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2Ακτινολογικό Τµήµα, ¨Βενιζέλειο – Πανάνειο¨ Γεν. Νοσ. Ηρακλείου 
3
Βιολόγος, Υποψήφια ∆ιδάκτωρ Ιατρικής Σχολής Πανεπιστηµίου Κρήτης 

14ο Παγκρήτιο Ιατρικό Συνέδριο, Ιατρική Εταιρεία Ρεθύµνου, Γεωργιούπολη 
Κρήτη, Τετάρτη 29 Οκτωβρίου 2008 
 

 A.7. ΑΠΕΙΚΟΝΙΣΤΗΚΑ ΕΥΡΗΜΑΤΑ ΑΜΦΟΤΕΡΟΠΛΕΥΡΟΥ 
ΝΕΦΡΟΚΥΤΤΑΡΙΚΟΥ ΚΑΡΚΙΝΟΥ ΚΑΙ ΑΝΑΣΚΟΠΗΣΗ ΤΗΣ 
ΒΙΒΛΙΟΓΡΑΦΙΑΣ 
Μ. Χατζηϊωάννου1, Ι. Τρίτου

1, Τ. Καβάλλο
1, Μ. Γαργουλάκη

2, Κ. 
Ανδρουλιδάκη

1, Κ. Ψαράς1, Ε. Σφακιανάκη1. 
15ο Παγκρήτιο Ιατρικό Συνέδριο, Ιατρική Εταιρεία Χανίων, Πλατανιάς 
Χανίων, Minoa Palace Resort, Παρασκευή 29 Οκτωβρίου 2010 
 

 A.8. ΚΑΚΩΣΕΙΣ ΠΡΟΚΑΛΟΥΜΕΝΕΣ ΑΠΟ ΤΗΝ ΕΞΑΣΚΟΥΜΕΝΗ ΒΙΑ 
ΠΡΟΣ ΤΟ ΓΥΝΑΙΚΕΙΟ ΦΥΛΟ 
Παπαδοπούλου ∆.1, Παναγιωτάκης Γ.2, ∆ηµητριάδης Σ.1, Χατζηϊωάννου Μ.3, 
Σπυριδάκης Κ.2, Παπαναστασόπουλος Α.1, ∆εµερτζίδης Χ.1 
1
Χειρουργική Κλινική Γ.Ν.Βέροιας 

2
Α΄ Χειρουργικό Τµήµα, «Βενιζέλειο – Πανάνειο» Γ.Ν. Ηρακλείου 

3Ακτινολογικό Τµήµα, «Βενιζέλειο – Πανάνειο» Γ.Ν. Ηρακλείου 
6ο Πανελλήνιο Συνέδριο Τραύµατος & Επείγουσας Χειρουργικής, 
Θεσσαλονίκη, Makedonia Palace, Πέµπτη 17 Φεβρουαρίου 2011 
 

 A.9. Υ∆ΡΟΚΗΛΗ ΣΠΕΡΜΑΤΙΚΟΥ ΤΟΝΟΥ – ΑΠΕΙΚΟΝΙΣΤΙΚΑ 
ΕΥΡΗΜΑΤΑ ΚΑΙ ΑΝΑΣΚΟΠΗΣΗ ΤΗΣ ΒΙΒΛΙΟΓΡΑΦΙΑΣ 
Ι. Τρίτου, Μ. Χατζηϊωάννου, Ι. Μπαρούδας, Τ. Καββάλο, Ε. Σφακιανάκη 
Α' Ακτινολογικό Τµήµα, Βενιζέλειο-Πανάνειο Γεν. Νοσ. Ηρακλείου 
26ο Βορειοελλαδικό Ιατρικό Συνέδριο, Θεσσαλονίκη, Hotel Hyatt Regency, 
Σάββατο 2 Απριλίου 2011 
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 A.10. ΛΙΠΟΛΕΙΟΜΥΩΜΑΤΑ ΜΗΤΡΑΣ – ΑΠΕΙΚΟΝΙΣΤΙΚΑ ΕΥΡΗΜΑΤΑ 

ΣΠΑΝΙΑΣ ΠΕΡΙΠΤΩΣΗΣ 
Μ. Χατζηϊωάννου, Ι. Τρίτου, Τ. Καββάλο, Μ. Βρανάκη, Ε. Σφακιανάκη 
Α' Ακτινολογικό Τµήµα, Βενιζέλειο-Πανάνειο Γεν. Νοσ. Ηρακλείου 
26ο Βορειοελλαδικό Ιατρικό Συνέδριο, Θεσσαλονίκη, Hotel Hyatt Regency, 
Σάββατο 2 Απριλίου 2011 

   
 

   

B. Αναρτηµένες Ανακοινώσεις σε Ελληνικά Συνέδρια: 

 Β.1. ΑΝΤΙΜΕΤΩΠΙΣΗ ΚΡΑΝΙΟΕΓΚΕΦΑΛΙΚΩΝ ΚΑΚΩΣΕΩΝ ΑΠΟ 
ΓΕΝΙΚΟ ΙΑΤΡΟ ΣΤΗΝ ΠΡΩΤΟΒΑΘΜΙΑ ΦΡΟΝΤΙ∆Α ΥΓΕΙΑΣ 
Ν. Σύρµος1,2, Μ. Χατζηϊωάννου3, Π. ∆ασκαλάκης9, Σ. Πατιάκας2,  Β. 
Βαλαδάκης

1, Κ. Γρηγορίου1, Ε. Γκίκα8, Ι.  Κριτσωτάκης8, Ε. Πατρωνάκης6, Φ. 
Νανµπάντη

7, Π. Αρβανιτάκης
4, Γ. Παναγιωτάκης

9, Α. Τελεβάντος
2, Ν. 

Καπουτζής
2, Ν. ∆ρακωνάκης5, ∆. Αρβανιτάκης1.  

1
Νευροχειρουργική Κλινική, ¨Βενιζέλειο¨ Γεν. Νοσ. Ηρακλείου Κρήτης 

2
Γενικό Νοσοκοµείο – Κέντρο Υγείας Γουµένισσας 

3Κέντρο Υγείας Μοιρών 
4
Π.Ι. Γέργερης 

5
Κέντρο Υγείας Χάρακα 

6
Π.Π.Ι. Κάσου 

7
Π.Ι. Νέας Χαλκηδόνας 

8
Π.Π.Ι. Αστυπάλαιας 

9¨Βενιζέλειο¨ Γεν. Νοσ. Ηρακλείου Κρήτης 
19ο ΠΑΝΕΛΛΗΝΙΟ ΣΥΝΕ∆ΡΙΟ ΓΕΝΙΚΗΣ ΙΑΤΡΙΚΗΣ, Χερσόνησσος 
Ηρακλείου Κρήτης, Παρασκευή 13 Απριλίου 2007 
 

 Β.2. ΞΕΝΑ ΣΩΜΑΤΑ ΓΑΣΤΡΕΝΤΕΡΙΚΟΥ ΣΩΛΗΝΑ. Η ΑΞΙΑ ΤΗΣ 
ΑΚΤΙΝΟΓΡΑΦΙΑΣ ΚΟΙΛΙΑΣ. ΠΑΡΟΥΣΙΑΣΗ ΤΕΣΣΑΡΩΝ 
ΠΕΡΙΣΤΑΤΙΚΩΝ. 
1Μ. Χατζηϊωάννου, 2

Γ. Παναγιωτάκης, 2Κ. Σπυριδάκης, 2Σ. Κανδυλάκης, 1Ε. 
Σφακιανάκη. 
1Ακτινολογικό Τµήµα ¨Βενιζέλειο – Πανάνειο¨ Γ. Ν. Ηρακλείου 
2
Α΄ Χειρουργικό Τµήµα ¨Βενιζέλειο – Πανάνειο¨ Γ. Ν. Ηρακλείου 

25ο Βορειοελλαδικό Ιατρικό Συνέδριο, Θεσσαλονίκη, Hotel Hyatt Regency, 
Σάββατο 20 Μαρτίου 2010 
 

 Β.3. Ο ΡΟΛΟΣ ΤΟΥ ΥΠΕΡΗΧΟΓΡΑΦΙΚΟΥ ΕΛΕΓΧΟΥ ΣΤΗΝ 
ΠΡΩΤΟΒΑΘΜΙΑ ΦΡΟΝΤΙ∆Α ΥΓΕΙΑΣ 
1,2Μ. Χατζηϊωάννου, 3Γ. Παναγιωτάκης, 3,4

Π. Αρβανιτάκης, 1Α. Τσικαλά. 
1Κέντρο Υγείας Μοιρών Ηρακλείου 
2Ακτινοδιαγνωστικό Τµήµα ¨Βενιζέλειο – Πανάνειο¨ Γ. Ν. Ηρακλείου 
3
Α΄ Χειρουργικό Τµήµα ¨Βενιζέλειο – Πανάνειο¨ Γ. Ν. Ηρακλείου 

4
Κέντρο Υγείας Αγίας Βαρβάρας Ηρακλείου 

25ο Βορειοελλαδικό Ιατρικό Συνέδριο, Θεσσαλονίκη, Hotel Hyatt Regency, 
Σάββατο 20 Μαρτίου 2010 
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 Β.4. ΥΠΕΖΩΚΟΤΙΚΟ - ΠΝΕΥΜΟΝΙΚΟ ΒΛΑΣΤΩΜΑ 
 (PLEUROPULMONARY BLASTOMA) ΣΕ ΒΡΕΦΟΣ. 
ΑΠΕΙΚΟΝΙΣΤΙΚΑ ΕΥΡΗΜΑΤΑ ΚΑΙ ∆ΙΑΦΟΡΙΚΗ ∆ΙΑΓΝΩΣΗ. 
Ι. Τρίτου1, Μ. Ραϊσάκη2, Ι. Μπαρούδας

1, Κ. Ψαράς1, Μ. Χατζηϊωάννου1, Ε. 
Σφακιανάκη

1. 
1
Α' Ακτινολογικό Τµήµα, Βενιζέλειο-Πανάνειο Γεν. Νοσ. Ηρακλείου 

2
Πανεπιστηµιακό Νοσοκοµείο Ηρακλείου 

26ο Βορειοελλαδικό Ιατρικό Συνέδριο, Θεσσαλονίκη, Hotel Hyatt Regency, 
Παρασκευή 1 Απριλίου 2011 
 

 Β.5. ΣΥΓΚΡΙΤΙΚΗ ΜΕΛΕΤΗ ΤΗΣ ΚΑΘΗΛΩΣΗΣ ΤΟΥ ΠΛΕΓΜΑΤΟΣ ΜΕ 
ΒΙΟΚΟΛΛΑ Η΄ ΡΑΜΜΑΤΑ ΣΤΗΝ ΑΠΟΚΑΤΑΣΤΑΣΗ ΚΗΛΩΝ 
ΒΟΥΒΩΝΙΚΗΣ ΧΩΡΑΣ 
Γ. Παναγιωτάκης1,2, Κ. Σπυριδάκης1, Ι. Λασηθιωτάκη2, Μ. Χατζηϊωάννου2, 
Ν. Κοντοπόδης1, Λ. Ροκαδάκης1. 
1
Α΄ Χειρουργικό Τµήµα, «Βενιζέλειο – Πανάνειο» Γεν. Νοσ. Ηρακλείου  

2Υποψήφ. ∆ιδάκτωρ Ιατρικής Σχολής Πανεπιστηµίου Κρήτης 
27ο Βορειοελλαδικό Ιατρικό Συνέδριο, Θεσσαλονίκη, Hotel Hyatt Regency, 
Παρασκευή 30 Μαρτίου 2012 
 

 Β.6. ΕΡΓΑΤΙΚΑ ΑΤΥΧΗΜΑΤΑ. ΠΑΡΟΥΣΙΑΣΗ ΠΕΝΤΕ ΠΕΡΙΣΤΑΤΙΚΩΝ 
ΚΑΙ ΑΝΑΣΚΟΠΗΣΗ ΤΗΣ ΒΙΒΛΙΟΓΡΑΦΙΑΣ. 
Γ. Παναγιωτάκης1,2, Κ. Σπυριδάκης1, Μ. Χατζηϊωάννου2, Ι. Λασηθιωτάκη2, 
Ν. Κοντοπόδης1, Λ. Ροκαδάκης1. 
1
Α΄ Χειρουργικό Τµήµα, «Βενιζέλειο – Πανάνειο» Γεν. Νοσ. Ηρακλείου  

2Υποψήφ. ∆ιδάκτωρ Ιατρικής Σχολής Πανεπιστηµίου Κρήτης 
27ο Βορειοελλαδικό Ιατρικό Συνέδριο, Θεσσαλονίκη, Hotel Hyatt Regency, 
Παρασκευή 30 Μαρτίου 2012 

   
 

   
 

Γ.  Αναρτηµένες Ανακοινώσεις σε ∆ιεθνή Συνέδρια: 

 Γ.1. HISTORIC RETROSPECTION AND EDOARDO BASSINI’S 
CONTRIBUTION TO THE SURGERY OF HERNIA 
1Syrmos N., 2Panagiotakis G., 3Hatziioannou M., 2Papadakis Th. 
1Department of Neurosurgery “Venizelio – Pananio” General Hospital of 
Heraklion 
2A’ Department of Surgery “Venizelio – Pananio” General Hospital of 
Heraklion 
3Health Care Centre of Moires, Heraklion 
29th INTERNATIONAL CONGRESS of the EUROPEAN HERNIA 
SOCIETY, Hilton Hotel, Athens Greece, 6 – 9 May 2007 
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∆. Πλήρεις ∆ηµοσιευµένες Εργασίες σε ∆ιεθνή Περιοδικά 

 ∆.1. Simultaneous obstruction of both limbs of a bifid ureter by calculi: 
sonographic evaluation. Megremis S, Chatziioannou M, Tritou I. J 
Ultrasound Med. 2010 Jan;29(1):145-7 
 

 ∆.2. Implication of RAF and RKIP genes in urinary bladder cancer. Zaravinos 
A, Chatziioannou M, Lambrou GI, Boulalas I, Delakas D, Spandidos DA. 
Pathol Oncol Res. 2011 Jun;17(2):181-90 
 

 ∆.3. Acute abdomen caused by a small bowel perforation due to a clinically 
unsuspected fish bone. Drakonaki E, Chatziioannou M, Spiridakis K, 
Panagiotakis G. Diagn Interv Radiol. 2011 Jun;17(2):160-2 
 

 ∆.4. Surgical treatment of gastrointestinal stromal tumour of jejunum.  
Panagiotakis G, Spiridakis K, Chatziioannou M, Kontopodis N, Kandylakis S. 
Hippokratia. 2011 Jul;15(3):282-3 
 

 ∆.5. Repair of an inguinoscrotal hernia containing the urinary bladder: a case 
report. Panagiotakis GI, Spiridakis KG, Chatziioannou MN, Kontopodis ΝG, 
Kandylakis SE. J Med Case Reports. 2012 Mar 26;6(1):90 
 

   
 

   
 

Ε. ∆ηµοσιευµένες Εργασίες σε ∆ιεθνή Ηλεκτρονικά Περιοδικά 

 Ε.1. Bilateral renal cell carcinoma. G. Kavallo, I. Tritou, M. Chatziioannou, M. 
Gargoulaki, G. Liodakis, E. Sfakianaki. Venizeleion Hospital of Heraklion, 
Crete, Greece. Url: www.eurorad.org – Case 7451. 
 

   
 

   
 

ΣΤ. Πλήρεις ∆ηµοσιευµένες Εργασίες σε Ελληνικά Περιοδικά 

 ΣΤ.1. Απεικονιστικά ευρήµατα κατιούσας νεκρωτικής µεσοθωρακίτιδας. 
Παρουσίαση ενδιαφέροντος περιστατικού. 
Μ. Χατζηϊωάννου1, Α. Φαχουρίδη1, Μ. Γαργουλάκη1, Χ. Στρούµπος2, Γ. 
Παναγιωτάκης

3, Λ. Τριανταφύλλου1 
1Τµήµα Υπολογιστικής Τοµογραφίας, «Βενιζέλειο» Γ. Ν. Ηρακλείου 
2
Θωρακοχειρουργική Κλινική, Πανεπιστηµιακό Γ. Ν. Ηρακλείου 

3
Α΄ Χειρουργικό Τµήµα, «Βενιζέλειο» Γ. Ν. Ηρακλείου 
Ελληνική Ακτινολογία (υπό δηµοσίευση) 
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ΟΡΓΑΝΩΤΙΚΗ ΕΠΙΤΡΟΠΗ ΣΥΝΕ∆ΡΙΩΝ ΚΑΙ ∆ΙΑΦΟΡΕΣ 
∆ΡΑΣΤΗΡΙΟΤΗΤΕΣ 
 
Α. ΣΥΜΜΕΤΟΧΗ ΣΕ ΣΤΡΟΓΓΥΛΕΣ ΤΡΑΠΕΖΕΣ 

 ΝΕΥΡΟΧΕΙΡΟΥΡΓΙΚΟ ΜΕΤΕΚΠΑΙ∆ΕΥΤΙΚΟ ΠΟΛΥΘΕΜΑΤΙΚΟ 
ΣΥΜΠΟΣΙΟ – Στρογγυλή Τράπεζα µε θέµα: «Τραύµα» και παρουσίαση των 
οµιλιών: 
 

 Α.1. Η ΣΥΜΜΕΤΟΧΗ ΜΑΣ ΣΤΟ ΠΑΝΕΛΛΗΝΙΟ ΠΡΩΤΟΚΟΛΛΟ 
ΚΑΤΑΓΡΑΦΗΣ ΤΡΑΥΜΑΤΟΣ. 
Γ.ΠΑΝΑΓΙΩΤΑΚΗΣ, Μ.ΧΑΤΖΗΪΩΑΝΝΟΥ, Π.ΑΡΒΑΝΙΤΑΚΗΣ, 
Κ.ΣΠΥΡΙ∆ΑΚΗΣ, Μ.ΓΡΗΓΟΡΑΚΗ, Σ.ΣΤΑΥΡΟΠΟΥΛΟΣ, 
∆.ΑΡΒΑΝΙΤΑΚΗΣ, Σ.ΚΑΝ∆ΥΛΑΚΗΣ. 
Α΄ ΧΕΙΡΟΥΡΓΙΚΗ ΚΛΙΝΙΚΗ – ΝΕΥΡΟΧΕΙΡΟΥΡΓΙΚΗ ΚΛΙΝΙΚΗ 
ΒΕΝΙΖΕΛΕΙΟΥ ΝΟΣΟΚΟΜΕΙΟΥ ΗΡΑΚΛΕΙΟΥ 
Ηράκλειο Κρήτης, Σάββατο 4 Οκτωβρίου 2008 
 

 Α.2. Η ΟΡΓΑΝΩΣΗ ΤΟΥ ΧΕΙΡΟΥΡΓΙΚΟΥ ΤΕΠ ΣΤΟ ΝΟΣΟΚΟΜΕΙΟ. 
ΥΠΑΡΧΟΥΝ ΠΕΡΙΘΩΡΙΑ ΒΕΛΤΙΩΣΗΣ; 
 Γ.ΠΑΝΑΓΙΩΤΑΚΗΣ, Π.ΑΡΒΑΝΙΤΑΚΗΣ, Μ.ΧΑΤΖΗΪΩΑΝΝΟΥ, 
Μ.ΓΡΗΓΟΡΑΚΗ, Κ.ΣΠΥΡΙ∆ΑΚΗΣ, Σ.ΣΤΑΥΡΟΠΟΥΛΟΣ, 
∆.ΑΡΒΑΝΙΤΑΚΗΣ, Σ.ΚΑΝ∆ΥΛΑΚΗΣ. 
Α΄ ΧΕΙΡΟΥΡΓΙΚΗ ΚΛΙΝΙΚΗ – ΝΕΥΡΟΧΕΙΡΟΥΡΓΙΚΗ ΚΛΙΝΙΚΗ 
ΒΕΝΙΖΕΛΕΙΟΥ ΝΟΣΟΚΟΜΕΙΟΥ ΗΡΑΚΛΕΙΟΥ 
Ηράκλειο Κρήτης, Σάββατο 4 Οκτωβρίου 2008 
 

   
 

   
 

Β. ΣΥΜΜΕΤΟΧΗ ΩΣ ΜΕΛΟΣ ΕΠΙΣΤΗΜΟΝΙΚΗΣ ΕΠΙΤΡΟΠΗΣ 
ΣΥΜΠΟΣΙΟΥ 
 

 Β.1. ΜΕΛΟΣ ΤΗΣ ΕΠΙΣΤΗΜΟΝΙΚΗΣ ΕΠΙΤΡΟΠΗΣ ΤΟΥ ΣΥΜΠΟΣΙΟΥ ΜΕ 
ΤΙΤΛΟ: ¨ΝΕΥΡΟΧΕΙΡΟΥΡΓΙΚΟ ΜΕΤΕΚΠΑΙ∆ΕΥΤΙΚΟ 
ΠΟΛΥΘΕΜΑΤΙΚΟ ΣΥΜΠΟΣΙΟ – ∆ιεθνής συµµετοχή¨ που 
οργανώθηκε από τη Νευροχειρουργική Κλινική του Βενιζέλειου 
Νοσοκοµείου Ηρακλείου και διεξήχθη στο Ξενοδοχείο MOEVENPICK 
RESORT & THALASSO CRETE στις 3 – 4 Οκτωβρίου 2008, στην 
Αµουδάρα Ηρακλείου Κρήτης 
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Γ. ΜΕΛΟΣ ΟΡΓΑΝΩΤΙΚΗΣ ΕΠΙΤΡΟΠΗΣ ∆ΙΟΡΓΑΝΩΣΗΣ 

∆ΙΕΘΝΟΥΣ ΣΥΝΕ∆ΡΙΟΥ – ΣΥΜΠΟΣΙΟΥ 

 Γ.1. MEMBER OF THE ORGANIZING COMMITTEE OF THE:  13th 
World Congress on Advances in Oncology and 11th International 
Symposium on Molecular Medicine, 9 – 11 October, 2008, Hersonissos, 
Crete, Greece 
 

 Γ.2. MEMBER OF THE ORGANIZING COMMITTEE OF THE:  14th 
World Congress on Advances in Oncology and 12th International 
Symposium on Molecular Medicine, 15 – 17 October, 2009, Poseidon 
Resort, Loutraki, Greece 
 

 Γ.3. MEMBER OF THE ORGANIZING COMMITTEE OF THE:  15th 
World Congress on Advances in Oncology and 13th International 
Symposium on Molecular Medicine, 7 – 9 October, 2010, Poseidon Resort, 
Loutraki, Greece 
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 ∆.2. Μέλος της Ιατρικής Εταιρίας Ηρακλείου Κρήτης 
 

 ∆.3. Μέλος της Ελληνικής Ακτινολογικής Εταιρείας  
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 ∆.5. Fellow of the European Society for Trauma & Emergency Surgery (ESTES) 
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ΣΥΜΜΕΤΟΧΗ ΣΕ ΣΥΝΕ∆ΡΙΑ - ΣΕΜΙΝΑΡΙΑ 

1. BANTAO 5 th Congress “Urinary Tract Infections” , Thessaloniki Hellas, 2 
October 2001 
 

2. 1ο ΕΠΙΣΤΗΜΟΝΙΚΟ ΣΥΝΕ∆ΡΙΟ ΤΜΗΜΑΤΟΣ ΙΑΤΡΙΚΗΣ Α.Π.Θ., 
Θεσσαλονίκη, 21 – 23 Φεβρουαρίου 2002 
 

3. 12ο Παγκρήτιο Πανεπιστηµιακό Παιδιατρικό Συµπόσιο, Παιδιατρική Κλινική 
Ιατρικής Σχολής Πανεπιστηµίου Κρήτης, (8 µόρια συνεχιζόµενης Ιατρικής 
εκπαίδευσης), Ηράκλειο Κρήτης, 31 Μαρτίου 2002 
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4. Σεµινάριο Αγγειοχειρουργικής Κλινικής Ιατρικής Κλινικής Πανεπιστηµίου 
Κρήτης µε θέµα: “ ΑΘΗΡΟΘΡΟΜΒΩΣΗ: Σύγχρονες απόψεις και 
αµφιλεγόµενα θέµατα” , Ηράκλειο Κρήτης, 17 Απριλίου 2002 
 

5. 2η Επιστηµονική ∆ιηµερίδα της Ελληνικής Ιατρικής Εταιρίας Παχυσαρκίας µε 
θέµα: ¨Θεραπευτική αντιµετώπιση της παχυσαρκίας – Οφέλη από την απώλεια 
βάρους¨, Αθήνα, 19 – 20 Απριλίου 2002 
 

6. 14ο Πανελλήνιο Συνέδριο Γενικής Ιατρικής, Ελληνική Εταιρία Γενικής Ιατρικής, 
Ηράκλειο Κρήτης, 8 – 12 Μαΐου 2002 
 

7. LA MACULA, Corso di Diagnostica e di Terapia delle patologie della regione 
maculare, Clinica delle Scienze Oftalmologiche, Università degli Studi di Ancona, 
Macerata – Italia, 24 – 25 Giugno 2002 
 

8. ALGOS 2002, International Symposium of The World Institute of Pain (WIP), 
Santorini – Greece, 21 – 24 September 2002 
 

9. 11ο Παγκρήτιο Ιατρικό Συνέδριο, Χανιά, 1 – 3 Νοεµβρίου 2002 
 

10. 11ο Μετεκπαιδευτικό Συνέδριο Κλινικής Ογκολογίας, Ογκολογική Κλινική 
Ιατρικής Σχολής Πανεπιστηµίου Κρήτης, Ηρακλείου Κρήτης, 12 – 16 Νοεµβρίου 
2003 
 

11. ΕΛ.Ι.ΟΣ. Επιστηµονική Ηµερίδα µε θέµα: «Ορθοπαιδικές Εφαρµογές στην 
Οστεοπόρωση», Ελληνικό Ινστιτούτο Οστεοπόρωσης, Ξενοδοχείο Park, Αθήνα 12 
Ιουνίου 2004 
 

12. ΕΛ.Ι.ΟΣ. 7ο Σεµινάριο Οστεοπόρωσης και Μεταβολικών Νοσηµάτων, Γ’ 
Ορθοπαιδική Κλινική ΑΠΘ και Ελληνικό Ινστιτούτο Οστεοπόρωσης, Αµφιθέατρο 
Γ.Ν.Θεσσαλονίκης «Παπαγεωργίου», 5 – 6 Μαρτίου 2005 
 

13. 2ο ∆ιεταιρικό Αντικαρκινικό Συνέδριο, Πανελλήνια Αντικαρκινική Εταιρία, 
Αθήνα, 17 – 20 Μαρτίου 2005 
 

14. «Η ∆ιεπιστηµονική Οµάδα και η Ανακουφιστική Φροντίδα» ΒΙΩΜΑΤΙΚΟ 
ΣΕΜΙΝΑΡΙΟ που διοργανώθηκε από το Αναισθησιολογικό Τµήµα του 
Βενιζέλειου – Πανάνειου Γεν.Νοσ. Ηρακλείου, Ηράκλειο, 10 Ιουνίου 2005 
 

15. Επιστηµονική Ηµερίδα: «Αντιµετώπιση του Πόνου και Παρηγορητική 
Φροντίδα. Γνωριµία µε το Ιατρείο Πόνου και την Παρηγορητική Ιατρική», που 
οργάνωσε το Αναισθησιολογικό Τµήµα του Βενιζέλειου – Πανάνειου Γεν.Νοσ. 
Ηρακλείου και η Ελληνική Εταιρεία Παρηγορητικής Συµπτωµατικής Φροντίδας 
Καρκινωπαθών και Μη Ασθενών (ΠΑΡΗ.ΣΥ.Α.), Ηράκλειο, Σάββατο 11 Ιουνίου 
2005 
 

16. ANNUAL SURGICAL ONCOLOGY UPDATE 2005. «Early Br east Cancer. 
Minimal Treatment»,  University of Crete – Medical School, Department of 
Surgical Oncology, Heraklion – Crete, 7 – 8 October 2005 
 

17. 13ο Μετεκπαιδευτικό Συνέδριο Κλινικής Ογκολογίας, Ογκολογική Κλινική 
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Ιατρικής Σχολής Πανεπιστηµίου Κρήτης, Χερσόνησος Ηρακλείου Κρήτης, 9 – 12 
Νοεµβρίου 2005 
 

18. 11ο Σεµινάριο Εµβιοµηχανικής της Σπονδυλικής Στήλης και Βιοτεχνολογίας, 
υπό την αιγίδα της Ελληνικής Εταιρείας Χειρουργικής Ορθοπαιδικής και 
Τραυµατιολογίας καθώς και του Κολλεγίου Ελλήνων Ορθοπαιδικών Χειρουργών, 
Αθήνα 2 -4 ∆εκεµβρίου 2005 
 

19. Ηµερίδα της Ελληνικής Εταιρίας Λοιµώξεων και του Ιατρικού Συλλόγου 
Ηρακλείου µε θέµα: «Λοιµώξεις», (4 µόρια συνεχιζόµενης Ιατρικής εκπαίδευσης 
– CME Credits), Ηράκλειο Κρήτης, 18 Μαρτίου 2006 
 

20. Forum Εκπαίδευσης στη Γενική Ιατρική (Γραφείο Εκπαίδευσης Γενικής 
Ιατρικής, Εργαστήριο Προγραµµατισµού Υγείας, Κλινική Κοινωνικής και 
Οικογενειακής Ιατρικής του Πανεπιστηµίου Κρήτης και το Τµήµα ΕΛΕΓΕΙΑ 
Κρήτης), Ηράκλειο Κρήτης, 29 Μαρτίου 2006 
 

21. Ηµερίδα της Χειρουργικής Κλινικής του Νοσοκοµείου Σητείας, της Ελληνικής 
Εταιρίας Τραύµατος και Επείγουσας Χειρουργικής µε θέµα: «Αντιµετώπιση 
του πολυτραυµατία. Μια διαρκής πρόκληση», (6 µόρια συνεχιζόµενης Ιατρικής 
εκπαίδευσης, CME – CPD Credits, από τον ΠΙΣ µε Α.Π. 630 – 22/2/2006), Σητεία, 
6 Μαΐου 2006 
 

22. 2ο Πανελλήνιο Forum Ογκολογίας µε θέµα: «Ασθένεια χωρίς σύνορα», (15 
µόρια συνεχιζόµενης Ιατρικής εκπαίδευσης, CME – CPD Credits), Χανιά, 12 – 14 
Μαΐου 2006 
 

23. ΕΛ.Ι.ΟΣ. «Πρόγραµµα Συνεχιζόµενης Εκπαίδευσης στα Μεταβολικά 
Νοσήµατα των Οστών», Θεσσαλονίκη, Μακεδονία Palace, Πέµπτη 18 Μαΐου 
2006 
 

24. 2η Ηµερίδα Μεταµοσχεύσεων Ήπατος µε θέµα: «Νεότερα δεδοµένα στην 
περιεγχειρητική περίοδο», Θεσσαλονίκη, 20 Μαΐου 2006 
 

25. 19th European Congress on Surgical Infections, Surgical Infection Society – 
Europe, (15 CME Credits EACCME – UEMS), Hilton Athens, Greece, 25 – 28 
May, 2006 
 

26. Μετεκπαιδευτικό Ορθοπαιδικό Σεµινάριο Κρήτης µε διεθνή συµµετοχή, (15 
µόρια Συνεχιζόµενης Ιατρικής Εκπαίδευσης – CME Credits), Αγ. Πελαγία 
Ηρακλείου Κρήτης, 9 – 11 Ιουνίου 2006 
 

27. 8ο Πανελλήνιο Συνέδριο Ακτινοθεραπευτικής Ογκολογίας, (15 µόρια 
συνεχιζόµενης Ιατρικής εκπαίδευσης – CME Credits), Αγία Πελαγία Κρήτης, 15 – 
18 Ιουνίου 2006 
 

28. 2nd International Symposium “Colorectal Games”, (15 CME – CPD points, 
according to the criteria of EACCME – UEMS), Heraklion – Crete, 5 – 7 October 
2006 
 

29. Ηµερίδα της Ελληνικής Αιµατολογικής Εταιρίας (Τµήµα Μακεδονίας – 
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Θράκης), µε θέµα: «∆ιαταραχές ερυθροκυττάρου. Αιµοσφαιρινοπάθειες». 
Θεσσαλονίκη, 14 Οκτωβρίου 2006 
 

30. ANNUAL SURGICAL ONCOLOGY UPDATE 2006: «Advances in Surgery of 
Endocrine Tumors». University of Crete – Medical School, Department of 
Surgical Oncology, Heraklion – Crete, 21 – 22 October 2006 
 

31. 14ο Μετεκπαιδευτικό Συνέδριο Κλινικής Ογκολογίας, Ογκολογική Κλινική 
Ιατρικής Σχολής Πανεπιστηµίου Κρήτης, Χερσόνησος Ηρακλείου Κρήτης, 25 – 29 
Οκτωβρίου 2006 
 

32. Επιστηµονική ∆ιηµερίδα της Ελληνικής Εταιρίας Μελέτης Μεταβολισµού των 
Οστών (Ε.Ε.Μ.Μ.Ο.) µε θέµα: «Οστεοαρθρίτιδα – Πρωτοπαθής 
Υπερπαραθυρεοειδισµός», (9 µόρια συνεχιζόµενης Ιατρικής εκπαίδευσης – ΠΙΣ 
και UEMS) Ηράκλειο Κρήτης, 4 – 5 Νοεµβρίου 2006 
 

33. 13ο ΠΑΓΚΡΗΤΙΟ ΙΑΤΡΙΚΟ ΣΥΝΕ∆ΡΙΟ, (21 µόρια συνεχιζόµενης Ιατρικής 
εκπαίδευσης CME – CPD σύµφωνα µε τα κριτήρια EAC – CME – UEMS), 
Ηράκλειο Κρήτης, 9 – 12 Νοεµβρίου 2006 
 

34. SYMPOSIUM ON ROBOTIC SURGERY “The da Vinci Option”,  Excellence 
in Surgery with Outstanding Technology, Thessaloniki, Greece, 17 – 19 November 
2006 
 

35. «ΕΝ∆ΟΚΡΙΝΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΤΑΒΟΛΙΚΑ ΝΟΣΗΜΑΤΑ ΣΤΗΝ 
ΕΓΚΥΜΟΣΥΝΗ», (10 µόρια  συνεχιζόµενης Ιατρικής εκπαίδευσης), Μακεδονία 
Παλλάς, Θεσσαλονίκη, 18 – 19 Νοεµβρίου 2006 
 

36. 25ο ΠΑΝΕΛΛΗΝΙΟ ΣΥΝΕ∆ΡΙΟ ΧΕΙΡΟΥΡΓΙΚΗΣ – ∆ΙΕΘΝΕΣ 
ΧΕΙΡΟΥΡΓΙΚΟ ΦΟΡΟΥΜ 2006, (27 µόρια συνεχιζόµενης Ιατρικής 
εκπαίδευσης, απόφαση Π.Ι.Σ. Αρ. Πρωτ. 2128/7-9-06), Hotel Hilton, Αθήνα 
Τετάρτη 22 – Κυριακή 26 Νοεµβρίου 2006 
 

37. 18ο ΠΑΝΕΛΛΗΝΙΟ ΣΥΝΕ∆ΡΙΟ AIDS, ΕΛΛΗΝΙΚΗ ΕΤΑΙΡΙΑ ΜΕΛΕΤΗΣ 
ΚΑΙ ΑΝΤΙΜΕΤΩΠΙΣΗΣ ΤΟΥ AIDS, (18 µόρια Συνεχιζόµενης Ιατρικής 
Εκπαίδευσης σύµφωνα µε τα κριτήρια της EACCME – UEMS), Αθήνα 24 – 26 
Νοεµβρίου 2006 
 

38. 2ο ΠΑΝΕΛΛΗΝΙΟ ΣΥΝΕ∆ΡΙΟ ΑΘΗΡΟΣΚΛΗΡΩΣΗΣ, ΕΛΛΗΝΙΚΗ 
ΕΤΑΙΡΙΑ ΑΘΗΡΟΣΚΛΗΡΩΣΗΣ, (21 µόρια Συνεχιζόµενης Ιατρικής 
Εκπαίδευσης – CME Credits), Αθήνα, 29 Νοεµβρίου µε 2 ∆εκεµβρίου 2006 
 

39. 16ο ΠΟΛΥΘΕΜΑΤΙΚΟ ΙΑΤΡΙΚΟ ΣΥΜΠΟΣΙΟ 2007, 251 Γενικό Νοσοκοµείο 
Αεροπορίας, (8 µόρια Συνεχιζόµενης Ιατρικής Εκπαίδευσης – 8 CME Credits), 
Αθήνα, 22 – 23 Φεβρουαρίου 2007 
 

40. 4ο ΣΥΝΕ∆ΡΙΟ ΕΛΛΗΝΙΚΗΣ ΕΤΑΙΡΙΑΣ ΤΡΑΥΜΑΤΟΣ ΚΑΙ ΕΠΕΙΓΟΥΣΑΣ 
ΧΕΙΡΟΥΡΓΙΚΗΣ, (18 µόρια Συνεχιζόµενης Ιατρικής Εκπαίδευσης σύµφωνα µε 
τα κριτήρια της EACCME – UEMS, 18 CME – CPD Credits), Αθήνα 22 – 24 
Φεβρουαρίου 2007 
 



 

 xxi

41. 12ο ΕΤΗΣΙΟ ΣΕΜΙΝΑΡΙΟ ΣΥΝΕΧΙΖΟΜΕΝΗΣ ΙΑΤΡΙΚΗΣ 
ΕΚΠΑΙ∆ΕΥΣΗΣ του Νοσοκοµείου «Ο ΕΥΑΓΓΕΛΙΣΜΟΣ», (15 µόρια 
Συνεχιζόµενης Ιατρικής Εκπαίδευσης σύµφωνα µε τα κριτήρια της EACCME – 
UEMS), Αθήνα 22 – 24 Φεβρουαρίου 2007 
 

42. 17ο ΠΑΓΚΡΗΤΙΟ ΠΑΝΕΠΙΣΤΗΜΙΑΚΟ ΠΑΙ∆ΙΑΤΡΙΚΟ ΣΥΜΠΟΣΙΟ, (8 
µόρια Συνεχιζόµενης Ιατρικής Εκπαίδευσης), Χερσόνησος Ηρακλείου Κρήτης, 17 – 
18 Μαρτίου 2007 
 

43. 34ο ΠΑΝΕΛΛΗΝΙΟ ΣΥΝΕ∆ΡΙΟ ΕΝ∆ΟΚΡΙΝΟΛΟΓΙΑΣ & 
ΜΕΤΑΒΟΛΙΣΜΟΥ, Ελληνική Ενδοκρινολογική Εταιρία και Πανελλήνια Ένωση 
Ενδοκρινολόγων, (18 µόρια Συνεχιζόµενης Ιατρικής Εκπαίδευσης), Creta Maris, 
Χερσόνησος Ηρακλείου Κρήτης, 28 – 31 Μαρτίου 2007 
 

44. 19ο ΠΑΝΕΛΛΗΝΙΟ ΣΥΝΕ∆ΡΙΟ ΓΕΝΙΚΗΣ ΙΑΤΡΙΚΗΣ, ΕΛ.Ε.ΓΕ.ΙΑ., (19 
µόρια Συνεχιζόµενης Ιατρικής Εκπαίδευσης – 19 CME Credits), Terra Maris, 
Χερσόνησος Ηρακλείου Κρήτης, 11 – 15 Απριλίου 2007 
 

45. 22ο ΒΟΡΕΙΟΕΛΛΑ∆ΙΚΟ ΙΑΤΡΙΚΟ ΣΥΝΕ∆ΡΙΟ, (18 µόρια Συνεχιζόµενης 
Ιατρικής Εκπαίδευσης – 18 CME Credits), Hyatt Regency, Θεσσαλινίκη, 19 – 21 
Απριλίου 2007 

46. 2η ΠΑΝΕΛΛΗΝΙΑ ΕΠΙΣΤΗΜΟΝΙΚΗ ∆ΙΗΜΕΡΙ∆Α της Εταιρίας Μελέτης 
Παθήσεων ∆ιαβητικού Ποδιού µε θέµα: «∆ιαβητικό πόδι: Έλκη στα κάτω 
άκρα – Πρόληψη ακρωτηριασµών», Ηράκλειο Κρήτης, 20 – 21 Απριλίου 2007 
 

47. 29th CONGRESS OF THE EUROPEAN HERNIA SOCIETY, Athens, Greece, 
6 – 9 May 2007 
 

48. Εαρινή ∆ιηµερίδα της Ελληνικής Εταιρίας Χειρουργικής Ενδοκρινών Αδένων 
µε θέµα: «Η ανεπιθύµητη πλευρά της ενδοκρινικής χειρουργικής – 
Επανεγχειρήσεις και Επιπλοκές», Ηράκλειο Κρήτης, 25 – 26 Μαΐου 2007 
 

49. 3rd INTERNATIONAL CONGRESS OF GASTROINTESTINAL 
ONCOLOGY – Progress and Prospects, organized by the Hellenic Society of 
Gastrointestinal Oncology, (15 ESMO – MORA points Category 1), Heraklion – 
Crete, 14 – 16 June 2007 
 

50. ΣΥΜΠΟΣΙΟ ΚΑΤΑΣΤΟΛΗΣ ΣΤΗΝ ΕΝ∆ΟΣΚΟΠΗΣΗ, (5 µόρια 
συνεχιζόµενης Ιατρικής Εκπαίδευσης CME – CPD), Ελούντα, 30 Ιουνίου 2007 
 

51. 5th AEGEAN POSTGRADUATE RADIOLOGY COURSE: «Neuro and 
Abdominal Imaging and Intervention», Terra Maris Conference Centre, 
Hersonissos – Crete, GREECE, 28 – 30 September 2007 
 

52. 12th WORLD CONGRESS ON ADVANCES IN ONCOLOGY and 10th 

INTERNATIONAL SYMPOSIUM ON MOLECULAR MEDICINE,  
Hersonissos, Crete – Greece, October 11 – 13, 2007 
 

53. 14ο ΠΑΝΕΛΛΗΝΙΟ ΣΥΝΕ∆ΡΙΟ ΟΓΚΟΛΟΓΙΑΣ (18 µόρια συνεχιζόµενης 
Ιατρικής Εκπαίδευσης CME – CPD), Θεσσαλονίκη 18 – 20 Οκτωβρίου 2007 
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54. 8ο ΣΥΝΕ∆ΡΙΟ ΧΕΙΡΟΥΡΓΙΚΗΣ ΕΤΑΙΡΕΙΑΣ ΒΟΡΕΙΟΥ ΕΛΛΑ∆ΟΣ (15  
µόρια συνεχιζόµενης Ιατρικής Εκπαίδευσης – CME credits – που αναγνωρίζονται 
αντίστοιχα από τον Π.Ι.Σ. και από το UEMS), Porto Palace, Θεσσαλονίκη 18 – 21 
Οκτωβρίου 2007 
 

55. 15ο Μετεκπαιδευτικό Συνέδριο Κλινικής Ογκολογίας, Ογκολογική Κλινική 
Ιατρικής Σχολής Πανεπιστηµίου Κρήτης, Ηρακλείου Κρήτης, 7 – 11 Νοεµβρίου 
2007 
 

56. 10ο ΠΑΝΕΛΛΗΝΙΟ ΣΥΝΕ∆ΡΙΟ ΧΕΙΡΟΥΡΓΙΚΩΝ ΛΟΙΜΩΞΕΩΝ, Ελληνική 
Εταιρεία Χειρουργικών Λοιµώξεων, (15  µόρια συνεχιζόµενης Ιατρικής 
Εκπαίδευσης – CME – που αναγνωρίζονται αντίστοιχα από τον Π.Ι.Σ. και από το 
UEMS), Divani Caravel, Αθήνα, 7 – 9 ∆εκεµβρίου 2007 
 

57. ΕΠΙΣΤΗΜΟΝΙΚΗ ΗΜΕΡΙ∆Α ΜΕ ΘΕΜΑ: «ΚΑΡΚΙΝΟΣ ΤΟΥ ΜΑΣΤΟΥ», 
Ελληνική Χειρουργική Εταιρεία – Τµήµα Μαστού και Ιατρική Σχολή 
Πανεπιστηµίου Κρήτης, (8 µόρια συνεχιζόµενης Ιατρικής Εκπαίδευσης – CME 
Credits), Ηράκλειο Κρήτης, 5 Απριλίου 2008 
 

58. 10ο ΠΑΝΕΛΛΗΝΙΟ ΣΥΝΕ∆ΡΙΟ ΧΕΙΡΟΥΡΓΙΚΗΣ ΟΓΚΟΛΟΓΙΑΣ, Ελληνική 
Εταιρεία Χειρουργικής Ογκολογίας και Ιατρική Σχολή Πανεπιστηµίου Κρήτης, (15 
µόρια συνεχιζόµενης Ιατρικής Εκπαίδευσης – CME – που αναγνωρίζονται 
αντίστοιχα από τον Π.Ι.Σ. και από το UEMS), Ηράκλειο Κρήτης, 9 – 11 Μαΐου 
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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 
 
 
Το RKIP έχει δειχθεί ότι ρυθµίζει τον καταρράκτη φωσφορυλίωσης της ΜΑΡΡ 
κινάσης, RAS-RAF-MEK-ERK, δρώντας ως διαµορφωτής της απόπτωσης και 
της µετάστασης στον καρκίνο του προστάτη. Σκοπός της παρούσας διδακτορικής 
διατριβής είναι η µελέτη της έκφρασης των γονιδίων RAF (A-RAF, B-RAF και 
C-RAF ή RAF-1) και RKIP σε ασθενείς µε ουροθηλιακό καρκίνο ουροδόχου 
κύστεως. Για την παρούσα µελέτη χρησιµοποιήθηκαν δείγµατα από 30 ασθενείς 
µε καρκίνο µεταβατικού επιθηλίου ουροδόχου κύστεως (TCC) σε σύγκριση µε 30 
δείγµατα από τον παρακείµενο φυσιολογικό ιστό, όπου και µελετήθηκαν µε τη 
µέθοδο της Microarray ανάλυσης και της qPCR που πραγµατοποιήθηκε µε σκοπό 
την ανίχνευση των επιπέδων έκφρασης των γονιδίων RAF και RKIP στα δείγµατα 
αυτά. Επίσης πραγµατοποιήθηκε Computational ανάλυση µε τα  πακέτα 
δεδοµένων Gene Expression Omnibus (GEO) datasets, µε σκοπό να 
διαλευκανθούν οι διαφορές της έκφρασης των  RAF ή RKIP γονιδίων µεταξύ των 
καρκινικών δειγµάτων και των controls καθώς επίσης και µεταξύ των 
επιφανειακών όγκων και των µυοδιηθητικών όγκων. Τα αποτελέσµατα από τη 
Microarray ανάλυση αποκάλυψαν υπερέκφραση (>2-fold), της έκφρασης των 
γονιδίων BRAF και RKIP σε όγκους T2, T3, grade III σε σύγκριση µε τα controls. 
Η υπερέκφραση του B-RAF επαληθεύτηκε περαιτέρω µε τη µέθοδο της qPCR σε 
όγκους pT1, grade III σε σχέση µε τα αντίστοιχα φυσιολογικά δείγµατα 
(p=0.016). Με την qPCR παρατηρήθηκε σηµαντική µείωση της έκφρασης του 
RKIP στα δείγµατα TCC σε σχέση µε αυτά του φυσιολογικού ιστού (p=0.002 και 
p<0.001 για όγκους T1, grade II και Ta-T1, grade III, αντίστοιχα). Όσον αφορά 
τις συσχετίσεις µεταξύ των γονιδίων RAF και RKIP, όλα τα RAF γονίδια 
παρουσίασαν θετικές συσχετίσεις µεταξύ τους (A-RAF/B-RAF µε p=0.003, A-
RAF/RAF-1µε p<0.001, B-RAF/RAF-1µε p=0.050), ενώ το B-RAF παρουσίασε 
αρνητική συσχέτιση µε το RKIP στα δείγµατα TCC (p=0.050). Ωστόσο µε την 
πραγµατοποίηση της Computational ανάλυσης παρατηρήθηκαν τα διαφορετικά 
εκφραστικά προφίλ των γονιδίων του ενδιαφέροντος µεταξύ, µυοδιηθητικών 
όγκων, επιφανειακών όγκων του ουροθηλίου της ουροδόχου κύστεως, δειγµάτων 
κυστεκτοµής και φυσιολογικού ιστού. Συνοπτικά λοιπόν, η µείωση των επιπέδων 
έκφρασης του RKIP mRNA σε καρκινικά δείγµατα µεταβατικού επιθηλίου 
ουροδόχου κύστης και τα αυξηµένα επίπεδα του B-RAF mRNA σε όγκους pT1, 
grade III σε σχέση µε αυτά του φυσιολογικού ιστού παρέχουν ενδεικτικά στοιχεία 
ότι αυτά τα γονίδια εµπλέκονται στην παθογένεια του ουροθηλιακού καρκίνου 
της ουροδόχου κύστης. 
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ABSTRACT 
 
 
RKIP has been shown to regulate the RAS-RAF-MEK-ERK kinase cascade acting 
as modulator of apoptosis and metastasis in prostate cancer. Our goal was to 
examine the expression of the RAF (A-RAF, B-RAF and RAF-1) and RKIP genes 
in urinary bladder cancer. Microarray analysis and qPCR was employed to 
investigate the expression of RAF and RKIP, in 30 patients with transitional cell 
carcinoma (TCC) of the urinary bladder vs. the corresponding levels of adjacent 
normal tissue. Computational analysis was also performed on Gene Expression 
Omnibus (GEO) datasets, to unravel differences in the expression of RAF or 
RKIP between tumor and control samples, and between superficial and muscle 
invasive tumors. Microarray analysis revealed >2-fold expression of BRAF and 
RKIP in T2, T3, grade III tumors vs. controls. B-RAF over-expression was 
verified by qPCR in pT1, grade III tumors vs. their normal counterparts 
(p=0.016). qPCR revealed a significant RKIP reduction in TCC vs. normal tissue 
(p=0.002 and p<0.001 for T1, grade II and Ta-T1, grade III, respectively); All 
RAF genes were positively correlated among each other (A-RAF/B-RAF, 
p=0.003; A-RAF/RAF-1, p<0.001; B-RAF/RAF-1, p=0.050), whereas B-RAF 
was negatively correlated with RKIP in TCC (p=0.050). Further computational 
analysis revealed different expression profiles for the genes of interest, among 
muscle invasive carcinomas, superficial TCCs, cystectomy specimens and normal 
tissue. The reduced RKIP mRNA levels in TCC and the elevated levels of B-RAF 
in pT1, grade III tumors vs. normal tissue, corroborate that these genes are 
involved in the pathogenesis of urinary bladder cancer. 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 1 
 

Καρκίνος ουροδόχου κύστης 
 
 

1.1. Εισαγωγή 
 

Ο καρκίνος της ουροδόχου κύστης αποτελεί την πέµπτη σε συχνότητα  

διαγνωσθείσα κακοήθεια και το δεύτερο πιο συχνό καρκίνο του 

ουροποιογεννητικού συστήµατος στις Ηνωµένες Πολιτείες της Αµερικής 

(Η.Π.Α), µε ετήσια επίπτωση περίπου δεκαοκτώ περιπτώσεις ανά 100.000 

πληθυσµού
1. Το 2012, εκτιµάται ότι στις Η.Π.Α θα διαγνωσθούν 73.510 νέες 

περιπτώσεις ενώ θα σηµειωθούν 14.880 θάνατοι από τη συγκεκριµένη νόσο2. 

Ανάλογα µε το φύλλο, στους άρρενες  αποτελεί τον 4º πιο συχνό καρκίνο (7%) 

και στα θήλεα άτοµα τον 11º πιο συχνό (2,4%), αποτελώντας την 9η αιτία 

θανάτου από καρκίνο (3%) στις Η.Π.Α στους άρρενες3. Στην Ευρώπη το ποσοστό 

επίπτωσης της νόσου υπερβαίνει τις 40 περιπτώσεις ανά 100.000 για τους 

άρρενες
2,4. Γενικά απαντάται σε υψηλό ποσοστό στην ∆. Ευρώπη, Β. Αµερική και 

την Αίγυπτο και µάλιστα µε διπλάσια συχνότητα στους άνδρες της λευκής φυλής 

από ότι της µαύρης5. Ο καρκίνος της ουροδόχου κύστης µπορεί να εµφανιστεί σε 

οποιαδήποτε ηλικία µε µέση ηλικία εµφάνισης τα 72 έτη για τους άνδρες και τα 

74 για τις γυναίκες. Η αναλογία µεταξύ των πασχόντων  ανδρών/γυναικών είναι 

3/16. 

 
 
 
1.2. Αίτια της νόσου 
 

Ο καρκίνος της ουροδόχου κύστης εµφανίζει στενή συσχέτιση µε την 

έκθεση σε περιβαλλοντικούς παράγοντες, αν και πολλοί ασθενείς δεν 

παρουσιάζουν εµφανή έκθεση σε καρκινογόνα7,8. Η χρήση καπνού και η 

επαγγελµατική έκθεση σε  καρκινογόνα του ουροθηλίου αποτελούν δύο πλήρως 

επιβεβαιωµένους παράγοντες κινδύνου ανάπτυξης της νόσου. Το κάπνισµα 

αποτελεί το σηµαντικότερο παράγοντα και ευθύνεται για το 50% των ανδρών και 

το 35% των γυναικών ασθενών. Στην πραγµατικότητα, οι καπνιστές 

παρουσιάζουν διπλάσια έως τετραπλάσια αύξηση του κινδύνου ανάπτυξης 

ουροθηλιακού καρκίνου της ουροδόχου κύστης σε σύγκριση µε τους µη 

καπνιστές και µάλιστα ο κίνδυνος αυξάνεται ανάλογα µε την ένταση και τη 
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διάρκεια του καπνίσµατος. Παρόλο που ο κίνδυνος του καρκίνου αυτού µειώνεται 

>30% µετά τη διακοπή του καπνίσµατος για διάστηµα 1-4 έτη και >60% µετά 

από 25 έτη, εν τούτοις ποτέ δεν επιστρέφει στο επίπεδο του κινδύνου των µη 

καπνιστών
9. Η υπεύθυνη ουσία για την ανάπτυξη του ουροθηλιακού καρκίνου 

στους καπνιστές δεν έχει αναγνωριστεί πλήρως, φαίνεται όµως πως 

καρκινογενετική δράση ασκούν κυρίως οι αρωµατικές αµίνες (4-αµινοδιφαινύλη), 

οι ελεύθερες ρίζες οξυγόνου και πάνω από εξήντα ουσίες που περιέχονται στον 

καπνό
10,11. 

Η επαγγελµατική έκθεση σε καρκινογόνες ουσίες είναι ο δεύτερος πιο 

σηµαντικός παράγοντας κινδύνου, που αφορά στο 5-20% όλων των καρκίνων της 

ουροδόχου κύστης. Ο σχετικός κίνδυνος επαγγελµατικής έκθεσης σε 

καρκινογόνους παράγοντες είναι πιθανό να υποτιµάται και ποικίλλει από χώρα σε 

χώρα. Η έκθεση σε αρωµατικές αµίνες (π.χ. βενζιδίνη, 2-ναφθυλαµίνη, 4-

αµινοδιφαινύλιο, κ.α.) που χρησιµοποιούνται σε χηµικά, σε ελαστικά και σε 

βιοµηχανίες βαφής καθώς και οι πολυκυκλικοί αρωµατικοί υδρογονάνθρακες 

(PAHs) που χρησιµοποιούνται στις βιοµηχανίες αλουµινίου, άνθρακα και στεγών, 

έχουν συσχετιστεί µε την ανάπτυξη καρκίνου της ουροδόχου κύστης9. Αυξηµένος 

κίνδυνος έχει αναφερθεί επίσης σε ζωγράφους, βερνικωτές και κοµµωτές11. 

Άλλοι περιβαλλοντικοί παράγοντες  περιλαµβάνουν τις χρόνιες λοιµώξεις 

των ουροφόρων οδών (Schistosoma haematobium, καθετήρες, λιθίαση ουροδόχου 

κύστης)12, τη χρήση κυκλοφωσφαµίδης, την έκθεση της πυέλου σε 

ακτινοθεραπεία
9, την κατάχρηση αναλγητικών (φαινακετίνη)13,14 καθώς και τα 

υψηλά επίπεδα αρσενικού µετά από λήψη πόσιµου νερού15. Επίσης µεγάλη 

προσοχή θα πρέπει να δοθεί στις διατροφικές συνήθειες και συγκεκριµένα στο 

ρόλο που διαδραµατίζουν η κατανάλωση φρούτων, λαχανικών και οι βιταµίνες9. 

Η ανεπαρκής κατανάλωση τους φαίνεται ότι σχετίζεται µε τον ουροθηλιακό 

καρκίνο της ουροδόχου κύστης. Συγκεκριµένα σε µία µέτα-ανάλυση από τον 

Steinmaus και συν., διαπιστώθηκε ότι άτοµα µε διατροφή χαµηλή σε πρόσληψη 

φρούτων σχετίστηκαν µε αυξηµένο κίνδυνο ανάπτυξης του καρκίνου αυτού  και 

άτοµα µε διατροφή χαµηλή σε πρόσληψη λαχανικών σχετίστηκαν µε ελάχιστα 

αυξηµένο κίνδυνο ανάπτυξης της νόσου16. Επίσης χηµειοπροφυλακτική δράση 

στον καρκίνο της ουροδόχου κύστης  φαίνεται να διαδραµατίζει η κατανάλωση 

σκόρδου
17 και βιταµίνης Α18. Όσον αφορά στην κατανάλωση καφεΐνης και 

τεχνητών γλυκαντικών έχει διατυπωθεί η άποψη ότι µπορεί να παρουσιάζουν 
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αυξηµένη συσχέτιση εµφάνισης ουροθηλιακού καρκίνου, τα αποτελέσµατα όµως 

των επιδηµιολογικών µελετών για τη διερεύνηση των παραγόντων αυτών είναι 

αµφίβολα. Η αξιολόγηση της ανεξάρτητης επίδρασης της κατανάλωσης καφέ 

στην ανάπτυξη του καρκίνου της ουροδόχου κύστης είναι το µείζων πρόβληµα 

λόγω της σχέσης του µε το κάπνισµα19. Η οικογενής µορφή της νόσου είναι 

σπάνια
20. Επιδηµιολογικά, δεν υπάρχουν αποδείξεις κληρονοµικότητας έτσι ώστε 

να αποµονωθεί ένα κυρίαρχο γονίδιο, το οποίο να ευθύνεται αποκλειστικά για τον 

ουροθηλιακό καρκίνο. Ωστόσο δεν θα µπορούσε να αποκλεισθεί η πιθανότητα 

ενός κληρονοµούµενου υπότυπου. Το κυρίαρχο γονίδιο θα µπορούσε να 

αποµονωθεί σε ορισµένες οικογένειες χωρίς όµως να µπορεί να αποκλεισθεί η 

πιθανότητα το αποτέλεσµα αυτό να συγκαλύπτεται από ένα περιβάλλον υψηλής 

σποραδικής εµφάνισης21. Παρόλα αυτά το χρωµόσωµα 9 αποτελεί την πιο κοινή 

γενετική αλλοίωση στον καρκίνο της ουροδόχου κύστης22. 

 
 
 
1.3. Μοριακή βιολογία 
 

Είναι πλέον σαφές, µε βάση τις σύγχρονες θεωρίες καρκινογένεσης, ότι τα 

βλαστικά κύτταρα (stem cells) διαδραµατίζουν καίριο ρόλο όχι µόνο κατά την 

ανάπτυξη σύνθετων πολυκυτταρικών οργανισµών αλλά  και στην ανάπτυξη 

καρκινικών όγκων23-25. Σύµφωνα µε τις θεωρίες αυτές ο καρκίνος µπορεί να 

αναπτυχθεί µέσω κλωνικής επέκτασης ενός ή και µερικών αρχέγονων καρκινικών 

κυττάρων στα προσβαλλόµενα όργανα26,27. Αυτές οι κλωνικές επεκτάσεις είναι 

σηµαντικές για δύο τουλάχιστον λόγους. Πρώτον, δηµιουργούν µεγάλο 

πληθυσµό-στόχο των µεταλλαγµένων κυττάρων µε αποτέλεσµα πιθανά να 

αυξηθούν οι πολλαπλές µεταλλάξεις που είναι απαραίτητες για την πρόκληση 

καρκίνου µέσω του εν λόγω κλώνου. ∆εύτερον, σε µία τουλάχιστον περίπτωση, 

το µέγεθος του κλώνου µε την απώλεια του p53 ογκοκατασταλτικού γονιδίου έχει 

συσχετιστεί µε αυξηµένο κίνδυνο ενός προ-καρκινικού όγκου να γίνει καρκίνος28. 

Η καρκινογένεση του ουροθηλίου καθώς και η εξέλιξή του, όπως 

συµβαίνει και σε άλλα είδη ιστών, αποτελεί µία πολυπαραγοντική διαδικασία 

γενετικών µεταβολών των µοριακών µονοπατιών των ρυθµιστικών κυτταρικών 

λειτουργιών
29. Επισταµένες έρευνες για αυτό το θέµα (σε πλήρως αναπτυγµένα 

καρκινώµατα), δείχνουν ότι οι κυριώτερες γενετικές µεταβολές 

συµπεριλαµβάνουν την ενεργοποίηση των ογκογονιδίων και την απενεργοποίηση 
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των ογκοκατασταλτικών  γονιδίων. Συνοπτικά, µεταλλάξεις των ογκογονιδίων H-

Ras και FGFR3 (fibroplast growth factor receptor 3), ανευρίσκονται στην 

επιφανειακή µορφή του ουροθηλιακού καρκίνου ενώ απαλείψεις στα 

ογκοκατασταλτικά γονίδια p53 και RB ανευρίσκονται στη διηθητική µορφή της 

νόσου. Η απώλεια ετεροζυγωτίας (LOH), στο χρωµόσωµα 9 παρατηρείται και 

στις δύο µορφές22,30. 

 
 
 
1.3.1. Ενεργοποίηση ογκογονιδίων 
 

Τα πρωτο-ογκογονίδια είναι φυσιολογικά γονίδια, τα οποία κωδικοποιούν 

πρωτεΐνες που βοηθούν στη ρύθµιση των κυτταρικών λειτουργιών και µπορούν 

να µετατραπούν σε ογκογονίδια µέσω µεταλλαγών και υψηλής έκφρασης των 

επιπέδων τους31. Αυτές οι κωδικοποιηµένες πρωτεΐνες αποτελούν προϊόντα στα 

οποία περιλαµβάνονται οι πρωτεΐνες-διαβιβαστές εξωτερικών σηµάτων, 

πρωτεΐνες του πυρήνα που ρυθµίζουν τη µεταγραφή του DNA, οι αυξητικοί 

παράγοντες και οι υποδοχείς του κ.α. Το αποτέλεσµα είναι ότι η απορρύθµιση 

τους µε διαδικασίες όπως η γονιδιακή ενίσχυση, η ανακατάταξη του DNA ή η 

σηµειακή µετάλλαξη, µπορεί να προάγει την µετατροπή τους σε ενεργά 

ογκογονίδια, τα οποία διαταράσσουν τους φυσιολογικούς µηχανισµούς ελέγχου 

της ανάπτυξης32,33. 

Η διαταραχή της πολυγονιδιακής φύσης του καρκίνου της ουροδόχου 

κύστης µέσω ενεργοποίησης διαφόρων ογκογονιδίων όπως τα c-myc, c-erbB2, H-

RAS, κ.α., έχει µελετηθεί εκτενώς. Το c-myc γονίδιο ανακαλύφθηκε πριν από 30 

χρόνια περίπου και αποτελεί το κυτταρικό οµόλογο των ρετροϊών v-

myconcogene34-37. Το ογκογονίδιο c-myc εδράζει στο χρωµόσωµα 8q24. Βρέθηκε 

και σε πολλούς άλλους τύπους καρκίνου όπως συµπεριλαµβανοµένου του 

µαστού, του πνεύµονα, των νεφρών, του προστάτη, του εγκεφάλου, του τραχήλου 

και του παχέος εντέρου38. Το c-myc λειτουργεί προάγοντας την κυτταρική 

διαίρεση και αναστέλλοντας όµως την κυτταρική διαφοροποίηση. Αυτό συµβάλει 

στη δηµιουργία  µεγάλου αριθµού  αδιαφοροποίητων κυττάρων τα οποία είναι 

ευαίσθητα στην επίδραση ογκογόνων παραγόντων38-40. Ο πολλαπλασιασµός και η 

υπερέκφραση του c-myc έχουν προταθεί ως προγνωστικοί δείκτες του 

ουροθηλιακού καρκίνου41. Συγκεκριµένα το υψηλότερο στάδιο και βαθµός 

κακοήθειας, όπως επίσης και η αυξηµένη πιθανότητα επανεµφάνισης και 
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διηθητικής εξέλιξης της νόσου έχουν συσχετιστεί µε την αυξηµένη έκφραση του 

c-myc38. 

Το ογκογονίδιο c-erbB2 εντοπίζεται στο χρωµόσωµα 17q21 και 

υπερεκφράζεται σε µια ποικιλία καρκίνων π.χ. στο µαστό, στο γαστρικό 

καρκίνωµα, πλακώδες καρκίνωµα του οισοφάγου κ.α42-44. Το c-erbB2 

κωδικοποιεί µία διαµεµβρανική φοσφωγλυκοπρωτεΐνη η οποία δείχνει στενή 

δοµική συσχέτιση µε τον υποδοχέα του επιδερµικού αυξητικού παράγοντα (EGF-

r)41,45. 

Η υπερέκφραση του c-erbB2 στον ουροθηλιακό καρκίνο σχετίζεται µε 

νόσο υψηλού σταδίου και διαφοροποίησης, παρουσία λεµφαδενικών 

µεταστάσεων και µειωµένη επιβίωση ασθενών46. Στις περισσότερες µελέτες, το c-

erbB2 δεν έχει αποδειχθεί ως ανεξάρτητος προγνωστικός δείκτης αν και η 

έκφραση του ήταν υψηλότερη στο επιθετικό ή στο προχωρηµένο καρκίνωµα47-51. 

 
 
 
1.3.2. Ενεργοποίηση ογκογονιδίου  H-RAS 
 

Η οικογένεια των ογκογονιδίων RAS (Η-, Κ-, και Ν- RAS) αποτελεί µία 

από τις πιο συχνά ανιχνεύσιµες οικογένειες που επάγουν την µεταλλαγή γονιδίων 

σε ανθρώπινους συµπαγείς όγκους. Οι H-ras (Harvey RAS) µεταλλάξεις έχουν 

αναφερθεί σε µελάνωµα, στον καρκίνο της ουροδόχου κύστης, του θυρεοειδούς 

και των µαστών. Οι K-ras (Kristen Ras) µεταλλάξεις έχουν βρεθεί επίσης στον 

ουροθηλιακό καρκίνο, στον καρκίνο των ωοθηκών, του θυρεοειδούς, του 

πνεύµονα, του παχέος εντέρου και του ορθού, του παγκρέατος, του 

νευροβλαστώµατος, του ραβδοµυοσαρκώµατος και στην οξεία µη 

λεµφοκυτταρική λευχαιµία. Τέλος, οι N-ras (neuroblastoma) µεταλλάξεις 

περιγράφονται και αυτές στο µελάνωµα, στον καρκίνο του θυρεοειδούς, στα 

τερατοκαρκινώµατα, στα ινοσαρκώµατα, στο νευροβλάστωµα, στο 

ραβδοµυοσάρκωµα, στο λέµφωµα Burkitt, στην οξεία προµυελοκυτταρική 

λευχαιµία, στη λευχαιµία T κυττάρων, και της χρόνιας µυελογενούς λευχαιµίας45-

49,52. 

Στον ουροθηλιακό καρκίνο τα RAS ογκογονίδια παίζουν σηµαντικό ρόλο 

στην εµφάνιση του. Όλα τα µέλη της οικογένειας αυτής κωδικοποιούν µια 

πρωτεΐνη την p21 µε δραστηριότητα  GTPάσης. Η πρωτεΐνη p21 εντοπίζεται στην 

εσωτερική πλευρά της κυτταρικής µεµβράνης και συµµετέχει στη µεταγωγή 
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σηµάτων του πυρήνα53,54. Οι υπεύθυνες µεταλλάξεις για την ενεργοποίηση του 

ογκογονιδίου H-RAS περιλαµβάνουν την αντικατάσταση ενός νουκλεοτιδίου 

συνήθως στα κωδικώνια 12 (54%), 13 (9%) ή 61 (34.5%)55 και συντελούν στην 

ενεργοποιηµένη σύνθεση της p21 µε αποτέλεσµα τη συνεχή µεταβίβαση 

µηνυµάτων για κυτταρική αύξηση52,56. Επιπροσθέτως, η ενεργοποίηση των RAS 

ογκογονιδίων συµβαίνει και µέσω ποσοτικών αλλαγών, οπώς η υπερέκφρασή 

τους και ακόµη και η υπερέκφραση σε µία φυσιολογική p21 RAS µπορεί να 

θεωρείται καρκινογόνα57,58. Σε µοριακό επίπεδο η ενεργοποίηση των RAS 

ογκογονιδίων πρώτα ανακαλύφθηκε στην ανθρώπινη κυτταρική σειρά της 

ουροδόχου κύστεως Τ24 όπου η µόνη µετάλλαξη που βρέθηκε ήταν η 

υποκατάσταση της γλυκίνης σε βαλίνη (Gly σε Val) στη δεύτερη θέση στο 

κωδικόνιο 12 του H-RAS στο χρωµόσωµα 11p15.159,60. 

Υπάρχει στη βιβλιογραφία ένα ευρύ φάσµα όσον αφορά στη συχνότητα 

των µεταλλάξεων, µόνο του H-RAS στον ουροθηλιακό καρκίνο, που µπορεί να 

κυµαίνονται από 0 έως το 70%. Η διακύµανση αυτή µπορεί να οφείλεται στη 

διαφορετικότητα των δειγµάτων των όγκων ή και σε διαφορετικές τεχνικές 

µεθόδων που χρησιµοποιήθηκαν. Κατά γενική οµολογία υπάρχει συµφωνία 

µεταξύ των διαφόρων µελετών, ότι η συχνότητα των µεταλλάξεων είναι της τάξης 

του 10%-20%61. Αναλυτικά, σηµειώθηκαν µεταλλάξεις ανάλογα µε τις 

υποκείµενες κάθε φορά µελέτες, στο 10%62, στο 17%63, στο 36%60, στο 67%64 

και 76%65. Παρόλα αυτά η µηδενική διακύµανση των µεταλλάξεων αντιστοιχεί 

στην εκτεταµένη µελέτη 152 καρκινικών δειγµάτων από τους Knowles and 

Williamson, όπου διαπιστώθηκε µόνο στο 6% των περιπτώσεων, ενεργοποίηση 

των H-RAS ογκογονιδίων χωρίς υποκατάσταση της Gly σε Val στο κωδικόνιο 12 

σε κανένα από αυτά66. Επιπροσθέτως, σε µία µελέτη 55 ασθενών µε ουροθηλιακό 

καρκίνο από τους Olderøy και συν., δεν ανιχνεύθηκαν µεταλλάξεις στα κωδικόνια 

του 12, 13 ή 61 του H-RAS67,68.  

H µεταγραφική ενεργοποίηση του H-RAS αποτελεί έναν ακόµη 

µηχανισµό ενεργοποίησής του που προκαλεί την αύξηση της έκφρασης των 

επιπέδων της πρωτεΐνης p21 στο κυτταρόπλασµα. Η αυξηµένη έκφραση της p21 

βρέθηκε στο καρκίνωµα in situ (CSI), σε όγκους πτωχής διαφοροποίησης, όχι 

όµως σε όγκους καλής διαφοροποίησης ή σε υπερπλασία69. Επίσης σε µία µελέτη 

από τους Miao και συν. µε 53 δείγµατα ουροθηλιακών όγκων και 7 δείγµατα 

φυσιολογικού βλεννογόνου ουροδόχου κύστης, διαπιστώθηκε ότι η πρωτεΐνη p21 
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εκφράζεται µόνο σε καρκινικούς ιστούς όπου το ποσοστό έκφρασής της 

συσχετίζεται ανάλογα µε την προοδευτική αύξηση του βαθµού δυσπλασίας 

(grade) και του σταδίου της διήθησης (stage) του όγκου. Συγκεκριµένα σε όγκους 

χαµηλού σταδίου και καλής διαφοροποίησης βρέθηκαν υψηλά ποσοστά της 

πρωτεΐνης p21 ενώ παρατηρήθηκε το αντίθετο σε όγκους υψηλού σταδίου και 

πτωχής διαφοροποίησης. Επιπροσθέτως η επίπτωση της νοσηρότητας εξαιτίας 

υποτροπής του καρκίνου σε ασθενείς θετικούς στην p21 ήταν σχετικά χαµηλή, 

µόλις το 9% σε αντιδιαστολή µε το 67% των ασθενών αρνητικούς στην p21. 

Αυτό σηµαίνει ότι η θετικότητα στην p21 σε ασθενείς µε ουροθηλιακό καρκίνο 

µπορεί να θεωρηθεί ως αντικειµενικός δείκτης για ευνοϊκή πρόγνωση της 

νόσου
70. Επίσης από διάφορες ανεξάρτητες µελέτες που αφορούν τον 

συγκεκριµένο µηχανισµό ενεργοποίησης του H-RAS γονιδίου (δηλ. η 

µεταγραφική αύξηση του επιπέδου έκφρασης των µεταλλαγµένων H-RAS 

γονιδίων), παρατηρείται υπερέκφραση του RAS γονιδίου πάνω από το 50% των 

δειγµάτων των όγκων της ουροδόχου κύστης και αύξηση περίπου 40% στα 

µεταγραφικά επίπεδα έκφρασης της H-RAS πρωτείνης71,72. Συµπερασµατικά, 

παρόλο που τα αποτελέσµατα των µελετών αυτών είναι αρκετά αντιφατικά 

µεταξύ τους, δίνουν ιδιαίτερη έµφαση στη σηµασία των µεταλλάξεων και της 

υπερέκφρασης του ογκογονιδίου H-RAS στην εµφάνιση του καρκίνου της 

ουροδόχου κύστης.  

 
 
 
1.3.3. Ενεργοποίηση του ογκογονιδίου FGFR3 (fibroplast growth factor 
receptor 3) 
 

O FGFR3 του ανθρώπου εντοπίζεται στο χρωµόσωµα 4p16.3 και ανήκει 

σε µία οικογένεια µεµβρανικών υποδοχέων τυροσίνης κινάσης όπου 

περιλαµβάνονται ο FGFR1, 2 και 473,74. Οι µεταλλάξεις του FGFR3 σχετίζονται 

µε σκελετικές ανωµαλίες και παρουσιάζουν ογκογόνες επιδράσεις
75. 

Συγκεκριµένα η ταυτοποίηση των µεταλλάξεων και η έκφραση του FGFR3 

υποδηλώνει το σηµαντικό του ρόλο στον ουροθηλιακό καρκίνο όπως έχει 

αναλυθεί από διάφορες µελέτες. Οι συχνές ενεργοποιηµένες µεταλλάξεις του 

FGFR3 µελετήθηκαν για πρώτη φορά από τους Cappellen και συν. όπου έγινε 

αναφορά στην εµπλοκή του FGFR3 στην καρκινογένεση του επιθηλίου76. 

Μεταλλάξεις του ανιχνεύθηκαν περισσότερο από 50% πρωτογενών καρκίνων 
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ουροδόχου κύστεως ιδιαίτερα χαµηλού βαθµού δυσπλασίας (grade) και σταδίου 

διήθησης (stage) θηλωµατώδων όγκων77. Τα ευρήµατα αυτά συµφωνούν και µε 

προηγούµενες µελέτες όπου σε ποσοστό περίπου 60% - 70% των ασθενών 

ανευρέθηκε ισχυρή σχέση στις µεταλλάξεις του FGFR3 θηλωµατώδων όγκων, 

ενώ στους διηθητικούς όγκους ανιχνεύθηκαν µεταλλάξεις µόνο στο 10% - 20%78-

80. 

Ο Hernández και συν. µε µία προοπτική µελέτη 772 ασθενών µε 

επιφανειακούς όγκους ανέφερε ότι οι µεταλλάξεις του FGFR3 γονιδίου 

χαρακτηρίζουν µία υποοµάδα ουροθηλιακών καρκίνων που σχετίζονται κυρίως 

µε χαµηλού σταδίου - grade όγκους και λιγότερο µε υψηλού grade Τ1 όγκους µε 

γενικά καλή πρόγνωση, παρ’όλη την πιθανότητα της επανεµφάνισης του όγκου 

σε ασθενείς Ta grade Ι81. Συνεπώς είναι εµφανής η υπεροχή των µεταλλάξεων του 

FGFR3 στην καλοήθη υπερπλασία και στους όγκους χαµηλού κινδύνου. Επίσης, 

είναι γνωστή η συνεισφορά των µεταλλάξεων και ταυτόχρονα της υπερέκφρασης 

του FGFR3 στην ανάπτυξη όγκων στο πολλαπλό µυέλωµα. Ο συνδυασµός 

αυξηµένης έκφρασης και µεταλλάξεων του FGFR3 σε ουροθηλιακούς όγκους 

παρατηρήθηκε για πρώτη φορά από τους Tomlinson και συν. που είναι πιο συχνή 

κυρίως στους χαµηλού grade µη διηθητικούς όγκους
82. Μία από τις 

προβλεπόµενες επιπτώσεις των µεταλλάξεων του FGFR3, είναι η ενεργοποίηση 

του RAS-MAPK µονοπατιού. Οι µεταλλάξεις του FGFR3 στα εξόνια 7, 10 και 15 

προκαλούν ιδιοσυστασιακή ενεργοποίηση της δραστηριότητας της κινάσης του 

υποδοχέα, ο οποίος στη συνέχεια ενεργοποιεί το µονοπάτι των ΜΑΡΚ 

κινασών
83,84. Επίσης εντυπωσιακά είναι τα αποτελέσµατα των Jebar και συν., σε 

µία µελέτη 98 ουροθηλιακών καρκίνων και 31 καρκινικών κυτταρικών σειρών 

ουροδόχου κύστης όπου σε καµία περίπτωση δεν βρέθηκαν συγχρόνως 

µεταλλάξεις του Ras και του FGFR3. Το γεγονός ότι αυτά τα γονίδια 

αποκλείονται αµοιβαία πιθανά να οφείλεται σε βιολογική ισοδυναµία85. 

 

 
1.3.4. Ενεργοποίηση του ογκοκατασταλτικού γονιδίου p53 
 

Η λειτουργία  των ογκοκατασταλτικών γονιδίων έγκειται στην προάσπιση 

των φυσιολογικών κυτταρικών λειτουργιών, τα οποία όταν απενεργοποιούνται 

προάγουν την διαταραχή του κυτταρικού πολλαπλασιασµού και την ανάπτυξη 

νεοπλασιών. Το p53 ογκοκατασταλτικό γονίδιο εντοπίζεται στο χρωµόσωµα 
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17pl3.1, κωδικοποιεί µία πυρηνική φωσφοπρωτεΐνη 396 αµινοξέων που 

εµπλέκεται στη ρύθµιση του κυτταρικού κύκλου, στην απόπτωση, στην 

αγγειογένεση, τη σύνθεση και επιδιόρθωση του DNA86,87. Σαν βασικός 

«φύλακας-φρουρός» του G1/S σηµείου ελέγχου του κυτταρικού κύκλου, το p53 

λοιπόν θεωρείται απαραίτητο για τον έλεγχο διατήρησης της αύξησης του 

ουροθηλίου και της σταθερότητας του ουροθηλιακού γονιδιώµατος88. Οι 

µεταλλάξεις του p53 έχουν σχέση µε γενετικές απαλοιφές του χρωµοσώµατος 17p 

έτσι ώστε τα νεοπλάσµατα που αρχικά χάνουν ένα αλληλόµορφο εκφράζουν το 

µεταλλαγµένο αλληλόµορφο-p53 και συνεπώς χάνουν τον έλεγχο του 

πολλαπλασιασµού τους89. Όπως έχει περιγραφεί από προηγούµενες µελέτες, η 

απώλεια των αλληλόµορφων και συγκεκριµένα του χρωµοσώµατος 17p θεωρείται 

ως ένα όψιµο γεγονός που συνήθως παρατηρείται σε υψηλού βαθµού (high-

grade), καρκίνου ουροδόχου κύστης90-92. Σε ποσοστό περισσότερο από 40% των 

διηθητικών όγκων ανευρίσκονται παρανοηµατικές µεταλλάξεις (missense 

mutations) και σχετίζονται µε την εξέλιξη της νόσου και την πτωχή επιβίωση των 

ασθενών
93-95. Οι Goebell και συν. ανέλυσαν 26 µελέτες  από 38 κέντρα όπου 

διαπίστωσαν ότι η αυξηµένη έκφραση του p53 εµφανίζει στενή συσχέτιση µε 

όγκους υψηλού σταδίου και grade καθώς και µε την εξέλιξη της νόσου σε Τ1 και 

σε διηθητικούς όγκους96. 

 
 
 
1.3.5. Ενεργοποίηση του ογκοκατασταλτικού γονιδίου Rb 
 

Το γονίδιο του ρετινοβλαστώµατος Rb είναι το πρώτο ογκοκατασταλτικό 

γονίδιο που εντοπίστηκε στο ανθρώπινο χρωµόσωµα 13q14.297 και κωδικοποιεί 

µία πυρηνική φωσφοπρωτεΐνη που ρυθµίζει τον κυτταρικό κύκλο. Η πρωτεΐνη 

αυτή είναι συνδεδεµένη µε τον µεταγραφικό παράγοντα Ε2F, (ο οποίος 

λειτουργεί αναστέλλοντας τη µεταγραφή του DNA), και υφίσταται κυκλική 

αλλαγή στη φωσφορυλίωσή της ανάλογα µε τη φάση του κυτταρικού κύκλου: 

αποφωσφοριλίωση στις φάσεις G0 και G1-φωσφορυλίωση στις φάσεις S και Μ98. 

Λειτουργική απώλεια του RB γονιδίου πιστεύεται ότι εµπλέκεται στην έναρξη 

ή/και στην εξέλιξη πολλών ανθρώπινων καρκίνων, ειδικότερα µεταλλάξεις του 

παρατηρήθηκαν τόσο σε επιφανειακούς όσο και σε διηθητικούς ουροθηλιακούς 

όγκους. Συγκεκριµένα σε επίπεδο κυτταρικού κύκλου, οι απαλοιφές και 

µεταλλάξεις του Rb γονιδίου διευκολύνουν την είσοδο του κυττάρου στη φάση S 
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επιτείνοντας τον κυτταρικό πολλαπλασιασµό99,100. Eπιπλέον οι δύο περιπτώσεις 

όπου το Rb γονίδιο πιθανά να δυσλειτουργεί, είναι είτε λόγω έλλειψης της 

έκφρασης του Rb γονιδίου, είτε λόγω υπερέκφρασης της υπερφωσφορυλιωµένης 

εκδοχής της Rb πρωτεΐνης. Αυτές οι καταστάσεις έχουν σαν αποτέλεσµα να µην 

είναι εφικτή η αναστολή του µεταγραφικού παράγοντα Ε2F από το Rb γονίδιο και 

κατ’επέκταση να οδηγούν σε µια αύξηση του κυτταρικού πολλαπλασιασµού101. 

Όσον αφορά την υψηλή έκφραση είναι αποτέλεσµα ιδιοσυστασιακής 

υπερφωσφορυλίωσης της Rb πρωτεΐνης λόγω απώλειας έκφρασης του p16 

ογκοκατασταλτικού γονιδίου και/ή υπερέκφραση της κυκλίνης D1102. Επίσης 

παρόµοια αποτελέσµατα παρατηρήθηκαν σε µία µελέτη από τους Cote και συν., 

185 ασθενών µε καρκίνο µεταβατικού επιθηλίου (TTC) που υποβλήθηκαν σε 

ριζική κυστεκτοµή απέδειξαν µε ανοσοιστοχηµική µέθοδο, ότι η υψηλή έκφραση 

του γονιδίου ή και η απουσία αυτής σχετίζεται µε διηθητικούς όγκους κακής 

πρόγνωσης. 

Ταυτόχρονη δυσλειτουργία και των δύο ογκοκατασταλτικών γονιδίων του 

Rb και του p53, ή και του κάθε ένα ξεχωριστά εµφανίζεται σε όγκους σταδίου Τ1 

αλλά και σε ποσοστό >50% σε διηθητικούς ουροθηλιακούς όγκους high-grade. Οι 

µεταβολές αυτές στην έκφραση των ογκογονιδίων αυτών έχουν συνδυαστεί µε 

αυξηµένα ποσοστά επανεµφάνισης , εξέλιξης και γενικότερα κακής πρόγνωσης 

της νόσου103-106. 

 
 
 
1.3.6. Λοιπές γενετικές αλλαγές 
 

Οι χρωµοσωµικές παρεκκλίσεις όπως, ανευσωµίες, απαλοιφές και 

πολλαπλασιασµός, είναι συχνές στο ουροθηλιακό καρκίνωµα107. Η απώλεια 

ετεροζυγωτίας (LOH) του χρωµοσώµατος 9 τόσο στο βραχύ όσο και στο µακρύ 

σκέλος του, έχει προσελκύσει µεγάλο ενδιαφέρον και αποτελεί την πιο κοινή 

γενετική αλλοίωση µε ποσοστό µεγαλύτερο του 50% νεοπλασµάτων ανεξαρτήτως 

σταδίου και βαθµού κακοήθειας στον καρκίνο ουροδόχου κύστης22,91. Συχνές 

απαλοιφές του χρωµοσώµατος 9 περιλαµβάνουν τα εξής ογκοκατασταλτικά 

γονίδια p14 και p16 τα οποία αποτελούν ρυθµιστές του κυτταρικού κύκλου που 

εµπλέκονται στα ογκοκατασταλτικά µονοπάτια του γονιδίου p53 και του 

ρετινοβλαστώµατος. Το p14 δρα ρυθµίζοντας αρνητικά τη λειτουργία του 

γονιδίου p53 και το p16 τη λειτουργία του γονιδίου Rb µε αποτέλεσµα τον 
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αρρύθµιστο κυτταρικό πολλαπλασιασµό108. Επίσης απαλοιφές παρατηρούνται 

στο p15 γονίδιο το οποίο µαζί µε το p16 µπορούν ταυτόχρονα να 

απενεργοποιούνται έτσι ώστε να αναστέλλεται η δράση του συµπλέγµατος της 

CDK4 (cyclin D and cyclin-dependent kinase 4) µε αποτέλεσµα τη διακοπή του 

κυτταρικού πολλαπλασιασµού στη φάση G1109,110. 

Στη συνέχεια, ένα άλλο υποψήφιο γονίδιο (χρωµόσωµα 9q34) το γονίδιο 

TSC1 (tuberous sclerosis 1), σχετίζεται γενικά µε πολυοργανικά αµαρτώµατα και 

έχουν βρεθεί µεταλλάξεις του σε ένα ποσοστό (12%) ουροθηλιακών καρκίνων. 

Παρόλα αυτά όµως δεν έχει διευκρινιστεί πώς αυτές οι ανωµαλίες επηρεάζουν τα 

µονοπάτια της καρκινογένεσης του ουροθηλίου111. Επίπλέον, το γονίδιο του 

συνδρόµου Gorlin, (χρωµόσωµα 9q22.3- q31), προδιαθέτει σε βασικοκυτταρικά 

καρκινώµατα του δέρµατος (σπίλοι) καθώς και άλλα νεοπλάσµατα 

συµπεριλαµβανοµένων των όγκων ουροδόχου κύστεως112 καθώς και το γονίδιο 

DBC1 (Deleted in bladder cancer protein 1) που εντοπίζεται στο χρωµόσωµα 9 

(9q32-33), που αφορά µία περιοχή που εµφανίζει απώλεια ετεροζυγωτίας σε 

µεταβατικό καρκίνωµα ουροδόχου κύστης. Το γονίδιο αυτό, δρα ως αρνητικός 

ρυθµιστής του G1/S σηµείου ελέγχου του κυτταρικού κύκλου113. 

Υπάρχουν και άλλες σηµαντικές γενετικές αλλαγές στην ανάπτυξη του 

καρκίνου της ουροδόχου κύστης και αφορούν χρωµοσωµικές απαλοιφές στις 

θέσεις 10q, 11p, 13q, 17p, και 18q. Το PTEN γονίδιο (phosphatase and tensin 

homology) στο χρωµόσωµα 10q, είναι ένα λιπίδιο φωσφατάσης που ρυθµίζει το 

µονοπάτι της PI3 κινάσης (φωσφατιδυλινοσιτόλης 3-κινάσης), η απώλεια 

ετεροζυγωτίας παρατηρήθηκε στο 24%-45% των διηθητικών όγκων14-116. Στο 

χρωµόσωµα 11p η απώλεια ετεροζυγωτίας παρατηρήθηκε στο 40% περίπου των 

ουροθηλιακών όγκων και µάλιστα είναι συχνότερη στους υψηλού σταδίου (stage) 

και βαθµού δυσπλασίας όγκους (grade)91,117. Στο χρωµόσωµα 13q και 17p όπου 

εντοπίζονται τα γονίδια Rb και p53 η απώλεια ετεροζυγωτίας ανευρέθηκε στο 

56% και 60% αντίστοιχα των υψηλών stage και grade όγκων100,118. Στη 

χρωµοσωµική περιοχή 18q η απαλοιφή παρατηρήθηκε στο 35% των διηθητικών 

όγκων
119. 

Το µικροδορυφορικό DNA αποτελεί έναν άλλο δηµοφιλή γενετικό δείκτη 

που οι µεταλλάξεις τους συνδέονται µε πολλές νευρολογικές παθήσεις και 

ανάπτυξη καρκίνων. Πρόκειται για σύντοµες επαναλαµβανόµενες αλληλουχίες 

του ανθρώπινου γονιδιώµατος που αποτελείται από 1-6 βάσεις ανά µονάδα 
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επαναλήψεως, µε µη τυχαία κατανοµή σε όλο το ανθρώπινο γονιδίωµα. Οι 

αλληλουχίες αυτές του µικροδορυφορικού DNA διαφέρουν από άνθρωπο σε 

άνθρωπο όµως επειδή κληρονοµούνται είναι ίδιες σε όλα τα κύτταρα του 

ανθρώπου. Το φαινόµενο της αστάθειας του µικροδορυφορικού DNA 

(Microsatellite instability) έχει εντοπιστεί σε µια ευρεία ποικιλία των ανθρώπινων 

όγκων, τόσο σε οικογενή όσο και σε σποραδική µορφή. Παρουσιάζεται στα 

καρκινικά κύτταρα µε παραλλαγές σε πολλές από τις αλληλουχίες των βάσεων 

(αύξηση ή µείωση του αριθµού τους) και προκαλείται από την αδυναµία του 

επιδιορθωτικού µηχανισµού λόγω µεταλλάξεων, (δηλ. των mismatch repair 

genes: MLH1, MSH2, MSH3, MSH6, PMS1 και PMS2) να διορθώσει τα λάθη 

κατά την αντιγραφή του DNA120-123. Μία αύξηση της αστάθειας του 

µικροδορυφορικού DNA έχει παρατηρηθεί σε ορισµένους επαναλαµβανόµενους 

τετρανουκλεοτιδικούς δείκτες σε διάφορους καρκίνους συµπεριλαµβανοµένου 

και της ουροδόχου κύστεως. Οι επιλεγµένες αυτές τετρανουκλεοτιδικές 

επαναλήψεις είναι πολύ σηµαντικές και ονοµάζονται EMAST (Elevated 

Microsatellite Instability at Selected Tetranucleotide Repeats). Oι Ahrendt και 

συν. παρατήρησαν συσχέτιση ανάµεσα στην EMAST και τις µεταλλάξεις του p53 

γονιδίου
124. Σε διάφορες µελέτες του ουροθηλιακού καρκίνου έχει βρεθεί από 

τους Gonzalez-Zulueta και συν. αστάθεια του µικροδορυφορικού DNA στο 3% 

όγκων χαµηλού σταδίου και ακόµη υψηλότερη συχνότητα στο 28% από τους 

Mao και συν.125,126. Επίσης έχει παρατηρηθεί από τους Catto και συν. σε µία 

µελέτη 1011 ατόµων µε TCC ουροδόχου κύστεως χαµηλό ποσοστό 

µικροδορυφορικής αστάθειας στις µόνο- και δυνουκλεοτιδικές επαναλήψεις και 

υψηλό ποσοστό στις τετρανουκλεοτιδικές επαναλήψεις. Παρόλα αυτά υπάρχουν 

αντικρουόµενα αποτελέσµατα µελετών που εξετάζουν τη συχνότητα της 

µικροδορυφορικής αστάθειας µε τις παθολογικές παραµέτρους των όγκων122,127. 

Τέλος η αστάθεια του µικροδορυφορικού DNA έχει εκτιµηθεί ως προγνωστικός 

δείκτης και σχετίζεται µε όγκους υψηλού σταδίου (stage) και βαθµού δυσπλασίας 

(grade)128.  

 

1.4. Η εµβρυολογική ανάπτυξη της ουρογεννητικής οδού. 

Η ουρογεννητική οδός, από λειτουργική άποψη µπορεί να διαιρεθεί σε 

δυο τελείως διαφορετικά µέρη, το ουροποιητικό σύστηµα και το γεννητικό 
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σύστηµα. Τα 2 αυτά συστήµατα όµως, από εµβρυολογική και ανατοµική άποψη, 

είναι στενά συνυφασµένα και για αυτό περιγράφονται ως ενιαίο σύστηµα, το 

ουρογεννητικό. Αναπτύσσονται από κοινό µεσοδερµικό όγκωµα, το διάµεσο 

µεσόδερµα (κοινή µοίρα του µέσου βλαστικού δέρµατος), το οποίο πορεύεται 

κατά µήκος του οπίσθιου τοιχώµατος της κοιλιακής κοιλότητας, ενώ οι 

απεκκριτικοί πόροι και των δυο συστηµάτων εκβάλλουν αρχικά σε κοινή 

κοιλότητα, την αµάρα. Κατά την περαιτέρω ανάπτυξη, τα δύο συστήµατα 

καθίστανται αλληλένδετα, κυρίως στους άρρενες.  

 
 
1.4.1. Εµβρυολογική ανάπτυξη ουροποιητικού συστήµατος. 
 

Το µεσόδερµα κατά τη διάρκεια της γαστριδίωσης, την 3η εβδοµάδα της 

ανάπτυξης (σχηµατισµός τριών βλαστικών στιβάδων) διαφοροποιείται σε 3 

µοίρες-περιοχές:  

 

 

 
 

1. Την οπίσθια, το παραξονικό µεσόδερµα γύρω από την οπίσθια µέση γραµµή του 
εµβρύου, από το οποίο παράγονται οι σωµίτες, πυκνά κυτταρικά αθροίσµατα 
επιθηλοειδών κυττάρων που αρχικά αφορίζονται σαφώς από το γύρω χαλαρό 
µεσεγχυµατικό ιστό, 

2. Το πλάγιο µεσοδερµικό πέταλο που αποσχίζεται σε περίτονο και περισπλάχνιο πέταλο 
και επαλείφει το έσω εµβρυϊκό κοίλωµα σε άµεση σύνδεση µε το εξωεµβρυϊκό 
µεσόδερµα πέρα από τα χείλη του εµβρυϊκού δίσκου, και 

3. Την ενδιάµεση µοίρα-περιοχή, το διάµεσο µεσόδερµα που συνδέει αρχικά το παραξονικό 
µε το πλάγιο µεσόδερµα. Μετά το σχηµατισµό των σωµιτών, το διάµεσο µεσόδερµα στην 
αυχενική, ανώτερη θωρακική και εν µέρει οσφυϊκή µοίρα σχηµατίζει µεταµερή 
κυτταρικά αθροίσµατα, τα νεφροτόµια, ενώ στο ουραίο τµήµα παραµένει αδιαίρετο και 
αποτελεί το νεφρογόνο βλάστηµα. Το διάµεσο µεσόδερµα παράγει τα νεφρικά στοιχεία 
του εµβρύου, τµήµατα των γονάδων καθώς και τους γεννητικούς πόρους. 
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1.4.2. Σχηµατισµός του ουρογεννητικού κόλπου και της ουροδόχου κύστεως. 

Από την 4η µέχρι και την 7η εβδοµάδα της ανάπτυξης το ουροορθικό 

διάφραγµα διαιρεί την αµάρα ή κλοάκη (η τελική διεύρυνση του οπισθίου 

εντέρου) στο οπισθίως κείµενο ορθό και στον προσθίως κείµενο πρωτογενή 

ουρογεννητικό κόλπο, ο οποίος προς τα άνω συνέχεται µε την αλλαντοΐδα. Το 

διευρυσµένο ανώτερο τµήµα του πρωτογενούς ουρογεννητικού κόλπου 

σχηµατίζει την ουροδόχο κύστη, ενώ το κατώτερο στο άρρεν σχηµατίζει την 

πυελική και την πεϊκή ουρήθρα και στο θήλυ την πυελική ουρήθρα και τον 

πρόδοµο του κολεού. Κατά τη διάρκεια αυτής της περιόδου τα στόµια των 

µεσονεφρικών πόρων µετατίθενται προς τα κάτω στην πυελική ουρήθρα µε µια 

διαδικασία ενσωµάτωσης, µε την οποία επίσης εµφυτεύονται τα στόµια των 

ουρητήρων στο τοίχωµα της ουροδόχου κύστεως129. 

 

 



 

 15 

1.4.3. Ανατοµία ουροδόχου κύστης. 

Το ουροποιητικό σύστηµα του ανθρώπου αποτελείται από τους νεφρούς, 

τους ουρητήρες, την ουροδόχο κύστη και την ουρήθρα. Σκοπός του συστήµατος 

αυτού είναι η παραγωγή και η αποβολή των ούρων και µαζί µε αυτά µιας σειράς 

άχρηστων συστατικών που παράγονται στον οργανισµό από τις καύσεις, καθώς 

και η διατήρηση του ισοζυγίου του νερού και των ηλεκτρολυτών στο ανθρώπινο 

σώµα. Η ουροδόχος κύστη είναι κοίλο µυώδες όργανο µε αποστολή τη συλλογή, 

αποθήκευση και αποβολή των ούρων σε τακτά χρονικά διαστήµατα. Η λειτουργία 

αυτή της κύστης είναι πολύπλοκη νευροµυϊκή διεργασία που βρίσκεται κάτω από 

τον έλεγχο του αυτόνοµου νευρικού συστήµατος. Τοπογραφικά η ουροδόχος 

κύστη βρίσκεται στην ελάσσονα πύελο, πίσω από την ηβική σύµφυση. Οι 

ουρητήρες µπαίνουν λοξά µέσα στην κύστη, από πίσω και κάτω. Στο σηµείο αυτό 

απέχουν µεταξύ τους περίπου 2,5εκ. Τα στόµια των δύο ουρητήρων στο 

εσωτερικό της κύστης βρίσκονται στο κάτω τοίχωµα της, στα άκρα της 

µεσοουρητηρικής πτυχής, που έχει µηνοειδές σχήµα και καθορίζει τη βάση του 

κυστικού τριγώνου. Το κυστικό τρίγωνο βρίσκεται στην περιοχή µεταξύ της 

µεσοουρητηρικής πτυχής και του αυχένα της κύστης. Ο έσω σφιγκτήρας ή 

αυχένας της ουροδόχου κύστης δεν είναι ένας αληθινός κυκλοτερής σφιγκτήρας, 

αλλά µια πάχυνση που σχηµατίζεται από τις µυϊκές ίνες του εξωστήρα µυ. Η 

ουροδόχος κύστη δέχεται αρτηριακούς κλάδους από την έσω λαγόνια αρτηρία σε 

κάθε πλευρά, που διακρίνονται από τη θέση που κατέχουν στις άνω, τις µέσες και 

τις κάτω κυστικές αρτηρίες, ενώ οι αντίστοιχες φλέβες, αποχετεύουν το αίµα στις 

έσω λαγόνιες φλέβες. Τα λεµφαγγεία της κύστης αποχετεύουν τη λέµφο στα 

λεµφογάγγλια που συνοδεύουν τα έσω, τα έξω και τα κοινά λαγόνια αγγεία 

(επιχώρια λεµφογάγγλια της κύστης). 
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1.4.4. Ιστολογία του ουροθηλίου 

Ο βλεννογόνος του ουροποιητικού συστήµατος αποτελείται από ένα 

πολύστιβο επιθήλιο µε 7-8 στιβάδες κατά µέσο όρο, που αποτελούνται από 

εξειδικευµένα κύτταρα τα οποία συνδέονται σε βασική µεµβράνη. Το πάχος του 

βλεννογόνου της ουροδόχου κύστης ποικίλλει και εξαρτάται από την 

κατάσταση της ουροδόχου κύστης. Όταν διατείνεται υπάρχουν λίγες µόνο 

στιβάδες ουροθηλιακών κυττάρων, ενώ όταν είναι άδεια παρατηρείται ένα παχύ 

πολύστιβο επιθήλιο. Τα κύτταρα στις κατώτερες στιβάδες είναι µικρά µε έναν 

πυρήνα. Τα επιφανειακά κύτταρα είναι µεγαλύτερα και συχνά πολυπύρηνα µε 2 

έως και 55 πυρήνες. Κάθε επιφανειακό κύτταρο καλύπτει δύο ή περισσότερα 

από τα κύτταρα των κατώτερων στιβάδων. Για αυτόν τον λόγο ονοµάζονται 

κύτταρα "οµπρέλα". Το ουροθήλιο της φυσιολογικής ουροδόχου κύστης συχνά 

παρουσιάζει µερικές εµβαθύνσεις που ονοµάζονται φωλιές του von Brunn. 

Συχνά καλύπτονται από βλεννοεκκριτικά κυλινδρικά κύτταρα παρά από 

ουροθηλιακά κύτταρα. Η ιστολογική εικόνα που παρατηρείται όταν αυτά 

διατείνονται µε βλέννη, ονοµάζεται κυστική κυστίτιδα ή αδενική κυστίτιδα 

(cystitis cystica or cystitis glandularis)130,131.  
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1.5. Παθολογο-ανατοµική ταξινόµηση καρκίνου ουροδόχου κύστης 

Οι όγκοι της ουροδόχου κύστης διαχωρίζονται σε ουροθηλιακούς ή µη 

ουροθηλιακούς. Τα ουροθηλιακά νεοπλάσµατα της ουροδόχου κύστης µπορούν 

να διαιρεθούν γενικά σε 2 κατηγορίες: τα θηλώδη (θηλώµατα, χαµηλής δυνητικά  

κακοήθειας και θηλώδη καρκινώµατα) και τα µη θηλώδη (ουροθηλιακά 

καρκινώµατα in situ και διηθητικά). Ο ουροθηλιακός καρκίνος έχει την τάση για 

αποκλίνουσες διαφοροποιήσεις των ιστολογικών του τύπων, η οποία 

αναγνωρίζεται όλο και περισσότερο τα τελευταία χρόνια λόγω της αυξηµένης 

ευαισθητοποίησης και των βελτιωµένων ανοσοϊστοχηµικών τεχνικών. Επιπλέον 

σύµφωνα µε την (2004) WHO ταξινόµηση των ουροθηλιακών καρκίνων 

συµπεριλαµβάνει 13 ιστολογικές παραλλαγές. Η πλειοψηφία των όγκων της 

ουροδόχου κύστεως είναι µεταβατικού επιθηλίου (περίπου 90%), πλακώδους 

επιθηλίου (περίπου 5%), αδενοκαρκίνωµα (περίπου 1%), και µικροκυτταρικό 

καρκίνωµα (περίπου 0.5%-0.7%). Επίσης οι αποκλίνουσες παραλλαγές τις µικτές 

µορφές καθώς και τους σπάνιους τύπους  επιθηλιακής προέλευσης όπως το 

λαχνωτό αδένωµα, το µελάνωµα, το καρκινοειδές και το καρκινοσάρκωµα. Οι 

καρκίνοι µη επιθηλιακής προέλευσης αφορούν το φαιοχρωµοκύτωµα, το 

πρωτοπαθές λέµφωµα, το λειοµυοσάρκωµα132,133.  

 

1.5.1. Καρκίνος µεταβατικού επιθηλίου (TCC, Transitional Cell Carcinoma)  

Ο καρκίνος µεταβατικού επιθηλίου της ουροδόχου κύστης αποτελεί το 

90% των πρωτοπαθών όγκων της ουροδόχου κύστης και αναπτύσσεται µέσω 2 

διαφορετικών αλλά κατά κάποιο τρόπο αλληλεπικαλυπτόµενων οδών ανάπτυξης. 

Το 80% περίπου προέρχονται από υπερπλασία του ουροθηλίου και αποτελούν 

επιφανειακές εξωφυτικές θηλωµατώδεις εξεργασίες, χαµηλού grade, µε αυξηµένη 

συχνότητα υποτροπών, που σπάνια διηθούν το τοίχωµα της κύστης ή µεθίστανται. 

Τα µη θηλωµατώδη καρκινώµατα αφορούν το υπόλοιπο 15%-20% και πρόκειται 

για υψηλού grade, συµπαγείς όγκους. Οι ασθενείς της κατηγορίας αυτής δεν 

παρουσιάζουν ιστορικό θηλωµατώδους όγκου και προέρχονται από λανθάνουσα 

υψηλού grade ενδοεπιθηλιακή νεοπλασία. Οι όγκοι αυτοί διηθούν επιθετικά την 

ουροδόχο κύστη και έχουν µεγάλη τάση για αποµακρυσµένες µεταστάσεις. Το 

φαινόµενο της αλληλοεπικάλυψης των 2 προτύπων ανάπτυξης έγκειται στην 
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εξέλιξη των χαµηλού grade επιφανειακών όγκων σε υψηλού grade διηθητικούς 

όγκους. Η ανάπτυξη του καρκινώµατος in situ εντός της θηλωµατώδους βλάβης ή 

σε παρακείµενη περιοχή προηγείται της εξέλιξης αυτής και αφορά το 10%-15% 

των ασθενών µε ιστορικό χαµηλού  grade επιφανειακό θηλωµατώδη όγκο134,135. 

 

1.6. Ιστολογικός βαθµός κακοήθειας (Grade) του TCC 

Ο ιστολογικός βαθµός κακοήθειας (grade) αναφέρεται στην 

διαφοροποίηση των κυττάρων από τα φυσιολογικά κύτταρα του τοιχώµατος της 

ουροδόχου κύστης αναλόγως µε την εµφάνισή τους στο µικροσκόπιο. Η 1973 

WHO ταξινόµηση του ουροθηλιακού καρκίνου που κατατάσσεται σε 3 βαθµούς 

κακοήθειας (grade):  

α) καλής, β) µέτριας, γ) πτωχής διαφοροποίησης έχει σχετικά εγκαταλειφθεί. Το 

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

δηµοσίευσαν µια νέα ταξινόµηση που περιλαµβάνει ειδικά κυτταρολογικά και 

αρχιτεκτονικά κριτήρια. Σύµφωνα λοιπόν µε την 2004 WHO η νέα ταξινόµηση 

περιλαµβάνει, το θηλώδες ουροθηλιακό νεόπλασµα χαµηλής κακοήθειας 

(PUNLMP) και το χαµηλής και υψηλής κακοήθειας θηλώδες ουροθηλιακό 

καρκίνωµα
136,137.  

 
 
 
 
1.6.1. Η ταξινόµηση WHO 1973 και 2004 
 
 
1973 WHO grading 
 
Grade Ι:   καλώς διαφοροποιηµένο  
Grade ΙΙ:  µετρίως διαφοροποιηµένο 
Grade ΙΙΙ: πτωχά διαφοροποιηµένο   
 
2004 WHO grading 
 
Ουροθηλιακό θήλωµα 
Θηλώδες ουροθηλιακό νεόπλασµα χαµηλής κακοήθειας (PUNLMP) 
Χαµηλής κακοήθειας θηλώδες ουροθηλιακό καρκίνωµα 
Υψηλής κακοήθειας θηλώδες ουροθηλιακό καρκίνωµα 
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1.7. Η σταδιοποίηση του ουροθηλιακού καρκίνου 
 

Το σύστηµα ΤΝΜ (Tumor-Nodes-Metastases) χρησιµοποιείται ευρέως για 

την ταξινόµηση µε βάση τη θέση, το µέγεθος και την εξάπλωση της νόσου. Ο 

όρος επιφανειακός έχει αντικατασταθεί από τον όρο µη µυοδιηθητικός και 

περιλαµβάνει τους όγκους που δεν διηθούν εκτός του βλεννογόνου (Τα και CIS) 

και όγκους που διηθούν το χόριο (Τ1)
138. 

 
Τx: Ο όγκος δεν µπορεί να εκτιµηθεί 
To: ∆εν υπάρχει ένδειξη πρωτοπαθούς όγκου 
Ta: Θηλώδες καρκίνωµα που δεν διηθεί πέραν του βλεννογόνου 
Tis: Καρκίνωµα in situ 
T1: O όγκος διηθεί το χόριο (lamina propria) 
T1a:O όγκος δεν διηθεί την υποβλεννογόνια µυική στιβάδα 
T1b: O όγκος διηθεί την υποβλεννογόνια µυική στιβάδα 
T1c: O όγκος διηθεί πέρα από την υποβλεννογόνια µυική στιβάδα 
T2a: O όγκος διηθεί τον επιπολής µυικό χιτώνα (έσω ήµισυ) 
T2b: O όγκος διηθεί τον εν τω βάθει µυικό χιτώνα (έξω ήµισυ) 
T3 :  O όγκος επεκτείνεται στο περικυστικό λίπος 
T3a : Μικροσκοπική διήθηση 
T3b : Μακροσκοπική διήθηση (εξωκυστική µάζα) 
T4 :  O όγκος διηθεί είτε κάποιο από τα παρακείµενα όργανα 
       (Τ4a: προστάτη, µήτρα, κόλπο), είτε το πυελικό ή κοιλιακό τοίχωµα(T4b)  
 
Nx : Επιχώριοι λεµφαδένες δεν µπορούν να εκτιµηθούν 
N0 : ∆εν υπάρχει µετάσταση στους επιχώριους λεµφαδένες 
N1 : Μετάσταση σε ένα λεµφαδένα µεγίστης διαµέτρου < 2εκ 
N2 : Μετάσταση σε ένα λεµφαδένα µεγίστης διαµέτρου > 2εκ, αλλά < 5 εκ, ή     
        µεταστάσεις σε πολλούς λεµφαδένες κανένας εκ των οποίων δεν έχει   
        διάµετρο > 5εκ 
N3 : Μετάσταση σε ένα λεµφαδένα µεγίστης διαµέτρου > 5 εκ 
 
Mx : Η ύπαρξη αποµακρυσµένων µεταστάσεων δεν µπορεί να εκτιµηθεί 
M0 : ∆εν υπάρχουν αποµακρυσµένες µεταστάσεις 
M1 : Υπάρχουν αποµακρυσµένες µεταστάσεις 
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Εικ. 1.7. Σταδιοποίηση καρκίνου ουροδόχου κύστης. 

 
 

1.8. ∆ιάγνωση 
 
1.8.1. Κλινική εικόνα 
 

Το συχνότερο σύµπτωµα εµφάνισης του καρκίνου της ουροδόχου κύστης 

είναι κυρίως η ανώδυνη µακροσκοπική αιµατουρία η οποία µπορεί να είναι και 

µικροσκοπική. Η ανώδυνη αιµατουρία εµφανίζεται στο 85% των ασθενών. Άλλα 

συµπτώµατα ερεθιστικά όπως αίσθηµα πλήρωσης, συχνουρία, νυκτουρία και 

επιτακτική ανάγκη για ούρηση, παρατηρούνται συχνότερα στο καρκίνωµα in situ 

ή διηθητικό όγκο. Φυσικά αυτά τα συµπτώµατα µπορεί να οφείλονται και σε 

φλεγµονές-λοιµώξεις καθώς και σε αποφρακτικά αίτια (π.χ. λίθος) του 

ουροποιητικού συστήµατος γενικότερα. Μη συχνές εκδηλώσεις του καρκίνου της 

ουροδόχου κύστης περιλαµβάνουν οσφυϊκό ή πλευρικό άλγος, όταν ο όγκος 

αποφράσσει τον σύστοιχο ουρητήρα και πυελικό άλγος όταν έχει εξαπλωθεί 

στους παρακείµενους ιστούς. Επίσης στην περίπτωση των µεταστάσεων τα 

συµπτώµατα περιλαµβάνουν, αναιµία, απώλεια βάρους και ουραιµία. Όλα αυτά 

υποδηλώνουν απόφραξη του ουροποιητικού συστήµατος λόγω του όγκου και 

αποτελούν περαιτέρω ενδείξεις του προχωρηµένου σταδίου του καρκίνου της 

ουροδόχου κύστης. 
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1.8.2. Εργαστηριακός έλεγχος. 
 

Όταν τεθεί η υποψία του καρκίνου της ουροδόχου κύστης η διερεύνησή 

του βασίζεται στον απεικονιστικό έλεγχο αρχικά µε υπερηχογράφηµα νεφρών-

ουροδόχου κύστης λόγω της µη επεµβατικής και γρήγορης µεθόδου και χωρίς τη 

χρήση ακτινοβολίας αλλά και κυρίως προς αποκλεισµό απλών αποφρακτικών 

αιτιών (π.χ. λίθος). Η ενδοφλέβια ουρογραφία και κυρίως η ενδοφλέβια αξονική 

πυελογραφία  πλέον, αποτελεί την απεικονιστική µέθοδο εκλογής για την 

ανάδειξη και εκτίµηση του ουροθηλιακού καρκίνου. Η κυστεοσκόπιση (απλή-

φωτοδυναµική), αποτελεί το "χρυσό κανόνα" για την διάγνωση του 

ουροθηλιακού καρκίνου αν και πρόκειται για επεµβατική µέθοδο. Επίσης άλλες 

εξετάσεις είναι χρήσιµες όπως η κυτταρολογική εξέταση ούρων και η λήψη 

βιοψιών της ουροδόχου κύστης και της προστατικής ουρήθρας139. Όσον αφορά 

την παρακολούθηση της νόσου και λόγω της ικανότητας επανεµφάνισης του 

όγκου, οι περισσότεροι ουρολόγοι προβαίνουν σε κυστεοσκόπηση κάθε 3 µήνες 

για τα πρώτα 2 έτη, µετά από επιτυχή θεραπεία και στη συνέχεια, κάθε έξι µήνες 

για δύο χρόνια και τέλος µία φορά το χρόνο επ'αόριστον. Επιπροσθέτως λόγω της 

τάσης του ουροθηλιακού καρκίνου να προσβάλλει και το ανώτερο ουροποιητικό 

σύστηµα θα πρέπει να πραγµατοποιείται και απεικονιστικός έλεγχος µε αξονική 

τοµογραφία κάθε ένα µε δύο χρόνια140. 

 
 
 
1.8.3. Κλινική Πορεία-Προγνωστικοί παράγοντες 

Στο 75%-85% οι πρωτοεµφανιζόµενοι όγκοι της ουροδόχου κύστης είναι 

επιφανειακοί (pTa, pT1, pTis) και έχουν την τάση για υποτροπή στο 30%-80%, 

παρά την ενδοσκοπική αφαίρεση και ενδοκυστική αγωγή. Οι όγκοι αυτοί 

εξελίσσονται σε διηθητικούς εντός 5 ετών από την αρχική διάγνωση σε ποσοστό 

1%-45%139,141. Το 70% των επιφανειακών όγκων αφορά το στάδιο pTa, το 20% 

το στάδιο pT1 και το υπόλοιπο 10% το στάδιο pTis142. Μετά από διουρηθρική 

εκτοµή του όγκου µπορεί να υπολογιστεί η πιθανότητα υποτροπής και εξέλιξης 

της νόσου µε βάση τους πίνακες της EORTC (European Organization for 

Research and Treatment of Cancer). Ο υπολογισµός στηρίζεται σε έξι κλινικές και 

παθολογοανατοµικές παραµέτρους που είναι οι εξής: 1) η πολλαπλότητα του 

όγκου, 2) το µέγεθος του όγκου, 3) η συχνότητα υποτροπής, 4) το στάδιο, 5) ο 
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ιστολογικός βαθµός κακοήθειας (grade), και 6) η συνύπαρξη CIS. Με αυτά τα 

δεδοµένα ο ουρολόγος µπορεί να συζητήσει τις διαφορετικές επιλογές µε τον 

ασθενή για τον προσδιορισµό της καταλληλότερης θεραπείας καθώς και τη 

συχνότητα της παρακολούθησης141. 

 

1.8.4. Θεραπεία 

Η θεραπεία εξαρτάται από τη θέση, το µέγεθος και την επέκταση του 

όγκου της ουροδόχου κύστης. Η διουρηθρική εκτοµή (Transurethral resection of 

bladder tumour-TURBT) αποτελεί την αρχική αντιµετώπιση για την αφαίρεση 

οποιουδήποτε όγκου της ουροδόχου κύστης. Η µέθοδος αυτή πραγµατοποιείται 

µε τη χρήση ενός άκαµπτου κυστεοσκόπιου όπου µε ένα ειδικό βρόγχο, 

εισέρχεται στην ουροδόχο κύστη και µέσω ηλεκτρικού ρεύµατος που διέρχεται 

στο συρµάτινο βρόγχο γίνεται η εκτοµή ή το κάψιµο του όγκου και τα σύνορα 

του υγιούς ιστού γύρω από αυτόν. Οι ασθενείς µε επιφανειακό νεόπλασµα µετά 

την διουρηθρική αφαίρεση του όγκου υποβάλλονται σε ενδοκυστική έγχυση του 

χηµειοθεραπευτικού παράγοντα (Mitomycin C, epirubicin, doxorubicin) για την 

καταστροφή των καρκινικών κυττάρων. Στη συνέχεια ανάλογα µε τον κίνδυνο 

υποτροπής και εξέλιξης της νόσου υποβάλλονται σε επικουρική ενδοκυστική 

αγωγή ή εντάσσονται σε πρόγραµµα συστηµατικής παρακολούθησης. Η 

παρακολούθηση ενδείκνυται σε όγκους στους οποίους ο κίνδυνος υποτροπής και 

διηθητικής εξέλιξης θεωρείται µικρός. Σε ασθενείς ενδιάµεσου κινδύνου 

χορηγείται επικουρική ενδοκυστική χηµειοθεραπεία διάρκειας 6-12 µηνών ή 

ανοσοθεραπεία BCG (Bacille Calmette-Guérin) το λιγότερο ενός έτους, ενώ 

στους ασθενείς υψηλού κινδύνου χορηγείται επικουρική ενδοκυστική 

ανοσοθεραπεία (BCG) τουλάχιστον για ένα έτος. Η BCG είναι µία 

ανοσοθεραπεία που περιέχει µια αδύναµη µορφή του βακτηριδίου 

Mycobacterium bovis, η οποία επίσης χρησιµοποιείται για τον εµβολιασµό κατά 

της φυµατίωσης (TB). ∆εν είναι σαφές πώς ο Bacillus Calmette-Guerin (BCG), 

δρα στη θεραπεία του καρκίνου της ουροδόχου κύστης. Πιθανά να δρα µε το να 

ενισχύει την ανοσολογική απάντηση ή να προκαλεί φλεγµονή στο τοίχωµα της 

ουροδόχου κύστης, καταστρέφοντας µε αυτόν τον τρόπο τα καρκινικά κύτταρα 

στο εσωτερικό της. Η BCG ανοσοθεραπεία µπορεί να χρησιµοποιηθεί για τη 

θεραπεία του αρχικού σταδίου του καρκίνου, αλλά χρησιµοποιείται συνήθως για 
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την αποτροπή της επανεµφάνισης µη διηθητικού τύπου της νόσου. Ασθενείς µε 

επιφανειακούς όγκους υψηλού πολύ υψηλού κινδύνου εξέλιξης της νόσου 

µπορούν να υποβληθούν σε ριζική κυστεκτοµή139,143. Οι ασθενείς µε διηθητικούς 

όγκους είναι υποψήφιοι για ριζική κυστεκτοµή ή ακτινοθεραπεία. Εναλλακτική 

επιλογή της ριζικής κυστεκτοµής µπορεί να πραγµατοποιηθεί σε επιλεγµένους 

ασθενείς (καλά ενηµερωµένοι, που τηρούν και συµµορφώνονται µε τις οδηγίες 

και τη θεραπεία) µε διηθητική νόσο για τους οποίους η ριζική κυστεκτοµή δεν 

θεωρείται ως επιλογή για κλινικούς ή προσωπικούς λόγους. Οι ασθενείς αυτοί 

µπορούν να υποβληθούν σε συνδυασµένη θεραπεία διατήρησης της κύστης µε 

χηµειοθεραπεία, διουρηθρική εκτοµή και ακτινοθεραπεία. Τοπικά εκτεταµένοι ή 

ανεγχείρητοι όγκοι µπορούν να αντιµετωπισθούν αρχικά µε συστηµατική 

χηµειοθεραπεία σε µια προσπάθεια ελάττωσης της νεοπλασµατικής µάζας και στη 

συνέχεια µε ακτινοθεραπεία ή χειρουργική επέµβαση ανάλογα την ανταπόκριση 

του όγκου. Η χηµειοθεραπεία ως µόνη επιλογή εφαρµόζεται σε ασθενείς µε 

µεταστατκή νόσο144,145. 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 2 
 

Γονίδια RAF 
 

 
2.1. Εισαγωγή 
 

To σηµατοδοτικό µονοπάτι της MAPK κινάσης (Μitogen-Αctivated 

Ρrotein Κinase) διαδραµατίζει έναν κρίσιµο ρόλο στη µετάδοση σηµάτων 

πολλαπλασιασµού που ενεργοποιούνται από επιφανειακούς κυτταρικούς 

υποδοχείς και κυτταροπλασµατικά σηµατοδοτικά στοιχεία στον πυρήνα. Tο 

συντηρητικό µονοπάτι RAS-RAF-MEK-ERK, είναι το µονοπάτι της MAPK 

κινάσης, που ρυθµίζει πολλές δοµικές κυτταρικές διαδικασίες όπως η 

διαφοροποίηση, ο πολλαπλασιασµός, η επιβίωση, η κινητικότητα και η 

µεταµόρφωση. Αρκετά από τα σηµαντικά στοιχεία σηµατοδότησης του 

µονοπατιού της MAPK κινάσης κωδικοποιούνται από ογκογονίδια, ιδιαίτερα το 

RAS και το RAF και ως εκ τούτου, οι δοµές και οι λειτουργίες τους µπορούν να 

τροποποιηθούν, καθιστώντας τα ενεργά. Είναι γνωστό ότι το µονοπάτι της MAPK 

κινάσης απορυθµίζεται σε µια αξιοσηµείωτη αναλογία  (περίπου 30%), των 

ανθρώπινων κακοηθειών, πολλά από τα  κρίσιµα συστατικά του αποτελούν 

στρατηγικούς στόχους για την ανάπτυξη θεραπειών κατά του καρκίνου. Οι 

πρωτεΐνες  RAF αποτελούν βασικό συστατικό κινάση σερίνης / θρεονίνης του 

µονοπατιού MAPK και αποτελούν σηµαντικούς καθοδικούς τελεστές 

(downstream effector), του κεντρικού σήµατος µεταγωγής που κυρίως 

ενεργοποιούνται µέσω του RAS146. 

 
 

 
2.2. Οικογένεια γονιδίων RAF 
 

Η οικογένεια των γονιδίων RAF εντοπίστηκε για πρώτη φορά σε 

ρετροϊούς, ως ογκογονίδια, που είναι οι αιτιολογικοί φορείς όγκων κυρίως 

σαρκωµάτων και ερυθρολευχαιµίας, σε ποντίκια και κοτόπουλα147,148. Τρεις 

ισοµορφές του RAF έχουν αναγνωριστεί στο ανθρώπινο γονιδίωµα, το Α-RAF, 

Β-RAF και RAF-1 (ονοµάζεται επίσης C-RAF). Οι προσπάθειες να 

αναγνωριστούν οι ενεργοποιηµένες µορφές των γονιδίων RAF στους 

ανθρώπινους καρκίνους δεν παρουσίασαν καµία σηµαντική συσχέτιση. Η 

ανακάλυψη ότι οι πρωτεΐνες  RAF αποτελούν τελεστές – κλειδιά των πρωτεϊνών 
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RAS αποτέλεσε το κίνητρο για τη µελέτη των πρωτεϊνών RAF στους 

ανθρώπινους όγκους149. Επιπλέον οι ογκογόνες µεταλλαγές των πρωτεϊνών αυτών 

εντοπίζονται σε µεγάλη αναλογία των ανθρώπινων όγκων150.  

Για πολλούς αποτέλεσε έκπληξη το γεγονός ότι οι µελέτες κατά του 

καρκίνου αναγνώρισαν το Β-RAF και όχι το οµόλογό του RAF-1, το οποίο 

παραδοσιακά θεωρούνταν ως η πιο σηµαντική από τις πρωτεΐνες RAF, για την 

µεταγωγή των σηµάτων από τις Ras και για την ενεργοποίηση των MEK/ERK. 

Αυτή η παρατήρηση µπορεί να αποδοθεί στο γεγονός ότι αρχικά µελέτες σε 

ποντίκια µε στοχευµένες γενετικές µεταλλαγές στα γονίδια RAF έδειξαν ότι η 

RAF-1 είναι περιττή για την ενεργοποίηση των MEK/ERK και ότι η Β-RAF 

φαίνεται να είναι ο ενεργοποιητής –κλειδί των MEK/ERK στους περισσότερους 

ιστούς και τύπους κυττάρων151,152. Επίσης µελέτες που αφορούν στο µηχανισµό 

ρύθµισης της ενεργοποίησης της Β-RAF πρωτεΐνης, έχουν δείξει ότι στις 

πρωτεΐνες Β-RAF παίζουν σηµαντικό ρόλο οι φωσφορυλιώσεις σε θέσεις κλειδιά 

που τις προδιαθέτουν να έχουν µεγαλύτερη ενεργότητα απέναντι στην MEK, από 

ότι η RAF-1153,154. Τα µέχρι τώρα στοιχεία δείχνουν ότι ο Β-RAF ισότυπος έχει 

διαφορετικές ιδιότητες που τον ξεχωρίζουν από τους RAF-1 και Α-RAF. Οι 

διαφορετικές αυτές ιδιότητες µπορούν να εξηγήσουν γιατί είναι αυτή και όχι οι 

άλλες δύο πρωτεΐνες RAF, που σχετίζεται µε την ανάπτυξη του όγκου. 

To RAF ογκογονίδιο παρατηρήθηκε αρχικά σε δύο διαφορετικούς ιούς, 

στο ρετροΐό των πτηνών Mill Hill 2 (MH2) και στον ιό του σαρκώµατος των 

ποντικιών (MSV) 3611 κατά τη διάρκεια πειραµάτων µε στόχο την αποµόνωση 

νέων γονιδίων µετασχηµατισµού. Το MH2 περιέχει το οµόλογο των πτηνών του 

ιϊκού RAF (v-RAF), που ονοµάζεται v-MIL ή v-MHT που µαζί µε το πυρηνικό 

ογκογονίδιο v-MYC φαίνεται πως συνεργάζονται µε το RAF σε διάφορες πτυχές 

του µετασχηµατισµού155,156. Από την ανακάλυψη του ογκογονιδίου v-RAF και v-

MIL η ονοµατολογία για τις RAF κινάσες έχει αλλάξει και έχει 

επαναπροσδιοριστεί αρκετές φορές µε αποτέλεσµα την ύπαρξη διαφόρων 

ονοµάτων για τις διάφορες  RAF ισοµορφές. Το όνοµα "RAF" αποτελούν τα 

αρχικά των αγγλικών λέξεων Rapidly Accelerated Fibrosarcoma, από την 

ικανότητα του  ρετροΐού 3611-MSV να επάγει την ραγδαία ανάπτυξη 

ινοσαρκωµάτων σε νεογέννητα ποντίκια. 
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∆ύο ανθρώπινα v-RAF οµόλογα κλωνοποιήθηκαν, το c-RAF-1 και c-

RAF-2, αλλά λόγω του ότι το c-RAF-2 είναι ψευδογονίδιο το προϊόν του c-RAF-

1 γονιδίου ονοµάστηκε RAF-1157. 

 
 
 
 
 
2.2.1. Γονίδιο Α-RAF 
 

To 1986 το A-RAF (το οποίο βρέθηκε αµέσως µετά το RAF-1 ή C-RAF, 

αρχές του 1980), ανακαλύφθηκε αρχικά µέσω screening µιας βιβλιοθήκης cDNA 

σπληνός ποντικιού, µε το v-RAF ως probe, και την αλληλουχία ενός ηµιτελούς 

ποντικίσιου A-RAF cDNA158. Στον άνθρωπο υπάρχουν δύο A-RAF γονίδια από 

τα οποία το ένα είναι λειτουργικό και ονοµάζεται ARAF-1 και το άλλο το A-

RAF-2 είναι ψευδογονίδιο και εντοπίζεται στο χρωµόσωµα 7p12-q11.21 στην 

ευρύτερη περιοχή της τοποθεσίας που εµπλέκεται στην κυστική ίνωση. Το 

ανθρώπινο A-RAF εντοπίζεται στο χρωµόσωµα Xp11. Υπερέκφραση του A-RAF 

παρατηρείται σε ουρογεννητικούς ιστούς, όπως νεφρούς, ωοθήκες, προστάτη και 

επιδιδυµίδα
59. 

 
 
 
2.2.2. Γονίδιο Β-RAF 

 
Το γονίδιο ΒRAF (v-raf murine sarcoma viral oncogene homolog B1), 

είναι το ανθρώπινο οµόλογο του c-Rmil πρωτοογκογονιδίου των πτηνών που 

κωδικοποιεί µία 94-kDa σερίνη/θρεονίνη κινάση που ανιχνεύτηκε στα κύτταρα 

των πουλερικών. Στον άνθρωπο υπάρχουν δύο χρωµοσωµικές περιοχές για το 

ΒRAF που εντοπίζεται στο χρωµόσωµα 7q34 (ενεργή µορφή) και στο 

χρωµόσωµα Xq13 (ανενεργή µορφή) που αφορά σε ψευδογονίδιο160. Το ΒRAF 

υπερεκφράζεται σε νευρωνικούς ιστούς, στο σπλήνα και σε αιµοποιητικούς 

ιστούς
159. 

 
 
 
2.2.3. Γονίδιο RAF-1 ή CRAF 
 

∆ύο ανθρώπινα γονίδια που είναι οµόλογα στο γονίδιο µετασχηµατισµού 

του  ποντικού (oncogene v-raf) και στο γονίδιο µετασχηµατισµού του 
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κοτόπουλου (oncogene v-mil) έχουν χαρτογραφηθεί µέσω ανθρώπινο-τρωκτικών 

υβριδικών σωµατικών κυττάρων σε ανθρώπινα χρωµοσώµατα τα οποία 

προηγουµένως στερούνται των γνωστών ογκογονιδίων. Ένα γονίδιο, c-RAF-2, 

φαίνεται να είναι ένα επεξεργασµένο ψευδογονίδιο, που εντοπίζεται στο 

χρωµόσωµα 4. Το άλλο γονίδιο, c-RAF-1, φαίνεται να είναι το ενεργό γονίδιο, 

βρίσκεται στο χρωµόσωµα 3 και έχει χαρτογραφηθεί από χρωµοσωµική situ 

υβριδοποίηση στη θέση 3p25161. Το CRAF εκφράζεται σε αφθονία στους 

περισσότερους ιστούς και κυρίως στους γραµµωτούς µύες, στην παρεγκεφαλίδα 

και τον εµβρυϊικό εγκέφαλο. Εντοπίζεται όπως και το A-RAF στα µιτοχόνδρια, 

γεγονός που υποστηρίζει την ιδέα ότι η πρωτεΐνη RAF ρυθµίζει την απόπτωση, 

αλλά οι συγκεκριµένες αναλογίες των RAF ισοµορφών που εντοπίζονται στα 

µιτοχόνδρια δεν είναι γνωστές. Αυτή η εντόπιση µπορεί να είναι αποτέλεσµα της 

λιπιδιακής ειδικής ισοµορφής ή των δεσµευτικών πρωτεϊνικών εταίρων που 

αποκαθιστά τη RAF σε διαφορετικές µεµβρανικές σχεδίες (membrane rafts)159. 

 
 
 
2.3. Οι πρωτεΐνες RAF 
 

Από λειτουργική άποψη, αν και όλες οι RAF πρωτεΐνες είναι κίνησες 

σερίνης / θρεονίνης ικανές για την ενεργοποίηση του ΜΑΡΚ καταρράκτη, έχουν 

διακριτούς καθοδικούς στόχους φωσφορυλίωσης και παίζουν µοναδικό ρόλο στη 

σηµατοδότηση
162. Οι διακριτοί ρόλοι τους υποστηρίζονται από µελέτες Raf 

knockout στις οποίες τα ποντίκια στερούνται κάθε µία από τις τρεις RAF 

πρωτεΐνες που έχουν διαφορετικό φαινότυπο
162,163. Τα B-RAF knockouts 

πεθαίνουν στη µήτρα κατά τη 12η ηµέρα, συνήθως λόγω µαζικής εσωτερικής 

αιµορραγίας, ενώ τα Α-RAF και C- RAF knockouts πεθαίνουν µετά τον τοκετό 

λόγω εκτεταµένης εντερικής διάτασης (Α-RAF knockout) ή λόγω αποτυχίας 

ωρίµανσης των πνευµόνων (C- RAF knockout). Περαιτέρω υποστήριξη όσον 

αφορά στη διαφορετική λειτουργικότητα των µελών της οικογένειας RAF 

παρέχεται από τις διαφορετικές απαντήσεις της Β- RAF και C-RAF στα ίδια 

ερεθίσµατα, καθώς και τα διακριτά µηνύµατα που κάθε µία ισοµορφή 

µεταβιβάζει καθοδικά στο Rap1, το οποίο είναι µία µικρή GTPάση, που 

λειτουργεί ως ενεργοποιητής και καταστολέας της RAF. Για παράδειγµα, η 

διέγερση του Β- RAF µέσω Rap1 από το cAMP, φωσφορυλιώνει την ERK ενώ η 

διέγερση του C-RAF αναστέλλει τη φωσφορυλίωση της ERK164. 
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2.4. ∆οµή πρωτεϊνών RAF 
 
Η δοµή της RAF πρωτεΐνης αποτελείται από τα ακόλουθα: (1) ένα αµινοτελικό 

άκρο που περιέχει τη ρυθµιστική περιοχή, (2) µία αγκύλη ενεργοποίησης και (3) 

ένα καρβοξυτελικό άκρο που περιέχει την περιοχή της κινάσης (Εικ. 2.4). Όλες οι 

RAF κινάσες αποτελούνται από τρεις συντηρηµένες περιοχές, τη CR1 (δίπλα στο 

αµινοτελικό άκρο), τη CR2, και CR3 (δίπλα στο καρβοξυτελικό άκρο). Η 

ρύθµιση της δραστηριότητας της RAF κινάσης είναι µια σύνθετη διαδικασία που 

περιλαµβάνει τη φωσφορυλίωση της ρυθµιστικής και καταλυτικής περιοχής 

µεταξύ δια- και ενδοµοριακών αλληλεπιδράσεων146. Στη RAF-1, η CR1 καλύπτει 

τα αµινοξέα 61-194 και περιέχει δύο δοµές που δεσµεύουν το Ras-GTP. H Ras 

binding domain (RBD) περιλαµβάνει τα αµινοξέα 51-131165, ενώ η cystein-rich 

domain (CRD) εκτείνεται στα αµινοξέα 139-184166. Η CR2 καταλαµβάνει τα 

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

µερικά από τα οποία είναι ρυθµιστικές περιοχές φωσφορυλίωσης. Η CR3 

καλύπτει τα αµινοξέα 335-627 της  RAF-1 και περιέχει την περιοχή κινάσης που 

είναι η πιο οµόλογη δοµή ανάµεσα στις πρωτεΐνες RAF167. 

Οι περιοχές κινάσης χωρίζονται σε αµινοτελικά και καρβοξυτελικά άκρα 

και το τµήµα πρόσδεσης του ΑΤΡ εντοπίζεται στο µεσοδιάστηµα των δύο άκρων. 

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

την τοποθέτηση των φωσφορικών οµάδων του ΑΤΡ 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 ΑΤΡ. Η φωσφορυλίωση της θρεονίνης 598 και της σερίνης 601 εντός αυτής 

της περιοχής παίζει ρόλο κλειδί στην ενεργοποίηση της Β- RAF. 
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Εικ. 2.4. Οι περιοχές των τριών µελών της οικογένειας RAF που υποδεικνύουν τις θέσεις των 
πιθανών σηµαντικών θέσεων φωσφωρυλίωσης που σχετίζονται µε τη ρύθµιση της ενεργοποίησης. 
 
 

Σε καµιά από τις RAF πρωτεΐνες δεν έχει γίνει ανάλυση της κρυσταλλικής 

τους δοµής, όµως η κύρια δοµή της περιοχής της κινάσης (CR3) έχει 

αποσαφηνιστεί µέσω σύγκρισης µε τις κρυσταλλικές δοµές άλλων πρωτεϊνικών 

κινασών
168. Όσον αφορά στη δοµή της Β-RAF παρατηρούνται αρκετές δοµικές 

διαφορές σε σχέση µε τις RAF-1 και Α-RAF. Οι διαφορές αυτές βρίσκονται στις 

συντηρηµένες περιοχές και είναι αρκετές στα αµινοξέα. Επιπλέον η µεταβλητή 

περιοχή ανάµεσα στα CR2 και CR3 υπόκεινται σε εναλλακτικό µάτισµα των 

εξονίων 8b και 10a169. Η ικανότητα της Β-RAF να ενεργοποιεί τη MEK µπορεί να 

επηρεαστεί από αυτό το µάτισµα καθώς έχει αποδειχθεί ότι η παρουσία του 

εξονίου 10a στο Β-RAF αυξάνει τη συγγένεια και τη βασική ενεργότητα κινάσης 

ως προς τη MEK, ενώ η παρουσία του εξονίου 8b έχει το αντίθετο αποτέλεσµα170. 

Τα δύο εξόνια εντοπίζονται στη συνδετική περιοχή ανάµεσα στην αµινοτελική 

ρυθµιστική περιοχή και την 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 Β-RAF πρωτεΐνες µε το µεγάλο αλλά όχι σε 

αυτές µε το µικρό Ν- terminal άκρο169. Τα εξόνια αυτά κωδικοποιούν µια αλυσίδα 

115 αµινοξέων πλούσιων σε γλυκίνες, η λειτουργία των οποίων δεν είναι γνωστή 

και δεν έχουν οµολογία µε αλληλουχίες των RAF-1 και Α-RAF171.  

Παρόλο που οι κυριότερες θέσεις φωσφορυλίωσης είναι αυτές των ΒRAF 

και RAF-1 λίγα είναι γνωστά για τη ρύθµιση της φωσφορυλίωσης της A-RAF. Σε 

µία µελέτη από τη Baljuls και συν. µε τη χρήση της φασµατοµετρίας (mass 

spectrometry) εντοπίστηκαν καινούργιες in vivo θέσεις φωσφορυλιώσεως της A-
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RAF. Παρόλο που η φωσφορυλίωση της Ser 432 (Ser 430 σε ποντίκια) είναι 

ζωτικής σηµασίας για την πρόσδεση της MEK και απαραίτητη για την 

σηµατοδότηση της A-RAF, οι εκδηλώσεις φωσφορυλίωσης εκ νέου στη 

ρυθµιστική περιοχή (IH-region) φαίνεται να ενεργεί κατά τρόπο διεγερτικό (Ser 

257, Ser 262 και Ser 264 σε ανθρώπο, Ser 255, Ser 260 και Ser 262 σε ποντίκια, 

αντίστοιχα). Επίσης λόγω της φωσφορυλίωσης που προκαλείται από την 

αρνητικά φορτισµένη επιφάνεια αυτής της περιοχής, ευθύνεται και για την 

ηλεκτροστατική αποσταθεροποίηση της αλληλεπίδρασης της Α-RAF µε την 

εσωτερική πλευρά της πλασµατικής µεµβράνης. Η φωσφορυλίωση πολλών 

αµινοξέων στην IH-περιοχή οδηγεί στην αποσύνδεση της Α-Raf από την 

πλασµατική µεµβράνη172. 

 
 
 
2.5. Σηµασία της µελέτης της γονιδιακής έκφρασης 
 

Ο καρκίνος, µεταξύ άλλων ασθενειών, προκαλείται από την απορρύθµιση 

της έκφρασης των γονιδίων. Μερικά γονίδια υπερεκφράζονται παράγοντας σε 

αφθονία τα προϊόντα τους (RNA, πρωτεΐνες), ενώ άλλα σηµαντικά γονίδια 

καταστέλλονται ή και διαγράφονται. Τα επίπεδα έκφρασης των γονιδίων µπορεί 

να σχετίζονται µε διεργασίες που επιδρούν στην ανάπτυξη του καρκίνου και να 

προκαλούν πολλαπλασιασµό των κυττάρων, απόπτωση και διήθηση. Τα γονίδια 

που εµπλέκονται στην ανάπτυξη, για παράδειγµα, συχνά υπερεκφράζονται σε 

ιστούς όγκων σε σχέση µε τους φυσιολογικούς παρακείµενους ιστούς από το ίδιο 

όργανο. Είναι επιτακτική ανάγκη λοιπόν να διευκρινιστεί ποια είναι τα γονίδια 

που υπερεκφράζονται ή υποεκφράζονται στους καρκινικούς όγκους επειδή τα 

γονίδια αυτά αποτελούν κρίσιµους θεραπευτικούς στόχους. Γενικά οι ερευνητές 

σήµερα έχουν επικεντρωθεί σε µερικά συγκεκριµένα γονίδια ώστε να µελετήσουν 

τη ρύθµιση της έκφρασής τους και την καθοδική σηµατοδότηση χρησιµοποιώντας 

µεθόδους συµβατικής µοριακής βιολογίας. Με τη διείσδυση των νέων δεδοµένων 

γονιδιώµατος και την ανάπτυξη της microarray analysis (GeneChip), οι 

επιστήµονες είναι πλέον σε θέση να µελετήσουν τα επίπεδα έκφρασης πολλών 

γονιδίων ταυτόχρονα. Η ικανότητα να αναλύουν το παγκόσµιο προφίλ της 

γονιδιακής έκφρασης στους φυσιολογικούς ιστούς σε σύγκριση µε καρκινικούς 

ιστούς µπορεί να βοηθήσει να αποκαλύψει πως η γονιδιακή έκφραση επηρεάζει 

τη συνολική διαδικασία της καρκινογένεσης173. 
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2.5.1. Έκφραση πρωτεϊνών RAF 
 

Η πρωτεΐνη RAF-1 εκφράζεται ευρέως σε υψηλά επίπεδα στους 

περισσότερους ιστούς. Η πρωτεΐνη Α-RAF εκφράζεται σε υψηλότερα επίπεδα σε 

ουρογεννητικούς ιστούς καθώς και σε πολλούς άλλους ιστούς και κυτταρικές 

σειρές όπως, όρχεις, επιδιδυµίδα, σπερµατικά σωληνάρια, ωοθήκες, σάλπιγγες, 

κύστη, έντερο, καρδιά, σπλήνα, θύµο αδένα και παρεγκεφαλίδα. Στο έµβρυο 

παρατηρείται άφθονη έκφραση του αναφερόµενου γονιδίου κυρίως όµως τα 

υψηλότερα επίπεδα ανιχνεύονται στην καρδιά του εµβρύου174. Αντιθέτως η 

πρωτεΐνη Β-RAF εµφανίζει αυστηρό πρότυπο έκφρασης. Εκφράζεται σε υψηλά 

επίπεδα σε νευρωνικό ιστό και για αυτό το λόγο οι περισσότερες µελέτες 

εστιάζονται σε κυτταρικές σειρές νευρωνικής προέλευσης. Επιπλέον η πρωτεΐνη 

Β-RAF ανιχνεύεται στο σπλήνα, στους όρχεις, και σε αιµοποιητικούς ιστούς159. 

Παρά τα ποικίλα επίπεδα έκφρασης, το γονίδιο Β-RAF µε διαφορετικό 

µάτισµα µπορεί να παράγει τουλάχιστο 10 διαφορετικές ισοµορφές οι οποίες 

εκφράζονται ποικιλοτρόπως σε διαφορετικούς ιστούς ενηλίκων ποντικιών. Αυτές 

προκύπτουν µέσω διαφορετικού µατίσµατος των εξονίων 8b και 10a, κι επίσης 

από την παρουσία δύο διαφορετικών Ν άκρων για την Β-RAF, οδηγώντας σε 

ισοµορφές οι οποίες ποικίλουν σε µέγεθος από 67 έως 99 kDa. 

Παρόλο που η πρωτεΐνη Β-RAF είναι µόλις ανιχνεύσιµη σε πολλούς 

ιστούς τα µετάγραφά mRNA είναι σαφώς παρόντα169. Η έως τώρα εµπειρία όµως 

έχει δείξει ότι ακόµα και αν η πρωτεΐνη Β-RAF εκφράζεται σε χαµηλά επίπεδα, 

µπορεί να έχει σηµαντική ικανότητα ΜΕΚ κινάσης. Οι εµβρυϊκοί ινοβλάστες 

ποντικιών (MEFs) αποτελούν σηµείο αναφοράς όπου η πρωτεΐνη Β-RAF είναι 

µόλις ανιχνεύσιµη σε αυτά τα κύτταρα, ενώ τόσο η RAF-1 όσο και η Α-RAF 

εκφράζονται σε υψηλά επίπεδα. Επιπροσθέτως η Β-RAF 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 µε αυξητικούς παράγοντες
175. Αναφορικά µε τα 

µελανοκύτταρα και το κακόηθες µελάνωµα δεν είναι γνωστό εάν η Β-RAF 

εκφράζεται σε υψηλά επίπεδα σε αυτά τα κύτταρα ή όχι και δεν είναι επίσης 

γνωστό ποια συγκεκριµένη ισοµορφή της εκφράζεται. Πάντως είναι γνωστό ότι η 
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Β-RAF είναι ενεργή στα µελανοκύτταρα και είναι ένας σηµαντικός 

ενεργοποιητής των MEK/ERK σε αυτά τα κύτταρα176. 

Όσον αφορά την υπερέκφραση της RAF-1, αυτή περιγράφηκε για πρώτη 

φορά σε ανθρώπινες κακοήθειες σε µια ανάλυση από 27 περιπτώσεις ασθενών µε 

οξεία µυελογενή λευχαιµία (ΑLM), όπου τα αυξηµένα επίπεδα mRNA 

παρατηρήθηκαν σε δύο περιπτώσεις ερυθρολευχαιµίας. Υψηλή έκφραση του 

RAF-1 mRNA ανιχνεύθηκε επίσης σε καρκινώµατα της κεφαλής και του 

τραχήλου, εκ πλακωδών κυττάρων, που θα µπορούσε να συσχετιστεί µε 

αντίσταση στη χηµειοθεραπεία. Σε µία µελέτη από τους McPhillips και συν., 

παρατηρήθηκε µία εντυπωσιακή σχέση µεταξύ της υψηλής έκφρασης RAF-1 και 

φτωχής επιβίωσης ασθενών µε καρκίνο των ωοθηκών. Η µείωση των RAF-1 

επιπέδων και η ταυτόχρονη αναστολή του κυτταρικού πολλαπλασιασµού in vitro 

παρατηρήθηκε µετά από επώαση µε RAF-1 antisense ολιγονουκλεοτίδια (ISIS 

5132)177. Παρόλα αυτά τα οριστικά δεδοµένα για την εκδήλωση και τις 

λειτουργικές συνέπειες στους περισσότερους ανθρώπινους όγκους εξακολουθούν 

να µένουν αδιευκρίνιστα, γεγονός που είναι αξιοσηµείωτο, δεδοµένου ότι τα ISIS 

5132 είναι ήδη σε κλινικές δοκιµές φάσης ΙΙ178. Τα αποτελέσµατα διαφόρων 

µελετών που αφορούν την ενίσχυση των γονιδίων συµφωνούν στο ότι η ενίσχυση 

των αλληλουχιών του DNA συχνά περιέχει πολλαπλά γονίδια και µόνο σε µερικά 

από αυτά παρατηρείται σαφής υπερέκφραση σε όγκους µε ενίσχυση. Κατά τη 

διαδικασία λοιπόν της ενίσχυσης (amplification), τα γονίδια αυτά αντιγράφονται 

(συγκεκριµένα τµήµατά του), έτσι ώστε περισσότερα αντίτυπα να είναι διαθέσιµα 

να παράγουν µία πρωτεΐνη για τις ανάγκες του κυττάρου179-181. 

Ο Simon και συν., σε µία µελέτη µε 1123 ασθενής µε καρκίνο ουροδόχου 

κύστης, αποκάλυψε ότι η χρωµοσωµική περιοχή 3p25 που εντοπίζεται το γονίδιο 

RAF-1 φαίνεται ότι υπάρχει σε πολλά αντίγραφα στο 4% των ανθρώπινων 

καρκίνων της ουροδόχου κύστης. Αυτό σηµαίνει ότι η υπερέκφραση του RAF-1 

θα µπορούσε να συνδεθεί µε τον πολλαπλασιασµό της περιοχής 3p25 (RAF-1). 

Επίσης ο πολλαπλασιασµός του RAF-1 παρατηρήθηκε και στο παρελθόν σε 7 

από 54 δείγµατα  µη-µικροκυτταρικού καρκίνου του πνεύµονα και σε 1 από 50 

δείγµατα ουροθηλιακών καρκίνων182. Πρόσφατα η RAF-1 είχε χαρακτηριστεί ως 

η κύρια ισοµορφή της RAF υπεύθυνη για τη ρύθµιση της κυτταρικής ανάπτυξης 

των καρκινικών κυττάρων των ωοθηκών, ενισχύοντας τη πιθανότητα ότι η 

ενεργοποίηση της παίζει σηµαντικό ρόλο στην ανάπτυξη του καρκίνου της 
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ουροδόχου κύστεως. Συγκεκριµένα στη µελέτη από τον McPhillips και συν., 

µελετήθηκε η έκφραση, η σηµατοδότηση και η λειτουργία και των τριών RAF 

ισοµορφών σε καρκίνο των ωοθηκών. Η αυξηµένη έκφραση της RAF-1 

συσχετίστηκε µε φτωχή επιβίωση, ενώ η αυξηµένη έκφραση της Β- RAF µε 

βελτίωση της επιβίωσης. Χρησιµοποιώντας µια οµάδα από κυτταρικές σειρές του 

καρκίνου των ωοθηκών, όλες οι τρεις ισοµορφές έδειξαν να συµµετέχουν στην 

σηµατοδότηση µέσω του αυξητικού παράγοντα. Μη νοηµατική (antisense), 

αναστολή της λειτουργίας σε ωοθηκικές κυτταρικές καρκινικές σειρές δείχνουν 

ότι τόσο η RAF-1 και η Α-RAF, αλλά όχι η Β- RAF σχετίζονται µε τον κυτταρικό 

πολλαπλασιασµό. Επίσης η RAF-1 αλλά όχι η Α-RAF ή η Β- RAF σχετίζεται µε 

µειωµένη απόπτωση. Ενώ η επιµέρους RAF µείωση κατά στοχευµένων 

ισοµορφών antisense ολιγονουκλεοτιδίων (ODNs), προκαλεί αναστολή της 

ανάπτυξης σε ορισµένες κυτταρικές σειρές. Τα δεδοµένα αυτά υποδεικνύουν ότι 

η RAF-1 είναι η κυρίαρχη ισοµορφή της RAF, υπεύθυνη για τη ρύθµιση της 

κυτταρικής ανάπτυξης των καρκινικών κυττάρων των ωοθηκών και θα 

µπορούσαν να παίξουν σηµαντικό ρόλο στα υψηλού grade ορώδη καρκινώµατα 

των ωοθηκών183. Το µέλος της οικογένειας των RAF κινασών που έχει µελετηθεί 

λιγότερο είναι το Α-RAF. Γενικά η Α-RAF φαίνεται να ρυθµίζεται µε παρόµοιο 

πρότυπο όπως της RAF-1. 

Η Α-RAF είναι µία «φτωχή» κινάση MEK µε µόλις µετρήσιµη 

καταλυτική δραστηριότητα, η οποία οφείλεται στη µοναδική µη-συντηρηµένη 

υποκατάσταση αµινοξέων στην Ν-περιοχή. Τα επίπεδα Α-RAF mRNA και τα 

επίπεδα της Α-RAF πρωτεΐνης παρουσιάζονται αυξηµένα σε αρκετές κακοήθειες. 

Ο Mark και συν., το 1986 ανέφερε ότι τα αυξηµένα επίπεδα Α-RAF mRNA σε 

µονοπύρηνα κύτταρα στο περιφερικό αίµα αποµονώθηκαν από δύο ασθενείς µε 

αγγειοανοσοβλαστική λεµφαδενοπάθεια µε δυσπρωτεϊναιµία184. Η έκφραση του 

Α-RAF γενικά είναι αυξηµένη σε λίγους τύπους όγκων π.χ. στο παγκρεατικό 

πορογενές καρκίνωµα, σε καρκινώµατα κεφαλής και τραχήλου. Σε 

αστροκυτταρικούς όγκους η έκφραση του Α-RAF φαίνεται να είναι αυξηµένη και 

να παρουσιάζει αρνητική συσχέτιση µε την πρόγνωση των ασθενών185-187. 
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2.6. Ρύθµιση της ενεργότητας της RAF κινάσης 
 
 
2.6.1. Σύνδεση µε την RAS 
 

Η RAS αλληλεπιδρά µε δύο περιοχές του αµινοτελικού άκρου της RAF-1 

την RBD (Ras binding domain) και την CRD (cysteine-rich domain). Η πιο 

ισχυρή αλληλεπίδραση παρατηρείται 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 τη µεταφορά της στην κυτταροπλασµατική µεµβράνη, όπου 

ενεργοποιείται από φωσφορυλιώσεις189. Η ρύθµιση της Β-RAF από τη RAS έχει 

µελετηθεί λίγο σε σχέση µε τη RAF-1. Τα αλληλεπιδρώντα αµινοξέα στο 

µεσοδιάστηµα των RAS/ RAF είναι πανοµοιότυπα για τις Β-RAF και RAF-1, οι 

οποίες προσδένονται εξίσου καλά µε την Ηa-RAS in vitro189. Το ελεύθερο 

κυτταροπλασµατικής µεµβράνης σύµπλοκο των πρωτεϊνών Β-RAF και 14-3-3 

µπορεί να ενεργοποιηθεί in vitro από την ανασυνδυασµένη RAS190. Αυτό έρχεται 

σε πλήρη αντίθεση µε τις RAF-1 και Α-RAF οι οποίες για να ενεργοποιηθούν 

απαιτούν φωσφορυλιώσεις σερίνης και τυροσίνης στην κυτταροπλασµατική 

µεµβράνη και δεν µπορούν να ενεργοποιηθούν µόνο από την RAS in vitro191. 

 
 
2.6.2. Φωσφορυλίωση και ενεργοποίηση  
 

Οι σηµαντικές διαφορές στον τρόπο ρύθµισης των πρωτεϊνών RAF 

αποτελούν εµπόδιο στο µοντέλο ενεργοποίησης για τη Β-RAF καθώς δεν µπορεί 

να εφαρµοστεί πλήρως όπως στη RAF-1192. Στα µη διεγερµένα κύτταρα, η Β-

RAF διατηρείται στο κυτταρόπλασµα ως σύµπλοκο µε την 14-3-3. Όπως και µε 

τη RAF-1, είναι πιθανό η 14-3-3 να προσδένεται µε τη Β-RAF στα phospho-S364 

και phospho-S728. Σε αντίθεση όµως µε τη RAF-1, η Β-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 Β-RAF προσδένεται στη 

RAS και µετατοπίζεται στην κυτταροπλασµατική µεµβράνη. Όπως στη RAF-1, η 

φωσφατάση ΡΡ2Α αποµακρύνει τη φωσφορική οµάδα από τη S364. Στη συνέχεια 

ενεργείς κινάσες φωσφορυλιώνουν τα αµινοξέα S601 και T598 οδηγώντας σε 

πλήρη ενεργοποίηση της Β-RAF. Η απενεργοποίηση των RAF-1 και Β-RAF 

πραγµατοποιείται µέσω φωσφορυλιώσεων και αποφωσφορυλιώσεων µε 
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επακόλουθη πρόσδεση της 14-3-3. Η σερίνη 445 είναι συνεχώς φωσφορυλιωµένη 

στη Β-RAF και αυτή η φωσφορυλίωση σε συνδυασµό µε το ασπαρτικό οξύ στη 

θέση 448 (ισοδύναµο της τυροσίνης 341 της RAF-1) πιστεύεται πως συµβάλλει 

στην υψηλή ενεργότητα κινάσης της Β-RAF, η οποία είναι 15-20 φορές 

υψηλότερη της RAF-1193. 

 
 
 
2.6.3. Ενεργοποίηση ΜΕΚ1/2 
 

Tα µοναδικά αποδεκτά καθοδικά υποστρώµατα των τριών πρωτεϊνών 

RAF είναι οι ΜΕΚ1/2. Οι ΕRΚ1/2 ενεργοποιούνται µε φωσφορυλίωση µιας 

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

φωσφορυλιώσεις καταλύονται από τις ΜΕΚ1/2194. Η ΜΕΚ1 ενεργοποιείται µε 

φωσφορυλίωση δύο καταλοίπων σερίνης στις θέσεις 218 και 222 του activation 

loop195. 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 λόγω του ότι δεν συναντάται σε άλλες ΜΑΡΚΚs 

αποτελούν κατ’επέκταση µια ειδική βάση για τη σηµατοδότηση των ΜΕΚ1/2 από 

τις πρωτεΐνες RAF196. 

Η ικανότητα της Β-RAF να ενεργοποιεί αυτές τις καθοδικές κινάσες είναι 

πολύ µεγαλύτερη από τις άλλες δύο πρωτεΐνες RAF αποτελώντας ένα σηµαντικό 

στοιχείο που προέκυψε από τις µελέτες ενεργοποίησης των ΜΕΚ/ ΕRΚ από τις 

πρωτεΐνες RAF. Αυτό συµβαίνει σε πολλούς κυτταρικούς τύπους όπως 

ινοβλάστες, νευρικά κύτταρα, λεµφοκύτταρα, ανεξάρτητα εάν η Β-RAF 

εκφράζεται σε υψηλά επίπεδα ή όχι197. Επίσης η Β-RAF έχει µεγαλύτερη 

συγγένεια για το υπόστρωµά της από ότι οι άλλες δύο πρωτεΐνες RAF. 

Συγκεκριµένα η Α-RAF φαίνεται να έχει την πιο αδύναµη συγγένεια και από την 

Β-RAF και την RAF-1. Οι πρωτεΐνες RAF µόλις υπερεκφραστούν σε ιστική 

κυτταροκαλλιέργεια και ανοσοκατακρηµνιστούν τότε µπορούν και οι τρεις 

πρωτεΐνες RAF να φωσφορυλιώσουν και να ενεργοποήσουν την ΜΕΚ, όµως η Β-

RAF έχει 50 φορές µεγαλύτερη ικανότητα έναντι της RAF-1198. 
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2.7. Οι πρωτεΐνες RAF ως συστατικά σύµπλοκων µοριακών µονοπατιών 
 

Τα συστατικά του σηµατοδοτικού µονοπατιού RAS/RAF/ΜΕΚ/ΕRΚ 

φαίνεται πως είναι οργανωµένα σε πολυπρωτεϊνικά σηµατοδοτικά σύµπλοκα από 

δοµικές πρωτεΐνες. ∆ιάφορες δοµικές πρωτεΐνες έχουν αναγνωριστεί για αυτό το 

µονοπάτι από τις οποίες οι καλύτερα χαρακτηρισµένες είναι η 14-3-3, η ΜΡ1 

MEK partner 1), η RKIP (Raf-1 KInase Inhibitor Protein), και η KSR (Kinase 

suppressor of Ras). Ο ρόλος των πρωτεϊνών 14-3-3 στην ενεργοποίηση της RAF-

1 έγκειται στο γεγονός ότι στα µη διεγερµένα κύτταρα η RAF-1 βρίσκεται στο 

κυτταρόπλασµα και φωσφορυλιώνεται σε δύο υπολείµµατα σερίνης, τη σερίνη 

259 και 621, οι οποίες δεσµεύουν τις πρωτεΐνες 14-3-3, διατηρώντας τη RAF-1 σε 

ανενεργή κλειστή διαµόρφωση. Στα διεγερµένα κύτταρα, η RAS-GTP 

µετατοπίζει τις πρωτεΐνες 14-3-3 από τη σερίνη 259 και η RAF-1 µεταφέρεται 

στην κυτταροπλασµατική µεµβράνη όπου και αποφωσφορυλιώνεται στη σερίνη 

259 από φωσφατάσες όπως είναι η ΡΡ2Α. Η ενεργοποίηση της Β-RAF σε µη 

διεγερµένα κύτταρα διατηρείται στο κυτταρόπλασµα ως σύµπλοκο µε την 14-3-3. 

Είναι πιθανό όπως και µε τη RAF-1 η 14-3-3 να προσδένεται µε τη Β-RAF στα 

phospho-S364 και phospho-S728. Σε αντίθεση όµως µε τη RAF-1, η Β-RAF στο 

κυτταρόπλασµα έχει ανοιχτή διαµόρφωση εξαιτίας της παρουσίας των phospho-

445, D448 καθώς επίσης και των πιθανών αµινοξέων που κωδικοποιούνται από 

το εξόνιο 10a. Κατόπιν διέγερσης µέσω συνδέτη και έπειτα από το σχηµατισµό 

του RAS-GTP, η Β-RAF προσδένεται στη RAS και µετατοπίζεται στην 

κυτταροπλασµατική µεµβράνη. Όπως και στη RAF-1, η ΡΡ2Α αποµακρύνει τη 

φωσφορική οµάδα από την S364. Έπειτα οι ργοποιούσες κινάσες µπορούν να 

φωσφορυλιώσουν τα αµινοξέα S601 και Τ598, οδηγώντας σε πλήρη 

ενεργοποίηση της Β-RAF. Η απενεργοποίηση των RAF-1 και Β-RAF συµβαίνει 

µέσω φωσφορυλιώσεων όσο και αποφωσφορυλιώσεων µε επακόλουθη πρόσδεση 

της 14-3-3199. 

Η ΜΡ-1 επιλεκτικά αλληλεπιδρά µε τις ΕRΚ-1 και ΜΕΚ-1 αλλά όχι µε τη 

RAF-1, στην επιφάνεια των κυτταροπλασµατικών όψιµων ενδοσωµάτων και 

λυσοσωµάτων
200. Η RKIP προσδένεται στις RAF-1 και ΜΕΚ-1, όµως τα σηµεία 

πρόσδεσης επικαλύπτονται τόσο που απαιτείται η διέγερση των κυττάρων µε 

αυξητικούς παράγοντες για να απελευθερωθεί το RKIP από τη RAF-1 έτσι ώστε 

αυτή να έχει πρόσβαση στο υπόστρωµά της. Τα αποτελέσµατα προηγούµενων 

µελετών έχουν δείξει ότι η KSR αλληλεπιδρά µε τις ΜΕΚ, ΕRΚ και RAF201-203. 
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Ωστόσο πρόσφατα δεδοµένα από KSR κύτταρα δείχνουν ότι τα πολυπρωτεϊνικά 

σύµπλοκα που περιέχουν τις ΜΕΚ και ΕRΚ, διακόπτονται παρουσία της KSR, 

αλλά αυτά που περιέχουν την RAF δεν διακόπτονται204. Η δοµική οµοιότητα της 

KSR µε τις πρωτεΐνες RAF υπονοεί ότι η πρόσδεση των RAF και KSR στην 

ΜΕΚ είναι αµοιβαία αποκλειόµενα γεγονότα και όπως και η RKIP έτσι και η 

KSR ίσως να ρυθµίζει την πρόσβαση των RAF στην ΜΕΚ. Παρόλα αυτά όµως 

δεν είναι γνωστό προς το παρόν εάν η Β-RAF αποτελεί οµοίως µέρος σε 

πολυπρωτεϊνικά σηµατοδοτικά σύµπλοκα µε οποιοδήποτε από τα ανωτέρω µόρια. 

 
 
2.8. Ο ρόλος των πρωτεϊνών RAF στην ανάπτυξη αντικαρκινικών θεραπειών  
 

Η πρωτεΐνη Β-RAF αποτελεί ένα ιδανικό στόχο για την ανάπτυξη νέων 

θεραπειών λόγω µεταλλάξεων του γονιδίου Β-RAF σε υψηλό ποσοστό στους 

ανθρώπινους όγκους. Παρόλο που στο παρελθόν έγιναν πολλές προσπάθειες για 

να αναπτυχθούν αντικαρκινικοί παράγοντες έναντι των RAF πρωτεϊνών οι 

περισσότεροι στοχεύουν έναντι της RAF-1 παρά της Β-RAF. 

Τα φάρµακα που στοχεύουν στη RAF-1 ποτελούν antisense σύµπλοκα, 

αναστολείς κινασών και dominant interfering DNA constructs205. Ορισµένα από 

αυτά τα σύµπλοκα έχουν περάσει σε κλινικές δοκιµές. Για παράδειγµα το 

sorafenib, που αποτελεί ένα αναστολέα της RAF-1 κινάσης BAY 43-9006, που 

αναπτύχθηκε από τις Bayer® και Onyx®. Συγκεκριµένα το BAY 43-9006 

εγκρίθηκε από την αµερικάνικη Food and Drug Administration (FDA), το 

∆εκέµβριο του 2005 και έλαβε πιστοποίηση και άδεια κυκλοφορίας από την 

Ευρωπαϊκή Επιτροπή τον Ιούλιο του 2006 για εφαρµογή στη θεραπεία του 

προχωρηµένου καρκίνου του νεφρού206-208. Άλλο ένα σύµπλοκο αναστολέας 

κινασών είναι και το 20-µερές φωσφορικών ολιγονουκλεοτιδίων 

συµπληρωµατικό του RAF-1 RNA, ISIS 5132, το οποίο βρίσκεται στη φάση ΙΙ 

κλινικών δοκιµών ενάντια κυρίως του µεταστατικού ή επανεµφανιζόµενου 

καρκίνου των ωοθηκών, σε ασθενείς που δεν ανταποκρίθηκαν καλώς στην 

προηγούµενη χηµειοθεραπεία209. Παρόλα αυτά καµία από αυτές τις δοκιµές δεν 

περιλαµβάνει εξειδικευµένη στόχευση των καρκινικών κυττάρων µε το anti-RAF 

σύµπλοκο. Ωστόσο, ο Hood και συν., περιέγραψαν µια νέα συναρπαστική µέθοδο 

στόχευσης συγκεκριµένα των καρκινικών κυττάρων µε γονίδια anti-RAF210. 



 

 - 39 - 

Επειδή είναι πιθανό ότι η Β-RAF λαµβάνει µέρος στο σχηµατισµό 

νεοπλασιών κυρίως µέσω της απορρύθµισης της ενεργοποίησης της ΕRΚ, οι νέοι 

αντικαρκινικοί παράγοντες που στοχεύουν το Β-RAF πρέπει να είναι 

αποτελεσµατικοί ως προς την παρεµπόδιση της ενεργοποίησης των ΜΕΚ/ΕRΚ. Η 

απάντηση στην ανάπτυξη τέτοιων παραγόντων µπορεί να βρίσκεται στην 

κατανόηση των µηχανισµών ρύθµισης της ενεργότητας της Β-RAF κινάσης. 

∆ιαφορετικά η απάντηση θα µπορούσε πιθανά να υπάρχει στη δοκιµή των 

αναστολέων της ΜΕΚ, όπως είναι ο inhibitor CI-1040. Η φαρµακολογική 

µεσολάβηση του άξονα Β-RAF/ΜΕΚ/ΕRΚ, είναι πιθανό να παράσχει ένα 

ιδιαιτέρως ισχυρό τρόπο διακοπής της εξέλιξης του όγκου, εφόσον ο άξονας 

αυτός σχετίζεται µε τη µεσολάβηση πολλών καθοριστικών σηµείων στον 

καρκίνο
211. 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 3 
 
 

Η πρωτεΐνη αναστολέας της RAF κινάσης (RKIP) 
 
 
 
3.1. Εισαγωγή – ∆οµή της RKIP 
 

Η πρωτεΐνη αναστολέας της RAF κινάσης (RAF kinase inhibitor protein) 

αποτελεί της οικογένειας των PEBP πρωτεϊνών (phosphatidyl ethanolamine 

binding protein) που συµβάλλουν στο µεταβολισµό λιπιδίων και σχηµατισµό της 

φωσφολιπιδιακής µεµβράνης στον άνθρωπο. Η οικογένεια των πρωτεϊνών RKIP 

είναι υψηλά συντηρηµένη και δεν µοιράζεται σηµαντική οµολογία µε άλλες 

οικογένειες πρωτεϊνών212. Η πρωτεΐνη RKIP είναι µια µικρή πρωτεΐνη του 

κυτταροπλάσµατος που αποµονώθηκε αρχικά από τον εγκέφαλο των βοοειδών 

και αναγνωρίστηκε πως προσδένεται σε φωσφολιπίδια. Το ανθρώπινο RKIP-

mRNA έχει µέγεθος 1434 bp και µεταγράφεται από ένα γονίδιο το οποίο 

αποτελείται από 4 εξόνια που εκτείνονται σε µία περιοχή ~10kb, του 

χρωµοσώµατος 12q24.23, µε ένα οµόλογο PEBP στο χρωµόσωµα 2p (Εικ. 3.1). 

Το ανθρώπινο RKIP-mRNA έχει 95% οµοιότητα µε το βόειο mRNA και 85,5% 

οµοιότητα µε το ποντικίσιο mRNA. Το ανθρώπινο RKIP-mRNA κωδικοποιεί µια 

πρωτεΐνη 187 αµινοξέων που µοιράζεται µια επικάλυψη 186 αµινοξέων µε την 

βόεια 21 kDa RKIP και µια επικάλυψη µε 187 αµινοξέων µε την ποντικίσια 23 

kDa RKIP. Σε πρόσφατες µελέτες, όπως υποδηλώνει και η ονοµασία της RKIP, 

βρήκαν ότι η RKIP εµποδίζει την ενεργοποίηση της ΜΕΚ από τη RAF. Η 

ανώµαλη ενεργότητα της RKIP σχετίζεται µε ένα µεγάλο αριθµό ασθενειών µέσω 

της συσχέτισής της µε µονοπάτια µεταγωγής σήµατος213-215. 

 
 

 
Εικ. 3.1. ∆οµή εξονίων-ιντρονίων του ανθρώπινου γονιδίου RKIP 
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3.2. Η έκφραση της RKIP  
 

Η έκφραση του RKIP έχει δειχθεί, από µελέτες ανοσοϊστοχηµικής 

ανάλυσης πως εντοπίζεται συχνότερα στο κυτταρόπλασµα και στην 

κυτταροπλασµατική µεµβράνη διαφόρων ιστών213. Η RKIP απαντάται σε πολλά 

νευρωνικά κύτταρα όπως τα εγκεφαλικά ολιγοδενδροκύτταρα, τα κύτταρα του 

Schwann, του Purkinje, της παρεγκεφαλίδας και του εγκεφαλικού φλοιού και του 

ιππόκαµπου
216,217. Επιπλέον η πρωτεΐνη RKIP εκφράζεται και σε πολλούς µη-

νευρωνικούς ιστούς όπως οι σπερµατίδες, τα κύτταρα Leydig, το επιθήλιο της 

επιδιδυµίδας των όρχεων, καθώς και στα επινεφρίδια, στο επιθήλιο των νεφρών, 

στα κύτταρα του λεπτού εντέρου, στα µεγακαρυοκύτταρα του σπλήνα, της 

καρδιάς, του ήπατος, των αναπνευστικών βρογχιολίων, των µεσεντέριων 

λεµφαδένων, στη µήτρα, στις σάλπιγγες, στις ωοθήκες, στους γαλακτοφόρους 

αδένες, στο επιθήλιο του προστάτη και στον θυρεοειδή αδένα218,219. Παρόλο που 

βρίσκεται η RKIP σε πολλά εκκριτικά όργανα δεν παρατηρείται στα εξωκυττάρια 

υγρά όπως το αίµα, το σάλιο, το γάλα, τα τραχηλικά  υγρά, τις εκκρίσεις του 

προστάτη και τα σπερµατικά υγρά220. 

 

 
 
3.3. Η λειτουργία της RKIP 
 

Η RKIP φαίνεται πως διαδραµατίζει σηµαντικό ρόλο σε πολλές 

διαφορετικές φυσιολογικές λειτουργίες, καθώς απαντάται µε ευρεία κατανοµή σε 

πολλούς, διαφορετικούς ιστούς (Εικ. 3.3). Στους νευρικούς ιστούς η RKIP 

βρέθηκε πως ενισχύει την in vitro σύνθεση της ακετυλοχολίνης µε το να ρυθµίζει 

θετικά την ακετυλ-τρανσφεράση της χολίνης και πιθανά µε το να διεγείρει τα 

χολινεργικά νευρωνικά µονοπάτια στους ποντικίσιους µεµβρανικούς 

πυρήνες
214,221,222. Η RKIP παρουσιάζει επίσης αρκετές λειτουργίες στους 

γοναδικούς ιστούς, όπως οι εκκρίσεις της επιδιδυµίδας ποντικιού και οι 

κυτταροπλασµατικές µεµβράνες σπέρµατος που περιέχουν πρωτεΐνες µε 

παρόµοιες αλληλουχίες µε τη βόεια RKIP από εγκέφαλο223. Επιπροσθέτως, η 

αποµονωµένη RKIP από σπερµατόζωα πιθανώς µπορεί να σχετίζεται και µε το 

σχηµατισµό και τη διατήρηση της έκκρισης αντιγόνων σε αυτά224. Μελέτες σε 

όρχεις ποντικιών έδειξαν ότι οι πρωτεΐνες RKIP µπορεί να σχετίζονται µε την 

οργάνωση του σπερµατοφόρου επιθηλίου ή µε τη µεταφορά της 
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φωσφατιδυλεθανολαµίνης σε άλλα γαµετικά κύτταρα225. Τα αποτελέσµατα της 

µελέτης του Frayne και συν, λόγω της παρουσίας της RKIP στα κύτταρα Leydig, 

υποστηρίζουν ότι η RKIP παίζει κάποιο ρόλο στη λιπιδική µεταφορά ή δρα ως 

πρωτεΐνη πρόσδεσης µέσα στους όρχεις των ποντικιών, συµβάλλοντας 

ενδεχοµένως κατά αυτόν το τρόπο στην οργάνωση της µεµβράνης κατά τη 

σπερµατογένεση
219. 

 

 
 
Εικ. 3.3. Οι φυσιολογικές δράσεις της RKIP σε διάφορα όργανα όπως, η καρδιά, ο εγκέφαλος 
αλλά και σε κυτταρικό επίπεδο. 
 
 
 
 
3.4. Η RKIP και το σηµατοδοτικό µονοπάτι ΜΑΡΚ 
 

Η RKIP διαδραµατίζει σηµαντικό ρόλο στη ρύθµιση πολλών, 

διαφορετικών µονοπατιών, ενδοκυττάριας σηµατοδότησης. Σε πείραµα yeast two-

hybrid, που πραγµατοποιήθηκε για τη σάρωση κλώνων από ανθρώπινη 

βιβλιοθήκη Τ- κυττάρων, αναγνωρίστηκε ο ρόλος της RKIP στην κυτταρική 

σηµατοδότηση όπου προσδενόταν στις binding domains της RAF-1 κινάσης. Σε 

αυτό το πείραµα λοιπόν, παρατηρήθηκε πως η RKIP προσδένεται στις RAF-1, 

ΜΕΚ-1 και ασθενώς στην ERK-2, εµποδίζοντας την φωσφορυλίωση της ΜΕΚ 

και την ενεργοποίησή της από τη RAF-1, παρόλο που η RKIP δεν ήταν το 

υπόστρωµα για τη RAF-1 ή την ΜΕΚ. Επίσης η RKIP δεν προσδένοταν στη RAS 

ούτε και βρέθηκε να έχει ενεργότητα κινάσης. Η RKIP λοιπόν , φαίνεται πως 

καθορίζει το κατώφλι για την ενεργοποίηση της RAF-1 και για την επακόλουθη 

ενεργοποίηση του µονοπατιού ΜΕΚ/ERK. H πρόσδεση της RKIP προκαλεί την 

αποδιάταξη της RAF-1 από το σύµπλοκό της µε την ΜΕΚ, προκαλώντας την 
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ελάττωση και διακοπή της καθοδικής σηµατοδότησης της ΜΑΡΚ κινάσης. Εκτός 

από την πρόσδεση της RKIP στη RAF-1, µπορεί να προσδένεται και στην ΜΕΚ, 

όπου η πρόσδεση αυτή σε µία από τις δύο, είναι αρκετή για να αναστείλει την 

καθοδική σηµατοδότηση (Εικ. 3.4). Εξαιτίας της απορρύθµισης των 

σηµατοδοτικών µονοπατιών σε πολλούς καρκίνους η RKIP προτάθηκε ότι 

συµβάλει στην ανάπτυξη, εξαλλαγή και τη διαφοροποίηση226,227. Επιπλέον η 

RKIP επιδρά, όπως αναφέρθηκε και σε άλλα ενδοκυττάρια µονοπάτια, όπου και η 

ίδια η ενεργότητα της RKIP ρυθµίζεται από την PKC (protein kinase C). Η PKC 

φωσφορυλιώνει πρωτεΐνες στόχους που ελέγχουν την αύξηση, τη διαφοροποίηση 

και τη µεταγραφή µε αποτέλεσµα να έχει την ικανότητα να απενεργοποιεί την 

RKIP µέσω της φωσφορυλίωσης της RKIP στη Ser 153 και να µειώνει ελαφρώς 

την αναστολή της RAF-1228. Φυσιολογικά η PKC ενεργοποιείται από τη 

διακυλογλυκερόλη και επιστρατεύεται στην κυτταροπλασµατική µεµβράνη. Αυτή 

η τοποθέτησή της κοντά κυτταροπλασµατική µεµβράνη, τη φέρει σε γειτνίαση µε 

την  RKIP η οποία επίσης προσδένεται σε φωσφολιπίδια229. Το αποτέλεσµα του 

συνδυασµού της PKC και RKIP είναι να δρουν ως µοναδικοί ρυθµιστές του 

µονοπατιού RAF-1/ΜΕΚ/ ERK. Η εµπλοκή της RKIP στα διάφορα µονοπάτια 

ενδοκυττάριας σηµατοδότησης λαµβάνει χώρα ρυθµίζοντας κυτταρικές 

λειτουργίες που εξαρτώνται ή αλλάζουν από τα µονοπάτια αυτά. 

 

 
Εικ. 3.4. Μοντέλο δράσης της RKIP.  Η ενεργοποίηση της ΜΕΚ από τη RAF-1 απαιτεί την 
αλληλεπίδραση ανάµεσα στις RAF-1 και ΜΕΚ. Η πρόσδεση της RKIP στη RAF-1 ή στην ΜΕΚ 
αποδιατάση τα σύµπλοκα των RAF-ΜΕΚ µε αποτέλεσµα τη διακοπή της ενεργοποίησης της 
ΜΕΚ και κατ’επέκταση της καθοδικής σηµατοδότησης. Η πρόσδεση της RKIP στη RAF-1 
ρυθµίζεται αρνητικά από µιτωγόνα.  
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3.5. Το RKIP και ο ρόλος του ως κατασταλτικό γονίδιο µετάστασης 
 

Στην προσπάθεια να αναγνωριστούν υποψήφια γονίδια συσχέτισης µε τη 

µετάσταση του καρκίνου του προστάτη, το microarray γονιδιακό προφίλ της 

έκφρασης µεταξύ LNCaP (lymph node carcinoma prostate) σειρών και των 

µεταστατικών παραγώγων του C4-2B σειρών αποκάλυψε µείωση των RKIP 

µετάγραφων στα C4-2B cells218. Το RKIP έχει αναγνωριστεί πως έχει τις 

ικανότητες ενός MSG (metastasis suppressor gene) στον καρκίνο του προστάτη, 

µε το να αναστέλλει πολλές προ-µεταστατικές λειτουργίες (Εικ. 3.5). Το αρχικό 

στοιχείο ότι η RKIP παίζει ρόλο ως MSG στον καρκίνο του προστάτη ήταν η 

ελάττωση της έκφρασης του RKIP-mRNA σε µία κυτταρική σειρά από 

µεταστατικό καρκίνο του προστάτη σε σύγκριση µε τη µη-µεταστατική πατρική 

κυτταρική σειρά της231. Η σχέση αυτή επιβεβαιώθηκε στο πρωτεϊνικό επίπεδο µε 

ανοσοϊστοχηµεία για να συγκριθεί η έκφραση της RKIP σε µη-νεοπλαστικό 

προστάτη, πρωτογενή καρκίνο του προστάτη και προστατικές καρκινικές 

µεταστάσεις. Παρατηρήθηκε ότι τα επίπεδα έκφρασης του RKIP ήταν υψηλότερα 

στον καλοήθη ιστό, χαµηλότερα στον καρκινικό και µη ανιχνεύσιµα στις 

µεταστάσεις σε σηµεία διαφόρων οργάνων. Τα αποτελέσµατα αυτά παρείχαν 

σηµαντικά στοιχεία ότι η απουσία της έκφρασης του RKIP σχετίζεται µε την 

ανάπτυξη µετάστασης του καρκίνου του προστάτη. 

 

 
 
 
Εικ. 3.5 Πιθανός ρόλος της RKIP στη µετάσταση 

Η RKIP µπορεί να παρεµβαίνει σε πολλές κυτταρικές λειτουργίες που ενδεχοµένως να επιδρούν 

στο σχηµατισµό επιτυχών µεταστάσεων. Η RKIP µπορεί να εµποδίζει την αγγειογένεση, την 

κυτταρική διηθητικότητα και να προάγει την απόπτωση. Η µειωµένη έκφραση του RKIP προκαλεί 

το αντίθετο, δηλαδή προάγει την αγγειογένεση, την κυτταρική διήθηση και επάγει την αντίσταση 

στην απόπτωση.  
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Για τη µελέτη της δράσης της RKIP κατά την εξέλιξη του καρκίνου του 

προστάτη, ρυθµίστηκε η έκφραση του RKIP σε καρκινικά κύτταρα του προστάτη 

για να καθοριστεί η επίδραση των διαφορετικών επιπέδων του, στη µεταστατική 

ικανότητα των προστατικών καρκινικών κυττάρων. Η ρύθµιση της RKIP 

έκφρασης δεν είχε κανένα αποτέλεσµα στην ικανότητα των κυττάρων να 

µεγαλώνουν in vitro ή στην ικανότητά τους να σχηµατίζουν αποικίες στο άγαρ. 

Με βάση αυτά τα αποτελέσµατα προτείνεται ότι το RKIP δεν έχει καµία 

επίδραση σε αυτές τις ογκογόνες ιδιότητες των ανθρώπινων καρκινικών 

προστατικών κυττάρων. Παρόλα αυτά η αύξηση της έκφρασης του RKIP στα 

µεταστατικά καρκινικά κύτταρα µείωσε την in vitro ικανότητα για διήθηση. 

Αντιθέτως, η µείωση της έκφρασης του RKIP µε χρήση του antisense µορίου σε 

µη- µεταστατικά κύτταρα καρκίνου του προστάτη αύξησε την in vitro διηθητική 

τους ικανότητα. Λαµβάνοντας υπόψη τα αποτελέσµατα αυτά, η ικανότητα της 

έκφρασης του RKIP, φαίνεται ότι σχετίζεται αντιστρόφως ανάλογα µε τη 

διηθητική ικανότητα των καρκινικών κυττάρων του προστάτη in vitro218. 

Γενική παραδοχή αποτελεί η τάση ότι τα καρκινικά κύτταρα είναι πιο 

επιρρεπή σε χηµειοθεραπευτικούς παράγοντες που επάγουν την απόπτωση σε 

σχέση µε το φυσιολογικό οµόλογο ιστό τους. Αν και έχει παρατηρηθεί ότι η 

αυξηµένη ευαισθησία είναι αποτέλεσµα των ογκοπρωτεϊνών κατά τη διάρκεια της 

ανάπτυξης του καρκίνου, λίγα είναι γνωστά για τα σηµατοδοτικά µονοπάτια που 

οδηγούν σε αλλαγές στο όριο µετάπτωσης των καρκινικών κυττάρων. Ο 

Chatterjee και συν., µελέτησαν τη δράση του RKIP, στην ικανότητά του να 

προκαλεί ευαισθητοποίηση των καρκινικών κυττάρων του προστάτη και του 

µαστού, για απόπτωση επαγόµενη από χηµειοθεραπευτικά φάρµακα. 

Στα πειράµατα της µελέτης αυτής χρησιµοποιήθηκαν ενέσιµα, 

µεταστατικά καρκινικά κύτταρα σε ποντίκια, που είχαν αποκαθισταµένη έκφραση 

του RKIP και τα οποία ανέπτυξαν 70% λιγότερες µεταστάσεις στον πνεύµονα, 

από ότι τα ποντίκια που έλαβαν µεταστατικά κύτταρα που είχαν επιµολυνθεί µε 

έναν άδειο vector. Επίσης στα ποντίκια που είχαν λάβει κύτταρα που εξέφραζαν 

το αποκαθισταµένο RKIP και ανέπτυσσαν µεταστάσεις, ο αριθµός των 

µεταστάσεων ήταν κατά πολύ λιγότερος από αυτό των ποντικιών που εξέφραζαν 

χαµηλά επίπεδα της RKIP. Όσον αφορά και στον αγγειακό σχηµατισµό, 

παρατηρήθηκε µειωµένος καθώς και µειωµένη ήταν η αγγειακή διήθηση στους 
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πρωτογενείς όγκους στα ποντίκια που είχαν λάβει τροποποιηµένα κύτταρα έτσι 

ώστε να εκφράζουν το RKIP. Φαίνεται λοιπόν ότι το RKIP δρα ως αναστολέας 

της µετάστασης, µέσω της µείωσης της αγγειογένεσης και της αγγειακής 

διήθησης. 

Ενδιαφέρον παρουσιάζουν επίσης και οι προ-αποπτωτικές ιδιότητες του 

RKIP στα καρκινικά κύτταρα. Συγκεκριµένα η έκθεση καρκινικών κυττάρων του 

µαστού και του προστάτη σε χηµειοθεραπευτικούς παράγοντες επάγει την 

έκφραση του RKIP και την απόπτωση. Η µειωµένη ρύθµιση του ενδογενούς 

RKIP µέσω της έκφρασης των antisense και small interfering RNA (siRNA), 

συµβάλει στην αντίσταση της ευαισθητοποίησης των καρκινικών κυττάρων στα 

αντικαρκινικά φάρµακα που επάγουν την απόπτωση. Επιπλέον, τα καρκινικά 

κύτταρα του µαστού και του προστάτη που έχουν χαµηλά επίπεδα έκφρασης του 

RKIP, είναι ανθεκτικά στην επαγόµενη απόπτωση από χηµειοθεραπεία, ενώ όταν 

επέλθει η αποκατάσταση των επιπέδων του RKIP ευαισθητοποιεί τα κύτταρα 

στην απόπτωση232. 

 
 
 
3.6. RKIP και ο ρόλος της στην ανάπτυξη αντικαρκινικών θεραπειών 
 

Όπως παρουσιάζεται από τα στοιχεία διαφόρων µελετών το RKIP έχει 

δειχθεί ότι κατέχει σηµαντικό ρόλο στην καταστολή της µετάστασης, στην 

επαγωγή της απόπτωσης ή και στην ευαισθητοποίηση των καρκινικών κυττάρων 

στη χηµειοθεραπεία. Η µείωση της ρύθµισης του RKIP σε συγκεκριµένους 

καρκίνους του προστάτη και του µαστού είχε ως αποτέλεσµα χηµειοθεραπευτική 

αντίσταση στη θεραπεία µε 9-nitrocamptothecin (9-NC), cisplatin και etoposide. 

Ωστόσο, η επαναφορά των RKIP σε αυτές τις κυτταρικές σειρές είχε ως 

αποτέλεσµα την απόπτωση. Επιπλέον, η θεραπεία ορισµένων κυτταρικών σειρών 

µε παράγοντες όπως η rituximab, cisplatin και etoposide οδήγησε σε αυξηµένη 

έκφραση του RKIP και κατά συνέπεια στην έναρξη της απόπτωσης / 

ευαισθητοποίησης των κυττάρων στη χηµειοθεραπεία. Θεωρείται λοιπόν ότι 

αυτές οι δράσεις του RKIP είναι αποτέλεσµα των ανασταλτικών λειτουργιών του 

στα µονοπάτια της ERK και του NF-κB. Μετά την επεξεργασία των κυττάρων µε 

rituximab υπήρξε µία αύξηση στη σύνδεση του RKIP στο Raf-1 µε αποτέλεσµα 

µια γενικότερη µείωση στη δραστηριότητα του µονοπατιού της ERK και AP-1 

µεταγραφής. Η επαγωγή του RKIP υπό την αγωγή µε rituximab συµπίπτει µε τη 
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µείωση της αντι-αποπτωτικής πρωτεΐνης Bcl-XL, ενός καθοδικού διαµεσολαβητή 

του NF-κΒ µονοπατιού
232-234. Τα αποτελέσµατα της µελέτης rituximab 

συντάσσονται µε αυτά της πρόσφατης µελέτης από την Baritaki και συν., όπου τα 

κύτταρα εµφανίζουν µέσω του RKIP ευαισθησία στην TRAIL (tumor necrosis 

factor related apoptosis inducing ligand) θεραπεία. Η Baritaki και συν., λοιπόν 

πρότειναν ότι η αναστολή RKIP στο NF-κΒ µονοπάτι οδήγησε στη 

διαφοροποίηση του µεταγραφικού παράγοντα YY1, του υποδοχέα TRAIL DR5 

και των αντι-αποπτωτικών µορίων, όπως η Bcl-XL και c–FLIP. 

Επιπλέον, ο αναστολέας του πρωτεασώµατος NPI-0052 έχει δειχθεί ότι 

ευαισθητοποιεί τα κύτταρα στην TRAIL επαγόµενη απόπτωση µέσω Snail 

αναστολής. Σε αυτή τη µελέτη επίσης παρατηρήθηκε συνακόλουθη αύξηση των 

επιπέδων του RKIP236. Τέλος, το µονοξείδιο του αζώτου (ΝΟ) είναι ένα 

αµφιλεγόµενο µόριο στην ανάπτυξη των νεοπλασιών και υπάρχουν πολλές 

αντικρουόµενες ενδείξεις σχετικά µε τη συµµετοχή του στην απόπτωση και τον 

πολλαπλασιασµό των κυττάρων, παρόλο που δότες ΝΟ, όπως το DETANONOate 

και SNAP φαίνεται πως επάγουν την έκφραση του RKIP237-240. Η επαγωγή του 

RKIP από το DETANONOate εµφανίζει επίσης, µια ταυτόχρονη µείωση του 

YY1 και του NF-κΒ παράγοντα µε αποτέλεσµα την ευαισθητοποίηση των 

κυττάρων στη θεραπεία µε FasL και TRAIL. Επιπροσθέτως το 3', 5'-κυκλικών 

νουκλεοτιδίων φωσφοδιεστεράσης (PDE) υπότυπος 5 (PDE5) αναστολέας PF-

3717842 έχει δειχθεί ότι δεσµεύει το RKIP. Το PDE5 διασπά  επιλεκτικά την 3', 

5'-κυκλική µονοφωσφορική γουανοσίνη (cGMP), η οποία αποτελεί σηµαντικό 

διαµεσολαβητή της σηµατοδότησης του ΝΟ239. 

Μέχρι σήµερα, το RKIP έχει δειχθεί ότι διαµορφώνει την αποπτωτική 

απόκριση των κυττάρων στη θεραπεία µε 9-nitrocamptothecin (9-NC), cisplatin, 

etoposide, paclitaxel και TRAIL232,233,235. Επίσης η έκφραση του RKIP φαίνεται 

πως αυξάνεται µετά τη θεραπεία µε τον αναστολέα πρωτεοσώµατος NPI-0052, 

ΝΟ δοτών, rituximab και silbinin233,234,236,239-241. Στις µελέτες αυτές έχουν 

χρησιµοποιηθεί ποικιλίες διαφορετικών κυτταρικών σειρών όπως, του µαστού, 

του προστάτη, κύτταρα του µελανώµατος, ορθοκολικά καρκινώµατα και HeLa 

κύτταρα
232,242,243. 

Συνοψίζοντας, υπάρχουν πολλά που πρέπει ακόµα να µελετηθούν σχετικά 

µε τις δράσεις του RKIP σε φυσιολογικούς ιστούς και σε καρκινικούς, καθώς 

εµπλέκεται στην καταστολή των καρκινικών φαινοτύπων και στην ενίσχυση της 
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ευαισθησίας των κυττάρων αυτών σε χηµειοθεραπεία. Υπάρχουν προφανείς 

ενδείξεις ότι το RKIP κατέχει κεντρικό ρόλο στη ρύθµιση µεγάλου αριθµού 

σηµαντικών µονοπατιών σηµατοδότησης. Όσον αφορά στον καρκίνο της 

ουροδόχου κύστεως, το σηµατοδοτικό µονοπάτι της ΜΑΡΚ κινάσης και η 

αναστολή του από την RKIP, είναι ακόµη υπό διερεύνηση, καθώς δεν υπάρχουν 

ακόµη κλινικές δοκιµές χηµειοθεραπευτικών φαρµάκων που να επιδρούν στην 

έκφραση του RKIP στο συγκεκριµένο σηµατοδοτικό µονοπάτι.  
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 4 
 

Σκοπός της µελέτης 
 
 

Το RKIP έχει δειχθεί ότι λαµβάνει µέρος στη ρύθµιση του σηµατοδοτικού 

µονοπατιού της ΜΑΡΚ κινάσης, RAS/RAF/MEK/ERK, δρώντας ως ρυθµιστής-

διαµορφωτής της απόπτωσης και της µετάστασης στον καρκίνο του προστάτη. Ο 

σκοπός της παρούσας διδακτορικής διατριβής ήταν η µελέτη της έκφρασης των 

RAF (Α-RAF, B-RAF και RAF-1) και RKIP γονιδίων στον καρκίνο της 

ουροδόχου κύστεως. Ο απώτερος σκοπός της µελέτης αυτής, είναι το εάν θα 

µπορούσε να αποτελέσει ένα ασφαλές πρωτόκολλο ανίχνευσης των ογκογονιδίων 

αυτών και περαιτέρω ανάλυσης των µοριακών µηχανισµών της ανάπτυξης του 

καρκίνου της ουροδόχου κύστης καθώς και την πιθανή συµβολή στην ανάπτυξη 

νέων θεραπειών, µε στόχο τη χρήση του νευραλγικού ρόλου των γονιδίων RAF 

και RKIP. Με τη χρήση των µεθόδων της Microarray ανάλυσης και της qPCR 

µελετήθηκε η έκφραση των RAF και RKIP σε 30 ασθενείς µε καρκίνωµα 

µεταβατικού επιθηλίου (TCC) της ουροδόχου κύστης σε σχέση µε τον 

παρακείµενο φυσιολογικό ιστό. Στη συνέχεια πραγµατοποιήθηκε υπολογιστική 

ανάλυση (Computational analysis), µε τα δεδοµένα έκφρασης της διαδικτυακής 

γονιδιακής πύλης, Gene Expression Omnibus (GEO) datasets, µε σκοπό να  

διευκρινιστούν οι διαφορές στην έκφραση των RAF ή του RKIP µεταξύ των 

καρκινικών δειγµάτων και των controls, καθώς επίσης και µεταξύ των 

επιφανειακών όγκων και των µυοδιηθητικών όγκων. Τέλος το τεστ συσχέτισης 

του Pearson, χρησιµοποιήθηκε µε σκοπό να εκτιµηθούν τα πρότυπα συν-

έκφρασης του RKIP και των  RAF, ξεχωριστά σε TCC και στο φυσιολογικό ιστό. 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 5 
 
 

Υλικά και µέθοδοι 
 
 
 
5.1. Ασθενείς και µάρτυρες 
 

Το υλικό για την παρούσα διδακτορική διατριβή προήλθε από ζεύγη 

δειγµάτων ουροθηλιακού καρκίνου και του παρακείµενου φυσιολογικού 

ουροθηλιακού ιστού από 30 ασθενείς µε πρωτοεµφανιζόµενους όγκους 

ουροδόχου κύστεως που υπεβλήθησαν σε διουρηθρική αφαίρεση στο ουρολογικό 

τµήµα του Γ.Ν. «Ασκληπιείο» Βούλας και µελετήθηκαν για την ανίχνευση της 

έκφρασης των γονιδίων RAF και RKIP µε τη χρήση της Microarray ανάλυσης και 

της qPCR. Όλοι οι ασθενείς ήταν προχωρηµένης ηλικίας (µέση ηλικία ± 

SD=72.2±10.6 έτη). Από τους 30 ασθενείς µόνο οι 4 (13.3%),δεν είχαν κανένα 

ιστορικό καπνίσµατος, ενώ οι 26 (87%) ήταν ενεργοί ή πρώην καπνιστές. Οι 19 

(63%) είχαν κάποιο βαθµό επαγγελµατικής έκθεσης σε παράγοντες κινδύνου 

ανάπτυξης καρκίνου του ουροθηλίου. Τα κλινικοπαθολογικά χαρακτηριστικά 

παρουσιάζονται στον Πινακα 5.1. 

Όλοι οι όγκοι εξετάστηκαν και ταξινοµήθηκαν από τον ίδιο 

παθολογοανατόµο και η ιστολογική ταξινόµηση πραγµατοποιήθηκε µε βάση τις 

ταξινοµήσεις του 1973 WHO και 2004 WHO/ISUP (International Society of 

Urogical Pathology)4. Το στάδιο του όγκου εκτιµήθηκε µε το σύστηµα της 2002 

American Joint Committee on Cancer244. Η επιτροπή δεοντολογίας του 

Πανεπιστηµίου Κρήτης είχε εγκρίνει την παρούσα µελέτη και όλοι οι ασθενείς 

είχαν δώσει γραπτή συγκατάθεση. Κριτήρια εισαγωγής στη µελέτη ήταν τα 

δείγµατα να προέρχονται από ασθενείς µε πρωτοεµφανιζόµενους όγκους και η 

διαθεσιµότητα του DNA από νεοπλασµατικό και φυσιολογικό ιστό για µοριακή 

ανάλυση. Κριτήρια αποκλεισµού αποτέλεσαν το ιστορικό προηγούµενου 

ουροθηλιακού όγκου και η χηµειοθεραπεία ή η ακτινοθεραπεία πριν τη 

χειρουργική αφαίρεση. 

Τα δείγµατα λήφθηκαν κατά τη διάρκεια της χειρουργικής τους εξαίρεσης, 

ενώ οι φυσιολογικοί ιστοί µε ψυχρή βιοψία από 3 κυρίως θέσεις, του οπίσθιου 

τοιχώµατος, του τριγώνου και του παρακείµενου φυσιολογικού ιστού. Τµήµατα 

των εξαιρεθέντων φυσιολογικών ιστών στάλθηκαν για παθολογοανατοµική 
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εξέταση και καταψύχθηκαν στη συνέχεια, σε υγρό άζωτο και διατηρήθηκαν στους 

-80°C µέχρι την αποµόνωση του DNA.  

Οι ασθενείς µε επιφανειακή νόσο υποβλήθηκαν στη συνέχεια σε 

περιοδική παρακολούθηση µε κυστεοσκόπηση και ενδοκυστική θεραπεία. Οι 

ασθενείς µε µυοδιηθητική νόσο υποβλήθηκαν σε ριζική κυστεο-προστατεκτοµή 

µε ή χωρίς επικουρική χηµειοθεραπεία. Όσον αφορά το Follow up των ασθενών, 

στο διάστηµα παρακολούθησης 24±3 µήνες 8 ασθενείς (26.6%) παρουσίασαν 

υποτροπή της νόσου. Συγκεκριµένα, στους ασθενείς σταδίου Τa/Τ1, 5 ασθενείς 

από τους 17 υποτροπίασαν µε συχνότητα υποτροπής 29.4% και στους ασθενείς 

σταδίου Τ2-Τ3, 3 από τους 13, παρουσίασαν επανεµφάνιση της νόσου µε 

ποσοστό υποτροπής 23%. Στους ασθενείς  µε επιφανειακή νόσο grade ΙΙ και ΙΙΙ η 

πιθανότητα εξέλιξης της νόσου ήταν 11.1% και 22.2% αντίστοιχα. Όλες οι 

υποτροπές επιβεβαιώθηκαν µε βιοψία.  

 

 

 

5.2. Πρωτόκολλο εκχύλισης DNA από συµπαγείς ιστούς 
 

Το DNA αποµονώθηκε σύµφωνα µε τα γνωστά πρωτόκολλα αποµόνωσης 

του DNA από συµπαγείς ιστούς. Ο ιστός τεµαχίστηκε σε πολύ µικρά κοµµάτια τα 

οποία µεταφέρονται σε σωλήνα epperdof του 1.5ml και ακολούθησε η 

οµογενοποιησή του σε διάλυµα λύσης που περιέχει 10 mM EDTA, 10 mM Tris 

Ph8.0, 150 mM  NaCl, 0.5% SDS. Στη συνέχεια ο οµογενοποιηµένος ιστός µετά 

την προσθήκη πρωτεϊνάσης Κ σε τελική συγκέντρωση που φτάνει τα 10 µg/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 

(100 µg/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 13.000 rpm και ξέπλυµα του 

κατακρηµνισµένου DNA µε 70% αιθανόλη. Αφού αποµακρυνθεί η αιθανόλη το 

DNA επαναιωρείται σε ddH2Ο και διατηρείται σε θερµοκρασία 4°C. Η ποσότητα 

του DNA καθώς και η καθαρότητά του υπολογίζεται µετά από φωτοµέτρηση στα 

260nm και στα 280nm245. 
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Πίνακας 5.1 Κλινικοπαθολογικά χαρακτηριστικά ασθενών 
 

 
Αριθµός ασθενών 

            
Σύνολο

#                                                      30 
 
Φύλο 
Άνδρες                                                       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 
II                                                                 10 
III                                                                20                                                           
 
WHO/ISUP 2004 grade 
Χαµηλό                                                        8 
Υψηλό                                                        12 
 
 
 
 
 
 
                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                               
# Συνολικά 30 δείγµατα ουροθηλιακού καρκίνου ουροδόχου κύστεως και 30 
παρακείµενου φυσιολογικού ιστού 
* Σε χηµικές ουσίες, βαφές, πετρέλαιο,κ.α. 
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5.3. Πρωτόκολλο εκχύλισης RNA από συµπαγείς ιστούς και σύνθεση του 
cDNA 
 

Τα 30 ζεύγη δειγµάτων από καρκινικό και φυσιολογικό ιστό ουροδόχου 

κύστεως οµογενοποιήθηκαν µε την προσθήκη 1ml Trizol διαλύµατος. Το διάλυµα  

Trizol περιέχει θειοκυανιούχο γουανίδιο που επιτυγχάνει τη λύση των κυττάρων 

και όξινη φαινόλη που αποµακρύνει τα λιπίδια, τις πρωτεΐνες και το DNA ώστε 

να επιτευχθεί η ταυτόχρονη λύση της κυτταρικής  µεµβράνης και άλλων 

συστατικών και οµογενοποίηση του ιστού. Αφού οµογενοποιηθούν τα δείγµατα 

προστίθενται 100-200µl χλωροφορµίου και ακολουθεί φυγοκέντρηση µε 

12.000rpm στους 4°C για 15 λέπτά. Στην υδατική φάση όπου βρίσκεται το RNA 

προστίθεται ίσος όγκος ισοπροπανόλης, ακολουθεί επώαση στους 4°C για 24 

ώρες και στη συνέχεια φυγοκέντρηση µε 12.000rpm στους 4°C για 10 λεπτά. Το 

ίζηµα πλένεται µε διάλυµα 75% αιθανόλης, επωάζεται στους 20°C για  24 ώρες 

και φυγοκεντρείται µε 7.500rpm στους 4°C για 5 λεπτά. Ακολούθως το 

λαµβανόµενο ίζηµα στεγνώνεται για 15-30 λεπτά, διαλύεται σε 20-30µl ddH2Ο 

και αποθηκεύεται στους -20°C. Η συγκέντρωση του RNA υπολογίστηκε  µε τη 

µέθοδο του NanoDrop™1000 φωτόµετρου. 

Το συνολικό κυτταρικό RNA που αποµονώθηκε µε την παραπάνω 

διαδικασία θα χρησιµοποιηθεί για τη σύνθεση του συµπληρωµατικού (cDNA), το 

οποίο θα χρησιµεύσει ως µήτρα στην ποσοτική αλυσιδωτή αντίδραση µε 

πολυµεράση (qPCR). Το 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 25mM dNTPs και νερό RNase-free συνολικού όγκου 19µl, 

θερµάνθηκαν στους 65°C για 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 StataScript RT) και 20U 

of RNase Block.Το τελικό µείγµα (όγκος 20µl) επωάστηκαν για 10min στους 

250C για να επεκταθούν οι εκκινητές και η σύνθεση του cDNA έγινε στους 420C 

για 60 min. Η αντίδραση τερµατίστηκε στους 720C για 15 min. H σύνθεση του 

cDNA (από 1 µg του ολικού RNA), πραγµατοποιήθηκε µε το γνωστό 

πρωτόκολλο αντίστροφης µεταγραφής το RETROscript. Τυχαία εξαµερή 

χρησιµοποιήθηκαν ως εκκινητές της αντίδρασης. 
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5.4. Microarray ανάλυση 
 

Η Microarray ανάλυση αφορά µία µέθοδο που χρησιµοποιείται στην 

µέτρηση της διαφορικής έκφρασης των επιπέδων του γονιδιακού προφίλ χιλιάδων 

γονιδίων ταυτόχρονα. Η συγκεκριµένη µέθοδος απαιτεί επικύρωση των 

αποτελεσµάτων της µε χρήση άλλων µεθόδων όπως qPCR ή Western blot. Στην 

παρούσα µελέτη ελήφθησαν περίπου 57.000 µετάγραφα από την GE Healthcare 

(IL) και Applied Microarrays (ΜΑ) (πρώην Amersham Biosciences) (CodeLink 

57 k Human Whole Genome)246. Ο υβριδισµός έγινε µε τον πολλαπλασιασµό του 

CodeLink RNA και Labeling kit όπως περιγράφεται από τον κατασκευαστή, 

χρησιµοποιώντας τη Cy5 φθορίζουσα χρωστική ουσία. Τα Slides σαρώθηκαν µε 

έναν microarray scanner (ScanArray 4000XL). Οι εικόνες παρήχθησαν µε το 

ScanArray microarray acquisition software (GSI Lumonics, USA). Τα cRNAs 

από τρεις πειραµατικές διατάξεις χρησιµοποιήθηκαν σε ξεχωριστά πειράµατα µε 

εσωτερικά spikes ως controls. Οι εικόνες της σάρωσης επεξεργάσθηκαν 

περαιτέρω µε το λογισµικό ανάλυσης CodeLink Expression Analysis Software 

v5.0 from Amersham Biosciences (presently GE Health Care Inc.). 

Στην παρούσα µελέτη τα δείγµατα που χρησιµοποιήθηκαν επιλέχθηκαν µε 

προσοχή έτσι ώστε να υπάρχει στο πείραµα τουλάχιστον ένα ζεύγος από κάθε 

κατηγορία όγκου. Συγκεκριµένα, χρησιµοποιήθηκαν 10 δείγµατα διαφόρων 

ιστολογικών τύπων και 5 δείγµατα controls. Τα καρκινικά δείγµατα 

αποτελούνταν από τρία (3) δείγµατα όγκων T1 grade II, τρία (3) T1 grade III και 

τέσσερα (4) T2, T3 grade III τα οποία συγκρίθηκαν µε πέντε (5) τυχαία 

επιλεγµένα δείγµατα παρακείµενου φυσιολογικού ιστού. Η πειραµατική 

διαδικασία αναλύθηκε µε βάση τις αναφορές σχεδιασµού όπως περιγράφεται και 

από άλλους ερευνητές248. Τα ανεπιτήρητα δεδοµένα αναλύθηκαν περαιτέρω µε 

διαφορετικούς αλγόριθµους συµπεριλαµβανοµένου τον Global Median και Loess 

and Rank Invariant όπου αυτός της Global Median επιλέχθηκε τελικώς για 

περαιτέρω ανάλυση. Στη συνέχεια η ταξινόµηση πραγµατοποιήθηκε από την 

hierarchical clustering, k-Means, Self-Organizing-Maps χρησιµοποιώντας το 

Genesis software λογισµικό (TU, Gratz, Austria)249. 
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5.5. Σχεδιασµός των κατάλληλων εκκινητών 
 

Η ειδικότητα της qPCR αντίδρασης για την ενίσχυση της υποκείµενης 

κάθε φορά αλληλουχίας, εξαρτάται από τους εκκινητές. Στατιστικές αναλύσεις 

δείχνουν ότι όταν µία αλληλουχία DNA έχει µήκος τουλάχιστον 20 bp, τότε είναι 

µοναδική στο γονιδίωµα και κατά συνέπεια για την επίτευξη της ειδικής 

ενίσχυσης των αλληλουχιών, οι εκκινητές πρέπει να είναι τουλάχιστον 20-µερή. 

Οι ιδανικότεροι εκκινητές είναι αυτοί που πληρούν ορισµένα κριτήρια όπως: α) 

περιεκτικότητα σε γουανίνη και κυτοσίνη παρόµοια µε το τµήµα DNA που 

πρόκειται να ενισχυθεί, β) δεν έχουν σηµαντική δευτεροταγή δοµή, ούτε 

αλληλοεπικάλυψη 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 που έχουν ως αποτέλεσµα την 

παραγωγή παραπροϊόντων. 

Στην παρούσα µελέτη όλα τα  ζεύγη των εκκινητών έχουν σχεδιαστεί 

ώστε να έχουν απόσταση τουλάχιστον ενός ιντρονίου προκειµένου να αποφευχθεί 

ο πολλαπλασιασµός γενωµικού DNA πέρα του cDNA. 

 
 
 
 
5.6. Ποσοτική αλυσιδωτή αντίδραση πολυµερής σε πραγµατικό χρόνο (RT 
qPCR) 
 

Η επικύρωση της Microarray ανάλυσης, των διαφορικών επιπέδων της 

mRNA έκφρασης των γονιδίων RAF και RKIP πραγµατοποιήθηκε µε την 

εφαρµογή της µεθόδου της αντίστροφης µεταγραφής qPCR µε τη χρωστική 

SYBR green Ι. Η µέθοδος qPCR είναι µια εµπλουτισµένη παραλλαγή της 

κλασσικής PCR και τα τελευταία χρόνια κερδίζει όλο και περισσότερο έδαφος, 

αποτελώντας προσφιλέστερη µέθοδο ανάλυσης της γονιδιακής έκφρασης σε 

επίπεδο RNA, καθώς και της ανίχνευσης των µεταβολών στη γονιδιακή έκφραση. 

Η qPCR πλεονεκτεί έναντι της κλασσικής PCR επειδή διαθέτει µεγαλύτερη 

ευαισθησία και επιτρέπει την ακριβέστερη ποσοτικοποίηση των αρχικών 

επιπέδων DNA ή RNA που υπάρχουν σε κάθε δείγµα. Τα δεδοµένα που 

λαµβάνονται από τη µέθοδο qPCR αφορούν στην εκθετική φάση της διαδικασίας 

ενίσχυσης του γονιδίου-στόχου µε αποτέλεσµα να ελαχιστοποιούνται πιθανές 
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αποκλίσεις και να λαµβάνονται περισσότερο αξιόπιστα αποτελέσµατα του 

επιπέδου  έκφρασης του υπό µελέτη γονιδίου. 

Όλα τα δείγµατα της παρούσας µελέτης υποβλήθηκαν συλλογικά, από την 

εκχύλιση του mRNA και της µετατροπής του σε cDNA, στη µέθοδο qPCR. 

Συγκεκριµένα για την αντίδραση qPCR, πολλαπλασιάστηκε 1µl cDNA από τα 

δείγµατα των όγκων της ουροδόχου κύστεως και των παρακείµενων 

φυσιολογικών ιστών, σε µία αντίδραση PCR που περιείχε 2Χ Maxima SYBR 

green qPCR Mastermix, 300nΜ από κάθε εκκινητή και 30µΜ ROX παθητική 

χρωστική αναφοράς σε τελικό όγκο 20µl. Το µίγµα αρχικά επωάστηκε για 5 

λεπτά στους 95°C για 30 λεπτά στην κατάλληλη για κάθε ζεύγος εκκινητών 

θερµοκρασία και επιµήκυνση στους 72°C για 30 λεπτά. Οι αλληλουχίες των RNA 

εκκινητών, η θερµοκρασία υβριδοποίησης κάθε ζεύγους εκκινητών και το 

µέγεθος των PCR προϊόντων των γονιδίων αναγράφονται στον Πίνακα 5.6. 

Έπειτα από το τελικό στάδιο επέκτασης ακολούθησε ανάλυση καµπύλης 

αποδιάταξης (Melt Curve analysis), κατά την οποία η θερµοκρασία υβριδισµού 

αυξανόταν από τους 55°C στους 95°C µε γραµµικό ρυθµό 0.2°C/sec. (Εικ. 5.6). 

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 της PCR έγιναν σε θερµικό 

κυκλοποιητή Mx3000P (Stratagene, La Jolla, CA), χρησιµοποιώντας το software 

version 2.00 (Stratagene, La Jolla, CA).  

 
 
 
Πίνακας 5.6. Αλληλουχίες εκκινητών που χρησιµοποιήθηκαν για την ενίσχυση 
του cDNA, θερµοκρασία υβριδισµού ( TaοC) του κάθε ζεύγους και µεγέθους του 
PCR προϊόντος (bp). 
 
Γονίδιο                        Εκκινητές                                        Ta οC           PCR(bp) 
 
A-RAF          5′-CGTCAAAGTATACCTGCCCAACA-3′ (s)              56°C                107 bp 
                      5′-GATTTAGAC CCCGCACCTTCA-3′ (a)                                                
B-RAF          5′-AG AAAGCACTGATGATGAGAGG-3′ (s)              53°C                101 bp 
                      5′-GG AAATATCAGTGTCCCAACCA-3′ (a)  
RAF-1           5′-ACTGCCTTATGAAAGCACTCAAG-3′ (s)              57°C                120 bp 
                      5′-ACGCAGCATCAGTATTCCAATC-3′ (a)                         
RKIP             5′-AGACCCACCAGCATTTCGTG-3′(s)                        55°C                150 bp 
                      5′-GCTGATGTCATTGCCCTTCA-3′ (a)  
GAPDH        5′-GGAAGGTGAAGGTCGG AGTCA-3′ (s)                   60°C                101 bp 
                      5′-GTCATTGATGGCAACAA TATCCACT-3′ (a)  
B-Actin         5′-CGGC ATCGTCACCAACTG-3′ (s)                             60°C                  70 bp 
                      5′-GGCACACG CAGCTCATTG-3′ (a)                         
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Εικόνα 5.6 Ανάλυση καµπύλης αποδιάταξης (Melt Curve analysis) για την οικογένεια 

των RAF γονιδίων και RKIP καθώς και του εσωτερικού µάρτυρα B-Actin και GAPDH. 

Αποκαλύπτει µονές κορυφές καµπυλών για όλα τα γονίδια (85.2οC για το A-RAF, 77.8οC 

για το B-RAF, 80.5οC για το C-RAF, 81.5οC για το RKIP, 79.5οC για την B-Actin, 81οC 

για το GAPDH) και απουσία κορυφών για τους αρνητικούς µάρτυρες (Νon-Τemplate 

Controls/NTC), αποδεικνύοντας αποκλεισµό γενωµικού DNA και ειδικότητα του 

προϊόντος της PCR  

 

 

5.7. Ηλεκτροφόρηση του DNA και των προϊόντων qPCR σε πήκτωµα 
αγαρόζης 
 

Η τελική συγκέντρωση αγαρόζης στο πήκτωµα γίνεται µε βάση τη 

ζητούµενη διακριτική ικανότητα του συγκεκριµένου πηκτώµατος245. Η επιθυµητή 

ποσότητα αγαρόζης διαλύεται σε διάλυµα 0.5χΤΒΕ και θερµαίνεται σε φούρνο 

µικροκυµµάτων για 5 λεπτά περίπου. Στη συνέχεια αφού αφήνεται να κρυώσει 

µέχρι τους 60°C προστίθεται βρωµιούχο αιθίδιο (EtBr), σε τελική συγκέντρωση 

0.5µg/ml. Αφού στερεοποιηθεί το πήκτωµα αφαιρείται η κτένα που δηµιουργεί τα 

πηγαδάκια για το φόρτωµα των προϊόντων της qPCR ή του DNA και το πήκτωµα 

εµβαπτίζεται σε συσκευή ηλεκτροφόρησης που περιέχει 0.5χΤΒΕ. Τα δείγµατα 

φορτώνονται στα πηγαδάκια αφού αναµιχθούν µε 1/10 του όγκου του διαλύµατος 
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φόρτωσης (loading buffer) και εφαρµόζεται ηλεκτρική τάση. Οι ζώνες του DNA 

γίνονται ορατές αν εκτεθεί το πήκτωµα σε υπεριώδη ακτινοβολία. 

Στην παρούσα µελέτη για την επιβεβαίωση των αποτελεσµάτων της 

καµπύλης αποδιάταξης, τα προϊόντα της PCR αναλύθηκαν µε ηλεκτροφόρηση σε 

γέλη αγαρόζης 2% µετά από χρώση µε βρωµιούχο αιθίδιο και φωτογραφήθηκαν 

στο UV light transilluminator. Όλες οι αντιδράσεις έγιναν σε τριπλέτες και τα 

µεταγραφικά επίπεδα των γονιδίων που µελετήθηκαν υπολογίστηκαν και 

κανονικοποιήθηκαν ως προς το mRNA της GAPDΗ του κάθε δείγµατος καθώς 

επίσης και ως προς τα κατάλληλα δείγµατα κανονικοποίησης (calibrators). 

Η σχετική ποσοτικοποίηση αναλύθηκε χρησιµοποιώντας τη µέθοδο της 

∆∆Ct. Μετά από τον πολλαπλασιασµό κατασκευάστηκαν καµπύλες αναφοράς 

από δείγµατα που προήλθαν από 6-7 διαδοχικές αραιώσεις ενός µείγµατος cDNA, 

τόσο για τα γονίδια όσο και για τον εσωτερικό µάρτυρα (GAPDΗ). Οι αποδόσεις 

πολλαπλασιασµού των γονιδίων και της GAPDΗ ήταν ίδιες σχεδόν στο 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 

την GAPDΗ τιµές ∆Cts, αρχικά υπολογίστηκαν χρησιµοποιώντας την ακόλουθη 

εξίσωση: ∆Ctδείγµατος=CtGOI-CtGAPDH (όπου GOI gene of interest). Ακολούθως 

υπολογίστηκε και η διαφορά ∆∆Ct χρησιµοποιώντας τον τύπο: ∆∆Ct=∆Ctόγκου-

∆Ctφυσιολογικού ιστού και η έκφραση των κανονικοποιηµένων (µε το GAPDΗ γονίδιο) 

γονιδίων στον όγκο σε σχέση µε τον αντίστοιχο φυσιολογικό ιστό που 

χρησιµοποιήθηκε ως calibrator, ισούται µε (1+Efficiency)-∆∆Ct. Η διπλάσια 

αύξηση ή µείωση της τιµής θεωρήθηκε υπερέκφραση ή υποέκφραση του mRNA 

αντίστοιχα στο συγκεκριµένο κάθε φορά δείγµα καρκίνου ουροδόχου κύστης. 

 

 

 

5.8. Υπολογιστική ανάλυση (Computational Analysis) 
 

Η Computational Analysis πραγµατοποιήθηκε στη συνέχεια µε σκοπό να 

γίνουν κατανοητές αν οι διαφορές των µεταγραφικών επιπέδων RAF και RKIP 

συµβαίνουν µεταξύ Ta-T1 stage [επιφανειακών όγκων (sTCC) µε ή χωρίς 

περιβάλλοντα in situ καρκινώµατα (CIS)], T2-T4 stage [µυοδιηθητικών όγκων 

(mTCC)] και δειγµάτων µετά κυστεκτοµή και του φυσιολογικού ιστού καθώς και 
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µεταξύ όγκων grade I (χαµηλού grade), grade II-III (υψηλού grade) και του 

φυσιολογικού ιστού. ∆ύο σύνολα δεδοµένων από την Gene Expression Omnibus 

(GEO) αναλύθηκαν. Τα πρότυπα γονιδιακής έκφρασης του RAF και RKIP 

προήλθαν από τα κανονικοποιηµένα σύνολα δεδοµένων και τα αποτελέσµατα 

εκφράστηκαν ως µέση τιµή των επιπέδων της log2 intensity και έγινε στατιστική 

σύγκριση µε το Mann-Whitney U test. 

 
 
 
5.9. Στατιστική ανάλυση  
 

Το µη-παραµετρικό τεστ συσχέτισης κατά Pearson χρησιµοποιήθηκε για 

να εξεταστεί η σχέση ανά ζεύγη µεταξύ των GOI mRNA επιπέδων και η σχέση 

τους µε συνεχείς µεταβλητές (ηλικία, κάπνισµα, stage/grade όγκου). Το Mann-

Whitney U test χρησιµοποιήθηκε για να εξεταστεί η συσχέτιση ανάµεσα στην 

έκφραση των γονιδίων και τις διάφορες κλινικοπαθολογικές παραµέτρους µετά 

από διαστρωµάτωση. Η στατιστική ανάλυση έγινε µε το πρόγραµµα SPSS 11.5 

(SPSS, Chicago, IL USA). Η στατιστική σηµαντικότητα ορίστηκε στο επίπεδο 

95% (p-value<0.05). 

 
 
 
5.10. ∆ιαλύµατα  
 
 
5.10.1. ∆ιαλύµατα αποµόνωσης DNA και RNA 
 
Φαινολικό διάλυµα αποµόνωσης RNA Trizol- Invitrogen  

Ισοπροπανόλη 100% (Merk) 

EtOH 79% και 100% (Merk) 

d H2O κατεργασµένο µε  DEPC (Invitrogen) 

Reagent B: Tris-base (400mM), NaCΙ (150mM), EDTA (60 mM), SDS (1w/v). 

Ρύθµιση του pH=8.0 χρησιµοποιώντας HCΙ 37%. Το SDS προστίθεται µετά την 

αποστείρωση του διαλύµατος. 
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5.10.2. Ηλεκτροφορητικά διαλύµατα. 
 
∆ιάλυµα ηλεκτροφόρησης DNA σε πήκτωµα πολυακρυλαµιδίου (0.5Χ ΤΒΕ): 

0.09 Tris HCΙ, 0.09Μ βορικό οξύ, 0.25% κυανούν της βρωµοφαινόλης, 0.25% 

κυανούν του ξυλενίου και 40% γλυκερόλη. 

 
 
5.11. Ένζυµα 
GoTaq Flexi DNA πολυµεράση (Promega) 

Stratascript αντίστροφη µεταγραφάση (Statagene) 

RNase Block inhibitor (Statagene) 

Πρωτεϊνάση Κ (Promega) 

 
 
5.12. Υλικά και εταιρείες προέλευσης 
 

Αγαρόζη: Invitrogen 

Αιθανόλη: Merk 

Ανθρακικό νάτριο: Sigma 

Βορικό οξύ: BDH  

Βρωµοφαινόλη: Sigma 

Βρωµιούχο αιθίδιο: BDH 

Γλυκερόλη: Invitrogen 

∆ιθειοθρεϊτόλη: Sigma 

dNTPS: Promega 

EDTA: BDH 

Ισοπροπανόλη: BDH 

Μεθανόλη: Fluka 

SDS: BDH 

ΤΕΜΕD: Sigma 

Tris-base: BDH 

Υδροξείδιο του νατρίου: Sigma 

Υδροχλωρικό οξύ: BDH 

Φαινόλη: BDH 

Φορµαλδεύδη: BDH 

Χλωριούχο νάτριο: Sigma 

Χλωροφόρµιο: Fluka 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 6 
 

Αποτελέσµατα 
 
 
 
6.1. Αποτελέσµατα της Μicroarray ανάλυσης 
 

Ανεπιτήρητές αναλύσεις των Μicroarray DNA δεδοµένων έδειξαν 

ξεκάθαρη διαφορά µεταξύ των δειγµάτων του ουροθηλιακού καρκίνου (BC) και 

των controls. Τα γονίδια που παρουσίασαν τουλάχιστον 2-fold διαφορική 

έκφραση στα BC δείγµατα σε σχέση µε τα controls (~57.000 transcripts), καθώς 

και στα δείγµατα χαµηλού grade σε σχέση µε τα δείγµατα υψηλού grade 

αναγνωρίστηκαν και ταξινοµήθηκαν. Ιδιαίτερη έµφαση δόθηκε στα γονίδια του 

ενδιαφέροντος GOI: A-RAF, B-RAF, RAF-1 και RKIP (Εικ. 6.1). Ορίστηκαν 

οµάδες έκφρασης µε βάση το επίπεδο έκφρασης του κάθε γονιδίου στους 

ουροθηλιακούς όγκους σε σχέση µε τον παρακείµενο φυσιολογικό ιστό 

(υποέκφραση<3-fold, υπερέκφραση>3-fold). Συγκεκριµένα η Μicroarray 

αποκάλυψε >2-fold στην έκφραση του BRAF και RKIP σε όγκους T2, T3, grade 

III σε σχέση µε τα controls (B-RAF, µέση τιµή έκφρασης 2.97±3.70, RKIP, µέση 

τιµή έκφρασης 2.90±2.04). Επίσης οι όγκοι T1 grade III παρουσίασαν αυξηµένα 

επίπεδα RKIP mRNA σε σύγκριση µε τα controls (µέση τιµή έκφρασης 

2.29±0.35). Τα επίπεδα του A-RAF mRNA σε όγκους T1 grade II σε σχέση µε τα 

controls ήταν 2.28-fold±1.72. Γενικά οι όγκοι T1 grade II και III δεν 

παρουσίασαν περισσότερο από 2-fold ή λιγότερο από 0.5-fold στην έκφραση των 

γονιδίων RAF ή RKIP συγκριτικά πάντα και µε τα controls (Εικ. 6.1) 
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Εικ. 6.1 Α) Συνολικά ~57.000 µετάγραφα αναλύθηκαν χρησιµοποιώντας το CodeLink 
Human Whole Genome Platform (Applied Microarrays Inc.). Με κόκκινο χρώµα: 
υποέκφραση καρκινικών δειγµάτων (<3-fold), µε πράσινο χρώµα: υπερέκφραση 
καρκινικών δειγµάτων (>3-fold), µαύρο χρώµα: ίση έκφραση. 
Β) x-fold (πολλαπλάσια) διαφορική γονιδιακή έκφραση  των γονιδίων του 
ενδιαφέροντος: A-RAF, BRAF, RAF-1 και RKIP 
 
 
 
6.2. Επικύρωση των αποτελεσµάτων της Μicroarray ανάλυσης µε τη µέθοδο 
της qPCR 
 

Τα αποτελέσµατα της Μicroarray ανάλυσης της διαφορικής έκφρασης των 

γονιδίων του ενδιαφέροντος, επικυρώθηκαν στη συνέχεια µε τη µέθοδο της 

qPCR, όπου τα γονίδια RAF και RKIP εκφράστηκαν σε όλα τα δείγµατα του 

καρκίνου µεταβατικού επιθηλίου της ουροδόχου κύστεως (TCCs) και του 

παρακείµενου φυσιολογικού ιστού. Παρόµοια µε τα πειράµατα της Μicroarray 

ανάλυσης, ορίστηκαν τρεις οµάδες έκφρασης σύµφωνα µε το επίπεδο της 

έκφρασης του κάθε γονιδίου σε TCC συγκριτικά µε το επίπεδο έκφρασης του 

παρακείµενου φυσιολογικού ιστού, (<0,5, υπο-έκφραση, 0,5 - 2,0,ίση έκφραση, 

>2,0, υπερ-έκφραση) Πίνακας 6.2. 

Συγκεκριµένα, επτά TCCs (23%), παρουσίασαν υπερέκφραση του ενός 

µόνο RAF γονιδίου, ενώ άλλα επτά TCCs (23%), παρουσίασαν υπερέκφραση σε 

δύο ή και όλων των τριών RAF γονιδίων. Το A-RAF και RAF-1 παρουσίασε 

υπερέκφραση στο 33% (µέση τιµή ±SD, 6.09±6.46) και 30% (µέση τιµή ±SD, 

3.39±7.61) των TCC δειγµάτων αντίστοιχα. Στην πλειοψηφία τους τα TCC 

δείγµατα έδειξαν ίση έκφραση των A-RAF και RAF-1 mRNA επιπέδων και στο 

φυσιολογικό ιστό (43%; µέση τιµή ±SD, 1.10±0.45 και 47% µέση τιµή ±SD, 
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1.02±0.31 αντίστοιχα), φέροντας έτσι καµία σηµαντική στατιστική διαφορά 

µεταξύ των TCCs και των φυσιολογικών ιστών (Εικ. 6.2). 

∆εκαεννέα TCCs (63%), παρουσίασαν ίση έκφραση των B-RAF 

µεταγραφικών επιπέδων µαζί µε τα δείγµατα των φυσιολογικών ιστών (µέση τιµή 

±SD, 1.10±0.37), ενώ σε έξι TCCs παρατηρήθηκε υπερέκφραση των B-RAF 

mRNA επιπέδων σε σχέση µε τα φυσιολογικά ζεύγη (µέση τιµή±SD,5.23±3.43). 

Ενδιαφέρον παρουσιάζουν τα δείγµατα όγκων pTa-pT1 grade III, που έδειξαν 

σηµαντικά υψηλότερη έκφραση του B-RAF σε σχέση µε το φυσιολογικό ιστό 

(p<0.001; Mann-Whitney U test), καθώς και συγκριτικά µε όγκους pT1 grade II 

(p<0.001; Mann-Whitney Utest) ή pT2, pT3 grade III όγκους (p=0.001; Mann-

Whitney U test). 

Η πλειοψηφία των δειγµάτων TCC (18/30, 60%), παρουσίασε 

υποέκφραση των RKIP mRNA επιπέδων (µέση τιµή±SD, 0.17±0.12) σε σχέση µε 

τα controls και η διαφορά ήταν στατιστικά σηµαντική (p=0.002 για όγκους pT1 

grade II και p<0.001 για όγκους pTa-pT1 grade III σε σύγκριση µε τα controls, 

Mann-Whitney Utest). Επιπροσθέτως όγκοι pT2, pT3 grade III, παρουσίασαν 

σηµαντικά υψηλότερο επίπεδο έκφρασης του RKIP συγκριτικά µε τα δείγµατα 

όγκων pTa-pT1 grade III (p=0.022; Mann-Whitney U test) (Εικ. 6.2). Οι 

πολλαπλάσιες τιµές (x-fold values), της έκφρασης του κάθε επιπέδου για κάθε 

ένα δείγµα  TCC σε σχέση αυτά του παρακείµενου φυσιολογικού ιστού 

παρέχονται στον Πίνακα 6.2. 
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Εικόνα  6.2 Το A-RAF και RAF-1 παρουσίασαν ίση έκφραση των mRNA επιπέδων των TCC 
και των controls. Οι όγκοι pTa-pT1 grade III έδειξαν σηµαντικά υψηλότερη έκφραση των 
επίπέδων του B-RAF σε σχέση µε το φυσιολογικό ιστό(p<0.001; Mann-Whitney U test), καθώς 
και συγκριτικά µε όγκους pT1 grade II(p<0.001; Mann- Whitney U test) ή όγκους pT2, pT3 
grade III tumors (p=0.001; Mann-Whitney U test). 
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Πίνακας 6.2. Το εκφραστικό καθεστώς των γονιδίων RKIP και RAF σε δείγµατα 
καρκίνου µεταβατικού επιθηλίου ουροδόχου κύστεως (TCC) σε σύγκριση µε δείγµατα 
του παρακείµενου φυσιολογικού ιστού (Ν), παρουσιάζονται ως x-fold διαφορές. Κόκκινο 
χρώµα: υπερέκφραση, πράσινο χρώµα: ίση έκφραση, µπλε χρώµα: υποέκφραση. 
 

 
 
 
 
6.3. Ανάλυση των ογκογονιδίων RKIP και RAF σε σχέση µε τα 
κλινικοπαθολογικά χαρακτηριστικά των ασθενών 
 

Από τους ασθενείς µε ιστορικό επαγγελµατικής έκθεσης σε παράγοντες 

κινδύνου για την ανάπτυξη ουροθηλιακού καρκίνου [19 (63%) από τους 30], οι 

12 (40%) παρουσίασαν υπερέκφραση τουλάχιστον ενός γονιδίου RAF και RKIP. 

Από αυτούς, οι 10 παρουσίασαν υπερέκφραση στα γονίδια RAF και 

συγκεκριµένα, σε δύο δείγµατα pT2+ in situ grade III και pT2b -grade IIΙ, 

παρατηρήθηκε υπερέκφραση των γονιδίων Α-RAF και RAF-1, σε άλλο ένα 

δείγµα pT1 - grade II παρατηρήθηκε υπερέκφραση του Α-RAF και του Β-RAF, 

σε τρία δείγµατα  pT1 - grade II, pT2b και pTa grade IIΙ, παρατηρήθηκε 

υπερέκφραση µόνο του Α-RAF, σε ένα δείγµα pT1-grade IIΙ, παρατηρήθηκε 

υπερέκφραση µόνο του Β-RAF, ενώ υπερέκφραση όλων των  RAF 
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παρατηρήθηκε σε ένα δείγµα pT1b- grade IIΙ. Στους ασθενείς µε το ιστορικό της 

επαγγελµατικής έκθεσης το RKIP παρουσίασε υπερέκφραση σε δύο δείγµατα pT1 

- grade II και pT2-grade III. 

Όσον αφορά το ιστορικό καπνίσµατος, οι 26 (87%) από τους 30 ήταν 

ενεργοί ή πρώην καπνιστές. Οι 15 (57%) από τους 26, παρουσίασαν 

υπερέκφραση των γονιδίων RAF και RKIP. Συγκεκριµένα, σε δύο δείγµατα, pT1-

grade IIΙ και pT1b- grade IIΙ, παρατηρήθηκε υπερέκφραση όλων των RAF 

γονιδίων, καθώς και σε ακόµη ένα δείγµα  pT2+ in situ grade III παρατηρήθηκε 

υπερέκφραση όλων των RAF γονιδίων και του RKIP. Υπερέκφραση δύο γονιδίων 

RAF παρατηρήθηκε σε 3 δείγµατα (11.5%), σε 6 δείγµατα (23%), παρατηρήθηκε  

υπερέκφραση ενός µόνο RAF γονιδίου, ενώ υπερέκφραση µόνο του γονιδίου 

RKIP παρατηρήθηκε σε 3 δείγµατα (11.5%). Από τους 4 (13%), µη-καπνιστές 

ασθενείς, δύο δεν παρουσίασαν καµία υπερέκφραση σε κανένα γονίδιο RAF και 

RKIP. Τα υπόλοιπα δύο δείγµατα των µη-καπνιστών παρουσίασαν υπερέκφραση 

τουλάχιστον ενός γονιδίου RAF και συγκεκριµένα στο δείγµα pT1-grade IIΙ, 

χωρίς ιστορικό επαγγελµατικής έκθεσης σε παράγοντες κινδύνου παρατηρήθηκε 

υπερέκφραση όλων των RAF γονιδίων, ενώ στο δείγµα pT1-grade II, επίσης 

χωρίς ιστορικό επαγγελµατικής έκθεσης σε παράγοντες κινδύνου του ουροθηλίου, 

παρατηρήθηκε υπερέκφραση ενός µόνο γονιδίου, του RAF-1. 

Το 33% (10), περίπου των δειγµάτων, υπερέκφραση των γονιδίων RAF 

και RKIP, παρατηρήθηκε σε µη-διηθητικούς όγκους, ενώ το υπόλοιπο 23% (7), 

παρουσίασε υπερέκφραση σε διηθητικούς όγκους. 

 
 
 
6.4. Ανάλυση των πρότυπων συν-έκφρασης των RAF και RKIP 
 

Το τεστ συσχέτισης κατά Pearson χρησιµοποιήθηκε για να εξεταστούν τα 

πρότυπα συν-έκφρασης των RAF και RKIP, ξεχωριστά στα δείγµατα των TCC 

όγκων και των οµάδων του φυσιολογικού ιστού. Θετικές συσχετίσεις 

παρατηρήθηκαν µεταξύ όλων των γονιδίων RAF, σε TCC και στον παρακείµενο 

φυσιολογικό ιστό. 

Συγκεκριµένα, στα δείγµατα των ουροθηλιακών καρκίνων, παρατηρήθηκε 

θετική συσχέτιση του A-RAF µε το B-RAF (p=0.003, Correlation 

Coefficient=0.520), αλλά και µε το RAF-1 (p<0.001, Correlation 

Coefficient=0.650). Θετική επίσης, ήταν η συσχέτιση του B-RAF µε το RAF-1 
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(p=0.050, Correlation Coefficient=0.360), εν αντιθέση µε τη συσχέτιση του B-

RAF µε το RKIP, που παρατηρήθηκε αρνητική (p=0.050, Correlation 

Coefficient=−0.360). 

Στα δείγµατα του φυσιολογικού ιστού, το A-RAF συσχετίστηκε θετικά µε 

το B-RAF p<0.001, Correlation Coefficient=0.834) και το  RAF-1 (p=0.001, 

Correlation Coefficient=0.591). Επιπλέον, το B-RAF συσχετίστηκε θετικά µε το 

RAF-1 (p<0.001, Correlation Coefficient=0.614). Όσον αφορά στο RKIP, καµία 

αρνητική συσχέτιση δεν παρατηρήθηκε µεταξύ αυτού και των RAF στο 

φυσιολογικό ιστό, εκτός από µία οριακά αρνητική συσχέτιση που ανιχνεύτηκε 

µεταξύ του A-RAF και του  RKIP (p=0.054, Correlation Coefficient=−0.355). 

 
 
 
6.5. Αποτελέσµατα Υπολογιστικής ανάλυσης(Computational analysis), µε 
δεδοµένα µικροσυστοιχειών που  εξάγονται από την GEO Datasets GSE3167 
και GSE7476 

 
Η Υπολογιστική ανάλυση (Computational analysis) του πρότυπου 

έκφρασης των RAF και RKIP γονιδίων σε καρκίνο ουροδόχου κύστης, 

πραγµατοποιήθηκε µε δεδοµένα µικροσυστοιχειών που εξάγονται από την GEO 

Datasets GSE3167 και GSE7476 (Eικ. 6.5.1 και Eικ. 6.5.2) 250,251. 

Ο Dyrskjøt και συν., πραγµατοποίησαν microarray ανάλυση σε βιοψίες 

καρκίνου ουροδόχου κύστεως, µεταβατικού επιθηλίου µε ταυτόχρονη ή όχι, 

παρουσία καρκινώµατος in situ (CIS), στο περιβάλλοντα ιστό του ουροθηλίου, 

καθώς και σε µυοδιηθητικά καρκινώµατα (mTCC). Τα αποτελέσµατα της µελέτης 

τους παρείχαν σηµαντικές πληροφορίες όσον αφορά στο ποιοι όγκοι αρχικού 

σταδίου είναι πιθανό να εξελιχθούν σε µυοδιηθητικούς όγκους
250. Τα 

αποτελέσµατα της δικής µας Computational analysis περιλαµβάνει όλες τις 

στατιστικά σηµαντικές διαφορές, που ανιχνεύθηκαν µεταξύ των επιφανειακών 

όγκων (sTCC), µε ή χωρίς καρκίνωµα  in situ (CIS), των µυοδιηθητικών 

καρκίνων (mTCC), των δειγµάτων της κυστεκτοµής και του φυσιολογικού ιστού 

απεικονίζονται στο Σχήµα 6.5. Συγκεκριµένα τα A-RAF mRNA επίπεδα ήταν 

υψηλότερα σε επιφανειακούς όγκους χωρίς CIS συγκριτικά µε το φυσιολογικό 

ιστό. Το RAF-1 παρουσίασε το αντίθετο πρότυπο έκφρασης, µε  χαµηλότερα τα 

επίπεδα του RAF-1 mRNA σε sTCC µε CIS συγκριτικά µε το φυσιολογικό ιστό 

καθώς και υψηλότερα RAF-1 mRNA επίπεδα στο φυσιολογικό ιστό συγκριτικά 
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µε όλα τα δείγµατα των καρκινικών όγκων. Επιπλέον τα αποτελέσµατα της 

Computational ανάλυσης του GSE3167 dataset προτείνει χαµηλότερα επίπεδα 

έκφρασης του B-RAF σε sTCC όγκων µε CIS συγκριτικά µε το φυσιολογικό ιστό 

και των mTCC όγκων σε σχέση µε το φυσιολογικό ιστό. Ωστόσο η έκφραση του 

RKIP παρουσίασε υψηλότερα επίπεδα έκφρασης σε επιφανειακούς όγκους 

(sTCC) αλλά και σε µυοδιηθητικούς (mTCC), συγκριτικά πάντα το φυσιολογικό 

οµόλογο ιστό. 

Σε µία µελέτη από τον Mengual και συν., αναλύθηκε το εκφραστικό 

προφίλ των σηµαντικότερων παθολογικών κατηγοριών του καρκίνου της 

ουροδόχου κύστεως µε σκοπό την ανίχνευση πιθανών γονιδιακών δεικτών 

(GSE7476)251. Η συγκεκριµένη µελέτης αποκάλυψε σχεδόν παρόµοια 

αποτελέσµατα µε τα δεδοµένα της δική µας µελέτης όσον αφορά τα δεδοµένα της 

microarray ανάλυσης και της qPCR, για το A-RAF, B-RAF και RAF-1. Ωστόσο 

οι όγκοι pT1 υψηλού grade εµφάνισαν υψηλότερα επίπεδα RKIP-mRNA 

συγκριτικά µε το φυσιολογικό ιστό. Τα αποτελέσµατα της microarray ανάλυσης 

της δικής µας µελέτης, αποκάλυψαν επίσης παρόµοιο εκφραστικό προφίλ για το 

RKIP. Εντούτοις λόγω του µικρού αριθµού των δειγµάτων που αναλύθηκαν µε 

αυτό το πακέτο δεδοµένων και δεδοµένου των αντικρουόµενων αποτελεσµάτων 

της qPCR, η υπερέκφραση του RKIP θα έπρεπε να λαµβάνεται µε ιδιαίτερη 

προσοχή υπόψη. Όλες οι σηµαντικά στατιστικές διαφορές των mRNA επιπέδων 

των A-RAF, B-RAF, RAF-1 και RKIP µεταξύ των ουροθηλιακών δειγµάτων και 

των controls καθώς και µεταξύ των επιφανειακών όγκων και των µυοδιηθητικών 

απεικονίζονται επίσης στο Σχήµα 6.5. 
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Σχήµα 6.5. Υπολογιστική ανάλυση (Computational analysis), του εκφραστικού 
προφίλ των RAF και RKIP γονιδίων σε ουροθηλιακό καρκίνο ουροδόχου 
κύστεως πραγµατοποιήθηκε µε τα δεδοµένα microarray (µικροσυστοιχειών), που 
εξάγονται από τη GEO Datasets, για το GSE3167 και το GSE7476. 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 7 

 

Συµπεράσµατα – Συζήτηση 

 

 

To σηµατοδοτικό µονοπάτι RAS/RAF/MEK/ERK κατέχει καθοριστικό 

ρόλο στη ρύθµιση των κυτταρικών διαδικασιών. Οποιαδήποτε ανωµαλία στη 

ρύθµιση του µονοπατιού αυτού µπορεί να προκληθεί από πρωτογενείς µοριακές 

βλάβες που συµβαίνουν σε κακοήθη κυτταρικό πολλαπλασιασµό252. Στην 

παρούσα µελέτη εκτιµήθηκαν τα RAF και RKIP mRNA επίπεδα έκφρασης σε 

TCC σε σύγκριση µε τον παρακείµενο φυσιολογικό ιστό. Βάση των 

αποτελεσµάτων παρατηρήσαµε σηµαντική µείωση των επιπέδων έκφρασης RKIP 

mRNA σε TCC σε σχέση µε τον  παρακείµενο φυσιολογικό ιστό καθώς και 

σηµαντική αύξηση των B-RAF mRNA επιπέδων έκφρασης σε όγκους pT1, grade 

III σε σχέση µε τον παρακείµενο φυσιολογικό ιστό. Επίσης τα µεταγραφικά 

επίπεδα έκφρασης του, B-RAF ήταν σηµαντικά αυξηµένα σε όγκους pT1 grade 

III σε σχέση µε το φυσιολογικό ιστό. Στην πλειοψηφία των TCC δειγµάτων 

παρατηρήθηκαν ίσης έκφρασης των µεταγραφικών επιπέδων έκφρασηςγια το A-

RAF και RAF-1 συγκριτικά µε το φυσιολογικό ιστό. 

Η υπερέκφραση του A-RAF έχει ανιχνευθεί στο παρελθόν σε καρκίνους 

ουροδόχου κύστης ποντικιών, επίσης η υπερέκφραση του A-RAF έχει βρεθεί και 

σε άλλους ουρογεννητικούς ιστούς, όπως των νεφρών, των ωοθηκών, του 

προστάτη και της επιδιδυµίδας174. Στην παρούσα µελέτη δεν βρέθηκε σηµαντική 

αύξηση των επιπέδων έκφρασης Α-RAF mRNA σε TCC σε σχέση µε τα Controls 

από τα αποτελέσµατά µας της qPCR. Παρόλα αυτά όµως, η υπολογιστική 

ανάλυση (computational analysis) η οποία πραγµατοποιήθηκε µε δύο πακέτα 

δεδοµένων GEO Datasets, (GEO Datasets GSE3167 και GSE7476) ενισχύει τον 

σηµαντικό ρόλο του Α-RAF στον ανθρώπινο καρκίνο της ουροδόχου κύστης 

όπως έχει αναφερθεί174. 

Οι πλειονότητα των µελετών που ερευνούν τη συχνότητα των B-RAF 

µεταλλάξεων σε διάφορους τύπους καρκίνων περιλαµβάνουν κυρίως το 

µελάνωµα, το θηλώδες καρκίνωµα του θυρεοειδούς και το ορθοκολικό 

αδενοκαρκίνωµα εστιάζοντας ως επί το πλείστον στη θυµίνη (Τ) στο 
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νουκλεοτίδιο 1799253-260. Επιπλέον, αποτελέσµατα προηγούµενων µελετών σε 

ουροθηλιακό καρκίνο ουροδόχου κύστης και σε νεφροκυτταρικό αναφέρουν είτε, 

µη σηµαντικο ποσοστό ή τελείως απουσία των  B-RAF µεταλλάξεων261,262. Η 

παρούσα µελέτη είναι η πρώτη που µετρά το εκφραστικό καθεστώς του B-RAF 

σε TCC ουροδόχου κύστεως.  

Εκτός από τα αυξηµένα  B-RAF σε όγκους pTa-pT1 grade III (στην qPCR 

και GSE7476 dataset) δεν βρέθηκε από τη δική µας µελέτη καµία άλλη 

στατιστική σηµαντική διαφορά µεταξύ του φυσιολογικού ιστού και των 

υπολοίπων TCCs. Εν αντιθέση η computational analysis των GSE3167 dataset, 

αποκάλυψε χαµηλότερα επίπεδα B-RAF σε όγκους pTa-pT1 και pT2-pT4 

συγκριτικά µε τα controls. Τα παρόντα δεδοµένα µαζί µε τις βιβλιογραφικές 

αναφορές που αναφέρουν απουσία των B-RAF µεταλλάξεων θα µπορούσαν µόνο 

να υποθέσουν ότι οι B-RAF µεταβολές είτε σε DNA ή RNA επίπεδο δεν φαίνεται 

να είναι αρκετά συχνή εκδήλωση σε TCC ουροδόχου κύστεως. Αντιθέτως στο 

επίκεντρο της προσοχής έχει βρεθεί το H-RAS, ένας άλλος ενεργοποιητής του 

µονοπατιού της ΜΑΡΡ κινάσης, εφόσον σε σηµαντική αναλογία των TCCs έχει 

βρεθεί ότι παρουσιάζουν H-RAS µεταλλάξεις στο κωδικόνιο 12263. 

Σε πρόσφατη µελέτη από τον Mhawech-Faucegliaa και συν., η έκφραση 

της πρωτεΐνης RAF-1 βρέθηκε να σχετίζεται µε το grade του όγκου παρόλο που 

στα δικά µας αποτελέσµατα δεν βρέθηκε τέτοιου είδους συσχέτιση. Η RAF-1 

εκφράζεται σε αφθονία στους περισσότερους ιστούς αλλά τα υψηλότερα επίπεδα 

έκφρασης παρατηρούνται σε γραµµωτούς µύες, παρεγκεφαλίδα και εγκέφαλο 

εµβρύου
264-265. Τα αποτελέσµατα αυτά υποστηρίζουν περαιτέρω τα ευρήµατα του 

Simon και συν., σε µία µελέτη µε 2317 δειγµάτων καρκίνου ουροδόχου κύστεως, 

όπου αποκαλύφθηκε ότι στη χρωµοσωµική περιοχή 3p25 που εδράζεται το RAF-

1 φαίνεται ότι υπάρχει σε πολλά αντίγραφα στο 4% των ανθρώπινων καρκίνων 

της ουροδόχου κύστης. Με βάση αυτά τα ευρήµατα φαίνεται ότι RAF-1 υπερ-

έκφραση θα µπορούσε να συνδέεται µε τον πολλαπλασιασµό της περιοχής 3p25 ( 

RAF-1)182. Επιπροσθέτως η RAF-1 έχει χαρακτηριστεί πρόσφατα ως η κύρια 

ισοµορφή υπεύθυνη για την ρύθµιση της κυτταρικής ανάπτυξης σε κύτταρα 

καρκίνου των ωοθηκών ενισχύοντας περαιτέρω την πιθανότητα ότι η 

ενεργοποίησή της, διαδραµατίζει σηµαντικό ρόλο στην ανάπτυξη της 

καρκινογένεσης της ουροδόχου κύστεως183. Εκτός από το πολλαπλασιασµό της 

περιοχής 3p25 (RAF-1), στην ίδια µελέτη του Simon και συν., παρατηρήθηκε ότι 
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απώλεια του RAF-1 γονιδίου στο 2.2% των ανθρώπινων όγκων και αυτή η 

απώλεια βρέθηκε να σχετίζεται µε το grade και stage του όγκου182. Αξίζει να 

σηµειωθεί επίσης ότι το RAF-1 εµπλέκεται και σε άλλα σηµατοδοτικά µονοπάτια 

που αφορούν κυρίως την επιβίωση, όπου φαίνεται ότι προσδένεται στις κινάσες 

που διεγείρουν την απόπτωση, (apoptosis-stimulating kinases), όπως οι MST2 

(mammalian sterile 20-like kinase 2), οι ASK1 (apoptosis-signal regulating kinase 

1)266 και στις κινάσες όπως οι Roka που ρυθµίζουν τις αναδιατάξεις του 

κυτταροσκελετού
267. Επίσης το RAF-1 εµπλέκεται στην επιβίωσης των κυττάρων 

µέσω ενεργοποίησης των Bcl-2 και NF-κβ παρόλο που οι µηχανισµοί της 

ρύθµισης παραµένουν αδιευκρίνιστοι. 

Ένα ακόµη σηµαντικό εύρηµα της παρούσας µελέτης είναι οι σηµαντικές-

θετικές, συσχετίσεις που εντοπίστηκαν µεταξύ των A-RAF, B-RAF και RAF-1 

στον καρκίνο της ουροδόχου κύστεως. Οι συσχετίσεις µεταξύ του  RAF-1 και B-

RAF θα µπορούσαν πιθανά να προκύπτουν από την ενεργοποίηση-

φωσφορυλίωση, του RAF-1 µέσω του B-RAF όπου ο ακριβής µηχανισµός 

υποννοεί την άµεση πρόσδεση και αλληλοφωσφορυλίωση του RAF-1 µέσω του 

B-RAF268. Η συσχέτιση µεταξύ A- και B-RAF πιθανά θα µπορούσε να εξηγηθεί 

µε παρόµοιο µηχανισµό ενεργοποίησης του A-RAF από το B-RAF. Με αυτά 

λοιπόν τα πιθανά µοντέλα ενεργοποίησης, θα µπορούσαν υποθετικά όλες οι RAF 

πρωτεΐνες να σηµατοδοτούν την MEK. Παρόµοιες συσχετίσεις παρατηρήθηκαν 

µεταξύ των τριών RAF γονιδίων και στο παρακείµενο φυσιολογικό ιστό. Ωστόσο, 

η σηµασία ενός πιθανού RAF δικτύου αλληλεπίδρασης-αλληλοφωσφορυλίωσης 

µοριακών µονοπατιών στη σηµατοδότηση του φυσιολογικού κυττάρου παραµένει 

ακόµη αδιευκρίνιστη. 

Όσον αφορά στην έκφραση του RKIP φαίνεται από διάφορες µελέτες ότι 

παρατηρείται µειωµένη σε πολλούς όγκους και τελείως απούσα στις 

µεταστάσεις
269-271. Σχετικά µε την καρκινογένεση της ουροδόχου κύστεως, σε µία 

µελέτη από τον Blaveri και συν. όπου χρησιµοποιήθηκε η CGH (comparative 

genomic hybridization) ανάλυση, παρατηρήθηκε σηµαντική αύξηση στις 

µεταβολές του αριθµού των αντιτύπων και αστάθεια του γονιδιώµατος µε την 

αύξηση του stage και την τελική έκβαση της νόσου. Επίσης αποκάλυψαν 

υψηλότερα επίπεδα έκφρασης στους επιφανειακούς όγκους από ότι στους 

µυοδιηθητικούς
272. Τα δικά µας αποτελέσµατα συµφωνούν µε αυτές τις µελέτες 

εφόσον και εµείς παρατηρήσαµε σηµαντική στατιστική µείωση στα επίπεδα 
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έκφρασης του RKIP µεταξύ των TCC και του φυσιολογικού ιστού. Εντούτοις 

περαιτέρω έρευνα συµπεριλαµβανοµένης και της ανοσολογικής χρώσης των 

ιστών (immunostaining), µε συγκεκριµένα αντισώµατα RAF και RKIP θα 

µπορούσαν να παρέχουν επιπλέον επικύρωση των αποτελεσµάτων µας. Η 

έκφραση του RKIP έχει µελετηθεί πολύ σε καρκινικά κύτταρα του προστάτη στα 

οποία η απώλεια της έκφρασής του συµβάλλει σε ένα µεταστατικό φαινότυπο. Ο 

Keller και συν., κατέληξαν στο συµπέρασµα ότι η έκφραση του RKIP αναστέλλει 

τη µετάσταση από τον καρκίνο του προστάτη273. Σε πρόσφατη µελέτη ο Woods 

και συν., ανέφεραν ότι η απώλεια του RKIP όπως παρουσιάζεται σε πρωτογενείς 

καρκινικούς όγκους του προστάτη και στις µεταστάσεις φαίνεται να συµβάλλει 

στην προστασία κατά της απόπτωσης επαγόµενης από ακτινοθεραπεία. ∆ηλαδή 

ουσιαστικά η απώλεια αυτή του RKIP δρα ενάντια στην απόπτωση που θα είχε 

πιθανώς συµβεί µε την βοήθεια της ακτινοθεραπείας274. Επίσης τα αποτελέσµατα 

από τον Li και συν., υποδεικνύουν ότι το RKIP αποτελεί επίσης ένα 

κατασταλτικό γονίδιο µετάστασης στον ανθρώπινο επιθηλιακό καρκίνο των 

ωοθηκών
275. 

Όσον αφορά το µοντέλο δράσης του RKIP, αυτό έχει δειχθεί ότι δεσµεύει 

και αναστέλλει εκτός του RAF-1 και το B-RAF διαταράσσοντας την 

αλληλεπίδραση µεταξύ της RAF και του υποστρώµατος της MEK276. Με βάση τα 

αποτελέσµατα της δικής µας µελέτης, όπου διαπιστώσαµε αρνητική συσχέτιση 

µεταξύ της έκφρασης του RKIP και του B-RAF σε TCC ουροδόχου κύστεως, 

µπορούµε να πούµε ότι συµφωνούν µε αυτά της τρέχουσας βιβλιογραφίας για το 

µοντέλο δράσης του RKIP. Εκτός όµως από τον καταρράκτη φωσφορυλίωσης της 

MEK, το RKIP εµποδίζει την ενεργοποίηση διαφόρων σηµατοδοτικών 

µονοπατιών όπως οι G-πρωτεΐνες και ο NF-κβ277. Η αναστολή των µονοπατιών 

της ΜΕΚ και του NF-κβ παραµένουν από τα πιο σηµαντικά µονοπάτια που 

εµπλέκονται στην ευαισθητοποίηση των κυττάρων σε χηµειοθεραπευτικούς 

παράγοντες
278. 

∆εδοµένου του υψηλού ποσοστού των καρκίνων µε ιδιοσυστασιακή 

ενεργοποίηση του RAF καθώς επίσης και των RAS µεταλλάξεων ή την υπερ-

ενεργοποίηση του αυξητικού παράγοντα, οι πρωτεΐνες RAF αποτελούν ένα καλό 

στόχο για ανάπτυξη θεραπειών. Παρά το γεγονός ότι οι περισσότερες 

προσπάθειες θεραπειών κατά της RAF, έχουν στραφεί στη RAF-1 από ότι στη 

BRAF279. Ωστόσο, οι περισσότερες πρόσφατες µελέτες που αφορούν το RKIP 
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υποδεικνύουν ότι αυτό το µόριο φαίνεται να αποτελεί ένα νέο, υποσχόµενο στόχο 

για την ανάπτυξη θεραπειών εναντίον του καρκίνου232,274,277. Ο Chaterjee και 

συν., µελέτησε κυτταρικές σειρές από καρκινικά κύτταρα µαστού και προστάτη. 

Σε αυτή τη µελέτη ανέφερε ότι το RKIP θα µπορούσε να αντιπροσωπεύει ένα νέο 

διαµεσολαβητή στα µονοπάτια µεταγωγής σήµατος που οδηγούν στην απόπτωση 

καθώς και ενδεχοµένως ενός προγνωστικού δείκτη στην παθογένεση των 

ανθρώπινων καρκινικών κυττάρων και όγκων µετά από αγωγή µε κλινικά 

σχετιζόµενους χηµειοθεραπευτικούς παράγοντες232. 

Συνοψίζοντας λοιπόν, στην παρούσα µελέτη παρατηρήθηκαν χαµηλότερα RKIP 

mRNA επίπεδα σε καρκίνωµα µεταβατικού επιθηλίου ουροδόχου κύστεως σε 

σχέση µε το φυσιολογικό ιστό, καθώς και υψηλότερα B-RAF mRNA επίπεδα σε 

όγκους σταδίου pT1, grade III σε σχέση µε τα controls. Συµπερασµατικά λοιπόν 

µε βάση την τρέχουσα βιβλιογραφία και τα αποτελέσµατα της δικής µας µελέτης, 

θα µπορούσαµε να πούµε ότι παρέχουν ενδεικτικά στοιχεία για πρώτη φορά ότι 

αυτοί οι παράγοντες φαίνεται να εµπλέκονται αντιστρόφως ανάλογα στη 

παθογένεια του καρκίνου της ουροδόχου κύστης. Η διαλεύκανση του ακριβούς 

ρόλου των γονιδίων RAF και RKIP στον καρκίνο της ουροδόχου κύστης θα 

µπορούσε να παρέχει συγκεκριµένα σηµεία στα οποία νέες θεραπείες πιθανά να 

έχουν τη δυνατότητα να στοχεύσουν εναντίον της νόσου. 
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Παράρτηµα 
 
 

Ακολουθεί αντίγραφο της δηµοσιευµένης εργασίας που προέκυψε από την 

παρούσα διδακτορική διατριβή. Η εργασία δηµοσιεύτηκε στο περιοδικό 

Pathology & Oncology Research το 2011 στον τόµο 17, τεύχος 2, στις σελίδες 

181-190. Πρόκειται για έγκριτο διεθνές επιστηµονικό περιοδικό µε σύστηµα 

κριτών (cited journal) καταχωρηµένο στο INDEX MEDICUS και στο PUBMED. 
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Abstract RKIP has been shown to regulate the RAS-RAF-
MEK-ERK kinase cascade acting as modulator of apoptosis
and metastasis in prostate cancer. Our goal was to examine the
expression of the RAF (A-RAF, B-RAF and RAF-1) and RKIP
genes in urinary bladder cancer. Microarray analysis and
qPCR was employed to investigate the expression of RAF
and RKIP, in 30 patients with transitional cell carcinoma
(TCC) of the urinary bladder vs. the corresponding levels of
adjacent normal tissue. Computational analysis was also
performed on Gene Expression Omnibus (GEO) datasets, to
unravel differences in the expression of RAF or RKIP
between tumor and control samples, and between superficial
and muscle invasive tumors. Microarray analysis revealed >2-
fold expression of BRAF and RKIP in T2, T3, grade III
tumors vs. controls. B-RAF over-expression was verified by

qPCR in pT1, grade III tumors vs. their normal counterparts
(p=0.016). qPCR revealed a significant RKIP reduction in
TCC vs. normal tissue (p=0.002 and p<0.001 for T1, grade
II and Ta-T1, grade III, respectively); All RAF genes were
positively correlated among each other (A-RAF/B-RAF, p=
0.003; A-RAF/RAF-1, p<0.001; B-RAF/RAF-1, p=0.050),
whereas B-RAF was negatively correlated with RKIP in TCC
(p=0.050). Further computational analysis revealed different
expression profiles for the genes of interest, among muscle
invasive carcinomas, superficial TCCs, cystectomy speci-
mens and normal tissue. The reduced RKIP mRNA levels in
TCC and the elevated levels of B-RAF in pT1, grade III
tumors vs. normal tissue, corroborate that these genes are
involved in the pathogenesis of urinary bladder cancer.

Keywords RAF family genes . RKIP.Microarrays . qPCR .

Computational analysis . Transitional cell carcinoma of the
urinary bladder

Introduction

Bladder cancer is the fifth most commonly diagnosed non-
cutaneous solid malignancy, and the second most commonly
diagnosed genitourinary malignancy in the United States with
an annual incidence of approximately eighteen cases per
100,000 population [1]. In Europe, Age-standardised inci-
dence rates (ASR) higher than 40 per 100,000 for males have
been reported. Approximately 90% of malignant tumors
arising in the urinary bladder are of epithelial origin, the
majority being transitional cell carcinomas. Nearly 80% of
patients who initially present with bladder urothelial carci-
noma have tumors confined to the mucosa or submucosa,
so-called superficial non-muscle-invasive bladder cancers;
the rest initially present as invasive disease or muscle-

Statement The reduced RKIP mRNA levels in TCC of the bladder
and the elevated levels of B-RAF in pT1, grade III tumors vs. normal
tissue, provide evidence for the first time, that these genes are
involved in the pathogenesis of urinary bladder cancer.
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invasive carcinomas. Bladder tumors represent a heteroge-
neous group of cancers, which includes those that are
papillary in nature and limited to the mucosa (non-invasive,
stage Ta), high grade and flat confined to the epithelium (non-
invasive, stage Tis), invasive into the lamina propria or
submucosa (early invasive, stage T1), invasive into the
muscularis propria or beyond (invasive, stage T2-T4) [2].

The RAS-RAF-MEK-ERK pathway is an evolutionary
conserved signalling mode that regulates many fundamental
cellular processes, such as differentiation, proliferation, survival,
motility, and transformation [3]. The RAF proteins are highly
conserved serine/threonine protein kinases that activate
mitogen-activated protein kinase kinase (MEK), which in turn
activates the mitogen-activated protein kinase (MAPK) path-
way. Inappropriate and/or continuous activation of this pathway
provides a potent promitogenic force resulting in abnormal
proliferation and differentiation in many human cancers [4].

The mammalian RAF family consists of three genes: A-
RAF, B-RAF, and RAF-1 (also known as C-RAF), which have
similar but non-overlapping cellular functions [5]. As serine/
threonine kinases, RAF proteins phosphorylate serine and
threonine residues on essential modulatory proteins down-
stream of RAS. Each RAF species has a distinct expression
profile in tissues, which suggests that individual RAF isoforms
perform clearly defined functions [5]. In previous studies on
animal tissues, RAF-1 exhibited the highest levels in striated
muscle, cerebellum and fetal brain [6], B-RAF was predomi-
nantly found in neural tissues [7] while A-RAF was expressed
at high levels not only in the epididymis and ovary [6] but also
in the bladder, kidney, intestine, heart, spleen, thymus and
cerebellum [8].

RKIP, also known as Phosphatidylethanolamine-binding
protein 1 (PEBP-1) or Prostatic binding protein (PBP), was
initially characterized to be involved in many different physio-
logic activities, including reproduction and neurophysiology [9].
Recent findings, however, have identified RKIP as a modulator
of apoptosis and metastasis through regulation of important
signalling cascades, i.e., the RAF-MEK-ERK kinase cascade,
G protein-coupled receptors, and the NF-κβ pathway [10–12].
RKIP blocks RAF-induced phosphorylation of MEK, via
direct interaction with RAF-1 kinase, and consequently the
activation of ERK [11]. RKIP also has weak binding affinity
to MEK-1 and ERK-2, interfering with downstream phos-
phorylation events. In addition to its modulation of RAF
signalling, RKIP inhibits NF-κβ activity by interacting with
upstream NF-κβ activators such as the NF-κβ-inducing
kinase (NIK) and TGF-β-activated kinase 1 (TAK1). RKIP
expression has been shown to be down-regulated in metastatic
prostate cancers, and it was suggested that the loss of RKIP
levels promotes the metastatic potential of prostate cancer
cells [13]. Furthermore, a recent study showed a decrease in
RKIP expression in malignant melanoma and the absence of
RKIP expression in melanoma metastases [14].

In the present study, microarray analysis and qPCR were
employed in order to detect and verify the expression levels of
the RAF oncogene family (A-RAF, B-RAF and RAF-1) and
RKIP, in patients with urinary bladder cancer.

Materials and Methods

Study Design and Clinicopathological Data

Paired tumor and normal tissue samples from a consecutive
series of 30 patients with newly diagnosed bladder cancer
(BC) undergoing transurethral bladder tumor resection at
the Department of Urology of the “Asklipieio” General
Hospital in Athens were prospectively studied for RAF and
RKIP gene expression analysis. The patients studied were
of advanced age (72.2±10.6 years). The majority (26/30,
87%) were smokers or former smokers, while 19 (63%)
were characterized by some level of occupational exposure
to agents associated with BC such as paints and chemicals
(Table 1).

Tumor specimens were classified and graded by the same
pathologist. Histological grading was performed according to
the 2004 WHO/International Society of Urologic Pathology
(ISUP) classifications [2]. Tumor stage was assessed accord-
ing to the 2002 American Joint Committee on Cancer staging
system.

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. Eligibility
criteria were: electively resected primary BC and the
availability of DNA from normal and tumor tissue for
biomolecular analyses. Exclusion criteria were: a history of
previous neoplasms and chemotherapy or radiation therapy
prior to surgery.

Tissue samples were obtained at surgery from the tumor
and the three grossly normal selected sites (cold cup biopsies)
were: posterior wall, trigone and area adjacent to the tumor.
Parts of the resected normal samples were sent for histopatho-
logical analysis. Tumor and normal tissues were frozen
immediately in liquid nitrogen, transported and stored at −80°C
until DNA extraction.

Patients with non-muscle-invasive BC were followed-up
with periodical cystoscopic examinations and intravesical
treatment as indicated. Patients with invasive BCwere 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 patients with non-muscle-invasive BC, the
progression rate was 11.1 and 22.2% for grade II and III
tumors, respectively. All recurrences were confirmed by
biopsy.
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Microarray Analysis

Samples from 10 human BCs and 5 normal tissues were
selected for microarray analysis. Three T1 grade II, three T1
grade III and four T2, T3 grade III samples were compared
with five randomly chosen adjacent normal tissues. RNA
extraction was performed with TRIzol® reagent (Invitrogen,
Carlsbad, CA), as described by the manufacturer. RNA from
the samples was further processed to cRNA (antisense
amplified RNA) as previously described [15]. Microarray
experiments were performed on the CodeLink Human
Whole Genome Platform (AppliedMicroarrays Inc., Tempe,
AZ) [16]. For the analysis we used a reference experimental
setup as previously reported [17]. Raw data were further
analyzed with different algorithms including Global Median,

Loess and Rank Invariant. Among those the Global Median
was selected for further analysis. Clustering was performed by
hierarchical clustering, k-Means, Self-Organizing-Maps
(SOMs) using the Genesis software (TU, Gratz, Austria)
[18].

RNA Extraction and Reverse Transcription

Thirty bladder cancer-normal paired tissue specimens were
homogenized in TRIzol® reagent (Invitrogen, Carlsbad, CA)
using a power homogenizer followed by chloroform addition
and centrifugation. Total-RNA was precipitated from the
supernatant with isopropanol, washed with 75% ethanol and
resuspended in 50 μl DEPC-treated water. RNA concentration
was calculated using the NanoDrop™ 1000 Spectrophotometer.
Reverse transcription reactions for the preparation of first-strand
cDNA from 1 μg of total RNA were performed using the
RETROscript® Kit, according to the manufacturer’s protocol
(Ambion, Austin, TX). Random hexamers were used as
amplification primers.

Validation of Differential Gene Expression

Validation of the RAF and RKIP differential gene expression
was performed using qPCR. All samples were treated
collectively from the mRNA extraction and its conversion to
cDNA, to the qPCR analysis. Moreover, all the qPCR primer
sets were optimized for their concentration and optimal
annealing temperature, so as to give the smallest Cts with
the highest ΔRns. Transcribed products were subjected to
qPCR assay with the Maxima SYBR green qPCR Mastermix
(2X), according to the manufacturer’s instructions (Fermentas,
Glen Burnie, MD) in a Mx3000P programmable thermal
controller apparatus (Stratagene, La Jolla, CA). Two genes
were used as internal controls: GAPDH, and B-Actin.
However, comparing the expression stability measure M for
each gene with the geNorm software, GAPDH was
determined to be the most stable housekeeping gene with
which to normalize RAF and RKIP mRNA expression levels.
All primer pairs were designed to span at least one intron in
order to avoid amplification of contaminating genomic DNA
along with cDNA (Fig. 1). Primer sequences and their
amplicon lengths were as follows: A-RAF, 5′-CGTCAAAG
TATACCTGCCCAACA-3′ (sense) and 5′-GATTTAGAC
CCCGCACCTTCA-3′ (antisense), (107 bp); B-RAF, 5′-AG
AAAGCACTGATGATGAGAGG-3′ (sense) and 5′-GG
AAATATCAGTGTCCCAACCA-3′ (antisense) (101 bp);
RAF-1, 5′-ACTGCCTTATGAAAGCACTCAAG-3′ (sense)
and 5′-ACGCAGCATCAGTATTCCAATC-3′ (antisense)
(120 bp); RKIP, 5′-AGACCCACCAGCATTTCGTG-3′
(sense) and 5′-GCTGATGTCATTGCCCTTCA-3′ (anti-
sense) (150 bp); GAPDH, 5′-GGAAGGTGAAGGTCGG
AGTCA-3′ (sense) and 5′-GTCATTGATGGCAACAA

Table 1 Clinicopathological characteristics of the patients

Subjects (n) 30a

Gender

Male 27

Female 3

Age (years)

mean 72.2

range 44–86

Smoking statusb

NS 4

FS 8

S 18

Occupational exposurec

yes 19

no 11

Tumor stage

pTa 1

pT1 12

pT1a 4

pT1b 1

pT2 2

pT2a 1

pT2b 5

pT2+in situ 3

pT3a 1

Tumor grade (WHO 1973)

I 0

II 10

III 20

Tumor grade (WHO/ISUP 2004)

Low 8

High 22

a 30 TCCs and 30 adjacent normal tissue
bNS non-smoker, FS former smoker, S smoker
c Exposure to chemicals, paints, pesticides, petroleum, ink, etc
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TATCCACT-3′ (antisense) (101 bp); B-Actin, 5′-CGGC
ATCGTCACCAACTG-3′ (sense) and 5′-GGCACACG
CAGCTCATTG-3′ (antisense) (70 bp). The optimized
annealing temperatures for each primer set were: 56°C for
A-RAF, 53°C for B-RAF, 57°C for RAF-1, 55°C for RKIP,
60°C for GAPDH and 60°C for B-Actin. All reactions were
performed in triplicates. PCR products were further con-
firmed by analysis on 2% ethidium bromide-stained agarose
gels. Normalized values to GAPDH, ΔCts, were initially
calculated using the equation: ΔCtsample ¼ CtGOI�CtGAPDH
(where GOI is the gene of interest). The ΔΔCt values and the
expression of the normalized to GAPDH RAF and RKIP
genes in TCC vs. the normal tissue, was calculated as
previously described [19]. A two-fold increased or decreased
expression was considered significant.

Computational Analysis

Computational analysis was also performed in order to
further understand whether differences of RAF and RKIP
transcript levels occur among Ta-T1 stage [superficial
transitional cell carcinomas (sTCC) with or without
surrounding in situ lesions (CIS)], T2-T4 stage [muscle
invasive carcinomas (mTCC) and cystectomy specimens]
and normal tissue; as well as among tumors of grade I (low
grade), grade II-III (high grade) and normal tissue. Two
publicly available Gene Expression Omnibus (GEO) data-
sets were analyzed [20, 21]. The gene expression patterns
of RAF and RKIP were extracted from the normalized
datasets, the results were expressed as mean levels of the
log2 intensity and were statistically compared by the Mann-
Whitney U test (Fig. 2).

Statistical Analysis

The non-parametric Pearson’s correlation was used to
examine pair-wise correlations between the GOI mRNA
levels and their association with continuous variables (age,
smoking, histologic type and tumor stage). The Mann-
Whitney U test was used to examine the differences
between the expression levels of the genes among TCCs
of different stage and grade, and normal tissue. All
statistical analyses were performed with SPSS 11.5 (SPSS,
Chicago, IL). Statistical significance was set at the 95%
level (p<0.05).

Results

Unsupervised cluster analysis of DNA microarray data
showed a clear distinction between BC and control
samples. Genes with at least 2-fold differential expression
in BC vs. control (~57,000 transcripts) and in low vs. high
grade tumors were identified and ranked (unpublished
data). Emphasis was given to the GOI: A-RAF, B-RAF,
RAF-1 and RKIP. x-fold expression of the GOI microarray
data is presented on Fig. 3. Microarray analysis revealed >2-
fold expression of BRAF and RKIP in T2, T3, grade III
tumors vs. controls (B-RAF, 2.97±3.70; RKIP, 2.90±2.04).
T1 grade III tumors also exhibited increased RKIP levels
compared to the controls (2.29±0.35). A-RAF mRNA levels
were 2.28-fold±1.72 vs the controls, in T1 grade II tumors.
T1 grade II and III tumors did not reveal more than 2-fold or
less than 0.5-fold expression, compared to the controls,
either for RAF or for RKIP.

Fig. 1 Melt Curve analysis for the RAF family and RKIP genes. Single peaks for all genes and absence of peaks for the non-template controls
(NTC) demonstrates the exclusion of any genomic DNA contamination and the specificity of the PCR products
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Fig. 3 A. A total of ~57,000 transcripts were analyzed using the
CodeLink Human Whole Genome Platform (Applied Microarrays
Inc.). Red: Under-expressed in tumors (<3-fold); green: over-

expressed in tumors (>3-fold); black: not differentially expressed. B.
x-fold differential gene expression for the genes of interest: A-RAF, B-
RAF, RAF-1 and RKIP (PBP)

Fig. 2 A-RAF and RAF-1 pre-
sented equal expression levels in
TCC and controls. pTa-pT1
grade III tumors exhibited sig-
nificantly higher B-RAF expres-
sion vs. the normal tissue (p<
0.001; Mann-Whitney U test),
as well as compared to pT1
grade II (p<0.001; Mann-
Whitney U test) or pT2, pT3
grade III tumors (p=0.001;
Mann-Whitney U test). The ad-
jacent normal tissue presented
higher RKIP mRNA levels
compared to the TCC. Boxplots
show the 25th, 50th (median),
and 75th percentile values.
Whiskers show the minimum
and maximum values. TCC,
transitional cell carcinoma
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Regarding the validation of the GOI differential expres-
sion by qPCR, RAF and RKIP were expressed in all TCCs
and adjacent normal tissues. Similarly to the microarray
experiments, three groups of expression were defined
according to each gene level of expression in TCC vs. the
adjacent normal tissue (<0.5, under-expression; 0.5–2.0,
equal expression; >2.0, over-expression) (Table 2). Seven
TCCs (23%) presented over-expression of only one RAF
gene, and further seven (23%) exhibited over-expression in
two and/or all three RAF genes.

A-RAF and RAF-1 presented a similar expression
pattern, exhibiting over-expression in 33% (mean±SD,
6.09±6.46) and 30% (mean±SD, 3.39±7.61) of the TCC
samples, respectively. The majority of the TCC samples
exhibited equal A-RAF and RAF-1 mRNA levels vs. the
normal tissue (43%; mean±SD, 1.10±0.45 and 47%; mean±
SD, 1.02±0.31, respectively); thus, bearing no statistically
significant difference between TCCs and normal tissues
(Fig. 2). Nineteen TCCs (63%) presented equal B-RAF
transcript levels with the adjacent normal tissue (mean±SD,
1.10±0.37), whereas six TCCs exhibited over two-fold B-

RAF expression vs. their normal counterparts (mean±SD,
5.23±3.43, respectively). Interestingly, pTa-pT1 grade III
tumors showed significantly higher B-RAF expression vs.
the normal tissue (p<0.001; Mann-Whitney U test), as well
as compared to pT1 grade II (p<0.001; Mann-Whitney U
test) or pT2, pT3 grade III tumors (p=0.001; Mann-
Whitney U test) (Fig. 2).

The majority of the TCC samples (18/30, 60%),
exhibited less than 0.5-fold RKIP mRNA levels (mean±
SD, 0.17±0.12) vs. the controls, and the difference was
statistically significant (p=0.002 for pT1 grade II and p<
0.001 for pTa-pT1 grade III vs. controls; Mann-Whitney U
test). Moreover, tumors of pT2, pT3 grade III exhibited
significantly higher RKIP expression levels compared to
tumors of pTa-pT1 grade III (p=0.022; Mann-Whitney U
test) (Fig. 2). The corresponding x-fold values of each
gene’s expression in every TCC sample vs. its adjacent
normal tissue, are provided in Table 2.

The Pearson’s correlation test was used in order to
evaluate the co-expression patterns of RKIP and RAF,
separately in TCC and normal tissue groups. Positive

Table 2 The expression status of the RKIP and RAF genes in TCC, compared to adjacent normal tissue (N), stated as x-fold difference. Red color
denotes over-expression, green denotes equal expression and blue denotes under-expression between TCC and the adjacent normal tissue

A. Zaravinos et al.



correlations among all three RAF genes were detected, both
in TCC and the adjacent normal tissue. Specifically in
TCC, A-RAF was positively correlated with B-RAF (p=
0.003, Correlation Coefficient=0.520) and RAF-1 (p<
0.001, Correlation Coefficient=0.650). Moreover, B-RAF
was positively correlated with RAF-1 (p=0.050, Correlation
Coefficient=0.360), and negatively correlated with RKIP
(p=0.050, Correlation Coefficient=−0.360) in urinary
bladder cancer. In the normal tissue, A-RAF was also
positively correlated both with B-RAF (p<0.001, Correla-
tion Coefficient=0.834) and RAF-1 (p=0.001, Correlation
Coefficient=0.591), whereas B-RAF was further positively
correlated with RAF-1 (p<0.001, Correlation Coefficient=
0.614). No negative correlation could be detected between
RKIP and the RAF genes in normal tissue, apart from a
marginally negative correlation detected between A-RAF
and RKIP (p=0.054, Correlation Coefficient=−0.355).

Computational analysis of expression profile of the RAF
and RKIP genes in urinary bladder cancer, was also
performed in microarray data extracted from the GEO
Datasets GSE3167 [20] and GSE7476 [21]. Dyrskjøt et al.
performed microarray analysis in bladder biopsies of
superficial transitional cell carcinomas with or without
surrounding carcinoma in situ (CIS) lesions and muscle
invasive carcinomas (mTCC). Their results provide insight
into which tumors in early stage bladder cancer are likely to
progress [20]. The results of our computational analysis,
including all the statistically significant differences detected
among sTCC with/without CIS, mTCC, cystectomy speci-
mens and normal tissue, are depicted in Fig. 4. A-RAF
mRNA levels were higher in sTCC without CIS vs. normal
tissue, whereas RAF-1 exhibited the reverse pattern of
expression. Computational analysis of the GSE3167 data-
set, also suggested lower B-RAF expression levels in sTCC
with CIS vs. normal tissue, and in mTCC vs. normal tissue,
whereas RKIP exhibited higher rates of expression both in
sTCC and mTCC vs. their normal counterparts. Mengual
et al. analyzed the gene expression profiles of the most
important pathological categories of bladder cancer in order
to detect potential marker genes (GSE7476) [21]. Analysis
of their dataset revealed quite similar results with our
microarray and qPCR data, for A-RAF, B-RAF and RAF-1.
However, pT1 high grade tumors exhibited higher RKIP
mRNA levels vs. normal tissue. Analysis of our microarray
data revealed a similar RKIP expression profile. However,
due to the small number of samples analyzed in that dataset,
and given the contradictory results provided by the qPCR
analysis, RKIP over-expression should be carefully taken
into consideration. All the statistically significant differ-
ences in the mRNA levels of A-RAF, B-RAF, RAF-1 and
RKIP between urinary bladder cancer and control samples,
as well as between superficial and muscle invasive tumors,
are depicted in Fig. 4.

Discussion

The signalling pathway RAS-RAF-MEK-ERK has a pivotal
role in the regulation of the cell processes. Any abnormality
in the regulation of the pathway can be caused by primary
molecular defects occurring in malignant cell proliferation
[4].

This study evaluated the mRNA levels of the three RAF
and RKIP genes, in TCC of the bladder and the adjacent
normal tissue. We detected significantly reduced RKIP
mRNA levels in the former, compared with the latter.
Moreover, B-RAF mRNA levels were significantly increased
in pT1 grade III tumors vs. normal tissues. The majority of
TCCs exhibited equal A-RAF and RAF-1 expression levels
vs. the normal tissues.

A-RAF over-expression has been detected in the past in
murine bladder cancer. Increased expression levels have
also been found in other urogenital tissues, such as kidney,
ovary, prostate and epididymis [8]. In the present study we
did not detect significantly increased A-RAF mRNA levels
in TCC of the urinary bladder vs. normal tissue by qPCR;
however our computational analysis performed in two GEO
datasets corroborates its important role in human bladder
cancer, as previously stated [8].

The vast majority of the studies investigating B-RAF
mutation frequency in different types of cancer, including
melanoma and colorectal adenocarcinoma [22–29], focus
mainly at the thymine (T) 1799 nucleotide. This is the first
study measuring the expression status of B-RAF in TCC of
the urinary bladder. We and others, have previously
reported either a non-significant percentage, or complete
absence of B-RAF mutations in urothelial bladder carcino-
ma or renal cell carcinoma [30, 31]. Apart from the elevated
B-RAF levels in the pTa-pT1 grade III tumors (detected
both in our qPCR data and in the computational analysis of
the GSE7476 dataset), we did not find any statistically
significant difference between normal tissue and the rest of
the TCCs. On the contrary, computational analysis of the
GSE3167 dataset, revealed lower B-RAF levels in the pTa-
pT1 and in the pT2-pT4 tumors vs. controls. The present
data, along with those reporting lack of B-RAF mutations,
can only suggest that B-RAF alterations either in DNA or
RNA level, do not seem to be a very frequent event in TCC
of the urinary bladder. In contrast, significant spotlight has
been thrown on H-RAS, another significant activator of the
MAP kinase pathway, since a significant proportion of
TCCs has been found to harbour H-RAS codon 12
mutations [19].

In a recent study by Mhawech-Faucegliaa et al. [32],
RAF-1 protein expression was found to be significantly
associated with tumor grade. However, in the present study
we did not detect such a correlation. RAF-1 is ubiquitously
expressed in most tissues, but it has exhibited highest levels
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Fig. 4 Computational analysis
of expression profile of the RAF
and RKIP genes in urinary
bladder cancer, was performed
in microarray data extracted
from the GEO Datasets
GSE3167 and GSE7476
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in striated muscle, cerebellum and fetal brain [7]. These
data further support the findings of Simon et al., who
revealed that the chromosomal region 3p25 (RAF-1) is
amplified in 4% of human bladder tumors. Thus it seems
that RAF-1 over-expression could be linked to amplifica-
tion. Moreover, RAF-1 was recently characterized as the
predominant RAF isoform responsible for regulating
cellular growth in ovarian cancer cells [33], further
enhancing the possibility that its activation plays a role in
bladder cancer development. The study of Simon et al. [34]
also showed that the RAF-1 gene was lost in 2.2% of human
tumors and this loss correlated with tumor grade and stage.
Notably, RAF-1 has been implicated in other signalling
pathways, especially survival, where it has been shown to
bind to apoptosis-stimulating kinases such as mammalian
sterile 20-like kinase 2 (MST2) and apoptosis-signal-
regulating kinase 1 (ASK1) [35], and to kinases such as
Roka [36], which controls cytoskeletal rearrangements.
RAF-1 is also implicated in survival mediated by Bcl-2
and NF-κβ activation, although the mechanisms of regula-
tion are unclear.

Another important finding of the present study was the
significant correlations detected among A-RAF, B-RAF and
RAF-1, in urinary bladder cancer. The correlations between
RAF-1 and B-RAF might probably derive from the
activation of the first through the latter. The exact mechanism
implies a direct binding and trans-phosphorylation of RAF-1
by B-RAF [37]. The correlation between A- and B-RAF,
could probably be explained by a similar mechanism of A-
RAF activation by B-RAF. In this model, all RAF proteins
could hypothetically signal MEK. Similar correlations
among the three RAF genes were also found in the adjacent
normal tissue. However, the importance of a possible RAF
cross-talk network in normal cell signalling is still unclear.

RKIP expression has been reported to be diminished in
many tumors and completely absent in metastases [13, 38,
39]. As regards bladder carcinogenesis, recent array CGH
analysis from Blaveri et al., showed significant increases in
copy number alterations and genomic instability with
increasing stage and with outcome, as well as they revealed
higher expression in the superficial tumors than the invasive
cancers [40]. Our present results are in good agreement with
these studies, since we detected a statistically significant
decrease in the RKIP expression levels between TCC and
normal tissue. However, further investigation including
immunostaining of tissues with RAF and RKIP specific
antibodies should provide validation of our results. RKIP has
been well-studied in prostate cancer cells, in which loss of RKIP
expression confers a metastatic phenotype. Keller et al.
concluded that RKIP expression inhibits prostate cancer metas-
tasis [41]. Woods et al. recently reported that the loss of RKIP,
as seen in primary prostate cancer tumors and metastases,
confers protection against radiation-induced apoptosis [42].

The results of Li et al., indicate that RKIP is also a metastasis
suppressor gene of human epithelial ovarian cancer [43].

RKIP has been shown to bind and inhibit B-RAF, apart
from RAF-1, thus disrupting the interaction between RAF and
its substrate MEK [12]. In good accord with these data, we
detected a negative correlation between the expression of
RKIP and B-RAF in TCC. Apart from the MEK cascade,
RKIP blocks the activation of several signalling pathways,
G-proteins and NF-κβ [38].

Given the high proportion of cancers with constitutively
activated RAF, RAS mutations, or growth factor hyperactiv-
ity, which result in increased signalling through RAF, RAF is
a good target for therapeutic development. Although there
have been many attempts to develop therapeutics against
RAF, most efforts have been directed at RAF-1 rather than B-
RAF [44]. However, the most recent published studies
regarding RKIP indicate that this molecule seems to be a
novel, promising target for therapeutic development. Chaterjee
et al. [45] reported that RKIP may represent a novel effector of
signal transduction pathways leading to apoptosis and a
prognostic marker of the pathogenesis of human cancer cells
and tumors after treatment with clinically relevant chemother-
apeutic drugs.

The lower mRNA levels of RKIP in TCC vs. normal
tissue, as well as the higher levels of B-RAF in pT1, grade III
carcinomas compared to controls, provide evidence that
these factors seem to be reversely involved in the pathogen-
esis of urinary bladder cancer. The unravelling of the exact
role that RAF and RKIP genes play in urinary bladder cancer,
can provide specific points at which novel therapies could be
targeted against it.
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