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Η εξωσωματική λιθοτριψία ( ESWL ) σε λιθίαση πεταλοειδούς νεφρού. 17ο Πανελλήνιο Ουρολογικό
Συνέδριο 23-26/6/2004, Αλεξανδρούπολη.

9. Ε. Κατσίπη, Ι. Χριστοδούλου, Κ. Παγωνίδης, Γ.Μενιουδάκης, Κ. Στυλιανού, Ι. Μανούσακας, Π.
Ανεζίνης, Ι. Μπουλαλάς, Ε. Δαφνής: Σύνδρομο άλγους νεφρικής χώρας -αιματουρίας σε νεαρή
γυναίκα. 70η Επιστημονική Συνάντηση Ελληνικής Νεφρολογικής Εταιρείας  17-18/11/2005,
Θεσσαλονίκη.

10. Α. Πλουμίδης, Ι. Καρυώτης, Δ.Βολάνης, Ι. Μπουλαλάς, Π. Μελίδης, Δ.Δελακάς: Είναι δυνατή η
συνύπαρξη ουρητήρα στο σάκο βουβωνοκήλης; 3Ο Πανελλήνιο Συνέδριο Ελληνικού Κολλεγίου
Χειρουργών 17- 19/4/2008, Αθήνα.

11. Ι. Μπουλαλάς, Α. Ζαραβίνος, Δ. Βολάνης, Ε. Σεραφετινίδης, Δ. Δελακάς, Δ.Α. Σπαντίδος:
Επίπτωση των μεταλλάξεων των RAS ογκογονιδίων στο ουροθηλιακό καρκίνωμα. 19ο  Πανελλήνιο
Ουρολογικό Συνέδριο 1-5/10/2008, Χαλκιδική.

12. Ι. Μπουλαλάς, Α. Ζαραβίνος, Δ. Βολάνης, Ι. Καρυώτης, Δ.  Δελακάς, Δ.Α.Σπαντίδος: Μελέτη της
συχνότητας τωνμεταλλάξεων του ογκογονιδίου BRAF (serine/threonine-kinase B-type Raf kinase),
στο ουροθηλιακό καρκίνωμα. 19ο  Πανελλήνιο Ουρολογικό Συνέδριο 1-5/10/2008, Χαλκιδική.

13. Δ. Δελακάς, Ι. Καρυώτης, Α. Πλουμίδης, Ν. Τζανάκης, Ι. Μπουλαλάς, Ι. Καρδάκος:
Αποκατάσταση κυστεοεντερικού συριγγίου μετά από ριζική κυστεοπροστατεκτομή. 19ο  Πανελλήνιο
Ουρολογικό Συνέδριο 1-5/10/2008, Χαλκιδική.



vii

14. Α. Ζαραβίνος, ΓΙ. Λάμπρου, Ι. Μπουλαλάς, Δ.Δελακάς, ΔΑ. Σπαντίδος: Καταγραφή του
γονιδιακού προφίλ στον καρκίνο της ουροδόχου κύστης. 20ο Πανελλήνιο Ουρολογικό Συνέδριο 23-
27 Οκτωβρίου 2010, Λεμεσσός, Κύπρος.

15. Α. Ζαραβίνος, Ι. Μπουλαλάς, Δ. Δελακάς, ΔΑ. Σπαντίδος: Μελέτη της έλλειψης στυπώματος
(LOI), της γονιδιακής έκφρασης, και του μηχανισμού μεθυλίωσης των γονιδίων Η19 και IGF2 στον
καρκίνο της ουροδόχου κύστης. 200 Πανελλήνιο Ουρολογικό Συνέδριο. 23-27 Οκτωβρίου 2010,
Λεμεσσός, Κύπρος.

16. Α. Ζαραβίνος, Ι. Μπουλαλάς, Δ. Βολάνης, Δ.Δελακάς, ΔΑ. Σπαντίδος: Διερεύνηση των επιπέδων
έκφρασης των γονιδίων RAF και REPB1/RKIP, στον καρκίνο της ουροδόχου κύστης. 20ο

Πανελλήνιο Ουρολογικό Συνέδριο 23-27 Οκτωβρίου, Λεμεσσός, Κύπρος.
17. Α. Ζαραβίνος, ΓΙ. Λάμπρου, Ι. Μπουλαλάς, Δ. Βολάνης, Δ. Δελακάς, ΔΑ. Σπαντίδος: Μελέτη της

γονιδιακής έκφρασης του καρκίνου της ουροδόχου κύστης με τη χρήση microarrays, ανάλυσης
GEO, qPCR, και ανοσοϊστοχημείας. 20ο Πανελλήνιο Ουρολογικό Συνέδριο 23-27 Οκτωβρίου 2010,
Λεμεσσός, Κύπρος.

18. Ι. Μπουλαλάς, Α. Ζαραβίνος, Ι.Καρυώτης, Δ. Δελακάς, ΔΑ. Σπαντίδος: Ενεργοποίηση των
ογκογονιδίων RAS στο ουροθηλιακό καρκίνωμα. 20ο Πανελλήνιο Ουρολογικό Συνέδριο 23-27
Οκτωβρίου 2010, Λεμεσσός, Κύπρος.

Ανακοινώσεις σε Τοπικά συνέδρια

1. Ι. Μπουλαλάς, Γ. Δασκαλόπουλος, Π. Τσέμπισσεφ, Μ. Μεταξάρη, Ν. Χόνδρος: Εξωσωματική
λιθοτριψία σε ακτινοδιαπερατούς λίθους του ουρητήρα. 11ο Παγκρήτιο Ιατρικό Συνέδριο 1-
3/11/2002, Χανιά.

2. Ε. Μαυρομανωλάκης, Ι. Μπουλαλάς, Ι. Καρυώτης, Ι. Χαιρέτης, Γ. Δασκαλόπουλος, Δ. Δελακάς:
Πόσο επηρεάζεται η στυτική λειτουργία από τη φαρμακευτική αγωγή για την αντιμετώπιση της
καλοήθους υπερτροφίας του προστάτη (ΚΥΠ ). 11ο Παγκρήτιο Ιατρικό Συνέδριο 1-3/11/2002,
Χανιά.

3. Ι. Καρυώτης, Θ.Τριανταφύλλου, Π.Τσέμπισσεφ, Ι. Μπουλαλάς, Ι.Χαιρέτης, Π. Ανεζίνης: Σοβαρές
επιπλοκές μετά από ενδοκυστικές εγχύσεις BCG για την αντιμετώπιση επιφανειακών όγκων της
ουροδόχου κύστης. 11οΠαγκρήτιο Ιατρικό Συνέδριο 1-3/11/2002, Χανιά.

4. Π. Τσέμπισσεφ, Ι. Τρίτου, Μ. Νομικός, Ι. Μπουλαλάς, Ι. Χαιρέτης, Θ. Τριανταφύλλου, Π.
Ανεζίνης: Διαφορική διάγνωση σε τυχαία ανευρισκόμενες μικρές νεφρικές μάζες, κυστικά
μορφώματα με αιμορραγικά στοιχεία ή / και αποτιτανώσεις. 11οΠαγκρήτιο Ιατρικό Συνέδριο 1-
3/11/2002, Χανιά.

5. E. Mαυρομανωλάκης, Ι. Μπουλαλάς, Ν. Χόνδρος, Μ. Νομικός, Φ.Σοφράς: Χειρουργικές κακώσεις
ουροποιητικού συστήματος: η εμπειρία μιάς διετίας. 12ο Παγκρήτιο Ιατρικό Συνέδριο 28-
31/10/2004, Αγ. Νικόλαος.

6. Μ. Νομικός, Γ. Δασκαλόπουλος, Ν. Χόνδρος, Ε. Μαυρομανωλάκης, Ι. Χαιρέτης, Ι. Μπουλαλάς, Γ.
Αγγελιδάκης, Φ. Σοφράς: Ριζική νεφρεκτομή: προγνωστικοί παράγοντεςστην εκδήλωση
μετεγχειρητικής πρωτεϊνουρίας ή/και χρόνιας νεφρικής ανεπάρκειας. 12ο Παγκρήτιο Ιατρικό
Συνέδριο 28-31/10/2004, Αγ. Νικόλαος.

Συγγραφικό έργο

Μετάφραση των σύντομων κατευθυντήριων οδηγιών της ΕΑU για την ανδρική στειρότητα,
στυτική δυσλειτουργία και αντιμετώπιση των  λοιμώξεων του ανδρικού
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ουροποιογεννητικού συστήματος τα έτη 2004 και 2005, οι οποίες εκδόθηκαν από την Ουρολογική
Κλινική του  Πανεπιστημίου Κρήτης.

Μέλος Επιστημονικών εταιρειών

1. Tακτικό μέλος της Ελληνικής Ουρολογικής Εταιρείας από το 2005

2. Μελος της European Association of Urology από το 2002

3. Μέλος της Endourological Society από το 2005

ΕΚΠΑΙΔΕΥΤΙΚΟ ΕΡΓΟ

Ομιλίες

- Βιβλιογραφική ενημέρωση της επιστημονικής  συνεδρίας με θέμα «Θεωρίες Λιθογένεσης» της
Ελληνικής Ουρολογικής  Εταιρείας (17/3/2004).
- Μετεκπαιδευτικό μάθημα με θέμα «Σύγχρονη αντιμετώπιση  της νεφρολιθίασης» της Ένωσης

Ουρολόγων Πειραιά (23/01/2007).

Συνέδρια- Σεμινάρια

1) 20ες Αθηναϊκές Ουρολογικές Ημέρες 12-14 Μαΐου 2000, Αθήνα
2) 10ο Παγκρήτιο Ιατρικό Συνέδριο 9-12 Νοεμβρίου 2000, Ρέθυμνο
3) 21ες Αθηναϊκές Ουρολογικές Ημέρες 30 Μαρτίου-1 Απριλίου 2001,Αθήνα
4) XVIIth EAU Congress, February 23-26, 2002 NEC, Birmingham, United  Kingdom
5) Εuropean School of Urology Course “Advanced course on prostate cancer-new perspectives”

ΧVIIth. EAU Congress, Birmingham, United Kihgdom 26 February 2002.
6) 22ες Αθηναϊκές Ουρολογικές Ημέρες  29-31 Μαρτίου 2002, Αθήνα
7) Kλινικό φροντιστήριο Κέντρου Σεξουαλικής και Αναπαραγωγικής Υγείας Α.Π.Θ.: Ο ασθενής με

στυτική δυσλειτουργία : στρατηγικές επικοινωνίας και θεραπείας 24-26 Μαΐου 2002, Ηράκλειο
8) Μεταπτυχιακό Σεμινάριο Ανδρολογίας “Andrology days in Chania 2002’’ 9 Ιουνίου 2002, Χανιά
9) 16O Πανελλήνιο Ουρολογικό Συνέδριο 25-29 Σεπτεμβρίου 2002, Καλαμάτα
10) 11ο Παγκρήτιο Ιατρικό Συνέδριο 1-3 Νοεμβρίου 2002, Χανιά
11) XVIIIth EAU Congress March 12-15, 2003 IFEMA, Madrid, Spain.
12) XVIIIth ESPU Congress March 12-15, 2003 IFEMA, Madrid, Spain.
13) 23ες Αθηναϊκές Ουρολογικές Ημέρες  29-30 Μαρτίου 2003, Αθήνα
14) Ιατρική Εταιρεία Χανίων: Οι εξελίξεις στην αντιμετώπιση της στυτικής δυσλειτουργίας 2 Ιουλίου

2003, Χανιά
15) 8th Mediterranean Congress of Urology September 11-14,2003 Crete, Greece
16) International Continence Society 33RD Annual Meeting October 5-9 2003, Florence
17) 8th World Congress on Advances in Oncology and 6th International Symposium on Molecular

Medicine October 16-18, 2003 Crete, Greece
18) 4ο Ανδρολογικό Συνέδριο 24-24 Ιανουαρίου 2004, Πάτρα
19) 24ες Αθηναϊκές Ουρολογικές Ημέρες  24-25 Απριλίου 2004, Αθήνα
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20) 17O Πανελλήνιο Ουρολογικό Συνέδριο 23-26 Iουνίου 2004, Αλεξανδρούπολη
21) 12ο Παγκρήτιο Ιατρικό Συνέδριο 28-31 Οκτωβρίου 2004, Αγ. Νικόλαος
22) 18th Congress European Society for Urological Research November 4-6 2004, Αthens, Greece
23) 25ες Αθηναϊκές Ουρολογικές Ημέρες  8-10 Απριλίου 2005, Αθήνα
24) 16th Video Urology World Congress June 23-25, 2005, Athens
25) 9th Symposium Greek-German Association June 29-July 3, 2005, Athens
26) 3rd Course European Urology Residents Education Programme September 5-10, 2005, Prague,

Czech Republic
27) Oυρολογικό Συμπόσιο Αιγαίου “Aκράτεια ούρων” 8-11 Σεπτεμβρίου 2005, Ηράκλειο
28) 26ες Αθηναïκές Ουρολογικές Ημέρες 5-7 Μαίου 2006, Αθήνα
29) 1st Athenian EuroAmerican Congress of Urology June 15-18, 2006, Αthens
30) Μετεκπαιδευτικό σεμινάριοτμήματος Ουροδυναμικής, Νευροουρολογίας, Γυναικολογικής

Ουρολογίας (ΟΝΟΓΟ) της ΕΟΕ, 1ου Αθηναικού Ευρω-Αμερικανικού Συνεδρίου Ουρολογίας, 15
Ιουνίου 2006, Αθήνα

31) 18ο Πανελλήνιο Ουρολογικό Συνέδριο 27 Σεπτεμβρίου-1 Οκτωβρίου 2006, Ρόδος
32) 11th World Congress on Advances in Oncology and 9th International Symposium on Molecular

Medicine October 12-16, 2006 Crete, Greece
33) 13ο Παγκρήτιο Ιατρικό Συνέδριο 9-12 Νεομβρίου 2006, Ηράκλειο
34) Mετεκπαιδευτική επιστημονική ημερίδα, 401 Γενικό Στρατιωτικό Νοσοκομείο Αθηνών:

«Καρκίνος όρχεως: Σύγχρονα δεδομένα στη διάγνωση και αντιμετώπιση», 27 Ιανουαρίου 2007,
Αθήνα

35) 1ο Ουρολογικό Συμπόσιο Κεντρικής Ελλάδας 9-11 Φεβρουαρίου 2007, Λάρισα
36) 22th EAU Congress 21-24 March 2007, Berlin, Germany
37) Εuropean School of Urology Course “ Testosterone deficiency and men’ s health” 22th EAU

Congress 21-24 March 2007, Berlin, Germany
38) Εuropean School of Urology Course “Update in neurourology ” 22th EAU Congress 21-24 March

2007, Berlin, Germany
39) 27ες Αθηναïκές Ουρολογικές Ημέρες 28-29 Απριλίου 2007, Αθήνα
40) 33O Πανελλήνιο Ιατρικό Συνέδριο 2-5 Μαίου 2007, Αθήνα
41) 2η  Πανελλήνια Επιστημονική Συνάντηση Τμήματος Ουρογεννητικής Ογκολογίας της ΕΟΕ 7-10

Ιουνίου 2007, Καλαμπάκα
42) 2nd ESU Masterclass on Medical Oncology for Urologists 29June – 1July 2007, Barcelona, Spain
43) Innovations & EBM in Urology 4-7 October 2007, Athens, Greece
44) Ηands on Training Workshop in ‘Laparoscopy’ during Innovations & EBM in Urology Congress 4-

7 October 2007, Athens, Greece
45) 12th World Congress on Advances in Oncology and 10th International Symposium on Molecular

Medicine October 11-13, 2007 Crete, Greece
46) 28ες Αθηναïκές Ουρολογικές Ημέρες 10-11 Μαίου 2008, Αθήνα
47) 34o Πανελλήνιο Ιατρικό Συνέδριο 20-24 Μαίου 2008, Αθήνα
48) Challenges in Laparoscopy & Robotics 5-7 June 2008, Rome, Italy
49) 19ο Πανελλήνιο Ουρολογικό Συνέδριο 1-5 Οκτωβρίου 2008, Χαλκιδική
50) Επιστημονική Συνάντηση Τμήματος Ενδοουρολογίας-Λαπαροσκοπικής Χ/Ρ Ουρολογίας της

Ε.Ο.Ε, 19ο Πανελλήνιο Ουρολογικό Συνέδριο1-5 Οκτωβρίου 2008, Χαλκιδική, Ελλάδα.
51) Επιστημονική Συνάντηση Τμήματος Ανδρολογίας–Υπογονιμότητας της Ε.Ο.Ε, 19ο Πανελλήνιο

Ουρολογικό Συνέδριο 1-5 Οκτωβρίου 2008 Χαλκιδική, Ελλάδα.
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52) Επιστημονική Συνάντηση Τμήματος Ουρογεννητικής Ογκολογίας της Ε.Ο.Ε, 19ο Πανελλήνιο
Ουρολογικό Συνέδριο 1-5 Οκτωβρίου 2008, Χαλκιδική, Ελλάδα.

53) Επιστημονική Συνάντηση Τμήματος Ουροδυναμικής-Νευροουρολογίας & Γυναικολογικής
Ουρολογίας της Ε.Ο.Ε 19ο Πανελλήνιο Ουρολογικό Συνέδριο 1-5 Οκτωβρίου 2008, Χαλκιδική,
Ελλάδα.

54) Εuropean School of Urology Course “Laparoscopic radical prostatectomy and management of
hypospadia and urethral strictures” 19th Hellenic Urological Association 1-5 October 2008,
Chalkidiki, Greece.

55) 13th World Congress on Advances in Oncology and 11th International Symposium on Molecular
Medicine, 9-11 October 2008, Hersonissos, Grete, Greece.

56) 140 Παγκρήτιο Ιατρικό Συνέδριο 26/10-1/11/2008,  Γεωργιούπολη, Κρήτη.
57) 2η Πανελλήνια Επιστημονική Συνάντηση τμήματος Ανδρολογίας της ΕΟΕ 7 Φεβρουαρίου  2009,

Καλάβρυτα.
58) 2η Διεθνής Ουρολογική Συνάντηση Κεντρικής Ελλάδας 14-15 Φεβρουαρίου 2009, Λάρισα.
59) 29ες Αθηναïκές Ουρολογικές Ημέρες 9-10 Μαιου 2009, Αθήνα.
60) 12th Symposium Greek-German Urological Association 24-28 June 2009, Kos, Greece.
61) 16th European Symposium on Urogenital Radiology: Urogenital manifestations of systemic

diseases 10-13 September 2009  Athens, Greece.
62) 2O Oυρολογικό Συμπόσιο Αιγαίου 1-4/10/09 Ηράκλειο Κρήτης
63) 3η Επιστημονική Συνάντηση τμήματος Ουροδυναμικής, Νευροουρολογίας και Γυναικολογικής

Ουρολογίας(ΟΝΟΓΟ) της ΕΟΕ 8-10 Οκτωβρίου 2009, Κυλλήνη.
64) 14th World Congress on Advances in Oncology and 12th International Symposium on Molecular

Medicine, 15-17 October 2009, Loutraki, Greece.
65) 7ο Μακεδονικό Ουρολογικό Συμπόσιο 5-8 Νοεμβρίου 2009, Θεσσαλονίκη
66) 7η Φθινοπωρινή Ουρολογική Συνάντηση 14-15 Νοεμβρίου 2009, Ιωάννινα
67) 3rd World Congress on Controversies in Urology 25-28 February 2010, Athens, Greece
68) 30ες Αθηναïκές Ουρολογικές Ημέρες 8-9 Μαιου 2010, Αθήνα.
69) 15th World Congress on Advances in Oncology and 13th International Symposium on Molecular

Medicine, 7-9 October 2010, Loutraki, Greece.
70) 6th European Congress of Anrology 29/9-1/10 2010 Athens, Greece
71) 9o Πανελλήνιο Ανδρολογικό Συνέδριο 2 Οκτωβρίου 2010, Αθήνα.
72) 20ο Πανελλήνιο Ουρολογικό Συνέδριο 23-27 Οκτωβρίου 2010, Λεμεσσός, Κύπρος.
73) Εuropean School of Urology Course “Percutaneous nephrolithotripsy and partial nephrectomy”,

20th Hellenic Urological Association 24 October 2010, Limassol,Cyprus.
74) 15ο Παγκρήτιο Ιατρικό Συνέδριο 29-31Οκτωβρίου 2010, Χανιά.
75) Excellence in Oncology 18-20 November 2010 Athens, Grece.
76) 31ες Αθηναïκές Ουρολογικές Ημέρες 6-8 Μαḯου 2011, Αθήνα.

Ξένες Γλώσσες
Ιταλικά, Αγγλικά.

Γνώσεις Υπολογιστών
Λειτουργικό σύστημα MS DOS, Windows, Word, Excel, Power Point, Internet Explorer, SPSS for
Windows.
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ΕΥΧΑΡΙΣΤΙΕΣ

Η παρούσα διδακτορική διατριβή σχεδιάστηκε και εκπονήθηκε στο Εργαστήριο Κλινικής

Ιολογίας της Ιατρικής Σχολής του Πανεπιστημίου Κρήτης, κατά το χρονικό διάστημα 2007-

2011.

Με την ολοκλήρωση αυτής της επιστημονικής προσπάθειας αισθάνομαι την ανάγκη να

εκφράσω την ευγνωμοσύνη μου σε όσους με βοήθησαν στην επίτευξη αυτού του στόχου.

Πρωτίστως, ευχαριστώ θερμά τον επιβλέποντα Καθηγητή μου κ. Δ.Α. Σπαντίδο τόσο για τις

επιστημονικές γνώσεις και εμπειρίες που μου μετέδωσε όσο για την εμπιστοσύνη, το

αδιάλειπτο ενδιαφέρον και την πολύτιμη καθοδήγηση που μου παρείχε καθ’ όλη τη διάρκεια

της εκπόνησης της διατριβής μου.

Επίσης τα υπόλοιπα μέλη της τριμελούς επιτροπής, τον Καθηγητή κ. Φ. Σοφρά για την

ενθάρρυνση, τις πολύτιμες συμβουλές και προτροπές του από τα χρόνια της ειδίκευσής μου

καθώς και τον Επικ. Καθηγητή κ. Α. Ζαφειρόπουλο για την άριστη συνεργασία του.

Aκόμη, τον Αν. Καθηγητή, Δ/ντή της Ουρολογικής Κλινικής του Γ.Ν. “Ασκληπιείο״

Βούλας κ. Δ. Δελακά για την εμπιστοσύνη, συμπαράσταση και υποστήριξη του από την αρχή

της ειδικότητάς μου.

Ιδιαίτερες ευχαριστίες εκφράζω στον Αν. Καθηγητή κ. Γ. Σουρβίνο για το ενδιαφέρον

του και τη βοήθεια που μου πρόσφερε, όποτε ήταν αναγκαίο καθώς και στα υπόλοιπα μέλη

της επταμελούς επιτροπής Καθηγητή κ. Γ. Σαμώνη,  Αν. Καθηγητές κ.κ. A. Τσατσάκη και Χ.
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ΠΕΡΙΛΗΨΗ

Μεταλλάξεις στα μέλη της οικογένειας των γονιδίων RAS ανευρίσκονται σε μεγάλο

αριθμό ανθρώπινων νεοπλασμάτων. Οι περισσότερες από αυτές αφορούν σημειακές

μεταλλάξεις στα κωδικόνια 12, 13 ή 61 που μετατρέπουν τα γονίδια RAS σε ογκογονίδια.

Πρόσφατα ενεργείς μεταλλάξεις του γονιδίου BRAF, ενός σημαντικού διαμεσολαβητή της οδού

RAS/RAF/MEK/ERK, περιγράφηκαν σε διάφορους όγκους συμπεριλαμβανομένων κακοήθους

μελανώματος, παχέος εντέρου και θηλώδους καρκίνου θυρεοειδούς. Η συχνότερη μετάλλαξη

που αφορά το εξόνιο 15 (V600E) καθώς και διάφορες άλλες στα εξόνια 11 και 15 οδηγούν σε

ιδιοσυστατική ενεργοποίηση της ογκοπρωτεḯνης BRAF.

Στην παρούσα μελέτη διερευνήθηκε η συχνότητα και η προγνωστική αξία των

σημειακών μεταλλάξεων των γονιδίων της οικογένειας RAS σε άτομα με καρκίνο ουροδόχου

κύστης. Δείγματα από ουροθηλιακό καρκίνο και φυσιολογικό ουροθήλιο 30 ασθενών

μελετήθηκαν με τις μεθόδους PCR/RFLP (αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης/ανάλυση

πολυμορφισμού μεγέθους περιοριστικών θραυσμάτων) και Direct Sequencing (άμεση

αλληλούχιση) για την παρουσία μεταλλαγών των γονιδίων RAS στα κωδικόνια 12 και 13.

Επιπλέον, με την τεχνική real time RT-PCR (αντίστροφη μεταγραφή-αλυσιδωτή αντίδραση

πολυμεράσης σε πργματικό χρόνο) μελετήθηκε το επίπεδο έκφρασης των ογκογονιδίων RAS

στο επίπεδο του mRNA στον ουροθηλιακό καρκίνο και συγκρίθηκε με τα αντίστοιχα επίπεδα

έκφρασης στο παρακείμενο φυσιολογικό ουροθήλιο. Στο δεύτερο σκέλος της παρούσας

διατριβής διερευνήθηκε η συχνότητα των σημειακών μεταλλάξεων του γονιδίου BRAF στα

δείγματα νεοπλασματικού και φυσιολογικού ουροθηλίου των παραπάνω ασθενών. Η

μετάλλαξη V600E μελετήθηκε με τη μέθοδο PCR/RFLP και τα εξόνια 11, 14 και 15

συμπεριλαμβανομένων των σημείων συνάντησης ιντρονίων/εξονίων υποβλήθηκαν σε άμεση

αλληλούχιση.

Μεταλλάξεις του ογκογονιδίου H-RAS ανευρέθηκαν σε 9 ασθενείς (30%). Δύο από τους

9 ασθενείς είχαν διηθητική νόσο (22%) και οι υπόλοιποι 7 (77%) επιφανειακή. Μία από τις

μεταλλάξεις ήταν ομόζυγη (11%) και οι υπόλοιπες (89%) ετερόζυγες. Σε κανένα δείγμα δεν

ανιχνεύτηκαν μεταλλάξεις των ογκογονιδίων K και N-RAS (αγρίου τύπου). Yπερέκφραση σε

ένα τουλάχιστον μέλος της οικογένειας RAS παρατηρήθηκε στο 77% των δειγμάτων με

ουροθηλιακό καρκίνο σε σύγκριση με τα παρακείμενα φυσιολογικά δείγματα. Τα υψηλότερα
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μεταγραφικά επίπεδα παρατηρήθηκαν στα Κ και N-RAS ογκογονίδια (50%) ενώ μόνο 27% των

καρκινικών ιστών έδειξαν υπερέκφραση του γονιδίου H-RAS συγκρινόμενοι με τους

αντίστοιχους φυσιολογικούς. Δεν διαπιστώθηκε στατιστικά σημαντική συσχέτιση μεταξύ

μεταλλάξεων και υπερέκφρασης των ογκογονιδίων RAS και κλινικοπαθολογικών

χαρακτηριστικών των όγκων. Δύο δείγματα έφεραν δύο διαφορετικές μεταλλάξεις στο εξόνιο

15 του γονιδίου BRAF. Ενα δείγμα έφερε την μετάλλαξη V600E (νουκλεοτιδική αλλαγή

T1799A) και το άλλο τη μετάλλαξη V600L (νουκλεοτιδική αλλαγή G1798T). Το πρώτο δείγμα

ήταν σταδίου pT1a και grade II ενώ το δεύτερο σταδίου pT2b και grade III. Καμμία

μεταλλαγή δεν ανευρέθηκε στα εξόνια 11, 14 και 15 καθώς και στα σημεία συνάντησης

ιντρονίων/εξονίων των υπολοίπων δειγμάτων.

Τα αποτελέσματά μας υπογραμμίζουν την σημασία της ενεργοποίησης, διαμέσου

μεταλλάξεων στο κωδικόνιο 12, του ογκογονιδίου H-RAS στον καρκίνο της ουροδόχου κύστης.

Επίσης, παρέχουν αποδείξεις ότι η υπερέκφραση και των τριών γονιδίων RAS είναι ένα κοινό

γεγονός στο ουροθηλιακό καρκίνο που σχετίζεται με την ανάπτυξη της νόσου. Τέλος,

αποδεικνύεται ότι η συμμετοχή των BRAF μεταλλαγών είναι ασυνήθης στον καρκίνο της

ουροδόχου κύστης.
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ABSTRACT

Bladder cancer is the fifth most common malignancy in men in Western society. We

determined RAS codon 12 and 13 point mutations and evaluated mRNA expression levels in

transitional cell carcinoma cases. Mutational activation of the MAP kinase pathway is

frequently found in many types of cancer. Recently, activating mutations in the BRAF gene, an

important activator of this pathway, have been described in several tumor types including

melanoma, colorectal and papillary thyroid cancer. The most frequent mutation in exon 15

(V600E) as well as several other mutations within exons 11 and 15 result in constitutive

activation of the oncoprotein.

Samples from 30 human bladder cancers and 30 normal tissues were analyzed by

polymerase chain reaction/restriction fragment length polymorphism and direct sequencing to

determine the occurrence of mutations in codons 12 and 13 of RAS family genes. Moreover,

we used real-time reverse transcriptase-polymerase chain reaction to evaluate the expression

profile of RAS genes in bladder cancer specimens compared to that in adjacent normal

tissues. Furthermore, we investigated BRAF mutations in 30 human bladder tumors and their

adjacent normal tissues. The V600E mutation was screened by PCR/RFLP and exons 11, 14

and 15 of BRAF including intron-exon boundaries were sequenced.

Overall H-RAS mutations in codon 12 were observed in 9 tumor samples (30%). Two

of the 9 patients (22%) had invasive bladder cancer and 7 (77%) had noninvasive bladder

cancer. One H-RAS mutation (11%) was homozygous and the remaining 89% were

heterozygous. All samples were WT for K and N-RAS oncogenes. Moreover, 23 of 30 samples

(77%) showed over expression in at least 1 RAS family gene compared to adjacent normal

tissue. K and N-RAS had the highest levels of over expression in bladder cancer specimens

(50%), whereas 27% of transitional cell carcinomas demonstrated H-RAS over expression

relative to paired normal tissues. We detected two tumor specimens bearing two different

mutations, both of which were found in exon 15. One sample showed the T1799A (V600E)

and the other the G1798T (V600L) mutation. The first specimen was stage pT1a and grade II,

whereas the second was stage pT2b and grade III. No mutations within the coding region of

exons 11, 14, 15 and the intron-exon junctions for the remaining samples were found.
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Our results underline the importance of H-RAS activation in human bladder cancer by

codon 12 mutations. Moreover, they provide evidence that increased expression of all 3 RAS

genes is a common event in bladder cancer that is associated with disease development.

Furthermore, our results suggest that involvement of BRAF mutations in the development of

transitional cell carcinoma of the bladder is infrequent.
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 1

Καρκίνος ουροδόχου κύστης

1.1. Εισαγωγή

Ο καρκίνος της ουροδόχου κύστης είναι ο 4ος πιο συχνός καρκίνος στους

άνδρες (7%) και ο 11ος στις γυναίκες (2.4%), αποτελώντας την 9η αιτία θανάτου

από καρκίνο (3%) στους άνδρες στις Η.Π.Α. Το 2010 εκτιμάται στις Η.Π.Α, ότι θα

διαγνωσθούν 70.530 νέοι ασθενείς ενώ θα σημειωθούν 14.680 θάνατοι από τη

νόσο αυτή (Jacobs, Lee at al. 2010; Jemal, Siegel et al. 2010). Aπαντάται σε

υψηλό ποσοστό στην Δ.Ευρώπη, Αίγυπτο και Β.Αμερική καθώς και σε διπλάσια

συχνότητα στους άνδρες της λευκής φυλής απ΄ ότι της μαύρης (Parkin, Bray et

al. 2005). Η αναλογία ανδρών/γυναικών μεταξύ των πασχόντων είναι 3/1. Η

μέση ηλικία εμφάνισης είναι τα 72 έτη στους άνδρες και 74 στις γυναίκες, μπορεί

όμως να παρουσιασθεί σε οποιαδήποτε ηλικία (Horner, Ries et al. 2009).

1.2. Αιτιολογία

Η ανάπτυξή του σχετίζεται με διάφορους παράγοντες κινδύνου, αν και

πολλοί ασθενείς δεν έχουν εμφανή έκθεση σε καρκινογόνα (Golijanin, Kakiashvili

et al. 2006). Οι δύο πλήρως επιβεβαιωμένοι παράγοντες είναι το κάπνισμα και η

επαγγελματική έκθεση σε χημικά καρκινογόνα (McCahy, Harris et al. 1997;

Brennan, Bogillot et al. 2000). Το κάπνισμα είναι ο ισχυρότερος παράγοντας και

ευθύνεται για το 50% των ανδρών και 35% των γυναικών ασθενών (Colombel,

Soloway et al. 2008; Zeegers, Tan et al. 2000). Οι καπνιστές διατρέχουν δύο εως

τέσσερις φορές μεγαλύτερο κίνδυνο ανάπτυξης καρκινώματος από τους μη

καπνιστές (Kirkali, Chan et al. 2005), ο δε κίνδυνος αυξάνεται με την ένταση και

τη διάρκεια του καπνίσματος (Silverman, Devesa et al. 2006). Μολονότι δεν έχει

αναγνωριστεί η υπεύθυνη για την ανάπτυξη του καρκίνου ουσία στους

καπνιστές, εν τούτοις καρκινογενετική δράση φαίνεται ότι ασκούν κυρίως οι

αρωματικές αμίνες (4-αμινοδιφαινύλη), οι ελεύθερες ρίζες οξυγόνου και

περισσότερες από 60 ουσίες που περιέχονται στον καπνό (Hirao, Kim et al. 2009;

Leppert, Shvarts et al. 2006). Η επαγγελματική έκθεση σε αρωματικές αμίνες (2-

ναφθυλαμίνη, 4-αμινοδιφαινύλη, βενζιδίνη) που ανευρίσκονται στις χρωστικές
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ανιλίνης και βιομηχανικά χημικά (Vineis and Pirastu 1997; Delclos and Lerner

2008) καθώς και σε αρωματικούς πολυκυκλικούς υδρογονάνθρακες (Boffetta,

Jourenkova et al. 1997) είναι ο δεύτερος  ισχυρότερος παράγοντας και ευθύνεται

για το 5-20% των ασθενών με ουροθηλιακό καρκίνο (Kogevinas, T’ Mannetje et

al. 2003). Αυξημένο κίνδυνο συνεπώς διατρέχουν οι εργάτες των βιομηχανιών

πετρελαίου, ελαστικών, δέρματος, χημικών, βαφών, αλουμινίου και χάλυβα

(Golka, Wiese et al. 2004). Αλλοι αιτιολογικοί παράγοντες περιλαμβάνουν τις

χρόνιες ουρολοιμώξεις (Schistosoma haematobium, καθετήρες, λιθίαση

ουροδόχου κύστης) (Kantor, Hartge et al. 1984; Shokeir 2004), την ακτινοβολία

της πυέλου (Kaldor, Day et al. 1995; Boorjian, Cowan et al. 2007), την

κατάχρηση αναλγητικών (φαινακετίνη) (Pasin, Josephson et. al. 2008; Piper,

Tonascia et al. 1985) τη χορήγηση κυκλοφωσφαμίδης (Cannon, Linke et al.

1995) και τα υψηλά επίπεδα αρσενικού στο πόσιμο νερό (Chiou Hy, Chiou St et

al. 2001). Άτομα που προσλαμβάνουν με τις τροφές μικρές ποσότητες φρούτων,

λαχανικών, βιταμινών ( Α, Β6, C και Ε ) έχουν αυξημένο κίνδυνο ανάπτυξης της

νόσου (Steinmaus, Nuñez et al. 2000; Lamm, Riggs et al. 1994) ενώ η

κατανάλωση καφέ και τεχνητών γλυκαντικών απαιτεί επιπλέον τεκμηρίωση του

καρκινογενετικού τους ρόλου (Murta-Nascimento, Schmitz-Dräger et al. 2007).

Επιπροσθέτως δεν υπάρχουν επιδημιολογικές αποδείξεις κληρονομικότητας της

νόσου (Golijanin, Kakiashvili et al. 2006).

1.3. Μοριακή Βιολογία

Οι σύγχρονες θεωρίες της καρκινογένεσης υποστηρίζουν ότι ο καρκίνος

αποτελεί κλωνική επέκταση ενός ή μερικών αρχέγονων καρκινικών κυττάρων στα

προσβαλλόμενα όργανα (Jordan, Guzman et al. 2006; Davidson and Cheng

2006). Η δημιουργία ουροθηλιακού καρκίνου είναι μια πολυεπίπεδη διαδικασία

που περιλαμβάνει γενετικές αλλαγές σε μοριακά μονοπάτια, υπεύθυνα για τη

διατήρηση της κυτταρικής ομοιόστασης (Hanahan and Weinberg 2000). Οι

κυριώτερες γενετικές αλλαγές αφορούν την ενεργοποίηση ογκογονιδίων και την

απενεργοποίηση ογκοκατασταλτικών γονιδίων. Η επιφανειακή μορφή

χαρακτηρίζεται από μεταλλάξεις των H-RAS και FGFR3 (fibroblast growth factor

receptor 3) γονιδίων ενώ η διηθητική μορφή από απαλείψεις στα γονίδια p53 και

RB. Η απώλεια ετεροζυγωτίας (LOH) στο χρωμόσωμα 9 ανευρίσκεται και στις δύο

μορφές ( Wu X-R 2005; Pollard, Smith et al. 2010).
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1.3.1. Ενεργοποίηση ογκογονιδίων

Τα πρωτο-ογκογονίδια είναι φυσιολογικά γονίδια που κωδικοποιούν μια

σειρά προϊόντων που καλύπτουν ένα ευρύ φάσμα της κυτταρικής

δραστηριότητας. Στα προϊόντα αυτά περιλαμβάνονται αυξητικοί παράγοντες και

υποδοχείς τους, πρωτεΐνες-διαβιβαστές εξωτερικών σημάτων, πυρηνικές

πρωτεΐνες που ρυθμίζουν τη μεταγραφή του DNA κ.λπ.. Η απορρύθμισή τους

από διεργασίες, όπως σημειακή μεταλλάξη, γονιδιακή ενίσχυση, ανακατάταξη

DNA, έχει σαν αποτέλεσμα τη μετατροπή τους σε ενεργά ογκογονίδια, τα οποία

παρεμβαίνουν στους φυσιολογικούς μηχανισμούς ελέγχου της ανάπτυξης

(Spandidos, Sourvinos et al. 2002; Spandidos 2007).

Στον καρκίνο της ουροδόχου κύστης έχει μελετηθεί η ενεργοποίηση

διαφόρων ογκογονιδίων, όπως τα c-myc, c-erbB2, H-RAS κλπ. Το ογκογονίδιο c-

myc (χρωμόσωμα 8q24) προάγει την κυτταρική διαίρεση αλλά αναστέλλει την

κυτταρική διαφοροποίηση, με αποτέλεσμα τη δημιουργία μεγάλου αριθμού

αδιαφοροποίητων κυττάρων, ιδιαίτερα ευάλωτων στην επίδραση ογκογόνων

παραγόντων (Evan and Littlewood 1993). Αυξημένη έκφραση του c-myc έχει

συσχετιστεί με υψηλότερο στάδιο και βαθμό κακοήθειας καθώς και αυξημένη

πιθανότητα υποτροπής και διηθητικής εξέλιξης του καρκίνου της ουροδόχου

κύστης (Masters, Vesey et al. 1988; Zaharieva, Simon et al. 2005).

Το ογκογονίδιο c-erbB2 (χρωμόσωμα 17q21) κωδικοποιεί μια πρωτεΐνη με

συμπεριφορά υποδοχέα μηνυμάτων αύξησης, που παρουσιάζει δομική ομοιότητα

με τον υποδοχέα του επιδερμικού αυξητικού παράγοντα (EGF-r) (Yamamoto

Ikawa et al. 1986). Το c-erbB2 υπερεκφράζεται στον καρκίνο της ουροδόχου

κύστης, πιθανώς χωρίς γονιδιακή ενίσχυση και σχετίζεται με νόσο υψηλού

σταδίου και grade, μειωμένη επιβίωση ασθενών και παρουσία λεμφαδενικών

μεταστάσεων. Eπιπλέον, αποτελεί ανεξάρτητο προγνωστικό παράγοντα ειδικής

για τη νόσο επιβίωσης. (Coogan, Estrada et al. 2004; Sato, Moriyama et al.

1992; Krüger, Weitsch et al. 2002).

1.3.2. Ενεργοποίηση ογκογονιδίου H-RAS

Η οικογένεια των ογκογονιδίων RAS (H-, K- και N-RAS) διαδραματίζει

ουσιαστικό ρόλο στην εμφάνιση ουροθηλιακού καρκίνου. Και τα τρία μέλη της

κωδικοποιούν μία πρωτείνη (p21) με δραστηριότητα GTPάσης, που βρίσκεται

στην εσωτερική πλευρά της κυτταρικής μεμβράνης και συμμετέχει στη μεταγωγή
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σημάτων στον πυρήνα (Zachos and Spandidos 1997; Malumbres and Barbacid

2003). Η ενεργοποίηση του ογκογονιδίου H-RAS γίνεται κυρίως μέσω

μεταλλάξεων, οι οποίες περιλαμβάνουν την αντικατάσταση ενός νουκλεοτιδίου,

συνήθως στα κωδικόνια 12 ή 61 (Barbacid 1987), οδηγώντας στη σύνθεση μιας

ενεργοποιημένης p21 πρωτεΐνης και σε συνεχή μεταβίβαση μηνυμάτων για

κυτταρική αύξηση.

Αν και το πρώτο παράδειγμα μεταλλαγμένου ογκογονιδίου RAS

παρουσιάστηκε στην ανθρώπινη καρκινική κυτταρική σειρά της ουροδόχου

κύστεως Τ24 (Reddy, Reynolds et al. 1982) έχοντας μια υποκατάσταση G σε Τ

(Gly σε Val) στη δεύτερη θέση του κωδικονίου 12 του H-RAS (στο χρωμόσωμα

11p15.1), υπάρχουν αποκλίνουσες αναφορές όσον αφορά τη συχνότητα των

μεταλλάξεων του H-RAS στον καρκίνο της ουροδόχου κύστης. Συγκεκριμένα,

υπάρχουν μελέτες όπου σημειώθηκαν 10% (Fujita, Yoshida et al. 1984), 17%

(Visvanathan, Pocock et al. 1988), 36% (Czerniak, Deitch et al. 1990), 67%

(Halliasos et al. 1992) ή 76% μεταλλάξεις (Burchill et al, 1991). Ωστόσο σε μια

πολύ εκτεταμένη μελέτη 152 καρκινικών δειγμάτων οι Knowles και Williamson

(Knowles and Williamson 1993) ανέφεραν ενεργοποιημένα H-RAS ογκογονίδια

μόνο σε 6% των περιπτώσεων, όπου σε κανένα από αυτά δεν παρατηρήθηκε

υποκατάσταση Gly σε Val στο κωδικόνιο 12. Επίσης υπάρχει αναφορά μη

ανίχνευσης μεταλλάξεων στα κωδικόνια 12, 13 ή 61 του H-RAS σε συνολικά 55

ασθενείς με ουροθηλιακούς όγκους (Olderøy, Daehlin et al. 1998; Oxford and

Theodorescu 2003). Οι αποκλίσεις αυτές προφανώς οφείλονται στις διαφορετικές

μεθόδους που χρησιμοποιήθηκαν για τον προσδιορισμό των H-RAS μεταλλάξεων.

Αλλος μηχανισμός ενεργοποίησης του H-RAS ογκογονιδίου αφορά τη

μεταγραφική ενεργοποίησή του, που οδηγεί σε αυξημένα επίπεδα της p21 στο

κυτταρόπλασμα. Οι Viola και συν. (Viola, Fromowitz et al. 1985) βρήκαν

αυξημένη έκφραση της p21 στο καρκίνωμα in situ (CIS) και σε όγκους πτωχής

διαφοροποίησης αλλά όχι στην υπερπλασία ή στους όγκους καλής

διαφοροποίησης. Οι Miao και συν. (Miao, Wang et al. 1991) απέδειξαν ότι η p21

εκφράζεται μόνο σε καρκινικούς ιστούς και το ποσοστό έκφρασης της πρωτεΐνης

σχετίζεται με παθολογικές παραμέτρους. Ειδικότερα υψηλά ποσοστά της

παρατηρήθηκαν σε όγκους χαμηλού σταδίου και καλής διαφοροποίησης ενώ

αντίθετα χαμηλά ποσοστά σημειώθηκαν σε όγκους υψηλού σταδίου και πτωχής

διαφοροποίησης. Επίσης παρατηρήθηκε ότι η θνητότητα εξαιτίας υποτροπής του

καρκίνου σε p21 θετικούς ασθενείς ήταν μόλις 9% σε αντιδιαστολή με 67%
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εκείνων που ήταν p21 αρνητικοί. Οι Vageli και συν. (Vageli, Kiaris et al. 1996)

ακόμη ανέφεραν αύξηση ~40% στα μεταγραφικά επίπεδα έκφρασης της Η-RAS

πρωτεḯνης. Τα αποτελέσματα αυτά, αν και αντικρουόμενα, υπογραμμίζουν την

σημασία των μεταλλάξεων / υπερέκφρασης του ογκογονιδίου Η-RAS στην

εμφάνιση ουροθηλιακού καρκίνου.

1.3.3. Ενεργοποίηση ογκογονιδίου FGFR3 (fibroblast growth factor receptor 3)

Ο FGFR3 (χρωμόσωμα 4p16.3) ανήκει σε μία τετραμελή ομάδα

μεμβρανικών υποδοχέων τυροσίνης κινάσης. Μεταλλάξεις του ανιχνεύθηκαν σε

ποσοστό 60-70% των ασθενών με χαμηλού grade θηλωματώδεις όγκους (Rieger-

Christ, Mourtzinos et al. 2003; van Rhijn, Lurkin et al. 2001). Σε πρόσφατη

προοπτική μελέτη 772 ασθενών με επιφανειακούς όγκους οι Hernández και συν.

(Hernández, López-Knowles et al. 2006) ανέφεραν ότι οι μεταλλάξεις του

γονιδίου αυτού σχετίζονται κυρίως με χαμηλού σταδίου-grade όγκους και

λιγότερο με υψηλού grade T1 όγκους. Οι Tomlinson και συν. (Tomlinson, Baldo

et al. 2007) απέδειξαν ότι η αυξημένη έκφρασή του συνδυάζεται με τις

μεταλλάξεις του, όπως ακόμη ότι είναι σημαντικά πιο συχνή στους χαμηλού

grade μη διηθητικούς καρκίνους. Οι μεταλλάξεις του FGFR3 στα εξόνια 7, 10 και

15 προκαλούν ιδιοσυστατική ενεργοποίηση της δραστηριότητας κινάσης του

υποδοχέα, ο οποίος με τη σειρά του ενεργοποιεί το μονοπάτι των MAPK κινασών,

ένα μονοπάτι που μοιράζεται με την οικογένεια των γονιδίων RAS (Knowles M

2007). Σε μελέτη 98 ουροθηλιακών καρκίνων και 31 καρκινικών κυτταρικών

σειρών ουροδόχου κύστης οι Jebar και συν. (Jebar, Hurst et al. 2005)

παρατήρησαν ότι οι μεταλλάξεις των FGFR3 και RAS γονιδίων αποκλείονται

αμοιβαία, υποδεικνύοντας πιθανή βιολογική ισοδυναμία. Επίσης σε άλλη μελέτη

81 πρωτοεμφανιζόμενων ουροθηλιακών όγκων ανευρέθηκε ισχυρή σχέση

ανάμεσα στις μεταλλάξεις του FGFR3 και τους χαμηλού σταδίου-grade όγκους

ενώ οι μεταλλάξεις του p53 αφορούσαν αποκλειστικά υψηλού σταδίου-grade

όγκους (Bakkar, Wallerand et al. 2003).

1.3.4. Ενεργοποίηση ογκοκατασταλτικού γονιδίου p53

Το p53 ογκοκατασταλτικό γονίδιο (χρωμόσωμα 17p13.1) κωδικοποιεί μια

πυρηνική φωσφοπρωτεḯνη, η οποία αποτελεί κεντρικό συστατικό μιας σειράς
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κυτταρικών λειτουργιών όπως η ρύθμιση του κυτταρικού κύκλου, η απόπτωση, η

αγγειογένεση, η σύνθεση και επιδιόρθωση του DNA (Vogelstein, Lane et al.

2000). Μεταλλάξεις του p53 σχετίζονται με γενετικές απαλειφές στο χρωμόσωμα

17p, έτσι ώστε νεοπλάσματα που έχουν χάσει ένα αλληλόμορφο εκφράζουν το

μεταλλαγμένο p53-αλληλόμορφο και έχουν χάσει τον έλεγχο πολλαπλασιασμού

τους (Cordon-Cardo, Dalbagni et al. 1994). Στον καρκίνο της ουροδόχου κύστης

παρανοηματικές κυρίως μεταλλάξεις ανευρίσκονται σε ποσοστό >40% των

διηθητικών όγκων και συνδυάζονται με εξέλιξη της νόσου και πτωχότερη

επιβίωση ασθενών (Sidransky, Von Eschenbach et al. 1991; Fujimoto, Yamada et

al. 1992; George, Datar et al. 2007). Οι μεταλλάξεις του p53 οδηγούν σε αύξηση

του χρόνου ημιζωής της πρωτεḯνης, η οποία συσσωρεύεται στον πυρήνα και

μπορεί να ανιχνευθεί ανοσοϊστοχημικά (Esrig, Spruck 3rd et al. 1993). Οι Goebell

και συν. (Goebell, Groshen et al. 2010) ανέλυσαν 26 μελέτες από 38 κέντρα και

βρήκαν ότι η αυξημένη έκφραση του p53 σχετίζεται στενά με όγκους υψηλού

σταδίου και grade και με εξέλιξη της νόσου σε Τ1 και διηθητικούς όγκους.

1.3.5. Ενεργοποίηση ογκοκατασταλτικού γονιδίου Rb

Το γονίδιο του ρετινοβλαστώματος (Rb) βρίσκεται στο χρωμόσωμα 13q14.2

και κωδικοποιεί μία πυρηνική φωσφοπρωτεΐνη-ρυθμιστή του κυτταρικού κύκλου. Η

πρωτεḯνη αυτή είναι συνδεδεμένη στο μεταγραφικό παράγοντα E2F, ο οποίος

αναστέλλει τη μεταγραφή του DNA, υφίσταται δε κυκλική αλλαγή στη

φωσφορυλίωσή της ανάλογα με τη φάση του κυτταρικού κύκλου

(αποφωσφορυλίωση στις φάσεις Go και G1-φωσφορυλίωση στις φάσεις S και M)

(Mitra, Birkhahn et al. 2007). Απαλειφές και μεταλλάξεις του γονιδίου Rb

επιτρέπουν την ευκολότερη είσοδο του κυττάρου στη φάση S, επιτείνοντας τον

κυτταρικό πολλαπλασιασμό (Cairns, Proctor et al. 1991). Mεταλλάξεις του

παρατηρήθηκαν τόσο σε επιφανειακούς όσο και διηθητικούς όγκους ουροδόχου

κύστης (Miyamoto, Shuin et al. 1995). Οι Cote et al. (Cote, Dunn et al. 1998)

απέδειξαν με ανοσοϊστοχημική μέθοδο, ότι η υψηλή έκφραση του γονιδίου ή η

απουσία αυτής σχετίζεται με διηθητικούς όγκους κακής πρόγνωσης. Η υψηλή

έκφραση είναι αποτέλεσμα ιδιοσυστατικής υπερφωσφορυλίωσης της Rb πρωτείνης

λόγω απώλειας έκφρασης του p16 ογκοκατασταλτικού γονιδίου και /ή

υπερέκφρασης της κυκλίνης D1 (Chatterjee, George et al. 2004). Σε όγκους

σταδίου Τ1 ανώμαλη έκφραση του p53 ή του γονιδίου RB ή και των δύο
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συνδυάστηκε με αυξημένη πιθανότητα εξέλιξης της νόσου (Grossman, Liebert et

al. 1998).

1.3.6. Λοιπές γενετικές αλλαγές

Η απώλεια ετεροζυγωτίας (LOH) τόσο στο βραχύ όσο και στο μακρύ

σκέλος του χρωμοσώματος 9 αποτελεί την πιο κοινή γενετική αλλοίωση στον

καρκίνο της ουροδόχου κύστης και αφορά περισσότερο από 50% των

νεοπλασμάτων ανεξαρτήτως σταδίου και βαθμού κακοήθειας (Tsai, Nichols et al.

1990; Cairns, Shaw et al. 1993). Η χαρτογράφιση του χρωμοσώματος 9

αποκάλυψε ότι οι περιοχές που παρουσιάζουν συχνά απαλοιφές περιλαμβάνουν

τα p14, p15, p16 ογκοκατασταλτικά γονίδια (Orlow, Lacombe et al. 1995;

Berggreen, Kumar et al. 2003), το γονίδιο του συνδρόμου Gorlin (Aboulkassim,

LaRue et al. 2003; McGarvey, Maruta et al. 1998), το DBC1 (Deleted in bladder

cancer 1) γονίδιο (Habuchi, Luscombe et al. 1998) και το TSC1 (Tuberous

sclerosis 1) γονίδιο (Pymar, Platt et al. 2008). Τα γονίδια p14 και p16

αποτελούν ελεγκτές - κλειδιά του κυτταρικού κύκλου, που ρυθμίζουν αρνητικά

το πρώτο τη λειτουργία του p53 γονιδίου ενώ το δεύτερο του γονιδίου Rb

(Mitra, Datar et al. 2006).

Αλλες γενετικές αλλαγές που αναγνωρίστηκαν ως σημαντικές στην

ανάπτυξη του καρκίνου της ουροδόχου κύστης είναι οι χρωμοσωμικές απαλειφές

στις θέσεις 10q, 11p, 13q, 17p και 18q. Απώλεια ετεροζυγωτίας (LOH) στο

χρωμόσωμα 11p ανευρέθηκε σε ~40% των ουροθηλιακών  όγκων, όμως είναι πιο

συχνή σε υψηλού σταδίου και grade όγκους (Shaw and Knowles 1995; Tsai,

Nichols et al. 1990). Στο χρωμόσωμα 10q που περιλαμβάνει το PTEN γονίδιο, το

οποίο ρυθμίζει το μονοπάτι της φωσφατιδυλινοσιτόλης 3 - κινάσης (PI3-Kinase),

απώλεια ετεροζυγωτίας σημειώθηκε σε ποσοστό 24%-45% των διηθητικών

όγκων (Cappellen, Gil Diez de Medina et al. 1997; Aveyard, Skilleter et al. 1999;

Kagan, Liu et al. 1998). Απαλειφή στη χρωμοσωμική περιοχή 18q παρατηρήθηκε

σε 35% των διηθητικών καρκίνων (Brewster, Gingell et al. 1994). Απώλεια

ετεροζυγωτίας (LOH) στα χρωμοσώματα  17p και 13q όπου βρίσκoνται τα

γονίδια p53 και RB ανευρέθηκε σε ποσοστό 60% και 56% αντίστοιχα των

υψηλού σταδίου και grade όγκων (Olumi, Tsai et al. 1990; Presti, Reuther et al.

1991; Cairns, Proctor et al. 1991).
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Το μικροδορυφορικό DNA είναι επαναλαμβανόμενες αλληλουχίες μίας έως

πέντε βάσεων στο ανθρώπινο γονοδίωμα, οι οποίες διαφέρουν από άνθρωπο σε

άνθρωπο, όμως επειδή κληρονομούνται είναι ίδιες σε όλα τα κύτταρα του

ανθρώπου. Στα καρκινικά κύτταρα εμφανίζονται παραλλαγές σε πολλές από

αυτές τις αλληλουχίες (αύξηση ή μείωση του αριθμού τους). Το φαινόμενο

ονομάζεται αστάθεια μικροδορυφορικού DNA (Microsatellite Instability, MSI) και

προκαλείται από την αδυναμία του επιδιορθωτικού μηχανισμού (βλάβη των

μεταλλακτικών γονιδίων MHL1, MSH2, PMS1, PMS2 MSH3 και MSH6) να

διορθώσει τα λάθη που συμβαίνουν κατά την αντιγραφή του DNA. Μία ξεχωριστή

μορφή αστάθειας εμφανίζεται σε επιλεγμένες τρινουκλεοτιδικές και

τετρανουκλεοτιδικές επαναλήψεις και ονομάζεται EMAST (Elevated Microsatellite

Instability at Selected Tetranucleotide Repeats) (Catto, Meuth et al. 2004).

Οι Gonzalez-Zulueta και συν. (Gonzalez-Zulueta, Ruppert et al. 1993) σε

μελέτη τους στον ουροθηλιακό καρκίνο ανέφεραν αστάθεια του

μικροδορυφορικού DNA στο 3% των όγκων, οι οποίοι  ήταν όλοι χαμηλού

σταδίου. Οι Mao et al. (Mao, Lee et al. 1994) σημείωσαν ακόμη υψηλότερη

συχνότητα, 28%. Οι Catto και συν. (Catto, Xinarianos et al. 2003) παρατήρησαν

χαμηλό ποσοστό μικροδορυφορικής αστάθειας στις μονο-και δινουκλεοτιδικές

επαναλήψεις και υψηλό ποσοστό στις τετρανουκλεοτιδικές επαναλήψεις. Επίσης

αντικρουόμενα είναι τα αποτελέσματα των μελετών που εξετάζουν τη συχνότητα

της μικροδορυφορικής αστάθειας με τις παθολογικές παραμέτρους των όγκων

(Catto, Meuth et al. 2004). Οι Ahrendt και συν. (Ahrendt, Decker et al. 2000)

ανέφεραν συσχέτιση ανάμεσα στην EMAST και τις μεταλλάξεις του p53 γονιδίου.

Τέλος η αστάθεια του μικροδορυφορικού DNA εκτιμήθηκε ως προγνωστικός

δείκτης και ανευρέθηκε να σχετίζεται με όγκους υψηλού σταδίου και grade

(Vaish, Mandhani et al. 2005).

1.4. Παθολογική ανατομική

Η πλειοψηφία των όγκων της ουροδόχου κύστης είναι μεταβατικού

επιθηλίου (>90%) και ακολουθούν πλακώδους επιθηλίου (<5%),

αδενοκαρκίνωμα (<1%) και μικροκυτταρικό καρκίνωμα (0.5%-0.7%). Σε αυτούς

θα πρέπει να προστεθούν οι μικτές μορφές καθώς επίσης και μία σειρά σπάνιων

όγκων επιθηλιακής (λαχνωτό αδένωμα, καρκινοειδείς όγκοι, μελάνωμα,
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καρκινοσάρκωμα) και μη προέλευσης (φαιοχρωμοκύτωμα, πρωτοπαθές λέμφωμα,

λειομυοσάρκωμα) (Αmin MB 2009).

1.4.1. Καρκίνος μεταβατικού επιθηλίου (transitional cell carcinoma, TCC)

Ο καρκίνος μεταβατικού επιθηλίου της ουροδόχου κύστης αναπτύσσεται

διαμέσου δύο ξεχωριστών αλλά εν μέρει αλληλοκαλυπτόμενων προτύπων

ανάπτυξης, το θηλώδες και μη θηλώδες. Περίπου 80% των καρκινωμάτων

αποτελούνται από επιφανειακές εξωφυτικές θηλωματώδεις εξεργασίες που

προέρχονται από υπερπλασία του ουροθηλίου. Αυτοί οι χαμηλού grade όγκοι

υποτροπιάζουν αλλά σπάνια διηθούν το τοίχωμα της ουροδόχου κύστης ή

μεθίστανται. Οι υπόλοιποι 15-20% αντιπροσωπεύουν υψηλού grade, συμπαγή, μη

θηλωματώδη καρκινώματα που εμφανίζονται σε ασθενείς χωρίς ιστορικό

θηλωματώδους όγκου και  προέρχονται από λανθάνουσα υψηλού grade ενδο-

επιθηλιακή νεοπλασία. Οι όγκοι αυτοί επιθετικά διηθούν την ουροδόχο κύστη και

έχουν μεγάλη τάση να δίνουν απομακρυσμένες μεταστάσεις. Η αλληλοκάλυψη των

δύο προτύπων ανάπτυξης  απεικονίζεται στην εξέλιξη των χαμηλού grade

επιφανειακών  όγκων σε υψηλού grade διηθητικούς καρκίνους. Της εξέλιξης

αυτής, προηγείται η ανάπτυξη καρκινώματος in situ εντός της θηλωματώδους

βλάβης ή σε παρακείμενη περιοχή και απαντάται σε 10-15% των ασθενών με

ιστορικό χαμηλού grade επιφανειακό θηλωματώδη όγκo (Spiess and Czerniak

2006).

Ιστολογικός βαθμός κακοήθειας (Grade) του TCC

Σύμφωνα με την 1973 WHO ταξινόμηση κατατάσσεται σε τρείς βαθμούς

ιστολογικής κακοήθειας (grade) :α) καλής β) μέτριας και γ) πτωχής

διαφοροποίησης. Το 2004 η WHO και η ISUP (International Society of Urological

Pathology) δημοσίευσαν μια νέα ταξινόμηση που περιλαμβάνει ειδικά

κυτταρολογικά και αρχιτεκτονικά κριτήρια. Η νέα ταξινόμηση περιλαμβάνει το

θηλώδες  ουροθηλιακό νεόπλασμα χαμηλής κακοήθειας (PUNLMP) και το χαμηλής

και υψηλής κακοήθειας θηλώδες ουροθηλιακό καρκίνωμα ( Epstein, Amin et al.

1998; Sauter, Algaba et al. 2004).
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Ταξινόμηση WHO 1973 και 2004

1973 WHO grading

Ουροθηλιακό θήλωμα

Grade I:     Καλώς διαφοροποιημένο

Grade II:    Μετρίως διαφροποιημένο

Grade III:   Πτωχά διαφοροποιημένο

2004 WHO grading

Ουροθηλιακό θήλωμα

Θηλώδες  ουροθηλιακό νεόπλασμα χαμηλής κακοήθειας (PUNLMP)

Χαμηλής κακοήθειας θηλώδες ουροθηλιακό καρκίνωμα

Υψηλής κακοήθειας θηλώδες ουροθηλιακό καρκίνωμα

Εικόνα 1.1. Σταδιοποίηση καρκίνου ουροδόχου κύστης
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1.5.  Σταδιοποίηση

Το ΤΝΜ (Τumor-Nodes-Metastases) είναι το πιο ευρέως χρησιμοποιούμενο

σύστημα. (Sobin and Wittekind 2002). O όρος επιφανειακός έχει αντικατασταθεί

σήμερα από τον όρο μη μυοδιηθητικός και περιλαμβάνει : α) όγκους που δεν

διηθούν πέραν του βλεννογόνου (Τα  και CIS ) β) όγκους που διηθούν το χόριο (Τ1)

(Εικόνα 1.1).

Tx: Ο όγκος δεν μπορεί να εκτιμηθεί

To: Δεν υπάρχει ένδειξη πρωτοπαθούς όγκου

Ta: Θηλώδες καρκίνωμα που δεν διηθεί πέραν του βλεννογόνου

Tis: Καρκίνωμα in situ

T1: Ο όγκος διηθεί το χόριο (lamina propria)

T1a: Ο όγκος δεν διηθεί την υποβλεννογόνια μυική στιβάδα

T1b: Ο όγκος διηθεί την υποβλεννογόνια μυική στιβάδα

T1c: Ο όγκος διηθεί πέρα από την υποβλεννογόνια μυϊκή στιβάδα

T2a: Ο όγκος διηθεί τον επιπολής μυικό χιτώνα (έσω ήμισυ)

T2b: Ο όγκος διηθεί τον εν τω βάθει μυικό χιτώνα (έξω ήμισυ)

T3: Ο όγκος επεκτείνεται στο περικυστικό λίπος

Τ3α: Μικροσκοπική διήθηση

Τ3β: Μακροσκοπική διήθηση (εξωκυστική μάζα)

Τ4: Ο όγκος διηθεί είτε κάποιο από τα παρακείμενα όργανα (T4a:

προστάτη, μήτρα, κόλπο), είτε το πυελικό ή κοιλιακό τοίχωμα (T4b)

Νx: Επιχώριοι λεμφαδένες δεν μπορούν να εκτιμηθούν

Ν0: Δεν υπάρχει μετάσταση στους επιχώριους λεμφαδένες

Ν1: Μετάσταση σ’ ένα λεμφαδένα μέγιστης διαμέτρου <2 cm

Ν2: Μετάσταση σ’ ένα λεμφαδένα μέγιστης διαμέτρου >2, αλλά <5 cm,

ή μεταστάσεις σε πολλούς λεμφαδένες κανένας εκ των οποίων δεν

έχει διάμετρο >5 cm

Ν3: Μετάσταση σ’ ένα λεμφαδένα μέγιστης διαμέτρου >5 cm

Μx: Η ύπαρξη απομακρυσμένων μεταστάσεων δεν μπορεί να εκτιμηθεί

Μ0: Δεν υπάρχουν απομακρυσμένες μεταστάσεις

Μ1: Υπάρχουν απομακρυσμένες μεταστάσεις
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1.6.  Διάγνωση

1.6.1. Κλινική εικόνα

Ο καρκίνος της ουροδόχου κύστης διαγιγνώσκεται τυχαία ή εξαιτίας των

συμπτωμάτων. Το συχνότερο σύμπτωμα με το οποίο εμφανίζεται είναι η

ανώδυνη αιματουρία, η οποία  μπορεί να είναι είτε μακροσκοπική είτε

μικροσκοπική και παρατηρείται στο 85% των ασθενών. Συμπτώματα πλήρωσης

(ερεθιστικά), όπως συχνουρία, νυκτουρία ή επιτακτική ούρηση είναι συχνότερα

σε καρκίνωμα in situ ή διηθητικό όγκο. Σπανιότερες εκδηλώσεις  περιλαμβάνουν

συμπτώματα απόφραξης του ανώτερου ουροποιητικού, τα οποία σχετίζονται με

προχωρημένο στάδιο της νόσου.

1.6.2. Εργαστηριακός έλεγχος

Η διερεύνησή του βασίζεται στον απεικονιστικό  έλεγχο του ουροποιητικού

συστήματος (υπερηχογράφημα, ενδοφλέβια ή αξονική ουρογραφία σε

επιλεγμένους ασθενείς), την κυστεοσκόπιση (απλή-φωτοδυναμική), την

κυτταρολογική εξέταση ούρων και τη λήψη βιοψιών ουροδόχου κύστης και

προστατικής ουρήθρας (Babjuk, Oosterlinck et al. 2008).

1.7. Κλινική Πορεία-Προγνωστικοί παράγοντες

Oι πρωτοεμφανιζόμενοι όγκοι της ουροδόχου κύστης είναι επιφανειακοί

(pTa, pT1, pTis) σε ποσοστό 75-85%, όμως  παρά την ενδοσκοπική αφαίρεση και

ενδοκυστική αγωγή υποτροπιάζουν σε ποσοστό 30-80% ενώ σε ποσοστό 1-45%

εξελίσονται σε διηθητικούς εντός 5 ετών από τη διάγνωση (Babjuk, Oosterlinck

et al. 2008; Sylvester, van der Meijden et al. 2006). 70% των επιφανειακών

όγκων είναι σταδίου pTa, 20% είναι pT1 και 10% pTis (Kirkali, Chan et al. 2005).

Η πιθανότητα υποτροπής και εξέλιξης  της νόσου μπορεί να υπολογιστεί από

τους πίνακες της EORTC (European Organisation for Research and Treatment of

Cancer), που στηρίζονται σε έξι κλινικές και παθολογοανατομικές παραμέτρους :

πολλαπλότητα όγκου, μέγεθος, συχνότητα υποτροπής, στάδιο, ιστολογικός

βαθμός κακοήθειας (grade)  και συνύπαρξη CIS (Sylvester, van der Meijden et

al. 2006).
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1.8. Θεραπεία

Η διουρηθρική εκτομή (TURBT) αποτελεί την αρχική αντιμετώπιση

οποιουδήποτε όγκου της ουροδόχου κύστης . Ασθενείς με επιφανειακό νεόπλασμα

μετά τη διουρηθρική αφαίρεση του όγκου υποβάλλονται σε ενδοκυστική έγχυση

ενός χημειοθεραπευτικού παράγοντα (Mitomycin, epirubicin, doxorubicin) και στη

συνέχεια ανάλογα με τον κίνδυνο υποτροπής και εξέλιξης της νόσου, είτε

εντάσσονται σε πρόγραμμα συστηματικής παρακολούθησης είτε υποβάλλονται σε

επικουρική ενδοκυστική αγωγή. Παρακολούθηση ενδείκνυται σε όγκους στους

οποίους ο κίνδυνος υποτροπής και διηθητικής εξέλιξης θεωρείται μικρός.

Αντίθετα σε ασθενείς ενδιάμεσου κινδύνου χορηγείται επικουρική ενδοκυστική

χημειοθεραπεία διάρκειας 6-12 μηνών ή ανοσοθεραπεία (BCG) το λιγότερο ενός

έτους ενώ σε ασθενείς υψηλού κινδύνου χορηγείται επικουρική ενδοκυστική

ανοσοθεραπεία (BCG) τουλάχιστον για ένα έτος. Ασθενείς με επιφανειακούς

όγκους  πολύ υψηλού κινδύνου εξέλιξης της νόσου μπορούν να υποβληθούν σε

ριζική κυστεκτομή (Babjuk, Oosterlinck et al. 2008). Ασθενείς με διηθητικούς

όγκους είναι υποψήφιοι για ριζική κυστεκτομή ή ακτινοθεραπεία. Επιλεγμένοι

ασθενείς με διηθητική νόσο μπορούν να υποβληθούν σε συνδυασμένη θεραπεία

διατήρησης της κύστης με χημειοθεραπεία, διουρηθρική εκτομή και

ακτινοθεραπεία. Τοπικά εκτεταμένοι ή ανεγχείρητοι όγκοι μπορούν να

αντιμετωπιστούν αρχικά με συστηματική χημειοθεραπεία σε μια προσπάθεια

μείωσης της νεοπλασματικής μάζας και στη συνέχεια με ακτινοθεραπεία ή

χειρουργική επέμβαση ανάλογα με την ανταπόκριση. Τέλος, ασθενείς με

μεταστατική νόσο αντιμετωπίζονται με χημειοθεραπεία (Stenzl, Cowan et al.

2009).
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 2

Γονίδια RAS

2.1. Δομή γονιδίων RAS

Στον άνθρωπο και τα τρωκτικά τα αντιπροσωπευτικά μέλη της οικογένειας

RAS είναι: το c-H-RAS1 (11p15.1-p15.5), το c-K-RAS2 (12p12.1-pter) και το N-

RAS (1p22-p32). Τα δύο πρώτα έχουν ανάλογα γονίδια σε ρετροϊούς (v-H-RAS

και v-K-RAS) ενώ υπάρχουν και τα αντίστοιχα κυτταρικά ψευδογονίδια (H-RAS2

και K-RAS1) με δομή mRNA που έχει υποστεί ωρίμανση στο γονιδίωμα των

ευκαρυωτικών κυττάρων. Το N-RAS βρέθηκε σε κύτταρα νευροβλαστώματος ως

ογκογονίδιο μετασχηματισμού και παρουσίαζε ομολογία με τα άλλα γονίδια RAS

(Barbacid 1987; Spandidos and Lang 1989; Lowy and Willumsen 1993). Το

γονίδιο H-RAS αποτελείται από 5 εξόνια, το K-RAS από 6 ενώ το N-RAS από 7

εξόνια. Το πρώτο εξόνιο στο 5’ άκρο (εξόνιο-1 ή Φ) και των τριών γονιδίων

μεταγράφεται αλλά δεν μεταφράζεται. Τα επόμενα 4 κωδικοποιούν μια πρωτεΐνη

(p21) μοριακού βάρους 21 kDa. Κάθε εξόνιο και στα τρία γονίδια κωδικοποιεί το

αντίστοιχο τμήμα της πρωτεΐνης. Το γονίδιο K-RAS διαθέτει δύο εναλλακτικά

εξόνια, IVa και IVb, τα οποία κωδικοποιούν δύο ισομορφές της πρωτεΐνης p21

(McGrath, Capon et al. 1983; Shimizu, Birnbaum et al. 1983). Τα επίπεδα

παραγωγής της K-RAS Α είναι αμελητέα (20 φορές χαμηλότερα) σε σύγκριση με

της K-RAS Β στα φυσιολογικά κύτταρα. Η πρωτεΐνη p21 και των τριών γονιδίων

αποτελείται από 189 αμινοξέα, εκτός από την K-RAS Β που αποτελείται από 188

αμινοξέα, επειδή το εξώνιο IVb έχει ένα λιγότερο κωδικόνιο (McGrath, Capon et

al. 1983; Shimizu, Birnbaum et al. 1983; Spandidos and Lang 1989; Lowy and

Willumsen 1993).

Η υψηλή ομολογία που υπάρχει ανάμεσα στα μέλη της οικογένειας RAS

οφείλεται στη συντηρητικότητα που χαρακτηρίζει τις κωδικές περιοχές (Barbacid

1987; Valencia, Chardin et al. 1991). Οι μη κωδικές και οι γειτονικές περιοχές

των εξονίων παρουσιάζουν πολυμορφισμό μήκους, με αποτέλεσμα το συνολικό

μέγεθος του γονιδίου να διαφέρει σημαντικά. Έτσι το H-RAS εκτείνεται σε μια

γενωμική περιοχή περίπου 4.5 kb, το N-RAS σε 7 kb περίπου ενώ το K-RAS

καταλαμβάνει περίπου 40 kb (Spandidos and Lang 1989; Lowy and Willumsen

1993) (Εικόνα 2.1). Και τα τρία RAS γονίδια φέρουν υποκινητές, πλούσιους σε
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νουκλεοτιδικές αλληλουχίες GC ενώ λείπουν οι χαρακτηριστικές περιοχές ΤΑΤΑ.

Αυτές οι ιδιότητες είναι χαρακτηριστικές για housekeeping γονίδια καθώς και για

άλλα πρωτο-ογκογονίδια. Οι περισσότερες θέσεις μεταγραφικής ενεργοποίησης

εντοπίζονται σε μια περιοχή 40bp στο 5’ άκρο του εξονίου -1, αν και ο ακριβής

αριθμός των θέσεων καθώς και τα σημεία έναρξης της μεταγραφής διαφέρουν

από αναφορά σε αναφορά (Spandidos and Riggio 1986; Spandidos and Lang

1989; Nagase, Ueno et al. 1990; Lowy and Willumsen 1993). Το εξόνιο-1

αποτελείται από 125-150 bp. Ένα τμήμα 350 βάσεων, το οποίο περιλαμβάνει το

εξόνιο-1, παρουσιάζει υψηλή ομολογία ανάμεσα στα γονίδια των τρωκτικών και

του ανθρώπου. Αν το μήκος του εξονίου θεωρηθεί 150 bp, τότε η ομολογία

εκτείνεται περίπου 175 bp προς το 5’ άκρο του εξoνίου και περίπου 25 bp προς

το 3’ άκρο του εξονίου-1.

Εικόνα 2.1. Δομή των γονιδίων H-RAS1, N-RAS και K-RAS2 του ανθρώπου

(Spandidos and Anderson 1989).
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Αλληλουχίες πέραν του 5’ άκρου αυτής της ομόλογης περιοχής, δεν

φαίνεται να συμμετέχουν στην ενεργότητα του υποκινητή (Nagase, Ueno et al.

1990; Honkawa, Masahashi et al. 1987; Hashimoto-Gotoh, Kikuno et al. 1988,

Lowy and Willumsen 1993;). Στη συντηρητική περιοχή των 175 bp, στο 5’ άκρο

του εξονίου-1, αναγνωρίζονται επίσης χαρακτηριστικές αλληλουχίες GC οι οποίες

είναι αναγκαίες για τη μεταγραφική έκφραση (Nagase, Ueno et al. 1990;

Spandidos and Anderson 1989; Lowy and Willumsen 1993, Spandidos, Nichols et

al. 1988) (Εικόνα 2.2). Υπάρχει ακόμη ένα ομόλογο τμήμα 235 bp στο δεύτερο

μισό του πρώτου ιντρονίου, η έλλειψη του οποίου σχετίζεται με μείωση της

έκφρασης της p21 κατά 3 με 10 φορές (Lowy and Willumsen 1993).

Εικόνα 2.2. Απεικόνιση των κυριότερων θέσεων ρύθμισης της μεταγραφής του

γονιδίου H-ras. Μεταξύ των κωδικοποιών και μη εξονίων (μαύρα και λευκά

κουτιά αντίστοιχα) σημειώνονται οι θέσεις πρόσδεσης μεταγραφικών

παραγόντων (Sp 1) στον υποκινητή και οι ρυθμιστικές μεταγραφικές περιοχές

των ιντρονίων. Σε αυτές προσδένονται η πρωτεΐνη p53, υποδοχείς

γλυκοκορτικοειδών (GR) και οιστρογονικοί υποδοχείς (ER). Στην περιοχή μικρο-

δορυφορικού DNA (VTR) προσδένεται ο μεταγραφικός παράγων rel/NFk-B. H

περιοχή IDX αποτελεί θέση ματίσματος (splicing) του mRNA, κατά το οποίο δεν

μεταφράζεται το λειτουργικό 4ο εξόνιο. Ο μηχανισμός αυτός μειώνει τη δράση

της ογκοπρωτεΐνης p21.

Ομοίως, στο 3’ άκρο αναγνωρίζονται αλληλουχίες που συμβάλλουν στην

έκφραση του γονιδίου H-ras. Μία από αυτές αποτελείται από επαναλαμβανόμενες

διαδοχικές αλληλουχίες διαφορετικού μήκους (variable tandem repeats),

εντοπίζεται περίπου 1000 bp μετά τη θέση πολυαδενυλίωσης και έχει δράση



17

ενισχυτή (Capon, Seeburg et al. 1983; Spandidos and Holmes 1987; Cohen,

Walter et al. 1987). Η άλλη περιοχή αποτελείται από ένα συντηρημένο

εναλλακτικό εξόνιο IDX, στο ιντρόνιο μεταξύ των εξονίων 3 και 4 (Εικόνα 2.2).

Μεταλλαγές στη θέση συρραφής (splice donor site) αυτού του εξoνίου  έχουν

σαν  αποτέλεσμα την αύξηση παραγωγής της πρωτεΐνης p21 κατά 10 φορές

(Cohen, Broz et al. 1989).

2.2. Δομή πρωτεϊνών RAS

Oπως αναφέρθηκε τα γονίδια RAS των θηλαστικών κωδικοποιούν

πρωτεΐνες με μοριακό βάρος 21 kDa. Η p21 αποτελείται από 189 αμινοξέα και

εμφανίζει τις ακόλουθες τρεις περιοχές: α) την καταλυτική περιοχή (αμινοξέα 1-

164) που παρουσιάζει μεγάλη ομολογία μεταξύ των πρωτεϊνών που

κωδικοποιούνται από τα τρία ανθρώπινα γονίδια RAS β) την ετερογενή περιοχή

(αμινοξέα 165-186) που διαφέρει μεταξύ των τριών πρωτεϊνών p21, εκτός από

την Cys186 και γ) την περιοχή πρόσδεσης στη μεμβράνη (αμινοξέα 186-189)

(Barbacid 1987; Grand and Owen 1991; Lowy and Willumsen 1993). Σύγκριση

των ισομορφών της p21 και των τριών ανθρώπινων γονιδίων RAS, δείχνει ότι

υπάρχει υψηλή ομολογία στα πρώτα 164 αμινοξέα (τα 86 αμινοτελικά αμινοξέα

είναι απόλυτα όμοια ενώ τα επόμενα 78 αμινοξέα παρουσιάζουν κατά 79%

ομολογία) (Valencia, Chardin et al. 1991; Lowy and Willumsen 1993). Τα

τελευταία 25 καρβοξυτελικά αμινοξέα αποκλίνουν σημαντικά, εκτός από την Cys

στη θέση 186. Αυτό υποδηλώνει ότι η ετερογενής περιοχή μεταξύ των διαφόρων

ομολόγων πρωτεϊνών p21 πιθανόν σχετίζεται με διακριτές λειτουργίες. Αν και τα

καρβοξυτελικά αμινοξέα της ετερογενούς περιοχής ενδεχομένως συμμετέχουν

διαφορετικά στη διαδικασία πρόσδεσης της πρωτεḯνης στη κυτταρική μεμβράνη,

καμιά λειτουργικότητα δεν έχει αναφερθεί για το αμινοτελικό άκρο αυτής της

περιοχής. Έλλειψη των κωδικονίων 164-179 σε ενεργοποιημένα RAS γονίδια δεν

έχει καμιά επίδραση στην ικανότητα μετασχηματισμού των κυττάρων από τα

γονίδια αυτά (Grand and Owen 1991; Lowy and Willumsen 1993).

2.3. Μετα-μεταφραστικές τροποποιήσεις πρωτεϊνών Ras

Η πρωτεΐνη ras συντίθεται στο κυτταρόπλασμα ως προ-p21 και έχει χρόνο
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ημιζωής τουλάχιστον 24 ώρες (Grand and Owen 1991). Η προ-p21 υπόκειται σε

μια σειρά μετα-μεταφραστικών τροποποιήσεων που έχουν σαν αποτέλεσμα την

πρόσδεση της στην εσωτερική πλευρά της κυτταροπλασματικής μεμβράνης

(Grand and Owen 1991; Ulsh and Shih 1984). Οι αλληλουχίες στο καρβοξυ-

τελικό άκρο είναι αναγκαίες για τη δέσμευση στη κυτταρική μεμβράνη ενώ η

συντηρημένη Cys186 απαιτείται για την έκφραση των μετα-μεταφραστικών

διαδικασιών. Μεταλλαγμένες πρωτεΐνες με αλλοιώσεις σε αυτή τη θέση είναι

ελαττωματικές ως προς το μετασχηματισμό και παραμένουν στο κυτταρόπλασμα.

Η ιδιότητα μετασχηματισμού μπορεί να διασωθεί, εάν το τμήμα πρόσδεσης στη

μεμβράνη αντικατασταθεί στη θέση της Cys186 με ένα άλλο, όπως για

παράδειγμα η θέση μυριστιλίωσης από το γονίδιο src (Lowy and Willumsen

1993). Βιοχημικές αναλύσεις έδειξαν ότι πρώτα τροποποιείται η Cys186 από το

φαρνεσυλο-ισοπρενοειδές (προϊόν βιοσύνθεσης της χοληστερόλης), στη συνέχεια

τα τρία καρβοξυτελικά αμινοξέα πέπτονται πρωτεολυτικά ενώ το καρβοξυτελικό

άκρο της Cys186 μεθυλιώνεται και τελικά τα κυστεϊνικά κατάλοιπα αριστερά της

φαρνεσυλιωμένης κυστεΐνης (αμινοξέα 180-185) παλμιτιλιώνονται (Grand and

Owen 1991; Lowy and Willumsen 1993). Το προϊόν που προκύπτει παρουσιάζει

αυξημένη υδροφοβικότητα και συγγένεια πρόσδεσης στη κυτταρική μεμβράνη

καθώς και υψηλή βιολογική ενεργότητα (Downward 2003).

2.4. Βιοχημικές ιδιότητες πρωτεϊνών RAS

Οι πρωτεΐνες RAS έχουν δύο κύριες ιδιότητες: α) την πρόσδεση

νουκλεοτιδίου γουανίνης (GTP/GDP) και β) την υδρόλυση του GTP (Εικόνα

2.3.) (Grand and Owen 1991; Bollag and McCormick 1991; Boguski and

McCormick 1993; Schweins, Geyer et al. 1995). Οι πρωτεΐνες p21 προσδένουν

νουκλεοτίδια γουανίνης GTP, GDP, dGTP, ppGpp και αρκετά μη φυσιολογικά

ανάλογα GTP και GDP με υψηλή συγγένεια. Οι θέσεις πρόσδεσης εντοπίζονται

στα αμινοξέα 10-17 (πρόσδεση α- και β- φωσφορικής ομάδας), 57-60 (πρόσδεση

γ- φωσφορικής ομάδας όταν προσδένεται GTP) και 116-119 (πρόσδεση του

δακτυλίου της γουανίνης) (Schweins, Geyer et al. 1995).

Η υδρόλυση της GTP-p21 δεν εξαρτάται μόνο από την καταλυτική

ενεργότητα της πρωτεΐνης RAS αλλά ρυθμιστικό ρόλο διαδραματίζουν και

ορισμένοι κυτταρικοί παράγοντες (Bollag and McCormick 1991; Boguski and

McCormick 1993). Οι πιο γνωστοί  είναι οι πρωτεΐνες GAP (GTPase activating
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protein) και NF1 (neurofibromin). Η GAP είναι ένας κυτταροπλασματικός

παράγοντας που προσδένεται στη GTP-p21 και επιταχύνει 5 φορές την

ενεργότητα GTPάσης της φυσιολογικής p21. Η NF1, που είναι μια πρωτεΐνη που

σχετίζεται με τη νευροϊνωμάτωση, έχει μια περιοχή που εμφανίζει ομολογία με

την GAP πρωτεΐνη, με αποτέλεσμα και η NF1 να δρα επιταχύνοντας την

υδρόλυση της GTP-p21 (Adjei 2001).

Αντικαταστάσεις αμινοξέων σημαντικών για την αλληλεπίδραση με τα

νουκλεοτίδια γουανίνης, οδηγούν στη παραγωγή ενεργοποιημένων p21

πρωτεϊνών, ικανών για μετασχηματισμό (Seeburg, Colby et al. 1984; Der, Finkel

et al. 1986; Spandidos and Lang 1989). Ανάλογα με τη θέση της σημειακής

μετάλλαξης, η μη φυσιολογικά αυξημένη δέσμευση του GTP είναι το αποτέλεσμα

της πτώσης της ενεργότητας της GTPάσης ή/και της αύξησης του ρυθμού

νουκλεοτιδικής ανταλλαγής (Grand and Owen 1991; Schweins, Geyer et al.

1995). Τα ογκογονίδια RAS που απαντώνται συχνότερα στους όγκους, φέρουν

συνήθως μια μετάλλαξη στα κωδικόνια 12, 13, ή 61 (Barbacid 1987; Spandidos

and Lang 1989; Bos 1989; Grand and Owen 1991). Εκτός από τις πρωτεΐνες που

συντελούν στην υδρόλυση της GTP-p21, υπάρχουν κυτταροπλασματικοί

παράγοντες που σταθεροποιούν τη μορφή της p21 που φέρει προσδεδεμένο

GTP. Χαρακτηριστικό παράδειγμα στα θηλαστικά αποτελεί το γονίδιο cdc25Mm

που κωδικοποιεί την πρωτεΐνη CDC25Mm, η οποία με τη σειρά της ενεργοποιεί

την αποδέσμευση του GDP από την GDP-p21, με αποτέλεσμα να μένει ελεύθερη

θέση στην p21 για πρόσδεση του GTP. Σε ανθρώπινα κύτταρα έχουν περιγραφεί

τουλάχιστον τρεις οικογένειες πρωτεϊνών που ευθύνονται για τη ρύθμιση της

ανταλλαγής των νουκλεοτιδίων. Αυτές αποτελούνται από τις GRF, mSOS και GDS

οικογένειες πρωτεϊνών. Ξεχωρίζουν με βάση την αμινοξική τους ομολογία, τη

κατανομή στους διάφορους τύπους κυττάρων και την αλληλεπίδραση με τις

διάφορες ισομορφές της πρωτεΐνης (Bollag and McCormick 1991; Boguski and

McCormick 1993).
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Εικόνα 2.3. Σχηματική παράσταση του διακόπτη λειτουργίας του RAS μεταξύ

της GDP-συνδεδεμένης-ανενεργούς θέσης και της GTP-συνδεδεμένης-ενεργούς-

θέσης. Η ενεργοποίηση ενισχύεται από τη δράση του GEF, που είναι ειδικός

παράγοντας ανταλλαγής νουκλεοτιδίων γουανίνης και αυξάνει το ρυθμό

αποσύνδεσης του RAS από το GDP ή αναστέλλει την GAP. Η πρωτεΐνη RAS

δύναται να επιδράσει σε άλλες πρωτεΐνες για τη μεταγωγή μηνυμάτων όταν

βρίσκεται στην ενεργή μορφή και είναι συνδεδεμένη με GTP. GEF = Guanine

nucleotide exchange factor (Wittinghofer 1998; Shinohara and Koyanagi 2002).

2.5. Εκφραση πρωτεϊνών RAS

Tα επίπεδα έκφρασης του γονιδίου H-ras είναι υψηλά στην επιδερμίδα και

στους σκελετικούς μύες και χαμηλά στο ήπαρ, η έκφραση του K-ras είναι υψηλή

στο πεπτικό σύστημα και στο θύμο αδένα και χαμηλή στην επιδερμίδα και τους

σκελετικούς μύες ενώ τα επίπεδα του N-ras είναι υψηλά στους όρχεις και το

θύμο αδένα και χαμηλά στο ήπαρ και τους νεφρούς (Furth, Aldrich et al. 1987;

Leon, Guerrero et al. 1987). Τα πρότυπα έκφρασης αυτά μας οδηγούν στο

συμπέρασμα, ότι τουλάχιστον ένα από τα τρία μέλη της οικογένειας ras

εκφράζεται σε κάθε κυτταρικό τύπο και ότι υπάρχει εξειδικευμένη συμμετοχή

κάθε γονιδίου στη λειτουργία των διαφόρων τύπων κυττάρων (Barbacid 1987;
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Furth, Aldrich et al. 1987; Leon, Guerrero et al. 1987; Spandidos and Anderson

1989).

2.6. Eνεργοποίηση γονιδίων RAS

Yπερέκφραση των γονιδίων RAS ή μεταλλάξεις κωδικοποιών αλληλουχιών

τους συνεπάγονται αντίστοιχα παραγωγή της πρωτεΐνης p21 σε υπερβολικές

ποσότητες ή δομικές αλλοιώσεις που σταθεροποιούν την p21-GTP μορφή.

Aμφότεροι οι μηχανισμοί σημαίνουν τη μετατροπή των RAS πρωτο-ογκογονιδίων

σε ενεργοποιημένα ογκογονίδια, τα οποία προάγουν την αντιγραφή και

μεταγραφή του DNA και συνεπώς την έκφραση πολλών γονιδίων. Τα γεγονότα

αυτά συνεισφέρουν στη γενετική αποδιοργάνωση των κυττάρων και στην

ανάπτυξη του καρκινικού φαινότυπου. Tα ενεργοποιημένα RAS γονίδια

παρουσιάζουν υψηλότατο εξαλλακτικό δυναμικό in vitro (Spandidos, Frame et al.

1990). Aλλά 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, Ohtake et al. 1993).

2.6.1. Mεταλλάξεις γονιδίων RAS

Oι μεταλλάξεις των γονιδίων RAS απαντώνται σε ορισμένα κωδικόνια, τα

12, 13 και 61. Πιθανή εξήγηση γι' αυτό είναι ότι τα κύτταρα που υφίστανται τις

συγκεκριμένες αλλοιώσεις πολλαπλασιάζονται επιλεγόμενα έναντι άλλων που

πιθανά φέρουν μεταλλάξεις σε διαφορετικές θέσεις (Barbacid 1987;). Οι

μεταλλαγμένες πρωτεḯνες RAS είτε στερούνται δράσης GTPάσης, είτε σε αυτές η

αποδέσμευση του GTP από την p21 καθίσταται δυσχερής. H αντικατάσταση π.χ.

Γλυκίνης από Bαλίνη στο κωδικόνιο 12 του K-RAS, που αποτελεί τη συχνότερη

μετάλλαξη στα RAS, προκαλεί δεκαπλάσια ελάττωση του ρυθμού υδρόλυσης GTP

και ως εκ τούτου συσσώρευση των συμπλεγμάτων p21-GTP (Satoh, Nakafuku et

al. 1992). Οι μεταλλάξεις των γονιδίων RAS ανιχνεύονται είτε με τη βοήθεια

πολυμορφισμού μεγέθους περιοριστικών θραυσμάτων (RFLP), είτε με συνδυασμό

ανάλυσης πολυμορφισμού διαμόρφωσης μονής έλικας (SSCP) και ανάλυσης

ετεροδίκλωνου DNA (heteroduplex), ακολουθούμενων από ανάλυση αλληλουχίας

DNA (sequencing). Mε τις τεχνικές αυτές, μεταλλάξεις των τριών γονιδίων
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περιγράφηκαν στους περισσότερους όγκους του ανθρώπου (Πίνακας 2.1). H

ανεύρεση σημειακών μεταλλάξεων του κωδικονίου 12 του K-RAS στο 90% των

αδενοκαρκινωμάτων παγκρέατος αποτελεί μία από τις ισχυρότερες συσχετίσεις

γονιδιακής συμμετοχής στον ανθρώπινο καρκίνο. Οι μεταλλάξεις των K-RAS και

H-RAS αφορούν αδενοκαρκινώματα και επιθηλιακά νεοπλάσματα αντίστοιχα ενώ

αυτές του N-RAS απαντώνται σε αιματολογικές νόσους (kiaris and Spandidos

1995). Συχνά ανευρίσκονται στον ίδιο τύπο καρκίνου μεταλλάξεις σε

περισσότερα από ένα γονίδια της οικογένειας RAS (π.χ. ήπατος, θυρεοειδούς

αδένα). Mεταλλάξεις παρατηρούνται συχνότερα στο K-RAS από ότι στα υπόλοιπα

γονίδια της οικογένειας. Η ερμηνεία πηγάζει από τη θεώρηση του καρκίνου σαν

υπερμεταλλακτικού φαινότυπου, συνέπεια πολλαπλών μη ειδικών μεταλλάξεων

διάσπαρτων στο γονιδίωμα. Στατιστικά επομένως, το πολύ μεγαλύτερο K-RAS

υφίσταται συχνότερα μεταλλάξεις.

Στο αδενοκαρκίνωμα του πνεύμονα οι μεταλλάξεις του K-RAS

δημιουργούνται σε πρώιμα στάδια, υπό την επίδραση των καρκινογόνων του

τσιγάρου και σχετίζονται με πτωχή πρόγνωση (Rodenhuis and Slebos 1992).

Mεταλλάξεις υποκατάστασης του συντηρητικού αμινοξέος κυστεΐνη στη θέση 186

του καρβοξυ-τελικού άκρου της p21 συνεπάγονται αδυναμία μετασχηματισμού

των κυττάρων, αφού δεν επιτρέπουν στην πρωτεΐνη να λάβει τη λειτουργική της

θέση. Η παρατήρηση αυτή αποτέλεσε το έναυσμα προσπάθειας αξιοποίησης των

γονιδίων RAS για γονιδιακή θεραπεία, μέσω αναστολής της μετα-μεταγραφικής

φαρνεσυλίωσης (Manne, Yan et al. 1995). Οι μεταλλάξεις του K-RAS στο παχύ

έντερο συμβαίνουν αρκετά νωρίς κατά τη διαδικασία εξέλιξης του όγκου από

αδένωμα σε καρκίνωμα (Vogelstein, Fearon et al. 1988), προσφέροντας έτσι ένα

διαγνωστικό μέσο πρώιμης ανίχνευσης της νόσου στα κόπρανα των ασθενών

(Sidransky, Tokino et al. 1992).
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Πίνακας 2.1. Συχνότητα ενεργοποίησης των γονιδίων RAS σε καρκίνους

διαφόρων οργάνων του ανθρώπου.

2.6.2. Yπερέκφραση γονιδίων RAS

Eνεργοποίηση των ογκογονιδίων RAS μέσω υπερέκφρασης έχει τεκμηριωθεί

στις περισσότερες μορφές καρκίνου στον άνθρωπο (Πίνακας 2.2). Η αυξημένη

έκφραση προκύπτει έπειτα από γονιδιακή επέκταση και παραγωγή πολλών

αντιγράφων του γονιδίου στο κύτταρο ή από αλλοιώσεις ρυθμιστικών

αλληλουχιών που καταλήγουν σε απώλεια της μεταγραφικής ρύθμισης. Στη

δεύτερη περίπτωση συγκαταλέγονται μετατοπίσεις περιοχών λόγω εναλλακτικού

ματίσματος, ενσωμάτωση ιϊκών αλληλουχιών στις ρυθμιστικές περιοχές του

γονιδίου ή αυξημένη πρόσδεση στις τελευταίες μεταλλαγμένου ή

υπερπαραγώμενου μεταγραφικού παράγοντα. Το τελικό αποτέλεσμα είναι η
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απρόσφορη παραγωγή δομικά φυσιολογικής πρωτεΐνης p21. Το φαινόμενο

ανιχνεύεται είτε σε επίπεδο mRNA, με υβριδισμό κατά Northern ή συνδυασμό

αντίστροφης μεταγραφής και αλυσιδωτής αντίδρασης με πολυμεράση σε

πραγματικό χρόνο (real-time RT-PCR), είτε σε επίπεδο πρωτεΐνης με

ανοσοϊστοχημικές μεθόδους ή υβριδισμό κατά Western.

Eξαιρετικό ενδιαφέρον παρουσιάζει το γεγονός ότι στον καρκίνο του

πνεύμονα τα ογκογονίδια RAS ενεργοποιούνται μέσω υπερέκφρασης σε

διαφορετικό ιστολογικό τύπο απ' ότι με μεταλλάξεις (Kurzrock, Gallick et al.

1986). H υπερέκφραση του RAS στον πνεύμονα αποτελεί όψιμο γεγονός, σε

αντίθεση με άλλες θέσεις εντόπισης του καρκίνου όπου συμβαίνει πρώιμα

(κεφαλή-τράχηλος, ουροδόχος κύστη). Η αυξημένη έκφραση του H-RAS

σχετίζεται με τα μεταγραφικά επίπεδα των ρυθμιστικών αλληλουχιών του. Aυτό

συμβαίνει με τη p53 και τους υποδοχείς γλυκοκορτικοειδών και οιστρογόνων σε

όγκους ωοθηκών και ενδομητρίου (Zachos, Varras et al. 1996). H σύνδεση της

p53 με το ρυθμιστικό της στοιχείο στο γονίδιο H-RAS συνεπάγεται αυξημένη

έκφραση τόσο της p21 όσο και της ίδιας της φυσιολογικής p53 (Zachos and

Spandidos 1998). Στον καρκίνο του μαστού η υπερέκφραση των γονιδίων RAS

αποτελεί πρώιμο ογκογενετικό γεγονός (Miyakis, Sourvinos et al. 1998) και η

ανοσοϊστοχημική έκφραση της p21 σχετίζεται με δυσμενή πορεία της νόσου

(Watson, Elton et al. 1991), σε αντίθεση με την ευνοϊκή πρόγνωση σε

περιπτώσεις νευροβλαστώματος (Tanaka, Slamon et al. 1991).
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Πίνακας 2.2. Yπερέκφραση των γονιδίων RAS σε καρκίνους διαφόρων οργάνων

του ανθρώπου.

2.7. Οδοί μεταγωγής σήματος γονιδίων Ras

Η πιο εκτενώς μελετημένη οδός μεταγωγής σήματος από τα ras προς το

εσωτερικό του κυττάρου, σχετίζεται με τη Raf-1, την κινάση της MAPK (mitogen

activating protein kinase kinase, ή MAPKK, ή MEK1) και τις πρωτεϊνικές κινάσες

που ενεργοποιούν τη μίτωση (MAPKs) [ή αλλιώς εξωκυττάριες κινάσες

ρυθμιστών σήματος (extracellular signal-regulated kinases, ή ERKs)] (Εικόνα

2.4). Η Raf είναι μια κινάση σερίνης/θρεονίνης που αλληλεπιδρά ειδικά και

ενεργοποιείται από τον σύνδεσμο p21-GTP. Παραμένει ασαφής ο μηχανισμός με

τον οποίο η ras ενεργοποιεί την Raf-1. Φωσφορυλίωση σερίνης της MEK1 από

την Raf-1, οδηγεί σε ενεργοποίηση αυτής, που με τη σειρά της φωσφορυλιώνει

υπολείμματα τυροσίνης και θρεονίνης στην MAPK και την ενεργοποιεί (Marshall

1994). Περιφερικότερα της ΜΑΡΚ βρίσκεται η p90 ριβοσωμική S6 κινάση

(p90s6k) και διάφοροι πυρηνικοί μεταγραφικοί παράγοντες (Elk-1, Ets1, κλπ.)

(Zhang and Liu 2002). Μία άλλη οδός μεταγωγής σήματος των ras, εμπλέκει το

RalGDS (ένα παράγοντα ανταλλαγής υπεύθυνο για την ενεργοποίηση των Ral
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GTPασών), την φωσφατιδυλινοσιτόλη 3-κινάση (PI3K) και πιθανά την p120GAP

(GTPase activating protein) (Ewen 2000). Από τα παραπάνω είναι σημαντικό να

συγκρατήσουμε ότι τα ras, εκτός του ότι επηρεάζουν τον κυτταρικό κύκλο,

επηρεάζουν και πολλές άλλες βιολογικές λειτουργίες, όπως τη διαφοροποίηση, τη

μορφολογία των κυττάρων και την απόπτωση.

Εικόνα 2.4. Σχηματική αναπαράσταση μερικών οδών μεταγωγής σήματος που

ενεργοποιούνται από την πρωτεΐνη ras. Ο καταρράκτης Raf/MEK/MAPK κινάσης

καταλήγει τελικά στη ρύθμιση της μεταγραφής, προκαλώντας τη φωσφορυλίωση

και άλλων κινασών που εμπλέκονται στον έλεγχο της αύξησης. Οι οδοί διαμέσου

του Rac και του Rho οδηγούν στην ενεργοποίηση του JNK και του αυξητικού

παράγοντα του ορού (SRF). Η ενεργοποίηση της p70s6k είναι εξαρτώμενη από

τη PI3K.
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 3

Γονίδιο ΒRAF

3.1. Δομή γονιδίου BRAF

Το γονίδιο BRAF (v-RAF, murine sarcoma viral oncogene homologue B1)

αποτελεί ένα πρωτο-ογκογονίδιο με ενεργότητα κινάσης σερίνης/θρεονίνης. Μαζί

με τα γονίδια A-RAF και RAF-1 (ή C-RAF) ανήκει στην οικογένεια των

ογκογονιδίων RAF. Το γονίδιο BRAF βρίσκεται στη χρωμοσωμική θέση 7q34 και

αποτελείται από 18 εξόνια που εκτείνονται σε μια περιοχή 190284 bp. Το

μεταγραφόμενο mRNA έχει μήκος 2513bp. (Mercer and Pritchard 2003) (Εικόνα

3.1.). Οι πρωτεΐνες RAF παίζουν κεντρικούς ρόλους στο συντηρημένο μονοπάτι

RAS/RAF/MEK/ERK, συμμετέχοντας στη μεταφορά μιτογόνων σημάτων από τις

ενεργοποιημένες πρωτεΐνες RAS διαμέσου των κινασών της MAPK/ERK1/2

(MEK1/2) στις MAP κινάσες p42/p44 ή ERK1/2, τα βασικά στελέχη αυτού του

μοριακού μονοπατιού (Marshall 1994; Marais and Marshall 1996).

Εικόνα 3.1. Δομή γονιδίου BRAF. Τα εξόνια αντιπροσωπεύονται από κουτιά, με

τους αριθμούς των εξονίων στην κορυφή και τον αριθμό των ζευγαριών βάσεων

στο κατώτερο σημείο. Τα ιντρόνια -με τον αριθμό των ζευγαριών βάσεων-

αντιπροσωπεύονται από τις μαύρες αγκύλες. Τα βέλη παρουσιάζουν τα κωδικόνια

έναρξης και λήξης αντίστοιχα.
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3.2. Δομή πρωτεΐνης ΒRAF

Και οι τρεις πρωτεΐνες RAF μοιράζονται τρεις υψηλά συντηρημένες περιοχές

(CR1, CR2 και CR3), που εγκλείονται από διαφορετικές αλληλουχίες που

ποικίλλουν κατά πολύ μεταξύ τους. Στη Raf-1, η CR1 καλύπτει τα αμινοξέα 61-

194 και περιέχει δύο δομές που δεσμεύουν το Ras-GTP. Η Ras binding domain

(RBD) περιλαμβάνει τα αμινοξέα 51-131 (Scheffler, Waugh et al. 1994; Vojtek,

Hollenberg et al. 1993) ενώ η cysteine-rich domain (CRD) εκτείνεται στα

αμινοξέα 139-184 (Mott, Carpenter et al. 1996). Η CR2 καταλαμβάνει τα

αμινοξέα 254-269 της Raf-1 και είναι πλούσια σε αμινοξέα σερίνης και θρεονίνης,

μερικά από τα οποία είναι ρυθμιστικές περιοχές φωσφορυλίωσης. Η CR3 καλύπτε ι

τα αμινοξέα 335-627 της Raf-1 και περιέχει την περιοχή κινάσης που είναι η πιο

ομόλογη δομή ανάμεσα στις πρωτεΐνες Raf (Daum, Eisenmann-Tappe et al.

1993; Morrison and Cutler 1997).

Οι περιοχές κινάσης χωρίζονται σε αμινοτελικά και καρβοξυτελικά άκρα και

το τμήμα πρόσδεσης του ATP εντοπίζεται στο μεσοδιάστημα των δύο άκρων. Το

N-terminal άκρο περιέχει την αγκύλη γλυκίνης που είναι σημαντική για την

τοποθέτηση των φωσφορικών ομάδων του ATP ενώ το C-terminal άκρο περιέχει

την αλληλουχία αναγνώρισης του υποστρώματος. Ένα σημαντικό στοιχείο μέσα

σε αυτό το άκρο είναι το τμήμα ενεργοποίησης, το οποίο συνδέει τις

συντηρημένες αλληλουχίες DFG και APE και παίρνει μέρος στην πρόσδεση ενός

ATP. Η φωσφορυλίωση της θρεονίνης 598 και της σερίνης 601 εντός αυτής της

περιοχής παίζει ρόλο κλειδί στην ενεργοποίηση της B-Raf (Johnson, Lowe et al.

1998).

Παρ' όλα αυτά η BRAF έχει αρκετές δομικές διαφορές από τις άλλες δύο

πρωτεΐνες RAF (Εικόνα 3.2). Στις συντηρημένες περιοχές έχει αρκετές διαφορές

στα αμινοξέα. Επιπλέον, η μεταβλητή περιοχή ανάμεσα στα CR2 και CR3

υπόκειται σε εναλλακτικό μάτισμα των εξονίων 8b και 10a (Barnier, Papin et al.

1995). Tο εναλλακτικό αυτό μάτισμα μπορεί να επηρεάσει την ικανότητα της

BRAF να ενεργοποιεί την ΜΕΚ, καθώς έχει αποδειχθεί ότι η παρουσία του εξονίου

10a στο BRAF αυξάνει τη συγγένεια και τη βασική ενεργότητα κινάσης ως προς

την ΜΕΚ ενώ η παρουσία του εξονίου 8b έχει το αντίθετο αποτέλεσμα (Papin,

Denouel-Galy et al. 1998). Τα δύο εξόνια εντοπίζονται στη συνδετική περιοχή

ανάμεσα στην αμινοτελική ρυθμιστική περιοχή και τη καταλυτική περιοχή και

μπορούν να δρουν ως καθοριστικοί παράγοντες στη μετάβαση από την ενεργή

στην ανενεργή μορφή. Τα εξόνια 1 και 2 είναι παρόντα στις BRAF πρωτεΐνες με
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το μεγάλο, αλλά όχι σε αυτές με το μικρό Ν terminal άκρο (Barnier, Papin et al.

1995). Τα εξόνια αυτά κωδικοποιούν μια αλυσίδα 115 αμινοξέων, πλούσιων σε

γλυκίνες, η λειτουργία των οποίων δεν είναι σήμερα γνωστή και δεν έχουν

ομολογία με αλληλουχίες των A-RAF ή RAF-1 (Stephens, Sithanandam et al.

1992).

Εικόνα 3.2. Διάγραμμα της πρωτεΐνης BRAF σε κλίμακα. Οι αριθμοί εντός των

μπλε κουτιών υποδεικνύουν τα εξόνια από τα οποία μεταφράζεται κάθε μέρος

της πρωτεΐνης. Τα τρία κουτιά στο εσωτερικό αντιπροσωπεύουν τις

συντηρημένες περιοχές της πρωτεΐνης με τα γονίδια A-RAF και RAF-1 (CR1, CR2

και CR3). Με πράσινο χρώμα αντιπροσωπεύονται τρεις διαφορετικές περιοχές:

RBD (RAS binding domain), CRD (Cysteine-rich domain) και KD (Kinase domain).

Με κόκκινη γραμμή υποδεικνύεται μια συντηρημένη περιοχή γλυκίνης [conserved

glycine motif (G-loop)] στο εξόνιο 11 και με ροζ γραμμή υποδεικνύεται το τμήμα

ενεργοποίησης [activation segment (AS)] εντός του εξονίου 15. Τα μαύρα βέλη

υποδεικνύουν τα κύρια σημεία φωσφορυλίωσης της πρωτεΐνης. C: καρβοξυ-

τελικό άκρο; N: Αμινο-τελικό άκρο.

3.3. Eκφραση πρωτεΐνης BRAF

Η πρωτεΐνη BRAF εκφράζεται σε υψηλά επίπεδα στο νευρικό ιστό και

γι’αυτό το λόγο οι περισσότερες μελέτες της εστιάζονται σε κυτταρικές σειρές

νευρικής προέλευσης. Επιπλέον, η πρωτεΐνη BRAF είναι ανιχνεύσιμη στους όρχεις

και στο σπλήνα (Storm, Cleveland et al. 1990).

Παρά τα ποικίλα επίπεδα έκφρασης, το γονίδιο BRAF με διαφορετικό

μάτισμα μπορεί να παράγει τουλάχιστον 10 διαφορετικές ισομορφές, οι οποίες

εκφράζονται ποικιλοτρόπως σε διαφορετικούς ιστούς ενήλικων ποντικών

(Barnier, Papin et al. 1995). Αυτές προκύπτουν μέσω διαφορετικού ματίσματος
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των εξονίων 8b και 10a κι επίσης από την παρουσία δύο διαφορετικών Ν άκρων

για την BRAF, οδηγώντας σε ισομορφές οι οποίες ποικίλλουν σε μέγεθος από 67

έως 99 kDa. Δεν είναι σαφές εάν αυτά τα διαφορετικά άκρα προκύπτουν από τη

χρήση διαφορετικών υποκινητών, από τη χρήση διαφορετικών εναρκτήριων

σημείων μετάφρασης και των ίδιων υποκινητών, ή από διαφορετικό μάτισμα. Το

εξόνιο 8b αντιπροσωπεύει μια σειρά 36 νουκλεοτιδίων ανάμεσα στα εξόνια 8 και

9 που είναι in frame με τη κωδική αλληλουχία του BRAF. Εκδοχές του BRAF

cDNA που περιέχει αυτό το εξόνιο εντοπίζονται στο κεντρικό νευρικό σύστημα,

στη καρδιά, στις ωοθήκες, στους όρχεις και στο σπλήνα. Το εξόνιο 10a

αντιπροσωπεύει 102 νουκλεοτίδια ανάμεσα στα εξόνια 9 και 10 και παρουσιάζει

μια πιο αυστηρή έκφραση, η οποία είναι πιο υψηλή στο νευρικό ιστό. Οι εκδοχές

της σύντομης μορφής της BRAF δεν συσχετίζονται ποτέ με την παρουσία του

εξονίου 10a (Barnier, Papin et al. 1995).

Ενώ η πρωτεΐνη BRAF είναι μόλις ανιχνεύσιμη σε πολλούς ιστούς, τα

μετάγραφα mRNA είναι σαφώς παρόντα (Barnier, Papin et al. 1995). Εντούτοις,

η έως τώρα εμπειρία έχει δείξει ότι ακόμα και αν η πρωτεΐνη εκφράζεται σε

χαμηλά επίπεδα μπορεί να έχει σημαντική ικανότητα ΜΕΚ κινάσης. Σημείο

αναφοράς αποτελούν οι εμβρυϊκοί ινοβλάστες ποντικών (MEFs). Η πρωτεΐνη

BRAF είναι μόλις ανιχνεύσιμη σε αυτά τα κύτταρα ενώ τόσο η RAF-1 όσο και η A-

RAF εκφράζονται σε υψηλά επίπεδα. Παρ’ όλα αυτά, η BRAF έχει ένα σημαντικά

υψηλότερο επίπεδο βιοχημικής δραστηριότητας από τις άλλες δύο πρωτεΐνες και

φαίνεται να είναι ο σημαντικότερος παράγοντας ενεργοποίησης των MEK/ERK

έπειτα από διέγερση από αυξητικούς παράγοντες (Hüser, Luckett et al. 2001).

Αναφορικά με τα μελανοκύτταρα και το κακόηθες μελάνωμα, δεν είναι γνωστό

εάν η BRAF εκφράζεται σε υψηλά επίπεδα σε αυτά τα κύτταρα ή όχι, και  επίσης

ποιά συγκεκριμένη ισομορφή της εκφράζεται. Είναι γνωστό όμως ότι η Β-RAF

είναι ενεργή στα μελανοκύτταρα και ότι είναι ένας σημαντικός ενεργοποιητής

των MEK/ERK στα κύτταρα αυτά (Buscà, Abbe et al. 2000).

3.4. Μεταλλάξεις  γονιδίου  BRAF

Μετά την ανακάλυψη των γονιδίων RAF ως ογκογονιδίων στους ποντικούς

και στα κοτόπουλα, έγιναν πολλές προσπάθειες για να συνδεθούν οι ενεργείς

μεταλλάξεις στα γονίδια του ανθρώπου με την εμφάνιση νεοπλασμάτων (Storm,

Brennscheidt et al. 1990). Οι προσπάθειες αυτές βασίστηκαν είτε σε Southern
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blot ανάλυση για να εντοπίσουν ανακατατάξεις στο DNA των όγκων, ανάλυση

χρωμοσωμικών αναδιατάξεων για τον εντοπισμό αλληλικών αλλαγών κοντά στο

γονίδιο RAF-1 του ανθρώπινου χρωμοσώματος 3, είτε πειράματα

μετασχηματισμού της σειράς NIH3T3 χρησιμοποιώντας ανθρώπινο ογκογόνο DNA

για τον εντοπισμό ογκογόνων μορφών του RAF-1 στα δείγματα των εξεργασιών.

Καμία από αυτές τις προσπάθειες δεν ανίχνευσε σταθερές αναδιατάξεις στο DNA

στους ίδιους τύπους καρκίνων. Οι λόγοι γι’αυτό είναι γνωστοί και οφείλονται στο

γεγονός ότι οι τεχνικές αυτές δεν ήταν αρκετά ευαίσθητες για να εντοπίσουν μία

μόνο σημειακή μεταλλαγή καθώς επίσης ότι οι περισσότερες προσπάθειες

κατευθύνονταν προς το γονίδιο RAF-1 παρά προς το πιο ογκογόνο γονίδιο BRAF.

Όμως η πρόοδος τεχνικών όπως η αλληλούχιση (sequencing) προσέφερε ένα

πολύ πιο δυναμικό τρόπο εντοπισμού μικρών αλλαγών στα δείγματα όγκων και

αυτή η δουλειά αναγνώρισε ενεργείς σημειακές μεταλλαγές BRAF στους

ανθρώπινους όγκους (Rozycka, Collin et al. 2000).

Οι Davies et al. (Davies, Bignell et al. 2002) εφάρμοσαν sequencing για να

σαρώσουν 923 όγκους και αναγνώρισαν παρανοηματικές μεταλλάξεις (missense

mutations) στο γονίδιο BRAF σε περίπου 70% των ανθρώπινων κακοήθων

μελανωμάτων και σε 15% των καρκίνων  παχέος εντέρου. Η συναρπαστική αυτή

πρόοδος αποτέλεσε την πρώτη φορά που οι πρωτεΐνες RAF ξεχώρισαν από τις

RAS όσον αφορά την ανάπτυξη κακοήθων όγκων. Μεταλλάξεις εντοπίστηκαν

επίσης σε χαμηλό ποσοστό σε γλοιώματα, σαρκώματα, καρκίνους πνεύμονα,

ωοθηκών, μαστού και ήπατος.

Ογδόντα εννέα τις εκατό των BRAF μεταλλαγών κωδικοποιούν για

αμινοξικές αλλαγές μέσα στο τμήμα ενεργοποίησης (activation segment), το 92%

από τις οποίες είναι η μετάλλαξη V600E (T-A αλλαγή στο νουκλεοτίδιο 1799). Η

μετάλλαξη αυτή παλαιότερα ονομαζόταν Τ1796Α βασιζόμενη στη νουκλεοτιδική

αλληλουχία ΝΜ_004333 του NCBI GenBank, το οποίο είχε παραλείψει ένα

κωδικόνιο στο εξόνιο 1 του γονιδίου. Με τη νέα έκδοση (NCBI GenBank

nucleotide sequence NT_007914) αναγνωρίστηκε η μετάλλαξη V600E (T1799A).

H μεταλλαγμένη μορφή V600E έχει 12,5 φορές μεγαλύτερη δραστικότητα

κινάσης. Άλλες μεταλλαγές που εντοπίστηκαν μέσα στη θηλειά ενεργοποίησης

(activation loop) σε μικρότερη συχνότητα είναι οι V599D, L596V, L596R, G595R

και F594L. Έντεκα τις εκατό των μεταλλαγών εντοπίζονται στα αμινοξέα γλυκίνης

του μοτίβου GXGXXG στο G loop στην ATP-binding περιοχή της δομής κινάσης,

επηρεάζοντας τα αμινοξέα G463, G465 και G468 (Εικόνα 3.3). Άλλες
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μεταλλαγές που αναγνωρίστηκαν έξω από αυτές τις περιοχές είναι οι: E585K,

R681Q, I1325T και A727V.

Μία πρόσφατη μελέτη εκτίμησε το χρόνο εμφάνισης των BRAF μεταλλαγών

στο κακόηθες μελάνωμα και έδειξε ότι οι V600E μεταλλαγές ανευρίσκονται στο

82% των πρωτοπαθών μελανωμάτων και στο 82% των σπίλων (Pollock, Harper

et al. 2003). Σε μία άλλη μελέτη με όγκους παχέος εντέρου οι Rajagopalan et al.

(Rajagopalan, Bardelli et al. 2002) εντόπισαν BRAF μεταλλαγές σε 32/330 (10%)

δείγματα. Είκοσι οκτώ από αυτά τα 32 δείγματα περιείχαν την μεταλλαγή V600E

κι ένα άλλο περιείχε μια μετάλλαξη στο activation loop, στο αμινοξύ K601E. Οι

υπόλοιπες μεταλλαγές αφορούσαν την G463E που υπάρχει μέσα στο G loop και

δυο άλλες που είναι έξω από αυτό, αλλά σε γειτνίαση με το G loop στα R461I και

I462S. Στη μελέτη των Yuen et al. (Yuen, Davies et al. 2002) οι BRAF

μεταλλαγές εντοπίστηκαν σε 16/389 (4%) δείγματα καρκίνου παχέος εντέρου, τα

μισά από τα οποία ήταν μεταλλαγές V600E. Πέντε από τις μεταλλαγές ήταν

επίσης μέσα στο activation segment και δυο μέσα στο G loop. Σε μία μελέτη 179

μη-μικροκυτταρικών καρκίνων του πνεύμονα οι BRAF μεταλλάξεις εντοπίστηκαν

σε 5 ασθενείς (3%), από τους οποίους μόνο ένας περιείχε την V600E μετάλλαξη

(Brose, Volpe et al. 2002). Επίσης εντοπίστηκαν μια μεταλλαγή στο activation

segment στο L596R και μια στο G loop στο G465V σε 2/127 (1.5%)

αδενοκαρκινώματα του πνεύμονα (Naoki, Chen et al. 2002). Καθώς η αλληλουχία

του γονιδίου BRAF διαβάζεται σε όλο και περισσότερα δείγματα καρκίνου, είναι

πιθανό να αναγνωριστούν στο μέλλον BRAF μεταλλάξεις σε ένα μεγαλύτερο

αριθμό καρκίνων.

Λιγότερο από 1% των εξεργασιών με BRAF μεταλλαγές έχουν ταυτόχρονες

RAS μεταλλαγές και από το 1% που έχουν μεταλλαγές και στα δύο γονίδια, οι

μεταλλάξεις στο BRAF είναι σχεδόν αποκλειστικά μη-V600E (Davies, Bignell et al.

2002; Rajagopalan, Bardelli et al. 2002; Yuen, Davies et al. 2002). Παρ’ όλα

αυτά, οι καρκινικοί τύποι με BRAF μεταλλάξεις είναι παρόμοιοι με αυτούς που

φέρουν RAS μεταλλαγές και στους όγκους παχέος εντέρου, αμφότερα τα γονίδια

είναι μεταλλαγμένα σε υψηλή συχνότητα στους ίδιους τύπους των προ-κακοήθων

βλαβών με ανεπάρκεια στην επιδιόρθωση των λανθασμένων ζευγών βάσεων και

στο ίδιο στάδιο της μετάβασης από αδένωμα σε καρκίνωμα (Rajagopalan,

Bardelli et al. 2002; Yuen, Davies et al. 2002). Βάσει αυτών των

αποτελεσμάτων, προτάθηκε ότι τα γονίδια BRAF και ΚRAS είναι ισοδύναμα ως

προς τις ογκογονικές τους δράσεις (Davies, Bignell et al. 2002; Yuen, Davies et
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al. 2002). Οι ογκογόνες RAS μεταλλάξεις και η BRAF V600E μεταλλαγή

προκαλούν τη συνεχή ενεργοποίηση της ERK μόλις εκφραστούν σε ιστική

κυτταροκαλλιέργεια cDNAs, τα οποία κωδικοποιούν τις μεταλλαγμένες εκδοχές.

Αυτή η παρατήρηση αποτέλεσε στοιχείο ότι και τα δύο ογκογονίδια συνδέονται,

μέσω απορύθμισης της ενεργότητας της ERK, με την ανάπτυξη ανθρώπινων

όγκων (Mercer and Pritchard 2003).

Οι Wan et al. (Wan, Garnett et al. 2004) βρήκαν ότι σχεδόν όλες οι

μεταλλαγμένες μορφές της BRAF (>80%) εντοπίζονται είτε εντός του P loop,

είτε εντός του activation segment, μέσα στο μοτίβο DGF ή δίπλα σε αυτό

(Εικόνα 3.3). Κατόπιν ταξινόμησαν τις μεταλλαγμένες μορφές της BRAF σε

ομάδες υψηλής, ενδιάμεσης ή ελαττωμένης ενεργότητας, ανάλογα με την

ικανότητα τους να διεγείρουν in vitro την ενεργότητα κινάσης της BRAF. Η

ομάδα υψηλής ενεργότητας υπερέβαινε την ενεργότητα της wild type BRAF 100

έως 700 φορές, με την μεταλλαγή V600E να είναι ενεργοποιημένη κατά 460

φορές. Η ομάδα ενδιάμεσης ενεργότητας εμφάνιζε έως 10-πλάσια ενεργότητα

ενώ η ομάδα ελαττωμένης ενεργότητας ήταν λιγότερο ενεργή από την BRAF.

Eικόνα 3.3. Ενεργοποίηση της B-Raf μέσω μετάλλαξης. Οι B-Raf μεταλλαγές

συγκεντρώνονται στο P loop και το activation loop. Οι βρόγχοι αυτοί

αλληλεπιδρούν μέσω μιας υδρόφοβης επιφάνειας (μπλε σκιά)

συμπεριλαμβανομένης μιας σημαντικής επαφής ανάμεσα στα F467 και V599

(πλέον F468 και V600). Υποδεικνύονται οι ενεργείς φωσφορυλιώσεις στα Τ598

και S601. Οι μεταλλάξεις που αναλύθηκαν από τους Wan et al. είναι
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κωδικοποιημένες με χρώματα (κόκκινο χαμηλής ενεργότητας, πορτοκαλί

ενδιάμεσης ενεργότητας, πράσινο υψηλής ενεργότητας).

Το εκπληκτικό ήταν ότι αυτή η μεγάλη ποικιλία σε ενεργότητες

μεταλλαγμένων μορφών BRAF κινάσης δεν μεταφραζόταν σε διαφορετικές

ενεργότητες της ERK. Οι υψηλής και ενδιάμεσης ενεργότητας μεταλλαγμένες

μορφές αύξαναν την ενεργότητα της ERK μόνο κατά 2 έως 4,6 φορές. Πώς όμως

αυτό το μεγάλο εύρος των BRAF ενεργοτήτων ρυθμίζεται σε ένα τόσο μικρό

εύρος ενεργοτήτων ERK; Προφανώς η εξήγηση βρίσκεται στην ύπαρξη

ρυθμιστικών διόδων που ελέγχουν τη ροή του σήματος από την RAF προς τις

ΜΕΚ και ERK. Υποψήφιες πρωτεΐνες είναι οι KSR (Kinase suppressor of Ras) και

RKIP (Raf-1 Kinase Inhibitory Protein). Το ενδιαφέρον ήταν ότι  τρείς από τις

τέσσερις ελαττωμένης ενεργότητας μεταλλαγμένες BRAF κινάσες μπορούσαν

επίσης να επάγουν την ενεργοποίηση της ERK (Εικόνα 3.3). Οι Wan et al. (Wan,

Garnett et al. 2004) έδειξαν ότι αυτό οφείλεται στην ενεργοποίηση της RAF-1

από τις σχετικές BRAF πρωτεΐνες. Οι υψηλής και ενδιάμεσης ενεργότητας

μεταλλαγμένες μορφές BRAF ενεργοποιούσαν επίσης την RAF-1, αλλά σε

αντίθεση με τις χαμηλής ενεργότητας μεταλλαγμένες BRAF δεν βασίζονταν στην

RAF-1 για τη διέγερση της ERK.

3.5. Ρύθμιση της ενεργότητας της RAF Κινάσης

3.5.1. Σύνδεση με την Ras

H Ras αλληλεπιδρά με δύο περιοχές του αμινοτελικού άκρου της Raf-1: την

RBD (Ras binding domain) και την CRD (cysteine-rich domain) (Brtva, Drugan et

al. 1995). Η πιο ισχυρή αλληλεπίδραση είναι ανάμεσα στη Ras-GTP και την RBD

η οποία αποδείχθηκε ότι δεν επαρκεί για να ενεργοποιήσει την Raf-1 κινάση αλλά

δρα με το να επάγει την μεταφορά της στην κυτταροπλασματική μεμβράνη, όπου

ενεργοποιείται από φωσφορυλιώσεις (Chuang, Barnard et al. 1994; Stokoe,

Macdonald et al. 1994;).

Η ρύθμιση της BRAF από την RAS έχει μελετηθεί λίγο σε σχέση με την

RAF-1. Τα αλληλεπιδρώντα αμινοξέα στο μεσοδιάστημα των RAS/RAF είναι

πανομοιότυπα για τις BRAF και RAF-1, οι οποίες προσδένονται εξίσου καλά με

την Ha-RAS in vitro (Ghosh and Bell 1994; Okada, Hu et al. 1999). Το ελεύθερο

κυτταροπλασματικής μεμβράνης σύμπλοκο των πρωτεϊνών BRAF και 14-3-3
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μπορεί να ενεργοποιηθεί in vitro από την ανασυνδιασμένη RAS (Yamamori,

Kuroda et al. 1995). Αυτό έρχεται σε πλήρη αντίθεση με τις RAF-1 και A-RAF, οι

οποίες για να ενεργοποιηθούν πλήρως απαιτούν φωσφορυλιώσεις σερίνης και

τυροσίνης στην κυτταροπλασματική μεμβράνη και δεν μπορούν να

ενεργοποιηθούν μόνο από την RAS in vitro (Marais, Light et al. 1997).

3.5.2. Φωσφορυλίωση και ενεργοποίηση

Πρόσφατα προτάθηκε ένα μοντέλο για την ενεργοποίηση της Raf-1 από

τους Dhillon et al. (Dhillon, Meikle et al. 2002) το οποίο όμως δεν μπορεί να

εφαρμοστεί πλήρως στη B-Raf καθώς υπάρχουν σημαντικές διαφορές στο τρόπο

ρύθμισής τους. Στα μη διεγερμένα κύτταρα, η B-Raf διατηρείται στο

κυτταρόπλασμα ως σύμπλοκο με την 14-3-3. Όπως και με την Raf-1, είναι

πιθανό η 14-3-3 να προσδένεται με την B-Raf στα phospho-S364 και phospho-

S728. Σε αντίθεση όμως με την Raf-1, η B-Raf στο κυτταρόπλασμα έχει ανοιχτή

διαμόρφωση εξαιτίας της παρουσίας των phospho-S445, D448 καθώς επίσης και

πιθανών αμινοξέων που κωδικοποιούνται από το εξόνιο 10a. Κατόπιν διέγερσης

και δημιουργίας του Ras-GTP, η B-raf προσδένεται στην Ras και μετατοπίζεται

στη κυτταροπλασματική μεμβράνη. Όπως και στη Raf-1, η φωσφατάση PP2A

απομακρύνει τη φωσφορική ομάδα από τη S364. Στη συνέχεια ενεργείς κινάσες

φωσφορυλιώνουν τα αμινοξέα S601 και T598 οδηγώντας σε πλήρη ενεργοποίηση

της B-Raf. Η απενεργοποίηση των Raf-1 και B-Raf πραγματοποιείται μέσω

φωσφορυλιώσεων και αποφωσφορυλιώσεων με επακόλουθη πρόσδεση της 14-3-

3 (Εικόνα 3.4). Η σερίνη 445 είναι συνεχώς φωσφορυλιωμένη στη B-Raf και

αυτή η φωσφορυλίωση σε συνδυασμό με το ασπαρτικό οξύ στην θέση 448

(ισοδύναμο της τυροσίνης 341 της Raf-1) πιστεύεται πως συμβάλλει στην υψηλή

ενεργότητα κινάσης της B-Raf, η οποία είναι 15-20 φορές υψηλότερη της Raf-1

(Mason, Springer et al. 1999).
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Εικόνα 3.4. Μοντέλο για την ενεργοποίηση της B-Raf

3.5.3. Ενεργοποίηση ΜΕΚ1/2

Οι ΜΕΚ1/2 είναι τα μοναδικά αποδεκτά καθοδικά υποστρώματα των τριών

πρωτεϊνών Raf (Kolch W 2000;). Οι ERK1/2 ενεργοποιούνται με φωσφορυλίωση

μιας τυροσίνης και μιας θρεονίνης στο ΤΕΥ μοτίβο του activation loop και αυτές

οι φωσφορυλιώσεις καταλύονται από τις MEK1/2 (Dent, Haser et al. 1992). H

MEK1 ενεργοποιείται με φωσφορυλίωση δύο καταλοίπων σερίνης στις θέσεις 218

και 222 του activation loop (Howe, Leevers et al. 1992; Yan and Templeton

1994; Papin, Eychene et al. 1995). Οι ΜΕΚ1/2 περιέχουν μια αλληλουχία

πλούσια σε προλίνες, η οποία θεωρείται απαραίτητη για την αναγνώριση και

ενεργοποίηση από τις πρωτεΐνες Raf. Η αλληλουχία αυτή δεν συναντάται σε

άλλες ΜΑPKKs και συνεπώς αποτελεί μια ειδική βάση για την σηματοδότηση των

MEK1/2 από τις πρωτεΐνες Raf (Catling, Schaeffer et al. 1995).

Ένα σημαντικό στοιχείο που προέκυψε από τις μελέτες ενεγοποίησης των

ΜΕΚ/ERK από τις πρωτεΐνες Raf, είναι ότι η B-Raf έχει μια πολύ μεγαλύτερη

ικανότητα να ενεργοποιεί αυτές τις καθοδικές κινάσες από ότι οι άλλες δύο

πρωτεΐνες Raf. Αυτό συμβαίνει σε πολλούς κυτταρικούς τύπους (ινοβλάστες,

νευρικά κύτταρα  λεμφοκύτταρα), ανεξάρτητα εάν η B-Raf εκφράζεται σε υψηλά
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επίπεδα ή όχι (Jaiswal, Moodie et al. 1994; Eychene, Dusanter-Fourt et al.

1995). Επίσης η B-Raf έχει μεγαλύτερη συγγένεια για το υπόστρωμά της από ότι

οι άλλες δύο πρωτεΐνες Raf. Μόλις υπερεκφραστούν σε ιστική

κυτταροκαλλιέργεια και ανοσοκατακρημνιστούν οι τρεις πρωτεΐνες Raf μπορούν

να φωσφορυλιώσουν και να ενεργοποιήσουν την ΜΕΚ, όμως η B-Raf έχει 50

φορές μεγαλύτερη ικανότητα έναντι της Raf-1 (Marais, Light et al. 1997).
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 4

Σκοπός της μελέτης

Σκοπός της παρούσας μελέτης ήταν η ανίχνευση της συχνότητας και η

προγνωστική αξία των σημειακών μεταλλάξεων των γονιδίων της οικογένειας

RAS σε άτομα με καρκίνο ουροδόχου κύστης. Δείγματα από ουροθηλιακό καρκίνο

και φυσιολογικό ουροθήλιο 30 ασθενών μελετήθηκαν με τις μεθόδους PCR/RFLP

(αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης / ανάλυση πολυμορφισμού μεγέθους

περιοριστικών θραυσμάτων) και DNA sequencing (αλληλούχιση DNA) για την

παρουσία μεταλλάξεων των γονιδίων RAS στα κωδικόνια 12 και 13.

Επιπλέον, με την τεχνική real time RT-PCR (αντίστροφη μεταγραφή -

αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης σε πραγματικό χρόνο) μελετήθηκε το

επίπεδο έκφρασης των ογκογονιδίων RAS στο επίπεδο του mRNA στον

ουροθηλιακό καρκίνο και συγκρίθηκε με τα αντίστοιχα επίπεδα έκφρασης στο

παρακείμενο φυσιολογικό ουροθήλιο.

Τέλος, διερευνήθηκε η συχνότητα των σημειακών μεταλλάξεων του

γονιδίου BRAF στα δείγματα νεοπλασματικού και φυσιολογικού ουροθηλίου των

παραπάνω ασθενών. Η μετάλλαξη V600E μελετήθηκε με τη μέθοδο PCR/RFLP

και τα εξόνια 11, 14 και 15 συμπεριλαμβανομένων των σημείων συνάντησης

ιντρονίων/εξoνίων υποβλήθηκαν σε αλληλούχιση DNA.
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 5

Υλικά και Μέθοδοι

5.1. Ασθενείς και μάρτυρες

Ζεύγη δειγμάτων ουροθηλιακού καρκίνου και παρακείμενου φυσιολογικού

ουροθηλίου από 30 ασθενείς με πρωτοεμφανιζόμενους όγκους ουροδόχου

κύστης που υποβλήθηκαν σε διουρηθρική αφαίρεση στο Ουρολογικό τμήμα του

Γ.Ν. «Ασκληπιείο» Βούλας, μελετήθηκαν προοπτικά για την παρουσία

μεταλλάξεων των K-, H- και Ν-RAS ογκογονιδίων με τη χρήση των μοριακών

τεχνικών PCR/RFLP και DNA sequencing. Ολοι οι ασθενείς ήταν προχωρημένης

ηλικίας (μέση ηλικία ± SD=72.2±10.6 έτη). Από τους 30 ασθενείς, οι 26 (87%)

ήταν ενεργοί ή πρώην καπνιστές ενώ οι 19 (63%) είχαν κάποιο βαθμό

επαγγελματικής έκθεσης σε παράγοντες κινδύνου που σχετίζονται με την

ανάπτυξη ουροθηλιακού καρκίνου (Πίνακας 5.1).

Ολοι οι όγκοι εξετάσθηκαν και ταξινομήθηκαν από τον ίδιο

παθολογοανατόμο. Η ιστολογική βαθμολόγηση πραγματοποιήθηκε με τις 1973

WHO και 2004 WHO/ISUP (International Society of Urological Pathology)

ταξινομήσεις (Lopez-Beltran and Montironi 2004). Το στάδιο του όγκου

εκτιμήθηκε με το σύστημα της 2002 American Joint Committee on Cancer

(Greene and Sobin 2008). Η Επιτροπή Δεοντολογίας του Πανεπιστημίου Κρήτης

είχε εγκρίνει την παρούσα μελέτη και όλοι οι ασθενείς είχαν δώσει γραπτώς τη

συγκατάθεσή τους. Κριτήρια εισαγωγής στη μελέτη ήταν πρωτοεμφανιζόμενοι

όγκοι ουροδόχου κύστης και η διαθεσιμότητα DNA από νεοπλασματικό και

φυσιολογικό ιστό για μοριακή ανάλυση. Κριτήρια αποκλεισμού αποτέλεσαν

ιστορικό προηγούμενου ουροθηλιακού όγκου και χημειοθεραπείας ή

ακτινοθεραπείας πριν τη χειρουργική αφαίρεση.

Τα δείγματα όγκων λήφθηκαν κατά τη διάρκεια της χειρουργικής εξαίρεσης

τους ενώ οι φυσιολογικοί ιστοί με ψυχρή βιοψία από 3 κυρίως θέσεις που

περιλάμβαναν το οπίσθιο τοίχωμα, το τρίγωνο και την παρακείμενη του όγκου

περιοχή. Τμήματα των εξαιρεθέντων φυσιολογικών ιστών στάλθηκαν για

παθολογοανατομική εξέταση. Τα δείγματα στη συνέχεια καταψύχθηκαν σε υγρό

άζωτο και διατηρήθηκαν στους -800C μέχρι την απομόνωση του DNA.
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Πίνακας 5.1. Κλινικοπαθολογικά χαρακτηριστικά ασθενών.

Αριθμός

Ασθενών

Σύνολο≠ 30

Φύλο

Ανδρες 27

Γυναίκες 3

Μέση Ηλικία 72.2 (44-86)

Κάπνισμα

Μη Καπνιστές 4

Πρώην Καπνιστές 8

Καπνιστές 18

Επαγγελματική

έκθεση*

Ναι 19

Όχι 11

Στάδιο

pTa 1

pT1 12

pT1a 4

pT1b 1

pT2 2

pT2a 1

pT2b 5

pT2+in situ 3

pT3a 1

WHO 1973 grade

I 0

IΙ 10

ΙΙΙ 20

WHO/ISUP 2004

grade

Χαμηλό 8

Υψηλό 22

≠ Συνολικά 30 δείγματα καρκίνου ουροδόχου κύστης και 30 παρακείμενου

φυσιολογικού ουροθηλίου. * Σε χημικές ουσίες, βαφές, πετρέλαιο, κλπ.

Oι ασθενείς με επιφανειακή νόσο υποβλήθηκαν σε περιοδική

παρακολούθηση με κυστεοσκοπικό έλεγχο και ενδοκυστική θεραπεία. Οι ασθενείς

με διηθητική νόσο σε ριζική κυστεοπροστατεκτομή με ή χωρίς επικουρική

χημειοθεραπεία. Σε μέσο χρόνο παρακολούθησης 24±3 μήνες, 8 ασθενείς

(26.6%) παρουσίασαν υποτροπή. Στους ασθενείς σταδίου Τα/Τ1 η συχνότητα
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υποτροπής ήταν 29.4% (5 από τους 17) σε σχέση με 23% (3 στους 13) των

ασθενών σταδίου Τ2-Τ3. Στους ασθενείς με επιφανειακή νόσο grade II και ΙΙΙ η

πιθανότητα προόδου ήταν 11.1% και 22.2% αντίστοιχα. Ολες οι υποτροπές

επιβεβαιώθηκαν με βιοψία.

5.2. Απομόνωση χρωμοσωμικού DNA από συμπαγείς ιστούς

To DNA απομονώθηκε σύμφωνα με γνωστά πρωτόκολλα απομόνωσης DNA

από συμπαγείς ιστούς. Ο ιστός τεμαχίστηκε και ομογενοποιήθηκε σε διάλυμα

λύσης (10mM EDTA, 10mM Tris pH 8.0, 150mM NaCl, 0.5% SDS). Στη συνέχεια,

ο ομογενοποιημένος ιστός μετά την προσθήκη πρωτεϊνάσης Κ σε τελική

συγκέντρωση που φτάνει τα 100μg/ml, επωάζεται σε θερμοκρασία 60°C.

Ακολουθεί η εκχύλιση των νουκλεϊκών οξέων (DNA και RNA) με

φαινόλη/χλωροφόρμιο και η αποδόμηση του RNA με RNάση (100μg/ml) για 1

ώρα στους 37°C. Το DNA κατακρημνίζεται με προσθήκη μισού όγκου οξικού

αμμωνίου (ή 1/20 όγκου NaCl 5Μ) και 2.5 όγκων απόλυτης αιθανόλης. Ακολουθεί

φυγοκέντρηση στους 4°C σε 13.000rpm και «ξέπλυμα» του κατακρημνισμένου

DNA με 70% αιθανόλη. Αφού απομακρυνθεί η αιθανόλη το DNA επαναιωρείται σε

ddH2O και διατηρείται σε θερμοκρασία 4°C. Η ποσότητα του DNA καθώς και η

καθαρότητά του υπολογίζεται μετά από φωτομέτρηση στα 260nm και στα 280nm

(Sambrook, Fritsch et al. 1989).

5.3. Αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης (PCR)

Το 1985 ο Mullis και οι συνεργάτες του ανέπτυξαν μια τεχνική in vitro

πολλαπλασιασμού του DNA (Saiki, Scharf et al. 1985). Η μέθοδος αυτή που είναι

γνωστή ως αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης (polymerase chain reaction, PCR)

επιτρέπει την επιλεκτική παραγωγή μεγάλων ποσοτήτων ενός συγκεκριμένου

τμήματος DNA που υπάρχει σε ένα σύνθετο μείγμα νουκλεϊκών οξέων, κατά τη

διάρκεια μίας απλής ενζυμικής αντίδρασης.

Στην ουσία η τεχνική αυτή εκμεταλλεύεται τον ημισυντηρητικό τρόπο

διπλασιασμού του DNA. Σε συνδυασμό με την ανακάλυψη θερμοανθεκτικών DNA

πολυμερασών επιτρέπει την εύκολη και γρήγορη παραγωγή αμιγών τμημάτων

DNA σε μεγάλες ποσότητες με ελάχιστο κόστος και χρόνο. Τα βασικά

χαρακτηριστικά γνωρίσματα της PCR αντίδρασης είναι: ευαισθησία,
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επιλεκτικότητα και ταχύτητα (Kawasaki and Erlich 1990; Wright and Wynford-

Thomas 1990; Arnheim and Erlich 1992; Larrick 1992).

Στα παραπάνω θα πρέπει να προστεθεί το γεγονός ότι η PCR απαιτεί

ελάχιστη ποσότητα αρχικού υλικού, η οποία δυνητικά μπορεί να φτάσει στο

επίπεδο του ενός μορίου. Το αρχικό υλικό DNA δεν είναι απαραίτητο να έχει την

υψηλή καθαρότητα και ακεραιότητα που απαιτούνται για άλλες τεχνικές ενώ οι

πηγές προέλευσής του δύνανται να ποικίλουν (νωπός ιστός, σωματικά υγρά,

μονιμοποιημένοι ιστοί κλπ.) (Wright and Wynford-Thomas 1990; Wang, Kumar et

al. 1994). Μοναδική προϋπόθεση είναι να υπάρχει τουλάχιστον ένα ακέραιο

τμήμα DNA, το οποίο να εμπεριέχει την περιοχή που αναζητείται για ενίσχυση.

5.3.1. Η βασική αρχή λειτουργίας της PCR

Στη βασική της μορφή η αντίδραση PCR είναι μια χημική παρά βιολογική

μέθοδος για τη δημιουργία πολλαπλών αντιγράφων ενός συγκεκριμένου

τμήματος DNA σε σχέση με άλλες αλληλουχίες νουκλεϊκών οξέων, οι οποίες

υπάρχουν στο μείγμα της αντίδρασης (Saiki, Scharf et al. 1985; Arnheim and

Erlich 1992). Για τον πολλαπλασιασμό ενός τμήματος DNA ή cDNA μετά από

αντίστροφη μεταγραφή μίας αλληλουχίας RNA, απαιτείται η γνώση της

νουκλεοτιδικής αλληλουχίας σε μικρή έκταση γύρω από το τμήμα που αποτελεί

το στόχο για ενίσχυση. Η γνώση της αλληλουχίας των νουκλεοτιδίων στην

περιοχή στόχο αποτελεί τη βάση για το σχεδιασμό και κατασκευή δύο

συνθετικών ολιγονουκλεοτιδικών αλυσίδων, οι οποίες χρησιμεύουν ως εκκινητές

(primers) στην αντίδραση πολυμερισμού. Το μήκος (συνήθως 20-30 βάσεις) και

η αλληλουχία των εκκινητών εξασφαλίζει στατιστικά ότι οι εκκινητές έχουν

ελάχιστη πιθανότητα υβριδισμού με άλλες περιοχές του γονιδιώματος, εκτός από

εκείνες που έχουν καθοριστεί γύρω από το επιλεγμένο τμήμα DNA.

Η αντίδραση PCR εκτελείται με την επανάληψη θερμικών κύκλων που

αποτελούνται από αυστηρά επιλεγμένα και καθορισμένα στάδια. Ο κάθε κύκλος

αρχίζει με ισχυρή θερμική αποδιάταξη (95°C), η οποία καθιστά το δίκλωνο DNA

μονόκλωνο. Στη συνέχεια ακολουθεί ένα στάδιο με χαμηλότερη θερμοκρασία

(50-65°C), κατά το οποίο οι εκκινητές υβριδοποιούνται με τις συμπληρωματικές

τους περιοχές στους αντίστοιχους μονούς κλώνους DNA. Κάθε εκκινητής

υβριδοποιείται με τον συμπληρωματικό του κλώνο αντίστοιχα, έχοντας το 3’ -ΟΗ

άκρο του στραμμένο το ένα προς το άλλο. Τελικά κάθε εκκινητής επεκτείνεται με
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πολυμερισμό κατά μήκος του τμήματος DNA από μια θερμοανθεκτική DNA

πολυμεράση σε τελική θερμοκρασία 72°C. Οι κύκλοι των τριών φάσεων

επαναλαμβάνονται αρκετές φορές μέχρι να συσσωρευτεί ικανοποιητική ποσότητα

προϊόντων PCR. Το προϊόν PCR που παράγεται από μία επιτυχημένη αντίδραση,

αποτελείται εξ’ ολοκλήρου από μόρια τμημάτων DNA με μήκος ίσο με το

άθροισμα του μήκους των δύο ολιγονουκλεοτιδίων και το μήκος του τμήματος

DNA το οποίο παρεμβάλλεται μεταξύ των θέσεων των δύο εκκινητών. Η επιτυχία

της PCR αντίδρασης εξαρτάται από τα ακόλουθα στοιχεία :

1. Σχεδιασμό κατάλληλων εκκινητών

Η ειδικότητα της PCR αντίδρασης ως προς την αλληλουχία που πρόκειται

να ενισχυθεί εξαρτάται από τους εκκινητές. Στατιστικά, έχει βρεθεί ότι όταν μία

αλληλουχία DNA έχει μήκος τουλάχιστον 20 bp, τότε είναι μοναδική στο

γονιδίωμα και κατά συνέπεια για να επιτευχθεί ειδική ενίσχυση αλληλουχιών

πρέπει οι εκκινητές να είναι τουλάχιστον 20-μερή. Προτιμούνται εκκινητές που α)

έχουν περιεκτικότητα σε γουανίνη και κυτοσίνη παρόμοια με το τμήμα DNA που

θα ενισχυθεί, β) δεν έχουν σημαντική δευτεροταγή δομή ούτε αλληλεπικάλυψη

ειδικά στο 3΄άκρο, γ) δεν έχουν εκτάσεις από πολυπουρίνες ή πολυπυριμιδίνες

και δ) το ζεύγος των εκκινητών δεν εμφανίζει συμπληρωματικότητα και δεν

σχηματίζει διμερή (primer dimers) με αποτέλεσμα την παραγωγή μη ειδικών

προϊόντων.

2. Θερμοκρασία υβριδοποίησης εκκινητών(annealing temperature)

Η θερμοκρασία υβριδισμού ποικίλλει ανάλογα με το μήκος και τη σύσταση

των εκκινητών σε βάσεις GC και το είδος του υποστρώματος DNA. Ως ιδανική

θερμοκρασία υβριδισμού Ta θεωρείται αυτή που το 50% των μορίων είναι

αποδιατεταγμένο. Υψηλές θερμοκρασίες επιτυγχάνουν περισσότερο εξειδικευμένο

υβριδισμό, χαμηλής όμως απόδοσης. Η επιλογή χαμηλότερης θερμοκρασίας

αυξάνει την απόδοση σε βάρος της ειδικότητας, με αποτέλεσμα τον κίνδυνο

δημιουργίας παραπροϊόντων της PCR.

3. Συγκέντρωση δεοξυριβονουκλεοτιδίων(dNTPs) και ιόντων Mg++

Τα ιόντα Mg++ είναι μεταλλικός συμπαράγοντας της Taq πολυμεράσης και η

μεν περίσσεια τους μπορεί να οδηγήσει σε αύξηση του μη ειδικού προϊόντος

λόγω αύξησης της ενεργότητας της πολυμεράσης, η δε έλλειψή τους οδηγεί σε
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μειωμένη απόδοση προϊόντος. Με δεδομένο ζεύγος εκκινητών, συνήθως η

κανονικοποίηση των συνθηκών σε μία αντίδραση PCR, περιλαμβάνει πειράματα

όπου σταδιακά μεταβάλλονται ανεξάρτητα μεταξύ τους η θερμοκρασία

αναδιάταξης και η συγκέντρωση ιόντων Mg++.

4. Επιλογή αριθμού κύκλων

Συνήθως ο βέλτιστος αριθμός κύκλων είναι 25-30 και προσδιορίζεται

πειραματικά με βάση την καλύτερη δυνατή απόδοση προϊόντος με το λιγότερο

μη ειδικό προϊόν. Μετά από έναν αριθμό κύκλων η αντίδραση φτάνει σε μία

στατική φάση (plateau), κατά την οποία νέα αύξηση του αριθμού των κύκλων

δεν οδηγεί σε αύξηση της απόδοσης. Για την ποσοτικοποίηση των

αποτελεσμάτων της PCR απαραίτητη προϋπόθεση είναι να τερματίσει η

αντίδραση ενώ ακόμα βρίσκεται στην εκθετική της φάση. Με τον τρόπο αυτό

μπορεί να γίνει γραμμική αντιστοίχιση της τελικής ποσότητας προϊόντος στην

αρχική ποσότητα υποστρώματος. Συνήθως επιτελούνται προκαταρκτικά

πειράματα με διαδοχικές αραιώσεις αρχικού υποστρώματος (δημιουργία

πρότυπης καμπύλης), ώστε να βρεθούν οι συνθήκες εκείνες όπου 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 αυτές της αλληλουχίας-στόχου

(Siebert and Larrick 1992). Με τον τρόπο αυτό επιτελείται συναγωνισμός

ανάμεσα στις δύο αλληλουχίες που συνενισχύονται, οπότε η αφθονία των

αρχικών αντιγράφων της αλληλουχίας στόχου εκφράζεται σαν ο λόγος της ως

προς την ένταση της ζώνης που αντιστοιχεί στο συναγωνιστή.

5. Παρουσία ενισχυτών και αναστολέων

Αναστολείς μπορεί να υπάρχουν είτε στα βιολογικά δείγματα είτε στα

χημικά αντιδραστήρια. Παράδειγμα αναστολέων είναι τα ιοντικά

επιφανειοδραστικά όπως το SDS. Ουσίες-ενισχυτές της αντίδρασης αποτελούν το

φορμαμίδιο (5%), πολυαιθανογλυκόλη (PEG) (5-15%) κ.α.

Η μέση απόδοση μιας σειράς κύκλων PCR δύναται να περιγραφεί με την

ακόλουθη εξίσωση: Ν=n(1+e)c, όπου Ν συμβολίζει την τελική ποσότητα του

προϊόντος, n συμβολίζει την αρχική ποσότητα του υποστρώματος, e συμβολίζει

την απόδοση της αντίδρασης και c συμβολίζει τον αριθμό των κύκλων PCR.

Επειδή τα προϊόντα κάθε κύκλου προστίθενται σαν υπόστρωμα για τον επόμενο
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κύκλο, η συσσώρευση του προϊόντος PCR γίνεται με εκθετικό τρόπο, οπότε

μπορεί να εκτιμηθεί και η απόδοση της ενίσχυσης. Όταν όμως η συγκέντρωση

προϊόντος προσεγγίσει την 10-7 Μ, τότε παύει πλέον η παραγωγή και η αντίδραση

μπαίνει σε φάση κορεσμού (Saiki, Scharf et al. 1985; Arnheim and Erlich 1992).

Η χρήση θερμοανθεκτικών πολυμερασών και η κατασκευή θερμικών

κυκλοποιητών έδωσε τη δυνατότητα αυτοματοποίησης και ταυτόχρονης

ανάπτυξης πολλαπλών δειγμάτων σε σύντομο χρόνο και με ελάχιστο κόστος.

5.3.2. Συνθήκες αντιδράσεων PCR και εκκινητές

Μισό έως 2 μg του εκχυλίσματος DNA από κάθε δείγμα υποβλήθηκε σε

ενζυμική ενίσχυση σε τελικό όγκο 50 μl. Η αντίδραση περιλάμβανε 5 μl

ρυθμιστικού διαλύματος της πολυμεράσης, 150 μΜ από κάθε dNTP, 0.5 μM από

κάθε εκκινητή, Mg++ σε τελική συγκέντρωση 2-3 mM και 1.25 U πολυμεράσης.

Το μίγμα αρχικά επωάστηκε για 1 min στους 95°C και ακολούθησαν 35 κύκλοι

ενίσχυσης οι οποίοι περιλάμβαναν αποδιάταξη στους 95˚C για 30 sec, υβριδισμό

για 30 sec στην κατάλληλη για κάθε ζεύγος εκκινητών θερμοκρασία, και

επιμήκυνση στους 72˚C για 30 sec. (Πίνακες 5.2-5.3). Για την εκτίμηση των

αποτελεσμάτων της PCR χρησιμοποιήθηκε πήκτωμα αγαρόζης 2%.
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Πίνακας 5.2. Αλληλουχίες των εκκινητών που χρησιμοποιήθηκαν για την

ενίσχυση του γενωμικού DNA, θερμοκρασία υβριδισμού του κάθε ζεύγους,

μέγεθος του PCR προϊόντος και των προϊόντων πέψης.

Γονίδιο Eκκινητές Θερμοκρασία

υβριδισμού-

Ta (°C)

PCR

προϊόν

(bp)

RFLP

προϊόντα

(bp)

K-RAS 5’-

ACTGAATATAAACTTGTGGTAGTT

GGACCT-3’ (S)

5’-TCAAAGAATGGTCCTGGACC-3’

(A)

58 157 113/29/15

(wt)

142

(mut)

H-RAS 5’-GAGACCCTGTAGGAGGACCC-3’

(S)

5’-GGGTGCTGAGACGAGGGACT-

3’(A)

62 312 236/55/21

(wt)

291

(mut)

N-RAS 5’-AACTGGTGGTGGTTGGACCA-3’

(S)

5’-

ATATTCATCTACAAAGTGGTCCTGG

A-3’ (A)

57 83 41/23/19

(wt)

60

(mut)

BRAF

exon15

5’-ATCTACTGTTTTCCTTTACTT-3’

(S)

5’-TAGTAACTCAGCAGCATCT-3’

(A)

51 216

β2-

microgl

obulin

5’-TCCAACATCAACATCTTGGA-3’

(S)

5’-TCCCCCAAATTCTAAGCAGA-3’

(A)

56 122
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Πίνακας 5.3. Συνθήκες αντίδρασης PCR και εκκινητής αλληλούχισης του εξονίου

15 του γονιδίου BRAF. Ο εκκινητής βρισκόταν στο-γειτονικό του κωδικού

εξονίου- ιντρόνιο του γονιδίου BRAF, με σκοπό να συμπεριληφθούν στο

ενισχυμένο προϊόν οι αλληλουχίες από το όριο ιντρονίου/εξονίου καθώς επίσης

και τα τελικά ίχνη της αλληλούχισης. Η PCR της αλληλούχισης είχε 25 κύκλους

επανάληψης. Η αλληλούχιση των γονιδίων RAS έγινε με τη χρήση των ίδιων

εκκινητών (Sense και Αntisense) που χρησιμοποιήθηκαν στην PCR.

Γονίδιο Eκκινητής PCR προφίλ

96°C για 30 sec

(αποδιάταξη)

54°C για 10 sec

(υβριδοποίηση)

60C για 4 min

(επέκταση)

BRAF exon15

(seqDNA)

5’-CCCTGAGATGCTGCTGAGTT-3’

5.4. Ηλεκτροφόρηση του DNA και των προϊόντων PCR σε πήκτωμα αγαρόζης

Η τελική συγκέντρωση αγαρόζης στο πήκτωμα αποφασίζεται ανάλογα με τη

ζητούμενη διακριτική ικανότητα του συγκεκριμένου πηκτώματος (Sambrook

1989). Η επιθυμητή ποσότητα αγαρόζης διαλύεται σε διάλυμα 0.5xΤΒΕ και

θερμαίνεται σε φούρνο μικροκυμάτων για 5 min περίπου. Αφήνεται να κρυώσει

έως τους 60°C, οπότε προστίθεται βρωμιούχο αιθίδιο (EtBr) σε τελική

συγκέντρωση 0.5 μg/ml. Αφού στερεοποιηθεί το πήκτωμα αφαιρείται η «κτένα»

που δημιουργεί τα «πηγαδάκια» για το φόρτωμα των προϊόντων PCR ή του DNA

και το πήκτωμα εμβαπτίζεται σε συσκευή ηλεκτροφόρησης που περιέχει 0.5xΤΒΕ.

Τα δείγματα φορτώνονται στα πηγάδια αφού αναμιχθούν με 1/10 του όγκου

διαλύματος φόρτωσης (loading buffer) και εφαρμόζεται ηλεκτρική τάση. Οι

ζώνες του DNA γίνονται ορατές αν εκτεθεί το πήκτωμα σε υπεριώδη ακτινοβολία.

5.5. Ανάλυση πολυμορφισμού μεγέθους περιοριστικών θραυσμάτων (RFLP)

Η τεχνική της ανάλυσης πολυμορφισμού μεγέθους περιοριστικών

θραυσμάτων (restriction fragment length polymorphism ή RFLP) στηρίζεται στη

χρήση των περιοριστικών ενδονουκλεασών. Αυτές είναι ένζυμα που το κάθε ένα
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αναγνωρίζει μια συγκεκριμένη αλληλουχία βάσεων στο DNA και με επώαση σε

κατάλληλη θερμοκρασία κόβει το DNA σε συγκεκριμένη θέση. Στη χρήση αυτής

της μεθόδου στηρίζεται η ανίχνευση των σημειακών μεταλλάξεων. Τα ένζυμα και

οι συνθήκες που χρησιμοποιήθηκαν ανάλογα με το γονίδιο που επρόκειτο να

ενισχυθεί έχουν ως εξής:

K-RAS : για την εύρεση σημειακών μεταλλάξεων στο κωδικόνιο 12 του K-

RAS έγινε εισαγωγή μίας μη ομόλογης βάσης (mismatch) στους εκκινητές με

αποτέλεσμα τη δημιουργία δύο θέσεων αναγνώρισης της περιoριστικής

ενδονουκλεάσης BstN I, από τις οποίες η μία περιλαμβάνει το κωδικόνιο 12 ενώ

η άλλη λειτουργεί ως «μάρτυρας». Με αυτό τον τρόπο αποφεύγεται η

λανθασμένη εκτίμηση μίας ατελούς πέψης και η εύρεση ψευδών μεταλλάξεων.

Αυτό έγινε γιατί δεν υπάρχουν ενδογενώς θέσεις αναγνώρισης από άλλες

ενδονουκλεάσες που να περιλαμβάνουν το κωδικόνιο 12, με αποτέλεσμα να

πρέπει να δημιουργηθούν τεχνητά. Ο εκκινητής που βρίσκεται στο 5’ άκρο (Κ5’ )

έχει ενσωματωμένο ένα κατάλοιπο C αντί για G στην πρώτη θέση του κωδικονίου

11, δημιουργώντας έτσι μια θέση αναγνώρισης για το BstN I (CCTGG), η οποία

περιλαμβάνει τα δύο πρώτα νουκλεοτίδια του κωδικονίου 12 (GGT). Σημειακή

μετάλλαξη σε μία από τις δύο αυτές θέσεις καταστρέφει τη θέση αναγνώρισης

του BstN I ενώ σημειακή μετάλλαξη στο τρίτο νουκλεοτίδιο, το οποίο δεν

ελέγχεται με το συγκεκριμένο ένζυμο, είναι «παρανοηματική» μετάλλαξη (non

sense mutation). Αυτό συμβαίνει γιατί τα κωδικόνια: GGA, GGC, GGT και GGG

κωδικοποιούν όλα για το αμινοξύ γλυκίνη (Gly). Μέρος των προϊόντων PCR (10-

40 μl) υφίσταται πέψη με 30 U BstN I στους 60°C για 16 ώρες, οπότε

προκύπτουν διαφορετικού μήκους τμήματα DNA για το φυσιολογικό και το

μεταλλαγμένο γονίδιο. Τα προϊόντα της πέψης αναλύονται σε πήκτωμα αγαρόζης

3%.

H-RAS : για την εύρεση σημειακών μεταλλάξεων στο κωδικόνιο 12 του H-

RAS δεν χρειάζεται εισαγωγή μη ομόλογων βάσεων (mismatch) στους εκκινητές,

αφού υπάρχουν ενδογενώς δύο θέσεις αναγνώρισης (CCGG) για την περιοριστική

ενδονουκλεάση Msp I στο προϊόν της PCR που παράγεται με τους

συγκεκριμένους εκκινητές. Η πρώτη θέση που εντοπίζεται στο τέλος του

εκκινητή στο 5’ άκρο (Η5’), βρίσκεται στο εσόνιο μεταξύ των εξονίων Φ και 1 και

χρησιμεύει σαν θέση ελέγχου της πέψης με την Msp I. Η δεύτερη θέση που

περιέχει τα δύο πρώτα νουκλεοτίδια του κωδικονίου 12 είναι πολυμορφική για

μεταλλάξεις του H-RAS για μία από τις δύο πρώτες θέσεις του κωδικονίου 12.
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Ένα μέρος των προϊόντων PCR (10-40 μl) υφίσταται πέψη με 30 U της

περιοριστικής ενδονουκλεάσης Msp I στους 37°C για 16 ώρες. Τα προϊόντα της

πέψης αναλύονται σε πήκτωμα αγαρόζης 3%.

N-RAS : για την εύρεση σημειακών μεταλλάξεων για το N-RAS η διαδικασία

είναι αντίστοιχη αυτής του K-RAS. Στην περίπτωση του N-RAS και οι δύο

εκκινητές περιέχουν μία μη ομόλογη βάση (mismatch). Για τον εκκινητή N12s

αυτή είναι το τρίτο νουκλεοτίδιο από το 3’ άκρο (C αντί για G) που δημιουργεί

την πρώτη θέση αναγνώρισης της περιοριστικής ενδονουκλεάσης BstN I

(CC(T/A)GG). Οι δύο τελευταίες θέσεις αναγνώρισης της περιοριστικής

ενδονουκλεάσης αποτελούνται από τα δύο πρώτα νουκλεοτίδια του κωδικονίου

12 (GG), που μετάλλαξη τους αποτελεί «hot spot» και που ελέγχονται με το BstN

I, ενώ η τρίτη θέση του κωδικονίου που δεν μπορεί να ελεγχθεί με το BstN I

είναι non sense μετάλλαξη, αντίστοιχα με το K-RAS. Η δεύτερη θέση μη

ομόλογης βάσης είναι το έκτο νουκλεοτίδιο από το 3’ άκρο του N12a εκκινητή (C

αντί για T) και αυτό αποτελεί μέρος της θέσης μάρτυρα για την BstN I, αφού

ολόκληρη η θέση αναγνώρισης βρίσκεται μέσα στον εκκινητή Ν12α. Έτσι μέρος

(10-40 μl) του προϊόντος PCR υφίστανται πέψη με 30 U της BstN I στους 60°C

για 16 ώρες. Η ανάλυση των προϊόντων RFLP έγινε σε 3% γέλη αγαρόζης και

φωτογραφήθηκε υπό ακτινοβολία UV. Ως θετικοί μάρτυρες χρησιμοποιήθηκαν

DNA από την κυτταρική σειρά SW480 που φέρει μια ομόζυγη μετάλλαξη στο

κωδικόνιο 12 του K-RAS και DNA από την κυτταρική σειρά EJ, η οποία είναι

μεταλλαγμένη στο ίδιο κωδικόνιο του γονιδίου H-RAS.

B-RAF : 10 μl του προιόντος ενίσχυσης υποβλήθηκε σε πέψη για 16 ώρες

στους 650C με 10 U του περιοριστικού ενζύμου TspR I σε 30μΙ όγκο αντίδρασης.

Η περιοριστική ενδονουκλεάση TspR I (NNCAC/GTGNN) χρησιμοποιείται επειδή η

μεταλλαγή T1799A καταργεί αυτό το σημείο περιορισμού, το οποίο είναι παρόν

στην αγρίου τύπου αλληλουχία. Ως αρνητικός μάρτυρας χρησιμοποιήθηκε η ίδια

αντίδραση αφού αντικαταστάθηκε το ένζυμο με απιονισμένο νερό. Τα προιόντα

της πέψης αναλύθηκαν σε πήκτωμα αγαρόζης 3% και φωτογραφήθηκαν υπό

ακτινοβολία UV.

5.6. Aμεση αλληλούχιση DNA (direct sequencing)

Η άμεση αλληλούχιση έγινε με τη μέθοδο των διδεοξυ-τριφωσφορικών

νουκλεοτιδίων (ddNTPs), τα οποία έχουν ένα Η στον 3’ άνθρακα του σακχάρου
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ριβόζης, αντί για τη φυσιολογική ομάδα ΟΗ που εντοπίζεται στα τριφωσφορικά

δεοξυνουκλεοτίδια (dNTPs) (Μέθοδος του Sanger). Τα διδεοξυνουκλεοτίδια

διακόπτουν την PCR αντίδραση. Σε μία αντίδραση, εάν προστεθεί ένα

διδεοξυνουκλεοτίδιο αντί για το κανονικό δεοξυνουκλεοτίδιο, η σύνθεση της

αλυσίδας σταματάει σε εκείνο το σημείο επειδή η απαραίτητη για την πρόσθεση

του επόμενου νουκλεοτιδίου ομάδα ΟΗ είναι απούσα.

Στην άμεση αλληλούχιση και οι 4 διδεοξυ αντιδράσεις επιτελούνται στο ίδιο

σωληνάκι. Αυτό γίνεται λόγω του ότι κάθε ddNTP είναι σεσημασμένο με μία

διαφορετική φθορίζουσα χρωστική. Συνεπώς, η χρωστική μέσα σε κάθε

νεοσυντιθέμενο τμήμα αντιστοιχεί στη χρωστική που είναι προσδεδεμένη στο

διδεοξυνουκλεοτίδιο, που προστέθηκε για να τερματίσει τη σύνθεση εκείνου του

τμήματος. Μία ρομποτική συσκευή μετακινεί το sample tray, έτσι ώστε κάθε ένα

από τα 16 πηγαδάκια να είναι σε επαφή με ένα δεύτερο τριχοειδές σωληνάκι

γεμάτο με ένα πολυμερές. Το πολυμερές αντικαθιστά ένα διάδρομο της γέλης

ηλεκτροφόρησης. Το σεσημασμένο DNA από αυτό το πηγαδάκι μετακινείται μέσα

σε αυτό το τριχοειδές σωληνάκι, όπου τα μικρότερου μεγέθους σεσημασμένα

τμήματα μετακινούνται γρηγορότερα από τα μεγαλύτερα. Ένας μετρητής

χρωστικής κι ένας ηλεκτρονικός υπολογιστής εντοπίζουν και καταγράφουν τη

χρωστική που είναι προσδεδεμένη στα τμήματα τα οποία διατρέχουν τη γέλη. Η

αλληλουχία καθορίζεται από τη σειρά με την οποία καταγράφονται οι χρωστικές

από τη γέλη.

Τα προϊόντα της PCR καθαρίστηκαν με το Qiaquick PCR purification kit

(Qiagen Inc) και ακολούθησε δεύτερη αντίδραση PCR με τον ένα εκκινητή, έτσι

ώστε να επιτευχθεί η ενίσχυση μονόκλωνου PCR προϊόντος. Η αντίδραση έγινε

στον θερμικό κυκλοποιητή GeneAmp 9600 χρησιμοποιώντας το ABI Prism Big

Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit (PE Applied Biosystems).

Έπειτα από κατακρήμνιση του PCR προϊόντος με EDTA 125 mΜ, προστέθηκε σε

αυτό 100% αιθανόλη, αναμίχθηκε και επωάστηκε σε θερμοκρασία δωματίου. Στη

συνέχεια, αφού φυγοκεντρήθηκε και «ξεπλύθηκε» με 70% αιθανόλη,

επαναδιαλύθηκε σε φορμαμίδη (βεβαιώνει ότι το DNA παραμένει γραμμικό), οι

κλώνοι αποδιατάχθηκαν για 5 min στους 95°C και τα PCR προϊόντα φορτώθηκαν

στον γενετικό αναλυτή ABI Prism 310 Genetic Analyzer (PE Applied Biosystems,

Tokyo, Japan) όπου έγινε η ανάλυση του καθορισμού των αλληλουχιών RAS και

BRAF. Οι αλληλουχίες ελέγχθηκαν διπλά κάνοντας χρήση ξεχωριστά των

πρόσθιων και οπίσθιων εκκινητών κάθε φορά. Τα δεδομένα της αλληλούχισης
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αναλύθηκαν χρησιμοποιώντας κατάλληλο λογισμικό ανάλυσης αλληλουχιών

(Sequence Analysis 3.7; Applied Biosystems).

5.7. Απομόνωση RNA και αντίστροφη μεταγραφή

Οι ιστοί ομογενοποιήθηκαν με το αντιδραστήριο TRIzol® (Invitrogen,

Carlsbad, CA) χρησιμοποιώντας ομογενοποιητή και ακολούθησε πρόσθεση

χλωροφορμίου και φυγοκέντρηση. Το ολικό RNA κατακρημνίστηκε από το

υπερκείμενο με ισοπροπανόλη, πλύθηκε με 75% αιθανόλη και επαναδιαλύθηκε σε

50 μl νερό- DEPC. Η συγκέντρωση και η καθαρότητα του RNA υπολογίστηκαν

έπειτα από τη μέτρηση της απορρόφησης στα 260-nm και του λόγου της

απορρόφησης στα 260/280-nm, χρησιμοποιώντας ένα σπεκτροφωτόμετρο UV

(Hitachi U-2001). To συμπληρωματικό DNA (cDNA) συντέθηκε με αντίστροφη

μεταγραφή [reverse transcription (RT)] χρησιμοποιώντας το StrataScript® First-

Strand Synthesis System. Περιληπτικά, first strand buffer (10x), 2 μg ολικού

RNA, 0.3 μg τυχαίοι εκκινητές, 25mΜ dNTPs και νερό RNase-free συνολικού

όγκου 19 μl, θερμάνθηκαν στους 65oC για 5 min για να απομακρυνθούν οι

δευτεροταγείς δομές του RNA. Στη συνέχεια, η αντίδραση αφέθηκε σε

θερμοκρασία δωματίου για να μπορέσουν οι εκκινητές να υβριδιστούν στο RNA

και σε κάθε αντίδραση προστέθηκαν τα ένζυμα αντίστροφη μεταγραφάση (50 U

StrataScript RT ) και 20 U of RNase Block. Το τελικό μείγμα (όγκος 20 μl)

επωάστηκε για 10 min στους 25oC για να επεκταθούν οι εκκινητές και η σύνθεση

του cDNA έγινε στους 42oC για 60 min. Η αντίδραση τερματίστηκε στους 72oC

για 15 min.

5.8. Αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης σε πραγματικό χρόνο (Real-timePCR)

Τα διαφορικά επίπεδα της mRNA έκφρασης των τριών γονιδίων RAS

μετρήθηκαν χρησιμοποιώντας την αντίστροφη μεταγραφή - αλυσιδωτή

αντίδραση πολυμεράσης σε πραγματικό χρόνο (real-time RT-PCR) με τη

χρωστική SYBR-Green I. Όλα τα ζεύγη των εκκινητών σχεδιάστηκαν ώστε να

έχουν απόσταση τουλάχιστον ενός ιντρονίου για να αποφευχθεί ο

πολλαπλασιασμός γενωμικού DNA πέρα του cDNA. Το γονίδιο της

γλυκεραλδεϋδικής-3-φωσφορικής αφυδρογονάσης (GAPDH) χρησιμοποιήθηκε ως
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εσωτερικός μάρτυρας για να κανονικοποιηθούν τα επίπεδα έκφρασης των

γονιδίων που μελετήθηκαν.

Συγκεκριμένα, όσον αφορά την αντίδραση της real-time PCR,

πολλαπλασιάστηκε 1μl cDNA από τα δείγματα των όγκων ουροδόχου κύστης και

παρακείμενου φυσιολογικού ιστού, σε μια αντίδραση PCR που περιείχε 2x

Brilliant SYBR-Green I QPCR Master Mix, 300 nM από κάθε εκκινητή και 30 μM

ROX παθητική χρωστική αναφοράς σε τελικό όγκο 20 μl. Το μίγμα αρχικά

επωάστηκε για 5 min στους 95°C και ακολούθησαν 40 κύκλοι ενίσχυσης, οι

οποίοι περιλάμβαναν αποδιάταξη στους 95˚C για 30 sec, υβριδισμό για 30 sec

στην κατάλληλη για κάθε ζεύγος εκκινητών θερμοκρασία και επιμήκυνση στους

72˚C για 30 sec. Οι αλληλουχίες των RNA εκκινητών, η θερμοκρασία

υβριδοποίησης κάθε ζεύγους εκκινητών και το μέγεθος των προϊόντων PCR των

γονιδίων αναγράφονται στον Πίνακα 5.4. Έπειτα από το τελικό στάδιο

επέκτασης ακολούθησε ανάλυση καμπύλης αποδιάταξης (melt curve analysis),

κατά την οποία η θερμοκρασία αυξανόταν από τους 55oC στους 95°C με

γραμμικό ρυθμό 0.2°C/sec (Εικόνα 5.1).

Πίνακας 5.4. Αλληλουχίες των εκκινητών που χρησιμοποιήθηκαν για την

ενίσχυση του συμπληρωματικού DNA (cDNA), θερμοκρασία υβριδισμού του κάθε

ζεύγους και μέγεθος του PCR προϊόντος.

Γονίδιο Eκκινητές Θερμοκρασία

υβριδισμού-

Ta (°C)

PCR προϊόν

(bp)

K-RAS 5’-GGGGAGGGCTTTCTTTGTGTA-3’ (S)

5’-GTCCTGAGCCTGTTTTGTGTC-3’ (A)

55 174

H-RAS 5’-GGGGCAGTCGCGCCTGTGAA-3’ (S)

5’-CCGGCGCCCACCACCACCAG-3’ (A)

65 110

N-RAS 5’-CTTCCTCTGTGTATTTGCCATCA-3’ (S)

5’-GCACCATAGGTACATCATCCGA-3’ (A)

55 107

GAPDH 5’-GGAAGGTGAAGGTCGGAGTCA-3’ (S)

5’-GTCATTGATGGCAACAATATCCACT-3’

(A)

60 101
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Εικόνα 5.1. Η ανάλυση της καμπύλης αποδιάταξης (melt curve analysis) για τα

γονίδια K-, H-και N-RAS και του εσωτερικού μάρτυρα GAPDH αποκαλύπτει μονές

κορυφές καμπυλών για όλα τα γονίδια (75.8oC για το K-RAS, 76oC για το N-RAS,

86.2oC για το H-RAS, 80.3oC για το GAPDH) και απουσία κορυφών για τους

αρνητικούς μάρτυρες (Non-Template Controls/NTC), αποδεικνύοντας αποκλεισμό

γενωμικού DNA και ειδικότητα του προϊόντος της PCR.

Η συλλογή των δεδομένων έγινε τόσο κατά την υβριδοποίηση των

εκκινητών όσο και κατά τη φάση της επέκτασης, με δύο μετρήσεις σε κάθε βήμα

και σε κάθε στιγμή της melt-curve ανάλυσης. Όλα τα πειράματα PCR έγιναν σε

ένα θερμικό κυκλοποιητή Mx3000P real-time PCR χρησιμοποιώντας το software

version 2.00 (Stratagene, La Jolla, CA). Για την επιβεβαίωση των αποτελεσμάτων

της melt-curve ανάλυσης τα προϊόντα PCR αναλύθηκαν με ηλεκτροφόρηση σε

γέλη αγαρόζης 2%, έπειτα από χρώση με βρωμιούχο αιθίδιο και

φωτογραφήθηκαν στο UV light transilluminator. Σε κάθε αντίδραση PCR

συμπεριελήφθησαν δύο αρνητικοί μάρτυρες. Όλες οι αντιδράσεις έγιναν σε

τριπλέτες και τα μεταγραφικά επίπεδα των γονιδίων που μελετήθηκαν,

υπολογίστηκαν και κανονικοποιήθηκαν ως προς mRNA του house-keeping

γονιδίου (GAPDH) του κάθε δείγματος καθώς επίσης και ως προς τα κατάλληλα

δείγματα κανονικοποίησης (calibrators). Η σχετική ποσοτικοποίηση αναλύθηκε

χρησιμοποιώντας την μέθοδο της ΔΔCt. Μετά από τον πολλαπλασιασμό,

κατασκευάστηκαν καμπύλες αναφοράς από δείγματα που προέρχονταν από 6-7

διαδοχικές αραιώσεις ενός μείγματος cDNA, τόσο για τα γονίδια όσο και για τον
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εσωτερικό μάρτυρα (GAPDH). Οι αποδόσεις πολλαπλασιασμού των γονιδίων και

της GAPDH ήταν οι ίδιες, σχεδόν 100%. Τα δεδομένα της αντίδρασης για τα

δείγματα των όγκων και των παρακείμενων φυσιολογικών ιστών

κανονικοποιήθηκαν αρχικά απέναντι στην ποικιλία, στην ποιότητα και την

ποσότητα του κάθε δείγματος. Οι κανονικοποιημένες ως προς τη GAPDH τιμές,

ΔCts, αρχικά υπολογίστηκαν χρησιμοποιώντας την ακόλουθη εξίσωση: ΔCtδείγματος

= CtGOI-CtGAPDH (όπου GOI = Gene Of Interest). Ακολούθως, υπολογίστηκε η

διαφορά ΔΔCt χρησιμοποιώντας τον τύπο: ΔΔCt = ΔCtόγκου –Δctφυσιολογικού ιστού και

η έκφραση των κανονικοποιημένων (με το γονίδιο GAPDH) γονιδίων στον όγκο

σε σχέση με τον αντίστοιχο φυσιολογικό ιστό που χρησιμοποιήθηκε ως

calibrator, ισούται με (1+Efficiency)-ΔΔCt. Η διπλάσια αύξηση ή μείωση της τιμής

θεωρήθηκε υπερέκφραση ή υποέκφραση του mRNA αντίστοιχα στο συγκεκριμένο

κάθε φορά δείγμα καρκίνου ουροδόχου κύστης.

5.8.1. Στατιστική ανάλυση

Τα επίπεδα του mRNA αρχικά εκτιμήθηκαν με το τεστ Kolmogorov-Smirnov

για να καθοριστεί εάν ακολουθούν κανονική κατανομή. Ανάλογα με τα

αποτελέσματα, χρησιμοποιήθηκε το τεστ συσχέτισης κατά Pearson ή το μη-

παραμετρικό τεστ συσχέτισης κατά Spearman για να εξετασθεί η σχέση τους

ανα-ζεύγη και η σχέση τους με συνεχείς μεταβλητές (ηλικία, κάπνισμα,

stage/grade όγκου). Τα μη-παραμετρικά τεστ Mann-Whitney U και Kruskal-Wallis

H χρησιμοποιήθηκαν για να εξεταστεί η συσχέτιση ανάμεσα στην έκφραση των

γονιδίων και τις διάφορες κλινικοπαθολογικές παραμέτρους μετά από

διαστρωμάτωση. Επίσης, εφαρμόστηκε η μέθοδος της πολ/πλής λογιστικής

παλινδρόμησης. Η στατιστική ανάλυση έγινε με το πρόγραμμα SPSS 11.5 (SPSS,

Chicago, IL). Η στατιστική σημαντικότητα ορίστηκε στο επίπεδο 95% (P-value <

0.05).

5.9. Διαλύματα

5.9.1. Διαλύματα απομόνωσης DNA και RNA

Φαινολικό διάλυμα απομόνωσης RNA Trizol–Invitrogen.

Ισοπροπανόλη 100% (Merck).

EtOH 70% και 100% (Merck).

dH2O κατεργασμένο με DEPC (Invitrogen).
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Reagent B: Tris-base (400mM), NaCl (150mM), EDTA (60mM), SDS (1w/v).

Ρύθμιση pH=8.0 χρησιμοποιώντας HCl 37%. Το SDS προστίθεται μετά την

αποστείρωση του διαλύματος.

5.9.2. Ηλεκτροφορητικά διαλύματα

Διάλυμα ηλεκτροφόρησης DNA σε πήκτωμα πολυακρυλαμιδίου (0.5x ΤΒΕ):

0.09 TrisHCl, 0.09M Βορικό οξύ, 2.5mM EDTA, pH 8.3.

Διάλυμα φόρτωσης DNA: 0.25% κυανούν της βρωμοφαινόλης, 0.25%

κυανούν του ξυλενίου και 40% γλυκερόλη.

5.10. Ένζυμα

Gο Taq Flexi DNA πολυμεράση (Promega).

StrataScript αντίστροφη μεταγραφάση (Stratagene).

RNase Block Inhibitor (Stratagene).

Πρωτεϊνάση Κ (Promega).

BstN I περιοριστικό ένζυμο (New England Biolabs).

Msp I περιοριστικό ένζυμο (New England Biolabs).

TspR I περιοριστικό ένζυμο (New England Biolabs).

5.11. Υλικά και εταιρείες προέλευσης

Υλικό Εταιρία Υλικό Εταιρία

Αγαρόζη Invitrogen Μεθανόλη Fluka

Αιθανόλη Merck SDS BDH

Ανθρακικό νάτριο Sigma TEMED Sigma

Βορικό οξύ BDH Tris base BDH

Bromophenol blue Sigma Υδροξείδιο του Νατρίου Sigma

Βρωμιούχο αιθίδιο BDH Υδροχλωρικό οξύ BDH

Γλυκερόλη Invitrogen Φαινόλη BDH

Διθειοθρεϊτόλη Sigma Φορμαλδεύδη BDH

dNTPS Promega Χλωριούχο νάτριο Sigma

EDTA BDH Χλωροφόρμιο Fluka

Ισοπροπανόλη BDH
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 6

Αποτελέσματα

6.1. Ανάλυση μεταλλάξεων ογκογονιδίων RAS

Σε 30 ασθενείς πραγματοποιήθηκε ανάλυση μεταλλάξεων στα κωδικόνια 12

και 13 των ογκογονιδίων K-, H- και N-RAS. Καμία μεταλλαγή δεν παρατηρήθηκε

στα K και N-RAS γονίδια. Παρόλα αυτά, 9 δείγματα ουροθηλιακού καρκίνου

έφεραν μεταλλαγές στο κωδικόνιο 12 του γονιδίου H-RAS, με αντικαταστάσεις

αμινοξέων που συνάγονταν από την άμεση αλληλούχιση (Εικόνες 6.1-6.2). Μία

μετάλλαξη (2TCC) ήταν ομόζυγη (11%) και οι υπόλοιπες (89%) ετερόζυγες. Επτά

από τα 9 δείγματα (78%) έφεραν GGC→GAC μετάλλαξη στο κωδικόνιο 12,

οδηγώντας σε αντικατάσταση στο σημείο αυτό της Gly→Asp. Τα υπόλοιπα δύο

δείγματα έφεραν GGC→GTC μετάλλαξη στο κωδικόνιο 12 με αποτέλεσμα την

αντικατάσταση της Gly→Val. Kαμία μεταλλαγή των γονιδίων RAS δεν ανευρέθηκε

στο κωδικόνιο 13. Να σημειωθεί ότι μόνο 2 από τους ασθενείς με μεταλλάξεις

είχαν διηθητική νόσο σταδίου pT2-in situ και pT3a αντίστοιχα ενώ οι υπόλοιποι 7

(77%) είχαν επιφανειακή νόσο σταδίου pT1, pT1a και pT1b.

Εικόνα 6.1. Τα Η-RAS προϊόντα της PCR (312 bp) κόπηκαν με το περιοριστικό

ένζυμο Msp I και ηλεκτροφορήθηκαν σε γέλη αγαρόζης 3%. L, 100bp DNA

ladder; πηγαδάκια 1, 3, δείγματα αγρίου τύπου (wt); πηγαδάκια 2, 4, ετερόζυγα

mut δείγματα ; πηγαδάκι 5, άπεπτο PCR προϊόν H-RAS.
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Εικόνα 6.2. Ηλεκτρογραφήματα αλληλούχισης των προϊόντων Η-RAS της PCR

που απεικονίζουν μεταλλάξεις στο κωδικόνιο 12 σε ασθενείς με καρκίνο

ουροδόχου κύστης. Α. Aγρίου τύπου αλληλουχίες των κωδικονίων 9 έως 15 του

γονιδίου Η-RAS και αντίστοιχα κωδικοποιούμενα αμινοξέα σε δείγμα

φυσιολογικού ιστού. Β. Αλληλουχία δείγματος ουροθηλιακού καρκίνου που

φέρει ετερόζυγη σημειακή μετάλλαξη (GGC→GTC; Gly12Val) στο κωδικόνιο 12.

C. Αλληλουχία δείγματος ουροθηλιακού καρκίνου που φέρει άλλη ετερόζυγη

σημειακή μετάλλαξη (GGC→GAC; Gly12Asp) στο κωδικόνιο 12.
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6.2. Ανάλυση έκφρασης ογκογονιδίων RAS

Όλα τα γονίδια RAS εκφράζονταν στα δείγματα που μελετήθηκαν.

Σύμφωνα με το λόγο έκφρασης κάθε γονιδίου RAS στον ουροθηλιακό καρκίνο σε

σχέση με τον παρακείμενο φυσιολογικό ιστό, καθορίστηκαν 3 ομάδες έκφρασης

που περιλάμβαναν <0.5- υποέκφραση, 0.5-2.0- ίση έκφραση και >2.0-

υπερέκφραση (Πίνακας 6.1). Aπό τα δείγματα με εξεργασία 11 (37%)

παρουσίαζαν υπερέκφραση ενός γονιδίου RAS, 7 (23%) δύο γονιδίων ενώ μόνο 4

υπερέκφραζαν και τα τρία γονίδια RAS.

Tο υψηλότερο ποσοστό υπερέκφρασης παρατηρήθηκε στα Κ και Ν-RAS

γονίδια (καθένα 50%) ενώ το γονίδιο Η-RAS παρουσίαζε χαμηλότερο επίπεδο

(27%). Είναι προφανές λοιπόν ότι τα ογκογονίδια RAS δεν έχουν ένα κοινό

πρότυπο υπερέκφρασης στον ουροθηλιακό καρκίνο, οδηγώντας στην υπόθεση

ότι η έκφρασή τους αυτή διαδραματίζει κάποιο ρόλο στην παθογένεση του

καρκίνου της ουροδόχου κύστης. Η μέση τιμή±SD υποέκφρασης των γονιδίων

RAS ήταν 0.27±0.12 για τα K και H-RAS και 0.38±0.04 για το N-RAS. Ο λόγος

ίσης έκφρασης ήταν παρόμοιος για τα K, H και N-RAS (1.03±0.44, 1.20±0.48 και

0.92±0.45 αντίστοιχα). Παρατηρήθηκε όμως ένα ιδιαίτερο πρότυπο

υπερέκφρασης και των τριών μελών της οικογένειας RAS, καθένα εκ των οποίων

εμφάνισε ένα διαφορετικό πεδίο τιμών του λόγου καρκινικός ιστός/φυσιολογικός

ιστός (Πίνακας 6.1). Ειδικότερα, ενώ η μέση τιμή πολλαπλάσιας αλλαγής των

επιπέδων έκφρασης για το K-RAS ήταν 4.53±2.52, 4 δείγματα έδειξαν σημαντική

αύξηση του μεταγραφικού επιπέδου mRNA K-RAS συγκρινόμενα με τα

παρακείμενα φυσιολογικά τους (21.67±1.14) (Εικόνα 6.3). Εξι δείγματα έδειξαν

υπερέκφραση του mRNA H-RAS (μέση τιμή πολλαπλάσιας αλλαγής 2.64±0.43)

ενώ 2 ουροθηλιακοί όγκοι είχαν ιδιαίτερα αυξημένη τιμή (18.04± 8.24). Τέλος, η

μέση πολλαπλάσια αλλαγή των μεταγραφικών επιπέδων για το N-RAS ήταν

3.83±1.32 σε 11 δείγματα, όμως 4 δείγματα είχαν ακόμη πιο σημαντική

υπερέκφραση του N-RAS σε σχέση με το φυσιολογικό ιστό (18.65±5.80).
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Εικόνα 6.3. Επίπεδα έκφρασης των γονιδίων RAS σε δείγματα καρκίνου

ουροδόχου κύστης και παρακείμενου φυσιολογικού ιστού. Τα μεταγραφικά

επίπεδα των γονιδίων K και N-RAS ήταν υψηλότερα στα δείγματα από

ουροθηλιακό καρκίνο συγκριτικά με των φυσιολογικών ιστών (N-RAS, P=0.003;

Mann-Whitney U test) ενώ τα επίπεδα mRNA  H-RAS ήταν παρόμοια ανάμεσα στα

δύο είδη ιστού.
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Πίνακας 6.1. Μεταλλαγές και μεταγραφικά επίπεδα των γονιδίων RAS σε ασθενείς με

καρκίνο ουροδόχου κύστης.

Καρκίνος ουροδόχου κύστης/Φυσιολογικός ιστός (έκφραση)

Αριθμός

Ασθενών

Μεταλλαγές

H-RAS *

K-RAS Η-RAS Ν-RAS

1 Αγρίου τύπου 0.27 (υποέκφραση) 0.40 (υποέκφραση) 0.43 (υποέκφραση)

2 Μεταλλαγή 0.22 (υποέκφραση) 1.88 (ίση έκφραση) 20.50(υπερέκφραση)

3 Αγρίου τύπου 0.22 (υποέκφραση) 3.38 (υπερέκφραση) 3.13 (υπερέκφραση)

4 Μεταλλαγή 0.28 (υποέκφραση) 0.22 (υποέκφραση) 1.64 (ίση έκφραση)

5 Αγρίου τύπου 0.18 (υποέκφραση) 1.37 (ίση έκφραση) 13.89(υπερέκφραση)

6 Αγρίου τύπου 0.50 (ίση έκφραση) 0.75 (ίση έκφραση) 2.85 (υπερέκφραση)

7 Αγρίου τύπου 0.10 (υποέκφραση) 0.19 (υποέκφραση) 0.47 (ίση έκφραση)

8 Αγρίου τύπου 0.43 (υποέκφραση) 2.70 (υπερέκφραση) 0.52 (ίση έκφραση)

9 Μεταλλαγή 0.15 (υποέκφραση) 1.50 (ίση έκφραση) 6.08 (υπερέκφραση)

10 Μεταλλαγή 0.72 (ίση έκφραση) 0.95 (ίση έκφραση) 0.75 (ίση έκφραση)

11 Μεταλλαγή 21.95(υπερέκφραση) 1.46 (ίση έκφραση) 0.76 (ίση έκφραση)

12 Αγρίου τύπου 3.56 (υπερέκφραση) 0.12 (υποέκφραση) 0.58 (ίση έκφραση)

13 Αγρίου τύπου 3.00 (υπερέκφραση) 2.39 (υπερέκφραση) 2.28 (υπερέκφραση)

14 Αγρίου τύπου 1.64 (ίση έκφραση) 0.11 (υποέκφραση) 0.85 (ίση έκφραση)

15 Αγρίου τύπου 0.43 (υποέκφραση) 24.23(υπερέκφραση) 4.65 (υπερέκφραση)

16 Μεταλλαγή 3.35 (υπερέκφραση) 0.70 (ίση έκφραση) 2.37 (υπερέκφραση)

17 Μεταλλαγή 22.31(υπερέκφραση) 1.11 (ίση έκφραση) 0.36 (υποέκφραση)

18 Αγρίου τύπου 1.07 (ίση έκφραση) 0.35 (υποέκφραση) 5.77 (υπερέκφραση)

19 Αγρίου τύπου 22.41(υπερέκφραση) 2.83 (υπερέκφραση) 14.17(υπερέκφραση)

20 Αγρίου τύπου 9.10 (υπερέκφραση) 1.65 (ίση έκφραση) 4.34 (υπερέκφραση)

21 Αγρίου τύπου 19.99(υπερέκφραση) 0.19 (υποέκφραση) 0.35 (υποέκφραση)

22 Μεταλλαγή 2.24 (υπερέκφραση) 0.28 (υποέκφραση) 0.59 (ίση έκφραση)

23 Αγρίου τύπου 0.41 (υποέκφραση) 0.52 (ίση έκφραση) 1.21 (ίση έκφραση)

24 Αγρίου τύπου 8.73 (υπερέκφραση) 1.84 (ίση έκφραση) 26.05(υπερέκφραση)

25 Αγρίου τύπου 3.26 (υπερέκφραση) 0.43 (υποέκφραση) 1.89 (ίση έκφραση)

26 Μεταλλαγή 5.47 (υπερέκφραση) 2.29 (υπερέκφραση) 0.89 (ίση έκφραση)

27 Αγρίου τύπου 2.70 (υπερέκφραση) 12.57(υπερέκφραση 4.05 (υπερέκφραση)

28 Αγρίου τύπου 6.31 (υπερέκφραση) 0.44 (υποέκφραση) 2.61 (υπερέκφραση)

29 Αγρίου τύπου 2.11 (υπερέκφραση) 2.25 (υπερέκφραση) 4.04 (υπερέκφραση)

30 Αγρίου τύπου 1.24 (ίση έκφραση) 0.71 (ίση έκφραση) 0.89 (ίση έκφραση)

* Τα γονίδια K και N-RAS σε όλους τους καρκινικούς ιστούς όπως επίσης και όλα τα γονίδια RAS

στους παρακείμενους φυσιολογικούς ιστούς ήταν αγρίου τύπου.
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6.3. Ανάλυση ογκογονιδίων RAS σε σχέση με τα κλινικοπαθολογικά

χαρακτηριστικά των ασθενών

Από τους ασθενείς με ιστορικό επαγγελματικής έκθεσης σε παράγοντες

κινδύνου για την ανάπτυξη ουροθηλιακού καρκίνου 6 (31.5%) έφεραν

μεταλλάξεις στο κωδικόνιο 12 του γονιδίου H-RAS ενώ οι υπόλοιποι 13 ήταν

αγρίου τύπου (wild type). Τρείς από τους ασθενείς με H-RAS μετάλλαξη δεν

είχαν κανένα προηγούμενο ιστορικό επαγγελματικής έκθεσης. Σε 9 από τους 19

ασθενείς (47%) με ιστορικό επαγγελματικής έκθεσης ένα γονίδιο RAS

υπερεκφραζόταν ενώ 4 και 2 ασθενείς παρουσίαζαν υπερέκφραση δύο και τριών

γονιδίων αντίστοιχα. Επίσης 3 από τους ασθενείς αυτούς δεν παρουσίαζαν καμία

υπερέκφραση. Αντιθέτως δεν ήταν δυνατό να ανακαλύψουμε κάποια διαφορά

στον αριθμό των υπερεκφραζόμενων γονιδίων στους 11 ασθενείς χωρίς

επαγγελματικό παράγοντα κινδύνου. Τρείς από αυτούς τους ασθενείς είχαν 1, 2

και κανένα υπερεκφραζόμενο γονίδιο αντίστοιχα ενώ σε δύο ασθενείς και τα 3

γονίδια RAS υπερεκφράζονταν.

Από τους 30 ασθενείς 26 (87%) ήταν ενεργοί ή πρώην καπνιστές, από τους

οποίους 19% είχαν μετάλλαξη στο κωδικόνιο 12 του γονιδίου H-RAS.

Αξιοσημείωτο είναι ότι οι 4 μη καπνιστές έφεραν H-RAS μεταλλάξεις. Εννέα από

τους 26 ενεργείς/πρώην καπνιστές (34%) υπερέκφραζαν 1 γονίδιο RAS ενώ 27%

και 15% των ασθενών αυτών αντίστοιχα δύο και τρία γονίδια. Εξι

ενεργείς/πρώην καπνιστές δεν παρουσίαζαν καμία υπερέκφραση.

Δεν διαπιστώθηκε στατιστικά σημαντική συσχέτιση μεταξύ μεταλλάξεων

και υπερέκφρασης των γονιδίων RAS και κλινικοπαθολογικών χαρακτηριστικών

των όγκων (στάδιο, βαθμός διαφοροποίησης). Επιπλέον, η πολλαπλή λογιστική

παλινδρόμηση δεν ανέδειξε στατιστικά σημαντική σχέση μεταξύ

μετάλλαξης/υπερέκφρασης και κλινικής πορείας της νόσου (πρόοδος και

υποτροπή). Παρόλα αυτά, 78% των H-RAS μεταλλάξεων ανευρέθηκαν σε μη

διηθητικούς ουροθηλιακούς όγκους. Επίσης, οι grade III όγκοι έδειξαν σημαντικά

υψηλότερα μεταγραφικά επίπεδα του mRNA N-RAS σε σχέση με τους grade II με

στατιστικά σημαντική διαφορά (Mann-Whitney U test p=0.041).
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6.4. Ανάλυση mRNA έκφρασης ογκογονιδίων RAS ανά ζεύγη

Το Spearman test χρησιμοποιήθηκε για να προσδιορίσει πιθανή σχέση

ταυτόχρονης έκφρασης των γονιδίων RAS σε παθολογικούς και φυσιολογικούς

ιστούς. Μία σημαντική θετική συσχέτιση ανευρέθηκε μεταξύ H-RAS και N-RAS

στα δείγματα ουροθηλιακών όγκων (p=0.001). Καμία άλλη συσχέτιση δεν

ανευρέθηκε στα υπόλοιπα ζεύγη γονιδίων στους παθολογικούς ή φυσιολογικούς

ιστούς.

6.5. Ανάλυση μεταλλάξεων ογκογονιδίου BRAF

Oλοι οι ουροθηλιακοί όγκοι μελετήθηκαν για την παρουσία B-RAF

μεταλλαγών στα εξόνια 11, 14 και 15. Η άμεση αλληλούχιση αναγνώρισε τη

μετάλλαξη V600E (νουκλεοτιδική αλλαγή Τ1799Α στο εξόνιο 15)  σε ένα δείγμα

ενώ αποκάλυψε μία ακόμη μετάλλαξη V600L (νουκλεοτιδική αλλαγή G1798T στο

εξόνιο 15) σ ένα δεύτερο δείγμα (Εικόνα 6.4). Το πρώτο δείγμα ήταν σταδίου

pT1a και grade II ενώ το δεύτερο σταδίου pT2b and grade III. Καμία μεταλλαγή

δεν ανευρέθηκε στα εξόνια 11, 14 και 15 καθώς και στα σημεία συνάντησης

ιντρονίων/εξονίων των υπολοίπων δειγμάτων. Εφόσον μόνο 2 μεταλλάξεις ήταν

παρούσες δεν ήταν δυνατή η επίτευξη στατιστικά σημαντικού αποτελέσματος.
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Εικόνα 6.4. Καμία μετάλλαξη δεν ανευρέθηκε στα εξόνια 11, 14 και 15 καθώς

και στα σημεία συνάντησης ιντρονίων/εξονίων. Παρ’όλα αυτά η αλληλούχιση

DNA των δειγμάτων 14Τ και 3Τ (μέση και κάτω εικόνα αντίστοιχα) αποκάλυψε 2

διαφορετικές ετερόζυγες μεταλλάξεις: μία μετάθεση T→A στο νουκλεοτίδιο 1799

(V600E) και μία μετάθεση G→T στο νουκλεοτίδιο 1798 (V600L). Η άνω εικόνα

δείχνει την αγρίου τύπου αλληλουχία του γονιδίου B-RAF στο εξόνιο 15 σ ένα

δείγμα φυσιολογικού ιστού (6Ν).
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 7

Συζήτηση-Συμπεράσματα

Η σχέση ανάμεσα στις μεταλλαγμένες μορφές γονιδίων της οικογένειας

RAS (H-, K- και N-RAS) και του 30% των ανθρώπινων νεοπλασμάτων,

συμπεριλαμβανομένου του καρκίνου της ουροδόχου κύστης, υποδηλώνει ότι η

διαταραχή της λειτουργίας τους συνεισφέρει σημαντικά στην ανάπτυξη

καρκίνου (Spandidos and Lang 1989; Field and Spandidos 1990). Συχνά σημεία

μεταλλάξεων είναι η Gly→Val στο κωδικόνιο 12, η Gly→Cys στο κωδικόνιο 13 και

Glu→Arg/Lys/Leu στο 61 (Bos 1989; Grand and Owen 1991; Levesque,

Ramchurren et al. 1993; Bonner, Hemstreet 3rd et al. 1993;). Οι σημειακές

μεταλλάξεις των γονιδίων RAS αποκλείουν την εγγενή δράση GTPάσης,

εμποδίζοντας έτσι την ομαλή απενεργοποίηση των πρωτεϊνών RAS (Field and

Spandidos 1990). Οι μεταλλάξεις των γονιδίων Ras ανακαλύφθηκαν πρώτα στην

ανθρώπινη καρκινική κυτταρική σειρά ουροδόχου κύστης Τ24 (Capon, Chen et

al. 1983) και στη συνέχεια διάφορες μελέτες απέδειξαν ότι οι μεταλλαγές του

ογκογονιδίου H-RAS είναι συχνότερες στα νεοπλάσματα του ουροποιητικού απ’

ότι των Κ ή N-RAS (Rabbani and Cordon-Cardo 2000). Παρότι οι αρχικές

προσδοκίες ότι οι H-RAS μεταλλάξεις θα μπορούσαν να παίζουν σημαντικό ρόλο

στον καρκίνο της ουροδόχου κύστης δεν επαληθεύτηκαν και θεωρούνταν

παρούσες στο 10% των ασθενών (Saito, Hata et al. 1997), νεότερες έρευνες

έδειξαν ακόμη υψηλότερη συχνότητά τους. Οι Fitzgerald και συν. ανέφεραν

μεταλλαγές του γονιδίου H-RAS στο ίζημα ούρων σε 44% των ασθενών με

ουροθηλιακούς όγκους (Fitzgerald, Ramchurren et al. 1995), οι Czerniak και συν.

παρατήρησαν μεταλλάξεις του στο κωδικόνιο 12 σε 45% των όγκων (Czerniak,

Cohen et al. 1992) ενώ οι Haliassos και συν. σημείωσαν ακόμη υψηλότερο

ποσοστό, 66% (Haliassos, Liloglou et al. 1992). Επίσης η πιο πρόσφατη μελέτη

από τους Przybojewska και συν. ανέφερε μεταλλάξεις του γονιδίου H-RAS σε

84% των ασθενών με καρκίνο ουροδόχου κύστης (Przybojewska, Jagiello et al.

2000). Ολες αυτές οι διαφορές οφείλονται στις διαφορετικές μεθόδους που

χρησιμοποιήθηκαν για τον προσδιορισμό των RAS μεταλλάξεων.

Στην παρούσα μελέτη χρησιμοποιήσαμε μία ευαίσθητη PCR/RFLP μέθοδο

για να ελέγξουμε την παρουσία μεταλλάξεων των γονιδίων RAS σε ασθενείς με
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ουροθηλιακό καρκίνο. Απ’ ότι γνωρίζουμε είναι η πρώτη φορά που αποτελέσματα

επιβεβαιώθηκαν με άμεση αλληλούχιση του παραγόμενου PCR προϊόντος,

εξασφαλίζοντας αυξημένη ακρίβεια και ευαισθησία. Τα ευρήματά μας

υποστηρίζουν τις αναφορές που δείχνουν σημαντικό ποσοστό μεταλλάξεων στο

κωδικόνιο 12 του γονιδίου H-RAS σε ασθενείς με καρκίνο ουροδόχου κύστης. Σε

9 από τους 30 ασθενείς της μελέτης μας (30%) ανιχνεύσαμε μεταλλάξεις στο

κωδικόνιο 12 του γονιδίου H-RAS (G→A και G→T), οι οποίες είναι οι πιο συχνά

αναφερόμενες σημειακές μεταλλαγές (Williams and Stein 2004). Ιδιαίτερης

σημασίας είναι το γεγονός ότι 78% αυτών των μεταλλάξεων ανευρέθηκαν σε

επιφανειακούς όγκους και μόλις δύο σε διηθητικούς που περιλάμβαναν έναν

ασθενή σταδίου pT3a και ένα pT2-in situ. H παρατήρηση αυτή συμφωνεί με τα

ευρήματα των Ooi και συν., που ανέφεραν ότι η αντικατάσταση G→T στο

κωδικόνιο 12 σχετιζόταν τόσο με υποτροπιάζοντες όσο και μη υποτροπιάζοντες

πρωτοπαθείς όγκους καθώς επίσης και με αρχικούς Τa/Τ1 όγκους σε ασθενείς με

πρόοδο της νόσου (Ooi, Herz et al. 1994). Τα αποτελέσματα αυτά υποστηρίζουν

τη σχέση μεταξύ χαμηλού σταδίου, καλώς διαφοροποιημένων ουροθηλιακών

νεοπλασμάτων και H-RAS μεταλλαγών, οι οποίες φαίνεται ότι απουσιάζουν στα

προχωρημένα στάδια της νόσου.

Μεταλλάξεις του γονιδίου K-RAS ανευρέθηκαν σε περισσότερο από 80%

των όγκων του παγκρέατος στον άνθρωπο, 38% του παχέως εντέρου και 31%

του λεπτού εντέρου. N-RAS μεταλλάξεις παρατηρήθηκαν στο κακόηθες

μελάνωμα και σε νεοπλάσματα του αιμοποιητικού ιστού (Kiaris and Spandidos

1995). Τα ευρήματά μας που αφορούν την απουσία μεταλλαγών των γονιδίων K-

και N-RAS στον ουροθηλιακό καρκίνο συμφωνούν με αυτά των άλλων ομάδων,

παρέχοντας επιπλέον αποδείξεις για την ειδικότητα του ιστού που ενεργοποιείται

η οικογένεια RAS.

Aν και οι σημειακές μεταλλάξεις δρουν ως μηχανισμός ενεργοποίησης των

ογκογονιδίων RAS, τα αυξημένα μεταγραφικά επίπεδά τους αυξάνουν επίσης τον

κίνδυνο καρκινογένεσης, όπως έχει αναφερθεί για διάφορους όγκους,

συμπεριλαμβανομένων μαστού, παχέος εντέρου, εγκεφάλου, κεφαλής-τραχήλου

και πνεύμονα. Διάφορες μελέτες απέδειξαν ότι τα γονίδια RAS υπερεκφράζονταν

τόσο σε προκαρκινωματώδεις όσο και σε καρκινωματώδεις καταστάσεις

συγκριτικά με τους φυσιολογικούς ιστούς (Vageli, Kiaris et al. 1996). Στον

καρκίνο της ουροδόχου κύστης οι Viola και συν. με ανοσοϊστοχημική μέθοδο

ανακάλυψαν αυξημένα επίπεδα έκφρασης της πρωτεḯνης RAS στο καρκίνωμα in
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situ και στους όγκους υψηλού σταδίου αλλά όχι στους χαμηλού σταδίου ή στην

υπερπλασία του ουροθηλίου (Viola, Fromowitz et al. 1985). Επίσης οι Vageli και

συν. ανέφεραν τη συμμετοχή, διαμέσου υπερέκφρασης, των ογκογονιδίων RAS

στον ουροθηλιακό καρκίνο (Vageli, Kiaris et al. 1996).

Παρ’όλα αυτά, καμία από τις μέχρι σήμερα μελέτες δεν χρησιμοποίησε

προηγμένη τεχνολογία, όπως real time RT-PCR. Απ’ ότι γνωρίζουμε η παρούσα

μελέτη είναι η πρώτη που χρησιμοποίησε αντίστροφη μεταγραφή-αλυσιδωτή

αντίδραση πολυμεράσης σε πραγματικό χρόνο για να προσδιορίσει τα

μεταγραφικά επίπεδα της mRNA έκφρασης των γονιδίων RAS σε δείγματα όγκων

ουροδόχου κύστης και τα συνέκρινε με τα αντίστοιχα των παρακείμενων

φυσιολογικών ιστών. Από τα 30 καρκινικά δείγματα 23 υπερέκφραζαν

τουλάχιστον ένα μέλος της οικογένειας RAS. Το υψηλότερο ποσοστό

υπερέκφρασης παρατηρήθηκε στο K και N-RAS γονίδιο σε 50% των όγκων ενώ

το H-RAS παρουσίασε χαμηλότερη τιμή (27%) σε σχέση με τους αντίστοιχους

φυσιολογικούς ιστούς. Τα ποσοστά αυτά συμφωνούν με τα αποτελέσματα

προηγούμενων μελετών (Vageli, Kiaris et al. 1996) και δείχνουν ότι τα

ογκογονίδια RAS δεν έχουν ένα πρότυπο υπερέκφρασης στον καρκίνο της

ουροδόχου κύστης όμοιο με αυτό των άλλων νεοπλασμάτων όπου

ανευρίσκονται. Η θετική επίσης σχέση ανάμεσα στα επίπεδα έκφρασης των

γονιδίων H- και Ν-RAS υπογραμμίζει την έννοια ότι τα γονίδια RAS θα μπορούσαν

να δρουν συνεργικά στον ουροθηλιακό καρκίνο (p=0.001). Τέλος, σε αντίθεση

με τη μελέτη του Viola και συν. (Viola, Fromowitz et al. 1985), δεν επιτεύχθηκε

καμία σταστιστικά σημαντική σχέση ανάμεσα στην υπερέκφραση και το στάδιο ή

grade του όγκου. Τα ευρήματά μας αυτά είναι σε συμφωνία με τις μελέτες που

υποστηρίζουν την απουσία σχέσης μεταξύ σταδίου ή grade όγκου και

μεταγραφικών επιπέδων RAS mRNA έκφρασης. Όλα τα δείγματα νεοπλασματικών

ιστών εξέφραζαν ένα τουλάχιστον μέλος της οικογένειας RAS, όμως 37%

υπερέκφραζαν ένα μόνο γονίδιο, 23% δύο και 13% και τα τρία γονίδια RAS. Στα

δείγματα που υπερέκφραζαν και τα τρία γονίδια RAS ο λόγος έκφρασης

καρκινικού/ φυσιολογικού ιστού κάθε δείγματος δεν ήταν πάντα ίδιος.

Όσον αφορά το δεύτερο σκέλος της παρούσας διατριβής το ενδιαφέρον

επικεντρώθηκε στο γονίδιο BRAF. Θεμελιώδεις κυτταρικές λειτουργίες όπως

διαφοροποίηση, πολλαπλασιασμός, επιβίωση, κινητικότητα, μετασχηματισμός

ρυθμίζονται από την οδό RAS-RAF-MEK-ERK, ένα συντηρητικά εξελικτικό

σηματοδοτικό μονοπάτι (O'Neill and Kolch 2004). Οι πρωτεḯνες RAF ανήκουν
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στην κατηγορία πρωτεϊνικών κινασών σερίνης-θρεονίνης που ενεργοποιούν την

κινάση της MAPK (mitogen activating proteine kinase Kinase ή MAPKK ή MEK) η

οποία με τη σειρά της ενεργοποιεί τις πρωτεϊνικές κινάσες που ενεργοποιούν τη

μίτωση (MAPKs ή ERKs) (Duesbery, Webb et al. 1999). Ακατάλληλη και/ή

συνεχής διέγερση της οδού αυτής δημιουργεί ένα ισχυρό ερέθισμα που οδηγεί σε

ανώμαλο πολλαπλασιασμό και διαφοροποίηση σε πολλούς ανθρώπινους

καρκίνους (Avruch, Khokhlatchev et al. 2001). Ενεργείς σωματικές μεταλλάξεις

στην κινάση σερίνης/θρεονίνης BRAF αναφέρθηκαν σε μεγάλο ποσοστό στο

κακόηθες μελάνωμα και θηλώδη καρκίνο θυρεοειδούς καθώς και σε μικρότερο

ποσοστό σε άλλους καρκίνους και καρκινικές σειρές, συμπεριλαμβανομένων του

παχέος εντέρου, ωοθηκών, μη μικροκυτταρικού καρκίνου πνεύμονα και

διαφόρων σαρκωμάτων (Brose, Volpe et al. 2002; Davies, Bignell et al. 2002;

Naoki, Chen et al. 2002; Yuen, Davies et al. 2002; Kimura, Nikiforova et al.

2003). Αν και ενεργοποιούν την ΜΑΡΚ οδό, οι πρωτεḯνες RAF αποδείχθηκε ότι

συμμετέχουν στη μεταφορά του ογκογόνου σήματος της πρωτεϊνικής κινάσης C

epsilon (Perletti, Concari et al. 1998; Basu and Sivaprasad 2007). Συνεπώς

περισσότερες από μία ογκογόνες οδοί μπορεί να ρυθμίζονται από την

ενεργοποιημένη λόγω μετάλλαξης κινάση BRAF.

Οι Stoehr και συν. παλαιότερα μελέτησαν 121 εγκλεισμένους σε παραφίνη

όγκους ουροδόχου κύστης και 27 όγκους ανώτερου ουροποιητικού χωρίς να

ανιχνεύσουν καμμία BRAF μετάλλαξη (Stoehr, Brinkmann et al. 2004). Η

πλειοψηφία των ουροθηλιακών όγκων που εξετάστηκαν δεν αποκάλυψε κάποια

μετάλλαξη, υποδηλώνοντας ότι οι συχνότερες μεταβολές του γονιδίου BRAF που

περιγράφηκαν σε διάφορα νεοπλάσματα δεν φαίνεται να συμμετέχουν στον

καρκίνο της ουροδόχου κύστης.

Σε παρόμοιες μελέτες στο ουροποιητικό σύστημα οι Cho και συν.

σημείωσαν μια συχνότητα 10.2% μεταλλαγών στο κωδικόνιο 600 του γονιδίου

BRAF σε αδενοκαρκινώματα προστάτη (Cho, Choi et al. 2006). Τα αποτελέσματα

αυτά δεν συμφωνούν με τους Burger και συν. (Burger, Denzinger et al. 2006)

που ανέφεραν προηγουμένως απουσία BRAF μεταλλαγών σε 79 προστατικούς

καρκίνους. Επιπλέον ενεργείς παρανοηματικές ΒRAF μεταλλάξεις ταυτοποιήθηκαν

σε 9% των μη σεμινωματωδών όγκων όρχεως αλλά όχι στα σεμινώματα

(Sommerer, Hengge et al. 2005). Θεωρήθηκε επίσης ότι οι ΒRAF μεταλλάξεις δεν

συμμετέχουν στην ανάπτυξη νεφρικού καρκίνου (Nagy, Balint et al. 2003),

όγκων γεννητικών κυττάρων όρχεως (McIntyre, Summersgill et al. 2005),
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τραχήλου μήτρας, ενδομητρίου ή ωοθηκών (Ueda, Toji et al. 2008). Πρόσφατα

οι de Jong και συν. σε μελέτη TCam-2 κυττάρων επιβεβαίωσε ότι πρόκειται για

μια σειρά σεμινωματωδών κυττάρων που φέρουν την μετάλλαξη V600E (de

Jong, Stoop et al. 2008).

Στη μελέτη μας ανακαλύψαμε δύο καρκινικά δείγματα που έφεραν δύο

διαφορετικές μεταλλαγές στο εξόνιο 15. Ένα δείγμα έφερε μία Τ1799Α (V600E)

μετάλλαξη και το άλλο μία G1798T (V600L) μεταλλαγή. Το πρώτο δείγμα ήταν

σταδίου pT1a και grade II ενώ το δεύτερο σταδίου pT2b and grade III.

Οι περισσότερες μελέτες μέχρι τώρα επικεντρώθηκαν στη μετάλλαξη

V600E, η οποία - αν και συχνότερα αναφερόμενη – εμφανίζεται μόνο σε μία

περιορισμένη περιοχή του γονιδίου ΒRAF. Εχοντας στο μυαλό μας ότι και άλλες

περιοχές του γονιδίου στον ουροθηλιακό καρκίνο μπορεί να κρύβουν

μεταλλάξεις, μελετήσαμε τα εξόνια 11 και 14. Καμία μετάλλαξη δεν ανευρέθηκε,

συμφωνώντας με τα αποτελέσματα μελετών που ανέλυσαν με αλληλούχιση

ολόκληρη την κωδική περιοχή του γονιδίου ΒRAF χωρίς να εντοπίσουν

μεταλλαγές, εκτός των εξονίων 11 και 15 (Rajagopalan, Bardelli et al. 2002).

Συνεπώς οι μεταλλάξεις του γονιδίου ΒRAF είναι ασυνήθεις στον καρκίνο της

ουροδόχου κύστης.

Αντίθετα σημαντικό μέρος των ουροθηλιακών όγκων (10-30%) φέρουν

μεταλλάξεις στο κωδικόνιο 12 του ογκογονιδίου Η-RAS, ενός άλλου σημαντικού

διαμεσολαβητή του μονοπατιού των ΜΑΡ κινασών (Czerniak, Cohen et al. 1992;

Saito, Hata et al. 1997; Boulalas, Zaravinos et al. 2009). Αυτό υποδηλώνει μία

χαμηλή συχνότητα ενεργών μεταλλάξεων της ΜΑΡK οδού στον καρκίνο της

ουροδόχου κύστης, η οποία συμφωνεί με την θέση ότι ΒRAF και RAS μεταλλάξεις

είναι αμοιβαία αποκλειόμενα γεγονότα, υποστηρίζοντας μία άμεση λειτουργική

τους σύνδεση στις σύνθετες σηματοδοτικές οδούς (Davies, Bignell et al. 2002;

Soares, Trovisco et al. 2003).
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Συμπεράσματα

Η παρούσα μελέτη αποδεικνύει ότι η ενεργοποίηση, διαμέσου σημειακής

μετάλλαξης, του ογκογονιδίου H-RAS όπως και όλων των γονιδίων RAS (κυρίως

K- και N-RAS) διαμέσου υπερέκφρασης είναι συχνά γεγονότα στο καρκίνο της

ουροδόχου κύστης. Αυξημένα επίπεδα της mRNA έκφρασής τους μπορεί να

υποδηλώνουν νεοπλασματική ανάπτυξη όμως δεν φαίνεται να σχετίζονται με την

πρόοδο της νόσου. Επίσης, η παρούσα μελέτη αποδεικνύει ότι η συμμετοχή των

BRAF μεταλλαγών στην ανάπτυξη ουροθηλιακού καρκίνου είναι ασυνήθης.
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Purpose: Bladder cancer is the fifth most common malignancy in men in Western
society. We determined RAS codon 12 and 13 point mutations and evaluated
mRNA expression levels in transitional cell carcinoma cases.
Materials and Methods: Samples from 30 human bladder cancers and 30 normal
tissues were analyzed by polymerase chain reaction/restriction fragment length
polymorphism and direct sequencing to determine the occurrence of mutations in
codons 12 and 13 of RAS family genes. Moreover, we used real-time reverse
transcriptase-polymerase chain reaction to evaluate the expression profile of RAS
genes in bladder cancer specimens compared to that in adjacent normal tissues.
Results: Overall H-RAS mutations in codon 12 were observed in 9 tumor samples
(30%). Two of the 9 patients (22%) had invasive bladder cancer and 7 (77%) had
noninvasive bladder cancer. One H-RAS mutation (11%) was homozygous and
the remaining 89% were heterozygous. All samples were WT for K and N-RAS
oncogenes. Moreover, 23 of 30 samples (77%) showed over expression in at least
1 RAS family gene compared to adjacent normal tissue. K and N-RAS had the
highest levels of over expression in bladder cancer specimens (50%), whereas 27%
of transitional cell carcinomas demonstrated H-RAS over expression relative to
paired normal tissues.
Conclusions: Our results underline the importance of H-RAS activation in hu-
man bladder cancer by codon 12 mutations. Moreover, they provide evidence that
increased expression of all 3 RAS genes is a common event in bladder cancer that
is associated with disease development.

Key Words: urinary bladder; carcinoma, transitional cell; genes, ras;
mutation; gene expression

BLADDER cancer is the fifth most com-
mon cancer in men in Western society
with an annual incidence of approxi-
mately 18/100,000 population. The
peak prevalence of the disease is in
patients who are 60 to 70 years old.
BCa is curable if diagnosed during the
early stages of the disease. Tumors of
the bladder develop via 2 distinct but
somewhat overlapping pathways, in-
cluding the papillary and the nonpap-
illary pathway. Approximately 80% of
BCas consist of superficial exophytic
papillary lesions that originate from

urothelial hyperplasia. These typi-
cally low grade papillary tumors may
recur but rarely invade the bladder
wall or metastasize. The remaining
15% to 20% of tumors represent high
grade, solid, nonpapillary BCas that
arise from high grade intra-urothelial
neoplasia. These tumors aggressively
invade the bladder wall and have a
high propensity for distant metasta-
sis.1

The most frequently detected alter-
ations in oncogenes in animal and tu-
mor models of human cancer are mu-
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tations in the RAS family of oncogenes.2 The RAS
gene family codes for 21 kDa (p21RAS) proteins that
are found in the cytoplasm and it is associated with
the inner surface of the plasma membrane. The nor-
mal function of p21RAS proteins is to interact with
tyrosine kinase receptors to activate a signal trans-
duction pathway. Therefore, all RAS gene products
have GTPase activity and regulate cell growth and
differentiation. Mutations in members of the RAS
gene family are found in a wide variety of human
cancers. Most of these mutations are point muta-
tions in codons 12, 13 or 61 that convert the RAS
gene into a transforming oncogene. Mutated p21RAS

has a structure that hinders its ability to bind to
GTPase activating protein, thus keeping p21 in a
guanosine triphosphate bound activated state. The
activation of RAS oncogenes also occurs by quanti-
tative changes, eg over expression.3 Spandidos and
Lang reported that the over expression of even nor-
mal p21RAS is carcinogenic.4 We determined RAS
codon 12 and 13 point mutations status and evalu-
ated mRNA expression levels in TCC.

MATERIALS AND METHODS

Study Design and Clinicopathological Data
Paired tumor and normal tissue samples from a consecu-
tive series of 30 patients with newly diagnosed BCa un-
dergoing transurethral bladder tumor resection at the
department of urology at “Asklipieio” General Hospital,
Athens were prospectively evaluated for K, H and N-RAS
gene mutations by RFLP analysis and direct sequencing.
The patients studied were of advanced age (mean � SD
72.2 � 10.6 years). Of the 30 patients 26 (87%) were
smokers or former smokers, whereas 19 (63%) were char-
acterized by some level of occupational exposure to agents
associated with BCa, such as paints, chemicals etc (table 1).

All tumor specimens were classified and graded by the
same pathologist. Histological grading was performed us-
ing the 1973 WHO and the 2004 WHO/International So-
ciety of Urological Pathology classifications.5 Tumor stage
was assessed according to the 2002 American Joint Com-
mittee on Cancer staging system.6 Written informed con-
sent was obtained from all study patients.

The study protocol was approved by the University of
Crete ethics committee. Eligibility criteria used were elec-
tively resected primary BCa and the availability of DNA
from normal and tumor tissue for biomolecular analyses.
Study exclusion criteria were a history of neoplasms and
chemotherapy or radiation therapy before surgery.

Tissue samples were obtained at surgery from the tu-
mor and using cold cup biopsies from 3 grossly normal
selected sites, including the posterior wall, the trigone and
the area adjacent to the tumor. Parts of resected normal
samples were sent for histopathological analysis. Tumor
and normal tissues were frozen immediately in liquid
nitrogen, transported and stored at �80C until DNA ex-
traction.

Patients with nonmuscle invasive BCA were followed
with periodic cystoscopic examinations and intravesical

treatment as indicated. Patients with invasive BCA were
offered radical cystectomy with or without systemic che-
motherapy. At a mean followup of 24 � 3 months, 8
patients (26.6%) had recurrent tumors. In those with
Ta/T1 vs T2-T3 tumors the frequency of recurrence was
29.4% (5 of 17) vs 23% (3 of 13). In patients with non-
muscle invasive BCA the progression rate was 11.1% and
22.2% for grades II and III disease, respectively. All re-
currences were proved by biopsy.

DNA Extraction,

Oligonucleotide Primers and PCR Amplification
Genomic DNA was extracted using proteinase K, followed
by phenol extraction and ethanol precipitation according
to standard procedures. RAS genes were amplified using
the set of primers and PCR conditions reported by Zara-
vinos et al.7

RFLP Analysis and Direct Sequencing
We performed RFLP analysis and direct sequencing. For
K-RAS and N-RAS 10 to 40 �l aliquots of amplification
products were digested for 16 hours with 30 U BstN I. For
H-RAS 10 to 40 �l aliquots of amplification products were
digested for 16 hours with 30 U Msp I. RFLP products
were analyzed on 3% agarose gel and photographed on an
ultraviolet light transilluminator (fig. 1). DNA from the
SW480 cell line bearing a homozygous mutation in K-RAS
codon 12 and EJ, which is mutant at the same codon of the
H-RAS gene, served as positive controls, respectively.

Table 1. Patient clinicopathological characteristics

No. Pts

Overall* 30
Sex:

M 27
F 3

Mean age (range) 72.2 (44–86)
Smoking:

Nonsmoker 4
Former smoker 8
Smoker 18

Occupational exposure:†
Yes 19
No 11

Stage:
pTa 1
pT1 12
pT1a 4
pT1b 1
pT2 2
pT2a 1
pT2b 5
pT2�in situ 3
pT3a 1

WHO 1973 grade:
I 0
II 10
III 20

WHO/International Society of Urological Pathology 2004 grade:
Low 8
High 22

* Total of 30 TCC and 30 adjacent normal tissue samples.
† To chemicals, paints, pesticides, petroleum, ink etc.
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PCR products were purified with a QIAquick® PCR
purification kit. The sequencing reaction was performed
on a GeneAmp® 9600 thermal cycler using a Big Dye™
Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit, as pre-
viously described.7 Sequences were double-checked using
forward and reverse primers separately (fig. 2).

RNA Extraction and Reverse Transcription
Tissue specimens were homogenized in TRIzol® reagent
using a power homogenizer, followed by chloroform addi-
tion and centrifugation. Total RNA was precipitated from
supernatant with isopropanol, washed with 75% ethanol and
resuspended in 50 �l DEPC treated water. cDNA was syn-
thesized by reverse transcription with the StrataScript®

First-Strand Synthesis System, as previously described.7

Real-Time PCR
Transcribed products were subjected to real-time PCR assay
with SYBR® Green I in an Mx3000P® programmable ther-
mal controller apparatus. All primer pair sequences, ampli-
fication conditions and calculation of gene transcription lev-
els were used as previously described (fig. 3).7

Statistical Analysis
The nonparametric Spearman rank correlation was used
to examine pairwise correlations between RAS mRNA lev-
els and their association with continuous variables, in-
cluding patient age, smoking, histological type and stage.
The Mann-Whitney U test, applied when indicated by
analysis, was used to examine the expression status of
RAS genes with the various clinicopathological parame-
ters after stratification. Multivariate analysis using a lo-
gistic regression model was also performed. All statistical
analysis was performed with SPSS® 11.5 with statistical
significance set at the 95% level (p �0.05).

RESULTS

Mutation Analysis

Mutation analysis of the K, H and N-RAS genes in
codons 12 and 13 was done in 30 patients. No K or
N-RAS mutation was detected. However, 9 TCCs
bearing mutations in codon 12 were found with
amino acid substitutions that could be deduced by
direct sequencing. One substitution (2TCC) was ho-

mozygous (11%), while the remainder were het-
erozygous (89%). Seven of 9 mutant samples (78%)
bore a GGC ¡ GAC mutation at codon 12, leading to
the amino acid substitution of Gly ¡ Asp at this site.
The 2 remaining samples were GGC ¡ GTC codon
12 mutations, resulting in the substitution of Gly ¡
Val (fig. 2). No RAS mutation could be detected in
codon 13 in any tissues studied. Notably only 2 of the
patients bearing H-RAS mutations had invasive
urothelial carcinoma, which was stage pT2 plus in
situ in 1 and pT3a disease in 1, whereas 7 of 9 (77%)
had noninvasive urinary BCa, including stages pT1,
pT1a and pT1b.

Expression Analysis

RAS genes were expressed in all TCC and adjacent
normal tissues studied. According to the ratio of the
level of expression of each RAS gene in TCCs com-
pared to that in adjacent normal tissue we defined 3
groups of expression, including less than 0.5—under
expression, 0.5 to 2.0—equal expression and greater
than 2.0—over expression (table 2). Of the TCCs 11
(37%) presented with over expression of 1 RAS gene,
whereas 7 (23%) were characterized as having 2 over
expressed RAS genes. Only 4 TCCs (13%) showed
over expression of all 3 RAS genes.

The highest incidence of over expression was de-
tected in K and N-RAS genes (50% each), whereas
H-RAS showed a lower rate of over expression
(27%). It is clear that RAS oncogenes did not have a
similar pattern of over expression in urothelial car-
cinoma, which is in favor of the hypothesis that this
expression has a role in the pathogenesis of bladder
tumors. Mean � SD levels of under expression of
RAS genes were 0.27 � 0.12 for K and H-RAS, and
0.38 � 0.04 for N-RAS. The rate of equal expres-
sion was similar for the K, H and N-RAS genes
(1.03 � 0.44, 1.20 � 0.48 and 0.92 � 0.45, respec-
tively). We observed a unique pattern of over ex-
pression of all 3 members of the RAS family and
each member showed a different TCC-to-normal
ratio range (table 2). Specifically while the mean
over expression rate of K-RAS was 4.53 � 2.52-
fold, 4 TCCs showed a significantly increased K-
RAS expression level compared to that in adjacent
normal tissue (21.67 � 1.14-fold) (fig. 4). Six TCCs
demonstrated H-RAS over expression (mean 2.64-
fold � 0.43). However, 2 carcinoma samples were
characterized by 18.04 � 8.24-fold increased H-
RAS expression relative to adjacent normal tissue.
N-RAS was found to be over expressed 3.83 �
1.32-fold in 11 TCCs. Of note 4 TCCs were char-
acterized by an even more significantly increased
level of N-RAS over expression relative to adjacent
normal tissue (18.65 � 5.80-fold).

Figure 1. H-RAS 312 bp amplification products were digested
with restriction enzyme Msp I and electrophoresed on 3% aga-
rose gel. L, 100 bp DNA ladder. Lanes 1 and 3, WT samples.
Lanes 2 and 4, heterozygous mutation samples. Lane 5, undi-
gested H-RAS PCR product.
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RAS Analysis vs

Clinicopathological Characteristics

Of the patients studied 6 (31.5%) carried a codon 12
H-RAS mutation, while the remaining 13 had tis-

sues that were WT. Three H-RAS mutant samples
were found in patients who had no occupational
exposure record. In 9 of the 19 patients (47%) with
an occupational exposure record only 1 RAS gene

Figure 2. Direct sequencing of RAS PCR products verified mutation (mut) in codon 12 in 9 TCCs. A, WT H-RAS sequence of
representative normal adjacent tissue from codon 9 to 15 and amino acids encoded by this sequence. B, sequence of representative
TCCs bearing codon 12 heterozygous point mutation (GGC ¡ GAC), which leads to Gly12Asp amino-acid change. C, sequence of
representative TCCs bearing codon 12 heterozygous point mutation (GGC ¡ GTC), which leads to Gly12Val amino acid.
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was over expressed, while 4 and 2 patients had 2
and 3 over expressed genes, respectively. Similarly 3
of these patients did not show any over expression.
In contrast, it was not possible to detect any differ-
ence in the number of over expressed genes in the 11
patients with no history of occupational exposure.
Three of these patients had 1, 2 and no over ex-
pressed genes, respectively, while in 2 all 3 RAS
genes were over expressed.

Of the 30 patients 26 (87%) were smokers or
former smokers, of whom 19% had an H-RAS codon
12 mutation. Interestingly all 4 nonsmokers had the
H-RAS codon 12 mutation. Nine of the 26 smokers/
former smokers (34%) had 1 RAS gene over ex-
pressed, while 27% and 15% had 2 and 3 genes over
expressed, respectively. Six smokers/former smok-
ers did not show any RAS gene over expression.

Statistical significance was not attained in the
relationship between RAS mutations, expression
status and tumor stage or grade. In addition, mul-
tivariate analysis using a logistic regression model
demonstrated no association between mutation/ex-
pression status and clinical outcome (progression
and recurrence). However, 78% of H-RAS codon 12
mutations were detected in noninvasive bladder

cancer cases. Moreover, grade III TCC cases showed
significantly higher N-RAS mRNA levels than cases
of grade II tumors with a statistically significant
difference (Mann-Whitney U test p � 0.041).

mRNA Expression Pairwise Analysis

Spearman analysis was done to detect possible cor-
relations between RAS co-expression patterns in
TCC and adjacent normal tissues. A significant pos-
itive correlation was found between H-RAS and N-
RAS in TCC samples (p � 0.001). No other correla-
tion was present in the remaining gene pairs in the
TCC or adjacent normal tissue.

DISCUSSION

The association between the mutated RAS gene fam-
ily (H, K and N-RAS) and 30% of all human cancers,
including bladder cancer, suggests that aberrant
RAS function is an important contributor to cancer
development.3,4 Frequently mutated hot spots are
Gly ¡ Val in codon 12, Gly ¡ Cys at codon 13 and
Glu ¡ Arg/Lys/Leu at codon 61.8,9 Point mutations
in RAS genes block intrinsic GTPase activity, thus
preventing the normal deactivation of RAS pro-

Figure 3. Melt curve analysis of RAS genes and normalizer gene GAPDH shows single peaks for all genes, including 75.8C for K-RAS,
76C for N-RAS 86.2C for H-RAS and 80.3C for GAPDH, and absent peaks for nontemplate control (NTC), demonstrating exclusion of any
genomic DNA contamination and PCR product specificity.
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teins.3 H-RAS mutations were first detected in the
human bladder cancer cell line T2410 with subse-
quent studies demonstrating that H-RAS mutations
are more frequently detected in urinary tract tumors
than K or N-RAS genes.11 Although the initial ex-
pectation that H-RAS mutations would have an im-
portant role in bladder carcinogenesis has not been
upheld and it is now believed that they have a role in
only 10% of cases,12 still more recent reports show a
significantly higher frequency of H-RAS mutations
in bladder tumors. Fitzgerald et al reported that
mutations in H-RAS were detected in urine sedi-
ment in 44% of patients with bladder cancer,13

Czerniak et al observed H-RAS mutation at codon
12 in 45% of bladder cancers14 and Haliassos et al
reported an even higher incidence of 66%.15 Further-
more, the most recent report by Przybojewska et al
described H-RAS mutation in 84% of patients with
bladder cancer.16 These discrepancies may be due to
the methods used to detect RAS mutation.

In the current study we used a sensitive PCR/
RFLP assay to test for the presence of RAS muta-
tions in BCa cases. To our knowledge for the first

time results were confirmed by direct sequencing of
the PCR product, providing increased accuracy and
sensitivity. Our findings support reports indicating
that a significant percent of H-RAS gene codon 12
mutations are present in urinary BCa cases. We
detected 9 of 30 bladder TCCs (30%) bearing H-RAS
mutations (G ¡ A and G ¡ T) in codon 12, which are
the most commonly reported point mutations.17 Of
particular note in our study is the fact that 78% of
these mutations were found in noninvasive TCCs,
whereas only 2 were detected in invasive cancers,
including 1 pT3a and 1 pT2 plus in situ. This obser-
vation is in agreement with the findings of Ooi et al,
who reported that the codon 12 G ¡ T substitution
was associated with nonrecurring and recurring pri-
mary tumors as well as with initial Ta/T1 lesions in
patients with disease progression.18 Our results
substantiate the concept that there is a relationship
between H-RAS codon 12 mutations and low stage,
well differentiated bladder neoplasms, whereas it
seems that advanced TCC lacks such mutations.

Mutations in K-RAS have been detected in more
than 80% of human pancreatic tumors, 38% of colon
cancer specimens and 31% of small intestine can-

Table 2. RAS family gene mutation and expression status in
patients with TCC

Pt No.
H-RAS Codon
12 Mutations*

TCC/Normal (expression)

K-RAS H-RAS N-RAS

1 WT 0.27 (under) 0.40 (under) 0.43 (under)
2 Mutation 0.22 (under) 1.88 (equal) 20.50 (over)
3 WT 0.22 (under) 3.38 (over) 3.13 (over)
4 Mutation 0.28 (under) 0.22 (under) 1.64 (equal)
5 WT 0.18 (under) 1.37 (equal) 13.89 (over)
6 WT 0.50 (equal) 0.75 (equal) 2.85 (over)
7 WT 0.10 (under) 0.19 (under) 0.47 (equal)
8 WT 0.43 (under) 2.70 (over) 0.52 (equal)
9 Mutation 0.15 (under) 1.50 (equal) 6.08 (over)

10 Mutation 0.72 (equal) 0.95 (equal) 0.75 (equal)
11 Mutation 21.95 (over) 1.46 (equal) 0.76 (equal)
12 WT 3.56 (over) 0.12 (under) 0.58 (equal)
13 WT 3.00 (over) 2.39 (over) 2.28 (over)
14 WT 1.64 (equal) 0.11 (under) 0.85 (equal)
15 WT 0.43 (under) 24.23 (over) 4.65 (over)
16 Mutation 3.35 (over) 0.70 (equal) 2.37 (over)
17 Mutation 22.31 (over) 1.11 (equal) 0.36 (under)
18 WT 1.07 (equal) 0.35 (under) 5.77 (over)
19 WT 22.41 (over) 2.83 (over) 14.17 (over)
20 WT 9.10 (over) 1.65 (equal) 4.34 (over)
21 WT 19.99 (over) 0.19 (under) 0.35 (under)
22 Mutation 2.24 (over) 0.28 (under) 0.59 (equal)
23 WT 0.41 (under) 0.52 (equal) 1.21 (equal)
24 WT 8.73 (over) 1.84 (equal) 26.05 (over)
25 WT 3.26 (over) 0.43 (under) 1.89 (equal)
26 Mutation 5.47 (over) 2.29 (over) 0.89 (equal)
27 WT 2.70 (over) 12.57 (over) 4.05 (over)
28 WT 6.31 (over) 0.44 (under) 2.61 (over)
29 WT 2.11 (over) 2.25 (over) 4.04 (over)
30 WT 1.24 (equal) 0.71 (equal) 0.89 (equal)

* In all patients K and N-RAS genes, and in all adjacent normal tissues RAS family
genes were WT.

Figure 4. RAS family gene mRNA levels in TCC and adjacent
normal tissues. K and N-RAS had higher expression in TCC
samples than in normal tissue (N-RAS Mann-Whitney U test
p � 0.003), whereas H-RAS was equally expressed in 2 tissue
types.
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cers. To date N-RAS gene mutations have been
mainly associated with hematopoietic malignancies
and melanoma. Our findings concerning the lack of
K and N-RAS gene mutations in BCa are in accor-
dance with those of other groups, providing further
evidence for the tissue specificity of the activation of
RAS family genes.

Although point mutations act as an activating
mechanism of RAS oncogenes, over expression of RAS
transcripts also increases the risk of carcinogenesis
and it has been reported for several tumors, including
those of the breast, colon, head and neck, and lung.
These studies have proved that RAS oncogene expres-
sion is increased in premalignant and malignant tu-
mors compared to normal tissues. In bladder cancer
specifically Viola et al found increased expression of
RAS protein in carcinoma in situ and high grade tu-
mors but not in hyperplasia or low grade tumors on
immunohistochemical analysis.19 Moreover, Vageli et
al reported the possible involvement of RAS oncogenes
in bladder cancer through over expression.20

However, none of the studies done to date have
used advanced technology, such as real-time reverse
transcriptase-PCR. To our knowledge the current
study is the first to do so using real-time reverse
transcriptase-PCR to detect the mRNA levels of RAS
genes in TCC and compare them to corresponding
levels in adjacent normal tissue. Of 30 samples 23
were found to demonstrate over expression of at
least 1 RAS family gene. The highest incidence of
over expression was found for K and N-RAS genes,
which were over expressed in half of TCC samples,

while H-RAS showed a lower rate of over expression
(27%) compared to paired normal tissue. These rates
are in agreement with the results of previous stud-
ies20 and indicate that RAS oncogenes do not have a
pattern of over expression in bladder cancer that is
similar to their pattern in other cancers. The positive
correlation detected between H and N-RAS expression
levels underlines the concept that RAS genes could act
synergistically in TCC cases (p � 0.001). Moreover, in
contrast to the study by Viola et al,19 statistical signif-
icance was not attained between expression levels and
tumor stage or grade. Our results are in accordance
with studies supporting a lack of correlation between
tumor stage or grade and RAS mRNA levels. All sam-
ples expressed at least 1 member of the RAS family
but 37% of them had over expression of only 1 RAS
gene, while 23% had over expression of 2 RAS genes
and 13% over-expressed all 3 RAS genes. These results
suggest a significant increase in p21RAS in the corre-
sponding tissues. In samples that over expressed all 3
RAS genes the TCC-to-normal ratio of each was not
always similar.

CONCLUSIONS

The current study substantiates the concept that
activation of the H-RAS oncogene by point mutation
and the activation of all RAS genes (mainly K and
N-RAS) by over expression are frequent events in
BCa cases. Increased RAS mRNA levels may indi-
cate BCa development but they do not appear to be
responsible for its progression.
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INTRODUCTION

Bladder cancer (BCa) is the fourth most common
malignancy in men (7%) and the twelfth most common
in women (2.5%) and accounts for 3% of all deaths in
men in the United States. In 2008, it is estimated that
68,810 new patients will be diagnosed with bladder
cancer, with 14,100 of these patients succumbing to
the disease (1). Transitional cell carcinomas (TCCs) of
the bladder comprise nearly 90% of primary bladder
tumors and develop via 2 distinct but somewhat over-
lapping pathways, the papillary and non-papillary.
BCas (~80%) consist of superficial exophytic papillary
lesions that originate from urothelial hyperplasia.
These typically low-grade papillary tumors may recur,
but they rarely invade the bladder wall or metastasize.
The remaining 15-20% of tumors represent high-grade
solid non-papillary BCas arising from high-grade in-
traurothelial neoplasia. These tumors aggressively in-
vade the bladder wall and have a high propensity for
distant metastasis (2).

The MAP kinase pathway is a significant signaling
pathway that regulates cellular processes. Dysregulation
of this pathway caused by mutations in different media-

tors is frequently found in many types of cancer (3). So-
matic activating mutations of the BRAF gene have been
reported in melanomas (>60%) and other cancer types,
predominantly the V600E substitution in exon 15 (4).
The most commonly reported mutation was a T®A trans-
version at nucleotide 1799 (V600E) observed in 80% of
the malignant melanomas studied; this mutation was pre-
viously named T1796A (V599E) (4). Functional analysis
revealed that the transversion was the only detected mu-
tation that caused constitutive activation of BRAF kinase
activity, independently of RAS activation, by converting
BRAF into a dominant transforming protein (4). Addition-
ally, BRAF mutations such as the V600E were described
in KRAS-negative colon carcinomas, suggesting that
BRAF/KRAS-activating mutations are alternative genetic
events in colon cancer (5-7).

The incidence of BRAF mutations in TCC of the blad-
der is not well established. Davies et al screened the en-
tire BRAF coding region in 10 bladder cancer cell lines,
but no mutation was detected (4). Moreover, the number
of published reports regarding the BRAF mutation status
in TCCs is limited. Our study therefore aimed to screen
BRAF exons 11, 14 and 15 for the presence of mutations
in TCC of the bladder.
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ABSTRACT: Purpose: Mutational activation of the MAP kinase pathway is frequently found in many types of cancer. Re-
cently, activating mutations in the BRAF gene, an important activator of this pathway, have been described in several tu-
mor types including melanoma, colorectal and papillary thyroid cancer. The most frequent mutation in exon 15 (V600E)
as well as several other mutations within exons 11 and 15 result in constitutive activation of the oncoprotein.
Materials and methods: Our study aimed to investigate BRAF mutations in 30 human bladder tumors and their adjacent
normal tissues. The V600E mutation was screened by PCR/RFLP and exons 11, 14 and 15 of BRAF including intron-exon
boundaries were sequenced.
Results: We detected two tumor specimens bearing two different mutations, both of which were found in exon 15. One
sample showed the T1799A (V600E) and the other the G1798T (V600L) mutation. The first specimen was stage pT1a and
grade II, whereas the second was stage pT2b and grade III. No mutations within the coding region of exons 11, 14, 15 and
the intron-exon junctions for the remaining samples were found.
Conclusions: Our results suggest that involvement of BRAF mutations in the development of transitional cell carcinoma of
the bladder is infrequent. (Int J Biol Markers 2009; 24: 17-21)
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MATERIALS AND METHODS

Study design and clinicopathological data

Paired tumor and normal tissue samples from a con-
secutive series of 30 patients with newly diagnosed BCas
undergoing transurethral tumor resection at the Depart-
ment of Urology of the Asklipieio General Hospital in
Athens were prospectively studied for BRAF gene muta-
tions by restriction fragment length polymorphism (RFLP)
analysis and direct sequencing. The patients studied were
of advanced age (mean age ± SD of the patient population
was 72.2±10.6 years). The majority (26/30, 87%) were
smokers or former smokers, while 19 (63%) were charac-
terized by some level of occupational exposure to agents
associated with BCa such as paints and chemicals (Tab. I).

Tumor specimens were classified and graded by the
same pathologist. Histological grading was performed
using both the 1973 World Health Organization (WHO)
and the 2004 WHO/International Society of Urologic
Pathology (ISUP) classifications (8).

Tumor stage was assessed according to the 2002
American Joint Committee on Cancer staging system (9).
Written informed consent was obtained from the patients

included in this study. The study protocol was approved
by the Ethics Committee of the University of Crete. Eligi-
bility criteria included electively resected primary BCas
and the availability of DNA from normal and tumor tis-
sue for biomolecular analyses. Exclusion criteria were a
history of previous neoplasms and chemotherapy or radi-
ation therapy prior to surgery.

Tissue samples were obtained at surgery from the tu-
mor and the 3 selected grossly normal sites (cold cup
biopsies) were posterior wall, trigone, and area adjacent
to the tumor. Parts of the resected normal samples were
sent for histopathological analysis. Tumor and normal
tissues were frozen immediately in liquid nitrogen, trans-
ported, and stored at -80˚C until DNA extraction.

Patients with non-muscle-invasive BCas were fol-
lowed-up with periodical cystoscopic examinations and
intravesical treatment as indicated. Patients with invasive
BCas were offered radical cystectomy with or without
systemic chemotherapy. After a mean follow-up of 24±3
months, 8 (26.6%) patients had recurrent tumors. In
Ta/T1 tumors the frequency of recurrence was 29.4%
(5/17) compared with 23% (3/13) of T2-T3 tumors. In pa-
tients with non-muscle-invasive BCas, the progression
rate was 11.1% and 22.2% for grade II and III tumors, re-
spectively. All recurrences were proven by biopsy.

DNA extraction, oligonucleotide primers and PCR

Genomic DNA was extracted using proteinase K, fol-
lowed by phenol extraction and ethanol precipitation ac-
cording to standard procedures, as previously described
(10). We amplified BRAF exons 11, 14 and 15 by poly-
merase chain reaction (PCR) using the primers and ther-
mal conditions as referred to in Zaravinos et al (11). All
primers were located in the introns flanking the coding
exons of the gene to include sequences from the intron-
exon boundaries in the amplified products and the final
sequencing traces. PCR products were purified with the
QIAquick PCR purification kit (QIAGEN Inc.) and stored
at -20˚C for further RFLP and sequencing analysis.

RFLP analysis

RFLP analysis involved 10-µL aliquots of the amplifi-
cation products being digested for 16 hours at 65˚C with
10 U of TspR I restriction enzyme (New England Bio-
Labs, Beverly, MA, USA) in a 30-µL reaction volume. Af-
ter replacing the enzyme with deionized water, the same
reaction was used as a negative control. RFLP products
were analyzed on a 3% agarose gel and photographed
on a UV light transilluminator.

Direct DNA sequencing

Direct DNA sequencing was used to identify and/or
verify mutations within exons 11, 14 and 15 of the BRAF

TABLE I - CLINICOPATHOLOGICAL CHARACTERISTICS OF THE 
PATIENTS

Subjects (N) 30*
Sex 

Male 27
Female 3

Age (years)
Mean 72.2
Range 44-86

Smoking†

NS 4
FS 8
S 18

Occupational exposure‡

Yes 19
No 11

Stage 
pTa 1
pT1 12
pT1a 4
pT1b 1
pT2 2
pT2a 1
pT2b 5
pT2+in situ 3
pT3a 1

Grade (WHO 1973)
I 0
II 10
III 20

Grade (WHO/ISUP 2004)
Low 8
High 22

* 30 TCCs and 30 adjacent normal tissue specimens
† NS, non-smoker; FS, former smoker; S, smoker
‡ Exposure to chemicals, paints, pesticides, petroleum or ink
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gene. Exons 11 (G-loop) and 15 (activation segment)
have been detected in malignant melanoma and other
cancer types, resulting in the permanent activity of BRAF
(4). Since exon 14 is adjacent to exon 15, thereby encod-
ing an amino-acid sequence close to the protein’s activa-
tion segment, we also included it in our study. The
primers used for the forward reading of the reactions
were: BRAF exon 11, 5’-TGTTTGGCTTGACTTGAC-3’;
BRAF exon 14, 5’-AGATTTCGAGGCCAGAGTCC-3’;
and BRAF exon 15, 5’-CCCTGAGATGCTGCTGAGTT-3’.
The sequencing reactions were carried out using the
BigDye Terminator Cycle Sequencing Kit (Applied
Biosystems) in a 10-µL volume containing purified PCR
product and the sequencing primer. The temperature
conditions set for the sequencing reactions were 96˚C for
2 minutes followed by 25 cycles at 96˚C for 30 seconds,
54˚C for 10 seconds, and 60˚C for 4 minutes. The reac-
tion products were precipitated with 2-propanol, washed
with 75% ethanol, re-suspended in 25 µL water, and
loaded onto an ABI Prism 3100 Genetic Analyzer (Ap-
plied Biosystems). Sequencing data were analyzed using
sequence analysis software (Sequence Analysis 3.7; Ap-
plied Biosystems).

Statistical analysis

Statistical analyses were performed with SPSS 11.5
(SPSS, Chicago, IL, USA). Statistical significance was set
at the 95% level (p<0.05).

RESULTS

All 30 TCCs were successfully screened for the pres-
ence of BRAF mutations within exons 11, 14 and 15. The
V600E mutation (nucleotide change T1799A in exon 15)
was found in 1 TCC specimen, whereas sequencing
analysis also detected a V600L (nucleotide change
G1798T in exon 15) in another TCC sample (Fig. 1). The
first specimen was stage pT1a and grade II, the second
was stage pT2b and grade III. No mutations within the
coding region of exons 11, 14, 15 and the intron-exon
junctions for the remaining samples were found. As only
2 mutations were present, no statistically significant re-
sult could be attained.

DISCUSSION

Many fundamental cellular processes including dif-
ferentiation, proliferation, survival, motility, and transfor-
mation are regulated by the RAS-RAF-MEK-ERK pathway,
an evolutionary conserved signaling module (12). The
RAF proteins are highly conserved serine/threonine pro-
tein kinases that activate mitogen-activated protein ki-
nase kinase (MEK), which in turn activates the mitogen-

activated protein kinase (MAPK) pathway (13). Inappro-
priate and/or continuous activation of this pathway re-
sults in a potent promitogenic force with ensuing abnor-
mal proliferation and differentiation in many human can-
cer types (14). Activating somatic mutations in the ser-
ine/threonine kinase BRAF were reported in a large pro-
portion of malignant melanomas and papillary thyroid
cancers, as well as in a small fraction of other cancers
and cancer cell lines including colorectal carcinomas,
ovarian neoplasms, non-small cell lung cancers and vari-
ous sarcomas (4,15-18). Besides acting as an MAPK
pathway activator, RAF was shown to be involved in the
oncogenic signaling of protein kinase C epsilon (31, 32).
Therefore, more than one oncogenic pathway might be
coordinated by mutant, constitutively-activated BRAF.

Stoehr et al previously screened 121 paraffin-embed-
ded urothelial carcinomas of the urinary bladder and 27
tumors from the upper urinary tract without detecting
any BRAF mutations (19). The majority of TCCs studied
did not reveal any mutations, indicating that the most
frequent BRAF alterations described in several tumor
types appear not to play an important role in urothelial
carcinogenesis.

Regarding similar studies of the urinary tract, Cho et
al reported an incidence of 10.2% of BRAF codon 600
mutations in prostate adenocarcinomas (20). Their results
are not in accordance with those of Burger et al (21),

Fig. 1 - No mutations within exons 11, 14, 15 and the intron-exon
junctions were detected. However, direct sequencing for DNA sam-
ples 14T and 3T (middle and lower panel, respectively) gave 2 differ-
ent heterozygous mutations: a T→A substitution at nucleotide 1799
(V600E) and a G→T substitution at nucleotide 1798 (V600L). The up-
per panel shows the wt BRAF exon 15 sequence from a normal tissue
sample (6N).
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who had previously reported a lack of BRAF mutations in
79 prostatic adenocarcinomas. Moreover, activating BRAF
missense mutations have been identified in 9% of non-
seminomas but not in seminomas (22). It has been postu-
lated that BRAF mutations do not play a role in the devel-
opment of renal cell tumors (23), in testicular germ cell tu-
mors (24), or in cercival, endometrial and ovarian carcino-
mas (25). Recently, de Jong et al, in a multidisciplinary ap-
proach to TCam-2 cells, confirmed that this is a seminoma
cell line bearing the V600E BRAF mutation (26).

Interestingly, we detected 2 bladder cancer specimens
bearing 2 different mutations, both within exon 15. One
sample had a T1799A (V600E) and the other a G1798T
(V600L) mutation. The first specimen was stage pT1a and
grade II, the second was stage pT2b and grade III.

The majority of studies thus far have focused on the
V600E mutation, which—although most frequently re-
ported on—still appears only in a limited region of the
BRAF gene. Bearing in mind therefore that other regions
of the gene reveal a mutation spectrum in urothelial can-
cers, we also screened exons 11 and 14. However, no
mutation was found, corresponding with the results of
comprehensive analyses that have sequenced the entire
BRAF coding region and failed to show mutations out-
side exons 11 and 15 (7). Thus, BRAF mutations appear
to be infrequent in TCC.

In contrast, a significant proportion of TCCs (10-
30%) harbor mutations of H-RAS, another significant ac-

tivator of the MAP kinase pathway, in codon 12 (27, 28,
30). This indicates a low frequency of mutational activa-
tion of the MAP kinase pathway in urothelial carcinogen-
esis, and appears to be consistent with the concept that
BRAF and RAS mutations are mutually exclusive events,
suggesting a linear functional relationship for these com-
ponents in the complex signaling pathways (4, 29).

In summary, the present study demonstrates that in-
volvement of BRAF mutations in the development of TTC
of the urinary bladder is infrequent.

Abbreviations
TCC, transitional cell carcinoma
BCa, bladder cancer
PCR/RFLP, polymerase chain reaction/restriction fragment
length polymorphism
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