σχέση µεταξύ των δυο πολυµορφικών θέσεων του γονιδίου H-ras                               36 

    Σχήµα 3.4 Τµήµα του BamHI που περιλαµβάνει το ανθρώπινο  

γονίδιο H-ras                                                                                                                         37 

    Σχήµα 3.5 Μοντέλο που απεικονίζει την επίδραση του µινιδορυφορικού  

H-ras στην ρύθµιση της µεταγραφής                                                                                     39 

    Σχήµα 3.6  Σχηµατική αναπαράσταση των µικροδορυφορικών και VTR  

περιοχών στο γονίδιο H-ras                                                                                                   41 
 



 5

KEΦAΛAIO 4ο 

OΓKOKATAΣTAΛTIKO ΓONI∆IO P53  

4.1 Eισαγωγή                                                                                                                        42 

4.2 ∆οµή και οργάνωση του γονιδίου p53                                                                             43 

Σχήµα 4.1 Γονιδιακή οργάνωση του γονιδίου p53                                                                 44 

4.3 ∆οµικοί πολυµορφισµοί στο αµινοξύ 72 της ανθρώπινης p53                                         46 

Σχήµα 4.2 Σχηµατικό διάγραµµα των cDNA ανθρωπίνων p53                                              49 

 

 
 

B. EI∆IKO MEPOΣ 
 

KEΦAΛAIO 5ο 

MEΘO∆OI KAI YΛIKA 

5.1 Προέλευση των δειγµάτων                                                                                              50 

5.2 Εκχύλιση DNA                                                                                                                50 

5.2.1 Εκχύλιση DNA από υλικό βιοψίας                                                                                50 

5.2.2 Αποµόνωση χρωµοσωµικού DNA από περιφερικό αίµα                                               51    

5.3. Αλυσιδωτή αντίδραση µε πολυµεράση (PCR)                                                                 51 

5.3.1 Αρχές της µεθόδου                                                                                                        51 

5.3.2 Ρυθµιστικοί παράγοντες της PCR                                                                                 52 

5.3.3. Ρυθµιστικά διαλύµατα της PCR                                                                                   54 

5.3.4. Σχεδιασµός εκκινητών και συνθήκες των αντιδράσεων PCR                                       54 

    Πίνακας 5.1. Εκκινητές, συνθήκες PCR αντιδράσεων και προϊόντα                                

    PCR και RFLP για την ανίχνευση σηµειακών πολυµορφισµών του ΑΤΜ,  

της 5’ HRM και VTR του H-ras και στο κωδικόνιο 72 της p53                                             57 

    5.4 Μέθοδοι προσδιορισµού πολυµορφισµών µε ανάλυση πολυµορφισµού 

 µεγέθους περιοριστικών θραυσµάτων (RFLP)                                                                       58 



 6

5.5. Ηλεκτροφόρηση DNA                                                                                                    58 

5.6. Χρώση νουκλεϊκών οξέων                                                                                              59 

5.6.1. Χρώση µε βρωµιούχο εθίδιο                                                                                        59 

5.6.2. Χρώση µε νιτρικό άργυρο                                                                                            59 

5.7 Στατιστική ανάλυση - Ηλεκτρονική επεξεργασία εικόνας                                                60 

5.8. Εταιρείες προέλευσης των υλικών                                                                                  60 
 

 

 

ΚΕΦΑΛΑΙΟ 6ο 

ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 

 

6.1. Αλλοιώσεις που µελετήθηκαν, κλινική και ιστολογική εξέταση                                     63 

    6.2 Ανίχνευση σηµειακών πολυµορφισµών στα γονίδια ΑΤΜ, Η-ras  

    και p53 σε καρκινικές αλλοιώσεις του µαστού και σε δείγµατα ελέγχου                               63 

    6.2.1. Ανίχνευση σηµειακών πολυµορφισµών στο γονίδιο ΑΤΜ σε  

καρκινικές αλλοιώσεις του µαστού και σε φυσιολογικά δείγµατα αίµατος                            63 

Εικόνα 6.1                                                                                                                             65 

    Πίνακας 6.1. Αλληλικές συχνότητες (C/G) στα δείγµατα ασθενών µε  

σποραδικό καρκίνο του µαστού καθώς και σε δείγµατα φυσιολογικών ατόµων                     65 

    Πίνακας 6.2. Κατανοµή σηµειακού πολυµορφισµού του γονιδίου ATM σε  

    ασθενείς µε καρκίνο µαστού σε συσχέτιση µε την ηλικία των ασθενών,  

    το κλινικό στάδιο, τον ιστολογικό βαθµό και τα επίπεδα των υποδοχέων  

οιστρογόνων και προγεστερόνης                                                                                           66 

    6.2.2 Ανάλυση της 5’ εξανουκλεοτιδικής αλληλουχίας του H-ras σε  

δείγµατα σποραδικού καρκίνου σε µαστό καθώς και σε φυσιολογικά δείγµατα                     67 

6.2.2.1 Γενικά                                                                                                                        67 



 7

    Εικόνα 6.2                                                                                                                             68 

 

6.2.2.2 Αλλοιώσεις που µελετήθηκαν                                                                                    68 

    6.2.2.3 Ανάλυση της 5’ εξανουκλεοτιδικής αλληλουχίας του H-ras  

    σε φυσιολογικά δείγµατα περιφερικού αίµατος                                                                      69 

    6.2.2.4 Ανάλυση της 5’ εξανουκλεοτιδικής αλληλουχίας του H-ras σε  

δείγµατα από γυναίκες µε σποραδικό καρκίνο µαστού                                                           69 

    Πίνακας 6.3. Συχνότητα των αλληλίων Ρ1, Ρ2 και Ρ3 στα φυσιολογικά  

δείγµατα αίµατος                                                                                                                   70 

    Πίνακας 6.4 Συχνότητα των αλληλίων Ρ1, Ρ2 και Ρ3 στα δείγµατα από  

σποραδικούς καρκίνους µαστού                                                                                             70 

    Πίνακας 6.5 Συχνότητα των αλληλίων Ρ1, Ρ2 και Ρ3 στα  

δείγµατα αίµατος από φυσιολογικές γυναίκες και στα καρκινικά δείγµατα µαστού               70 

6.2.2.5 Αλλοιώσεις που µελετήθηκαν                                                                                    71 

    6.2.2.6 Ανάλυση της 5’ εξανουκλεοτιδικής αλληλουχίας του H-ras σε               

    δείγµατα σποραδικού καρκίνου σε µαστό καθώς και σε αντίστοιχα                                          

 φυσιολογικά δείγµατα                                                                                                            71 

    Εικόνα 6.3. Παράδειγµα δείγµατος που επιδεικνύει απώλεια ετεροζυγωτίας 

για την πολυµορφική θέση του εσωνίου 1 του γονιδίου H-ras                                               72 

    6.2.3 Ανάλυση της VTR περιοχής του H-ras σε δείγµατα σποραδικού  

καρκίνου σε µαστό καθώς και σε αντίστοιχα φυσιολογικά δείγµατα                                     72 

6.2.3.1 Αλλοιώσεις που µελετήθηκαν                                                                                    72 

6.2.3.2 Ανάλυση της VTR περιοχής του γονιδίου H-ras                                                        73 

Εικόνα 6.4.                                                                                                                            74 

    6.2.4 Ανίχνευση σηµειακών πολυµορφισµών στο γονίδιο p53 σε δείγµατα 

    ασθενών µε καρκίνο του µαστού και σε φυσιολογικά δείγµατα περιφερικού  

αίµατος                                                                                                                                  74 

6.2.4.1 Αλλοιώσεις που µελετήθηκαν                                                                                    74 



 8

    6.2.4.2 Ανίχνευση σηµειακών πολυµορφισµών στο γονίδιο p53 σε καρκινικά  

δείγµατα µαστού καθώς και σε δείγµατα ελέγχου                                                                  74 

    Πίνακας 6.6. Συχνότητες των πολυµορφισµών στο κωδικόνιο για το αµινοξύ  

  72 της p53                                                                                                                             76 

  Εικόνα 6.5                                                                                                                             76 

Εικόνα 6.6                                                                                                                             77 

    Πίνακας 6.7. Συσχέτιση των σηµειακών πολυµορφισµών του γονιδίου p53  

    µε την ηλικία , του κλινικό στάδιο, τον ιστολογικό βαθµό και τα επίπεδα  

    των υποδοχέων οιστρογόνων και προγεστερόνης σε ασθενείς µε καρκίνο 

 του µαστού                                                                                                                            78 
 

ΚΕΦΑΛΑΙΟ 7ο 

ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ -ΣΥΖΗΤΗΣΗ 

 

7.1 Εισαγωγή                                                                                                                         79    

    7.2 Ανίχνευση σηµειακών πολυµορφισµών στα γονίδια ΑΤΜ, Η-ras και 

  p53 σε καρκινικές αλλοιώσεις του µαστού και σε δείγµατα ελέγχου                                     79 

    7.2.1. Ανίχνευση σηµειακών πολυµορφισµών στο γονίδιο ΑΤΜ σε καρκινικές  

αλλοιώσεις του µαστού και σε φυσιολογικά δείγµατα αίµατος                                              79 

    7.2.2 Ανάλυση της 5’ εξανουκλεοτιδικής αλληλουχίας του H-ras σε δείγµατα  

σποραδικού καρκίνου σε µαστό καθώς και σε φυσιολογικά δείγµατα                                    80 

7.2.3 Απώλεια ετεροζυγωτίας πολυµορφικής θέσης HRM του γονιδίου H-ras                       81 

    7.2.4 Ανάλυση της VTR περιοχής του H-ras σε δείγµατα σποραδικού καρκίνου  

σε µαστό καθώς και σε αντίστοιχα φυσιολογικά δείγµατα                                                     81 

    7.2.5 Ανάλυση σηµειακών πολυµορφισµών στο γονίδιο p53 σε δείγµατα  

ασθενών µε καρκίνο µαστού                                                                                                 82 
 

BIBΛIOΓPAΦIA                                                                                                                       84                 



 9

     ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 

 



 10

ΒΙΟΓΡΑΦΙΚΟ ΣΗΜΕΙΩΜΑ 
 

Ατοµικά και οικογενειακά στοιχεία. 
 

Όνοµα :                                                                       Εµµανουήλ 
Επίθετο:                                                                      Παπαδάκης  
Ονοµατεπώνυµο πατέρα:                                            Νικόλαος Παπαδάκης    
Ονοµατεπώνυµο µητέρας:                                          Μαρία Παπαδάκη     
Ηµεροµηνία γέννησης:                                               22/01/1974 
Τόπος γέννησης:                                                         Ηράκλειο Κρήτης 
Οικογενειακή κατάσταση:                                          Έγγαµος 
Ονοµατεπώνυµο συζύγου                                          ∆έσποινα ∆οκιανάκη 
∆ιεύθυνση:                                                                 Οδός Μάνου Κατράκη, Φοινικιά 
                                                                                    ΤΘ 531, ΤΚ 71500, 
                                                                                    Ηράκλειο Κρήτης 
Τηλέφωνο:                                                                  2810 259884 
                                                                                    6946 110555                 
Εθνικότητα:                                                                 Ελληνική 
 
Εκπαίδευση. 
 
Μέση Εκπαίδευση                      18/06/1991              4ο Λύκειο Ηρακλείου, 
                                                                                  Βαθµός:19 1/11(άριστα)   

  
Ανώτερη Εκπαίδευση       22/09/1992-27/07/1998    Πτυχίο τµήµατος Ιατρικής, 
                                                                                 Σχολής Επιστηµών Υγείας, 
                                                                                 Πανεπιστήµιο Κρήτης 
                                                                                 Σειρά επιτυχίας εισόδου:12ος 
                                                                                 Βαθµός : 7.26 (Λίαν Καλώς)  
 

Υπηρεσία υπαίθρου            7/09/1998-6/12/1999    Κέντρο Υγείας Καστελλίου 
                                                                                 Πεδιάδος, Νοµού Ηρακλείου 
 
Στρατιωτική Θητεία         27/3/2000-27/9/2001    Στρατιώτης   Υγειονοµικού                 
                                                                                ΚΕΥΓ Άρτας, 95 ΤΥΕΘ Ρόδου,                                                       
                                                                                ΠΒΚ Χανίων 
 
∆ιδακτορική   διατριβή          10/11/1999-             Εκπόνηση διδακτορικής διατριβής 
                                                                                στα εργαστήρια Ιολογίας του    
                                                                                Ιατρικού τµήµατος του  
                                                                                Πανεπιστηµίου Κρήτης 
                                                                                (Καθηγητής ∆. Α. Σπαντίδος) & 



 11

                                                                                 Παν/µιακού Νοσοκοµείου  
                                                                                 Ηρακλείου. 

   “Μελέτη γενετικών τόπων,              
υπεύθυνων για τη λειτουργία των 
γονιδίων Η-ras, p53 και ΑΤΜ στον  
καρκίνο του µαστού” 

 
                                                   
Κλινική εµπειρία         20/12/2001- 20/7/2003         Ως ειδικευόµενος Παθολογίας 
                                                                                 στη Γ’ Παθολογική Κλινική του 
                                                                                 Β.Π.Γ.Ν.Η. 
                                     22/09/2003- 11/01/2004       Ως υπεράριθµος ειδικευόµενος 
                                                                                  στην Ογκολογική Κλινική του 
                                                                                  Β.Π.Γ.Ν.Η. 
                                     12/01/2004-  σήµερα            Ως υπεράριθµος ειδικευόµενος 
                                                                                 στη Μονάδα Εντατικής Θεραπείας 
                                                                                 του Β.Π.Γ.Ν.Η. 
 
 

Ξενόγλωσσες δηµοσιεύσεις 
 
1. Papadakis EN, Dokianakis DN, and Spandidos DA. : P53 codon 72 polymorphism as a 
risk factor in the development of breast cancer. Mol Cell Biol Res Comm. 3:389-392, 
2000. P

 

2. E.N. Papadakis, D.N. Dokianakis,P

 
P and D.A. Spandidos : Genetic analysis of H-ras 

intron-1 polymorphic and variable tandem repeat regions in human breast cancer.  Int J 
Biol Markers, Vol 18 no 3, pp 195-199 (2003). 
 
Ανακοινώσεις σε συνέδρια: 
 
1. Papadakis EN, Dokianakis DN and Spandidos DA. P53 codon 72 polymorphism as a 
risk factor in the development of breast cancer. 5th World Congress on Advances in 
Oncology and .3rd International Symposium on Molecular Medicine. October 19-21, 2000. 
Ηeraklion, Greece. 
 
2. Μ. Κοζυράκη, Ι. Πεδιαδίτης, Ε. Ιωαννίδου, Ε. Ζαµπουλάκης, Ε. Παπαδάκης, Γ. 
Χατζηµηνάς, Μ. Λεοντάκη, Κ. Χαριτάκης, Σ. Σουρής, Μ. Αντωνίου, Ν. Ζερβάκης. 
Αύξηση της επίπτωσης της σπλαγχνικής λεϊσµανίασης. Υπάρχουν εστίες στην Κρήτη; 11P

ο
P 

Παγκρήτιο Ιατρικό Συνέδριο, 1-3 Νοεµβρίου 2002, Χανιά Κρήτης 
 
3. Ι. Πεδιαδίτης, Ε. Ιωαννίδου, Ε. Παπαδάκης, Κ. Πετράκη, Κ. Ανυφαντάκης, Γ. 
Σκανδαλάκης, Ε. Ζαµπουλάκης, Ε. Χαϊνάκη, Π. Πλατάκη, Ν. Ζερβάκης. Φάσµα και 
δείκτες νοσηλείας σε τρεις παθολογικές κλινικές. 11P

ο
P Παγκρήτιο Ιατρικό Συνέδριο, 1-3 

Νοεµβρίου 2002, Χανιά Κρήτης 



 12

 
4. Ι. Πεδιαδίτης, Ε. Ιωαννίδου, Κ. Ανυφαντάκης, Κ. Πετράκη, Ε Παπαδάκης, Γ. 
Σκανδαλάκης, Ε. Χαϊνάκη, Ι. Καράλης, Π. Πλατάκη, Ν. Ζερβάκης. Χρήση αντιβιοτικών 
σε τρεις κλινικές. 11P

ο
P Παγκρήτιο Ιατρικό Συνέδριο, 1-3 Νοεµβρίου 2002, Χανιά Κρήτης 

 
5. Ι. Πεδιαδίτης, Ε. Ιωαννίδου, Κ. Πετράκη, Κ. Ανυφαντάκης, Ε. Παπαδάκης, Γ. 
Σκανδαλάκης, Ε. Χαϊνάκη, Μ. Σταυρουλάκη, Π. Πλατάκη, Ν. Ζερβάκης. Χρήση 
επεµβατικών συσκευών στους ασθενείς τριών παθολογικών κλινικών. 11 P

ο
P Παγκρήτιο 

Ιατρικό Συνέδριο, 1-3 Νοεµβρίου 2002, Χανιά Κρήτης 
 
6. Α. ∆ερµιτζάκης, Μ. Ξυπάκης, Μ. ∆ασκαλάκη, Γ. Αβραµάκης, Γ. Κουτσοδήµου, Ε. 
Παπαδάκης, Αικ. Αποστολάκη, Σ. ∆ερµιτζάκης, Γ. Νικολαΐδης. ∆ιεύρυνση του QRS και 
ισοογκωτική χάλαση αριστεράς και δεξιάς κοιλίας. 30ο Πανελλήνιο Ιατρικό Συνέδριο, 27 
Απριλίου- 1 Μαΐου 2004, Αθήνα 
 
7. Α. ∆ερµιτζάκης, Μ. Ξυπάκης, Μ. ∆ασκαλάκη, Α. Σελιανάκης, Κ. Τσουτσουµάνου, Κ. 
Μεϊδάνης, Ε. Παπαδάκης, Θ.Ε. ∆ερµιτζάκη, Γ. Στρατηγάκης. ∆ιατάσεις δεξιού κόλπου 
επί εµφράγµατος δεξιάς κοιλίας. 30ο Πανελλήνιο Ιατρικό Συνέδριο, 27 Απριλίου- 1 Μαΐου 
2004, Αθήνα 
 
8. Κ. Τσουτσουµάνου, Γ. Αποστολάκης, Κ. Μεϊδάνης, Ε. Λαµπρογιαννάκης, Α.Γ. 
Αποστολάκη, Α. ∆ερµιτζάκης, Γ. Στρατηγάκης, Λ. Πλουµίδης, Ε. Αστρινάκη, Α. 
Κιούλπαλης, Α. Κοζύρη, Η. Χαραλάµπους, Ε. Παπαδάκης, Γ. Νικολαΐδης. 
Υπολιπιδαιµική αγωγή και επίπεδα χοληστερίνης στους ασθενείς µε στεφανιαία νόσο σε 
σύγκριση µε τους ασθενείς µε καρδιακή ανεπάρκεια τελικού σταδίου. 5P

ο
P Πανελλήνιο 

Συνέδριο Καρδιακής Ανεπάρκειας, 6-8 Φεβρουαρίου 2004, Αθήνα 
 
9.Ε. Παπαδάκης, Ε. Αστρινάκη, Ο. Κουργιεράκη, Ε. Ζαµπουλάκης, Μ. Σταυρουλάκη, Σ. 
Καρβουνάρης, Χ. Μακρυγιαννάκη, Σ. Μανουσάκης, Α. Συκιανάκης, Α. Κιούλπαλης, Η. 
Χαραλάµπους, Γ. Βρούχος. ∆ιερεύνηση των αιτιών εισόδου στη Μονάδα Εντατικής 
Θεραπείας Βενιζελείου Νοσοκοµείου. 12P

ο
P Παγκρήτιο Ιατρικό Συνέδριο, 28-31 Οκτωβρίου 

2004, Ελούντα Κρήτης 
 
10. Σ. Καρβουνάρης, Η. Χαραλάµπους, Ε. Λαµπρογιαννάκης, Μ. Ζηδιανάκης, Ε. Φωτάκη, 
Σ. Μανουσάκης, Ε. Παπαδάκης, Γ. Βρούχος. ∆ιερεύνηση της διάρκειας νοσηλείας 
ασθενών µε οξύ έµφραγµα του µυοκαρδίου στη στεφανιαία µονάδα ανά έτος. 12P

ο
P 

Παγκρήτιο Ιατρικό Συνέδριο, 28-31 Οκτωβρίου 2004, Ελούντα Κρήτης 
 
11. Α. ∆ερµιτζάκης, Α. Ζαχαράκη, Κ. Τσουτσουµάνου, Γ. Αβραµάκης, Α. Σελιανάκης, Α. Αποστολάκη, 
Γ. Αποστολάκης, Ε. Παπαδάκης, Γ. Νικολαΐδης. Επίδραση της αµιοδαρόνης στη λειτουργικότητα της 
αορτής. 25P

ο
P Πανελλήνιο Καρδιολογικό Συνέδριο, 17-20 Νοεµβρίου 2004, Αθήνα 

 
12. Α. ∆ερµιτζάκης, Α. Ζαχαράκη, Κ. Τσουτσουµάνου, Ε. Λαµπρογιαννάκης, Α. Σελιανάκης, Ε. 
Παπαδάκης, Γ. Νικολαΐδης. Οι µεταεκτακτοσυστολές εκφράζουν καλύτερα τη διαστολική λειτουργία 
της ΑΡ κοιλίας; 25P

ο
P Πανελλήνιο Καρδιολογικό Συνέδριο, 17-20 Νοεµβρίου 2004, Αθήνα. 



 13

 
Ξένες γλώσσες 
 
α) UΑγγλικά U                                                                  First certificate in English. 
                                                                                   University of Cambridge (Lower) 
                                                                                                 Grade: A                                           
 
Εµπειρία σε Η/Υ      
 

•    Λειτουργικά συστήµατα:           
                                                                                 MS-DOS, MS-Windows 

•    Γλώσσα προγραµµατισµού:Pascal 
•    Μηχανοργάνωση: Office for 

                                                                                 Windows 
•    Εµπειρία σε σύστηµα Mackintosh 
•    Σεµινάριο «Καταγραφή, 

                                                                                 ∆ιαχείριση, ανάλυση και 
                                                                                 στατιστική αξιοποίηση ιατρικών 
                                                                                 δεδοµένων». Ηράκλειο Κρήτης 
                                                                                 15-30 Μαΐου 2004 
Εκπαιδευτικό έργο ως εκπαιδευτής:  
                                                                         Ειδικότητα Χειρουργικής Νοσηλευτικής 
                                                                         Β.Π.Γ.Ν.Η. έτους 2003-2004,  
                                                                         στα µαθήµατα «Χηµειοθεραπεία και 
                                                                         άρρωστος» και «Χηµειοθεραπευτικές  
                                                                         διαδικασίες» 
 
 
 
 
Επιµορφωτικά Σεµινάρια 
 
 1) Σύσταση τροφίµων και ανάλυση. 1-5 Αυγούστου 1994. Ιατρική σχολή, Πανεπιστήµιο 
Κρήτης. 
2) 6 P

th
P Postgraduate Seminar Course in Liver Neoplasias-Therapeutic Options. 

October 1-3, 1999. Heraκlion, Crete, Greece. 
3) 9 P

ο
P Πανελλήνιο Αιµατολογικό Συνέδριο. Νοέµβριος 12-15, 1998. Ηράκλειο, Κρήτης. 

4) 3rd World Congress on Advances in Oncology and 1st International Symposium on 
Molecular Medicine. October 15-17, 1998. Island of Crete, Greece. 
5) 5th World Congress on Advances in Oncology and 3rd International Symposium on 
Molecular Medicine. October 19-21, 2000. Ηeraκlion, Greece. 
6) 6th World Congress on Advances in Oncology and 4th International Symposium on 
Molecular Medicine. October 18-20, 2001. Ηeraklion, Greece. 
7) 7 P

th
P World Congress on Advances in Oncology and 5 P

th
P International Symposium on 

Molecular Medicine. October 10-12, 2003. Hersonissos, Crete, Greece 



 14

8) 8 P

th
P World Congress on Advances in Oncology and 6 P

th
P International Symposium on 

Molecular Medicine. October 16-18, 2003. Hersonissos, Crete, Greece 
9) 11 P

ο
P Παγκρήτιο Ιατρικό Συνέδριο. Χανιά, 1-3 Νοεµβρίου 2002 

10)ΑΘΗΡΟΘΡΟΜΒΩΣΗ: Σύγχρονες απόψεις και αµφιλεγόµενα θέµατα. 17 Απριλίου 
2002, Ηράκλειο Κρήτης 
11) 16 P

ο
P ∆ιαπανεπιστηµιακό Ιατρικό Συµπόσιο. 21-23 Ιουνίου 2002. Χερσόνησος, 

Ηράκλειο Κρήτης 
12) 9 P

ο
P Παγκρήτιο Ιατρικό Συνέδριο. Ηράκλειο Κρήτης, 5-8 Νοεµβρίου 1998 

13) 8 P

η
P Μετεκπαιδευτική Παιδιατρική Ηµερίδα. 29 Μαρτίου 1998, Ηράκλειο Κρήτης 

14) 7 P

ο
P Πανελλήνιο Συνέδριο Μαιευτικής και Γυναικολογίας. Ηράκλειο, 14-17 Μαΐου 1997 

15) 4 P

ο
P ∆ιαπανεπιστηµιακό Ουρολογικό Συµπόσιο/ 3P

ο
P Συµπόσιο Ελληνογερµανικού 

Συνδέσµου Ουρολόγων. 12-16 Ιουνίου 1997, Ηράκλειο Κρήτης 
16) 2 P

ο
P Επιστηµονικό Συνέδριο Φοιτητών Ιατρικής Ελλάδος/ 2P

ο
P Πανευρωπαϊκό Συµπόσιο 

Φοιτητών Ιατρικής. Θεσσαλονίκη 3-5 Μαΐου 1996 
17) 9 P

ο
P ∆ιαπανεπιστηµιακό Ιατρικό Συµπόσιο. Πανεπιστήµιο Κρήτης 17-19 Νοεµβρίου 

1995 
18) Μαθήµατα Βασικής Ανοσολογίας. Ιατρική Σχολή Πανεπιστηµίου Κρήτης, 20/2/1996- 
14/5/1996 
19) Ηµερίδα: Από τον τραυµατισµό στην επανένταξη. 16/12/1995, Ηράκλειο Κρήτης 
20) Εκπαιδευτική ηµερίδα Καρδιολογικής Κλινικής Πε.Πα.Γ.Ν.Η., Ηράκλειο 3 
Οκτωβρίου 1995 
21) Σεµινάριο Κλινικής Γαστρεντερολογίας. 14 Μαρτίου 1998, Ιατρική Σχολή 
Πανεπιστηµίου Κρήτης 
22) 7 P

ο
P ∆ιαπανεπιστηµιακό Συνέδριο Ακτινολογίας. 24-26 Οκτωβρίου 1997, Ηράκλειο 

Κρήτης 
23) Επιστηµονικό Συµπόσιο «Πολυπαραγοντική προσέγγιση του καρδιαγγειακού 
κινδύνου: Μια πρόκληση για το µέλλον». Ηράκλειο 28-29 Νοεµβρίου 2003 
24) 1 P

ο
P Παγκρήτιο Συµπόσιο Επεµβατικής Καρδιολογίας. Ηράκλειο 7 Φεβρουαρίου 2004 

25) Σεµινάριο «Καταγραφή, ∆ιαχείριση, ανάλυση και στατιστική αξιοποίηση ιατρικών 
δεδοµένων». Ηράκλειο Κρήτης 15-30 Μαΐου 2004 
26) 30 P

ο
P Ετήσιο Πανελλήνιο Ιατρικό Συνέδριο. Αθήνα 27 Απριλίου- 1 Μαΐου 2004. 

26) 17 P

ο
P Πανελλήνιο Συνέδριο Γαστρεντερολογίας. Ηράκλειο Κρήτης, 29/10- 2/11/1997 

27) 15 P

ο
P Πανελλήνιο Συνέδριο Ελλήνων Νευρολόγων. Ηράκλειο Κρήτης 15-18 Οκτωβρίου 

1997 
28) 14 P

ο
P Συµπόσιο Καρδιολογικής Κλινικής Πανεπιστηµίου Κρήτης (Pulse and Cardio 

Electrics 2004): ∆ιαγνωστικές και Θεραπευτικές Εξελίξεις στην Καρδιολογία. Ηράκλειο 
2-4 Ιουλίου 2004 
29) 9 P

th
P World Congress on Advances in Oncology and 7 P

th
P International Symposium on 

Molecular Medicine. Hersonissos, Crete, Greece. October 14-16, 2004 
30) 12 P

ο
P Παγκρήτιο Ιατρικό Συνέδριο, 28-31 Οκτωβρίου 2004, Ελούντα Κρήτης 

31) 25 P

ο
P Πανελλήνιο Καρδιολογικό Συνέδριο, 17-20 Νοεµβρίου 2004, Αθήνα 

ΠΕΡΙΛΗΨΗ 
  
 
 



 15

 
 Ο καρκίνος του µαστού αποτελεί µια από τις δυο συχνότερες µορφές καρκίνου που 

προσβάλλουν τις γυναίκες στον οικονοµικά ανεπτυγµένο κόσµο. Οι κυριότεροι προδιαθεσικοί 

παράγοντες της νόσου είναι το οικογενειακό ιστορικό, η έκθεση σε ορµόνες, η έκθεση σε ακτινοβολία, 

καλοήθεις υπερπλαστικές αλλοιώσεις στο µαστό, προηγούµενο ιστορικό καρκίνου του µαστού στο 

άτοµο καθώς και η πρόσληψη αλκοόλ και ζωικών λιπών.  

Ο καρκίνος του µαστού παρουσιάζει υπερπλαστική πορώδη ή επιθηλιακή λοβώδη ανάπτυξη µε 

σταδιακή εµφάνιση γενετικών αλλαγών (συµπεριλαµβανοµένων αυτών στα ογκογονίδια και τα 

ογκοκατασταλτικά γονίδια) που οδηγεί σε µονοκλωνική ανάπτυξη προοδευτικά κακοηθών κυττάρων. 

Η συµµετοχή συγκεκριµένων κυτταρικών γονιδίων στο καρκίνο του µαστού καθώς και η προσπάθεια 

αναζήτησης του επακριβούς ρόλου τους αποκτά ιδιαίτερο ενδιαφέρον λόγω της υψηλής συχνότητας της 

νόσου. 

 Στην παρούσα µελέτη έγινε προσπάθεια να µελετηθούν οι γενετικοί τόποι που επηρεάζουν 

άµεσα την λειτουργία των ογκοκατασταλτικών γονιδίων ΑΤΜ και p53 καθώς και του ογκογονιδίου H-

ras σε υλικό βιοψιών από γυναίκες µε σποραδικό καρκίνο του µαστού.    

Το ογκοκατασταλτικό γονίδιο ΑΤΜ είναι ένα πρόσφατα κλωνοποιηµένο γονίδιο. Εδράζεται στην 

περιοχή 11q23.1 και εµπλέκεται συχνά στην ανάπτυξη του συνδρόµου της Αταξίας Τηλαγγειεκτασίας, 

καθώς και στο σποραδικό καρκίνο του µαστού. Οι ετερόζυγοι φορείς του γονιδίου ΑΤΜ διατρέχουν 

αυξηµένο κίνδυνο ανάπτυξης της νόσου. Βασισµένοι στα ερευνητικά ευρήµατα της µελέτης αυτής, 

δείξαµε ότι το ποσοστό της ετεροζυγωτίας στο  ΑΤΜ γονίδιο ήταν σχετικά αυξηµένο στα δείγµατα των 

γυναικών µε καρκίνο του µαστού σε σχέση µε τα δείγµατα των φυσιολογικών γυναικών. 

  Το γονίδιο Η-ras κωδικοποιεί την πρωτεΐνη Ρ21. Η ενεργοποίηση του συγκεκριµένου 

ογκογονιδίου εµπλέκεται στην καρκινογένεση του µαστού. Το Η-ras περιέχει µια πολυµορφική περιοχή 

στο πρώτο εσώνιο κοντά στο 5’ άκρο του γονιδίου. Τα αλλήλια Ρ1, Ρ2 και Ρ3 περιέχουν αντίστοιχα 4, 2 

και 3 επαναλήψεις ενός συγκεκριµένου εξανουκλεοτιδίου στην περιοχή αυτή. Επίσης, το Η-ras φέρει 

περιοχή mini satellite DNA,  τη VTR, περίπου 1000 βάσεις µετά το τέλος του γονιδίου, που εµφανίζει 

ανισορροπία σύνδεσης (linkage disequilibrium) µε την προηγούµενη περιοχή. Στα συγκεκριµένα 

δείγµατα µελετήθηκε η παρουσία των διαφόρων αλληλίων και διαπιστώθηκε διαφορά στην κατανοµή 

τους ανάµεσα στα καρκινικά και τα φυσιολογικά δείγµατα. Η οµοζυγωτία του Ρ1 ήταν το κυρίαρχο 

γεγονός στις γυναίκες µε καρκίνο του µαστού και το αλλήλιο Ρ1 ήταν επίσης το συχνότερο. 
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Στην παρούσα µελέτη ερευνήθηκε και η παρουσία γενετικής αστάθειας στην περιοχή VTR του 

γονιδίου H-ras σε ζεύγη δειγµάτων φυσιολογικού και καρκινικού ιστού από νεοπλασία µαστού. Η 

περιοχή VTR εντοπίζεται περίπου 1000 νουκλεοτιδικές βάσεις µετά από τη θέση πολυαδενυλίωσης και 

προκύπτει από την επανάληψη µιας αλληλουχίας 28 βάσεων. Η αλληλουχία αυτή επαναλαµβάνεται 30 

ως 100 φορές. Εµφανίστηκε αστάθεια στον αριθµό επαναλήψεων του πυρήνα επανάληψης σε µικρό 

ποσοστό ενώ δεν εµφανίστηκε φαινόµενο απώλειας ετεροζυγωτίας. 

Το ογκοκατασταλτικό γονίδιο της p53 παρουσιάζει πολυµορφισµό στο αµινοξύ 72 της 

πρωτεΐνης Ρ53, όπου εµφανίζεται είτε το αµινοξύ της προλίνης είτε το αµινοξύ της αργινίνης. Η 

οµοζυγωτία της αργινίνης θεωρείται πιθανός προδιαθεσικός παράγοντας σε διάφορες µορφές καρκίνου. 

Ο γονότυπος της p53 προσδιορίστηκε στα δείγµατα καρκίνου του µαστού καθώς και σε φυσιολογικά 

δείγµατα.  Ταυτόχρονα έγινε προσπάθεια ανίχνευσης των συσχετίσεων µεταξύ των κλινικοπαθολογικών 

παραµέτρων των ασθενών και της γενετικής σύστασης του κωδικονίου 72 της πρωτεΐνης Ρ53. Από την 

παρούσα µελέτη προκύπτει ότι η οµοζυγωτία της αργινίνης στα καρκινικά δείγµατα απαντάται µε 

σηµαντικά µεγαλύτερη συχνότητα σε σχέση µε την οµάδα ελέγχου, ενώ όλα τα αποτελέσµατα 

επεξεργάστηκαν στατιστικά για πιθανές συσχετίσεις µεταξύ τους.    

 Η ταυτόχρονη ανίχνευση γενετικών αλλοιώσεων σε αυτούς τους γενετικούς τόπους, αποτελεί 

πιθανώς ένα σηµαντικό βήµα για την δηµιουργία  µέρους των καρκίνων αυτών, ενώ δεν αποκλείεται η 

αλληλεπίδραση και η συνεργιστική δράση µε άλλους παράγοντες.       
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ABSTRACT 
 

 Breast cancer is one of the two most common types of cancer affecting women in the developed 

world. The etiology of breast cancer is multifactorial, and the most important predisposing factors are 

family history, hormonal exposure, radiation exposure, benign hyperplastic breast lesions, previous 

history of breast cancer, alcohol intake, and animal fat intake. 

 Breast cancer manifests with hyperplastic ductal or epithelial lobular growth, with gradual 

development of genetic alterations (including those concerning oncogenes and tumor suppressor genes) 

leading to monoclonal development of gradually malignant cells. 

 The participation of specific genes in breast cancer, together with the effort to discover their 

exact role, is of great interest because of the disease’s high incidence. 

 In the present study, the implication of tumor suppressor genes ATM and p53 along with the 

oncogene H-ras was investigated in biopsies from women with sporadic breast cancer. 

 The tumor suppressor gene ATM is a recently cloned gene. It is located in 11q23.1, and is often 

implicated in the development of the Ataxia-Telangiectasia syndrome and sporadic breast cancer. ATM 

heterozygous gene carriers bear a greater risk of developing breast cancer. In the lesions examined, ATM 

heterozygosity was elevated in sporadic breast cancer and could represent a potential risk factor for 

tumorigenesis in the breast. 

 H-ras is a member of the ras family of genes, codes for P21, and its’ activation has been reported 

to be correlated with breast carcinogenesis. The first intron of H-ras gene (HRM) possesses a 

polymorphic site near the 5’ end of the gene. Alleles P1, P2, and P3 contain 4, 2 and 3 repetitions of a 

single hexanucleotide region respectively. Moreover, H-ras bears a minisatellite VTR, at the 3’ end of 

the gene, which displays linkage disequilibrium with HRM. There was a significant overrepresentation 

of P1 in the investigated breast cancer lesions. Our results possibly indicate that P1 homozygosity may 

represent a potential risk factor for breast carcinogenesis.  

Alterations of the VTR minisatellite at the 3’ end of the H-ras gene were detected. In a single 

case, a shift in the mobility of the VTR alleles was observed after comparison of the amplification 

patterns of VTR between normal and breast cancer tissue. 

 P53 gene is polymorphic at amino acid 72 of  its’ encoding protein, resulting in an arginine or 

proline amino acid residue. It is suggested that p53 Arg homozygosity could represent a risk factor for 
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patients with breast cancer lesions. The results of p53 polymorphism distribution were correlated with 

clinicopathological parameters of the patients, but no statistical correlation was observed. In the present 

study, there was an overrepresentation of homozygous p53 Arg compared to heterozygous or 

homozygous Pro alleles.  

     In conclusion, detection of multiple alterations in these genetic loci may be an important step 

in the early diagnosis of breast cancer, while interactions with other factors can not be excluded.  
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ ΠΡΩΤΟ 
 

ΚΑΡΚΙΝΟΣ ΤΟΥ ΜΑΣΤΟΥ 
 
 

1.1 Γενικά 
 
 Στο µαστό του ανθρώπου συναντώνται διάφοροι τύποι καρκίνου, ο καθένας από τους οποίους 

χαρακτηρίζεται από µια συγκεκριµένη ιστολογική εµφάνιση. Ο όρος Καρκίνος του Μαστού συνήθως 

αναφέρεται στο αδενοκαρκίνωµα, το οποίο είναι το πιο συχνό κακόηθες νεόπλασµα στο µαστό και µαζί 

µε τον καρκίνο του πνεύµονα, ένας από τους δύο πιο συχνούς καρκίνους στις γυναίκες του 

αναπτυγµένου κόσµου. Οι πιο σπάνιοι πρωτοπαθείς καρκίνοι του µαστού περιλαµβάνουν το φυλλοειδές 

κυστεοσάρκωµα, διάφορα σαρκώµατα και λεµφώµατα. Καρκίνοι από άλλες πρωτοπαθείς εστίες όπως 

το δέρµα (µελάνωµα), ο πνεύµονας, οι ωοθήκες, η µήτρα, ο προστάτης και η ουροδόχος κύστη µπορούν 

µερικές φορές να δώσουν µεταστάσεις στο µαστό, και οι µεταστάσεις του καρκίνου του µαστού στον 

αντίθετο µαστό δεν είναι σπάνιες. 

 Ο καρκίνος του µαστού περιστασιακά διαγιγνώσκεται και στους άνδρες, σε ένα ποσοστό που 

φθάνει περίπου το 1% της επίπτωσής του στις γυναίκες. Ο καρκίνος του µαστού στις γυναίκες αποτελεί 

µια από τις παλαιότερες ασθένειες στην ιατρική βιβλιογραφία, έχοντας περιγραφεί σε αρχαία 

Αιγυπτιακά κείµενα. Έχει υπάρξει επίσης ένας από τους πιο καλά µελετηµένους καρκίνους και 

παραµένει στο επίκεντρο της προσοχής της σύγχρονης επιστήµης. Αν και έχουν πραγµατοποιηθεί 

σηµαντικές πρόοδοι στην κατανόηση, διάγνωση, και κλινική αντιµετώπιση του καρκίνου του µαστού, 

δεν έχει επιτευχθεί ακόµα ενιαία θεραπεία όλων των περιπτώσεων (Humes HD et al, 2000). 

 

1.2 Στοιχεία ανατοµικής 

 

 Φυσιολογικά ο µαστός αποτελείται από εξειδικευµένο επιθηλιακό µαζικό ιστό, ένα εξωτερικό 

στρώµα δέρµατος, υποδόριο λίπος και συνδετικό ιστό, νεύρα, αίµα και λεµφαγγεία, και υποστηρικτική 

µεσοκυττάρια ουσία. Ο εξειδικευµένος µαζικός ιστός αποτελείται από πολυάριθµους πόρους, 

τοποθετηµένους σε διαπλεκόµενες δενδροειδείς δοµές  που έχουν τη ρίζα τους στη θηλή και 



 21

καταλήγουν στα εκκριτικά λοβία. Η θηλή περιβάλλεται από µια σκουρόχρωµη άλω. Επειδή η ανάπτυξη 

του µαζικού ιστού επηρεάζεται θετικά από τις γυναικείες ορµόνες, συµπεριλαµβανοµένης της 

προγεστερόνης και των οιστρογόνων, ο ανδρικός µαστός είναι ανατοµικά άρτιος αλλά πλήρως 

υποπλαστικός σε σύγκριση µε αυτόν των θηλέων µετεφηβικής ηλικίας. 

 Τα περισσότερα αδενοκαρκινώµατα του µαστού φαίνεται ότι ορµώνται από τα πορώδη 

επιθηλιακά κύτταρα που βρίσκονται κοντά στην ή ακριβώς πάνω στην ένωση ενός πόρου µε ένα λοβίο. 

Αυτοί οι καρκίνοι µπορεί να είναι in situ  ή διηθητικοί. Τα καρκινώµατα in situ ταξινοµούνται 

περαιτέρω ως λοβώδη καρκινώµατα in situ (LCIS) ή πορώδη καρκινώµατα in situ (DCIS). Το πορώδες 

in situ καρκίνωµα καλείται συχνά και ενδοπορώδες, ένας όρος που συχνά αποδίδεται εσφαλµένα στο 

διηθητικό πορώδες καρκίνωµα. Το DCIS  και το LCIS δεν διηθούν το παρέγχυµα ή το συνδετικό ιστό 

του µαστού και έχουν πολύ χαµηλή πιθανότητα να δώσουν µεταστάσεις. Τα διηθητικά 

αδενοκαρκινώµατα του µαστού που διηθούν τους γύρω φυσιολογικούς ιστούς κατατάσσονται επίσης σε 

λοβώδη και πορώδη, µε τα τελευταία να υπερέχουν σε συχνότητα. Περίπου 15% των καρκίνων του 

µαστού έχουν «ειδικούς» ιστολογικούς  χαρακτήρες, συµπεριλαµβανοµένων των βλεννωδών, θηλωδών, 

µυελωδών, σωληνωδών, και αδενοειδών κυστικών υποτύπων. 

 Η ικανότητα των καρκινικών κυττάρων να αναπτύσσονται στο φυσιολογικό µαζικό παρέγχυµα 

καθώς και στο συνδετικό ιστό καλείται διήθηση. Αυτή η ιδιότητα σχετίζεται µε την ικανότητα των 

κυττάρων αυτών να αναπτύσσονται σε σηµεία διαφορετικά από τον ίδιο το µαστό, 

συµπεριλαµβανοµένων και µη παρακείµενων ιστών- µια διαδικασία που καλείται µετάσταση. Τα 

καρκινικά κύτταρα αποκτούν πρόσβαση σε άλλους ιστούς µέσω της ροής του αίµατος και της λέµφου. 

Η πιο συχνή εστία µετάστασης είναι οι µασχαλιαίοι λεµφαδένες. Ο αριθµός των µασχαλιαίων 

λεµφαδένων που περιέχουν καρκινικά κύτταρα είναι ένας καλός δείκτης της τάσης του πρωτοπαθούς 

καρκίνου να µεθίσταται σε απώτερα ανατοµικά σηµεία όπως τα οστά, οι πνεύµονες, το ήπαρ, και ο 

εγκέφαλος. 
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1.3 Σταδιοποίηση 

 

 Ο καρκίνος του µαστού µπορεί να σταδιοποιηθεί µε τον υπολογισµό του µεγέθους του όγκου 

(Τ), τη διήθηση των λεµφαδένων (Ν), και την παρουσία ή απουσία µεταστάσεων (Μ). Η ταξινόµηση 

ΤΝΜ για τον καρκίνο του µαστού που καθιερώθηκε από τη ∆ιεθνή Ένωση Κατά του Καρκίνου (Union 

International Contra le Cancrum) και την Αµερικάνικη Επιτροπή για τη Σταδιοποίηση του Καρκίνου 

(AJCC, 1999) φαίνεται στον Πίνακα 1.1. 

 

Πίνακας 1.1 Ταξινόµηση TNM για τον καρκίνο του µαστού 

 

Τ (Μέγεθος όγκου)  

Tis In situ 

T1 ≤ 2 cm 

T2       2 -5 cm 

T3 > 5 cm 

T4 Επέκταση στο θωρακικό τοίχωµα ή το δέρµα 

Ν (Λεµφαδενική συµµετοχή)  

N0 Καµία 

Ν1 Ευκίνητος, σύστοιχος µασχαλιαίος 

Ν2 Καθηλωµένος, σύστοιχος µασχαλιαίος 

Ν3 Εσωτερικός µαστικός 

Μ (Μεταστάσεις)  

Μ1 Συµπεριλαµβάνει υπερκλείδιους λεµφαδένες 

ΣΤΑ∆ΙΑ  

0 Tis 

I T1N0 

IIA T1N1 

 T2N0 

IIB T2N1 
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 T3N0 

IIIA T3N1 

 Οποιοδήποτε Ν2 

IIIB Οποιοδήποτε Ν3 

 Οποιοδήποτε T4 

IV M1 

 

Η κατάλληλη σταδιοποίηση επιτυγχάνεται µε την ιστολογική εξέταση δείγµατος από το µαστό 

και τους µασχαλιαίους λεµφαδένες, τη φυσική εξέταση, την ακτινογραφία του θώρακα, καθώς και την 

εκτίµηση ορολογικών δεικτών όπως οι ηπατικές τρανσαµινάσες και οι διάφορες µορφές της αλκαλικής 

φωσφατάσης. Η φυσική εξέταση δεν είναι αξιόπιστος τρόπος εκτίµησης της συµµετοχής των 

µασχαλιαίων λεµφαδένων γιατί οι λεµφαδένες µπορεί να συµµετέχουν χωρίς να είναι ψηλαφητοί, και οι 

ψηλαφητοί λεµφαδένες δεν είναι όλοι θετικοί ιστολογικά για καρκίνο. Πρόσφατα έχει αναπτυχθεί και  

διαδοθεί µια τεχνική για την εκτίµηση της συµµετοχής των µασχαλιαίων λεµφαδένων, που ονοµάζεται 

χαρτογράφηση του λεµφαδένα φρουρού (sentinel lymph node mapping) (Krag et al, 1998). Η τεχνική 

αυτή χρησιµοποιήθηκε για πρώτη φορά στη θεραπεία του µελανώµατος. Κατά τη  διαδικασία εισάγεται 

χρωστική ή ραδιενεργός ανιχνεύσιµη ουσία στο µαστό κατά την ώρα της εκτοµής του όγκου και 

αφαιρείται ο ένας ή περισσότεροι λεµφαδένες που προσλαµβάνουν πρώτοι την ουσία. Αν αυτοί οι 

λεµφαδένες- φρουροί δεν περιέχουν καρκινικά κύτταρα, υπάρχει πολύ µεγάλη πιθανότητα και η 

υπόλοιπη µασχάλη να είναι ελεύθερη νόσου. Αυτό το γεγονός απαλλάσσει τον ασθενή από µια άχρηστη 

επέµβαση στη µασχάλη, και επιτρέπει στον παθολογοανατόµο να επικεντρωθεί στους λεµφαδένες που 

έχουν αφαιρεθεί.  

 Οι περισσότεροι ασθενείς στη Βόρεια Αµερική και την Ευρώπη παρουσιάζονται µε νόσο 

σταδίου  I ή ΙΙ. Ο καρκίνος σταδίου I, µε µικρές βλάβες και χωρίς συµµετοχή της µασχάλης, έχει την 

καλύτερη πρόγνωση. Ο καρκίνος σταδίου II συσχετίζεται µε µεγαλύτερο κίνδυνο τελικής συστηµατικής 

υποτροπής. Ο βαθµός της λεµφαδενικής συµµετοχής µπορεί να ποσοτικοποιηθεί µε τον αριθµό των 

λεµφαδένων που συµµετέχουν, και ο παρονοµαστής (συνολικός αριθµός των λεµφαδένων που 

αφαιρέθηκαν) υποδηλώνει τον επαρκή αριθµό των λεµφαδένων που αφαιρέθηκαν.  

 Οι τοπικά προχωρηµένοι καρκίνοι του µαστού (κυρίως σταδίου III) είτε είναι µεγαλύτεροι από 5 

εκ. σε µέγεθος και διηθούν το δέρµα ή το µυϊκό τοίχωµα, είτε συσχετίζονται µε καθηλωµένους, 
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ιστολογικά θετικούς µασχαλιαίους λεµφαδένες. Η πρόγνωσή τους είναι χειρότερη από αυτήν των 

πρωϊµότερων σταδίων, αλλά η έκβαση εξακολουθεί να εξαρτάται σε µεγάλο βαθµό από τον αριθµό των 

λεµφαδένων που συµµετέχουν. Ασθενείς µε καρκίνο µαστού σταδίου III παρουσιάζονται κυρίως σε 

οικονοµικώς αναπτυσσόµενα µέρη του κόσµου, µάλλον λόγω αποτυχίας πρώιµης διάγνωσης και όχι 

λόγω ραγδαίως εξελισσόµενης νόσου.  

 Οι καρκίνοι σταδίου IV εµφανίζουν στοιχεία µεταστατικής νόσου σε περιοχές εκτός του µαστού 

και της µασχάλης, συµπεριλαµβανοµένων, µετά την επανασταδιοποίηση του 1988, και των 

υπερκλείδιων λεµφαδένων.  

 Η σταδιοποίηση TNM αναπτύχθηκε πρωτίστως για να υποβοηθήσει την απόφαση για 

χειρουργική επέµβαση. Αυτό συµβαίνει γιατί οι περισσότεροι καρκίνοι σταδίου I, αρκετοί σταδίου II, 

και κάποιοι σταδίου III µπορούν να θεραπευθούν µε τοπική θεραπεία µόνο. Οι ασθενείς µε καρκίνο 

προχωρηµένου σταδίου ΙΙΙ καθώς και σταδίου IV δεν θεραπεύονται µόνο µε χειρουργική επέµβαση, αν 

και µπορεί να έχει ένδειξη µια χειρουργική προσέγγιση για να επιτευχθεί τοπικός έλεγχος της νόσου. Οι 

παθολόγοι-ογκολόγοι χρησιµοποιούν την ταξινόµηση TNM αλλά επίσης κατηγοριοποιούν τους 

ασθενείς και µε βάση τον αριθµό των µασχαλιαίων λεµφαδένων που συµµετέχουν. Αυτή η 

κατηγοριοποίηση έχει οδηγήσει και συνεχίζει να διευκολύνει την απόφαση για συστηµατική επικουρική 

χηµειοθεραπεία, αν και οι µοντέρνες χηµειοθεραπευτικές πρακτικές αρχίζουν να γίνονται τόσο 

αποτελεσµατικές που µπορεί σύντοµα να φθάσουµε σε ένα σηµείο στο οποίο όλοι οι ασθενείς θα 

λαµβάνουν την ίδια χηµειοθεραπεία ανεξαρτήτως σταδίου. 

 

 

1.4 Επίπτωση και επιδηµιολογικά στοιχεία 

 

Ο καρκίνος του µαστού και ο καρκίνος του πνεύµονα είναι οι πιο συχνές κακοήθειες στις 

γυναίκες στον οικονοµικά αναπτυγµένο κόσµο. Κατά το έτος 2004, υπολογίζεται ότι 193.700  νέες 

περιπτώσεις καρκίνου του µαστού (31% όλων των καρκίνων) διεγνώσθησαν στις Ηνωµένες Πολιτείες 

(American Cancer Society). Ένας από τους σηµαντικότερους παράγοντες κινδύνου για την ανάπτυξη 

του καρκίνου του µαστού στις γυναίκες είναι η ηλικία. Μεταξύ του 1995 και του 1997, η πιθανότητα 

για την ανάπτυξη καρκίνου του µαστού ήταν 0,44% για γυναίκες µικρότερες των 39 ετών, 4,15% για 

γυναίκες ηλικίας 40- 59 ετών, και 7,02% για γυναίκες ηλικίας 60- 79 ετών. Η υπολογιζόµενη 
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πιθανότητα ανάπτυξης καρκίνου του µαστού καθ’ όλη τη διάρκεια της ζωής µιας γυναίκας είναι 12,83% 

(1 στις 8). Η πιθανότητα ανάπτυξης καρκίνου του µαστού είναι υψηλότερη στις λευκές γυναίκες σε 

σχέση µε οποιαδήποτε άλλη φυλή. Γυναίκες µε ιστορικό καρκίνου του µαστού αναπτύσσουν 

αµφίπλευρο καρκίνο µε ρυθµό λίγο µεγαλύτερο του 1% κατ’ έτος. Αυτός ο κίνδυνος, παρ’ όλ’ αυτά, δεν 

κατανέµεται οµοιόµορφα στον πληθυσµό: οι γυναίκες µε συγκεκριµένη γενετική προδιάθεση, ή αυτές 

που έχουν εκτεθεί σε ακτινοβολία (όπως για παράδειγµα για τη θεραπεία της νόσου του Hodgkin) 

σαφώς διατρέχουν υψηλότερο κίνδυνο. 

 Ο καρκίνος του µαστού γίνεται όλο και πιο συχνός, αν και παραµένει ασαφές το αν αυτό το 

γεγονός οφείλεται στην αυξανόµενη ηλικία του πληθυσµού, την αποτελεσµατικότητα της διάγνωσης 

µέσω της µαστογραφίας, ή µια πραγµατική αλλαγή στο χαρακτήρα της ασθένειας. Η Ευρώπη, ο 

Καναδάς, οι Η.Π.Α., η Αυστραλία, και οι ανεπτυγµένες περιοχές της Ν. Αµερικής παρουσιάζουν 

υψηλότερα ποσοστά σε σχέση µε τις περισσότερες χώρες της Ασίας. Αν και δεν υπάρχουν αποδεικτικά 

στοιχεία ότι το προσλαµβανόµενο µε τη διατροφή λίπος (ή οι συνολικές θερµίδες, οι οποίες είναι 

αναπόσπαστα συνδεδεµένες µε την περιεκτικότητα σε λίπος) είναι αιτιολογικός παράγοντας σε µια 

χώρα, φαίνεται ότι οι κοινωνίες που αποτελούνται από άτοµα που καταναλώνουν λιγότερο λίπος, 

λιγότερες θερµίδες, και περισσότερα λαχανικά, παρουσιάζουν λιγότερα περιστατικά καρκίνου του 

µαστού. Η καθηµερινή κατανάλωση ενός ποτηριού αλκοόλ ή περισσότερο σχετίζεται µε αυξηµένο 

κίνδυνο ανάπτυξης καρκίνου του µαστού, ιδιαίτερα µεταξύ των νεαρότερων γυναικών. Η συσχέτιση 

παρά ταύτα δεν είναι γραµµική, και ισχυροποιείται όσο περισσότερο αλκοόλ καταναλώνεται. 

 

 

1.5 Αιτιολογικοί παράγοντες 

 

 Η αιτιολογία του καρκίνου του µαστού είναι καθαρά πολυπαραγοντική (Πίνακας 1.2). Το 

οικογενειακό ιστορικό είναι ένα κύριο συστατικό του προφίλ συνολικού κινδύνου. Η παρουσία 

καρκίνου του µαστού σε πρώτου βαθµού συγγενή (µητέρα ή αδελφή) αυξάνει τον κίνδυνο ανάπτυξης 

καρκίνου του µαστού σε µια γυναίκα έως και τρεις φορές. Αυτός ο κίνδυνος γίνεται ακόµα πιο υψηλός 

αν συσχετισθεί µε οικογενειακό ιστορικό αµφίπλευρης νόσου ή προεµµηνοπαυσιακού καρκίνου. Παρ’ 

όλ’ αυτά, υπολογίζεται ότι µόνο 10% των περιστατικών σχετίζεται µε γενετική προδιάθεση. 
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Πίνακας 1.2 Πιθανοί αιτιολογικοί παράγοντες για την ανάπτυξη καρκίνου του µαστού 

 

 

Οικογενειακό ιστορικό 

              Μεταλλαγές γαµετικών κυττάρων 

Έκθεση σε ορµόνες 

              Ηλικία εµµηναρχής 

              Ηλικία εµµηνόπαυσης 

              Ηλικία πρώτης τελειόµηνης κύησης 

              Εξωγενή οιστρογόνα 

              Από του στόµατος αντισυλληπτικά 

              Οιστρογονική υποκατάσταση 

Έκθεση σε ακτινοβολία 

Υπερπλαστικές καλοήθεις αλλοιώσεις του µαστού 

Προηγούµενο ιστορικό καρκίνου του µαστού 

∆ίαιτα 

Κατανάλωση αλκοόλ 

 

 

 

 

Οι µεταλλαγές των γαµετικών κυττάρων µε απαλοιφή του γονιδίου BRCA1, που ανευρίσκεται 

στο χρωµόσωµα 17, και του γονιδίου BRCA2, που χαρτογραφείται στο χρωµόσωµα 13, σχετίζονται µε 

υψηλότερο κίνδυνο για καρκίνο του µαστού και των ωοθηκών. Αν και αυτά τα γονίδια έχουν 

χαρακτηριστικά όµοια µε αυτά των ογκοκατασταλτικών γονιδίων και η λειτουργία τους δεν είναι 

πλήρως αποσαφηνισµένη, υπάρχουν στοιχεία ότι εµπλέκονται στην κυτταρική απάντηση στη βλάβη του 

DNA. Οι µεταλλαγές αυτών των γονιδίων είναι πιο συχνές στα άτοµα µε οικογενειακό ιστορικό 

πρώιµης εµφάνισης καρκίνου του µαστού και των ωοθηκών. Οι µεταλλαγές των BRCA1 και BRCA2 

είναι υπεύθυνες για ένα σηµαντικό ποσοστό των κληρονοµικών καρκίνων του µαστού, πιθανώς µέχρι 
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και 90%, αλλά υπάρχουν στοιχεία ότι και άλλα µη ταυτοποιηµένα γονίδια συµµετέχουν στο σύνδροµο. 

Τα πιο σπάνια οικογενή σύνδροµα που σχετίζονται µε τον καρκίνο του µαστού, που θεωρείται ότι 

κληρονοµούνται κατά τον αυτοσωµικό επικρατούντα χαρακτήρα, συµπεριλαµβάνουν τη νόσο του 

Cowden (πολλαπλά αµαρτώµατα), το σύνδροµο Muir (όγκοι του δέρµατος και του γαστρεντερικού), και 

το σύνδροµο Li- Fraumeni ή SBLA (σαρκώµατα µαλακών ιστών και οστών, όγκοι εγκεφάλου, 

λευχαιµία, φλοιοεπινεφριδιακό καρκίνωµα, και άλλα). Το σύνδροµο Li- Fraumeni σχετίζεται σε πολλές 

περιπτώσεις µε µεταλλαγές του p53 σε γαµετικά κύτταρα. 

 Οι άντρες που είναι ετερόζυγοι για το BRCA1 δεν διατρέχουν αυξηµένο κίνδυνο για ανάπτυξη 

καρκίνου του µαστού. Οι άνδρες που είναι ετερόζυγοι για το BRCA2 έχουν αυξηµένο κίνδυνο σε σχέση 

µε τους υπόλοιπους άνδρες αλλά µικρότερο κίνδυνο σε σχέση µε τις γυναίκες που φέρουν την ίδια 

µεταλλαγή. Έτσι, φαίνεται ότι τα οιστρογόνα παίζουν ρόλο στην εµφάνιση του οικογενούς καρκίνου 

του µαστού. Παροµοίως, για τον σποραδικό καρκίνο, σε περίπου 90% των περιπτώσεων τα οιστρογόνα 

φαίνεται να εµπλέκονται στην αιτιολογία. Η ασθένεια είναι σπάνια σε γυναίκες µε συγγενή απουσία 

ωοθηκικής λειτουργίας. Οι άνδρες που είναι οµόζυγοι για φυσιολογικό BRCA1 και  BRCA2 σπάνια 

αναπτύσσουν καρκίνο του µαστού εκτός αν έχουν αυξηµένα οιστρογόνα λόγω π.χ. της φύσεως του 

συνδρόµου Klinefelter, ηπατικής νόσου, µεγάλης παχυσαρκίας, ή εξωγενούς χορήγησης ορµονών. Στις 

γυναίκες, η πρώιµη έναρξη της εµµήνου ρύσεως (≤ 12 έτη) και ο µεγαλύτερος συνολικός αριθµός 

ωορρηξιών σχετίζονται µε αυξηµένο κίνδυνο. Οι άτοκες ή οι γυναίκες µε πρώτη κύηση µετά τα 35 

έχουν υψηλότερη επίπτωση καρκίνου του µαστού. Μια πρώιµη τελειόµηνος κύηση µπορεί να είναι 

µερικώς προστατευτική. Η εντατική σωµατική άσκηση ή η κακή διατροφή µπορεί να καθυστερήσουν 

την εµµηναρχή ή να µειώσουν τον αριθµό των ωορρηξιών. Και οι δύο αυτές καταστάσεις επίσης 

µειώνουν τον κίνδυνο, όπως και η φυσιολογική εµµηνόπαυση πριν την ηλικία των 45 ετών ή η 

αµφίπλευρη ωοθηκεκτοµή πριν την ηλικία των 50 ετών. Η µέτρια  σωµατική άσκηση, κυρίως στην 

παιδική ηλικία, φαίνεται να είναι κάπως προστατευτική. Υπάρχουν κάποια στοιχεία ότι η θετική αυτή 

επίδραση µπορεί να επάγεται από άλλους παράγοντες διαφορετικούς από την καταστολή της ωοθηκικής 

λειτουργίας. 

 Όλες οι καταστάσεις υπερπλασίας των πόρων του µαστού φαίνεται να αυξάνουν τον κίνδυνο για 

καρκινογένεση, αν και δεν φέρουν όλες τον ίδιο βαθµό αρνητικής επίδρασης.  
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Η άτυπη πορώδης υπερπλασία, για παράδειγµα, σχετίζεται µε αυξηµένο κίνδυνο, ειδικά αν συνδυάζεται 

µε θετικό οικογενειακό ιστορικό. Οι καλοήθεις αλλοιώσεις που δεν περιλαµβάνουν υπερπλασία, όπως 

οι κύστες, τα περισσότερα ινοαδενώµατα, ή η µαστίτιδα, δεν είναι προδιαθεσικοί παράγοντες. Είναι 

πιθανό, εποµένως, οι υπερπλαστικές αλλοιώσεις να φέρουν κάποιες γενετικές αλλαγές που είναι 

αναγκαίες αλλά όχι και ικανές για την πλήρη νεοπλασµατική εξαλλαγή. Σύµφωνο µε αυτή την άποψη 

είναι και το γεγονός ότι η έκθεση στην ιονίζουσα ακτινοβολία, µέσω ακτινοθεραπείας ή εξ ατυχήµατος, 

αυξάνει τον κίνδυνο για καρκίνο του µαστού, ιδιαίτερα αν το γεγονός συµβεί πριν την ηλικία των 20 

ετών. Έχει προταθεί σε κάποιες µελέτες η συσχέτιση της καρκινογένεσης µε την έκθεση σε χηµικά, είτε 

µέσω ζιζανιοκτόνων είτε µέσω βιοµηχανικής µόλυνσης, αλλά απαιτείται περαιτέρω έρευνα σε αυτόν 

τον τοµέα. 

 Λαµβάνοντας υπ’ όψιν τη σπουδαιότητα των οιστρογόνων στην αιτιολογία του καρκίνου του 

µαστού, φαίνεται λογικό ότι η έκθεση σε εξωγενή οιστρογόνα µε τη µορφή των αντισυλληπτικών 

δισκίων ή της µετεµµηνοπαυσιακής θεραπείας υποκατάστασης είναι ιδιαιτέρως φθοροποιός. Υπάρχουν 

στοιχεία ότι και οι δύο θεραπείες σχετίζονται µε ελαφρώς αυξηµένο κίνδυνο, ιδιαίτερα µετά από 

µακροχρόνια χορήγηση, αν και είναι πιθανό οι καρκίνοι που προκύπτουν µετά από οιστρογονική 

θεραπεία να είναι θετικοί για ορµονικούς υποδοχείς και εποµένως να έχουν καλύτερη πρόγνωση. Οι 

συστάσεις σχετικά µε τη χορήγηση εξωγενών οιστρογόνων είναι συγκρουόµενες κυρίως επειδή τα 

οφέλη από τέτοιες θεραπείες µπορεί να ξεπερνούν σε σπουδαιότητα τον αυξηµένο κίνδυνο καρκίνου 

του µαστού σε ορισµένους ασθενείς. Καθώς τα νέα οιστρογόνα (όπως η ραλοξιφένη για την πρόληψη 

της οστεοπόρωσης) χρησιµοποιούνται όλο και ευρύτερα, οι διαφωνίες τείνουν να µειωθούν µια και 

τέτοιες ουσίες µπορεί να µειώσουν τον κίνδυνο καρκίνου του µαστού. 

 

 

1.6 Παθοφυσιολογικοί παράγοντες και παθογένεση 

 

Το πορώδες καρκίνωµα in situ (DCIS) αποτελείται από µια ετερογενή οµάδα αλλοιώσεων που 

συνήθως θεωρούνται ως µια µονόπλευρη, πολύ πρώιµη, προ- διηθητική µορφή αληθούς καρκίνου του 

µαστού. Ένας τύπος χαρακτηρίζεται από φαγεσωρική  νέκρωση, υψηλό ρυθµό µιτώσεων, και 

πλειοµορφικούς πυρήνες. Σε αυτή η µορφή του DCIS συνήθως υπάρχει υπερέκφραση του υποδοχέα 

τυροσινικής κινάσης HER2 (γνωστού και ως neu  και c-erb 2). Αυτό το καρκίνωµα συχνά 
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µεταλλάσσεται σε µικροδιηθητικό ή πλήρως διηθητικό καρκίνωµα µάλλον παρά στους µη 

φαγεσωρικούς τύπους: τον συµπαγή, το θηλώδη ή το διάτρητο. Το DCIS συνήθως είναι πολυεστιακό ή 

και διάχυτο σε όλο το µαστό, και συχνά εµφανίζεται ως µικροασβεστώσεις στις µαστογραφίες.  

Το λοβώδες καρκίνωµα in situ (LCIS) συχνά θεωρείται ως δείκτης δυνητικής καρκινογένεσης 

µάλλον παρά πραγµατικός καρκίνος. Χαρακτηρίζεται από πολλαπλασιασµό µικρών, οµοιόµορφων 

κυττάρων και συχνά είναι πολυεστιακό. Μια ασθενής µε βιοψία θετική για LCIS διατρέχει κίνδυνο για 

ανάπτυξη διηθητικού καρκίνου λοβώδους ή πορώδους τύπου της τάξης του 1 µε 2% ανά έτος. Και οι 

δύο µαστοί διατρέχουν τον ίδιο κίνδυνο. Οι αλλοιώσεις του LCIS σπάνια σχηµατίζουν 

µικροασβεστώσεις και συνήθως είναι αόρατες στη µαστογραφία.  

Μεταξύ των διηθητικών καρκίνων ο πιο συχνός ιστολογικός τύπος, που αντιπροσωπεύει περίπου 

το 75% των όγκων, είναι το διηθητικό πορώδες καρκίνωµα. Τα διηθητικά καρκινώµατα τείνουν να 

αναπτύσσονται ως διακριτές µάζες, µερικές φορές µε µικροασβεστώσεις, και πιο συχνά ως µονήρεις 

παρά ως πολλαπλές αλλοιώσεις. Η υψηλή πυρηνική διαφοροποίηση (βαθµονόµηση από 1 έως 3, µε το 3 

να αντιπροσωπεύει τον υψηλότερο βαθµό πυρηνικής διαφοροποίησης) σχετίζεται µε καλύτερη 

πρόγνωση. Η ιστολογική ταξινόµηση είναι αντίστροφη, µε το βαθµό 1 να είναι ενδεικτικός ενός καλά 

διαφοροποιηµένου όγκου µε καλύτερη πρόγνωση. Η απουσία καρκινικών κυττάρων στα λεµφαγγεία ή 

στα αιµοφόρα αγγεία είναι επίσης καλός προγνωστικός δείκτης. 

Το διηθητικό λοβώδες καρκίνωµα αποτελεί περίπου το 10% των καρκίνων του µαστού. 

Συνήθως αναπτύσσεται ως εξαπλούµενο στρώµα µε δυσδιάκριτα όρια. Λόγω του ότι  δεν 

ασβεστοποιείται και δεν αναπτύσσεται ως διακριτή µάζα, είναι πιο δύσκολο να διαγνωσθεί µε την 

ψηλάφηση ή τη µαστογραφία. Κάποιες µελέτες συνδέουν το διηθητικό λοβώδες καρκίνωµα µε 

αµφίπλευρη διήθηση και πολυκεντρικότητα, αλλά αυτή η παρατήρηση δεν ισχύει πάντα. Το διηθητικό 

λοβώδες καρκίνωµα έχει την ίδια πρόγνωση µε το διηθητικό πορογενές του ίδιου µεγέθους και της ίδιας 

λεµφαδενικής συµµετοχής. Παρ’ όλ’ αυτά, τα διηθητικά λοβώδη καρκινώµατα έχουν πιο ισχυρή τάση 

να µεθίστανται στις µήνιγγες και σε ορογόνες επιφάνειες όπως το περιτόναιο. 

Οι πιο σπάνιοι, ειδικοί τύποι του διηθητικού καρκίνου του µαστού (βλεννώδης ή διηθητικός 

κολλοειδής, θηλώδης, µυελώδης, σωληνώδης, και αδενοειδής κυστικός) φαίνεται να έχουν ιδιαίτερα 

καλή πρόγνωση εάν δεν διηθούν τους µασχαλιαίους λεµφαδένες. Παρ’ όλ’ αυτά, αν είναι µεγάλοι σε 

µέγεθος ή έχουν διηθήσει τους λεµφαδένες µπορεί να είναι πολύ επιθετικοί, ιδιαίτερα ο µυελώδης 

τύπος. 
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Η νόσος Paget της θηλής εµφανίζεται σε 1 έως 2% των ασθενών µε καρκίνο του µαστού. Η 

συνήθης παρουσίαση είναι µια εκζεµατοειδής αλλοίωση στη θηλή όπως µια φολίδα, ή αποβολή 

αίµατος. Αυτή η αλλοίωση σχετίζεται µε καρκίνο του πορώδους παρεγχύµατος του µαστού κάτω από τη 

θηλή. Η πρόγνωση της νόσου εξαρτάται από τον ιστολογικό τύπο και άλλα χαρακτηριστικά του 

υποκείµενου καρκίνου. Η ενδοπορώδης νόσος του Paget είναι θεραπεύσιµη µε πλήρη εξαίρεση, που 

συνήθως σηµαίνει µαστεκτοµή. 

Ο φλεγµονώδης καρκίνος του µαστού είναι µια ιδιαίτερα επιθετική µορφή διηθητικού καρκίνου, 

που ευθύνεται για λιγότερο από 5% όλων των καρκίνων του µαστού στη Β. Αµερική. Εµφανίζεται 

συχνότερα σε γυναίκες σε άλλες χώρες, κυρίως στη Β. Αφρική. Τα τυπικά ευρήµατα περιλαµβάνουν 

διάχυτο οίδηµα του µαστού, ερύθηµα και θερµότητα του δέρµατος, µασταλγία, και οίδηµα του 

δέρµατος δίκην φλοιού πορτοκαλιού (peau d’orange). Λόγω του ότι αυτές οι αλλοιώσεις παρουσιάζουν 

µια επιφανειακή οµοιότητα µε βακτηριακή λοίµωξη, η κατάσταση µπορεί να διαγνωσθεί εκ λάθους ως 

µαστίτιδα. Το αναγκαίο χαρακτηριστικό αυτής της νόσου, που αποκαλύπτεται µόνο στην ιστολογική 

εξέταση, είναι η διήθηση των λεµφαγγείων του χορίου. Παρά ταύτα, η διάγνωση µπορεί να τεθεί και µε 

κλινικά κριτήρια ελλείψει θετικής ιστολογικής εικόνας λόγω κακής δειγµατοληψίας. 

  

 

1.7 Προγνωστικοί παράγοντες 

 

Οι κυριότεροι παράγοντες που αναφέρεται ότι προλέγουν την πρόγνωση του καρκίνου του 

µαστού φαίνονται στον Πίνακα 1.3. Από αυτούς, µόνο µερικοί είναι επαρκώς χαρακτηρισµένοι ώστε να 

είναι χρήσιµοι για κλινική καθοδήγηση. Ο αριθµός των θετικών µασχαλιαίων λεµφαδένων είναι ο πιο 

αξιόπιστος προγνωστικός παράγων. Τα ποσοστά επιβίωσης µειώνονται, και τα ποσοστά υποτροπής 

αυξάνονται, καθώς ο αριθµός των εµπλεκόµενων λεµφαδένων αυξάνεται.  

 Η χειρότερη έκβαση συνήθως σχετίζεται µε µεγαλύτερους όγκους, αλλοιώσεις χαµηλής 

διαφοροποίησης, και την απουσία υποδοχέων για οιστρογόνα και προγεστερόνη στα καρκινικά 

κύτταρα. Η παρουσία ορµονικών υποδοχέων µπορεί να ανιχνευθεί µε την -παλαιότερη- βιοχηµική 

µέθοδο του ενεργού άνθρακα επικαλυµµένου µε δεξτράνες, που απαιτεί φρέσκο- κατεψυγµένο και 

άφθονο ιστό,  ή µε τη νεότερη µέθοδο της ανοσοϊστοχηµείας. Αυτή η µέθοδος µπορεί να εφαρµοστεί σε 

αλλοιώσεις οποιουδήποτε µεγέθους, καθώς και σε παλαιότερα (εµβαπτισµένα σε παραφίνη) δείγµατα, 



 31

και παρουσιάζει λιγότερα ψευδώς αρνητικά αποτελέσµατα λόγω σφαλµάτων χειρισµού. Ο βιοχηµικός 

προσδιορισµός, παρ’ όλ’ αυτά, παρέχει ποσοτικό αποτέλεσµα, το οποίο έχει προγνωστική σηµασία.  

 Αρκετές µελέτες δείχνουν ότι η ανάπτυξη καρκίνου του µαστού σε µικρή ηλικία (µικρότερη των 

35 ετών) σχετίζεται µε υψηλότερο κίνδυνο υποτροπής, αν και αυτό το αποτέλεσµα µπορεί να µην είναι 

ανεξάρτητο από άλλους προγνωστικούς παράγοντες όπως το µέγεθος του όγκου, η παρουσία ή όχι 

ορµονικών υποδοχέων, και η παρουσία λεµφαδένων. Πολλοί από τους άλλους προγνωστικούς 

παράγοντες, αν και ενδιαφέροντες, παραµένουν σε ερευνητικό στάδιο. Η πολυπλοϊδία του DNA 

υπολογίζει την ποσότητα του DNA στα κύτταρα, µε την διπλοειδία να είναι φυσιολογική και την 

ανευπλοειδία ανώµαλη. Η ανευπλοειδία, που συνήθως σηµαίνει παραπάνω από το κανονικό DNA σε 

κάθε κύτταρο, συσχετίζεται µε τη διαφοροποίηση. Το κλάσµα των κυττάρων που ευρίσκονται σε φάση 

S (που µετράται µε κυτταροµετρία ροής ή µε το δείκτη σήµανσης θυµιδίνης) υπολογίζει το ποσοστό των 

κυττάρων που ετοιµάζονται για µίτωση. Αυτό το κλάσµα σχετίζεται επίσης θετικά µε τη διαφοροποίηση 

και το µέγεθος του όγκου, και πολλοί ερευνητές πιστεύουν ότι είναι ένας αξιόπιστος και ανεξάρτητος 

παράγοντας κινδύνου. Παρ’ όλ’ αυτά, διαφοροποιήσεις στις τεχνικές προσδιορισµού µπορεί να κάνουν 

δύσκολες τις συγκρίσεις µεταξύ των µελετών.  

 Πρόσφατα αναπτύχθηκε ιδιαίτερο ενδιαφέρον για τους αυξητικούς παράγοντες και τους 

υποδοχείς τους, όπως ο υποδοχέας του επιδερµικού αυξητικού παράγοντα (EGFR) και ο HER2, καθώς 

και για τους ρυθµιστές της µίτωσης όπως η Ρ53, που µπορούν να διαδραµατίσουν σηµαντικό ρόλο στην 

καρκινογένεση και την κλινική διαδροµή της νόσου. Οι όγκοι που υπερεκφράζουν τον HER2 και 

περιλαµβάνουν µασχαλιαίους λεµφαδένες τείνουν να συµπεριφέρονται πιο επιθετικά, όπως και οι 

µεταστατικές αλλοιώσεις που είναι θετικές για το HER2. ∆εν είναι ξεκάθαρο αν τα επίπεδα του HER2 

είναι διαγνωστικά σε νόσο χωρίς λεµφαδένες. Παρ’ όλ’ αυτά, υπάρχουν δεδοµένα που υποστηρίζουν ότι 

οι όγκοι που υπερεκφράζουν HER2 µπορεί να είναι περισσότερο ευαίσθητοι σε χηµειοθεραπευτικά 

σχήµατα που βασίζονται στη δοξορουµπισίνη και πιθανώς και στην πακλιταξέλη. Εποµένως, κάποιοι 

από τους παράγοντες που ερευνώνται για την προγνωστική τους αξία µπορεί να είναι το ίδιο ή και 

περισσότερο χρήσιµοι όσον αφορά την ικανότητά τους να προβλέπουν την ανταπόκριση σε 

συγκεκριµένη χηµειοθεραπεία. Το κλασσικό παράδειγµα αυτού του φαινοµένου είναι ο υποδοχέας 

οιστρογόνων, που ερευνήθηκε για να προβλέψει την ανταπόκριση στην ορµονική θεραπεία αλλά έχει 

και κάποια προγνωστική αξία (Humes H.D et al, 2000). 
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Πίνακας 1.3. Οι κυριότεροι παράγοντες που αναφέρεται ότι προλέγουν την πρόγνωση του 

καρκίνου του µαστού  

 

Καθιερωµένοι 

 

Αριθµός θετικών µασχαλιαίων λεµφαδένων 

Μέγεθος όγκου 

Ιστολογικός τύπος όγκου 

Ιστολογικά χαρακτηριστικά, συµπεριλαµβανοµένου του σταδίου 

Καθεστώς οιστρογονικών και προγεστρονικών υποδοχέων 

Ηλικία ασθενούς 

Κλάσµα φάσης S 

 

Υπό διερεύνηση 

 

Πολυπλοϊδία 

∆είκτες πολλαπλασιασµού 

         ∆είκτης σήµανσης θυµιδίνης 

         Τοποϊσοµεράση II 

          Ιστόνες 

          Ki- 67 

          Κυκλίνες 

Αυξητικοί παράγοντες 

          TGFs 

          EGFR 

          Insulin- like growth factor 

Γονίδια (neu, ras, p53, myc, int2, Βrca1, Βrca2, nm23) 
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Καθεψίνη D 

Παράγοντες αγγειογένεσης 

Αρωµατάση στον όγκο και το συνδετικό ιστό  

Υποδοχέας λαµινίνης 

Heat- shock proteins 
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KEΦAΛAIO ∆ΕΥΤΕΡΟ 

 

ΤΟ ΓΟΝΙ∆ΙΟ ΤΗΣ ΑΤΑΞΙΑΣ-  

ΤΗΛΑΓΓΕΙΕΚΤΑΣΙΑΣ (ΑΤΜ) 
 

2.1 Εισαγωγή 

 

Η πρωτεΐνη που κωδικοποιεί το γονίδιο της αταξίας- τηλαγγειεκτασίας είναι µέλος της 

πρωτεïνικής οικογένειας των  κινασών της φωσφατιδυλινοσιτόλης-3, οι οποίες ανταποκρίνονται σε 

βλάβη του DNA µε το να φωσφορυλιώνουν ουσίες- κλειδιά που εµπλέκονται στην επιδιόρθωση του 

DNA ή/και στον έλεγχο του κυτταρικού κύκλου. 

Οι Kapp et al (1992) ανέφεραν την κλωνοποίηση ενός γονιδίου που υποτίθεται ότι είναι 

υπεύθυνο για τη νόσο της αταξίας- τηλαγγειεκτασίας (ΑΤ) και το οποίο  χαρτογραφήθηκε στην περιοχή 

µεταξύ των δεικτών THY1 και D11S83 στο χρωµόσωµα 11 (περιοχή q23). Η περιοχή αυτή είχε φανεί 

στο παρελθόν ότι περιείχε το επίτοπο ΑΤ. 

Οι Savitsky et al (1995) περιέγραψαν την αλληλουχία ενός συγγενούς cDNA που εκτείνεται σε 

όλο το µήκος του πλαισίου ανάγνωσης του γονιδίου ΑΤΜ (ΑΤ mutated). Η αναµενόµενη πρωτεΐνη των 

3.056 αµινοξέων έχει µοριακό βάρος 350,6 kD και παρουσιάζει σηµαντικές οµοιότητες στην 

αλληλουχία µε αρκετές αντίστοιχες φωσφατιδυλινοσιτόλη-3 κινάσες  της Drosophila, του ζυµοµύκητα 

και κάποιων θηλαστικών, και όλες σε γενικές γραµµές σχετίζονται µε την µετάδοση σήµατος στην 

µιτογένεση, µε τον  µειωτικό ανασυνδυασµό, την ανίχνευση της βλάβης του DNA, και τον έλεγχο του 

κυτταρικού κύκλου. Μεταλλαγές σε αυτά τα γονίδια αποδίδουν µια ποικιλία φαινοτύπων  µε 

χαρακτηριστικά παρόµοια µε αυτά που παρατηρήθηκαν σε ανθρώπινες κυτταρικές σειρές. Οι Savitsky 

et al (1995) υπέθεσαν ότι η ανακάλυψη του γονιδίου ΑΤΜ µπορεί να επιτρέψει την ταυτοποίηση των 

ετεροζυγωτών του ΑΤ που διατρέχουν αυξηµένο κίνδυνο ανάπτυξης καρκίνου. 
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2.2 ∆οµή του γονιδίου ΑΤΜ 

 

Οι Uziel et al (1996) καθόρισαν τη γενωµική οργάνωση του γονιδίου ΑΤΜ χρησιµοποιώντας την 

αλυσιδωτή αντίδραση της πολυµεράσης (PCR) µεγάλων αποστάσεων µεταξύ των εξωνίων. Τα 

αποτελέσµατα της µελέτης αυτής αποκάλυψαν τη λεπτοµερή δοµή του γονιδίου ΑΤΜ. Το γονίδιο ΑΤΜ 

διαθέτει συνολικά 66 εξώνια που εκτείνονται σε µια περιοχή περίπου 150 kb γενωµικού DNA. Τα 

πρώτα 2 εξώνια, το 1a και το 1b, χρησιµοποιούνται εναλλακτικά ως διαφορετικά προϊόντα µεταγραφής. 

Το κωδικόνιο έναρξης εδράζεται µέσα στο εξώνιο 4 ενώ το τελικό εξώνιο, µήκους 3,8 kb, περιέχει 

περίπου 3,6 kb αµετάφραστης αλληλουχίας στο 3’ άκρο. 

Η ανάλυση σύνδεσης (linkage analysis) του γονιδίου της αταξίας- τηλαγγειεκτασίας οδήγησε 

στη χαρτογράφηση του γονιδίου ΑΤΜ στο χρωµόσωµα 11q22.3 (Gatti et al., 1988, 1993) (Σχήµα 2.1). 

 

 

 

 

Σχήµα 2.1. Χαρτογράφηση του γονιδίου ΑΤΜ στο χρωµόσωµα 11q22.3.  

 

 

 

2.3 Λειτουργία του γονιδίου 

 

Χρησιµοποιώντας αντί-ορό που αναπτύχθηκε ώστε να δώσει ένα πεπτίδιο αντίστοιχο στην 

συµπεραινόµενη αλληλουχία αµινοξέων της ΑΤΜ, οι Brown et al (1997) έδειξαν ότι η πρωτεΐνη του 

ΑΤΜ είναι µονή, υψηλού µοριακού βάρους πρωτεΐνη που κατά κύριο λόγο περιορίζεται στον πυρήνα 

των ανθρώπινων ινοβλαστών, αν και είναι παρούσα τόσο σε πυρηνικά όσο και µικροσωµιακά κλάσµατα 
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από ανθρώπινα λεµφοβλαστικά κύτταρα και λεµφοκύτταρα του περιφερικού αίµατος (Σχήµα 2.2). Τα 

πρωτεϊνικά επίπεδα και η εντόπιση της ΑΤΜ παραµένουν σταθερά καθ’ όλα τα στάδια του κυτταρικού 

κύκλου. ∆εν ανιχνεύθηκε υπόλειµµα της πρωτεΐνης ΑΤ σε λεµφοβλάστες ασθενών που ήταν οµόζυγοι 

για µεταλλαγές που οδηγούσαν σε πρώιµο τερµατισµό της πρωτεΐνης. Η έκθεση φυσιολογικών κυττάρων 

σε ακτινοβολία γ καθώς και στο ραδιοµιµητικό φάρµακο νεοκαρζινοστατίνη δεν είχαν επίπτωση στα 

πρωτεϊνικά επίπεδα της ΑΤΜ, σε αντίθεση µε µια αξιοσηµείωτη αύξηση στα επίπεδα της p53 κατά το 

ίδιο χρονικό διάστηµα. Τα ευρήµατα της συστασιακής έκφρασης και της πυρηνικής εντόπισης της 

πρωτεΐνης ΑΤΜ ήταν σύµφωνα µε το δυνητικό της ρόλο, δηλαδή στην ενορχήστρωση των κατάλληλων 

κυτταρικών απαντήσεων στη βλάβη του γενετικού υλικού. 

Οι Brzoska et al (1995)  βρήκαν ότι η πρωτεΐνη ATDC αντιδρά φυσικά µε την πρωτεΐνη 

ενδιάµεσων ινιδίων βιµεντίνη, που είναι υπόστρωµα πρωτεϊνικής κινάσης C και συνεντοπίσιµης 

πρωτεΐνης, καθώς και µε ένα αναστολέα της πρωτεϊνικής κινάσης C, την PKC11. Η ανάλυση έµµεσου 

ανοσοφθορισµού σε κυτταροκαλλιέργειες εντόπισε την πρωτεΐνη στα ινίδια βιµεντίνης. Οι Brzoska et al 

(1995) πρότειναν ότι οι πρωτεΐνες ATDC και PKC11 µπορεί να είναι συστατικά ενός µοναδικού 

µονοπατιού µεταγωγής, που επάγεται από την ιονίζουσα ακτινοβολία και στην οποία διαµεσολαβεί η 

πρωτεϊνική κινάση C. Το γεγονός ότι το γονίδιο ΑΤΜ κωδικοποιεί για µια πρωτεΐνη µε πιθανή περιοχή 

που λειτουργεί ως φωσφατιδυλινοσιτόλ-3 κινάση, καθώς και η λειτουργία του ΑΤΜ ως µορίου 

σηµατοδότησης µε τη διαµεσολάβηση λιπιδίων, είναι σε συµφωνία µε το µοντέλο σύµφωνα µε το οποίο 

η ATDC και η PKC λειτουργούν ξεκινώντας από το ΑΤΜ σε αυτό το µονοπάτι. 

Οι Hawley και  Friend (1996), προκειµένου να εξηγήσουν τα νευρολογικά, ανοσολογικά, και 

αναπαραγωγικά προβλήµατα που παρατηρήθηκαν σε ασθενείς µε αταξία- τηλαγγειεκτασία, διατύπωσαν 

ορισµένα σχόλια σχετικά µε την κατάσταση της έρευνας γύρω από το ΑΤΜ και κατέληξαν στο ότι το 

γονίδιο αυτό πρέπει να παίζει κρίσιµο ρόλο σε φυσιολογικά αναπτυσσόµενα κύτταρα ή κύτταρα χωρίς 

βλάβη, εκτός από τον ήδη µελετηµένο ρόλο του σε ακτινοβοληµένα κύτταρα. Υπέθεσαν επίσης ότι το 

ΑΤΜ µπορεί να σχετίζεται πολύ στενά τόσο µε το p53 όσο και µε τους µοριακούς µηχανισµούς που 

απαιτούνται για τη χρωµοσωµική ανταλλαγή, πιθανώς ως συστατικά των κοµβιδίων ανασυνδυασµού. 

Η υπερέκφραση του cDNA του ΑΤΜ σε κύτταρα ΑΤ ενίσχυσε την επιβίωσή τους µετά την 

έκθεσή τους σε ακτινοβολία, µείωσε τις χρωµοσωµικές ανωµαλίες που επάγονται από την ραδιενέργεια, 

µείωσε τη σύνθεση ανθεκτικού σε ακτινοβολία DNA, και εν µέρει διόρθωσε τα ελαττωµατικά σηµεία 
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ελέγχου του κυτταρικού κύκλου και την επαγωγή της πρωτεϊνικής κινάσης που επάγεται από 

καταστάσεις στρες.  

Η παραπάνω διόρθωση σφαλµάτων σε κύτταρα ΑΤ παρείχε περαιτέρω στοιχεία σχετικά µε την 

πολυπλοκότητα των συνεργικών δράσεων της ΑΤΜ πρωτεΐνης σε κάποια ένζυµα, και υποδήλωνε 

πιθανές προσεγγίσεις για γονιδιακή θεραπεία. 

Οι Banin et al (1998) και Canman et al (1998)  παρατήρησαν ενισχυµένη φωσφορυλίωση του 

p53 από την ATM σε απόκριση στη βλάβη του DNA. Ως συµπέρασµα των δυο ερευνητικών 

προσπαθειών προτάθηκε ότι η ΑΤΜ είχε ενδογενή δραστηριότητα πρωτεϊνικής κινάσης και 

φωσφορυλίωνε την p53 στη σερίνη-15 κατά τρόπο εξαρτώµενο από µαγγάνιο. Η ιονίζουσα 

ακτινοβολία, αλλά όχι η υπεριώδης ακτινοβολία, ενίσχυσαν ταχύτατα την δραστηριότητα κινάσης της 

ενδογενούς ΑΤΜ που στόχευε στην p53. Η φωσφορυλίωση της p53 στη σερίνη-15 σε ανταπόκριση 

στην ιονίζουσα ακτινοβολία ήταν µειωµένη σε κύτταρα αταξίας- τηλαγγειεκτασίας. 

Οι Khanna et al (1998)  ανέφεραν απευθείας αλληλεπίδραση µεταξύ της ΑΤΜ και της p53 που 

περιελάµβανε δυο περιοχές στο µόριο της ΑΤΜ, µία στο Ν-τελικό άκρο και µία στο C-τελικό άκρο, που 

αντιστοιχούν στην περιοχή της PI-3 κινάσης. Η ανασυνδυασµένη ΑΤΜ πρωτεΐνη φωσφορυλίωνε την 

p53 στη σερίνη 15 κοντά στο Ν-τελικό άκρο. Περαιτέρω πειράµατα έδειξαν ότι η ΑΤΜ µπορεί να 

προσδεθεί απ’ ευθείας   µε την p53 και είναι υπεύθυνη για τη φωσφορυλίωσή της στη σερίνη-15, 

συνεισφέροντας τοιουτοτρόπως στην ενεργοποίηση και σταθεροποίηση της p53 κατά τη διάρκεια της 

απάντησης στην βλάβη του DNA που επάγεται από την ιονίζουσα ακτινοβολία. 

Οι Lim et al (1998) έδειξαν ότι η πρωτεΐνη ΑΤΜ προσδένεται στην βήτα-ανταπτίνη, ένα από τα 

συστατικά του συµπλέγµατος του προσαρµογέα AP-2, το οποίο εµπλέκεται στην ενδοκυττάρωση των 

υποδοχέων που διαµεσολαβούνται από την κλαθρίνη. Η πρωτεΐνη ΑΤΜ επίσης βρέθηκε να 

αλληλεπιδρά in vitro µε την beta-NAP, ένα νευρωνικό οµόλογο της βήτα-ανταπτίνης που είχε 

ταυτοποιηθεί ως αυτοαντιγόνο σε ένα ασθενή µε παρεγκεφαλιδική εκφύλιση. Το εύρηµα της 

συσχέτισης της ΑΤΜ µε τη βήτα- ανταπτίνη σε κυστίδια έδειξε ότι η ΑΤΜ µπορεί να παίζει ρόλο σε 

ενδοκυττάριους µηχανισµούς µεταφοράς κυστιδίων και/ ή πρωτεϊνών. Αυτή η αλληλεπίδραση µπορεί 

να βοηθήσει στο να εξηγήσουµε το πώς οι µεταλλαγές στο γονίδιο της ΑΤΜ προκαλούν την 

πλειοτροπική φύση του φαινοτύπου της αταξίας- τηλαγγειεκτασίας. Το µεγάλο µέγεθος της πρωτεΐνης 

ΑΤΜ και η πολλαπλή εντόπισή της σε υποκυτταρικό επίπεδο υποδηλώνουν ότι η ΑΤΜ µπορεί να έχει 

πάνω από µια λειτουργίες.  
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Οι Cortez et al (1999) έδειξαν ότι η πρωτεϊνική κινάση σηµείων ελέγχου ΑΤΜ απαιτείται για τη 

φωσφορυλίωση του BRCA1 σε απάντηση στην έκθεση σε ιονίζουσα ακτινοβολία. Η ΑΤΜ προσδένεται 

σε ένα σύµπλεγµα µε τo BRCA 1 και την φωσφορυλιωµένη BRCA1 in vivo και in vitro, σε µια περιοχή 

που περιέχει συγκεντρωµένα αµινοξέα σερίνης- γλουταµίνης. Οι συγγραφείς κατέληξαν στο ότι η 

φωσφορυλίωση τoυ BRCA 1 από την ΑΤΜ µπορεί να είναι κρίσιµη για την κατάλληλη ανταπόκριση 

στα σπασίµατα της διπλής έλικας του DNA και µπορεί να δώσει µια µοριακή εξήγηση σχετικά µε το 

ρόλο της ΑΤΜ στον καρκίνο του µαστού (Σχήµα 2.3). 

 
 

 

Σχήµα 2.2. Σχηµατική παρουσίαση των περιοχών της πρωτεΐνης ΑΤΜ 

Η φωσφοπρωτεΐνη των 370 kDa, προϊόν του ATM γονιδίου, περιέχει 3056 αµινοξέα µε µια διακριτή  C-
τελική αλληλουχία και αρκετές διαφορετικές περιοχές. Οι περιοχές έχουν ως εξής: NLS (σήµατος 
εντοπισµού πυρήνα), HEAT (στοιχείο αλληλουχίας συχνό στην πρωτεΐνη Huntington -H-), παράγοντας 
επιµήκυνσης 3 (EVE3) (E), η ρυθµιστική υποµονάδα της πρωτεϊνικής φωσφατάσης (A) 2a (A), και η  
Tor 1p πρωτεΐνη (T), FAT (µια περιοχή που βρέθηκε στις FRAP (F), ATM (A) και TRRAP (T) 
πρωτεΐνες), PI 3-K (µια περιοχή που περιέχει στοιχεία της καταλυτικής υποµονάδα της κινάσης της 
phosphatidylinositol 3), FATC (η C-τελική περιοχή συχνή στις PI 3-K-σχετιζόµενες κινάσες). 
Συντοµογραφίες: FATC= ακραίο C-άκρο των FAT  πρωτεϊνών µε µια συντηρηµένη ουρά 30 αµινοξέων, 
FRAP= µια FIB και ανταποδωτική-σχετιζόµενη πρωτεΐνη, TRRAP= Trans περιοχή ενεργοποίησης 
µετασχηµατισµού -σχετιζόµενη πρωτεΐνη. 
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Σχήµα 2.3. Ο ρόλος του ATM στις κυτταρικές αποκρίσεις 

Η ATM δράση κινάσης αυξάνεται αυτόµατα µετά από σπασίµατα στην διπλή έλικα (DSBs) που 
συµβαίνει στο DNA µετά από έκθεση σε ιονίζουσα ακτινοβολία. Η ATM µεσολαβεί στα πρώιµα στάδια 
της άµεσης επαγωγής πολλών µονοπατιών σήµατος που περιλαµβάνουν ρύθµιση των σηµείων ελέγχου 
του κυτταρικού κύκλου, ενεργοποίηση του µονοπατιού DNA-DSB, ενεργοποίηση των απαντήσεων σε 
στρες και διατήρηση των τελοµερών. Το ‘P’ υποδηλώνει φωσφορυλίωση, τα διακεκοµµένα βέλη 
αντιπροσωπεύουν πιθανά βήµατα σήµατος και δεν υπονοούν άµεση αλληλεπίδραση µε τις πρωτεΐνες, το 
‘C’ δηλώνει sequestering στο κυτταρόπλασµα· το ‘R’ δηλώνει σύµπλοκα επιδιόρθωσης και το ‘T’ 
δηλώνει ένα ρόλο της πρωτεΐνης στον µεταβολισµό των τελοµερών. Τα TRF1 (παράγοντας εύρεσης 
επαναλήψεων τελοµερών 1),  c-Abl φωσφορυλιώνει hTERT (ανθρώπινη καταλυτική µονάδα των 
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τελοµερών)  Συντµήσεις: AP-1=Apetala 1 µεταγραφικός παράγοντας· BRCA1= προϊόν γονιδίου 1 
επιρρέπειας σε καρκίνο µαστού, c-Abl= Abelson πρωτεϊνική κινάση τυροσίνης, CDK= κινάση 
εξαρτώµενη από κυκλίνη, CHK= κινάση σηµείου ελέγχου, FANCD= πρωτεΐνη αναιµίας Fanconi,  
JNK= Jun N-τελική πρωτεϊνική κινάση· MRE11= γονιδιακό προϊόν µειωτικού ανασυνδυασµού 11, 
MDM2= ‘double minute 2 ποντικού’ (p53-binding πρωτεΐνη)· NBS1= πρωτεΐνη Nijmegen συνδρόµου 
θραύσης  1 (p95)· SMC1= ‘δοµική διατήρηση του χρωµοσώµατος’ 1, RAD50= πρωτεΐνη που σχετίζεται 
µε επιδιόρθωση µετά από ιονίζουσα ακτινοβολία.  
 

2.4 Σχέση γονιδίου  ΑΤΜ και Κακοήθειας 

 

Σηµαντικά επιδηµιολογικά δεδοµένα υποστηρίζουν ότι υπάρχει αυξηµένος κίνδυνος στην 

καρκινογένεση του µαστού και σε άλλα είδη καρκίνου σε ετεροζυγώτες του γονιδίου ΑΤ. Παρά ταύτα, 

η ανίχνευση των περιπτώσεων του καρκίνου του µαστού για µεταλλαγές που δηµιουργούν ελλείψεις 

στο γονίδιο ΑΤΜ απέτυχε να αποκαλύψει κάποια αυξηµένη επίπτωση σε αυτούς τους ασθενείς. Αν και 

κάποια στοιχεία υποδηλώνουν την εµπλοκή των σηµειακών µεταλλαγών που διαφοροποιούν κωδικόνια 

του ΑΤΜ στον καρκίνο του µαστού, η παρουσία µιας µεγάλης ποικιλίας σπάνιων παραλλαγών 

κωδικονίων καθώς και οι συχνοί πολυµορφισµοί στο ΑΤΜ έχουν κάνει δύσκολο τον καθορισµό της 

σχέσης αυτής µέσω µελετών συσχέτισης. Για να ερευνήσουν τη λειτουργική σηµασία αυτών των 

αλλαγών, οι Scott et al (2002) εισήγαγαν αντικαταστάσεις που άλλαζαν κωδικόνια -που είχαν 

αναγνωριστεί είτε σε ασθενείς µε αταξία-τηλαγγειεκτασία είτε σε ασθενείς µε καρκίνο του µαστού- σε 

cDNA του ATM πριν την επίτευξη σταθερών κυτταρικών σειρών, για να καθορίσουν την επίδρασή τους 

στη λειτουργία του ATM. Οι παθογόνες µεταλλαγές και οι ουδέτερες παραλλαγές ξεχώρισαν αρχικά 

από την ικανότητά τους να διορθώνουν τον ευαίσθητο σε ακτινοβολία φαινότυπο στα κύτταρα ΑΤ. 

Επιπρόσθετα, οι µεταλλαγές αυτές κατήργησαν τη δραστηριότητα επαγόµενης από ραδιενέργεια 

λειτουργίας κινάσης του ΑΤΜ στα φυσιολογικά κύτταρα ελέγχου, προκάλεσαν χρωµοσωµική αστάθεια, 

και µείωσαν την κυτταρική βιωσιµότητα σε ακτινοβοληµένα κύτταρα ελέγχου, ενώ οι ουδέτερες 

παραλλαγές απέτυχαν να προκαλέσουν αυτά τα αποτελέσµατα. Το µεταλλαγµένο ΑΤΜ εκφράσθηκε στο 

ίδιο επίπεδο όπως και η ενδογενής πρωτεΐνη, και η αλληλεπίδραση µε τη φυσιολογική λειτουργία της 

ΑΤΜ φαινόταν να είναι µέσω πολυµερισµού. Η προσέγγιση των Scott et al (2002) αντιπροσώπευσε ένα 

µέσο ταυτοποίησης των γνήσιων µεταλλαγών του ΑΤΜ και παρουσίασης της σηµασίας των αλλαγών 

στα κωδικόνια στο γονίδιο ΑΤΜ σε µια ποικιλία καρκίνων, συµπεριλαµβανοµένου και του καρκίνου του 

µαστού.   
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Αναλύοντας DNA καρκινικών κυττάρων από ασθενείς µε σποραδική προλεµφοκυτταρική 

λευχαιµία από Τ-κύτταρα (TPLL), µια σπάνια µονοκλωνική κακοήθεια που παρουσιάζει οµοιότητες µε 

την λευχαιµία των ώριµων Τ-κυττάρων που συναντάται στην αταξία- τηλαγγειεκτασία, οι Vorechovsky 

et al (1997) κατέδειξαν µια υψηλή συχνότητα µεταλλαγών του ΑΤΜ στην TPLL.  Σε αξιοσηµείωτη 

αντίθεση µε το πρότυπο των µεταλλαγών του ΑΤΜ στην αταξία-τηλαγγειεκτασία, οι πιο συχνές 

νουκλεοτιδικές αλλαγές σε αυτή τη λευχαιµία ήταν µεταλλαγές αλλαγής κωδικονίου. Αυτές οι 

µεταλλαγές συσσωρεύονταν στην περιοχή που αντιστοιχεί στον επίτοπο της κινάσης. Η περιοχή αυτή 

διατηρείται σε µεγάλο βαθµό συντηρηµένη σε συγγενείς µε την ΑΤΜ πρωτεΐνες σε ποντικούς, 

ζυµοµύκητες, και στη Droshophila. Οι επακόλουθες αλλαγές στα αµινοξέα ήταν προβλεπόµενο ότι 

αλληλεπιδρούσαν µε την πρόσδεση του ATP ή την αναγνώριση του υποστρώµατος. Κάποια 

µεταλλαγµένα δείγµατα TPLL είχαν ένα αλληλόµορφο του ΑΤ που είχε αναφερθεί προηγουµένως. Ένα 

από τα αλληλόµορφα, µια διαγραφή εννέα βάσεων που  κατέληγε στην απώλεια µιας σειράς 3 

αµινοξέων, ήταν το πιο συχνό αλληλόµορφο γονιδίου ΑΤΜ  που ανευρισκόταν στους ασθενείς µε 

αταξία-τηλαγγειεκτασία.  

Στο non-Hodgkin λέµφωµα άωρων Β-κυττάρων που εδράζονται στον µανδύα των δευτερογενών 

λεµφοζιδίων (mantle cell lymphoma, MCL),  η χρωµοσωµική µετάθεση t (11;14) θεωρείται το 

κυτταρογενετικό χαρακτηριστικό της νόσου. Οι Stilgenbauer et al (1999)  αναγνώρισαν µια περιοχή που 

απαλειφόταν συχνά στο 11q22-q23, µικρότερη από 1 Mb σε µέγεθος, που περιέχει το επίτοπο του ATM, 

σε περιπτώσεις MCL. Οι Schaffner et al (2000) πραγµατοποίησαν ανάλυση µεταλλαγών του ATM  σε 

12 σποραδικές περιπτώσεις MCL, σε 7 από τις οποίες υπήρχε απαλοιφή του ενός αντιτύπου του 

γονιδίου του ATM. Παρατηρήθηκε ότι και στις 7 περιπτώσεις που υπήρχε απαλοιφή του ενός γονιδίου 

ATM διαπιστώθηκε µια σηµειακή µεταλλαγή στο εναποµένον αλλήλιο, η οποία οδήγησε σε ανώµαλο 

µάτισµα (splicing) κατά τη µεταγραφή, ακρωτηριασµό, ή µεταβολή της πρωτεΐνης. Επιπρόσθετα, 

µεταλλαγές και στα δύο αλλήλια του ATM ανιχνεύθηκαν σε περιπτώσεις MCL που δεν παρουσίαζαν 

απαλοιφή στο 11q. Σε περιπτώσεις που αναλύθηκαν, οι µεταλλαγές του ATM που ανιχνεύθηκαν στα 

καρκινικά κύτταρα δεν ήταν παρούσες στα µη καρκινικά κύτταρα, καταδεικνύοντας έτσι την προέλευση 

από σωµατικά µάλλον παρά από γαµετικά κύτταρα. Η απενεργοποίηση και των δύο αλληλίων του 

γονιδίου ATM µέσω έλλειψης γονιδίου και σηµειακής µεταλλαγής που οδηγεί σε έλλειψη στην 

πλειοψηφία των περιπτώσεων που αναλύθηκαν έδειξε ότι το ATM παίζει ρόλο στην έναρξη και/ ή 

εξέλιξη του MCL. 
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  Η έλλειψη στις χρωµοσωµικές ζώνες 11q22-q23 είναι µια από τις πιο συχνές χρωµοσωµικές 

ανωµαλίες στη χρόνια λεµφογενή λευχαιµία από Β-κύτταρα (B-CLL). Συσχετίζεται µε εκτεταµένη 

διήθηση των λεµφαδένων και πτωχή επιβίωση. Το γονίδιο ATM εµπεριέχεται στο κλάσµα που 

απαλείφεται. Οι Schaffner et al. (1999)  µελετώντας περιπτώσεις µε B-CLL και MCL έδειξαν ότι οι 

αλλαγές στο ATM δεν ήταν παρούσες στους γαµέτες, υποδηλώνοντας τη σωµατική προέλευση των 

µεταλλαγών. Η µελέτη κατέδειξε σωµατική διαταραχή και στα δύο αλλήλια του επιτόπου του ATM µε 

έλλειψη από σηµειακή µεταλλαγή, και εποµένως τον παθογενετικό ρόλο αυτής της διαταραχής στους 

σποραδικούς καρκίνους των κυττάρων της Β-σειράς. 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ ΤΡΙΤΟ 

 

ΟΓΚΟΓΟΝΙ∆ΙΑ RAS 

 

 

3.1. Γενικά 

 

 Tα ογκογονίδια της οικογένειας ras ανακαλύφθηκαν σε ιούς που εµφάνιζαν τη δυνατότητα 

εξαλλαγής κυττάρων και πρόκλησης σαρκώµατος σε αρουραίους.  

Υπάρχουν τρεις µορφές γονιδίων ras: το K-ras (ογκογονίδιο του Kirsten murine ιού 

σαρκώµατος, Ki-MuSV), το H-ras (ογκογονίδιο του Harvey murine ιού σαρκώµατος, Ha-MuSV) και το 

N-ras (ανιχνεύεται σε όγκους αλλά δεν ανιχνεύεται σε ρετροϊούς) (Πίνακας 3.1). Tα γονίδια Ha-MuSV 

και KiMuSV αποµονώθηκαν από αρουραίους µε τους αντίστοιχους ιούς λευχαιµίας (Mο-MuLV και 

KiMuLV). Tα ανθρώπινα οµόλογα γονίδια είναι τα K-ras2, H-ras1 και N-ras. Tα γονίδια H-ras2 και K-

ras1 αποτελούν ανενεργά ψευδογονίδια. 

  Η υπεροικογένεια των γονιδίων ras αποτελείται από  περίπου 50 γνωστά ras-σχετιζόµενα 

γονίδια που κωδικοποιούν G πρωτεΐνες. Σε αυτά περιλαµβάνονται τα γονίδια GEM, NRASL1, NRASL2 

NRASL3, RRAS, RhoA, RhoB, RhoC, Rac1, Rac2, Ral, Rap1A (ονοµάζεται επίσης Krev-1 ή Smg-p21A), 

RAB2, το γονίδιο YPT1 του ζύµης, το MEL του ποντικού και του ανθρώπου, τα γονίδια Dras της 

Drosophila, το let-60 του C. elegans και τα RAS1 και RAS2 του σακχαροµύκητα (Satoh, 1992). Η 

οικογένεια των γονιδίων ras εµφανίζει σηµαντικό βαθµό οµολογίας µε τις α- υποµονάδες των 

ετεροτριµερών G πρωτεϊνών καθώς και τον παράγοντα επιµήκυνσης EF- Tu της E.coli.  

Με βάση την οµολογία της ακολουθίας, οι πρωτεΐνες της οικογένειας ras µπορούν να 

διακριθούν σε τρεις κύριες οικογένειες: τις πρωτεΐνες ras, τις πρωτεΐνες RHO/RAC και τις πρωτεΐνες 

RAB. Oι πρωτεΐνες RHO/RAC σχετίζονται µε την οργάνωση του κυτταροσκελετού και οι πρωτεΐνες 

RAB ρυθµίζουν την ενδοκυτταρική αγγειακή µεταφορά.  
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Πίνακας 3.1. Τα ογκογονίδια ras  

              

                                   NRAS/N-ras                    HRAS1/H-ras                         KRAS2/K-ras2  

 

Νουκλεοτίδια (kb)            32                                     4.5                                          50 

Χρωµόσωµα                   1p13                                 11p15.5                                  12p12.1 

Μάζα (kDa)                    21                                     21                                           21 

Κυτταρική θέση                         Στην έσω επιφάνεια της κυτταρικής µεµβράνης    

 

Tα γονίδια ras ανήκουν στα λεγόµενα βασικά κυτταρικά γονίδια (Housekeeping genes). Με 

αυτόν τον όρο ονοµάζονται γονίδια τα οποία είναι κατά µεγάλο τµήµα τους συντηρηµένα κατά την 

εξελικτική διαδικασία, καθώς κρίνονται απαραίτητα για την κυτταρική επιβίωση. Πέραν του υψηλού 

εξαλλακτικού δυναµικού τους, τα γονίδια ras είναι πολύ σηµαντικά και για το γεγονός ότι το 

φυσιολογικό τους προϊόν εµπλέκεται ουσιωδώς στη ρύθµιση των βασικών κυτταρικών λειτουργιών, 

δηλαδή στην ανάπτυξη, τον πολλαπλασιασµό και τη διαφοροποίηση. 

 

3.2 ∆οµή των γονιδίων ras 

 

 Tα γονίδια ras απαντώνται σε όλους τους ευκαρυωτικούς οργανισµούς, συµπεριλαµβανοµένων 

και των ζυµών και παρουσιάζουν σηµαντική δοµική οµολογία (Lowy & Willumsen, 1993, Koffa, 1994). 

Στον άνθρωπο έχουν ταυτοποιηθεί τρία γονίδια ras: το K-ras  στον κοντό βραχίονα του χρωµοσώµατος 

12 (12p12.1-pter), το H-ras  στον κοντό βραχίονα του χρωµοσώµατος 11 (11p15.1-p15.5), και το N-ras 

στον κοντό βραχίονα του χρωµοσώµατος 1 (1p22-p32). Έχουν επίσης ταυτοποιηθεί και δυο 

ψευδογονίδια, τα H-ras -2 και K-ras -1, τα οποία όµως δεν είναι λειτουργικά. Η δοµή και των τριών 

γονιδίων είναι παρόµοια, έχοντας ένα 5' µη κωδικοποιό εξώνιο (εξώνιο-1), τέσσερα κωδικοποιά εξώνια 

και µια περιοχή πολλαπλών διαδοχικών επαναλαµβανόµενων αλληλουχιών (VTR) στο µη 

µεταγραφόµενο 3' άκρο του γονιδίου (Eικόνα 3.1) (Ishii, 1985, Koffa, 1994). 
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Σχήµα 3.1. ∆οµή των γονιδίων H-ras, N-ras και K-ras. Tα µαύρα κουτιά αναπαριστούν τα 

κωδικοποιά και τα λευκά κουτιά τα µη κωδικοποιά εξώνια, αντίστοιχα. Σηµειώνονται επίσης τα 

κωδικόνια µε αυξηµένη συχνότητα µεταλλαξογένεσης. 

 

Τα µήκη των αντίστοιχων είναι παρόµοια, ενώ τα µήκη των εσωνίων διαφέρουν αρκετά, µε 

αποτέλεσµα τα συνολικά µήκη των τριών γονιδίων να είναι διαφορετικά: το K-ras έχει µήκος περίπου 

50 Kb, το H-ras  4.5 Kb και το N-ras περίπου 10Kb. Το K-ras  φέρει δυο εναλλακτικά τέταρτα εξώνια, 

το 4A και 4B. Oι πρωτεΐνες που κωδικοποιούνται από τα K-ras A, H-ras και N-ras  αποτελούνται από 

189 αµινοξέα, ενώ του K-ras B αποτελείται από 188 αµινοξέα, διότι το 4B εξώνιο έχει ένα κωδικόνιο 

λιγότερο. Τα τρία γονίδια ras  φέρουν υποκινητές οι οποίοι είναι πλούσιοι σε GC ενώ δεν διαθέτουν 

αλληλουχίες TATA ή CAT, χαρακτηριστικά που απαντώνται σε πολλά ακόµη ογκογονίδια. O 

υποκινητής του ανθρώπινου N-ras περιέχει συντηρηµένες περιοχές πρόσδεσης για τα CREB/ATF, AP1, 

AP2, MYB, E4TF1, SP1 και MLTF/MYC. 
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3.3 Ρύθµιση των γονιδίων ras 

 

 Η ύπαρξη µεταγραφικού ελέγχου των γονιδίων ras προκύπτει από τη διαφορετική έκφρασή 

τους σε διάφορους ιστούς. Τα ρυθµιστικά στοιχεία των γονιδίων ras  έχουν µελετηθεί εκτενώς. 

Φαίνεται να υπάρχουν αρκετές θέσεις έναρξης της µεταγραφής εντοπισµένες σε µια περιοχή 40bp 

µέσα στο εσώνιο-1. Στη ρύθµιση της έκφρασης των ras εµπλέκονται ρυθµιστικές περιοχές (Σχήµα 

3.2) που έχουν τη δυνατότητα πρόσδεσης µεταγραφικών παραγόντων (Ishii,1986). Τέτοια 

ρυθµιστικά στοιχεία έχουν αναγνωριστεί στην περιοχή του υποκινητή και στο πρώτο εσώνιο του H-

ras. Tα στοιχεία του πρώτου εσωνίου τροποποιούν την έκφραση του γονιδίου σε µετα-µεταγραφικό 

επίπεδο, µε θετικό και αρνητικό τρόπο. Στο ίδιο εσώνιο έχουν αναγνωριστεί δύο ακόµη θέσεις µε 

λειτουργική σηµασία για τη µεταγραφή, µια µε ειδικότητα σύνδεσης της πρωτεΐνης p53 (Zachos & 

Spandidos, 1998) και η δεύτερη µε ενεργότητα πρόσδεσης υποδοχέων γλυκοκορτικοειδών 

(glucocorticoid response element-GRE). Παρόµοια περιοχή υπάρχει για οιστρογονικούς υποδοχείς 

(ERE) στο τέταρτο εσώνιο του H-ras (Zachos, 1996).  

 Στο µηχανισµό έκφρασης των γονιδίων ras  εµπλέκονται επίσης ρυθµιστικές θέσεις της 3' 

περιοχής τους. Πρόκειται για επαναλαµβανόµενες µινιδορυφορικές DNA αλληλουχίες (VTR) 

ευρισκόµενες 3' του πολυαδενυλικού σήµατος, οι οποίες κατέχουν ενεργότητα πρόσδεσης 

µεταγραφικών παραγόντων (Spandidos & Holmes, 1987). Oι ρυθµιστικές πρωτεΐνες της 

µεταγραφής rel/NF-κB προσδένονται στη VTR περιοχή του H-ras (Trepicchio & Krontiris, 1992) 

και προκαλούν την ικανότητα µετασχηµατισµού κυττάρων µέσω υπερέκφρασης του γονιδίου 

(Krontiris, 1993). Στη ρύθµιση, τέλος, της έκφρασης των ras  υπεισέρχονται ακόµη η µεθυλίωση 

των υποκινητών τους και ο µηχανισµός του εναλλακτικού µατίσµατος στις ρυθµιστικές 

αλληλουχίες του 4ου εσωνίου και της 3' VTR περιοχής του H-ras  (Hwang & Cohen, 1997). 
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Σχήµα 3.2. Aπεικόνιση των κυριότερων θέσεων ρύθµισης της µεταγραφής του γονιδίου H-ras. 

Μεταξύ των κωδικοποιών και µη εξωνίων (µαύρα και λευκά κουτιά, αντίστοιχα) σηµειώνονται οι 

θέσεις πρόσδεσης µεταγραφικών παραγόντων (Sp-1) στον υποκινητή και οι ρυθµιστικές 

µεταγραφικές περιοχές των εσωνίων. Σε αυτές προσδένονται η πρωτεΐνη p53, υποδοχείς 

γλυκοκορτικοειδών (GR) και οιστρογονικοί υποδοχείς (ER). Στην περιοχή µινιδορυφορικού DNA 

(VTR) προσδένεται ο µεταγραφικός παράγωνrel/NFk-B. Η περιοχή IDX αποτελεί θέση µατίσµατος 

(splicing) του mRNA, κατά το οποίο δεν µεταφράζεται το λειτουργικό 4ο εξώνιο. O µηχανισµός 

αυτός µειώνει τη δράση της ογκοπρωτεΐνης p21. 

 

3.4 H πρωτεΐνη p21 

 

 Oι πρωτεΐνες ras είναι GTPάσες προσδεδεµένες στην µεµβράνη του κυττάρου. Η φυσιολογική 

p21 ras (RAS) υδρολύει GTP σε συγκρίσιµα επίπεδα µε αυτά των καθαρών G πρωτεϊνών και 

εµφανίζεται σε ισορροπία µεταξύ µιας ενεργής µορφής (GTR-RAS) και µιας ανενεργής (GDP-RAS). Tα 

επίπεδα της απελευθέρωσης GDP και της υδρόλυσης GTP αυξάνονται από την επιρροή τριών 

κατηγοριών ρυθµιστικών πρωτεϊνών: των GAP (GTP-ase activating proteins) που αυξάνουν τα επίπεδα 

υδρόλυσης του GTP, των GNRP (guanine nucleotide exchange factors) που καταλύουν την 

απελευθέρωση του δεσµευµένου GDP, και των GDI (guanine nucleotide dissociation inhibitors) που 
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αναστέλλουν την αντικατάσταση του GDP από το GTP και µπορούν επίσης να αναστέλλουν την δράση 

των GAP πρωτεϊνών. (Boguski 1993, Bourne 1990, Downward 1992, Santos 1989) 

 Oι φυσιολογικές πρωτεΐνες RAS εµπλέκονται στον έλεγχο την κυτταρικής αύξησης και 

διαφοροποίησης αλλά ακόµα και µια µεταλλαγή σε ένα αµινοξύ µπορεί να δηµιουργήσει µια ογκογόνο 

πρωτεΐνη. Η δράση µιας ποικιλίας αυξητικών παραγόντων αυξάνει την συγκέντρωση  των GTP-RAS σε 

φυσιολογικά κύτταρα και η χωροταξική αλλαγή που επάγεται από την πρόσδεση του GTP ενεργοποιεί 

τις RAS, που µπορεί πλέον να ενωθούν µε πρωτεΐνες- κυτταρικούς στόχους. Στα κύτταρα των 

θηλαστικών οι RAS ενεργοποιούν µια σειρά πρωτεϊνικών κινασών σερίνης/θρεονίνης που περιλαµβάνει 

τις RAF1, MAPKK (mitogen-activated protein kinase kinase) και τις κινάσες ERK ή MAP (de Vries-

Smits 1992, Cook 1993). Το µονοπάτι RAS-RAF ενεργοποιείται επίσης από την πρωτεΐνη HBx του ιού 

της ηπατίτιδας B (Doria, 1995). Oι MAPK φωσφορυλιώνουν και ενεργοποιούν τα ELK1 και JUN και 

την CREB κινάση/ RSK2 που αποτελεί µέλος της pp 90 RSK οικογένειας (Xing 1996). H ογκογόνος 

RAS ενεργοποιεί τη λειτουργία της πρωτεϊνικής κινάσης C και της αντλίας Na+/H+, το µεταβολισµό 

των φωσφολιπιδίων, και σε διάφορους τύπους κυττάρων έχει αναφερθεί να ενεργοποιεί τη µεταγραφή 

πολλών γονιδίων όπως τα ODC1, FOS, JUN, JUNB, MDR1, MYC, p9Ka/42A, TGFa, και TGFβ. Oι 

RAS καταστέλλουν τη µεταγραφή των γονιδίων MYOD1, MYOH, Myf5, MRF4, µυογενίνης, υποδοχέα 

PDGF και της φιµπρονεκτίνης (Sistonen 1989). 

 ∆υο οικογένειες µεταγραφικών παραγόντων, οι AP1/ATF και ETS, έχουν αναγνωριστεί ως 

βασικοί πυρηνικοί διαµεσολαβητές της λειτουργίας των RAS. Η έκφραση του H-ras ενισχύει την 

ικανότητα ενεργοποίησης του NET, ενός παράγοντα που σχετίζεται µε τον ETS και διαθέτει οµοιότητα 

αλληλουχίας µε τρεις περιοχές του ELK1 και SAP1 (Giovane 1994). Η έκφραση της ογκογόνου Ras 

µπορεί να προκαλέσει απόπτωση όταν η πρωτεϊνική κινάση C ρυθµίζεται: ο κυτταρικός θάνατος που 

εξαρτάται από τα ras παρεµποδίζεται από τη δράση του Bcl2 που φωσφορυλιώνεται µε ένα τρόπο που 

εξαρτάται από τη RAS και σχετίζεται µε τη RAS (Chen, 1995).  

 

3.5 Ενεργοποίηση των γονιδίων ras  

 

 Υπερέκφραση των γονιδίων ή µεταλλάξεις κωδικοποιών αλληλουχιών τους συνεπάγονται 

αντίστοιχα παραγωγή της πρωτεΐνης p21 σε υπερβολικές ποσότητες ή δοµικές αλλοιώσεις που 

σταθεροποιούν την p21-GTP µορφή. Αµφότεροι οι µηχανισµοί σηµαίνουν τη µετατροπή των ras 
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πρώτο-ογκογονιδίων σε ενεργοποιηµένα ογκογονίδια. Αποτέλεσµα της ενεργοποίησης των ras είναι η 

προαγωγή της αντιγραφής και µεταγραφής του DNA, και συνεπώς της έκφρασης πολλών γονιδίων. Τα 

γεγονότα αυτά συνεισφέρουν στη γενετική αποδιοργάνωση των κυττάρων και την  ανάπτυξη του 

καρκινικού φαινοτύπου. Tα ενεργοποιηµένα ras παρουσιάζουν υψηλότατο εξαλλακτικό δυναµικό in 

vitro (Spandidos & Wilkie, 1984). Αλλά και in vivo, στον καρκίνο του παγκρέατος όπου οι µεταλλάξεις 

των ras αποτελούν σταθερό εύρηµα, συµβαίνουν σε πρώιµα στάδια ή ακόµη και σε αλλοιώσεις του 

οργάνου που προηγούνται και σχετίζονται παθογενετικά µε την ανάπτυξη της νεοπλασίας (Yanagisawa, 

1993). 

 

3.6. Μεταλλαγµένες πρωτεΐνες ras 

 

 Οι πρωτεΐνες ras, εκτός από το ρόλο που παίζουν στη διαφοροποίηση και στον πολλαπλασιασµό 

των κυττάρων, συµµετέχουν και στον κυτταρικό µετασχηµατισµό, όταν κωδικοποιούνται όχι από το 

φυσιολογικό αλλά από µεταλλαγµένο γονίδιο ras (Barbacid 1987, Spandidos et al 1988, Spandidos et al 

1989). 

 Τα γονίδια ras των θηλαστικών αποκτούν ικανότητα µετασχηµατισµού µε µια σηµειακή 

µετάλλαξη στη µεταφραζόµενη αλληλουχία τους (Seeburg et al 1984, Der et al 1986). Οι µεταλλαγές 

στα γονίδια ras εντοπίζονται στα κωδικόνια 12,13, 59 και 61. Στη θέση 12 (εξώνιο 1) των πρώτο-

ογκογονιδίων ras κωδικοποιείται η Gly. Υποκατάσταση της Gly12 µε οποιοδήποτε άλλο αµινοξύ (εκτός 

της Pro) οδηγεί στην ογκογονική ενεργοποίηση της p21. Όµοιο αποτέλεσµα υπάρχει και όταν 

παρουσιάζεται έλλειψη της Gly12. Αντικατάσταση του γειτονικού αµινοξέος Gly13 προσδίδει επίσης 

ιδιότητα µετασχηµατισµού στην p21. Αντικατάσταση της Gln61 µε οποιοδήποτε αµινοξύ εκτός από την 

Pro και το Glu οδηγεί σε µεταλλαγµένη ras. Αντικατάσταση της Ala59 µε Thr έχει παρατηρηθεί σε 

ρετροϊικά ras ή σε πειράµατα in vitro µεταλλαξογένεσης. Αν και στα γονίδια ras αρκεί µια µόνο 

µεταλλαγή ικανή να µετατρέψει το ras σε ογκογονίδιο (Seeburg et al 1984, Spandidos et al 1984), τα 

ρετροϊικά ras εµφανίζουν δυο µεταλλαγές (κωδικόνια 12 και 59), χωρίς αυτό να συνδέεται µε αυξηµένη 

ικανότητα µετασχηµατισµού (Aguilar-Cordova et al 1991). 

 Οι θέσεις 12, 13, 59 και 61 βρίσκονται στις περιοχές πρόσδεσης των GTP και GDP (Grand et al 

1991, Bollag et al 1991, Schweins et al 1995).  
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Οι µεταλλαγές δρουν σταθεροποιώντας την ενεργή GTP-p21 είτε παρεµποδίζοντας την ενδογενή 

ενεργότητα GTPάσης, είτε παρεµποδίζοντας την αρνητική ρύθµιση µέσω των παραγόντων GAP (ras-

GAP, NF1), είτε αυξάνοντας το ρυθµό αντικατάστασης του GDP από το GTP, είτε επάγοντας µια 

στερεοδοµική αλλαγή που οδηγεί σε ενεργή πρωτεΐνη χωρίς πρόσδεση νουκλεοτιδίων (Grand et al 

1991, Bollag et al 1991, Scweins et al 1995). Μεταλλαγές των τριών γονιδίων έχουν περιγραφεί στους 

περισσότερους τύπους ανθρώπινου καρκίνου (Σχήµα 3.3, Πίνακας 3.2).  

 Η δυνατότητα των πρωτοογκογονιδίων ras να µετατραπούν σε ογκογονίδια µετασχηµατισµού 

δεν αναδεικνύεται µόνο µέσω των ποιοτικών µεταβολών της νουκλεοτιδικής αλληλουχίας και κατ’ 

επέκταση της πρωτεϊνικής αλληλουχίας, αλλά και µέσω ποσοτικής µεταβολής (Spandidos et al 1985, 

Lang et al 1986). ∆ηλαδή, αν το πρώτο-ογκογονίδιο βρεθεί µετά από ένα ισχυρό υποκινητή, 

υπερεκφράζεται και µπορεί να προκαλέσει µετασχηµατισµό (Spandidos et  al 1989).  

 ∆ιάφορα πειραµατικά δεδοµένα συσχετίζουν την προδιάθεση για καρκίνο µε διάφορες 

πολυµορφικές θέσεις µέσα και γύρω από την περιοχή των γονιδίων ras. Χαρακτηριστικό παράδειγµα 

αποτελεί το γονίδιο Η- ras, στο οποίο υπάρχει µινιδορυφορική περιοχή (VTR) µετά τη θέση 

πολυαδενυλίωσης (Krontiris et al 1993) και µια µικροδορυφορική περιοχή στο εσώνιο 1 (Iwahana et al 

1990, Tanci et al 1992). 
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Πίνακας 3.2. Συχνότητα ενεργοποίησης των γονιδίων ras σε καρκίνους  

διαφόρων οργάνων του ανθρώπου. 

Τύπος Νεοπλασίας Γονίδιο Συχνότητα 

(%) 

Παγκρέατος (Π) K-ras,  90 

Ουροδόχου 

κύστεως (Ο.Κ) 

H-ras * 66 

Νεφρών (Ν) K-ras  50 

Αδενοκαρκίνωµα 

παχέος εντέρου 

(Π.Ε) 

K-ras  50 

Αδενοκαρκίνωµα 

πνεύµονα (Πν) 

K-ras  50 

Λεπτό έντερο (Λ.Ε) H-ras  31 

Τράχηλος µήτρας 

(Μ) 

K-ras,  H-ras  26, 10.5 

Ωοθήκες (Ω) K-ras  30 

Ενδοµήτριο (Ενδ)  K-ras 47 

Οξεία Μυελογενής 

Λευχαιµία (Λ) 

N-ras  30 

Θυρεοειδής (Θ) H-, K-, N-ras  25 

Μελάνωµα (ΜΕ) N-ras 20 

Μαστός (ΜΑ) K-ras  12 

Ηπατοκυτταρικό 

(Η) 

K-ras * 12 

Στοµάχου (Σ)  0-40 

Μυελοδυσπλαστικό 

σύνδροµο (ΜΥ) 

N-ras  10 
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Σχήµα 3.3. Mεταλλάξεις των γονιδίων ras  σε καρκίνους διαφόρων οργάνων του ανθρώπου. 
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3.7. Επαναλαµβανόµενες αλληλουχίες του γονιδίου H-ras 

 

 Στο ευκαρυωτικό γονιδίωµα έχει διαπιστωθεί η ύπαρξη επαναλαµβανόµενων αλληλουχιών 

DNA, το µήκος των οποίων ποικίλει από µερικές δεκάδες ή εκατοντάδες νουκλεοτιδικών βάσεων 

(minisatellites) (Jelinek et al 1982, Lewin 1990, Nowak 1994, Charlesworth et al 1994). Οι αλληλουχίες 

αυτές απαντώνται συχνότερα στις περιοχές των χρωµοσωµικών τελοµερών. Ωστόσο πολλές σχετίζονται 

µε διάφορα γονίδια µέσα στα χρωµοσώµατα και βρίσκονται είτε ανάµεσα σε γονίδια, είτε µέσα σε 

γονίδια (συνήθως σε εσώνια). 

 Το γονίδιο H-ras περιέχει δυο τέτοιες περιοχές µε επαναλαµβανόµενο DNA, µια 

µικροδορυφορική περιοχή στο 5’ άκρο του γονιδίου και µια µινιδορυφορική περιοχή (VTR) στο 3’ 

άκρο του γονιδίου (Capon et al 1983,  Iwahana et al 1990). 

 

 



 53

3.7.1 Η µινιδορυφορική περιοχή (VTR) του ογκογονιδίου H-ras 

 

Το minisatellite ή Variable Tandem Repeat (VTR) εντοπίζεται περίπου 1000 νουκλεοτιδικές 

βάσεις µετά από τη θέση πολυαδενυλίωσης και προκύπτει από την επανάληψη µιας αλληλουχίας 28 

βάσεων (Capon et al 1983). Η αλληλουχία αυτή επαναλαµβάνεται 30 ως 100 φορές περίπου, µε 

αποτέλεσµα τη δηµιουργία ενός δεύτερου πολυµορφισµού µήκους στο γονίδιο H-ras. Έχουν περιγραφεί 

τριάντα αλληλόµορφα της VTR περιοχής µε µήκος από 1000 ως 3000 βάσεις περίπου (Krontiris et al 

1985). Μετά από πληθυσµιακές µελέτες, όπου εξετάσθηκαν οι συχνότητες των VTR αλληλοµόρφων, 

χαρακτηρίστηκαν ως κοινά (common) τέσσερα αλληλόµορφα, τα a1, a2, a3 και a4 που 

αντιπροσωπεύουν το 94% όλων των αλληλοµόρφων στους Καυκάσιους (Krontiris et al 1993). Όλα τα 

υπόλοιπα αλληλόµορφα χαρακτηρίζονται ως σπάνια (rare). Χρησιµοποιώντας γενετικούς δείκτες, που 

εντοπίζονται αριστερά της περιοχής του VTR , βρέθηκε ότι τα τέσσερα κοινά αλληλόµορφα αποτελούν 

τους προγόνους των σπάνιων αλληλοµόρφων (Kasperczyk et al 1989, Kasperczyk et al 1990). 

Συγκεκριµένα το κάθε σπάνιο αλληλόµορφο προέκυψε από το πλησιέστερο σε µέγεθος κοινό 

αλληλόµορφο, µέσω της εισδοχής ή έλλειψης κάποιων επαναλαµβανόµενων µονάδων των 28 βάσεων 

(Σχήµα 3.4). 

Συγκριτικές  µελέτες ανάµεσα σε πληθυσµιακά δείγµατα φυσιολογικών ατόµων και 

καρκινοπαθών αποκάλυψε µια µέτρια αλλά σταθερή συσχέτιση µεταξύ της ύπαρξης σπανίων 

αλληλοµόρφων H-ras στην περιοχή VTR και εµφάνισης κάποιας συχνής µορφής καρκίνου, όπως αυτής 

του µαστού (Krontiris et al 1985). ∆ιαπιστώθηκε ότι περίπου 9% των καρκινοπαθών (µε κάποια κοινή 

µορφή καρκίνου), φέρει τουλάχιστον ένα σπάνιο αλληλόµορφο VTR στο γονίδιο H-ras. Η ύπαρξη 

αυτού του σπάνιου αλληλοµόρφου θεωρείται ως µια πιθανή αιτία πρόκλησης της νεοπλασίας. Η 

συχνότητα των σπάνιων αλληλοµόρφων VTR στο γονιδίωµα καρκινοπαθών εκτιµήθηκε τριπλάσια σε 

σύγκριση µε φυσιολογικούς πληθυσµούς χωρίς εµφάνιση καρκίνου (Krontiris et al 1993). Πολλά από 

τα σπάνια αλληλόµορφα έχουν αναφερθεί µόνο σε ασθενείς µε καρκίνο (Krontiris et al 1986).  

Πληθυσµιακές µελέτες σε υποπληθυσµούς ενός ευρύτερου δείγµατος Καυκάσιων ατόµων έδειξε 

ότι δεν υπάρχει ετερογένεια ανάµεσα στους πληθυσµούς για τη θέση VTR και ότι οι συχνότητες των 

αλληλοµόρφων ακολουθούν το ισοζύγιο Hardy-Weinberg (Devlin et al 1993). Το γεγονός αυτό 

θεωρήθηκε ως µια επιβεβαίωση ότι η πρόκληση νεοπλασίας οφείλεται στην παρουσία και µόνο των 

σπάνιων αλληλοµόρφων VTR (Krontiris et al 1993). Ο µοριακός µηχανισµός πρόκλησης της 
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καρκινογένεσης λόγω παρουσίας των σπάνιων αλληλοµόρφων παραµένει άγνωστος, αν και έχουν 

προταθεί κάποια θεωρητικά µοντέλα (Σχήµα 3.5). 

Η περιοχή αυτή του VTR διαθέτει ενεργότητα ενισχυτή και σε συνδυασµό µε τον υποκινητή του 

γονιδίου H-ras  διευκολύνει την έκφραση του γονιδίου H-ras  αλλά και ετερόλογων γονιδίων, µε τρόπο 

ανεξάρτητο από τη θέση και τον προσανατολισµό της (Spandidos et al 1987, Cohen et al 1987, Green et 

al 1993). Σε in vitro µελέτες κυτταρικού µετασχηµατισµού έχει δειχθεί ότι αλληλουχίες που περιέχουν 

την περιοχή VTR διευκολύνουν την έκφραση της πρωτεΐνης ras, ενώ η ικανότητα µετασχηµατισµού του 

γονιδίου H-ras όταν λείπει η περιοχή VTR είναι µειωµένη 5-10 φορές, όπως µειωµένα είναι και τα 

επίπεδα του προϊόντος του γονιδίου H-ras  (Krontiris et al 1985). Επιπλέον έχει αποδειχθεί πειραµατικά 

ότι αυτή η ενεργότητα ενισχυτή που διαθέτει η περιοχή  VTR µπορεί να διαφέρει από αλληλόµορφο σε 

αλληλόµορφο µε τρόπο που εξαρτάται από το µήκος των τελευταίων (Green et al 1993).  

Είναι επίσης γνωστό ότι η περιοχή αυτή προσδένει τέσσερα τουλάχιστον µέλη (p85, p50, p45 

και p72) της οικογένειας ρυθµιστικών παραγόντων της µεταγραφής rel/NF-kB και προσδένει τη 

συστατική µορφή τους και όχι την επαγόµενη (Trepicchio et al 1992). Πιθανολογείται ότι οι 

αλληλεπιδράσεις αυτών των παραγόντων µεταγραφής µε το γονίδιο επηρεάζουν τη µεταγραφή του, και 

ότι µεταλλαγές των κοινών αλληλοµόρφων VTR ίσως καταστρέφουν αυτά τα ρυθµιστικά δίκτυα, είτε 

αλλάζοντας τον αριθµό των υποµονάδων που προσδένουν εκλεκτικά κάποιους από αυτούς τους 

παράγοντες µεταγραφής, είτε αλλάζοντας τις συγκεντρώσεις ισορροπίας των παραγόντων αυτών, που 

γίνονται έτσι διαθέσιµοι για πρόσδεση σε άλλα σηµεία του γονιδίου (Σχήµα 3.5) (Green et al 1993, 

Krontiris et al 1993). 

 

3.7.2 Η µικροδορυφορική περιοχή του ογκογονιδίου H-ras 

 

 Η µικροδορυφορική περιοχή βρίσκεται µέσα στο πρώτο εσώνιο, 83 βάσεις πριν από το 5’ άκρο 

του γονιδίου (Iwahana et al 1990). Το µικροδορυφορικό αυτό τµήµα οφείλεται στην παρουσία ενός 

επαναλαµβανόµενου εξανουκλεοτιδίου –του GGGCCT- και έχει ως αποτέλεσµα την εµφάνιση ενός 

πολυµορφισµού µήκους στο γονίδιο H-ras. Με βάση τον πολυµορφισµό αυτό είχαν αρχικά 

χαρακτηριστεί δυο αλληλόµορφα του γονιδίου H-ras, Ρ1 και Ρ2 που φέρουν αντίστοιχα τέσσερις και 

δυο επαναλήψεις του εξανουκλεοτιδίου. Ο χαρακτηρισµός των δυο αυτών αλληλοµόρφων είχε γίνει 

αρχικά µε πέψη του γονιδίου H-ras µε την περιοριστική ενδονουκλεάση PstI. Τα διάφορα τµήµατα του 
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DNA που προέκυψαν µετά τη δράση του ενζύµου PstI σε διάφορα δείγµατα DNA περιείχαν µέρος του 

εσωνίου 1 και ολόκληρο το εξώνιο 1 και διέφεραν κατά 12 βάσεις. Αργότερα απεδείχθη πειραµατικά, 

µε τη βοήθεια της PCR αντίδρασης, η ύπαρξη ενός τρίτου αλληλοµόρφου, του Ρ3, που περιείχε τρεις 

επαναλήψεις του εξανουκλεοτιδίου (Tanci et al 1992). 

 

3.7.3 Σχέση µεταξύ των δυο πολυµορφικών θέσεων του γονιδίου H-ras 

 

 Σηµαντικό πειραµατικό δεδοµένο αποτελεί η σχέση που συνδέει τις δυο αυτές περιοχές, την 

εξανουκλεοτιδική θέση και το VTR. Έχει βρεθεί ότι µεταξύ τους υπάρχει ανισορροπία σύνδεσης 

(linkage disequilibrium) (Iwahana et al 1990). Συγκεκριµένα έχει βρεθεί πειραµατικά ότι το 

αλληλόµορφο της εξανουκλεοτιδικής θέσης µε τις περισσότερες επαναλήψεις, το Ρ1 (τέσσερις 

επαναλήψεις) βρίσκεται πάντα συνδεδεµένο µε τα κοινά αλληλόµορφα a1 ή a2, ή µε κάποιο από τα 

σπάνια παράγωγά τους (a1r ή a2r). Αντίστοιχα, το αλληλόµορφο της εξανουκλεοτιδικής θέσης µε τις 

λιγότερες επαναλήψεις, το Ρ2 (δυο επαναλήψεις) βρίσκεται πάντα µαζί µε ένα από τα κοινά 

αλληλόµορφα  a3 ή a4 της θέσης VTR, ή κάποιο από τα σπάνια παράγωγά τους (a3r ή a4r). 

Ανιχνεύονται δηλαδή µόνο οι συνδυασµοί P1-a1 ή a2 και P2-a3 ή a4, ενώ οι συνδυασµοί  P1-a3 ή a4 

και P2-a1 ή a2 δεν έχουν παρατηρηθεί µέχρι σήµερα (Σχήµα 3.6). Αυτή η ανισορροπία σύνδεσης 

ανάµεσα στους δυο πολυµορφισµούς υποδηλώνει ότι το γονίδιο H-ras  µε συνδυασµό  P1-a3 ή a4 και 

P2-a1 ή a2 προσδίδει κάποιο µειονέκτηµα για την κυτταρική αύξηση και ότι τα κύτταρα που έχουν αυτά 

τα γονίδια δεν µπορούν να επιβιώσουν.  

Πρέπει να σηµειωθεί ότι στην παραπάνω µελέτη της ανισορροπίας σύνδεσης δεν 

συµπεριλαµβάνεται το τρίτο αλληλόµορφο της εξανουκλεοτιδικής θέσης, το Ρ3 µε τις τρεις 

επαναλήψεις, επειδή αυτό δεν είχε ακόµη περιγραφεί (Tanci et al 1992). 
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Σχήµα 3.4 Τµήµα του BamHI που περιλαµβάνει το ανθρώπινο γονίδιο H-ras. Τα τετράγωνα 
αντιπροσωπεύουν τα τέσσερα µεταφραζόµενα εξώνια και το βέλος δείχνει τη θέση έναρξης της 
µεταγραφής καθώς και την περιοχή στην οποία προσδένονται ρυθµιστικοί µεταγραφικοί 
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παράγοντες. ∆είχνεται επίσης η θέση πολυαδενυλίωσης (Poly A). Ακριβώς µετά από τη θέση 
πολυαδενυλίωσης βρίσκεται η περιοχή  VTR. Μια πιο µεγεθυσµένη άποψη της VTR περιοχής 
φαίνεται πιο κάτω, όπου παριστάνεται το αλληλόµορφο a4. Τα παραλληλόγραµµα 
αντιπροσωπεύουν επαναλήψεις της «consensus» αλληλουχίας των 28 βάσεων. ∆είχνονται µόνο 
µερικές από τις 85 περίπου επαναλαµβανόµενες µονάδες του a4 αλληλοµόρφου. Οι διαφορετικές 
µορφές των παραλληλογράµµων αντιπροσωπεύουν διαφορές στην αλληλουχία του DNA που 
υπάρχει από µονάδα σε µονάδα. Η αφαίρεση ή η προσθήκη επαναλαµβανόµενων µονάδων οδηγεί 
στην παραγωγή των σπάνιων (rare) αλληλοµόρφων (Krontiris et al 1993) (B=BamHI, M=MspI).  
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Σχήµα 3.5 Μοντέλο που απεικονίζει την επίδραση του µινιδορυφορικού H-ras στη ρύθµιση της 

µεταγραφής. Πρωτεΐνες που κωδικοποιούνται από µέλη της οικογένειας rel/NF-kB σχηµατίζουν 

διµερή και παράγουν µια ποικιλία DNA ρυθµιστικών παραγόντων. Οι αλληλεπιδράσεις µε το DNA 

έχουν ως αποτέλεσµα τόσο ενεργοποιητικές όσο και κατασταλτικές επιδράσεις στη µεταγραφή. 

Μεταλλαγές στα κοινά αλληλόµορφα πιθανόν καταστρέφουν αυτά τα ρυθµιστικά µε δυο τρόπους, οι 

οποίοι επηρεάζουν τη ρύθµιση της έκφρασης του H-ras1. Πρώτον, µε τη µεταβολή του αριθµού των 

υποµονάδων στις οποίες δεσµεύονται εκλεκτικά ορισµένες τάξεις παραγόντων (ορισµένες υποµονάδες 

έχουν απαλειφθεί στο αλληλόµορφο a3.5) πιθανά αλλοιώνεται το ισοζύγιο των συγκεντρώσεων 
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παραγόντων που διατίθενται για δέσµευση και σε άλλες ρυθµιστικές περιοχές του γονιδιώµατος- π.χ. 

στην 5’ µεταγραφική ρυθµιστική περιοχή του γονιδίου H-ras1. ∆εύτερον, οι µεταλλαγές ίσως οδηγούν 

σε αυξηµένη δέσµευση ορισµένων τάξεων πρωτεϊνών rel µε περισσότερο οµοιογενείς λειτουργικές 

επιδράσεις που επηρεάζουν άµεσα τη µεταγραφή του H-ras 1. Κάθε  µεταλλαγή δύναται να προκαλέσει 

µια ποικιλία επιδράσεων, ανάλογα µε το συνδυασµό των κατασταλτικών και διεγερτικών rel 

αλληλεπιδράσεων που επηρεάζονται (Krontiris et al 1993). (Οι µαύροι κύκλοι παριστάνουν 

κατασταλτικούς παράγοντες και οι διαφορετικές µορφές παραλληλογράµµων τις περιοχές πρόσδεσης 

που αναγνωρίζουν. ∆είχνονται µόνο µερικές από τις 85 περίπου επαναλαµβανόµενες µονάδες του a4 

αλληλοµόρφου).       
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Σχήµα 3.6  Σχηµατική αναπαράσταση των µικροδορυφορικών και VTR περιοχών στο γονίδιο 

H-ras. Τα µικρά βέλη δείχνουν τις επαναλαµβανόµενες µονάδες µιας «consensus» αλληλουχίας έξι 

νουκλεοτιδίων (microsatellite), ενώ τα µεγάλα βέλη αντιπροσωπεύουν το καθένα 40 επαναλήψεις 

της επαναλαµβανόµενης µονάδας 28 βάσεων. Φαίνεται σχηµατικά η ανισορροπία σύνδεσης 

(linkage disequilibrium) (Iwahana et al 1990). 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ ΤΕΤΑΡΤΟ 

 

ΤΟ ΓΟΝΙ∆ΙΟ ΤΗΣ P53 
 

 

4.1 Eισαγωγή 

 

 Το γονίδιο της p53 εντοπίζεται στο µικρό βραχίονα του χρωµοσώµατος 17 (Benchimol, 1985) 

και κωδικοποιεί για µια πυρηνική φωσφοπρωτεΐνη 375 αµινοξέων. Αρχικά, υπήρξε η άποψη ότι το 

φυσιολογικό γονίδιο p53 είναι ένα επικρατές ογκογονίδιο όπως το ras και το myc. Η άποψη όµως αυτή 

έπαψε να ισχύει όταν cDNA κλώνοι του γονιδίου p53 από φυσιολογικό ιστό δεν οδήγησαν σε καρκινική 

εξαλλαγή φυσιολογικά κύτταρα, ενώ cDNA κλώνοι του γονιδίου p53 που αποµονώθηκαν από 

καρκινικές σειρές προερχόµενες από όγκους οδήγησαν σε καρκινική εξαλλαγή φυσιολογικά κύτταρα 

όταν χρησιµοποιήθηκαν µαζί µε το γονίδιο ras (Jenkins 1984). Oι αλληλουχίες των cDNA του p53 από 

τις κυτταρικές σειρές όγκων έδειξαν ότι οι όγκοι περιείχαν µεταλλάξεις εντός των συντηρηµένων κατά 

την εξέλιξη περιοχών της πρωτεΐνης. Από την παρατήρηση ότι ορισµένες λευχαιµικές σειρές κυττάρων 

ποντικού είχαν υποστεί παρεµβολές και απαλείψεις στο γονίδιο p53 που είχαν σαν αποτέλεσµα την 

πλήρη απώλεια της έκφρασης της p53 προέκυψε η δυνατότητα ότι το φυσιολογικό p53 θα µπορούσε να 

είναι ένα ογκοκατασταλτικό γονίδιο. Η άµεση επιβεβαίωση αυτής της ιδέας προήλθε από πειράµατα 

συν-επιµόλυνσης στα οποία φάνηκε ότι το φυσιολογικό p53 θα µπορούσε να καταστείλει την εξαλλαγή 

όπως π.χ. σε πειράµατα συνεργασίας ογκογονιδίων όπως του ras και του φυσιολογικού p53 . ∆ιάφοροι 

όγκοι του ανθρώπου έχει δειχθεί ότι περιέχουν µεταλλαγµένες πρωτεΐνες p53 αναλύοντας τις 

αλληλουχίες των βάσεων του cDNA και χρησιµοποιώντας την τεχνική της ανοσοκυτταροχηµείας. 

Το γονίδιο της p53 αποτελεί ένα από τα πιο συχνά επηρεασµένα γονίδια στην καρκινογένεση 

του ανθρώπου (Levine 1991). Aνακαλύφθηκε επειδή κωδικοποιεί µια πρωτεΐνη που συµπλέκεται µε την 

µεγάλη T πρωτεΐνη εξαλλαγής του ογκογόνου ιού SV40. Είναι γνωστό ότι η πρωτεΐνη p53 συνδέεται 

και µε τις πρωτεΐνες εξαλλαγής άλλων DNA ογκογόνων ιών, την E1B του αδενοϊού και την E6 του 

HPV-16 και 18 (Sarnow 1982). Ο σχηµατισµός συµπλέγµατος µε το µεγάλο T αντιγόνο του SV40 

σταθεροποιεί την p53 αυξάνοντας το χρόνο ηµιζωής της από 6-20 λεπτά σε αρκετές ώρες (Oren 1981). 
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Αυτή η σταθεροποίηση είναι χαρακτηριστική της µεταλλαγµένης πρωτεΐνης p53 στα κύτταρα των 

όγκων (Reich 1983). 

 Από την ανάλυση ενός αριθµού µεταλλάξεων στο p53 είναι εµφανές ότι υπάρχουν αρκετές 

κατηγορίες µεταλλάξεων. Όλες οι µεταλλάξεις που έχουν εξεταστεί µέχρι τώρα δείχνουν ότι οδηγούν 

στο σχηµατισµό πρωτεϊνών p53  που έχουν χάσει την ικανότητα να καταστέλλουν την εξαλλαγή. 

Ορισµένες από τις µεταλλάξεις δύνανται να είναι µεταλλάξεις αρνητικά επικρατείς που παρεµποδίζουν 

τη λειτουργία του φυσιολογικού p53 στο σχηµατισµό συµπλέγµατος µεταξύ του µεταλλαγµένου και του 

φυσιολογικού p53 (Spandidos 1992). 

 Ορισµένα µεταλλαγµένα αλληλόµορφα δεν έχουν µόνο χάσει την ογκοκατασταλτική δράση, 

αλλά επίσης δύνανται να δρουν ως επικρατή συνεργαζόµενα ογκογονίδια στην εξαλλαγή των 

πρωτογενών κυττάρων µαζί µε τη ras p21. Αυτή η ιδιότητα δεν έχει σχέση µε την ικανότητα να 

σχηµατίζεται σύµπλεγµα µε το φυσιολογικό p53 επειδή η εισαγωγή ενός µεταλλαγµένου γονιδίου p53  

σε µια κυτταρική σειρά που είχαν απαλειφθεί και τα δυο αλληλόµορφα p53 οδηγούσε σε αύξηση της 

ογκογόνου ιδιότητάς της. Περαιτέρω, πολλοί όγκοι περιέχουν εκφρασµένο το µεταλλαγµένο 

αλληλόµορφο p53 χωρίς να έχουν χάσει το φυσιολογικό αλληλόµορφο (Spandidos 1992). 

 Η ύπαρξη ορισµένων όγκων στον άνθρωπο, στους οποίους αµφότερα τα αλληλόµορφα του p53 

έχουν απαλειφθεί ή στους οποίους υπάρχει µια πλήρης απουσία της έκφρασής τους, υποδηλώνει ότι σε 

ορισµένες περιπτώσεις το p53 πραγµατικά συµπεριφέρεται σαν ένα υπολειπόµενο ογκογονίδιο. 

Απαιτείται λεπτοµερής ανάλυση για να καθοριστεί το ποσοστό των µεταλλάξεων που έχουν ως 

αποτέλεσµα την απώλεια της ογκοκατασταλτικής δράσης και η οποία µε τη σειρά της ενισχύει την 

ικανότητα να δρα ως ένα επικρατούν ογκογονίδιο. Η συµπεριφορά διαφορετικών τύπων µεταλλάξεων 

δύναται να επηρεασθεί από την παρουσία ενός φυσιολογικού γονιδίου p53 .  

 

4.2 ∆οµή και οργάνωση του γονιδίου p53  

 

 Το γονίδιο p53 του ανθρώπου εντοπίζεται στον κοντό βραχίονα του χρωµοσώµατος 17, στη 

θέση 17p13.1 (Benchimol 1985). Το γονίδιο της p53 έχει βρεθεί ότι περιορίζεται στα σπονδυλωτά.  

Η οργάνωση του γονιδιώµατος των γονιδίων p53  διαφορετικών ειδών δείχνει µια σηµαντική οµοιότητα 

µεταξύ τους. Τα γονίδια περιέχουν 11 εξώνια στα οποία παρεµβάλλονται 10 εσώνια. Σε όλες τις 

περιπτώσεις το εξώνιο 1 του γονιδίου p53 είναι ένα εξώνιο που δεν µεταφράζεται.  
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Τα εξώνια 2, 4, 5, 7 και 8 κωδικοποιούν για 5 οµάδες αµινοξικών αλληλουχιών που είναι ιδιαίτερα 

συντηρηµένες εξελικτικά (Σχήµα 4.1). 

 

10KB

I II III IV V

AluHUMAN
 

 

Σχήµα 4.1 Γονιδιακή οργάνωση του γονιδίου p53. Tα σύµβολα I µέχρι V αντιστοιχούν στις εξελικτικές 

συντηρηµένες περιοχές του γονιδίου που εντοπίζονται στα διάφορα εξώνια. 

 Ένα βασικό χαρακτηριστικό όλων των γονιδίων p53 είναι η παρουσία ενός µεγάλου εσωνίου 

στο 5' άκρο του γονιδίου. Η βιολογική σηµασία του δεν είναι γνωστή. Μπορεί όµως να εµπλέκεται σε 

µια πορεία που σχετίζεται µε την µεταγραφή ή τη σταθερότητα του mRNA του γονιδίου της p53 .  

 Ένα δεύτερο χαρακτηριστικό του γονιδίου p53 είναι ότι το πρώτο εξώνιο περιλαµβάνει, όπως 

προαναφέρθηκε, αποκλειστικά 5' µη µεταφραζόµενες αλληλουχίες. Μια µεγάλη συντηρητική περιοχή 

του πρώτου εξωνίου που φέρει δυαδική συµµετρία είναι παρούσα στο πρώτο εξώνιο του γονιδίου p53 

του ποντικού, του αρουραίου και του ανθρώπου. Τα δυο κύρια σηµεία έναρξης της µεταγραφής πιθανώς 

βρίσκονται το ένα στο 3' και το άλλο στο 5' άκρο της περιοχής του πρώτου εξωνίου που φέρει δυαδική 

συµµετρία. 

 Η έκφραση του γονιδίου της p53 του ανθρώπου ελέγχεται από δυο υποκινητές. Ο ένας, που 

ονοµάζεται P1, εντοπίζεται 100-250 ζευγάρια βάσεων πριν από το πρώτο εξώνιο που δεν µεταφράζεται 

και δεν φέρει καµιά από τις αλληλουχίες που βρίσκονται στους περισσότερους από τους υποκινητές των 

ευκαρυωτικών οργανισµών όπως το CAAT box, το TATA box και αλληλουχίες πλούσιες σε G/C. Ένας 

δεύτερος υποκινητής, ο P2, εντοπίζεται µέσα στο πρώτο εσώνιο (Reisman 1988). Έχει δειχθεί ότι µια 

διαφορική ρύθµιση των δυο υποκινητών φαίνεται ότι είναι σηµαντική για την έκφραση του mRNA του 

p53 κατά τη διάρκεια της τελικής διαφοροποίησης (Reisman 1989). Σε µια προσπάθεια να 

αναγνωριστούν λειτουργικά σηµαντικά στοιχεία  του γονιδίου p53 που παίζουν σηµαντικό ρόλο στη 

µεταγραφική του ρύθµιση βρέθηκε ότι ο υποκινητής περιέχει µια θέση πρόσδεσης του πυρηνικού 

παράγοντα 1 (NF1) και µια δεύτερη θέση πρόσδεσης ενός παράγοντα που επάγεται από τον ορό ο 

οποίος σχετίζεται µε τον µεταγραφικό παράγοντα AP-1 (Ginsberg 1990). Πάντως για την έκφραση των 
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φυσιολογικών επιπέδων του mRNA του p53 δεν απαιτείται µόνο η ακριβής ισορροπία µεταξύ των δυο 

υποκινητών του γονιδίου. Τα εσώνια του γονιδίου p53 είναι απολύτως απαραίτητα για τα φυσιολογικά 

επίπεδα της έκφρασης του γονιδίου p53 . Η παρουσία του τέταρτου εσωνίου  έχει παρατηρηθεί ότι 

αυξάνει την αποδοτικότητα της έκφρασης του γονιδίου p53 συγκριτικά µε ένα χωρίς εσώνια cDNA p53 

γονίδιο. Όπως έχει δειχθεί σε διαγονιδιακά ποντίκια αυτή η δραστικότητα ενισχυτή του τέταρτου 

εσωνίου  φαίνεται ότι έχει ειδίκευση ανάλογα µε τον ιστό (Lozano 1991). Eπιπρόσθετα, έχει βρεθεί ότι 

µόνο αυτά τα γονίδια p53 που έχουν το τέταρτο εσώνιο  στη σωστή του θέση οδηγούν σε αυξηµένη 

έκφραση του γονιδίου δείχνοντας ότι το αποτέλεσµα του τέταρτου εσωνίου εξαρτάται από τη θέση του. 

Έχει βρεθεί ότι σε ένα τµήµα του τέταρτου εσωνίου  δεσµεύονται µε µεγάλη εξειδίκευση πρωτεΐνες και 

αυτή η δέσµευση φαίνεται ότι έχει λειτουργική σηµασία (Beenken 1991).  

 Ανάλυση µε Northern blot έδειξε ότι το mRNA του γονιδίου p53 διαφορετικών ειδών είναι 

περίπου 2-3 kb. Η 3' µη µεταφραζόµενη ακολουθία αυτών των mRNA κυµαίνεται από 800bp για το p53 

του ποντικού µέχρι 1800bp  για τον X. laevis. Η ακολουθία ATTTA, πλούσια σε A/T που βρίσκεται 

στην 3' µη κωδικοποιούσα περιοχή πολλών γονιδίων και παίζει σηµαντικό ρόλο στη σταθερότητα των 

mRNA έχει βρεθεί στο mRNA του p53 του αρουραίου, του ποντικιού και του X. laevis, αλλά στην 

περίπτωση των mRNA των γονιδίων p53 δεν έχει βρεθεί ότι παίζει ρόλο στη σταθερότητα αυτών των 

mRNA. Eπιπρόσθετα πρέπει να αναφερθεί ότι το mRNA του γονιδίου p53 του ανθρώπου φέρει στο 3' 

άκρο του µια αλληλουχία Alu. ∆εν έχουν ανακοινωθεί πολλές µελέτες πάνω στη σταθερότητα των 

mRNA των γονιδίων p53. Έχει όµως δειχθεί ότι τα επίπεδα του mRNA του γονιδίου p53 είναι αυξηµένα 

σε µερικούς όγκους, σε µη διαφοροποιηµένα αρχέγονα κύτταρα και σε ερυθρολευχαιµικά κύτταρα, 

κατά τη διάρκεια της οργανογένεσης του ποντικού καθώς και στην ανάπτυξη του εµβρύου της όρνιθας. 

Τα δεδοµένα αυτά υποδηλώνουν µια συσχέτιση  των υψηλών επίπεδων της έκφρασης του γονιδίου p53 

και του µη διαφοροποιηµένου σταδίου του κυττάρου. 

 Η έκφραση του γονιδίου p53 φαίνεται ότι ρυθµίζεται στο µεταγραφικό ή µετα-µεταγραφικό 

επίπεδο. Σε µη µετασχηµατισµένα κύτταρα που έχει ανασταλεί η ανάπτυξή τους τα επίπεδα του  mRNA 

του γονιδίου p53 είναι πολύ χαµηλά, ενώ διέγερση τέτοιων κυττάρων µε ορό οδηγεί σε σηµαντική 

αύξηση του mRNA του p53 (Reich 1984). Σε κύτταρα που πολλαπλασιάζονται συνεχώς τα επίπεδα του 

mRNA του p53 δεν διαφέρουν σηµαντικά κατά τη διάρκεια του κυτταρικού κύκλου (Coulier 1985), ενώ 

σε έναν αριθµό κυττάρων που διαφοροποιούνται τα επίπεδα του mRNA του p53 µειώνονται (Reich 

1983). Αυτή η µείωση των επιπέδων του mRNA του γονιδίου p53 µπορεί, τουλάχιστον εν µέρει, να 
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οφείλεται σε µετα-µεταφραστική ρύθµιση (Dony 1985). Aλληλουχίες DNA που βρίσκονται πριν την 5' 

επικαλυπτόµενη περιοχή του mRNA έχουν δραστικότητα υπoκινητή σε δοκιµή CAT. Η δραστικότητα 

αυτή εξαφανίζεται όταν ενσωµατωθούν πριν από το γονίδιο CAT αλληλουχίες που βρίσκονται πολύ 

πριν από αυτόν τον υποκινητή του γονιδίου p53. Το γεγονός αυτό δείχνει έναν πολύ πιο περίπλοκο 

έλεγχο της έκφρασης του γονιδίου p53 (Bienz-Tadmor 1985).  

Η πρωτεΐνη του ογκοκατασταλτικού γονιδίου της p53 σταθεροποιείται µετα- µεταφραστικά και 

επάγει αναστολή αύξησης ή απόπτωση (προγραµµατισµένο κυτταρικό θάνατο). Έχει γίνει φανερό ότι η 

p53 λειτουργεί ως µεταγραφικός παράγοντας και ενεργοποιεί τον εξαρτώµενο από κυκλίνη αναστολέα 

κινάσης p21 (ή αλλιώς waf1) (el-Deiry et al 1993, Deng et al 1995). Επιπρόσθετα, υπάρχουν στοιχεία 

για µια επιπλέον διακριτή και ανεξάρτητη δράση της p53 στη µεταγραφή. Το γονίδιο της p53 περιέχει 

µια περιοχή πλούσια σε προλίνες (αµινοξέα 64-92) που γειτνιάζει µε την περιοχή πρόσδεσης στην 

MDM-2 (αµινοξέα 17-23), παρ’ όλο που δεν είναι σαφές αν εφάπτονται. Η έλλειψη της πλούσιας σε 

προλίνες περιοχής της p53 επηρεάζει σηµαντικά την ικανότητά της να προκαλεί απόπτωση ενώ διατηρεί 

την ικανότητά της να ενεργοποιεί προ-αποπτωτικά γονίδια όπως το BAX (Walker et al 1996, Sakamuro 

et al 1997). Tα δεδοµένα αυτά ενισχύουν την υπόθεση ότι η p53 έχει προ-αποπτωτική δράση 

ανεξάρτητη από την ενεργοποίηση και η δραστηριότητα αυτή χαρτογραφείται πιθανώς στην πλούσια σε 

προλίνες περιοχή του γονιδίου.        

 

 

4.3 ∆οµικοί πολυµορφισµοί στο αµινοξύ 72 της ανθρώπινης p53 

  

 Στην περιοχή της p53 µε πλούσια παρουσία προλινών εδράζεται ένας κοινός πολυµορφισµός 

που κωδικοποιεί το αµινοξύ προλίνη ή αργινίνη στη θέση 72. Η µορφή µε την προλίνη στη θέση 72 έχει 

χρησιµοποιηθεί ευρύτερα σε µελέτες, διότι είναι η πρώτη µορφή της ανθρώπινης p53 που 

κλωνοποιήθηκε, ενώ λιγοστές λειτουργικές µελέτες έχουν συµπεριλάβει τη µορφή µε την αργινίνη στη 

θέση 72. Στην πορεία της µελέτης της πρωταρχικής δοµής για την ανθρώπινη p53 έγιναν πειράµατα 

κλωνοποίησης mRNA σε cDNA της p53 από διαφορετικά είδη οργανισµών. Τα διαφορετικά είδη 

cDNA της p53 µελετήθηκαν µε ανάλυση αλληλουχίας και πειράµατα έκφρασης.  

Στη διάρκεια αυτών των πειραµάτων βρέθηκε µια διαφοροποίηση µιας µονάχα βάσης σε µια 

περιοχή της p53 σε αυτούς τους κλώνους που δεν ήταν συντηρηµένη. Η αλλαγή αυτή αφορούσε ένα 
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αµινοξύ αργινίνης σε µια µορφή p53 σε φυσιολογικούς ινοβλάστες ανθρώπων. Στο αµινοξύ αυτό 

εµφανιζόταν αντικατάστασή του  από προλίνη σε κύτταρα ανθρώπινων ινοβλαστών που έχουν 

µετασχηµατιστεί µε SV40 (SV80). Ο πρώτος ανθρώπινος cDNA κλώνος της p53 που αποµονώθηκε 

(p102) προερχόταν από ανθρώπινους ινοβλάστες που έχουν µετασχηµατιστεί µε SV40 (GM637 

κύτταρα) και δεν διέθετε τις αλληλουχίες που αντιστοιχούν στο αµινοτελικό άκρο της πρωτεΐνης 

(Matlashewski 1984). Μετά από αρκετές σειρές πειραµάτων (Harlow 1985, Lamb 1986, Zakut-Houri 

1985) βρέθηκε ότι στο πλαίσιο ανάγνωσης του αµινοξέος 72 η βάση G του νουκλεοτιδίου 347 οδηγούσε 

στην σύνθεση ενός κωδικονίου αργινίνης (CGC) (Σχήµα 4.2). Μελέτες σε cDNA κλώνους της p53 από 

την κυτταρική σειρά GM637 µετασχηµατισµένων ανθρώπινων ινοβλαστών (Zakut-Houri 1985) και από 

την κυτταρική σειρά A431 από καρκίνωµα αιδοίου (Harlow 1985) ανέφεραν την ύπαρξη ενός 

κωδικονίου προλίνης (CCC) για το αµινοξύ 72. Υπάρχει συνεπώς µια σηµαντική ετερογένεια στο 

κωδικόνιο που είναι υπεύθυνο για το αµινοξύ 72 και µάλιστα δεν υπάρχει άλλο κωδικόνιο µε παρόµοια 

χαρακτηριστικά ετερογένειας. Σε πηκτώµατα η p53 µε την µορφή της Arg-72 διαχωριζόταν πιο γρήγορα 

από αυτή µε την µορφή της Pro-72 ενώ ένα µίγµα των δυο µορφών εµφανίζεται ως διπλέτα ζωνών. Με 

τη βοήθεια άλλων πειραµατικών προσεγγίσεων (Banks 1986, Okayama 1985) οδηγούµαστε στην 

παρατήρηση ότι η p53 µε την Pro-72 είναι δοµικά διαφορετική από την p53 µε την Arg-72 και αυτό 

αποτυπώνεται ξεκάθαρα στο διαφοροποιηµένο ηλεκτροφορητικό κινητικό πρότυπο. Η διαφοροποίηση 

αυτή επηρεάζει τον διαχωρισµό της πρωτεΐνης σε SDS-PAGE (Matlashewski 1987).  Μετά από 

αναλύσεις γενωµικών κλώνων που προέρχονται από DNA φυσιολογικού εµβρυϊκού ήπατος, βρέθηκε 

ότι η διαφοροποίηση στην θέση 72 της p53 οφείλεται σε πολυµορφισµό και όχι σε µεταλλαγή στην 

θέση αυτή. Τα φυσιολογικά DNA µπορεί στη θέση αυτή να περιέχουν αργινίνη, προλίνη και κυστεΐνη 

ενώ µπορεί να υπάρχουν και επιπλέον αλλήλια. 

Ο πολυµορφισµός αυτός, που ποικίλλει ανάλογα µε την εθνολογική οµάδα, εστιάζεται στην 

περιοχή της p53 που σχετίζεται µε την διαδικασία επαγωγής της απόπτωσης (Sakamuro 1997), η οποία 

οµοιάζει µε µια περιοχή SH3 (SRC-οµολογία-3) (περιοχή πρόσδεσης). Στην περιοχή αυτή 

δηµιουργούνται πέντε PxxP µοτίβα, από τα οποία χάνεται ένα λόγω την αντικατάστασης της προλίνης 

µε την αργινίνη. Tα αλληλόµορφα µε προλίνη ή αργινίνη στη θέση 72 έχουν αναφερθεί να 

διαφοροποιούνται στη λειτουργική δραστηριότητά τους. Το αλλήλιο µε την προλίνη στη θέση 72 µπορεί 

να επιλέγεται σε περιβάλλοντα που υπόκεινται σε υψηλά επίπεδα υπεριώδους ακτινοβολίας. Επίσης, 

έχει αναφερθεί ότι το οµόλογο γονίδιο της p53, το p73, µπορεί να προσδένεται σε συγκεκριµένες 
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µεταλλαγµένες µορφές  (που προέρχονται από όγκους) της p53 και ο πολυµορφισµός στο κωδικόνιο 72 

επηρεάζει αυτή την πρόσδεση. Η υπόσταση του κωδικονίου 72 επηρεάζει το αν η πιθανώς 

µεταλλαγµένη p53  εξασθενεί τη λειτουργία του p73. Μέσα από επιστηµονικές παρατηρήσεις έχει γίνει 

αντιληπτό ότι το αλλήλιο µε  την Arg72 της TP53 µεταλλάσσεται επιλεκτικά και διατηρείται σε 

διάφορους όγκους που προκύπτουν σε ετεροζυγώτες Arg72/Pro72 της ΤΡ53 (Marin MC et al, 2000). 

Επίσης, η άθικτη λειτουργία του p73 έχει βρεθεί να καθορίζει µε σηµαντικό τρόπο την κυτταρική 

ευαισθησία σε αντικαρκινικούς παράγοντες. Η παρεµπόδιση της λειτουργίας του p73 από 

διαφοροποιηµένη ή µεταλλαγµένη p53 απεµπολεί την απόπτωση και την κυττταροτοξικότητα που 

επάγεται από αυτούς τους παράγοντες. Ο πολυµορφισµός του κωδικονίου 72 του p53 επηρεάζει την 

παρεµπόδιση του p73. Η κλινική απόκριση που ακολουθεί χηµειοθεραπεία που βασίζεται στην  

σισπλατίνη έχει βρεθεί να επηρεάζεται από αυτό τον πολυµορφισµό καθώς όγκοι που εκφράζουν την 

αργινίνη στην θέση 72 της p53 έχουν χειρότερη απόκριση σε σχέση µε αυτούς που στην ίδια θέση 

εκφράζουν την προλίνη (Bergamaschi D et al 2003).   
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NH2 COOH

p102
λC113J6k

λ1D1

ATGCCAGAGGCTGCTCCCCCC GTGGCCCCTGCACCAGCAGCT

Met  Pro  Glu  Ala  Ala  Pro Pro Val  Ala Pro   Ala  Pro  Ala  Ala

ATGCCAGAGGCTGCTCCCCGC GTGGCCCCTGCACCAGCAGCT

Met  Pro  Glu  Ala  Ala  Pro Arg Val  Ala Pro   Ala  Pro  Ala  Ala

 ATGCCAGAGGCTGCTCCCCGC GTGGCCCCTGCACCAGCAGCT

Met  Pro  Glu  Ala  Ala  ProArg Val  Ala Pro   Ala  Pro  Ala  Ala

λC113

J6k

λ1D1

 
 

 

 

 

 

 Σχήµα 4.2.  Σχηµατικό διάγραµµα των cDNA ανθρωπίνων p53. Oι σκούρες γραµµές 

αντιπροσωπεύουν τους διαφορετικούς κλώνους cDNA της p53. Η p102 προκύπτει από µια cDNA 

βιβλιοθήκη που δηµιουργήθηκε από την κυτταρική σειρά GM637 ανθρώπινων ινοβλαστών που έχουν 

µετασχηµατιστεί µε τον SV40. Η λC113  προκύπτει από την κυτταρική σειρά GM637 ανθρώπινων 

ινοβλαστών που έχουν µετασχηµατιστεί µε τον SV80. Η p53J6K προκύπτει από την κυτταρική σειρά J6 

ανθρώπινων T-κυττάρων και η λ1D1 προκύπτει από φυσιολογικούς ανθρώπινους ινοβλάστες δέρµατος. 

Στο σχήµα φαίνεται η ανάλυση των κλώνων cDNA στην περιοχή που αντιστοιχεί στα αµινοξέα 66 ως 

79.  

 

  

 

 



 69

ΚΕΦΑΛΑΙΟ ΠΕΜΠΤΟ 

 
MEΘO∆OΛOΓIA KAI ΥΛΙΚΑ 

 
A. MEΘO∆OΛOΓIA 
 

5.1 Προέλευση των δειγµάτων 

 

 Για την παρούσα διατριβή χρησιµοποιήθηκαν δείγµατα ιστού προερχόµενα από γυναίκες µε 

καρκίνο µαστού. Τα ιστικά τεµάχια ανταποκρίνονταν σε πρωτογενείς όγκους, και προήλθαν από το Γ.N 

"Ε. Βενιζέλου" καθώς και  από το Ιατρικό ∆ιαγνωστικό Κέντρο «Πρόληψις» Αθηνών.  

Eπίσης, χρησιµοποιήθηκαν δείγµατα παρακείµενων φυσιολογικών ιστών από τις ίδιες ασθενείς. καθώς 

και δείγµατα περιφερικού αίµατος υγιών γυναικών µε ηλικία > 55 ετών που δεν έφεραν γνωστές 

καρκινικές βλάβες. Τα δείγµατα περιφερικού αίµατος υγιών γυναικών προερχόταν από το Π.Ν. 

Ηρακλείου.  

 

5.2 Εκχύλιση DNA 

 

5.2.1 Εκχύλιση DNA από υλικό βιοψίας  

 

 Χρησιµοποιήθηκαν ιστικά τεµάχια βιοψικού υλικού από γυναίκες µε καρκίνο του µαστού. 

Τα τεµάχια αµέσως µετά την χειρουργική αφαίρεση αποθηκεύθηκαν σε θερµοκρασία – 70P

ο
P C  για την 

συντήρησή τους ως την στιγµή χρήσης τους. Ακολουθεί προσθήκη 400µl διαλύµατος λύσης (10 mM 

EDTA, 10mM Tris pH 8.0, 150mM NaCl, 0.5% SDS) µε πρωτεϊνάση K σε τελική συγκέντρωση 100 

µg/ml. Ακολουθεί εκχύλιση των νουκλεϊκών οξέων (DNA και RNA) µε φαινόλη/χλωροφόρµιο και 

αποδόµηση του RNA µε RNAάση (100µg/ml) για 1h σε θερµοκρασία 37°C. Το DNA κατακρηµνίζεται 

µε προσθήκη 1/20 όγκου χλωριούχου νατρίου 5M και 2.5 όγκων απόλυτης αιθανόλης. Ακολουθεί 

φυγοκέντρηση σε θερµοκρασία 4 ο C σε 13.000 rpm και έκπλυση του κατακρηµνισµένου DNA σε 70% 
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αιθανόλη. Αφού αποµακρυνθεί η αιθανόλη, το DNA επαναιωρείται σε 50 µl διάλυµα TE (10mM Tris-

HCL, 1mM EDTA pH 8.0). ∆ηµιουργήθηκαν εύχρηστα διαλύµατα µε διάλυση 1/10 σε ddH2O και 

διατηρήθηκαν σε θερµοκρασία -20ο C. Η ποσότητα του DNA καθώς και η καθαρότητά του 

υπολογίζεται έπειτα από φωτοµέτρηση στα 260 nm και στα 280 nm. 

 

5.2.2 Αποµόνωση χρωµοσωµικού DNA από περιφερικό αίµα. 

 

 Περίπου 5 ml περιφερικού αίµατος συλλέγονται και διατηρούνται µε αντιπηκτικό (K-Na EDTA) 

σε θερµοκρασία 4oC. Αρχικά γίνεται λύση των ερυθρών αιµοσφαιρίων (απύρηνα) µε επώαση του 

αίµατος σε ρυθµιστικό διάλυµα που περιέχει 10 mM Tris HCl pH 8.0, 320 mM σουκρόζη, 5 mM MgCl2 

και 1% Triton-X-100. Ακολουθεί ήπια ανάδευση του διαλύµατος σε θερµοκρασία δωµατίου και 

φυγοκέντρηση σε 2.500 rpm. Το κυτταρικό ίζηµα συλλέγεται και επαναιωρείται σε διάλυµα που 

περιέχει Tris pH 8.0 400 mM, EDTA 60 mM, NaCl 150 mM και SDS 1%. Ακολουθεί η προσθήκη 

υπερχλωρικού νατρίου όπως περιγράφηκε στην προηγούµενη παράγραφο, προσθήκη χλωροφορµίου και 

κατακρήµνηση του DNA µε αιθανόλη. 

 

 

5.3. Αλυσιδωτή αντίδραση µε πολυµεράση (PCR) 

 

5.3.1 Αρχές της µεθόδου 

 

 Η αλυσιδωτή αντίδραση µε πολυµεράση (PCR) επινοήθηκε το 1985 από τον Mullis και τους 

συνεργάτες του (Saiki,1985). Έφερε πραγµατική επανάσταση στην µοριακή βιολογία, αντικαθιστώντας, 

σε καθολική βάση, τους έως τότε υπάρχοντες τρόπους ανάλυσης του DNA σε ερευνητικά και 

διαγνωστικά εργαστήρια. H µέθοδος αυτή επιτυγχάνει, σε χρόνο που δεν υπερβαίνει τις 2-3 ώρες, την 

ειδική ενίσχυση συγκεκριµένων αλληλουχιών DNA µε εκθετικό τρόπο, ώστε να είναι δυνατή η 

περαιτέρω µελέτη τους. Η τεράστια απόδοση της αντίδρασης κάνει δυνατή την ενίσχυση αλληλουχιών, 

ακόµα και όταν αυτές βρίσκονται σε ελάχιστο αριθµό αντιγράφων ή το DNA έχει υποστεί µια σχετική 

αποδιάταξη. 
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 Tο υπόστρωµα DNA επωάζεται σε ρυθµιστικό διάλυµα που περιέχει µια θερµοανθεκτική 

DNA πολυµεράση προερχόµενη από θερµόφιλα βακτήρια (Thermus aquaticus- Taq, Thermus 

thermophilus- Tth), µίγµα δεσοξυριβονουκλεοτιδίων και το ζεύγος των εκκινητών (primers). Oι 

τελευταίοι είναι ολιγονουκλεοτιδικές αλληλουχίες που παρουσιάζουν οµολογία ως προς δύο θέσεις 

εκατέρωθεν της DNA αλληλουχίας που πρόκειται να ενισχυθεί, οπότε και προσδένονται σε αυτές. 

Αρχικά γίνεται θερµική αποδιάταξη του δίκλωνου DNA στους 95°C για 1 min, ώστε να διαχωριστούν 

οι αλυσίδες και να µπορέσει να γίνει ο υβριδισµός, ο οποίος - µε τη σειρά του- σηµατοδοτεί την έναρξη 

της προσθήκης, από την DNA πολυµεράση, δεσοξυριβονουκλεοτιδίων οµολόγων προς τις αντίστοιχες 

θέσεις της µητρικής αλυσίδας. Ακολουθούν 30-35 κύκλοι, καθένας εκ των οποίων περιλαµβάνει τρία 

βήµατα: 94°C (αποδιάταξη), 55-60°C (υβριδισµός των εκκινητών) και 72°C (πολυµερισµός), διάρκειας 

περίπου 30-40 sec το κάθε βήµα. Τελικό αποτέλεσµα είναι η εκθετική αύξηση του αριθµού των 

αντιγράφων του DNA σύµφωνα µε την εξίσωση N=η (1+e) c, όπου N= η τελική ποσότητα του 

προϊόντος, η= η αρχική ποσότητα του υποστρώµατος, e= η απόδοση της αντίδρασης, και c= ο αριθµός 

των κύκλων της PCR (Mullis & Faloona, 1987). 

 

5.3.2 Ρυθµιστικοί παράγοντες της PCR 

 

 H επίτευξη ικανοποιητικής αντίδρασης πολυµερισµού, τόσο ως προς την απόδοση, όσο και 

ως προς την ειδικότητα, εξαρτάται κατά κύριο λόγο από τους παρακάτω παράγοντες: 

 

1. Την επιλογή κατάλληλων εκκινητών: Η ειδικότητα της  PCR αντίδρασης ως προς την αλληλουχία 

που πρόκειται να ενισχυθεί εξαρτάται από τους εκκινητές. Είναι στατιστικώς αποδεδειγµένο ότι όταν 

µια αλληλουχία DNA έχει µήκος τουλάχιστον 20bp, τότε είναι µοναδική στο γονιδίωµα. Η επιλογή, 

συνεπώς, εικοσαµερών για εκκινητές επιτρέπει την ειδική ενίσχυση αλληλουχιών. Πράγµατι, αυτό είναι 

και το µέσο µήκος των εκκινητών στην συντριπτική πλειοψηφία των εφαρµογών. Τους δίνει τέτοια 

θερµοδυναµική σταθερότητα, ώστε σε θερµοκρασία περίπου 55°C να αποδιατάσσονται. Η συνήθης 

συγκέντρωση ενός 20-µερούς εκκινητή σε µια PCR αντίδραση είναι 0.5µM. 

 

2. Τον προσδιορισµό της ακριβούς θερµοκρασίας αναδιάταξης των εκκινητών: H θερµοκρασία 

υβριδισµού ποικίλλει, ανάλογα µε το είδος των εκκινητών και του DNA υποστρώµατος. Κυµαίνεται 
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µεταξύ 37°C και 60°C, τιµές ανάµεσα στις οποίες βρίσκεται η ιδανική θερµοκρασία υβριδισµού Tm 

(όπου το 50% των µορίων είναι αποδιατεταγµένο). Υψηλές θερµοκρασίες επιτυγχάνουν περισσότερο 

εξειδικευµένο υβριδισµό, χαµηλής όµως απόδοσης. Η επιλογή χαµηλότερης θερµοκρασίας αυξάνει την 

απόδοση εις βάρος της ειδικότητας, µε αποτέλεσµα τον κίνδυνο δηµιουργίας παραπροϊόντων της PCR 

αντίδρασης, εάν οι εκκινητές προσδεθούν σε άλλες θέσεις του γονιδιώµατος µε σχετική µόνο οµολογίας 

ως προς αυτούς. 

 

3. Κατάλληλες συγκεντρώσεις δεσοξυριβονουκλεοτιδίων (dNTPs)και ιόντων Mg: Τα ιόντα Mg είναι 

απαραίτητος συµπαράγοντας για τη δράση της πολυµεράσης και απαιτείται ιδιαίτερη προσοχή στην 

ποσότητά τους. Μεγάλες συγκεντρώσεις MgCl2 αυξάνουν την ενεργότητα της πολυµεράσης, 

µειώνοντας όµως ταυτόχρονα την πιστότητά της. Το αντίθετο ισχύει για µικρότερες συγκεντρώσεις. Oι 

συνήθεις ιδανικές συγκεντρώσεις ιόντων Mg κυµαίνονται περί των 25mM/αντίδραση (Myers & 

Gelfand, 1991). 

 Με δεδοµένο ζεύγος εκκινητών, η κανονικοποίηση των συνθηκών σε µια αντίδραση PCR 

περιλαµβάνει πειράµατα όπου σταδιακά µεταβάλλονται, ανεξάρτητα µεταξύ τους, η θερµοκρασία 

υβριδισµού και η συγκέντρωση ιόντων Mg. Για την ποσοτικοποίηση των αποτελεσµάτων της PCR 

απαραίτητη προϋπόθεση είναι να τερµατισθεί η αντίδραση όσο ακόµη βρίσκεται στην εκθετική της 

φάση. Μόνο τότε µπορεί να γίνει γραµµική αντιστοίχιση της τελικής ποσότητας προϊόντος στην αρχική 

ποσότητα υποστρώµατος. Η ανωτέρω προϋπόθεση διασφαλίζεται µε την επιτέλεση προκαταρκτικών 

πειραµάτων, όπου το υπόστρωµα υφίσταται διαδοχικές αραιώσεις (δηµιουργία πρότυπης καµπύλης) έως 

ότου πάψει να διατηρείται η γραµµική αυτή σχέση. 

 Ακόµα περισσότερο αξιόπιστη είναι η συνενίσχυση µε την αλληλουχία-στόχο, σταθερής 

ποσότητας υποστρώµατος, στο οποίο οι θέσεις αναγνώρισης των εκκινητών ταυτίζονται µε αυτή της 

αλληλουχίας-στόχου (Siebert & Larrick, 1992). Με τον τρόπο αυτό επιτελείται συναγωνισµός ανάµεσα 

στις δυο αλληλουχίες που ενισχύονται, οπότε η αφθονία των αρχικών αντιγράφων της αλληλουχίας-

στόχου εκφράζεται συγκρινόµενη µε την ένταση της ζώνης που αντιστοιχεί στον συναγωνιστή. 
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5.3.3. Ρυθµιστικά διαλύµατα της PCR 

 

 Για την PCR χρησιµοποιούνται διάφορα ρυθµιστικά διαλύµατα που αφενός ρυθµίζουν την 

τιµή του pH και αφετέρου προµηθεύουν τους απαραίτητους συµπαράγοντες και τις σταθεροποιητικές 

ουσίες, για τη µέγιστη απόδοση της πολυµεράσης. 

 Στα πειράµατα που περιγράφονται στη συνέχεια, χρησιµοποιήθηκαν τα ακόλουθα 

ρυθµιστικά διαλύµατα (10X): 

 Ρυθµιστικό διάλυµα A: 670 mM Tris.HCl, pH 8.5, 166 mM θειικό αµµώνιο, 67 mM 

χλωριούχο µαγνήσιο, 1.7 mg/ml BSA, 100 µM β-µερκαπτοαιθανόλη και 1% (w/v) Triton X-100. 

 

 Ρυθµιστικό διάλυµα B: 75mM Tris-HCl pH 9.0, 20 mM θειικό αµµώνιο, 0.01% (w/v) Tween 

20, 2.5 mM θειικό µαγνήσιο. 

 

 Ρυθµιστικό διάλυµα C: 50 mM Tris HCl, pH 8.3, 50 mM χλωριούχο κάλιο, 10 mM 

χλωριούχο µαγνήσιο, 10 mM διθειοθρεϊτόλη, 0.5 mM σπερµιδίνη. 

 

5.3.4. Σχεδιασµός εκκινητών και συνθήκες των αντιδράσεων PCR 

 

  Η αλυσιδωτή αντίδραση µε πολυµεράση είναι µια in vitro ενζυµική σύνθεση τµηµάτων 

DNA µε την βοήθεια δυο ολιγονουκλεοτιδικών εκκινητών που βρίσκονται εκατέρωθεν της περιοχής του 

δίκλωνου DNA που πρόκειται να επιµηκυνθεί (Saiki, 1988). 

 1µl από το εκχυλισµένο DNA κάθε δείγµατος υφίσταται ενζυµική ενίσχυση σε τελικό όγκο 

25 µl. Η αντίδραση περιλαµβάνει 2.5µl ρυθµιστικού διαλύµατος 10Χ, 200µM από το κάθε dNTP, 

0.5µM από κάθε εκκινητή και 1.25 U Taq πολυµεράση.  Σε κάθε αντίδραση χρησιµοποιούνται δυο 

δείγµατα µε όλα τα υλικά της PCR εκτός του εκχυλισµένου DNA ως ελεγκτικά στοιχεία για πιθανή 

επιµόλυνση στην αντίδραση. Το µίγµα προεπωάζεται για 1min στους 95°C και ακολουθούν 30 κύκλοι 

ενίσχυσης µε τις ακόλουθες συνθήκες: 

 

α. β-σφαιρίνη: Για τον έλεγχο της ποσότητας του DNA που εκχυλίζεται από τα ιστικά τεµάχια  καθώς 

και από τα δείγµατα περιφερικού αίµατος ως προς την ικανότητά τους να χρησιµοποιηθούν ως 
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υπόστρωµα από την Taq πολυµεράση, τα δείγµατα ελέγχονται µε ενίσχυση µιας περιοχής 110bp του 

γονιδίου της β-σφαιρίνης, τo οποίο χρησιµοποιείται ως γονίδιο µάρτυρας. Oι συνθήκες οι οποίες 

χρησιµοποιήθηκαν είναι οι εξής: 94°C για 50 sec, 56°C για 40 sec και 72°C για 40 sec και τελική 

επιµήκυνση στους 72°C για 5 min. Μέρος των προϊόντων PCR αναλύεται σε πήκτωµα αγαρόζης 2% 

που περιέχει βρωµιούχο αιθίδιο και ακολουθεί έκθεση σε υπεριώδη ακτινοβολία. 

 

β. Πολυµορφική περιοχή του γονιδίου ΑΤΜ: Για την εύρεση πολυµορφισµού στο γονίδιο ΑΤΜ 

ενισχύεται η αντίστοιχη περιοχή που εδράζεται στο 3’ άκρο του γονιδίου, στα καρκινικά δείγµατα 

καθώς και στα δείγµατα περιφερικού αίµατος των φυσιολογικών γυναικών. Στην περιοχή αυτή 

συναντάται ένας συχνός πολυµορφισµός γουανίνης ή κυτοσίνης του εσωνίου 48 του γονιδίου ΑΤΜ στην 

νουκλεοτιδική θέση + 239 (Dork T, 1997). Η ενίσχυση πραγµατοποιείται µε την τεχνική της PCR 

χρησιµοποιώντας ειδικούς εκκινητές (Πίνακας 6.1). Oι συνθήκες οι οποίες χρησιµοποιήθηκαν είναι οι 

εξής:  94°C για 40 sec, 62°C για 40 sec και 72°C για 40 sec και τελική επιµήκυνση στους 72°C για 5 

min. Μέρος των προϊόντων PCR αναλύεται σε πήκτωµα αγαρόζης 2% που περιέχει βρωµιούχο αιθίδιο 

και ακολουθεί έκθεση σε υπεριώδη ακτινοβολία, ώστε να πιστοποιηθεί η επιθυµητή ενίσχυση της ζώνης 

των 274bp. 

 

γ. Ανάλυση της 5’ εξανουκλεοτιδικής αλληλουχίας του H-ras: Η πολυµορφική περιοχή του γονιδίου 

Η-ras ενισχύθηκε µε τη µέθοδο της αλυσιδωτής αντίδρασης µε πολυµεράση στα δείγµατα ιστού και 

περιφερικού αίµατος από φυσιολογικές γυναίκες, για την ενίσχυση των αλληλίων Ρ1, Ρ2 και Ρ3. Στη 

διαδικασία αυτή χρησιµοποιήθηκαν ειδικοί εκκινητές που αναφέρονται στον Πίνακα 6.1. Oι συνθήκες 

οι οποίες χρησιµοποιήθηκαν είναι οι εξής: 94°C για 40 sec, 63°C για 35 sec και 72°C για 40 sec και 

τελική επιµήκυνση στους 72°C για 5 min. Μέρος των προϊόντων PCR αναλύεται σε πήκτωµα 

ακρυλαµιδίου 10%, χρωµατίζεται µε άργυρο και ακολουθεί έκθεση σε ορατή ακτινοβολία, ώστε να 

πιστοποιηθεί η επιθυµητή ενίσχυση των 106 bp για το Ρ2, 112bp για το Ρ3 και 118bp για το Ρ1 αλλήλιο. 

 

δ. Ανάλυση της VTR αλληλουχίας του H-ras: Η περιοχή VTR του γονιδίου Η-ras ενισχύθηκε µε τη 

µέθοδο της αλυσιδωτής αντίδρασης µε πολυµεράση στα δείγµατα καρκινικού και παρακείµενου 

φυσιολογικού ιστού από γυναίκες µε νεοπλασία µαστού. Στην διαδικασία αυτή χρησιµοποιήθηκαν 

ειδικοί εκκινητές που αναφέρονται στον Πίνακα 6.1. Oι συνθήκες οι οποίες χρησιµοποιήθηκαν είναι οι 
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εξής: 94°C για 30 sec, 55°C για 30 sec και 72°C για 30 sec και τελική επιµήκυνση στους 72°C για 5 

min.  

 Για την ανίχνευση διαφοροποιήσεων στην κεντρική µονάδα επανάληψης των 28bp, 15 µl 

των προϊόντων της αντίδρασης αναλύονται σε πήκτωµα ακρυλαµιδίου 8% µε νιτρικό άργυρο και γίνεται 

έκθεση σε υπεριώδη ακτινοβολία. Η ύπαρξη νέων αλληλίων VTR γινόταν εµφανής µε σύγκριση των 

προτύπων ενίσχυσης PCR κάθε ζεύγους δείγµατος (ιστού και αίµατος του ίδιου ατόµου). 

Οι πολυµορφισµοί µέσα στην κεντρική µονάδα επανάληψης των 28bp ανιχνεύθηκαν µε σύγκριση των 

προτύπων της περιοριστικής πέψης (RFLP) µε ειδική ενδονουκλεάση BstN I που αναγνωρίζει µια ειδική 

αλληλουχία µέσα στην κεντρική µονάδα. 

 

 ε. Πολυµορφική περιοχή του κωδικονίου 72 της p53 για κωδικοποίηση του αµινοξέος προλίνη:  

 Για την εύρεση πολυµορφισµού στο κωδικόνιο 72 του γονιδίου p53 για την κωδικοποίηση 

του αµινοξέος προλίνη ενισχύεται η αντίστοιχη περιοχή που περιέχει το κωδικόνιο 72 µε την τεχνική 

της PCR χρησιµοποιώντας τους εκκινητές p53Pro+/p53- (Storey,1998). Oι συνθήκες οι οποίες 

χρησιµοποιήθηκαν είναι οι εξής:  94°C για 50 sec, 54°C για 45 sec και 72°C για 40 sec και τελική 

επιµήκυνση στους 72°C για 5 min.  Μέρος των προϊόντων PCR αναλύεται σε πήκτωµα αγαρόζης 2% 

και έκθεση σε υπεριώδη ακτινοβολία, ώστε να πιστοποιηθεί η επιθυµητή ενίσχυση των 177bp. 

 

 ζ. Πολυµορφική περιοχή του κωδικονίου 72 της p53 για κωδικοποίηση του αµινοξέος αργινίνη:  

 Για την εύρεση πολυµορφισµού στο κωδικόνιο 72 του γονιδίου p53 για την κωδικοποίηση 

του αµινοξέος αργινίνη ενισχύεται η αντίστοιχη περιοχή που περιέχει το κωδικόνιο 72 µε την τεχνική 

της PCR χρησιµοποιώντας τους εκκινητές p53+/Arg- (Storey,1998). Oι συνθήκες οι οποίες 

χρησιµοποιήθηκαν είναι οι εξής:  94°C για 50 sec, 60°C για 45 sec και 72°C για 40 sec και τελική 

επιµήκυνση στους 72°C για 5 min. Μέρος των προϊόντων PCR αναλύεται σε πήκτωµα αγαρόζης 2% και 

έκθεση σε υπεριώδη ακτινοβολία, ώστε να πιστοποιηθεί η επιθυµητή ενίσχυση των 141bp. 

 

Oι εκκινητές που επελέγησαν παρατίθενται στον Πίνακα 5.1 
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Πίνακας 5.1. Εκκινητές, συνθήκες PCR αντιδράσεων και προϊόντα PCR και RFLP για την 

ανίχνευση σηµειακών πολυµορφισµών του ΑΤΜ, της 5’ HRM και VTR του H-ras και στο 

κωδικόνιο 72 της p53 

 

Γονίδιο Eκκινητές Συνθήκες PCR PCR 

προϊόν 

(bp) 

RFLP προϊόντα 

(bp) 

ΑΤΜ 

(DNA) 
PrimerA:5’CCCATTTTGG

AATTAGATCTGAC3’  

PrimerB:5’GGACTTAACT

ACTGTCAGGGAC 3’.   

94o for 40s (αποδιάταξη) 

62o for 40s (υβριδισµός) 

72o for 40s (πολυµερισµός) 

 

274 180 bp,  94 bp 

Η-ras 

εξανουκλεοτιδική 

περιοχή (DNA) 

5’CTGTGGGTTTGCCCTT

CAGA3’ 

5’CTCCTACAGGGTCTC

CTGCC3’ 

94o for 40s (αποδιάταξη) 

63o for 35s (υβριδισµός) 

72o for 40s (πολυµερισµός) 

106 bp Ρ2 

 112bp Ρ3  

118bp Ρ1  

 

 

H-ras VTR 

(DNA) 

5’GAGCTAGCAGGGCAT

GCCGC3’ 

5’AGCACGGTGTGGAAG

GAGCC 3’ 

94o for 30s (αποδιάταξη) 

55o for 30s (υβριδισµός) 

72o for 30s (πολυµερισµός) 

  

p53 Pro (DNA) 5’GCCAGAGGCTGCTCC

CCC 3’  

5’CGTGCAAGTCACAGA

CTT; 3’ 

94o for 50s (αποδιάταξη) 

54o for 45s (υβριδισµός) 

72o for 40s (πολυµερισµός) 

177  

p53 Arg 

(DNA) 

5’TCCCCCTTGCCGTCCC

AA 3’ 

5’CTGGTGCAGGGGCCA

CGC3’ 

94o for 50s (αποδιάταξη) 

60o for 45s (υβριδισµός) 

72o for 40s (πολυµερισµός) 

141  
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5.4 Μέθοδοι προσδιορισµού πολυµορφισµών µε ανάλυση πολυµορφισµού µεγέθους περιοριστικών 

θραυσµάτων (RFLP)  

 

 Η µέθοδος αυτή χρησιµοποιήθηκε για την ανίχνευση πολυµορφισµού στο εσώνιο 48 του 

γονιδίου ΑΤΜ καθώς και για την ανίχνευση πολυµορφισµών µέσα στην βασική µονάδα επανάληψης 

28bp της περιοχής VTR του γονιδίου H-ras. 

 

ΑΤΜ : H ανάδειξη σηµειακού πολυµορφισµού στο εσώνιο 48 του γονιδίου ΑΤΜ πραγµατοποιείται µε 

τη βοήθεια της περιοριστικής ενδονουκλεάσης SnaB I. Τα προϊόντα της PCR αντίδρασης  ενίσχυσης 

του γονιδίου ΑΤΜ υφίστανται περιοριστική πέψη µε το ένζυµο SnaB I (TACGTA). Το προϊόν µπορεί να 

τεµαχιστεί σε δυο θραύσµατα 180 και 94 bp, αν υπάρχει στο προϊόν το αλλήλιο της γουανίνης, ενώ αν 

στο προϊόν υπάρχει το αλλήλιο της κυτοσίνης στην νουκλεοτιδική θέση +239, δεν παρατηρείται πέψη 

και παράγεται ένα θραύσµα  274bp.  

Μέρος των προϊόντων της PCR αντίδρασης (40 µl) υφίστανται πέψη µε 30U της περιοριστικής 

ενδονουκλεάσης SnaB I στους 37οC για 2.5 ώρες. Tα προϊόντα της πέψης αναλύονται εν συνεχεία σε 

πήκτωµα αγαρόζης 2% που περιέχει βρωµιούχο αιθίδιο, εκτίθενται σε υπεριώδη ακτινοβολία όπου 

παρατηρούνται τα θραύσµατα DNA διαφορετικού µήκους για τους δυο πολυµορφισµούς.  

 

Περιοχή VTR του γονιδίου H-ras: Οι πολυµορφισµοί µέσα στην κεντρική µονάδα επανάληψης των 28bp 

ανιχνεύθηκαν µε σύγκριση των προτύπων της περιοριστικής πέψης (RFLP) µε ειδική ενδονουκλεάση 

BstN I που αναγνωρίζει µια ειδική αλληλουχία (CCAGG) µέσα στην κεντρική µονάδα. Μέρος των 

προϊόντων της PCR αντίδρασης για την ενίσχυση της VTR περιοχής (20 µl) υφίστανται πέψη µε 15U της 

περιοριστικής ενδονουκλεάσης BstN I στους 60οC για 4 ώρες. Tα προϊόντα της πέψης αναλύθηκαν εν 

συνεχεία σε πήκτωµα ακρυλαµιδίου 10%, χρωµατίστηκαν µε άργυρο και έγιναν ορατά µετά από έκθεση 

σε ορατή ακτινοβολία.  

 

5.5. Ηλεκτροφόρηση DNA 

 

 Το DNA, µετά την ενίσχυση µέσω της αντίδρασης PCR, ηλεκτροφορείται σε πήκτωµα αγαρόζης 

ή ακρυλαµιδίου. Η επιλογή του συγκεκριµένου πηκτώµατος εξαρτάται αφενός από το µέγεθος του DNA 
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που πρόκειται να ηλεκτροφορηθεί και αφ’ ετέρου από την διακριτική ικανότητα που προσδοκάται να 

επιτευχθεί. Το πήκτωµα αγαρόζης (συνήθης συγκέντρωση 1 έως 2%) είναι καταλληλότερο για την 

ηλεκτροφόρηση µεγάλων DNA τµηµάτων καθώς και για µεγάλες διαφορές µεγέθους τµηµάτων που 

πρόκειται να διαχωριστούν. Αντίθετα, το πήκτωµα ακρυλαµιδίου (19:1 µείγµα ακρυλαµιδίου/ bis-

ακρυλαµιδίου) επιλέγεται για µικρότερα τµήµατα DNA και για µικρές διαφορές µεγέθους ανάµεσα 

τους.  

 Και οι δύο τύποι πηκτωµάτων σχηµατίζονται σε υδατικό µέσο που περιέχει TBE 1X ρυθµιστικό 

διάλυµα (0.09Μ TrisHCl, 0.09M βορικό οξύ, 2.5mM EDTA, pH 8.3). H πήξη επιτυγχάνεται για την µεν 

αγαρόζη µε στερεοποίησή της µε την πτώση θερµοκρασίας (προηγείται τήξη της µε βρασµό) ενώ για το 

ακρυλαµίδιο µε την προσθήκη 50 µl τετραµεθυλ-αιθυλενο-διαµίνης (TEMED) και 160 µl υπερθειικού 

αµµωνίου 25% για κάθε 65 ml διαλύµατος ακρυλαµιδίου.  

 Tο δείγµα DNA που πρόκειται να ηλεκτροφορηθεί, επαναιωρείται σε διάλυµα φόρτωσης που 

περιέχει 0.25% µπλε της βρωµοφαινόλης, 0.25% κυανό του ξυλενίου και 25% φυκόλη. 

 

5.6. Χρώση νουκλεϊκών οξέων 

 

5.6.1. Χρώση µε βρωµιούχο αιθίδιο 

 

 Kατά την παρασκευή του πηκτώµατος αγαρόζης προστίθεται βρωµιούχο αιθίδιο σε 

συγκέντρωση 10mg/ml. Μετά το τέλος της ηλεκτροφόρησης οι ζώνες του DNA γίνονται άµεσα ορατές, 

κατόπιν έκθεσης του πηκτώµατος σε υπεριώδη ακτινοβολία (UV). 

  

5.6.2. Χρώση µε νιτρικό άργυρο 

 

 Η µέθοδος αυτή εφαρµόζεται όταν το DNA έχει ηλεκτροφορηθεί σε πήκτωµα ακρυλαµιδίου, 

συνήθως µετά από ηλεκτροφόρηση προϊόντων PCR. Χαρακτηρίζεται από πολύ µεγάλη ευαισθησία και 

αποφυγή της ραδιενέργειας, στοιχεία που την καθιστούν µέθοδο επιλογής. Στα µειονεκτήµατά της 

συγκαταλέγεται η µη ειδική χρώση του δίκλωνου DNA, δεδοµένου ότι χρωµατίζονται επίσης το 

µονόκλωνο DNA, το RNA καθώς και πρωτεΐνες. Έτσι, προϋπόθεση για την εφαρµογή της είναι η 

ύπαρξη ιδιαίτερα καθαρού και ειδικού DNA.  
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 Tο πήκτωµα ακρυλαµιδίου τοποθετείται αρχικά υπό ανάδευση για 10 min, σε µονιµοποιητικό 

διάλυµα που περιέχει 10% αιθανόλη και 0.5% οξεικό οξύ. Ακολουθεί η προσθήκη διαλύµατος νιτρικού 

αργύρου 0.1% (w/v) για 20 min σε ηµίφως, πλύσιµο µε νερό και κατόπιν προσθήκη του διαλύµατος 

εµφάνισης που περιέχει 0.4 N NαOH και 0.15% (v/v) φορµαλδεΰδη. Η αντίδραση τερµατίζεται µε την 

προσθήκη διαλύµατος ανθρακικού νατρίου 0.75% (w/v). 

 

5.7 Στατιστική ανάλυση - Ηλεκτρονική επεξεργασία εικόνας 

 

 Η στατιστική επεξεργασία των εργαστηριακών ευρηµάτων και των κλινικοπαθολογικών 

δεδοµένων (Κλινικό στάδιο, Ιστολογικός βαθµός, Επίπεδα υποδοχέων οιστρογόνων και προγεστερόνης, 

των καρκινικών δειγµάτων) έγινε µε τη χρήση της δοκιµασίας SPSS 6.0 for Windows και ως στατιστικά 

σηµαντικές θεωρήθηκαν οι συσχετίσεις µε µονοδύναµο επίπεδο σηµαντικότητας P ≤0.05. Όλα τα 

παραπάνω έγιναν σε ηλεκτρονικό υπολογιστή, µε τη βοήθεια του προγράµµατος.  

  

5.8. Εταιρείες προέλευσης των υλικών 

 

1,2-διυδροξυ-αιθυλενο-δις-ακρυλαµίδιο - BDH 

Άγαρ-Difco 

Αγαρόζη – Life Technologies 

Αιθανόλη - Merck 

Αιθυλενο-διαµινο-τετραοξικό οξύ - BDH 

Ακρυλαµίδιο - Life Technologies 

Ανθρακικό νάτριο - Sigma 

Βορικό οξύ - BDH 

Βρωµιούχο αιθίδιο - Sigma 

Γλυκερόλη - Life Technologies 

∆ιαίθυλ-πυροκαρβονικό οξύ - BDH 

∆ιθειοθρεϊτόλη - Sigma 

∆ιµεθυλσουλφοξείδιο - BDH 

∆εσοξυριβονουκλεοτίδια - Life Technologies 
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Ένζυµα περιορισµού - New England Biolabs/ Life Technologies 

Θειικό αµµώνιο - BDH 

Ισοπροπανόλη - Merck 

Κιτρικό νάτριο - BDH 

Κυανό της βρωµοφαινόλης - Sigma 

Λυσοζύµη - Sigma 

Μεθανόλη - Merck 

Μεµβράνες διαπίδυσης πόρων διαµέτρου 10 mm - Sigma 

MOPS - Sigma 

Νιτρικός άργυρος - Sigma 

Οξεικό αµµώνιο - Sigma 

Οξικό κάλιο - Sigma 

Οξικό νάτριο - Sigma 

Οξικό οξύ - BDH 

Πρωτεϊνάση K - Life Technologies 

Ριβονουκλεάση A - Life Technologies 

SDS - Sigma 

Taq πολυµεράση - Life Technologies 

TEMED - Sigma 

Tris base - BDH 

Triton-X-100 - Sigma 

Trizol - Life Technologies 

Tween-20 - Sigma 

Υδροξείδιο του νατρίου - Sigma 

Υδροχλωρικό οξύ - BDH 

Υπερθειικό αµµώνιο - Life Technologies 

Υπεροξείδιο του υδρογόνου - BDH 

Φαινόλη - Life Technologies 

Φορµαλδεΰδη - BDH 

Φορµαµίδιο - Life Technologies 
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Χλωριούχο καίσιο - Sigma 

Χλωριούχο κάλιο - Sigma 

Χλωριούχο λίθιο - Sigma 

Χλωριούχο µαγγάνιο - Sigma 

Χλωριούχο µαγνήσιο - Sigma 

Χλωριούχο νάτριο - Sigma 

Χλωροφόρµιο- Fluka 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ ΕΚΤΟ  

ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ  
 

 

6.1. Αλλοιώσεις που µελετήθηκαν, κλινική και ιστολογική εξέταση  
 

Από την ιστολογική εξέταση 56 δειγµάτων µε αλλοιώσεις σποραδικού καρκίνου στο µαστό σε 

βιοψικά δείγµατα από πρωτογενείς όγκους προκύπτουν τα εξής: σύµφωνα µε το στάδιο διαφοροποίησης 

(GRADE) των 56 περιπτώσεων των καρκινικών δειγµάτων µαστού, το 14 % είναι βαθµού I (n=8), το 

75% (n=42) είναι βαθµού II και το 11% είναι βαθµού III (n=6). Σύµφωνα µε το κλινικό στάδιο του 

όγκου (Union International Contra le Cancrum, AJCC, 1999) στις 56 περιπτώσεις των καρκινικών 

δειγµάτων µαστού, το 43% είναι βαθµού I (n=24), το 44.5% (n=25) είναι βαθµού II και το 12.5% είναι 

βαθµού III (n=7). 

Σε τµήµα της µελέτης χρησιµοποιήθηκαν  30 ζεύγη δειγµάτων  από ιστούς που προέρχονταν από 

γυναίκες µε σποραδικό καρκίνο στο µαστό καθώς και από παρακείµενο φυσιολογικό ιστό από τις ίδιες 

ασθενείς. Τα καρκινικά ιστικά τεµάχια ανταποκρίνονταν σε πρωτογενείς και όχι σε µεταστατικούς 

όγκους.  

 

 

6.2 Ανίχνευση σηµειακών πολυµορφισµών στα γονίδια ΑΤΜ, Η-ras και p53 σε καρκινικές 

αλλοιώσεις του µαστού και σε δείγµατα ελέγχου 

 

6.2.1. Ανίχνευση σηµειακών πολυµορφισµών στο γονίδιο ΑΤΜ σε καρκινικές αλλοιώσεις του 

µαστού καθώς σε φυσιολογικά δείγµατα αίµατος  

 

 Στα πλαίσια της µελέτης ανίχνευσης σηµειακού πολυµορφισµού στο γονίδιο ΑΤΜ 

ενισχύεται η αντίστοιχη περιοχή που εντοπίζεται στο 3’ άκρο του γονιδίου, στα καρκινικά δείγµατα 

µαστού καθώς και στα δείγµατα αίµατος από φυσιολογικές γυναίκες. Τα τελευταία χρησιµεύουν ως 

δείγµατα ελέγχου. Στην περιοχή αυτή συναντάται ένας συχνός πολυµορφισµός γουανίνης ή κυτοσίνης 

του εσωνίου 48 του γονιδίου ΑΤΜ στην νουκλεοτιδική θέση + 239 (Dork T, 1997). 
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Η µέθοδος που χρησιµοποιήθηκε περιλαµβάνει αρχικά ενίσχυση του DNA της περιοχής του 

εσωνίου 48 που περιέχει τον πολυµορφισµό µε την τεχνική της αλυσιδωτής αντίδρασης µε 

πολυµεράση (PCR). Στη συνέχεια πέπτεται µε περιοριστικές ενδονουκλεάσες το προϊόν της 

αντίδρασης και αναλύονται οι πολυµορφισµοί µήκους των περιοριστικών θραυσµάτων που 

προκύπτουν (RFLP).  

Μελετήθηκαν µε τη µέθοδο αυτή συνολικά 56 δείγµατα νεοπλασµατικού ιστού από ασθενείς 

µε καρκίνο µαστού καθώς και 61 φυσιολογικά δείγµατα περιφερικού αίµατος υγιών γυναικών µε 

ηλικία > 55 ετών που δεν έφεραν γνωστές καρκινικές βλάβες. Το ζευγάρι των ειδικών εκκινητών της 

αλυσιδωτής αντίδρασης της πολυµεράσης ενισχύει ένα ειδικό κοµµάτι µήκους 274 bp. Μετά την 

ανάλυση µε περιοριστική πέψη, το προϊόν µπορεί να τεµαχιστεί σε δυο θραύσµατα 180 και 94 bp, αν 

υπάρχει στο προϊόν το αλλήλιο της γουανίνης, ενώ αν στο προϊόν υπάρχει το αλλήλιο της κυτοσίνης 

στην νουκλεοτιδική θέση +239, δεν παρατηρείται πέψη και παράγεται ένα θραύσµα  274bp διότι 

απουσιάζει η θέση πέψης της ενδονουκλεάσης SnaBI  (Εικόνα 6.1).  

Υπήρχε διαφορά στην κατανοµή των γονότυπων του ΑΤΜ ανάµεσα στα δείγµατα γυναικών 

µε καρκίνο µαστού και των φυσιολογικών δειγµάτων. Τα επίπεδα ετεροζυγωτίας του γονιδίου ΑΤΜ 

ήταν αρκετά υψηλότερα (64.5%) σε σχέση µε τα φυσιολογικά δείγµατα αίµατος (50%). Οι αλληλικές 

συχνότητες (C/G) καθορίστηκαν στα δείγµατα γενωµικού DNA από τους ασθενείς µε σποραδικό 

καρκίνο του µαστού καθώς και από τους υγιείς δότες (Πίνακας 6.1). Τα αποτελέσµατα της µελέτης 

ανίχνευσης του σηµειακού πολυµορφισµού του γονιδίου ΑΤΜ στο εσώνιο 48 στα καρκινικά δείγµατα 

συσχετίστηκαν µε τις κλινικοπαθολογικές παραµέτρους των ασθενών. Από το ιστορικό των γυναικών 

µε καρκίνο του µαστού ήταν διαθέσιµα στοιχεία όπως: Η ηλικία του ασθενούς, το κλινικό στάδιο, ο 

ιστολογικός βαθµός του καρκινικού δείγµατος καθώς και τα επίπεδα των υποδοχέων οιστρογόνων 

και προγεστερόνης. Τα αποτελέσµατα της συσχέτισης παρουσιάζονται στον πίνακα 6.2. 

∆εν παρατηρήθηκαν στατιστικά σηµαντικές συσχετίσεις ανάµεσα στα επίπεδα των 

σηµειακών πολυµορφισµών του γονιδίου ΑΤΜ και στις κλινικοπαθολογικές παραµέτρους των 

ασθενών µε καρκίνο του µαστού.  
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Εικόνα 6.1  Τα προϊόντα ενίσχυσης του γονιδίου ATM (274 bp) υπέστησαν περιοριστική πέψη µε την 

περιοριστική ενδονουκλεάση SnaBI  και ηλεκτροφορήθηκαν σε πήκτωµα αγαρόζης 2%. Στήλες 1, 2, 4: 

Φορείς Κυτοσίνης, στήλες 3, 5: φορείς Γουανίνης, στήλη M: δείκτης µοριακών βαρών των 100 bp. 

 

Πίνακας 6.1. Αλληλικές συχνότητες (C/G) στα δείγµατα ασθενών µε σποραδικό καρκίνο του 

µαστού καθώς και σε δείγµατα φυσιολογικών ατόµων 

 Αλλήλιο 1 (C) Αλλήλιο 2 (G) 

Φυσιολογικά δείγµατα 0.745 0.255 

Καρκινικά δείγµατα µαστού 0.67 0.33 
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Πίνακας 6.2. Κατανοµή σηµειακού πολυµορφισµού του γονιδίου ATM σε ασθενείς µε καρκίνο 

µαστού σε συσχέτιση µε την ηλικία των ασθενών, το κλινικό στάδιο, τον ιστολογικό βαθµό και τα 

επίπεδα των υποδοχέων οιστρογόνων και προγεστερόνης 

Ηλικία Σύνολο  Ετεροζυγωτία ATM  

<40 2 1 

40-50 11 7 

>50 40 26 

Στάδιο   

I 24 14 

II 25 13 

III 7 4 

Βαθµός   

I 8 5 

II 42 28 

III 6 3 

Υποδοχείς Οιστρογόνων   

Θετικό P

a
P
 30 20 

Αρνητικό P

b
P
 26 16 

Υποδοχείς 

Προγεστερόνης 

  

Θετικό 31 19 

Αρνητικό 25 17 

 
Σηµείωση: Τα επίπεδα υποδοχέων ER- ή PgR-αναφέρονται σε τιµές υποδοχέων κατώτερες των 5 

fmol/mg πρωτεΐνης ενώ ως ER+ ή PgR+ σε τιµές υποδοχέων ανώτερες των 5 fmol/mg πρωτεΐνης  
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6.2.2 Ανάλυση της 5’ εξανουκλεοτιδικής αλληλουχίας του H-ras σε δείγµατα σποραδικού 

καρκίνου σε µαστό καθώς και σε φυσιολογικά δείγµατα.  

 

6.2.2.1 Γενικά 

 

Έχει βρεθεί ότι το γονίδιο Η-ras εµπλέκεται σε µηχανισµούς καρκινογένεσης σε µια ποικιλία 

κοινών τύπων όγκων, όπως του µαστού, της ουροδόχου κύστεως, των ωοθηκών και του πνεύµονα 

(Barbacid 1987, Bos 1989, Field et al 1990, Liu 1993, Sandberg 1992). Οι µηχανισµοί ενεργοποίησης 

του ογκογονιδίου περιλαµβάνουν τόσο ποιοτικές όσο και ποσοτικές αλλοιώσεις στη δοµή και 

λειτουργία του πρώτο-ογκογονιδίου (Spandidos et al 1984, Lang et al 1986, Spandidos et al 1989, 

Barbacid 1987, Field et al 1990). 

 Στη µελέτη αυτή χρησιµοποιήθηκαν δείγµατα βιοψικού υλικού από καρκινικά δείγµατα 

γυναικών µε σποραδικό καρκίνο του µαστού καθώς και δείγµατα περιφερικού αίµατος από 

φυσιολογικές γυναίκες, για την ενίσχυση των αλληλίων Ρ1, Ρ2 και Ρ3, της πολυµορφικής θέσης που 

εντοπίζεται στο εσώνιο 1 του γονιδίου H-ras. Η ανάλυση περιλαµβάνει σύγκριση της πολυµορφικής 

θέσης ανάµεσα στον καρκινικό και στον φυσιολογικό ιστό (Iwahana et al 1990, Tanci et al 1992, 

Capon et al 1983, Krontiris et al 1985). Για την ανάλυση χρησιµοποιήθηκε µοριακή διαδικασία 

βασισµένη στην αντίδραση PCR που ανιχνεύει τα αλλήλια Ρ1, Ρ2 και Ρ3 µε εξειδικευµένο τρόπο. Το 

ζευγάρι των ειδικών εκκινητών δηµιουργεί ένα ειδικό PCR προϊόν 106 bp για το Ρ2 αλλήλιο, 112 bp 

για το Ρ3 και 118 bp για το Ρ1 αλλήλιο (Εικόνα 6.2).  
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Εικόνα 6.2 Τα προϊόντα ενίσχυσης πολυµορφικών αλληλουχιών του εσωνίου 1 του γονιδίου H-ras 

µε τη µέθοδο της PCR (106, 112 118 bp). Τα προϊόντα ηλεκτροφορήθηκαν µέσω πηκτώµατος 

ακρυλαµιδίου 10% . Στήλη 1: Ρ1/Ρ2, στήλες 2 και 3: Ρ2/Ρ2, στήλη 4: Ρ2/Ρ3.  

 

6.2.2.2 Aλλοιώσεις που µελετήθηκαν 

 

Από την ιστολογική εξέταση 56 δειγµάτων µε αλλοιώσεις σποραδικού καρκίνου στο µαστό σε 

βιοψικά δείγµατα από πρωτογενείς όγκους.  

 Eπίσης χρησιµοποιήθηκαν 61 φυσιολογικά δείγµατα περιφερικού αίµατος υγιών γυναικών 

µε ηλικία > 55 ετών που δεν έφεραν γνωστές καρκινικές βλάβες.  
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6.2.2.3 Ανάλυση της 5’ εξανουκλεοτιδικής αλληλουχίας του H-ras σε φυσιολογικά δείγµατα 

περιφερικού αίµατος.  

 

Η ανάλυση αυτής της περιοχής του εσωνίου 1 του γονιδίου H-ras στα 61 φυσιολογικά 

δείγµατα αίµατος έδειξε σηµαντικό βαθµό ετεροζυγωτίας των δειγµάτων στα αλλήλια Ρ1, Ρ2 και Ρ3. 

Συγκεκριµένα εµφανίστηκαν σηµαντικά ποσοστά ετεροζυγωτίας στα  Ρ2/Ρ1 (35%) καθώς και στα 

Ρ3/Ρ1 (20%). Ο µεγαλύτερος αριθµός των φυσιολογικών δειγµάτων ήταν οµόζυγος για τα Ρ1/Ρ1 

(39%). Η εξέταση της εξανουκλεοτιδικής περιοχής του εσωνίου 1 του γονιδίου H-ras έδειξε ότι η 

συνολική συχνότητα παρουσίας των αλληλίων είναι 68% για το Ρ1, 20% για το Ρ2 και 12% για το 

Ρ3. Τα αποτελέσµατα από την µελέτη των φυσιολογικών δειγµάτων συνοψίζονται στους Πίνακες 6.3 

και 6.5.     

 

6.2.2.4 Ανάλυση της 5’ εξανουκλεοτιδικής αλληλουχίας του H-ras σε δείγµατα από γυναίκες µε 

σποραδικό καρκίνο µαστού.  

 

Η ανάλυση της HRM περιοχής του εσωνίου 1 του H-ras στα 56 δείγµατα βιοψικού υλικού 

από γυναίκες µε σποραδικό καρκίνο µαστού έδειξε µικρό βαθµό ετεροζυγωτίας των δειγµάτων στα 

αλλήλια Ρ1, Ρ2 και Ρ3. Συγκεκριµένα εµφανίστηκαν µικρά ποσοστά ετεροζυγωτίας στα  Ρ2/Ρ1 (9%) 

καθώς και στα Ρ3/Ρ1 (6%). Ο µεγαλύτερος αριθµός των καρκινικών δειγµάτων ήταν οµόζυγος για  

Ρ1/Ρ1 (72%). Η εξέταση της εξανουκλεοτιδικής περιοχής του εσωνίου 1 του γονιδίου H-ras έδειξε 

ότι η συνολική συχνότητα παρουσίας των αλληλίων είναι 80% για το Ρ1, 17% για το Ρ2 και 3% για 

το Ρ3. Τα αποτελέσµατα από την µελέτη των καρκινικών δειγµάτων από βιοψίες µαστού 

συνοψίζονται στους Πίνακες 6.4 και 6.5.    

Η κατανοµή των αλληλίων ήταν διαφορετική στα δείγµατα γυναικών µε σποραδικό καρκίνο 

µαστού σε σχέση µε τα φυσιολογικά δείγµατα αίµατος. Η συχνότητα αλληλίων για την οµοζυγωτία 

Ρ1/Ρ1 ήταν σε υψηλότερη τιµή στα καρκινικά δείγµατα (72%) σε σχέση µε τα φυσιολογικά δείγµατα 

(39%). Η οµοζυγωτία Ρ3/Ρ3 ήταν παρούσα, αν και σε µικρό ποσοστό, µόνο στα καρκινικά δείγµατα 

(3%).  
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Πίνακας 6.3. Συχνότητα των αλληλίων Ρ1, Ρ2 και Ρ3 στα φυσιολογικά δείγµατα αίµατος 

 

 Ιστολογική διάγνωση                          Ρ2/Ρ2    Ρ2/Ρ3    Ρ2/Ρ1       Ρ3/Ρ3    Ρ3/Ρ1    Ρ1/Ρ1 

Φυσιολογικά δείγµατα αίµατος            1            1            21           1             12            23 

Σύνολο (%)                                         2            2            35            2              20           39 

  

 

 

Πίνακας 6.4 Συχνότητα των αλληλίων Ρ1, Ρ2 και Ρ3 στα δείγµατα από σποραδικούς καρκίνους 

µαστού 

 

Ιστολογική διάγνωση                            Ρ2/Ρ2    Ρ2/Ρ3    Ρ2/Ρ1   Ρ3/Ρ3     Ρ3/Ρ1 Ρ1/Ρ1 

Καρκινικά δείγµατα µαστού                  7        0          5             0              3           41 

Σύνολο (%)                                           12           0            9             0             6           73 

  

 

 

Πίνακας 6.5 Συχνότητα των αλληλίων Ρ1, Ρ2 και Ρ3 στα δείγµατα αίµατος από φυσιολογικές 

γυναίκες και στα καρκινικά δείγµατα µαστού 

 

 

Αλλήλια                    Φυσιολογικά δείγµατα (%)              Καρκινικά δείγµατα µαστού 

(%) 

     Ρ1                                    68                                                          80 

     Ρ2                                    20                                                          17 

     Ρ3                                    12                                                           3 
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6.2.2.5 Aλλοιώσεις που µελετήθηκαν  

 

Χρησιµοποιήθηκαν  30 ζεύγη δειγµάτων  από ιστούς που προέρχονταν από γυναίκες µε 

σποραδικό καρκίνο στο µαστό καθώς και παρακείµενου φυσιολογικού ιστού από τις ίδιες ασθενείς. Τα 

καρκινικά ιστικά τεµάχια ανταποκρίνονταν σε πρωτογενείς και όχι σε µεταστατικούς όγκους.  

 

6.2.2.6 Ανάλυση της 5’ εξανουκλεοτιδικής αλληλουχίας του H-ras σε δείγµατα σποραδικού 

καρκίνου σε µαστό καθώς και σε αντίστοιχα φυσιολογικά δείγµατα.  

 

Στη µελέτη αυτή χρησιµοποιήθηκαν 30 βιοψικά δείγµατα όγκων καρκίνου του µαστού και 

παρακείµενου φυσιολογικού ιστού. Η ανάλυση του προτύπου που παρουσιάζεται στην πολυµορφική 

θέση  του εσωνίου 1 του γονιδίου H-ras έδειξε απώλειες ετεροζυγωτίας (LOH) στη µικροδορυφορική 

περιοχή που εδράζεται κοντά στο 5’ άκρο του γονιδίου σε µικρό ποσοστό. Πιθανώς οι απώλειες 

αυτές να εµπλέκονται στην ανάπτυξη πρωτοπαθών όγκων καθώς υπάρχει παρατηρηµένη σηµαντική 

συσχέτιση µε την εµφάνιση επιθετικών µορφών καρκίνου (Theillet et al 1986, Sandberg et al 1992). 

Η ανάλυση αυτής της περιοχής έδειξε ότι 16.5% των δειγµάτων ήταν ετερόζυγα. Η σύγκριση του 

προτύπου µεταξύ του καρκινικού και του παρακείµενου φυσιολογικού ιστού στα παραπάνω δείγµατα 

αποκάλυψε απώλεια της ετεροζυγωτίας (LOH) σε δύο από αυτά.  
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                                              T           N 

 
 

Εικόνα 6.3. Παράδειγµα δείγµατος που επιδεικνύει απώλεια ετεροζυγωτίας για την πολυµορφική θέση 

του εσωνίου 1 του γονιδίου H-ras. Ν= Φυσιολογικό δείγµα, Τ= Καρκινικό δείγµα µαστού. Τα µαύρα 

βέλη δείχνουν κάθε αλληλική ζώνη 

 

 

 

 

 

 

6.2.3 Ανάλυση της VTR περιοχής του H-ras σε δείγµατα σποραδικού καρκίνου σε µαστό καθώς 

και σε αντίστοιχα φυσιολογικά δείγµατα.  

 

6.2.3.1 Αλλοιώσεις που µελετήθηκαν  

 

Χρησιµοποιήθηκαν  30 ζεύγη δειγµάτων  από ιστούς που προέρχονταν από γυναίκες µε σποραδικό 

καρκίνο στο µαστό καθώς και από παρακείµενο φυσιολογικό ιστό από τις ίδιες ασθενείς. Τα καρκινικά 

ιστικά τεµάχια ανταποκρίνονταν σε πρωτογενείς και όχι σε µεταστατικούς όγκους. 
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6.2.3.2 Ανάλυση της VTR περιοχής του γονιδίου H-ras  

 

Η ανάλυση της VTR περιοχής του γονιδίου H-ras έδειξε µεταβολές στη µικροδορυφορική αυτή 

περιοχή που εδράζεται στο 3’ άκρο του γονιδίου σε µικρό ποσοστό. Από τα 30 ζεύγη καρκινικών και 

φυσιολογικών ιστών µαστού που µελετήθηκαν εµφανίστηκαν διαφοροποιήσεις σε ένα ζεύγος (3.3%) 

(Εικόνα 6.3). Στο συγκεκριµένο ζεύγος παρατηρήθηκε αλλαγή στο πρότυπο κινητικότητας των 

αλληλίων VTR  µετά από σύγκριση των προτύπων ενίσχυσης της περιοχής VTR µεταξύ των προϊόντων 

της αντίδρασης PCR που αφορούν το ιστολογικό τεµάχιο φυσιολογικού και καρκινικού ιστού. Οι 

αλλαγές που συµβαίνουν στην µονάδα επανάληψης των 28 bp, όταν υπάρχουν σε µικρό βαθµό, δεν 

µπορούν να ανιχνευθούν στα πηκτώµατα αγαρόζης 2%, συνεπώς υπάρχει η πιθανότητα να υπάρχει µια 

υποεκτίµηση στην αναφερόµενη συχνότητα αστάθειας. Στην παρούσα µελέτη δεν παρατηρήθηκαν 

πολυµορφισµοί στα συγκεκριµένα δείγµατα µετά από την περιοριστική πέψη µε την ενδονουκλεάση 

BstN I . Η ενδονουκλεάση BstN I αναγνωρίζει µια αλληλουχία 5 βάσεων από τις 28 βάσεις της µονάδας 

επανάληψης, οπότε θα µπορούσε να υποτεθεί ότι η συχνότητα των µεταλλαγών της περιοχής VTR είναι 

υψηλότερη. Το ζεύγος µε την αλλαγή στο πρότυπο κινητικότητας των αλληλίων VTR µεταξύ του 

φυσιολογικού και του καρκινικού δείγµατος δεν έφερε αντίστοιχο πολυµορφισµό ανιχνεύσιµο από την 

περιοριστική πέψη µε την ενδονουκλεάση BstN I, και προσδίδει έµµεσα στοιχεία ότι οι αλλαγές αυτές 

στα πρότυπα κινητικότητας µπορούν να αποδοθούν στην µονάδα επανάληψης του πυρήνα των 28 bp.  
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Εικόνα 6.4. Παράδειγµα δείγµατος που επιδεικνύει µικροδορυφορική αστάθεια για την περιοχή  VTR  

του γονιδίου H-ras. Ν= Φυσιολογικό δείγµα, Τ= Καρκινικό δείγµα µαστού. Τα µαύρα βέλη και οι 

αριθµοί 1, 2 δείχνουν κάθε αλληλική ζώνη. Το µαύρο βέλος και ο αριθµός 3 δείχνουν  το 

νεοδηµιουργηµένο αλλήλιο. 

    

6.2.4 Ανίχνευση σηµειακών πολυµορφισµών στο γονίδιο p53 σε δείγµατα ασθενών µε καρκίνο του 

µαστού και σε φυσιολογικά δείγµατα περιφερικού αίµατος.  

 

 

6.2.4.1 Αλλοιώσεις που µελετήθηκαν   

 

Στην παρούσα µελέτη µελετήθηκαν 56 ιστολογικά τεµάχια βιοψικού υλικού γυναικών µε 

καρκίνο του µαστού. Τα ιστικά τεµάχια ανταποκρίνονταν σε πρωτογενείς και όχι σε µεταστατικούς 

όγκους. Επίσης, µελετήθηκαν 61 δείγµατα αίµατος από γυναίκες φυσιολογικές, ηλικίας άνω των 55 

ετών, µε αρνητικό ιστορικό για προκαρκινικές και καρκινικές αλλοιώσεις. 
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6.2.4.2 Ανίχνευση σηµειακών πολυµορφισµών στο γονίδιο p53 σε καρκινικά δείγµατα µαστού 

καθώς και σε δείγµατα ελέγχου.  

 

Στα πλαίσια της µελέτης της ανίχνευσης των σηµειακών πολυµορφισµών του γονιδίου p53 σε 

καρκινικές αλλοιώσεις σε δείγµατα γυναικών µε καρκίνο µαστού χρησιµοποιήθηκε µέθοδος που 

περιλαµβάνει ενίσχυση του DNA της περιοχής του κωδικονίου µε την τεχνική της αλυσιδωτής 

αντίδρασης µε πολυµεράση (PCR). Tο ζευγάρι εκκινητών p53+/Arg- δίνει PCR προϊόν 141 βάσεων 

για το αλλήλιο της αργινίνης (Εικόνα 6.4), ενώ το ζευγάρι εκκινητών Pro+/p53- δίνει PCR προϊόν 

177 βάσεων για το αλλήλιο της προλίνης (Εικόνα 6.5).  

Τα αποτελέσµατα της κατανοµής των πολυµορφισµών της p53 για τα 56 δείγµατα από 

γυναίκες µε καρκίνο του µαστού καθώς και για τα 61 φυσιολογικά δείγµατα αίµατος από 

φυσιολογικές γυναίκες ηλικίας άνω των 55 ετών µε αρνητικό ιστορικό για προκαρκινικές και 

καρκινικές αλλοιώσεις συνοψίζονται στον Πίνακα 6.6. Υπήρχε διαφορά στην κατανοµή των 

γονοτύπων της p53 ανάµεσα στα δείγµατα γυναικών µε καρκίνο µαστού και τα φυσιολογικά 

δείγµατα. Η αλληλική συχνότητα της p53 Arg/Arg ήταν αρκετά υψηλότερη (61%) σε σχέση µε τα 

φυσιολογικά δείγµατα αίµατος (20%). Τα ποσοστά της ετεροζυγωτίας Arg/Pro ήταν 18% στα 

καρκινικά δείγµατα µαστού σε σχέση µε τα φυσιολογικά δείγµατα (67% στα δείγµατα αίµατος). Η 

αλληλική συχνότητα της p53 Pro/Pro ήταν χαµηλή (21%) στα καρκινικά δείγµατα και στα 

φυσιολογικά δείγµατα (10% στα δείγµατα αίµατος). Τα αποτελέσµατα της µελέτης ανίχνευσης του 

σηµειακού πολυµορφισµού της p53 στα καρκινικά δείγµατα συσχετίστηκαν µε τις 

κλινικοπαθολογικές παραµέτρους των ασθενών. Από το ιστορικό των γυναικών µε καρκίνο του 

µαστού ήταν διαθέσιµα στοιχεία όπως: Η ηλικία του ασθενούς, το κλινικό στάδιο, ο ιστολογικός 

βαθµός του καρκινικού δείγµατος καθώς και τα επίπεδα των υποδοχέων οιστρογόνων και 

προγεστερόνης. Τα αποτελέσµατα της συσχέτισης παρουσιάζονται στο Πίνακα 6.7.  

∆εν παρατηρήθηκαν στατιστικά σηµαντικές συσχετίσεις ανάµεσα στα επίπεδα των 

σηµειακών πολυµορφισµών του γονιδίου p53 και στις κλινικοπαθολογικές παραµέτρους των 

ασθενών µε καρκίνο του µαστού.  
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Πίνακας 6.6. Συχνότητες των πολυµορφισµών στο κωδικόνιο για το αµινοξύ 72 της p53  

             

Ιστολογική 

διάγνωση 

Αριθµός 

δειγµάτων 

Αργινίνη Αργινίνη/ 

Προλίνη 

Προλίνη Άλλα 

∆είγµατα αίµατος      

Σύνολο (%) 61 

 

12 (20) 

 

41(67) 

 

6 (10) 

 

2 (3) 

 

Καρκινικά δείγµατα 

µαστού 

56 34 (61) 10 (18) 12 (21) - 

             

 

 
 

 

 

Εικόνα 6.5. Προϊόντα ενίσχυσης του αλληλίου της p53-72 Arg (141bp) µε τη χρήση PCR. Τα 

προϊόντα του PCR ηλεκτροφορήθηκαν σε 2% γέλη αγαρόζης. Oι στήλες 2, 5 αντιπροσωπεύουν θετικά 

δείγµατα, οι στήλες 1, 3, 4 αντιπροσωπεύουν αρνητικά δείγµατα και η στήλη Μ τον 100bp δείκτη 

µοριακών βαρών.  
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Εικόνα 6.6. Προϊόντα ενίσχυσης του αλληλίου της p53-72 Pro (177bp) µε τη χρήση PCR. Τα 

προϊόντα του PCR ηλεκτροφορήθηκαν σε 2% γέλη αγαρόζης. Oι στήλες 1, 2, 4 αντιπροσωπεύουν 

θετικά δείγµατα, οι στήλες 3, 5 αντιπροσωπεύουν αρνητικά δείγµατα και η στήλη M τον 100bp δείκτη 

µοριακών βαρών.  
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Πίνακας 6.7. Συσχέτιση των σηµειακών πολυµορφισµών του γονιδίου p53 µε την ηλικία , το 

κλινικό στάδιο, τον ιστολογικό βαθµό και τα επίπεδα των υποδοχέων οιστρογόνων και 

προγεστερόνης σε ασθενείς µε καρκίνο του µαστού 

 

 Pro/Pro Pro/Arg Arg/Arg 

Ηλικία 

≤ 40 

40-50 

> 50 

 

 

 

12 

 

1 

2 

7 

 

1 

10 

23 

Στάδιο    

Ι 

ΙΙ 

ΙΙΙ 

6 

5 

3 

6 

1 

15 

14 

6 

Βαθµός    

Ι 

ΙΙ 

ΙΙΙ 

4 

6 

1 

 

7 

3 

4 

29 

2 

Υποδοχείς 

Οιστρογόνων 

   

Θετικοί 

Αρνητικοί 

6 

5 

6 

4 

18 

17 

Υποδοχείς 

Προγεστερόνης 

   

Θετικοί 

Αρνητικοί 

6 

5 

7 

3 

18 

17 

 

 

Σηµείωση: Τα επίπεδα υποδοχέων ER- ή PgR-αναφέρονται σε τιµές υποδοχέων κατώτερες των 5 

fmol/mg πρωτεΐνης ενώ ως ER+ ή PgR+ σε τιµές υποδοχέων ανώτερες των 5 fmol/mg πρωτεΐνης  
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                                        KEΦAΛAIO ΕΒ∆ΟΜΟ 

 

ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ-ΣΥΖΗΤΗΣΗ 
 

 

7.1 Εισαγωγή 

 

 Ο καρκίνος του µαστού είναι ένας πολλαπλασιασµός των επιθηλιακών κυττάρων που επενδύουν 

τους πόρους ή τα λοβία του µαστού. Η θνητότητα από τη µορφή αυτή κακοήθειας έχει αρχίσει να 

µειώνεται τα τελευταία χρόνια. Παρ’ όλ’ αυτά, οι επιθηλιακές κακοήθειες στο µαστό παραµένουν ως η 

πιο συχνή αιτία καρκίνου στις γυναίκες, προσµετρώντας για το 1/3 των συνολικών κακοηθειών στο 

γυναικείο φύλο. Ο ανθρώπινος καρκίνος του µαστού αποτελεί µια µονοκλωνική ασθένεια· ένα µόνο 

µεταλλαγµένο κύτταρο (το τελικό αποτέλεσµα µιας σειράς από επίκτητες ή γενετικές µεταλλαγές) είναι 

ικανό να εκφράσει ένα πλήρες καρκινικό δυναµικό. Με αυτό τον τρόπο, ο καρκίνος του µαστού µπορεί 

να υπάρχει για µια µακρά περίοδο είτε ως µη διηθητική ή ως διηθητική αλλά µη µεταστατική νόσος 

(Lippman M.E, 2001). 

 

7.2 Ανίχνευση σηµειακών πολυµορφισµών στα γονίδια ΑΤΜ, Η-ras και p53 σε καρκινικές 

αλλοιώσεις του µαστού και σε δείγµατα ελέγχου 

 

7.2.1. Ανίχνευση σηµειακών πολυµορφισµών στο γονίδιο ΑΤΜ σε καρκινικές αλλοιώσεις του 

µαστού και σε φυσιολογικά δείγµατα αίµατος  

 

 Το γονίδιο ΑΤΜ παρουσιάζει πολυµορφισµό στο νουκλεοτίδιο +239 του εσωνίου 48, έτσι 

ώστε η αλληλουχία του DNA να περιλαµβάνει είτε ένα νουκλεοτίδιο κυτοσίνης ή ένα νουκλεοτίδιο 

γουανίνης σε αυτή τη θέση. Στην παρούσα µελέτη πραγµατοποιήθηκε µια συγκριτική ανάλυση της 

κατάστασης ετεροζυγωτίας σε 56 γυναίκες µε νεοπλασία στο µαστό καθώς και σε 61 δείγµατα από 

φυσιολογικές γυναίκες >55 ετών για να εξεταστεί η πιθανή συσχέτιση της ετεροζυγωτίας του ΑΤΜ 

µε την εµφάνιση σποραδικού καρκίνο στο µαστό. Τα αποτελέσµατα της µελέτης κατέδειξαν διαφορά 
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στην κατανοµή των γονότυπων του ΑΤΜ ανάµεσα στους δυο υπό µελέτη πληθυσµούς. Τα επίπεδα 

ετεροζυγωτίας του γονιδίου ΑΤΜ ήταν υψηλότερα (64.5%) σε σχέση µε τα δείγµατα φυσιολογικών 

γυναικών (50%). Επιπρόσθετα, οι συχνότητες των αλληλοµόρφων  C  και G εµφάνισαν διαφορές 

ανάµεσα στα καρκινικά (0.67 & 0.33 αντίστοιχα) και τα φυσιολογικά δείγµατα (0.745 & 0.255 

αντίστοιχα). Από τη συσχέτιση των  αποτελεσµάτων της µελέτης µε τις κλινικοπαθολογικές 

παραµέτρους των ασθενών δεν παρατηρήθηκαν στατιστικά σηµαντικές συσχετίσεις.  

Ο τρόπος ανίχνευσης του σηµειακού αυτού πολυµορφισµού του γονιδίου ΑΤΜ, µέσω αυτού 

του RFLP, µπορεί να αποτελέσει χρήσιµο διαγνωστικό εργαλείο ως ενδογονιδιακός ανιχνευτής για 

τον προσδιορισµό της ετεροζυγωτίας που πιθανολογείται ως προδιαθεσικός παράγοντας στην 

ανάπτυξη καρκίνου του µαστού. 
 

7.2.2 Ανάλυση της 5’ εξανουκλεοτιδικής αλληλουχίας του H-ras σε δείγµατα σποραδικού 

καρκίνου σε µαστό καθώς και σε φυσιολογικά δείγµατα.  

 

Το γονίδιο Η-ras είναι πολυµορφικό στο εσώνιο 1, οπότε µπορεί να περιέχει ένα από τα 

αλληλόµορφα Ρ1, Ρ2 ή Ρ3 στη θέση αυτή. Εξετάστηκε µια εξανουκλεοτιδική περιοχή που εδράζεται σε 

αυτό το εσώνιο (Tanci et al 1992, Kotsinas et al 1994, Langdon et al 2003, Weitzel et al 2000). Τα τρία 

αλλήλια ανιχνεύθηκαν σε µια σειρά από δείγµατα αίµατος που ελήφθησαν από  61 υγιείς γυναίκες, 

καθώς και σε 56 ιστικά δείγµατα από γυναίκες µε καρκίνο µαστού.  

Στην παρούσα µελέτη εµφανίστηκε διαφορετική κατανοµή στις συχνότητες των αλληλίων Ρ1, 

Ρ2 και Ρ3 µεταξύ των υπό εξέταση κατηγοριών δειγµάτων καθώς και στην κάθε επιµέρους κατηγορία. 

Στην οµάδα ελέγχου των φυσιολογικών γυναικών το αλλήλιο Ρ1 βρέθηκε σε ποσοστό 68%, το αλλήλιο 

Ρ2 σε ποσοστό 20% και το αλλήλιο Ρ3 σε ποσοστό 12%. Η οµοζυγωτία Ρ1/Ρ1 εµφάνιζε τη µεγαλύτερη 

συχνότητα (39%), ακολουθούµενη από την ετεροζυγωτία Ρ2/Ρ1 (35%). Παρ’ όλ’ αυτά, στα δείγµατα µε 

καρκινικές αλλοιώσεις το αλλήλιο Ρ1 ήταν επίσης το συχνότερο µε υψηλότερο όµως ποσοστό (80%) 

ενώ το αλλήλιο Ρ3 ήταν το λιγότερο συχνό (3%). Στα δείγµατα αυτά δεν παρατηρήθηκαν ετεροζυγώτες 

Ρ2/Ρ3 καθώς και οµοζυγώτες Ρ3/Ρ3. Οι οµοζυγώτες Ρ1/Ρ1 ήταν οι συχνότεροι σε ποσοστό 72%. Τα 

δεδοµένα αυτά θα µπορούσαν να υποδηλώσουν ότι η παρουσία της οµοζυγωτίας Ρ1/Ρ1, η αύξηση στην 

οµοζυγωτία Ρ2/Ρ2 και/ ή απουσία της οµοζυγωτίας Ρ3/Ρ3 στην ανάλυση της HRM περιοχής του 

γονιδίου θα µπορούσαν να αντιπροσωπεύουν παράγοντες κινδύνου για καρκινογένεση στο µαστό. 

Επιπρόσθετα, θα µπορούσε να σηµειωθεί ότι η πολυµορφική περιοχή της HRM συνδέεται µε το επίτοπο 
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VTR του ίδιου γονιδίου στο 3’ άκρο (Iwahana et al 1990). Η σύνδεση αυτή θα µπορούσε να είναι το 

αποτέλεσµα µιας χαµηλής συχνότητας ανασυνδυασµού µεταξύ των δυο περιοχών λόγω µικρής 

γενωµικής απόστασης (~4Κb). Αυτή η σύνδεση φαίνεται ότι επηρεάζει τη φυσιολογική λειτουργία του 

H-ras (Iwahana et al 1990, Kotsinas et al 1994).  

 

7.2.3 Απώλεια ετεροζυγωτίας πολυµορφικής θέσης HRM του γονιδίου H-ras 

 

Στον καρκίνο του µαστού µπορούν να παρουσιαστούν ποικίλες χρωµοσωµικές ανωµαλίες ως 

αποτέλεσµα της πολυσταδιακής διαδικασίας της καρκινογένεσης (Theillet et al 1986). Οι ελλείψεις 

τµήµατος του χρωµοσώµατος 11, στο οποίο εδράζεται το  Η-ras, έχουν συσχετιστεί αρκετές φορές µε 

εµφάνιση επιθετικών µορφών καρκίνου (Theillet et al 1986). Σε αυτό το πρότυπο στηρίχθηκε η µελέτη 

των δυο πολυµορφικών θέσεων του γονιδίου H-ras σε δείγµατα καρκίνου του µαστού. Η ανάλυση των 

πολυµορφικών αυτών θέσεων έδειξε ότι δυο από τα ετερόζυγα δείγµατα παρουσίασαν απώλεια της 

ετεροζυγωτίας στην περιοχή HRM. Η εξανουκλεοτιδική περιοχή πιθανόν να εµπλέκεται στη ρύθµιση 

του γονιδίου H-ras. Ο πολυµορφισµός αυτός βρίσκεται σε ένα εξελικτικά συντηρηµένο τµήµα του 

εσωνίου 1 του γονιδίου  (Hashimoto-Gotoh et al 1992). Με διάφορα πειράµατα µε ελλείψεις του 

γονιδίου έγινε φανερό ότι η διαδικασία µετασχηµατισµού επηρεάζεται σηµαντικά από το συντηρητικό 

αυτό τµήµα του εσωνίου. Τα αποτελέσµατα αυτά οδήγησαν στο συµπέρασµα ότι η περιοχή αυτή 

εµπλέκεται στην ρύθµιση του γονιδίου H-ras (Hashimoto-Gotoh et al 1988, 1992). 

 

7.2.4 Ανάλυση της VTR περιοχής του H-ras σε δείγµατα σποραδικού καρκίνου σε µαστό καθώς 

και σε αντίστοιχα φυσιολογικά δείγµατα.  

 

 Στην παρούσα µελέτη ερευνήθηκε η παρουσία γενετικής αστάθειας στην περιοχή VTR του 

γονιδίου H-ras σε 30 ζεύγη δειγµάτων φυσιολογικού και καρκινικού ιστού από νεοπλασία µαστού. Στα 

πλαίσια της διερεύνησης των διαφοροποιήσεων καθώς και των αλλαγών στην κινητικότητα των 

αλληλίων VTR, εµφανίστηκε αστάθεια στον αριθµό επαναλήψεων του πυρήνα επανάληψης σε µια 

περίπτωση (3,3%) ενώ δεν εµφανίστηκε φαινόµενο απώλειας ετεροζυγωτίας. Παρ’ όλο που η αστάθεια 

του µικροδορυφορικού DNA δεν ήταν συχνό γεγονός, θα µπορούσε να αποδοθεί στο µηχανισµό 

ενεργοποίησης του ογκογονιδίου H-ras στον καρκίνο του µαστού. Στα δείγµατα αυτά δεν 
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παρατηρήθηκε  πολυµορφισµός στην περιοχή αναγνώρισης της BstN I της συντηρηµένης αλληλουχίας 

28 βάσεων του πυρήνα επανάληψης. Πιθανές µεταλλαγές θα µπορούσαν να διαφοροποιήσουν τη 

συγγένεια των µεταγραφικών παραγόντων, απορυθµίζοντας έτσι την έκφραση του πρώτο-ογκογονιδίου 

H-ras.  

 

 7.2.5 Ανάλυση σηµειακών πολυµορφισµών στο γονίδιο p53 σε δείγµατα ασθενών µε καρκίνο 

µαστού   

 

Το γονίδιο p53 είναι πολυµορφικό στο αµινοξύ 72 της πρωτεΐνης που κωδικοποιεί, συνεπώς η 

p53 µπορεί να περιέχει ένα υπόλειµµα προλίνης ή αργινίνης σε αυτή τη θέση. Στην παρούσα µελέτη 

εξετάστηκε η πιθανότητα να αποτελεί η οµοζυγωτία στην αργινίνη  παράγοντα κινδύνου στην 

καρκινογένεση του µαστού (Papadakis et al, 2000). Πραγµατοποιήθηκε ανάλυση στο γονότυπο της  

p53 σε αλλοιώσεις καρκίνου του µαστού καθώς και σε φυσιολογικά δείγµατα µε την χρήση µοριακών 

τεχνικών. Τα αποτελέσµατα της µελέτης έδειξαν ότι υπήρχε διαφορά στην κατανοµή των γονότυπων 

της p53 ανάµεσα στα δείγµατα γυναικών µε καρκίνο του µαστού και στα φυσιολογικά δείγµατα. Η 

αλληλική συχνότητα της p53 µε οµόζυγη αργινίνη ήταν αρκετά υψηλότερη (61%) σε σχέση µε τα 

φυσιολογικά δείγµατα αίµατος γυναικών >55 ετών χωρίς ιστορικό κακοήθειας (20%). Στην οµάδα 

ελέγχου των φυσιολογικών γυναικών, η συχνότητα της ετεροζυγωτίας αργινίνης/ προλίνης εµφάνισε 

ποσοστό 67%, ενώ φαίνεται να υπάρχει κάποια διαφορά στη συχνότητα οµοζυγωτίας της προλίνης και 

της αργινίνης (10% και 20% αντίστοιχα). Επιπρόσθετα, έχει διατυπωθεί η υπόθεση ότι οι συχνότητες 

των γονότυπων της p53 που αφορούν το κωδικόνιο 72 διαφοροποιούνται ανάλογα µε την εθνολογική 

οµάδα. Η συχνότητα οµοζυγωτίας για την αργινίνη στο κωδικόνιο 72 της p53 εµφανίστηκε 

χαµηλότερη σε σχέση µε αντίστοιχες οµάδες που ερευνήθηκαν στην Ιαπωνία και Νορβηγία (Scheffner 

et al 1990, Helland et al 1998).  

Όµως, στα δείγµατα από γυναίκες µε καρκίνο του µαστού εµφανίστηκε σηµαντική υπέρ-

αντιπροσώπευση της οµοζυγωτίας σε αργινίνη στην p53 µε ποσοστό 62% σε σύγκριση µε την 

οµοζυγωτία σε προλίνη που εµφανίζεται σε ποσοστό 21%. Η συχνότητα των ετεροζυγωτών 

αργινίνης/προλίνης στην p53 ανέρχεται στο 17%.     

Τα αποτελέσµατα της παρούσας µελέτης δεικνύουν την πιθανότητα η οµοζυγωτία της αργινίνης 

της πρωτεΐνης Ρ53 να αντιπροσωπεύει ένα πιθανό προδιαθεσικό παράγοντα για την ανάπτυξη 
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καρκίνου του µαστού. Στα υπό µελέτη καρκινικά δείγµατα ήταν εµφανής η κυριαρχία της οµοζυγωτίας 

στην αργινίνη για την p53 σε σύγκριση µε την οµοζυγωτία στην προλίνη ή στην ετεροζυγωτία 

προλίνης/ αργινίνης.  

Ένας µικρός αριθµός από τα δείγµατα ελέγχου δεν έφερε ούτε αργινίνη ή προλίνη στο αµινοξύ 

72 της p53. Αυτό θα µπορούσε να αποδοθεί σε έλλειψη στην κωδικοποιούσα περιοχή του p53 γονιδίου 

ή όπως ανέφεραν οι Matlashewski et al (1987) µπορεί να υπάρχουν επιπλέον αλλήλια, όπως η 

κυστεΐνη, στην θέση του αµινοξέος 72 στην p53. Συµπερασµατικά, η µελέτη µας δεικνύει ότι η 

οµοζυγωτία στην αργινίνη της p53 σχετίζεται µε τον καρκίνο στο µαστό και µπορεί πιθανώς να 

αντιπροσωπεύει ένα παράγοντα επικινδυνότητας για την καρκινογένεση στο µαστό.    
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